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1 MOTIVATION

Nahrungsmittelallergien gewinnen immer mehr an Bedeutung, nicht zuletzt durch die Verwen-
dung von neuen Lebensmittelzutaten bzw. Entwicklung von neuen (z. B. gentechnologisch
veränderten) Lebensmitteln. Außerdem stellen versteckte Allergene eine ernsthafte
Gefahrenquelle dar. Der Nachweis von geringen Mengen bzw. Spuren von Proteinen in
Lebensmitteln bzw. Lebensmittelzutaten mit allergenem Potential ist deshalb essentiell zum
Schutz von Patienten, die auf solche Allergene reagieren können. Die zur Zeit verwendeten in
vitro-Verfahren zum Nachweis von Nahrungsmittelallergenen, z. B. RAST-Inhibition, ELISA
und Western-Blot, beruhen auf der Bindung von spezifischem humanem IgE an
trägergebundenes Allergen. Diese Bindung wird durch die Anwesenheit von IgG und anderen
Serumkomponenten stark beeinflußt. Außerdem erreichen diese Tests oft nicht die
erforderliche Empfindlichkeit, um Spuren von Allergenen in komplizierten Gemischen
nachzuweisen. In vivo-Verfahren wie Haut- und Provokationstests sind für
lebensmittelchemische Untersuchungslabors und routinemäßige Allergenextrakt-
Untersuchungen aus praktischen und ethischen Gründen nicht verwendbar.

2 AUFGABENSTELLUNG

Es sollte daher innerhalb des geförderten Projekts ein biologisches Testsystem entwickelt wer-
den, das auf einem Modell der Typ 1 Allergie aufbaut. Das Verfahren beruht auf der Bindung
von allergenspezifischem IgE an den hochaffinen IgE-Rezeptor (FcεR1) auf basophilen Granu-
lozyten bzw. Mastzellen. Die Vernetzung der IgE-beladenen Rezeptoren durch Allergen führt
zur Signalübertragung in die Zellen. Hieraus resultiert die Freisetzung von Mediatoren von
Entzündungsreaktionen, die relativ einfach bestimmt werden können. Als Modell diente
zunächst ein basophile Rattenleukämiezelle (RBL-2H3) und das Verfahren sollte dann durch
Transfektion der IgE-bindenden Kette des humanen Rezeptors in die Rattenzellinie auf das
menschliche System übertragen werden. Im Verlauf der Arbeiten wurde die Transfektion da-
hingehend erweitert, daß der komplette humane Rezeptor, bestehend aus drei verschiedenen
Untereinheiten, transfiziert wurde. Neben der erwarteten hohen Empfindlichkeit sollte der bio-
logische Test auch die Prüfung der allergenen Wirksamkeit der Extrakte erlauben, was mit den
oben erwähnten immunchemischen Methoden nicht möglich ist. Alternativ zur Transfektion
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der RBL-Zellen sollte versucht werden, die unreife humane basophile Zellinie KU-812 zur
Differenzierung und damit zur vermehrten Histaminproduktion anzuregen. Im Falle eines
Erfolgs wäre es möglich, daß nach Sensibilisierung mit spezifischem IgE die Vernetzung
durch Allergen in Lebensmittelextrakten zur Freisetzung meßbarer Mengen von Mediatoren
führt.

Als Modell sollten im Rahmen dieses Projekts Untersuchungen zum Nachweis von Haselnuß-
bzw. Erdnußallergenen durchgeführt werden. Haselnüsse und Erdnüsse werden nicht nur als
solche verzehrt, sondern auch bei der Herstellung von anderen Lebensmitteln verwendet oder
können im Herstellungsprozeß als Verunreinigung auftreten. Die Anwesenheit von
versteckten Allergenen hat große Bedeutung für die betroffenen Allergiker. Die Haselnuß
zählt zu den Birkenpollen-assoziierten Lebensmitteln; das heißt, die Sensibilisierung erfolgt
durch Birkenpollen und das induzierte birkenspezifische IgE reagiert kreuz mit
Haselnußallergenen. Die Erdnußallergie ist deshalb so wichtig, weil schon geringste Mengen
von Erdnußallergenen zu sehr schweren Symptomen führen können; es wurden z. B. häufig
Anaphylaxien, in Einzelfällen mit tödlichem Ausgang, berichtet. Es war deshalb geplant, mit
geeigneten Patientenseren, die spezifisches IgE gegen Haselnuß- oder Erdnußproteine
enthalten, verschiedene Lebensmittelextrakte und Proben von verarbeiteten Lebensmitteln auf
ihren Gehalt an Allergen zu testen.

3 PLANUNG UND ABLAUF DES VORHABENS
3.1 ETABLIERUNG VON "HUMANISIERTEN" PERMANENTEN ZELLINIEN
3.1.1 Transfektion einer Rattenzellinie mit Genen des humanen IgE-Rezeptors

Im ersten Teil des Projekts sollten RBL-2H3-Zellen mit Genen des humanen Fcε-Rezeptors
transfiziert werden. Die Transfektion kann zum einen mit Lipofectamin und zum anderen
durch Elektroporation induziert werden. Beides sind Verfahren, die im Paul-Ehrlich-Institut
(PEI) etabliert sind. Zunächst war geplant, das Gen der α-Kette des humanen IgE-Rezeptors in
die RBL-Zellen einzuschleusen. Das daraus resultierende Protein soll mit den endogenen β-
und γ-Ketten zu einem funktionellen Rezeptor assoziieren. Später wurde das Vorhaben so
erweitert, daß die Transfektion mit drei Plasmiden erfolgte, von denen jedes eine Kette des
humanen Rezeptors enthält. Die einzelnen Parameter der Transfektion (DNA-Menge,
Lipofectamin-Konzentration und Transfektionszeit bzw. Elektroporationsbedingungen)
wurden optimiert. Die Plasmide enthalten ein Resistenzgen, das dafür sorgt, daß nur die
transfizierten Zellen in Gegenwart des Antibiotikums Geneticin überleben. Diese Selektion
führt zur Etablierung von stabilen Transfektanten.

Die resultierenden Zellinien sollten wie folgt biochemisch und funktionell charakterisiert wer-
den. Die erfolgreiche Integration der humanen Rezeptorketten in das Genom soll durch den
Nachweis von Boten-RNA durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nach reverser Trans-
kription (RT-PCR) verifiziert werden. Die Expression der chimären Rezeptoren auf der Zell-
oberfläche wird durch Bindung von humanem IgE in FACS-Analysen demonstriert. Die
Rezeptoren sind an die intrazelluläre Signaltransduktionskaskade angekoppelt. Daß dies auch
für die "humanisierten" bzw. kompletten humanen Rezeptoren der Fall ist, kann durch
Messung der Mobilisierung von Calcium ins Zytosol untersucht werden. Schließlich wird die
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Freisetzung von Mediatoren nach Bindung von humanem IgE und Vernetzung mit anti-IgE
oder Allergen gemessen.

