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Samenvatting

Op 10 juni 2011 promoveerde Yvonne M. Vissers aan de Wageningen Universiteit op
het proefschrift getiteld Allergeniciteit in voedselallergie: de invioed van behandeling en
immuunmodulatie door melkzuurbacterién. Haar promotoren waren prof. dr. H.J. Wichers
en prof. dr. H.F.J. Savelkoul en haar copromotor was prof. dr. E.N.C. Mills. In dit artikel
wordt een samenvatting van het proefschrift gegeven.

(Ned Tijdschr Allergie & Astma 2012;12:185-187)

Summary

On the 10" of June 2011, Yvonne M. Vissers defended her PhD thesis, entitled Allergenicity
in food allergy: Influence of food processing and immunomodulation by lactic acid bacteria
at Wageningen University. This work has been executed under the supervision of prof. dr.
H.J. Wichers en prof. dr. H.F.J. Savelkoul and co-supervision by prof. dr. E.N.C. Mills. The
most important findings are summarized in this report.

Inleiding

Pinda-allergie is een veel voorkomende (-1% van de
bevolking) en persistente voedselallergie, verantwoor-
delijk voor ernstige allergische reacties. Pinda’s worden
vaak gegeten na een thermische behandeling (bij-
voorbeeld koken of roosteren) en deze behandeling
kan de eiwitstructuur en daarbij de immuunreac-
tiviteit en allergeniciteit veranderen. Diagnostische
in-vitrotesten worden echter meestal uitgevoerd met
natieve, onbehandelde eiwitten; meer kennis over het

effect van de behandeling van allergenen kan bijdragen
aan de verbetering van diagnostische testen. Daar-
naast kunnen specifieke behandelmethoden ook leiden
tot een afname van de hoeveelheid allergeen in een
product en daardoor een effectieve voedingstechno-
logische aanpak zijn voor het onder controle houden
van allergie.

Een andere mogelijke aanpak om allergieén te moni-
toren is het gebruik van immuunmodulerende voe-
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dingsproducten zoals probiotica. Er zijn indicaties

dat probiotica, bijvoorbeeld melkzuurbacterién, een
positief effect kunnen hebben op het immuunsys-
teem, onder andere bij allergie. Deze mogelijk posi-
tieve effecten op het immuunsysteem zijn nog zeer
beperkt onderzocht bij volwassenen met hooikoorts.

Sectie 1: invioed van thermische be-
handeling op de allergeniciteit van
eiwitten

Invloed van koken en roosteren van pinda-aller-
genen

De belangrijkste allergenen uit de pinda, Arah 1 en
Ara h 2/6, werden eerst gezuiverd en daarna verhit
in een waterige omgeving (koken), in de aan- of afwe-
zigheid van glucose. Arah 1 en Ara h 2 en 6 werden
ter vergelijking ook gezuiverd uit geroosterde pinda’s.
Veranderingen in de eiwitstructuur, de capaciteit
om celdeling van T-cellen in perifere mononucleaire
cellen uit bloed (PBMC’s) te bewerkstelligen, cyto-
kineproductie te induceren, IgE-antistoffen te binden
en IgE-antistoffen te crosslinken werden geévalueerd.
De IgE-crosslinkingcapaciteit werd bepaald door het
gebruik van zowel basofiele granulocyten van dono-
ren als door gebruik van ratbasofiele leukemie(RBL)-
cellen getransfecteerd met de humane IgE-receptor.
Koken zorgde voor denaturatie en aggregatie van
het eiwit Ara h 2/6. De IgE-binding en IgE-cross-
linkingcapaciteit was na koken verminderd, terwijl
het koken geen effect had op de T-celreactiviteit.
Ondanks dat het koken zorgde voor denaturatie en
aggregratie van Ara h 2/6, was de structuur van de
oplosbare fractie van Ara h 2/6 dat uit geroosterde
pinda was gezuiverd, onveranderd ten opzichte van
het natieve eiwit. Ook de allergeniciteit van Ara h 2/6
gezuiverd uit geroosterde pinda was vergelijkbaar met
die van het onverhitte, natieve eiwit.'
Onafhankelijk van de mate van glycosylering (de
zogeheten maillardreactie), resulteerde het ‘koken’
van Ara h 1 in de vorming van aggregaten met een
verminderde IgE-binding en IgE-crosslinkingcapa-
citeit, terwijl de T-celreactiviteit werd behouden. De
oplosbare fractie van Ara h 1 uit geroosterde pinda’s
bleek in grote mate te zijn gedenatureerd, vormde ron-
dere en kleinere aggregaten, en was niet geglycosy-
leerd. Deze kleinere, niet-geglycosyleerde aggregaten
behielden echter wel de IgE-bindende capaciteit, in
tegenstelling tot de aggregaten die gevormd werden

