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1. Einleitung

1.1 Allergien

1.1.1 Der Pathomechanismus der Typ I-Allergie

Der Definition nach ist eine Allergie ,eine hypemsé@ive Reaktion durch spezifische
immunologische Mechanismen” (Johanssnal, 2004). Der Korper reagiert auf an sich
ungefahrliche Stoffe mit einer Uberreaktion des msystems. Je nachdem, welche
Antigene und Antikdrper-Klassen bei dieser Reakbeteiligt sind, werden die allergischen
Reaktionen Ublicherweise nach Coombs und Gellen Typen eingeteilt: die Typ-I- bis Typ-
llI-Reaktionen werden durch Antikérper vermitteldhrend die Typ-IV-Reaktion durch T-
Zellen ausgelost wird (Gell und Coombs, 1963). imgexren Sinn versteht man heute unter
einer Allergie oft nur die Typ-I-Allergie, da unggir 90 Prozent aller Allergien diesem Typ
zugeordnet werden kdnnen (Mygiedt al, 2000). Abbildung 1 zeigt die Vorgange, die sich
wahrend einer Allergie des Typs | im Korper absmel In der Sensibilisierungsphase
gelangen die Allergene Uber die Epithelien in defrpger und werden von den lokalen
Antigen-prasentierenden Zelleantigen_presenting cellAPCs) aufgenommen, prozessiert
und auf der Oberflache den T-Helferzellen 2 mit Hilfe von MHC-Molekulen ihajor
histocompatibility complgxprasentiert. Die 42 werden zur Sekretion von Zytokinen (IL-4,
IL-13, IL-5) angeregt (Murphyet al, 2009), welche die B-Zellen (B-Lymphozyten) dazu
stimulieren, spezifische Immunogloulin  E-AntikGrperzu  produzieren. Andere
proinflammatorische Zellen wie die Eosinophile wendebenfalls angeregt. Die IgEs
sensibilisieren die Mastzellen durch die Bindungden F Rezeptor (FAR1) (Prussin und
Metacalfe, 2006). Nach einer erneuten Allergeneitioos verbinden die Allergene die
gebundenen IgE-Molekile und fuhren zur Mastzell{2aglation und dem Austreten von
Mediatoren, z. B. Histamin, Leucotrien oder Pragtaidin B, die fur die allergische
Inflammation und damit fir die klinischen Symptoramer Allergie verantwortlich sind
(Singh und Bhalla, 2008). Friher wurden nur die ii@tbaren Erscheinungen, die sich
innerhalb von zehn bis zwanzig Minuten manifestiertals Allergie bezeichnet, weswegen
man deshalb auch von einer ,Allergie vom Soforttgptach.Bei der Sofortreaktion kommt
es auf Grund der Mastzellaktivierung und der Augticing der Granula zu grundlegenden
Beeintrachtigungen des Magen-Darm-Traktes, der ege und der Blutgefal3e. Im Magen-

1



Darm-Trakt kommt es zu einer erhdhten Flussigkelistion und einer vermehrten
Peristaltik, die zum Ausstol3 des Magen-Darm-Inhaltsorm von Erbrechen und Durchfall
fuhren kann. Der Durchmesser der Atemwege verrirggeln und es kann zu einer vermehrten
Schleimsekretion kommen, die zu einem Blutstaueindr Blockierung der Atemwege fuhrt.
Dies auf3ert sich durch eine Schwellung der Schigutehin Nase, Hals und Rachen, sowie
Husten und vermehrter Schleimabsonderung aus dsz. NBei der allergischen Reaktion des
Soforttyps kann es weiterhin zu einer Zunahme defé@urchmesser und einer erhéhten
GefalRdurchlassigkeit kommen, was zu vermehrter Gsflssigkeit und einem erhdhten

Fluss von Lymphe fuhren kann (Murphyal, 2009).
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Abb. 1: Der Pathomechanismus der Typ I-Allergie (mdifiziert nach Singh und Bhalla, 2008) Bei dem
Erstkontakt gelangt das Allergen durch die Schle@iuthn den Korper, wo es durch Antigen-préasentideen
Zellen (APC), aufgenommen, prozessiert und andgéiid den T-Helferzellen (), mit Hilfe von MHC-
Molekilen prasentiert wird. DiejyP werden zur Sekretion von Zytokinen (IL-4, IL-1B;5) angeregt, was
B-Zellen dazu stimuliert, spezifische IgE-Antikdrpezu produzieren und ebenfalls andere
proinflammatorische Zellen wie Eosinophile stimtilidgEs sensibilisieren Mastzellen, indem sie sich
den Fc-Rezeptor binden. Bei einem Sekundar-Kontakt mih ddlergen kommt es zur Kreuzvernetzung
der IgEs und damit zur Degranulation der Mastzel®ie damit verbundene Freisetzung von Mediatoren

fuhrt zu den klinischen Symptomen.