3.1.2 Differenzierung einer unreifen humanen basophilen Zellinie

Als Alternative zur Transfektion sollte versucht werden, die humane Zellinie KU-812, die
unreifen basophilen Granulozyten entspricht, zur Differenzierung anzuregen, so daß sie nach
Sensibilisierung mit IgE und Vernetzung durch Allergen meßbare Mengen von Mediatoren
freisetzt. Die Ursprungslinie trägt zwar FcεR1, setzt aber nach antigener Stimulation keine
Mediatoren frei (eigene Beobachtungen). Deshalb sollte versucht werden, durch Zugabe von
Zytokinen aus KU-812 eine Zellinie zu etablieren, die die erforderlichen Eigenschaften für das
beschriebene Testsystem hat. Die erfolgversprechendsten Kandidaten für dieses Vorhaben
waren die Zytokine IL-3, IL-6 und TNF-α. Es war von anderen Arbeitsgruppen zwar gezeigt
worden, daß sie die Produktion von Histamin erhöhen, jedoch nicht, ob nach dieser Behand-
lung die Zellen weiterhin kontinuierlich wachsen und ob das vermehrt gebildete Histamin
durch Vernetzung von FcεR1 auch sekretiert werden kann. Diese Studien waren aber
erforderlich, um die Eignung differenzierter KU-812-Zellen (KU-812-diff) für die geplanten
Arbeiten zu belegen. Zusätzlich sollte die Frage beantwortet werden, ob differenzierte KU-
812 außer Histamin auch noch andere Mediatoren (wie z.B. die von uns routinemäßig
gemessene β-Hexosaminidase) bildet und freisetzt.

3.2 UNTERSUCHUNG DER ALLERGEN POTENZ VON LEBENSMITTELPRO-
BEN MIT HILFE VON hu-FcεεεεR1+ ZELLLINIEN

Nach der Etablierung von permanenten Zellinien, die humanes IgE binden und nach Vernet-
zung mit der Freisetzung von Mediatoren reagieren, kann die Untersuchung von Lebensmittel-
proben erfolgen. Dazu wurden Seren von Allergikern benötigt, die hohe Titer von
spezifischem IgE gegen Erdnuß bzw. Haselnuß besitzen. Im Falle von Haselnuß sollten Seren
von Birkenpollenallergikern verwendet werden, die im Rahmen der Untersuchungen am PEI
gewonnen werden. Da die Mehrzahl der Birkenpollenallergiker auch gegen Haselnußallergene
sensibilisiert sind, stehen genügend Proben zur Verfügung, die für die geplanten Studien
geeignet sind. Ein Poolserum mit hohem IgE-Titer gegen Erdnußallergene wurde von Dr.
Becker und Dr. Buschmann, Forschungsinstitut Borstel, zur Verfügung gestellt.

Die Analyse von Lebensmittelproben sollte durch Sensibilisierung der huFcεR1+ Zellinie(n)
mit IgE aus den Einzelseren und Messung der Menge an freigesetzter β-Hexosaminidase nach
Vernetzung der IgE-Moleküle auf den Zellen durch die Allergene erfolgen. Aus geeigneten
Einzelseren sollte dann ein Serumpool hergestellt werden, mit dem die Qualität von
kommerziell erhältlichen Haselnuß- bzw. Erdnußextrakten überprüft werden kann. Schließlich
sollten die Ergebnisse mit den durch andere Methoden wie Elektrophorese (IEF, SDS-PAGE),
Western-Blot und RAST-Hemmung erhaltenen verglichen werden. Ziel des Projekts war der
Nachweis von Spuren von Allergenen, die mit anderen Methoden nicht erfaßt werden können
in Extrakten aus Handelserzeugnissen, die Nüsse enthalten und solche, die keine Nüsse
enthalten sollten (z.B. Kuchen, Kekse, Schokoladen, Mehl usw.)
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4 STAND DER KENNTNISSE BEI BEGINN DES VORHABENS

Die Bedeutung von Allergien gegen Lebensmittel bzw. deren Inhaltsstoffe nimmt zu. Gleich-
zeitig ist ein erheblich gestiegenes Problembewußtsein bei Verbrauchern und
Lebensmittelherstellern festzustellen. Im Vergleich zu vielen Inhalationsallergenen, die
inzwischen sehr gut charakterisiert sind, gibt es nach wie vor große Kenntnislücken über die
Eigenschaften von Lebensmittelallergenen. Ferner weisen Nahrungsmittelextrakte für die
Diagnostik, insbesondere solche aus pflanzlichen Lebensmitteln, häufig eine sehr schlechte
Qualität auf (Vieths et al., 1995; Ortolani et al., 1989). Im Zusammenhang mit der
Lebensmittelallergie ist außerdem das Problem der "versteckten Allergene" in
zusammengesetzten Lebensmitteln von großer Bedeutung. Darunter werden allergene
Bestandteile verstanden, die in technologisch behandelten, zusammengesetzten Produkten in
aktiver Form enthalten sind und vom Verbraucher nicht erkannt werden können. In der
Literatur finden sich zahlreiche Fallbeschreibungen darüber, daß solche versteckten Allergene
in zum Teil extrem geringen Mengen sehr schwere und sogar tödliche anaphylaktische
Reaktionen verursacht haben (Vieths et al., 1994; Loza & Brostoff, 1995). Bereits Anteile von
deutlich weniger als 0,5% allergener Proteine im Gesamtprodukt haben solche Reaktionen
ausgelöst. Aufgrund dieser komplexen Problematik ist für die Lebensmittelallergie in
besonderem Maße die Etablierung von geeigneten Testsystemen erforderlich.

Die Eigenschaften der für die Studie ausgewählten Modell-Lebensmittel unterscheiden sich in
charakteristischer Weise. Haselnuß zählt zu den typischen Birkenpollen-assoziierten Lebens-
mitteln, unterscheidet sich von den Obst- und Gemüsearten aus dieser Gruppe aber dadurch,
daß die allergene Aktivität teilweise thermostabil ist und in verarbeiteten Lebensmitteln noch
vorhanden sein kann (Eriksson & Malmheden Yman, 1992; Malmheden Yman et al., 1994).
Das Hauptallergen der Haselnuß weist Kreuzreaktionen zu Bet v 1, dem Hauptallergen aus
Birkenpollen auf (Hirschwehr et al., 1992) und die Sensibilisierung der Allergiker erfolgt mit
großer Wahrscheinlichkeit durch Inhalation von Birkenpollen.

Die Erdnußallergie ist hingegen oft unabhängig von der Birkenpollenallergie und es ist sehr
wahrscheinlich, daß die Sensibilisierung in den meisten Fällen auf oralem Wege erfolgt. Erd-
nüsse sind in gerösteter und verarbeiteter Form nahezu immer sehr stark allergen und die Erd-
nußallergie ist oft mit einer sehr schweren Symptomatik verbunden (Burks et al., 1992; Burks
et al., 1994; Vieths et al., 1994). Das thermostabile Hauptallergen Ara h 1 ist gut charakteri-
siert und wurde bereits kloniert und sequenziert. Aufgrund der oben erläuterten sehr komple-
xen Problematik in Zusammenhang mit der Nahrungsmittelallergie ist die Entwicklung neuer
Methoden in der beschriebenen Weise auf diesem Gebiet in besonderer Weise angezeigt. Die
typischen Unterschiede zwischen den beiden dazu ausgewählten Arten der
Lebensmittelallergie sind sehr gut dazu geeignet, im Rahmen der vorgeschlagenen
Modelluntersuchung die Leistungsfähigkeit der zu entwickelnden Methode zu prüfen.