na verhitting en glycosylering van geisoleerd Ara h 1.7
Deze resultaten zouden een verklaring kunnen zijn
voor de waargenomen verschillen tussen gekookte
en geroosterde pinda’s en suggereren dat andere ver-
anderingen dan de maillardreactie de allergeniciteit
van Ara h 1 beinvloeden.

Aangezien vaak geroosterde pinda’s worden gecon-
sumeerd, werden de allergenen ook onder lage voch-
tigheid verhit wat resulteerde in ontleding van zowel
Arah 1 als Ara h 2/6. In tegenstelling tot Ara h 2/6
vormde Ara h 1 echter grote aggregaten. Hittebehan-
deld Ara h 2/6 vertoonde een verlaagde IgE-binding
en degranulatiecapaciteit vergeleken met de natieve
vorm. De aanwezigheid van glucose tijdens de ver-
hitting werkte zowel de afname in IgE-binding als
de afname in degranulatiecapaciteit tegen. De IgE-
bindingscapaciteit van Ara h 1 werd ook verminderd
na verhitten, maar de capaciteit om basofielen te
degranuleren werd significant verhoogd.> Dit laat
zien dat het zeer belangrijk is om een degranulatie-
test naast de IgE-bindingstest mee te nemen bij het
bepalen van het allergene potentieel van allergenen.
Bovendien lijkt de mate van aggregatie van invloed
te zijn op de IgE-crosslinkingcapaciteit van indivi-
duele allergenen. Zeer grote aggregaten, in dit geval
van Ara h 1, bevatten een groot aantal epitopen en
zouden hierdoor mogelijk efficiénter het IgE op de
basofiel kunnen crosslinken.

Een ander hoofdstuk beschrijft het effect van glyco-
sylering bij een lage vochtigheid op de basofielde-
granulatiecapaciteitvan Cora 11, de Arah 1-homoloog
uit hazelnoot. Glycosylering bij 37 °C had geen
invloed op de specifieke IgG- of IgE-binding, terwijl
beide waren afgenomen bij 60 en 145 °C. Verhitting
bij 145 °C in aan- of afwezigheid van glucose resul-
teerde echter in de vorming van aggregaten en ver-
grootte de basofieldegranulatiecapaciteit van Cor a
11 getest met sera met een hoog gehalte van Cor a
11-specifiek IgE. Bij gebruik van pinda-allergische
patiéntensera met een laag gehalte van Cor a 11-spe-
cifiek IgE werd echter geen verschil in degranulatie-
capaciteit waargenomen.* Deze studie laat, naast het
belang van het gebruik van een combinatie van tes-
ten, ook het belang zien van het gebruik van goed
gekarakteriseerde sera als bron van IgE.

IgE-profiel ‘component-resolved diagnostics (CRD)’
bij patiénten met allergie voor pinda en soja
Van klinisch goed gedefiniecerde pinda- en soja-
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allergische patiénten werd een uitgebreid IgE-profiel

bepaald voor allergenen uit pinda, soja en berk. Sensi-
bilisatie voor het soja-allergeen Gly m 4 (Bet v 1-homo-
loog) was een belangrijke indicator voor ernstige
soja-allergie bij de soja-allergische patiénten. Gly m 4
blijkt relevanter voor de detectie van een klinisch
relevante soja-allergie dan andere geteste soja-aller-
genen (nGly m 5 en 6 en soja 25) of dan het soja-
extract. Bij pinda-allergische patiénten kan een
positieve Gly m 4-test klinisch niet relevant zijn
(door kruisreactiviteit met Ara h 8/Bet v 1), waar-
door een soja-provocatietest nodig is om soja-aller-
gie vast te stellen bij pinda-allergische patiénten.
Het merendeel van de pinda-allergische patiénten,
niet allergisch voor soja, werd serologisch positief
getest voor het soja-extract en voor allergenen uit
een soja- of erwtextract. Dit kwam waarschijnlijk door
de aanwezigheid van klinisch nietrelevante kruis-
reactiviteit tussen pinda-specifiek IgE en homologe
soja- en erwtcomponenten. Hieruit werd geconclu-
deerd dat zowel een soja- als een erwtextract, evenals
de soja-allergenen Gly m 5 en 6 en soja 28, een slechte
diagnostische voorspellende waarde hebben.’