Beispiele fur eine Allergie dieses Typs sind diergische Rhinitis und das Bronchialasthma,
welche beide sehr haufig durch Pollen oder andegeatmete Substanzen (z. B. den Kot der

Hausstaubmilben) ausgelést werden. Eine weitereerdik des Soforttyps ist die



Nahrungsmittelallergie, die sich nach Aufnahme <®inkestimmten Nahrungsmittels
manifestiert. Stiche von verschiedenen Insektenn&bnebenfalls allergische Symptome
auslosen. Hierzu zahlen starke lokale Schwellungen die Einstichstelle und eventuell
systemische Reaktionen. Die schwerwiegendste sistkenReaktion ist der anaphylaktische
Schock mit lebensbedrohendem Versagen des Herzl&ugiSystems. Er kann sowohl durch
bestimme Nahrungsmittel, wie z. B. die Erdnusschklunsektenstiche von z. B. Biene oder
Wespe oder auch durch Medikamente, wie z. B. Aotiilka, ausgel6st werden (Sicherer und
Sampson, 2011; Caimmet al, 2011). Inzwischen ist bekannt, dass sich vanalbei Zufuhr
hoherer Allergendosen, bzw. bei chronischer Allaeygosition, verzogerte Phasen nach der

Sofortreaktion anschliel3en konnen (Jageal, 2008).

1.1.2 Nahrungmittelallergie

Die Pravalenz der Nahrungsmittelallergiker wurdelndustrielandern auf 6% bis 8% bei
Kindern (Bock, 1987) und 1% bis 2% in der gesanBBendlkerung geschatzt (Yourey al,
1994). Neuere Schatzungen gehen von 5% bei Kingdwsiretwa 3% bis 4% bei Erwachsenen
in westlichen Landern aus (Sicherdral, 2010), wobei die Frage ob die Pravalenz in den
letzten Jahren gestiegen ist, nicht mit Sicherbedntwortet werden kann (Sichewdr al,
2011). Die offizielle Liste derinternational Union of _Immunological SocietigdJIS)
Allergen Nomenclature Subcommitigibt 156 Allergene aus 55 pflanzlichen Lebenshntte
an (Harreret al, 2010). Theoretisch kann der Verzehr jedes tikes oder pflanzlichen
Nahrungsmittels zu einer allergischen Reaktiondiihtrotzdem sind nur acht Lebensmittel
fur Gber 90% der Nahrungsmittelallergien verantiat Bei diesen ,Top Acht* handelt es
sich um die Erdnuss, die sog. Baum-Nisse, zu ddieeWalnuss und Haselnuss zahlen,
sowie Eier, Kuhmilch, Weizen, Soja, Fisch und Sehtére (Ahujeet al, 2010). Sehr haufig
klagen die Dbetroffenen Patienten nach der Aufnahmen allergieauslésenden
Nahrungsmitteln Uber Kribbeln, Juckreiz und/ odechwellungen im Mund- und
Rachenbereichofal allergy syndrome OAS) oder Uber Hautausschlage (Urtikaria), bzw.
gastrointestinale Beschwerden.

Grundsatzlich muss bei negativen Reaktionen gegenidahrungsmitteln genau gepruft
werden, ob es sich dabei wirklich um eine Nahruntshallergie handelt oder ob nicht eine
Nahrungsmittelintoleranz vorliegt (Aseret al, 2007). So geben ganze 25% der
amerikanischen Bevolkerung an, dass sie unter dlabrungsmittelallergie leiden, wobei die

Pravalenz, die durch die Patientengeschichte odevoRation wirklich bestatigt werden



konnte, bei etwa 2% der Erwachsenen in den USA (i@mnferoni und Spergel, 2009). Die
psychologischen Aspekte, hier vor allem die Angstr \einer Anaphylaxie bei der
Nahrungsunvertraglichkeit, sind ein nicht zu untb&zender Faktor, der zu einer falschen
Annahme einer tatsadchlichen Nahrungsmittelallefgleen kann (Teufeét al, 2007). Die
Abbildung 2 gibt eine Ubersicht tiber die Unterteduwder Nahrungsmittelunvertraglichkeiten.
Bei Nahrungsmittelunvertraglichkeits-Reaktionen mugwischen Nicht-toxischen und
toxischen Reaktionen unterschieden werden. Bei dieht-toxischen Reaktionen wird
wiederum zwischen Nahrungsmittelallergien, welchecd immunologische Mechanismen
ausgelost werden, und zwischen Nahrungsmitteléndoizen, welche durch nicht-

immunologische Reaktionen hervorgerufen werdeffeminhziert.