Es ist geplant, ein "humanisiertes" biologisches in vitro-Testsystem zu etablieren, welches die
Messung der allergenen Aktivität in Lebensmittelextrakten und verarbeiteten Erzeugnissen in
extrem niedrigen Konzentrationen ermöglichen könnte. Bisherige Verfahren beruhen zum Teil
auf der Bindung von Allergen an spezifisches IgE (z.B. RAST-Inhibition, ELISA, Western-
Blot). Sie reagieren sehr empfindlich auf die Anwesenheit von IgG und die Ergebnisse
korrelieren in vielen Fällen nicht mit denen aus in vivo-Tests (Casanovas et al., 1994; Platts-
Mills & Chapman, 1991). Außerdem erreichen sie oft nicht die erforderliche Sensitivität, um
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Spuren von Allergenen in komplizierten Gemischen wie Lebensmittelextrakten zu erfassen.
Andere Verfahren wie Haut- oder Provokationstests und der Histaminfreisetzungstest sind für
Labormessungen nicht anwendbar, da sie Untersuchungen am Menschen darstellen bzw.
frische Blutproben erfordern und somit schlecht standardisierbar sind.

Ausgangspunkt für die neue Methode ist die Messung der Mediatorfreisetzung durch eine
basophile Rattenleukämiezellinie (RBL-2H3) nach Vernetzung des an FcεR1 gebundenen IgE
durch Allergen (Schwartz et al., 1981; Schneider et al., 1993). In unserer Arbeitsgruppe wurde
das Verfahren so optimiert, daß Allergenkonzentrationen, die im pg/ml-Bereich (in manchen
Fällen sogar fg/ml) liegen, eine meßbare Freisetzung von β-Hexosaminidase bewirkt haben
(Hoffmann et al., 1995). Leider läßt sich diese Methode nicht ohne weiteres in das humane
System übertragen. RBL-2H3-Zellen sind nicht in der Lage, durch Sensibilisierung mit
humanem IgE zur Mediatorfreisetzung angeregt zu werden. Andererseits gibt es zwar zwei
permanente humane Zellinien, sie sind aber für die geplanten Untersuchungen ungeeignet. Die
Mastzellinie HMC-1 besitzt keine hochaffinen IgE-Rezeptoren (Durand et al., 1994) und ist
nicht in der Lage, Mediatoren freizusetzen (Nilsson et al., 1994a). Die den basophilen Granu-
lozyten ähnliche Leukämiezellinie KU-812 entspricht einem unreifen Stadium (Blom et al.,
1992; Almlöf et al., 1988) und setzt nach passiver Sensibilisierung keine Mediatoren frei (ei-
gene Beobachtungen). Es gibt Hinweise darauf, daß diese Zellinie, im Gegensatz zu HMC-1,
durch Zytokine (z.B. IL-3, IL-6, TNF-α) zur weiteren Differenzierung angeregt werden kann
(Forsberg et al., 1993; Nilsson et al., 1994b; Valent et al., 1990). Jedoch ist noch keine syste-
matische Studie durchgeführt worden, ob diese Zellen weiterhin permanent wachsen und in
der Lage sind, nach Rezeptorvernetzung Mediatoren freizusetzen. Schließlich ist noch keine
Methode etabliert, um funktionelle Mastzellen ex vivo über einen längeren Zeitraum in Kultur
zu halten (Levi-Schaffer et al., 1995).

Ein Ausweg aus diesem Dilemma wird darin gesehen, die RBL-2H3-Zellen mit der α-Kette
des humanen IgE-Rezeptors zu transfizieren. Der hochaffine IgE-Rezeptor besteht bei
Säugern aus vier Ketten: einer α-Kette, einer β-Kette und zwei durch Disulfidbrücken
verbundenen γ-Ketten (Adamczewski & Kinet, 1994). Die α-Kette bindet mit ihrer
extrazellulären Domäne den Fc-Teil von IgE. Durch Transfektion einer murinen Mastzellinie
(P815) wurde gezeigt, daß die humane α-Kette mit den endogenen β- und γ-Ketten zu einem
funktionellen Rezeptor assoziiert (Alber et al., 1991). Als Alternative kann ins Auge gefaßt
werden, mit den Genen für die humanen α- und γ-Ketten eine Kotransfektion durchzuführen.
Mit COS-Zellen wurde gezeigt, daß dies zu einer Expression von αγ-Komplexen führt (Ra et
al., 1989). Allerdings eignen sich weder COS-Zellen noch P815 für
Mediatorfreisetzungsstudien (Wilson et al., 1993). Neuere Untersuchungen haben außerdem
ergeben, daß der β-Kette eine verstärkende Wirkung bei der Signaltransduktion zukommt (Lin
et al., 1996). Entsprechende Studien mit RBL-Zellen haben bisher noch nicht den
gewünschten Erfolg erbracht, da die Transfektanten entweder nur eine geringe Expression der
chimären Rezeptoren zeigten oder nicht stabil waren (Taudou et al., 1993).

5 ZUSAMMENARBEIT MIT ANDEREN STELLEN

Das Plasmid, das das Gen für die humane α-Kette von FcεR1 enthält, wurde von Dr. U. Blank
vom Pasteur-Institut in Paris erhalten. In Zusammenarbeit mit ihm wurden auch von Frau
Große-Tebbe die Plasmide konstruiert, die die β- und γ-Ketten enthalten. Von Dr. W. Becker,
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Forschungsinstitut Borstel wurde ein Poolserum von Erdnußallergikern erhalten, das für
einige Untersuchungen verwendet werden konnte. Dr. K. Cichutek aus der Abteilung
Biotechnologie des PEI hatte wesentlichen Anteil an der Etablierung der
Transfektionsmethoden in unserer Arbeitsgruppe. Aus dem Fachgebiet von Herrn Dr. Vieths
wurden die Lebensmittelextrakte erhalten, die in den Experimenten eingesetzt wurden.

6 ERZIELTE ERGEBNISSE
6.1 MATERIAL UND METHODEN
6.1.1 Zellen und Reagenzien

Als Ausgangszelle für die Transfektionen wurde die Zellinie RBL-2H3 verwendet, die
ursprünglich vom Weizmann-Institut in Rehovot, Israel stammt und auf besonders hohe
Mediatorfreisetzungskapazität selektioniert wurde. Als Referenz für eigene Transfektionen
wurde von Dr. Kochan (Hoffman-LaRoche, Nutley, USA) die mit der humanen FcεR1α-Kette
transfizierte Linie RBL-48 zur Verfügung gestellt. Die Zellinie KU-812 ist eine freundliche
Gabe von Dr. Becker, Forschungsinstitut Borstel. Als Maus-IgE wurde der Überstand des
Hybridoms IgEL.b4 verwendet, das von ATCC (Code TIB-141) bezogen wurde. Humanes
Myelom-IgE der Firma biodesign wurde bei Dunn Labortechnik GmbH (Asbach) gekauft. Alle
Anti-Ig Antikörper waren von der Firma Nordic Immunology (Tilburg, NL).