Conclusies

Uit dit deel van het proefschrift kan worden gecon-
cludeerd dat thermische behandeling van eiwitten
belangrijke en eiwitspecifieke effecten kan hebben
op zowel de structuur als de allergeniciteit van rele-
vante allergenen. Om de allergeniciteit van eiwitten
te kunnen testen is het echter niet voldoende om
alleen IgE-bindingstesten te gebruiken. Ook baso-
fielhistaminedegranulatietesten zijn hierbij van groot
belang, in het bijzonder als men geaggregeerde eiwit-
ten wil testen. Deze resultaten kunnen consequenties
hebben voor het stellen van een goede diagnose van
voedselallergie in de dagelijkse praktijk. Daarnaast
lijkt de mate van eiwitaggregatie invloed te hebben
op de allergeniciteit van een eiwit.

Sectie 2: immuunmodulatie door lac-
tobacillusstammen

In dit tweede deel is onderzocht of bepaalde lacto-
bacillusstammen een positief effect hebben op het
immuunsysteem van allergische patiénten. Twee in-
vitrostudies zijn uitgevoerd, gevolgd door een in-vivo-
screening waarbij de vijf meestbelovende stammen
zijn getest.

In de eerste in-vitrostudie werden 51 lactobacillus-
stammen gescreend, waarvan er acht werden geselec-
teerd en getest op hun immuunmodulerende effecten
op PBMC’s van gezonde donoren. Alle geteste lacto-
bacillusstammen induceerden de productie van IL-1f,
IL-10, IFN-y en TNF-a. Duidelijke stamspecificke
effecten zoals een significant hogere productie van
IFN-y, IL-12 en TNF-o werden geobserveerd wan-
neer de L. plantarumstammen werden vergeleken
met L. acidophilusstammen.® Hieruit concludeerden
we dat voornamelijk L. plantarumstammen veelbe-
lovende kandidaatstammen zijn in IgE-gemedieerde
allergieén door hun mogelijkheid om de T-celreactie
in de richting van een potentiéle Thl-reactie te
stimuleren.

In een hierop aansluitende studie werden immuun-
modulerende effecten van zes geselecteerde lactoba-
cillusstammen onderzocht op PBMC’s van pollen-
allergische patiénten. Alle stammen waren in staat
om de ‘innate’ cytokineproductie door PBMC’s te
stimuleren en daarnaast waren alle sammen ook in
staat om de IL-13-productie te onderdrukken. Ook
hier was een stamspecifiek effect waarneembaar wat
betreft IFN-y- en IL-12-inductie. Eén stam was in
staat om anti-CD3/anti-CD28-geinduceerde celde-
ling te onderdrukken.” De specificke stammen die
de Th2-cytokineproductie verminderden, en daar-
naast Thl-cytokines versterkten, zouden mogelijk
heilzaam kunnen zijn voor allergische patiénten.
Effecten die verkregen zijn met in-vitrotesten kunnen
niet direct worden vertaald naar de in-vivosituatie.
Daarom hebben we een in-vivoscreening uitgevoerd
met vijf lactobacillusstammen. Bloedmonsters van 62
berkenpollenallergische patiénten werden zowel véor
als na een vier weken durende interventie verzameld.
Interventie met vier van de vijf stammen, en niet met
de placebo, zorgde voor een afname in berkenpol-
lenspecifiek IgE en voor één specificke stam ging dit
samen met een significante afname in IL-5 en IL-13
en een toename in IL-10-productie in anti-CD3/
anti-CD28 gestimuleerde PBMC-kweken.® Deze
stam zou hierdoor geschikt kunnen zijn om seizoens-
gebonden allergische symptomen te verlichten.

Conclusies

Gezien de aangetoonde stamspecifieke effecten van
melkzuurbacterién is een goede voorselectie van poten-
tiéle stammen van groot belang alvorens de meest
veelbelovende stammen te kiezen voor een klinische
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studie. In onze in-vivoscreening werd L. plantarum

CBS125632 gezien als de meest veelbelovende stam
vanwege de gewenste immuunmodulerende effecten
ervan. Deze stam zou daarom getest kunnen worden
in een follow-uptrial voor symptoomvermindering
bij patiénten die lijden aan berkenpollenallergie.
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