Abb. 2: Unterteilung der Nahrungsunvertraglichkeits-Reaktionen. Allgemein muss bei
Nahrungsmittelunvertraglichkeiten zwischen nichtidohen und toxischen Reaktionen unterschieden
werden. Die nicht-toxischen Reaktionen werden imimologische und nicht-immunologische Reaktionen,
genauer in eine tatsachliche Nahrungsmittelallergid die Nahrungsmittelintoleranz unterteilt. Beird
Nahrungsmittelallergie wird weiter in IgE-vermitteind nicht IgE-vermittelt differenziert. Bei der
Intoleranz wird pathogenetisch zwischen enzymagisclpharmakologischen und unbekannten Intoleranz-
erzeugenden Mechanismen unterschieden. Abbildurdifiziert nach Asercet al, 2007 und Jagest al,
2008.



Die Nahrungsmittelallergien werden dann noch einmalgE- und nicht-IlgE-vermittelte
Reaktionen unterteilt. Pathogenetisch wird bei tl@oleranz zwischen enzymatischen,
pharmakologischen und unbekannten Intoleranz-eerelen Mechanismen unterschieden
(Aseroet al, 2007; Jageet al, 2008).

1.1.3 Nahrungsmittelallergene

Meist handelt es sich bei einem Allergen um eintdno oder Glykoprotein mit einer
Molekilmasse von 10 bis 80 kDa. Es tragt Bindesteflir spezifische IgE Antikorper, die
aus 5-7 Aminosauren bestehen (Beétzal, 2008) und ,Epitope* genannt werden. Es gibt
zwei Arten der Epitope, das Sequenzepitop und dasfdfmationsepitop. Beim
Sequenzepitop wird das Bindungsverhalten des @auglésenden Proteins durch die
Primarstruktur bestimmt, wohingegen beim Konformagiepitop die Sekundar- und
Tertiarstruktur ~ daftr  verantwortlich ist (Paschke2008). Generell werden
Nahrungsmittelallergene in zwei Klassen untertedie Klasse | Allergene sind stabil
gegenuber thermischer Denaturierung, saurer Umggloma gastrointestinalen Proteasen,
was zu einer allergischen Sensibilisierung des Mdgarm-Traktes fliihren kann. Die meisten
Nahrungsmittelallergene gehdren demnach der Klasse Es wird postuliert, dass diese
Nahrungsmittelallergene auf Grund ihrer Stabilitéd intakter Form (dber die
Darmschleimhaut aufgenommen werden und dass itliEebilgdenden Epitope sequenziell
sind. Dagegen sind Klasse Il Allergene sensiblgegéber Hitze und Verdauungssaften und
konnen dadurch keine (orale) Sensibilisierung \sachen. Stattdessen verursachen sie
allergische Reaktion in bereits sensibilisierterigpden ber IgE-Kreuzreaktion (Harret
al., 2010). Davon ausgehend handelt es sich bei gierbindenden Epitopen der Allergene
der Klasse Il hauptséchlich um Konformationsepit(@mpson, 2004).

In den letzten Jahren wurde deutlich, dass die tereidllergene eine nahe funktionelle
Verbreitung besitzen und nur in einer kleinen Arzaim Proteinfamilien und —superfamilien
vorkommen (Harreret al, 2010). Verschiedene Proteine werden in einetelramilie
zusammengefasst, wenn eine 30%ige Sequenzideattit Homologie vorliegt. Manche
Proteine besitzen dagegen eine &hnliche Funktioar détruktur bei einer geringen
Sequenzidentitat. Solche Proteine fasst man zu eswmmten Superfamilien zusammen
(Pascke, 2008). Verschiedene Studien konnten mittiee zeigen, dass die meisten
Allergene eine begrenzte Anzahl biochemischer Rankh erfullen und sich nur in einigen

wenigen Proteinfamilien wieder finden (Radawtral, 2008). Basierend auf allgemeinen