6.1.2 Herstellung der Plasmide

Das Plasmid, das die humane α-Kette enthält (pCMV4neohuα; Taudou et al., 1993), wurde von
Dr. U. Blank, Pasteur-Institut, Paris erhalten. Das Gen der α-Kette ist dort unter der Kontrolle
des CMV-Promotors und enthält ein Neomycin-Resistenzgen, das die Selektion von stabil
transfizierten Zellen mit Geniticinsulfat (G-418) erlaubt. Die humane β-Kette wurde in den
Vektor pBJ1 kloniert, der zuvor mit dem SRα-Promotor versehen worden war. Daten aus der
Literatur (Takebe et al., 1988; Dombrowicz et al., 1996) deuten darauf hin, daß SRα ein
stärkerer Promotor in Säugerzellen ist als CMV. Versuche zur Klonierung der humanen α-
Kette in pSRαpuro, die eine Doppelselektion mit Geneticin und Puromycin erlaubt hätten,
schlugen allerdings bisher fehl. Die humane γ-Kette schließlich wurde in den Vektor SRαneo

eingeführt. Die Umklonierung erfolgte in der Art, daß die einzelnen Ketten mit Hilfe der
Polymerase-Kettenreaktion unter Anhängen von Schnittstellen für Restriktionsenzyme
amplifiziert wurden. Die Reaktionsprodukte wurden elektrophoretisch aufgereinigt und mit den
entsprechenden Restriktionsenzymen behandelt. In gleicher Weise wurden die Vektoren mit
den Restriktionsenzymen geschnitten und anschließend die Geninserts in die Vektoren ligiert.
Sequenzanalysen ergaben, daß die Inserts vollständig und in der richtigen Orientierung
eingebaut worden waren.

6.1.3 Transfektion von RBL-2H3 Zellen

Adhärent wachsende RBL-2H3 Zellen wurden von den Kulturflaschen abgelöst, zweimal mit
Medium gewaschen und jeweils 2 ml Zellsuspension (5 x 105 Zellen) in ein Loch einer 6-
Loch-Platte (Ø 35 mm) gegeben. Die Zellen wurden über Nacht im Brutschrank (37°C, 5%
CO2) inkubiert, so daß sie am nächsten Tag 50-70% konfluent waren. Die präparierten
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Plasmide wurden in einer Konzentration von 30 µg/ml in serumfreiem Medium ohne
Antibiotika angesetzt. Das Liposomengemisch (Lipofectamine™ von Gibco BRL) wurde in
einer Konzentration von 10 µl/ml ebenfalls in serumfreiem Medium suspendiert. Gleiche
Mengen der Plasmid- und Liposomlösungen wurden gemischt und für 45 min bei
Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit wurden die Zellen zweimal mit serumfreiem
Medium gewaschen (je ca. 20 min). Zu dem DNA-Liposom-Gemisch wurde die vierfache
Menge serumfreies Medium gegeben und die Zellen mit jeweils 1 ml dieser Reagenzlösung
versetzt. Nach einer Inkubation von 6h im Brutschrank wurde das Transfektionsgemisch
entfernt und durch 2 ml komplettes Medium (ohne Geneticin) ersetzt. Zwei Tage nach der
Transfektion erfolgte die Selektion stabil transfizierter Klone. Dazu wurde dem
Kulturmedium 1 mg/ml G-418 zugesetzt. Nach etwa einer Woche waren alle nicht
transfizierten Zellen abgestorben und es waren Klone von Transfektanten zu beobachten.
Wenn diese Klone eine Größe von etwa 200 Zellen erreicht hatten, wurden sie geerntet und in
Mikrotiterplatten rekloniert (ca. 1 Zelle/Loch). Die Zellen wurden zunächst in
Zellkulturplatten und schließlich in Kulturflaschen vermehrt. Die Passage erfolgte daraufhin
zweimal pro Woche im Verhältnis 1:10. Zellklone, die in Experimenten eingesetzt werden
sollten, wurden für mindestens 4 Tage ohne G-418 in Kultur gehalten, da dieses manche
Reaktionen der Zellen beeinträchtigt.

6.1.4 Messung der Mediatorfreisetzung von RBL-Zellen

Zur Sensibilisierung (Bindung von IgE an den Rezeptor) der RBL-Zellen wurde entweder der
Überstand des Hybridoms IGEL.b4 (enthält Maus-IgE gegen das Hapten TNP (Trinitrophe-
nyl)), gereinigtes humanes IgE oder IgE-reiche Seren von Mäusen bzw. Allergikern
eingesetzt. Dazu wurden 1 x 105 Zellen pro Loch einer Mikrotiterplatte eingesät und über
Nacht bei 37°C in Kulturmedium inkubiert, so daß sich die Zellen anheften konnten.
Humanes IgE wurde ebenfalls über Nacht zu den Zellen gegeben, während für Maus-IgE
normalerweise eine Sensibilisierungszeit von 1-2 h ausreicht. Die Vernetzung wurde entweder
mit Ziege anti-Maus- bzw. anti-human IgE (kommerziell erhältlich) oder mit
Allergenextrakten in Tyrode-Puffer induziert. Voruntersuchungen hatten ergeben, daß die
Mediatorfreisetzung im humanen System nur in Gegenwart von D2O in nennenswerter Weise
erfolgt. Deshalb wurden die anti-IgE-Antikörper und Allergenextrakte in Tyrode-Puffer
angesetzt, die 50% D2O enthielten (vgl. Maeyama et al., 1986). Die Bestimmung des
freigesetzten Mediators β-Hexosaminidase erfolgte durch Umsetzung des Substrats p-
Nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucosamin und Messung der Extinktion bei 405 nm im
Photometer. Berechnet wurde die Mediatorfreisetzung nach der Formel

spezifische Freisetzg. - Spontanfreisetzg. x 100 = % Mediatorfreisetzung
Totalgehalt - Spontanfreisetzg.

Dabei bedeutet Spontanfreisetzung die Menge von β-Hexosaminidase ohne Vernetzung, der
Totalgehalt wird durch Lyse der Zellen mit 1% Triton-X100 bestimmt.

6.1.5 Messung der Mobilisierung von intrazellulärem Calcium
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Die zu untersuchenden Zellen wurden von den Kulturflasche abgelöst und zweimal mit kom-
pletten Medium (mit 5% Kälberserum) gewaschen. Die Zellkonzentration wurde auf 5 x 106

Zellen/ml eingestellt und 1 µg/ ml IgE (human oder murin) sowie 15 µM FURA-2AM (Acet-
oxymethlester des Calcium-Chelators FURA-2) zugegeben. Nach einer Inkubation von 60 min
im Brutschrank wurden die Zellen abzentrifugiert und zweimal mit komplettem Medium
gewaschen. Dann erfolgte die Hydrolyse von FURA-2AM für 30 min bei 37°C. Anschließend
wurden die Zellen in Tyrode-Puffer ohne Serumalbumin dreimal gewaschen und in einer
Konzentration 1 x 107 Zellen/ml in Tyrode ohne BSA, aber mit 50% D2O, resuspendiert. 700
µl dieser Zellsuspension wurde in Fluoreszenzküvetten 1:3 mit Tyrode-Puffer (ohne BSA, mit
D2O) verdünnt und in einem Spektrometer (LS50B der Firma Perkin-Elmer) für 5 min auf
37°C equilibriert. Die Maxima der Anregungswellenlängen von FURA-2 liegen bei 340 bzw.
380 nm, je nachdem ob Calcium gebunden hat oder nicht. Die Emissionswellenlänge beträgt
510 nm. Es wurde nun zunächst das Intensitätsverhältnis bei 340 und 380 nm ohne Stimulus
aufgenommen (Grundlinie). Nach etwa einer Minute wurden anti-Maus-IgE bzw. anti-
Human-IgE zugegeben. Die Endkonzentration betrug jeweils 20 µg/ml. Die Kinetik der
Calciumfreisetzung wurde für weitere 4 min aufgenommen. Zur anschließenden Kalibrierung
wurden die Zellen mit Triton X-100 lysiert (FURA-2 wird mit Calcium gesättigt) und dann
alles Calcium an EDTA gebunden (FURA-2 liegt in freier Form vor). Aus diesen Meßwerten
wurde mit dem Programm "Intracellular Biochemistry" der Firma Perkin-Elmer die
Konzentration der Calciumionen im Zytoplasma bestimmt.

6.1.6 FACS-Analysen

Die Zellen wurden geerntet und zweimal mit Waschpuffer (1% BSA und 0,1% NaN3 in PBS
ohne Ca2+ und Mg2+ gewaschen. Jeweils 1x 105 Zellen wurden in ein Loch einer Spitzboden-
Mikrotiterplatte gegeben und 2,5 µg/ml Maus-IgE oder Human-IgE (optimierte Konzentra-
tionen) für 30 min bei 4°C inkubiert. Als Kontrollen dienten irrelevantes IgG. Anschließend
wurden die Zellen dreimal mit Waschpuffer gewaschen und die zweiten, mit Fluoreszenzfarb-
stoffen gekoppelten, Antikörper zugegeben (2,5 µg/ml Ziege anti-MIgE-PE bzw. 10 µg/ml
Ziege anti-HIgE-FITC). Nach weiteren 30 min bei 4°C wurden die Zellen wieder dreimal mit
Waschpuffer gewaschen, in 100 µl Fixierpuffer (1% Paraformaldehyd in PBS ohne Ca2+ und
Mg2+) aufgenommen und in Plastikröhrchen (6 x 38 mm) überführt. Die Messung erfolgte in
einem FACScan der Firma Becton Dickinson, die Auswertung wurde mit der Lysis II
Software von Becton Dickinson durchgeführt.

6.2 RESULTATE
6.2.1 Differenzierung der humanen basophilen Zellinie KU-812

In Übereinstimmung mit dem Projektantrag wurden Experimente durchgeführt, um das Poten-
tial der Zellinie KU-812 zur Differenzierung zu untersuchen. Diese Zellinie trägt FcεR1,
enthält aber nur wenig Mediatoren und entspricht einem unreifen Stadium von basophilen
Granulozyten (Kishi, 1985). Zu diesem Zweck wurden die Zytokine IL-3, IL-6 und TNF-α
(Nilsson et al., 1994; Valent et al., 1990) sowie Natriumbutyrat oder Cytosinarabinosid
(Almlöf et al., 1988) verwendet. Wenn diese Reagenzien eingesetzt wurden, stieg der
Totalgehalt an β-Hexosaminidase nur geringfügig und meist nur dann, wenn über den
Kulturzeitraum von zwei Wochen frisches Medium zugesetzt wurde (alle 3-4 Tage). Auch die
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Verwendung höherer Konzentrationen brachte keine Änderung dieser Ergebnisse. Die
Freisetzung von β-Hexosaminidase konnte weder vor noch nach der Inkubation von KU-812
mit Zytokinen nachgewiesen werden. Weil außerdem die Transfektionen sehr erfolgreich
waren (s. u.), wurde dieser Teil des Projekts nicht weiter verfolgt.
6.2.2 Transfektion von RBL-2H3-Zellen

Zunächst wurden verschiedene Methoden zum Einschleusen von Genmaterial in RBL-2H3
getestet und optimiert. Bei der sogenannten Lipofektion werden die Plasmide mit Hilfe von
Phospholipidvesikeln durch Endozytose in die Zellen gebracht. Optimiert wurden bei dieser
Technik die Zahl der eingesäten Zellen, die DNA- und Lipofectamin-Mengen sowie die
Transfektionszeit. Als DNA-Material wurde ein Plasmid verwendet, das das Gen für die β-
Galaktosidase enthält. Durch die Umsetzung eines Farbstoff-erzeugenden Substrats kann so
die Transfektionseffizienz gemessen werden. Als zweite Technik wurde DNA mit
Calciumphosphat kopräzipitiert. Das Präzipitat wird dann von den Zellen aufgenommen und
in das Genom integriert. Hier wurden Zellzahl und DNA-Menge optimiert. Schließlich wurde
die Transfektion noch durch Bindung der Plasmide an DEAE-Dextran induziert. Auch hier
wurden Zellzahl und DNA-Menge variiert. Diese Untersuchungen zeigten, daß die
Transfektion mit Lipofectamin die besten Ergebnisse ergab.

Zuerst wurden RBL-2H3 nur mit dem Plasmid pCMV4neohuα transfiziert. Die Resultate einer
dieser Transfektionen, bei der die Zellen in unterschiedlicher Konzentration eingesetzt
wurden, sind in Tabelle 1 dargestellt. Es zeigte sich, daß eine Zellkonzentration von 5-10 x
105 Zellen pro 35-mm Loch sowohl hinsichtlich der Ausbeute an stabil transfizierten Klonen
als auch in bezug auf eine gute Mediatorfreisetzung mit humanem IgE und anti-Human-IgE
am günstigsten war. Dies ist wahrscheinlich auf einen positiven Effekt von Zellkontakten bei
der Transfektion zurückzuführen. Im Gegensatz zu früheren, eher negativ verlaufenen
Transfektionen wurde hier außerdem eine größere Menge an DNA eingesetzt (10 µg im
Vergleich zu 3 µg bei transienter Expression der humanen α-Kette).

Tabelle 1: Ausbeute an transfizierten Klonen in Abhängigkeit der eingesetzten Zellzahl

Zellzahl geerntet rekloniert in Flaschen
kultiviert

Mediatorfreisetzung
<10% 10-20% 20-30% >30%

maximale
Freisetzg.