strukturellen  Eigenschaften  koénnen  die  bisher iflemrten  pflanzlichen
Nahrungsmittelallergene in etwa 30 Proteinfamilierierteilt werden (Hauseat al, 2008).
Die Proteinfamilie mit der grof3ten Anzahl an Allerggn pflanzlichen Ursprungs ist die
Prolamin-Superfamilie mit den Speicherproteinen@etreide, den Protease-Inhibitoren, den
2S-Albuminen und den nicht-spezifischen Lipidtramgfoteinen. Die zweitwichtigste
Proteinfamilie ist die Cupin-Superfamilie, zu dekégrtretern unter anderem die Viciline (7S-
Speicherproteine) und die Legumine (11S-Speichtep®) gehoéren (Paschke, 2008;
Radaueret al, 2008). Zwei weitere wichtige Familien sind dieoftine und die Bet v 1-
Homologe, die eine Hauptrolle bei der Pollenassterie Nahrungmittelallergie spielen
(Pastorelloet al, 1999). Gerade die Profiline sind aufgrund ihuegjuitdren Vorkommens
als Ausléser von Kreuzreaktionen pradestiniert wvdrden deshalb auch zu den
Panallergenen gezahlt (Haustral, 2010). IgE-Antikérper gegen das Pollenprofilint Be2
besitzen eine hohe Kreuzreaktivitat zu Profiliners @flanzlichen Nahrungsmitteln. Bisher
sind zahlreiche Profiline aus pflanzlichen Nahrungteln identifiziert und als Allergene
beschrieben. Hierzu gehoren z. B. die Profiline lausche, Pfirsich, Apfel, Sellerie, Litschi,
Banane und Tomate, wobei deren SequenzidentitéBetiv 2 zwischen 74 und 83% betragt
(Viethset al, 2002). Allein die Mitglieder dieser vier obennganten Proteinfamilien decken
etwa 65% aller momentan bekannten pflanzlichen rgdee ab, wobei die restlichen
Allergene in etwa 27 weiteren Familien eingeteiirden konnen (Radauer und Breiteneder,
2007). Zu den wichtigsten tierischen Lebensmitketgenen zahlen die Calcium-bindenden
EF-Hand-Proteine, die Parvalbumine des Fischs uied Tdopomyosine verschiedener
Meeres- und Weichtiere (Paschke, 2008; Radauat, 2008).

1.1.4 Tomatenallergie

Die Pravalenz der Allergie gegenuber der Tomatgcdpersicon esculentynmschwankt
weltweit je nach Region und den damit verbundenahrishgsgewohnheiten zwischen 1,5%
(Westphalet al, 2004) und 20% (Ortolamt al, 1988). Bei den Tomatenallergikern sind die
haufigsten Symptome nach dem Kontakt oder dem Vierzen Tomaten lokal begrenzt,
meist kommt es zur Ausbildung des IgE vermittefDralen Allergie Syndroms (OAS).

Die Symptome betreffen die Schleimhéaute, die Lippdie Zunge und den Pharynx nach
Verzehr. Oder es treten kutane Symptome wie Pgyriirythrem oder Nesselsucht nach
Kontakt oder Verzehr auf. Systemische ReaktionerwhaAnaphylaxie, sind nicht haufig

(Aseroet al, 2009; Zacharisept al, 2002), wobei Patienten mit Anstrengungsinduerert



Anaphylaxien nach Nahrungsmittelverzehr die Tomal® haufigsten Ausloser angeben
(Romancet al, 2001).

Verantwortlich fur die Allergie sind verschiedenmtine, von denen in den letzten Jahren
einige identifiziert werden konnten und in die Ddiank derInternational Union of
Immunological Societies(lUIS) Allergen Nomenclature Sub-Commiteeufgenommen
wurden. Das Allergen Lyc e 1 (Lyc e 1.01: AJ417553; e 1.02: AY061819) ist ein Profilin
(Willerroider et al., 2003; Westphadt al, 2004), bei Lyc e 2 (Lyc e 2.0101: AF465612; leyc
2.0202: AF465613) handelt es sich um eireructofuranosidase (Westphetlal, 2003). Lyc

e 3 ist ein Lipid-Transfer-Protein (Lyc e 3.01: Addo. AM051295, Lyc e 3.02 Acc. No.
AMO051296 (Recheet al, 2001; Fotisclet al, 2001)) und bei Lyc e 4 handelt es sich um das
TSI-1 {omato stress induced protein, in Bet v 1-homologes Protein (Sree Vidtaal,
1999). Es gibt zahlreiche Hinweise auf weitere ljgdende Proteine, die noch nicht in die
Liste der IUIS aufgenommen wurden. Konetoal (2001) konnten mittels IgE Immunanalyse
die Polygalakturonase 2A (PG2A), eine Superoxidditase und die Pektinesterase (PE) als
potentielle Tomatenallergene identifizieren. Weat@otenziell IgE reaktive Proteine in der
Tomatenfrucht sind ein Thaumatin-homologes P23 dirofRodrigoet al, 1991), eine
Glucanase (Palomarest al, 2005), eine Peroxidase (Weangripasasfalal, 2003), eine
Chitinase (Diaz-Peralest al, 1999) und ein Patatin (Sol t 1)-homologes 43 KDatein
(Breitenederet al, 1999). Eine aktuelle Studie von Bassiral, (2009) ergab Hinweise
darauf, dass die Speicherproteine Vicilin (AM9328744hd Legumin (TC156005) des
Tomatensamens ebenfalls eine Rolle bei der Seisgilng spielen kdnnten. Die Allergie
gegen Tomate ist mit verschiedenen anderen Allergegkntpft, zum Beispiel mit Allergie
auf Birken- und Gréaserpollen, oder dem Latex-Frg&yndrom. Bei einer Studie mit
Birkenpollenallergikern waren 9% auf Tomate sefisieit (Fotischet al, 2001), wobei sich

in dieser Studie Profilin und die CCDs als die kreaktiven Strukturen herausstellten. Noch
deutlicher war die Kreuzreaktivitat bei den Gras#gmallergikern, unter denen ganze 40%
eine Hautsensibilisierung gegentiber Tomate aufwjes@as wahrscheinlich durch Profilin
und CCDs ausgelost wurde (Petergtral, 1996; Fotiscret al, 2001). Das Latex-Frucht-
Syndrom erhielt seinen Namen, weil 2-4% der Lalexgiker auf Tomaten allergisch
reagieren (Kimet al, 1999; Beezholet al, 1999) und 43% auf Tomate sensibilisiert sind
(Brehler et al, 1997). Beteiligt am Latex-Frucht-Syndrom sinderviverschiedene
Proteingruppen, die Klasse 1 Chitinasen, dig3-Glucanasen, ein Patatin-ahnliches Protein,

und das Profilin.



1.2 Glykosylierung von Proteinen

Eine der haufigsten Formen bei der posttranslagon®odifizierung von Proteinen ist die
Glykosylierung, wobei der Begriff ,Glykosylierungtie kovalente Verknupfung von
Oligosacchariden an ein Protein beschreibt. Es gilaei verschiedene Arten der
Glykosylierung, zum einen die N-Glykosylierung, fiel wird der Zucker an den Stickstoff
der freien S&ureamidgruppe eines Asparagin (Asmumgen, zum anderen die O-
Glykosylierung, bei der eine Hydroxylgruppe an @imreonin, Serin oder Prolin Rest der
Peptidkette angeknipft wird (Saint-Jore-Dupésal, 2007). Die N-Glykosylierung beginnt
im Endoplasmatischen Reticulum (ER) durch die Anlvef einer vorgefertigten an das
Membranlipid Dolichol gebundenen Kohlenhydratketéen den Amid-Stickstoff des
Asparagins der Konsensus-Sequenz Asn-X-Thr/ Semacéhst werden auf der dem
Zytoplasma zugewandten Seite an das Dolicholphospi Molekile N-Acetylglucosamin
und funf Mannose Molektle angeknipft. Anschliel3emd das Dolichol-P-P-Oligosaccharid
auf die luminale Seite des ER gedreht und dortQlagpsaccharid um vier weitere Mannose
und drei Glucosen verlangert und schliel3lich aueri geeigneten Asparagin-Rest einer
wachsenden Polypeptidkette Ubertragen. Im ER werdaraufhin von verschiedenen
Glykosidasen drei Molekiule Glucose entfernt, unds daligosaccharid zum Golgi
weitertransportiert. Im Golgi werden weitere Manad¥este abgespalten, was zur Bildung
von Mannose-reichen N-Glykanéhigh mannose typdihrt, die aus flunf bis neun Mannose
Resten und keinen weiteren Zuckern bestehen (Sawhibl, 1986; Sturmet al, 1987).
Durch die 1,2-N-Acetylglucosaminyltransferase | (GnTl) katagrte Anheftung eines N-
Acetylglucosamins an denl,3-Mannose Ast von Ma&IcNAc,; wird die Grundlage fur die
Hybriden qybrid type und die komplexen N-Glykanedmplex typegelegt (Johnson und
Chrispeels, 1987; Tezulat al, 1992). Nach der Abspaltung weiterer Mannose dResitd
durch in einer von der 1,2-N-Acetylglucosaminyltransferase 11 (GnTIl) kiysierten
Reaktion ein weiterer N-Acetylglucosamin Rest an d&6-Mannose Ast angefiigt. Bei der
anschie3endenl,2-Xylosylierung und 1,3-Fucosylierung, die meist imedialenund dem
trans Golgi stattfinden, werden die pflanzenspezifischéuicker 1,2-Xylose und 1,3-
Fucose am Kern MaGIcNAc, angeflgt. (Johnson und Chrispeels, 1987; Tertikd, 1992;
Staudacheet al, 1995). Abbildung 3 gibt eine Ubersicht (iber dagschieden Strukturen
pflanzlicher N-Glykane. Je nachdem, welche Pflaa#erbetrachtet wird, konnen die

Strukturen daher stark von den hier aufgezeigtampkarmen abweichen.
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Abb. 3: Einteilung typischer, pflanzlicher N-Glykan-Strukturen. In Klammern sind optionale

Verknupfungen angegeben; Asn, Asparagin einer &egite; Fuc, Fucose; Gal, Galaktose; GIcNAc, N-
Acetyl-Glucosamin; Man, Mannose; XylT, Xylose. Ved&rt nach Kaulfurst-Soboll, 2011.