2,5x105 11 10 8 1 3 1 3 42%
5x105 49 30 26 9 3 7 7 65%
1x106 21 12 12 0 2 6 4 75%

Summen 81 52 46 10 8 14 14

Eine weitere Transfektion wurde mit den Plasmiden, die die Gene für die drei
unterschiedlichen Ketten des humanen IgE-Rezptors enthalten, durchgeführt. Dabei
entstanden etwa 60 Klone, von denen nach der Reklonierung 50 in Kulturflaschen überführt
wurden. Die Auswahl von Klonen, die für weitere Untersuchungen verwendet werden sollte,
erfolgte nach Überprüfung der Expression der humanen Rezeptorketten. Das
molekularbiologische Verfahren mittels RT-PCR lieferte bis jetzt noch keine eindeutigen
Ergebnisse, da die verwendeten Primer nicht speziesspezifisch genug waren. Das
Vorhandensein der humanen α-Kette auf der Zelloberfläche wurde mit Hilfe von FACS-
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Analysen nachgewiesen. Beispiele dafür sind in Abbildung 1 gezeigt. Alle untersuchten
Zellinien exprimieren die endogenen Rezeptoren in etwa gleicher Anzahl. Bei der Zahl der
transfizierten Rezeptoren hingegen zeigen sich charakteristische Unterschiede, die sich auch
in den funktionellen Eigenschaften der Klone widerspiegeln (s. u.).
6.2.3 Charakterisierung der transfizierten Klone

Die erfolgreichen Transfektionen spiegeln sich auch in den Untersuchungen zur Mobilisierung
von Calcium aus intrazellulären Speichern wider. Der hochaffine IgE-Rezeptor gehört zur
Klasse der mit Tyrosinkinasen assoziierten Rezeptoren (Beaven & Baumgartner, 1996;
Daëron, 1997). Im Verlauf der Aktivierung der Zellen werden dabei Phospholipide gespalten.
Einer der sekundären Botenstoffe, das Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3), bindet an Rezeptoren
am endoplasmatischen Retikulum, was zur Abgabe von Calcium ins Zytoplasma führt
(Villereal & Byron, 1992; Beaven & Kassessinoff, 1997). Abbildung 2 zeigt entsprechende
Daten aus Experimenten, bei denen transfizierte Klone und die Ausgangszellinie mit murinem
(Abb. 2a) und humanem IgE (Abb. 2b) inkubiert wurden. Gleichzeitig wurden die Zellen mit
einem calciumbindenden Farbstoff beladen, dessen Anregungswellenlänge der Fluoreszenz
sich verschiebt, je nachdem, ob Calcium gebunden ist oder nicht. Aus dem Verhältnis der
Intensitäten und der bekannten Dissoziationskonstante kann die Konzentration des Calciums
im Zytoplasma berechnet werden. Alle RBL-Zellinien lassen sich im murinen System zur
Calcium-Mobilisierung stimulieren. Das gleiche gilt für die transfizierten Klone im humanen
System. Die Höhe des Plateaus der maximal erreichbaren Calciumkonzentration im
Zytoplasma korreliert in etwa mit der Anzahl der humanen Rezeptoren auf den Zellen (vgl.
Abb. 1).

Die endgültige Auswahl der weiter zu verwendenden Klone erfolgte aufgrund ihrer Mediator-
freisetzungskapazität. Dazu wurden sie zunächst mit humanem Myelom-IgE sensibilisiert und
dann mit anti-Human-IgE Antikörpern vernetzt. Im Gegensatz zur Transfektion mit der huma-
nen α-Kette allein (vgl. Tabelle 1) zeigten fast alle Klone bei der Kotransfektion aller drei Ket-
ten eine Mediatorfreisetzung von über 40% im humanen System. In Abbildung 3 sind ausge-
wählte Klone aus beiden Transfektionen im Vergleich dargestellt. Außerdem sind die
Ergebnisse mit der nicht transfizierten Ausgangszellinie RBL-2H3 sowie der Zellinie RBL-48
gezeigt. Wie schon früher beobachtet, können RBL-2H3 Zellen nicht mit humanem IgE
sensibilisiert werden, zeigen aber im murinen System eine hohe
Mediatorfreisetzungskapazität. RBL-48 Zellen geben nach Stimulation mit humanem IgE etwa
25% der β-Hexosaminidase in den Überstand ab, während die Werte für die einfach
transfizierten Klone RBL-B6 und RBL-C8 bei 30-40% liegen. Diese beiden Klone sind als die
besten aus der heterogen verlaufenen Transfektion (siehe Tabelle 1) ausgewählt worden. Bei
der Kotransfektion entstanden wie oben schon erwähnt nur sehr wenige Klone, die kaum oder
keine Mediatoren freisetzten, als Beispiele sind RBL-50/11 und RBL-50/15 in Abb. 3 gezeigt.
Von den "guten" Klonen wurden RBL-30/25 und RBL-50/10 ausgewählt, die nach der
Sensibilisierung mit humanem Myelom-IgE reproduzierbar zu mehr als 50% degranulierten.
Im weiteren Verlauf der Studien wurde dann nur noch der Klon RBL-30/25 eingesetzt.

6.2.4 Auswahl der geeigneten Humanseren

Als nächstes wurde untersucht, ob die transfizierten Klone auch mit Allergikerseren sensibili-
siert werden können, um nach der Vernetzung mit Allergenextrakten Mediatoren freizusetzen.
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Dabei ergab sich, wie schon für RBL-48 berichtet (Zwischenbericht 3/97), ein relativ hoher
Serumverbrauch. Eine Verdünnungsreihe mit Seren von Personen, die gegen Birkenpollen,
Haselnüsse bzw. Erdnüsse allergisch sind, ergab, daß bei einer Serumverdünnung von 1:10 bis
1:20 ein Plateau der Mediatorfreisetzung erreicht wurde (Abb. 4). Aus praktischen Gründen
wurden in den darauffolgenden Versuchen die Seren in einer Verdünnung von 1:20 eingesetzt.
Im Gegensatz dazu können die Seren, die durch Immunisierung von Mäusen mit einem Proto-
koll, bei dem bevorzugt IgE gebildet wird (Hoffmann et al., 1997a) auf 1:100 verdünnt
werden und oftmals erfolgt eine meßbare Mediatorfreisetzung auch noch bei Verdünnungen
von 1:400 und darunter (Abb. 5). Der Grund dafür könnte sein, daß beim Menschen im Serum
Faktoren vorhanden sind, die einer Allergie entgegen wirken, während die Bildung von IgE
bei Mäusen wie oben erwähnt eine Immunisierung darstellt. Jedenfalls zeigen die Mäuse bei
diesem Immunisierungsprotokoll keine allergischen Reaktionen.

Nun wurde eine Reihe von Seren untersucht, die bei der Messung im RAST-Inhibitionstest
bzw. CAP-Test hohe Konzentrationen an IgE gegen Birkenpollen, Haselnuß und Erdnuß auf-
wiesen. Dabei stellte sich heraus, daß nicht alle positiven Seren in gleicher Weise für den De-
granulationstest geeignet sind. Manche ergaben keine meßbare Mediatorfreisetzung, obwohl
sie einen relativ hohen Gehalt an allergenspezifischem IgE hatten und die Patienten teilweise
klinische Symptome zeigten. In den Abbildungen 6 bis 8 ist eine Auswahl der Ergebnisse mit
einigen Seren gezeigt. Die Induktion der Rezeptorvernetzung erfolgte mit
Birkenpollenextrakt, Haselnuß- und Erdnußextrakt (jeweils 100 pg - 10µg/ml). Aufgrund
dieser Ergebnisse wurden einige Seren ausgewählt, aus denen ein Poolserum für
Untersuchungen von Birkenpollenextrakten und Extrakten von Lebensmitteln, die Haselnuß
enthalten können, hergestellt wurde. Für die Untersuchung von Erdnuß-haltigen Extrakten
eignete sich nur das Poolserum aus Borstel, mit dem einige erfolgversprechende Vorversuche
durchgeführt werden konnten. Leider stand dies Serum für weitere Studien nicht mehr zur
Verfügung. Andere Seren, die einen erdnußspezifischen IgE-Gehalt hatten, der der RAST-
Klasse 3 entspricht, konnten mit Erdnußextrakten kaum eine Mediatorfreisetzung hervorrufen.
Weitergehende Untersuchungen können deshalb erst durchgeführt werden, wenn geeignete
Spender gefunden werden.

6.2.5 Untersuchung von Extrakten im Mediatorfreisetzungstest

Wie im vorhergehenden Abschnitt beschrieben, wurde ein Poolserum hergestellt aus Proben,
die einen hohen IgE-Titer gegen Haselnüsse enthalten. In Einklang mit der Tatsache, daß die
Sensibilisierung von Haselnußallergikern über Birkenpollen erfolgt, zeigten sowohl die
Einzelseren (vgl. Abb. 6 und 8) als auch das Poolserum (Abb. 9) eine hohe
Mediatorfreisetzungskapazität. Nun wurden Zellen des transfizierten Klons RBL-30/25 mit
dem Poolserum vorinkubiert und dann mit zwei Stammextrakten von Birkenpollen eines
Herstellers sowie dem aus einem der Stammextrakte hergestellten Pricktest die Vernetzung
induziert. Aus Abbildung 9 läßt sich erkennen, daß die beiden Stammextrakte fast identische
Dosis-Wirkungskurven ergaben. Daraus läßt sich schließen, daß die Zusammensetzung der
Extrakte und die allergene Aktivität in den Extrakten gleich ist. Der Abstand der Kurven der
Extrakte zur Kurve des Pricktests spiegelt in idealer Weise die Reduktion der allergenen
Aktivität durch die Verdünnung im Verhältnis 1:100 wider.
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Als nächstes wurden verschiedene Handelsprodukte untersucht, die zum Teil als
haselnußhaltig deklariert waren. Von diesen Lebensmitteln wurden Extrakte hergestellt und
im Mediatorfreisetzungstest zur Vernetzung eingesetzt. Zum Vergleich wurden Extrakte von
Birkenpollen und Haselnüssen mitgeführt. Als Negativkontrollen diente eine speziell für
diesen Zweck produzierte Vollmilchschokolade ohne geglichen Nußanteil und der zur
Extraktion verwendete Puffer. Die Ergebnisse sind in Abb. 10 dargestellt und zeigen zum
einen, daß im Einklang mit den früheren Befunden die allergene Aktivität von
Haselnußextrakten etwa 100-fach geringer ist als die von Birkenpollenextrakten. Die Proben,
die Nougat enthalten, das aus Haselnüssen hergestellt wird, haben nach diesen
Untersuchungen einen Haselnußanteil von 0,5 – 1%. In allen anderen Proben konnten in
diesen Tests keine Haselnußallergene nachgewiesen werden.

Schließlich wurde der Einfluß der Modifizierung von Haselnüssen auf deren Allergengehalt
untersucht. Dazu wurden Extrakte aus nativen und gerösteten Haselnüssen hergestellt. Mit
diesen Extrakten wurde die Vernetzung auf Zellen induziert, die zum einen mit dem
Poolserum von Haselnußallergikern und zum anderen mit einem Einzelserum eines
Haselnußallergikers sensibilisiert worden waren. Die Seren zeigten im Western-Blot
unterschiedliche Reaktivitäten gegen die verschiedenen Haselnußallergene. Dies spiegelt sich
auch in der Mediatorfreisetzung wider (Abb. 11). Beim Poolserum war zwar eine deutliche
Abnahme der allergenen Aktivität nach der Röstung zu beobachten, aber bei höheren
Extraktkonzentrationen war eine recht gute Mediatorfreisetzung zu messen. Im Gegensatz
dazu reagiert das Einzelserum offensichtlich bevorzugt mit den hitzelabilen Komponenten des
Haselnußextrakts, da auch bei hohen Konzentrationen fast keine Mediatorfreisetzung mehr
nachgewiesen werden konnte.

7 NUTZEN DER ERGEBNISSE UND WEITERE FORTSCHRITTE

Die beschriebenen Daten zeigen, daß sich RBL-2H3-Zellen nach Transfektion mit Genen des
humanen hochaffinen IgE-Rezeptors mit humanem IgE (als Myelomprotein oder in Serum)
sensibilisieren lassen, um nach der Vernetzung der IgE-beladenen Rezeptoren Mediatoren
freizusetzen. Insbesondere die Kotransfektion aller drei Ketten des humanen Rezeptors ergab
Klone, die eine Degranulation in der Höhe der Ausgangszellinie mit Maus-IgE ermöglichen.
Die bisherigen Ergebnisse zeigen, daß mit dem beschriebenen biologischen Testsystem Hasel-
nußproteine bis zu einer Konzentration von 1 ng/ml sicher nachgewiesen werden können.
Auch der Einfluß der Prozessierung von Lebensmitteln ist mit dieser Methode im
untersuchten Modellsystem nachzuvollziehen. Weitere Arbeiten sollen nun zeigen, ob diese
Ergebnisse mit anderen Allergenen reproduzierbar sind. Durch eine weitere Optimierung,
insbesondere in Hinsicht auf die verwendeten Allergikerseren, ist es eventuell möglich, die
Nachweisgrenze dieser Methode noch weiter herunterzusetzen.

Wie sich gezeigt hat ist ein großer Nachteil des Verfahrens, daß man zur Zeit darauf be-
schränkt ist, IgE-haltige Seren zur Sensibilisierung einzusetzen. Zum einen ist es an unserem
Institut mangels einer angeschlossenen Klinik schwierig, überhaupt Allergikerseren zu
bekommen. Selbst wiederholte Versuche, Freiwillige zur Blutspende zu bewegen, sind von
eher bescheidenem Erfolg gekrönt. Zum anderen enthalten die meisten Seren IgE gegen
einige, manchmal sogar viele, Allergene. Dies ist im Fall von pollenassoziierten
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Nahrungsmittelallergenen durchaus erwünscht bzw. nicht zu umgehen. Im Fall der
Erdnußallergiker war diese Tatsache bisher jedoch eher ein Grund dafür, daß das Testsystem
nicht in gewünschter Weise angewendet werden konnte. Ein Ausweg aus diesem Dilemma
wird darin gesehen, humanes IgE rekombinant herzustellen, wie dies in einem
Fortsetzungsantrag formuliert wurde, oder IgE aus dem Serum von Allergikern zu isolieren.
Dadurch würden die Probleme, die durch die heterogene Zusammensetzung von Serum
entstehen, vermieden und die Methode wäre in idealer Weise standardisierbar.