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass es egleali von Glykoproteinen gibt, bei
denen entweder nur did,2-Xylose oder die 1,3-Fucose Reste tragen (zusammengefasst in

Rayonet al, 1998).
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Abb. 4: Schematische Darstellung der N-Glykan Biosythese in Pflanzen. Die Synthese beginnt im ER
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mit dem Transfer des Glykans auf die wachsendeeliatte. Durch das Entfernen von Glucoseresten
entstehen die Mannnose-reichen Glykane. Im Golgakat beginnt die Synthese der komplexen N-
Glykane mit dem Trimmen der Mannose und dem Transifees N-Acteylglucosaminrests. Der Transfer
einer 1,2-Xylose und einer1,3-Fucose ist spezifisch fur Pflanzen. Abbildurgéandert nach Kaulfurst-
Sobollet al, 2011.

Die Substratspezifitat derl,3-Fucosyltransferase und det,2-Xylosyltransferase werden
auch nicht beeinflusst, falls diel,2-Xylose oder die 1,3-Fucose nicht vorhanden sind
(Johnson und Chrispeels, 1987; Tezekal, 1992; Staudachet al, 1995). Damit konnte
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auch gezeigt werden, dass di&,2-Xylosylierung und 1,3-Fucosylierung unabhangige
Ereignisse sind (Rayoet al, 1998), wobei der Transfer ded,2-Xylose Reste vor der
Verknupfung der 1,3-Fucose Reste geschieht (Fitchette-La@héal, 1994). Nach dem
Anfligen der Xylose und Fucose an den Kern, kbnmekamplexen N-Glykane weiter durch
das Anfugen terminaler Fucose und Galaktose Regidifimiert werden. Die daraus
resultierende Struktur ist als Lewis a {L&ntigen bekannt und findet sich normalerweise auf
der Zelloberflache von Glykokonjugaten in S&ugetierund ist dort an der Zell-
Zellerkennung und an Zelladhasionsprozessen lggtéifielo et al, 1997; Fitchette-Lainét
al., 1997; Fitchettet al, 1999). Die Abbildung 4 zeigt vereinfacht diesariedenen Schritte
der N-Glykosylierung in Pflanzen im ER und im Gefgpparat.

Die tatsachliche Aufgabe der N-Glykosylierung iss eute nicht eindeutig geklart. In
Pflanzen beeinflussen N-verknlpfte Glykane die Gpybteinkonformation, die Stabilitat,
die Loslichkeit und die biologische Aktivitat (Baseset al, 2004; Vagiret al, 2009; Dennis
et al, 2009; de Hofkt al, 2009). Zudem konnte in einigen Studien auch igereerden, dass
N-Glykane Proteine vor dem proteolytischen Abbawdigen konnen (Rayoet al, 1998)
und am reifungsbedingten Weich-Werden verschiedéniéchte beteiligt sind (Melet al,
2010).

1.2.1 Kohlenhydrate als IgE-Epitope

Schon in den frihen 80er Jahren wurde das erstedBain berichtet, dass IgE-Antikdrper
aus Seren von Pollenallergikern kreuzreaktiv agrerind wahrscheinlich gegen eine
Kohlenhydratdeterminante auf der Oberflache vork@byoteinen gerichtet waren. Aalberse
et al zeigten 1981, dass die IgE Reaktivitat einzekemponenten eines Patientenserums
nach Behandlung mit Periodat verschwand (wobei obati Kohlenhydrat-Bindungen
zwischen zwei benachbarten Hydroxygruppen spaketh hingegen einer Hitzebehandlung
gegenuber resistent verhielt. Es handelte sich uespéhgift, woraufhin der Begriff der
kreuzreaktiven Kohlenhydrat-Determinantegro§s-reactive _carbohydrate determingnts
CCD) gepragt wurde (Aalberset al, 1981). Durch den Vergleich des glykosylierten
Bienengift-Allergens Phospholipase, APLA,) mit einer nicht-glykoslyierten Variante und
weiteren Inhibitionsexperimenten, konnte die Begaihlg der Kohlenhydrat-Komponente an
der IgE-Bindung belegt werden (Webstral, 1987). Van Reet al (2000) konnten zeigen,
dass sowohl 1,3-Fucose, als auchl,2-Xylose an der IgE-Bindung beteiligt sind. Sthea

sie auch eine mogliche Erklarung fir die Beobaainnvon Peterseet al (1996). Diese
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stellten bei Untersuchungen mit Graserpollenallengi fest, dass acht Patienten positiv auf
einen Hauttest mit Tomaten reagierten. Bei fungelieacht Patienten konnte die IgE Bindung
an Profilin nachgewiesen werden, und eine andeupfigr von funf Patienten wies eine IgE
Reaktion gegen Kohlenhydratstrukturen auf. Dig3-Fucosylierung wird seit langerem als
wichtigere Determinante bei der Kreuzreaktivitagesehen (Wilsomt al, 1998; Tretteret

al., 1993), das weit verbreitete Vorkommen dieseskéisc ist reprasentiert durch das
Vorhandensein der Kerrl,3-Fucosyltransferase in Pflanzen (Legéal, 1999), Nematoden
(Paschingeet al, 2004), und Insekten (Fabiet al, 2001). Demgegenuber steht die Prasenz
von Enzymen, die 1,2-Xylose ubertragen, die hauptsachlich ein Charatikum von
Pflanzen (Strasset al, 2004), Schnecken (Muldet al, 1995) und Trematoden (Faveeatv
al., 2003) ist, wobei auch diese Zuckerreste zu dfneuzreaktivitat beitragen kénnen (Poltl
et al, 2007).

1.2.2 Klinische Relevanz von kreuzreaktiven Kohlenhydratbeterminanten

Obwohl eine Sensibilisierung gegen Glykane mit bé65relativ haufig ist, ist die klinische
Relevanz von anti-CCD IgE umstritten (Tretegral, 1993; van Reet al, 2000; Bencurova
et al, 2004), da sie besonders oft leivitro-Testverfahren die Ursache fur eine breite
Erkennung von potentiell allergenen Glykoproteiaes nicht-verwandten Spezies darstellen,
was zu falsch-positiven Ergebnissen filhren kann Reeet al, 2000; Fotisclet al, 2003;
Mabhler et al, 2006; Altmann, 2007). Mittlerweile gibt es eiWéelzahl von Studien zu den
CCDs, deren Ergebnisse bis heute kontrovers desttwtierden. So konnte zum einen gezeigt
werden, dass Glykokonjugate, vor allem in multinéde Form, eine Histaminfreisetzung
bewirken kénnen (Batanerd al, 1999; Bublinet al, 2003; Westphadt al, 2003; Wicklein

et al, 2004), wobei monovalente Glykokonjugate keineigatzung bewirken konnten
(Wicklein et al, 2004). Dies kbnnte ein Hinweis auf die klinisdRelevanz von CCDs sein.
Bei einer Studie von Jappe und Mitarbeitern konnteminigen Insektenallergikern keine
Peptid-spezifischen IgE-Antikbrper gegen Insekténdetektiert werden, wohl aber CCD-
spezifische IgE-Antikdrper, was auch fur eine Idofie Manifestation spricht (Jappeal,
2006). Die biologische Aktivitat der CCDs der Tomaturde von Fotisclet al (2003)
untersucht. Bei einem Drittel der Patienten mieei8ensibilisierung gegen Lyc e 2 induzierte
eine dosisabhangige Stimulation mit verschiedenelykdproteinen im basophilen
Mediatorfreisetzungstest eine Histaminfreisetzuisgzin 82% Weiterhin war rekombinant in

E. coli hergestelltes und somit glykanfreies Lyc e 2 nichtler Lage, IgE-Antikérper von
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Allergikerseren zu binden. Auf3erdem konnte rekombies Lyc e 2, anders als natirliches
Lyc e 2, Basophile von Patienten nicht zur Histasakretion anregen (Westplatlal, 2003;
Jageret al, 2008). Im Allgemeinen werden die IgE-Antikdrpdie gegen pflanzliche Zucker
gerichtet sind, heute aber als klinisch nicht refevangesehen und konnten bisher auch nicht
mit einer Anaphylaxie in Verbindung gebracht werd&eit ein paar Jahren gab es im
Sudosten der USA vermehrte Berichte Uber neue Foee Anaphylaxie: Zum einen nach
Gabe des seit 2005 in der Krebstherapie eingesetataoklonalen Antikorpers Cetuximab
(Chuget al, 2008) und zum anderen einige Stunden nach demekievon rotem Fleisch,
wie Lamm oder Rind (Commingt al, 2009). In beiden Féllen konnten in Sera von
betroffenen Patienten IgE-Antikdrper gegen Galaetes,3-Galactose (Gal) nachgewiesen
werden, die fur die Auslosung der ungewoOhnlichennfaler verspateten Anaphylaxie
verantwortlich waren. Neuerdings gibt es Hinweiaeadf, dass der Biss der im Sudosten der
USA heimischen Zecké&mblyomma americanurdie Ursache fiur die Bildung derGal
spezifischen IgE Antikdrper in den USA ist (Commetsal, 2011), was uberhaupt das erste
Beispiel dafur ist, dass die Antwort auf einen pli@siten zu einer schwerwiegenden Form
einer Nahrungsmittelallergie fuhren kann. Mittled@ewurde die verzdgerte Form der
Anaphylaxie aufgrund von-Gal spezifischen IgE Antikérpern ebenfalls in Si@&aen in
Nordspanien beobachtet, wobei deren Sensibilisgeroicht eindeutig einer bestimmten
Zeckenart zugeordnet werden kann. Es wird davogemasgen, dass es sich uxodes

ricinus handelt, die in der nordspanischen Region wehne#et ist (Nunezt al, 2011).