In der Zwischenzeit wurde die Messung der biologischen Aktivität mittels
Mediatorfreisetzung im murinen System weiter ausgebaut. Es stehen eine Reihe von IgE-
reichen Mausseren gegen eine Vielzahl von Allergenen zur Verfügung (Hoffmann et al.,
1997a, 1997b, 1998). Erste Befunde deuten darauf hin, daß die Ergebnisse von
Mediatorfreisetzungstests im humanen und murinen System vergleichbar sind. Weitere
Studien sollen zeigen, ob tatsächlich in beiden Fällen dieselben Epitope auf den Allergenen
erkannt werden. Falls die Resultate übereinstimmen, könnten die entsprechenden Zellinien
parallel in sich ergänzenden Verfahren verwendet werden. So wäre es möglich, in Fällen, in
denen keine humanen Seren erhältlich sind, die Prüfung der Allergenextrakte im murinen
System durchzuführen. Außerdem wurde ein elektrophoretisches Verfahren zum Nachweis
von Spuren von Erdnußproteinen in Lebensmitteln entwickelt (Holzhauser et al., 1998). Es ist
so empfindlich, daß noch 0,001 % (10 ppm) Erdnußprotein in einer Schokoladenprobe
entdeckt werden konnte. Im Vergleich dazu konnten mit der biologischen Methode im
murinen System noch 0,01% Erdnußprotein in der Probe nachgewiesen werden. Insgesamt ist
durch die kombinierte Anwendung der neuen Verfahren zusammen mit schon bestehenden
Methoden eine weitere Verbesserung der Analyse von Allergenextrakten möglich. Studien zur
Reproduzierbarkeit und zur weiteren Steigerung der Empfindlichkeit sind in Arbeit.

8 VERÖFFENTLICHUNGEN

Die Veröffentlichung der in diesem Bericht präsentierten ist für 1999 geplant, wenn alle Daten
zur molekularbiologischen Charakterisierung der transfizierten Klone vorliegen. Ein Teil der
Ergebnisse wurde bei der Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft für Immunologie (23.-26.
Sept. 1998 in Freiburg) in Form eines Posters vorgestellt. Die Abstracts sind erschienen in:
Immunobiology, 199 (3-5) 391-681. Sept. 1998/
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Abb. 1: FACS-Analyse transfizierter Zellen. Die Zellinien RBL-2H3 (a, b), RBL-48 (c, d) und RBL-
30/25 (e, f) wurden mit MIgE (a, c, e) und HIgE (b, d, f) inkubiert. Die an FcεR1 gebundenen
IgE-Moleküle wurden Ziege anti-MIgE bzw. Ziege anti-HIgE, die mit Phycoerythrin (linke
Seite) bzw. FITC (rechte Seite) gekoppelt sind, nachgewiesen. Die gestrichelten Linien sind
die Isotypkontrollen mit irrelevantem IgG.
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Abb. 2a: Messung der intrazellulären Calcium-Mobilisierung. RBL-2H3 (1) und transfizierte Klone
(2-5) wurden mit Maus-IgE sensibilisert und mit FURA-2 beladen. Nach der Hydrolyse von
FURA-2 und Equilibrierung der Zellen auf 37°C im Spektrometer wurden die IgE-beladenen
Rezeptoren mit Ziege anti-Maus-IgE vernetzt.
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Abb. 2b: Durchführung wie Abb. 2a, aber mit humanem IgE und Ziege anti-human-IgE.



Abb. 4: Bestimmung der optimalen Serumkonzentration. Zellen des Klons RBL-30/25 wurden mit
Allergikerseren sensibilisiert und anschließend mit Extrakt von Birkenpollen (�, �, �),
Haselnüssen (�) bzw. Erdnüssen (∆) vernetzt.
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Abb. 3: Vergleich ausgewählter Klone (siehe Text). Die Zellen wurden mit Maus-IgE sensibilisiert
und mit Ziege anti-Maus-IgE vernetzt (helle Balken). In gleicher Weise wurden die Zellen
mit humanem Myelom-IgE und Ziege anti-Human-IgE behandelt (dunkle Balken).
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Abb. 5: Vergleich mit dem Maussystem. RBL-2H3-Zellen wurden mit Mausseum, das IgE gegen Bir-
kenpollen (�) bzw. Erdnüsse (�) enthielt, sensibilisiert und mit den entsprechenden
Allergenextrakten vernetzt.

Abb. 6: Untersuchung ausgewählter Allergikerseren mit Allergenextrakten. Der transfizierte Klon
RBL-30/25 wurde mit einer 1:20-Verdünnung der angegebenen Allergikerseren sensibilisiert.
Die Vernetzung erfolgte mit Birkenpollenextrakt. Die Ausgangskonzentration des Extrakts
betrug jeweils 1 mg/ml.
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Abb. 7: Durchführung wie in Abb. 6 beschrieben, Vernetzung mit Erdnußextrakt.

Abb. 8: Durchführung wie in Abb. 6 beschrieben, Vernetzung mit Haselnußextrakt.
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Abb. 9: Untersuchung der biologischen Aktivität von Birkenpollen-Extrakten. RBL-30/25 Zellen
wurden mit einer 1:10-Verdünnung von Poolserum von Birkenpollenallergikern sensibilisiert.
Die Vernetzung erfolgte mit verschiedenen Konzentration von Birkenpollen-Stammextrakten
(Extrakt 1: ● ; Extrakt 2: ▲) und einer Pricktestlösung (■ ).

Abb. 10: Nachweis von Haselnußallergenen in Lebensmittelextrakten. Der Klon RBL-30/25 wurde
mit Serum von Haselnußallergikern sensibilisiert und mit Extrakten von Birkenpollen,
Haselnüssen und Lebensmittelproben vernetzt (Ausgangs-Proteinkonz. jeweils 1 mg/ml).
Matrix ist ein Extrakt aus der Schokoladengrundmasse ohne jegliche Zusätze, Puffer ist die
für die Extraktion verwendete Kochsalzlösung.

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

-8 -7 -6 -5 -4 -3 -2

%
 ß

-H
ex

os
am

in
id

as
e-

Fr
ei

se
tz

un
g

Extrakt 1

Extrakt 2

Pricktest

log Extraktverdünnung

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

-8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1

Birke
Nuß-Nougat-Kugel
Nougat Schokolade
Schokomüsli
Haselnuß
Cereals
Erdnußflocken
Matrix
Puffer

β-
H

ex
os

am
in

id
as

e-
Fr

ei
se

tz
un

g 
(%

)

log Extraktverdünnung



Abb. 11: Einfluß der Röstung von Haselnüssen auf ihren Allergengehalt. Zellen des Klons RBL-
30/25 wurden mit einem Poolserum (Kreise) bzw. Einzelserum (Quadrate) sensibilisiert und
mit Extrakten von nativen (offene Symbole) bzw. gerösteten Haselnüssen (geschlossene
Symbole) vernetzt.. Die Proteinkonzentration der unverdünnten Extrakte betrug jeweils 1
mg/ml.
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