1.3 Ansatze zur Veranderung des allergenen Potentials

pflanzlicher Nahrungsmittel

1.3.1 Beeinflussung der Allergenaktivitat durch Verarbeitung

Fast jedes Lebensmittel, das wir konsumieren, imeneVerarbeitungsprozess durchlaufen,
beginnend mit der Ernte und der Lagerung, UberTdansport, bis hin zur Zubereitung. In
der Nahrungsmittelindustrie werden verschiedensterfaliren eingesetzt, um das
Lebensmittel fir den Verbraucher sicher und wohtsetkend zu machen. Dabei werden zum
grol3en Teil thermische Verfahren, die sowohl mikcfger als auch trockener Hitze arbeiten,
sowie Nicht-thermische Verfahren, wie z. B die Femtation, eingesetzt. Bei den

thermischen Verfahren hat sich gezeigt, dass \Adliergene auch unter Hitzeeinwirkung
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aullerst stabil sind, wozu auch die CCDs zahlenwBigsren konnte bei der Réstung der
Erdnuss ein vergroRertes allergenes Potential tletelkverden (Malekiet al, 2000a). Ein
weiteres Beispiel fur die Behandlung von Nahrungsim stellt die biochemische
Verarbeitung mittels Enzymen dar (zusammengefassiSatheet al, 2005). Bei der
sogenannten Proteolyse werden gezielt spezifischeteiRe zur Prozessierung der
Lebensmittel eingesetzt. Nach dem Einsatz einigesed Verfahren konnte eine geringere
Allergenaktivitdt nachgewiesen werden, wobei ebeviste Versuche keinen Effekt, oder
eine Verstarkung der Allergenitat hervorriefen. btiki et al (2000) konnten durch den
Einsatz von Trypsin, Elastase und Protease digg¥latat von verschiedenen Allergenen der
Haselnuss vermindern, wohingegen Studien von Maell (2000b) keinen Einfluss auf die
IgE-Epitope von Ara h 1 durch Proteolyse in Erdeiiseachweisen konnten. Die grof3en
Nachteile der Allergenverminderung mittels Veratlbeg liegen zum einen darin, dass es
durch die Behandlung zu unerwinschten Konformadiodsrungen der Proteinstruktur
kommen kann und sich dadurch potenzielle ,Neo-peatdoilden konnen (Paschke, 2009).
Zum anderen kann die Prozessierung einen ungewt@émsEinfluss auf den Geschmack und
die sensorischen Eigenschaften eines Nahrungssniiddlen (Sathet al, 2005).

1.3.2 Erzeugung hypoallergener Varianten durch Entfernungder IgE-Bindestellen

Fur einige Allergene war die Entfernung einiger 18iadestellen erfolgreich. Begonnen
wurden diese Studien an verschiedenen Pollenaiergélir die Entwicklung der Pollen-
spezifischen Immuntherapie. Durch die Einfiihrung verschiedenen Punkmutationen in Lol
p 5, einem Hauptallergen des Deutschen Weidelgoasiten verschiedene Varianten erzeugt
werden, bei denen eine verringerte IgE-Bindekaptzitachgewiesen werden konnte
(Swobodeet al, 2002). Einen weiteren Ansatz stellt die Maskigrder IgE Bindestellen mit
Polysacchariden dar. So wurden bei Cry j 1, einefteRallergen der Japanischen Zeder, die
Epitope mit Polysacchariden maskiert, und so kowminteAllergenizitat vermindert werden
(Usui et al, 2003). Bei den Nahrungsmittelallergenen konnisudeckeret al (2003)
hypoallergene Varianten von zwei PR-10 Proteinen, @& 1 (Pru av 1 Tf) und Api g 1
(Api g 1 GIU** erzeugen, wobei spater noch eine weitere potémiE-Bindestelle auf Pru
av 1 bei AS-Position 28 identifiziert wurde (Wickeal, 2005). Die Identifizierung von IgE-
bindenden Epitopen auf verschiedenen Profilinegtedoei Bet v 2 drei Epitope, von denen
zwei mit der Aktinbindestelle tberlappten und eiimasBereich der Aminosauren 30-50 lag

(Federovet al, 1997). Auf dem Profilin der Sonnenblume konnteneiner Studie von
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Asturiaset al insgesamt funf Epitope identifiziert werden, eams N-Terminus (Aminosaure
1-15), das sich Uber die Poly-L-Prolin Bindestalesdehnt, und drei am C-Terminus (AS
100-109; 108-115 und 122-127), die mit der Aktird@stelle Uberlappen. Ein weiteres befand
sich im Bereich der Aminoséuren 40 bis 50 (Astueasal, 2002). Einige Epitope, die
zusammengenommen fast die gesamte Oberflacheweilgegetesteten Profiline abdecken,
wurden in Modell-Strukturen verschiedener Profilientifiziert. Radauer und Kollegen
(2006) identifizierten drei Hauptepitope, wohingegeeitner und Mitarbeiter (1998) ein
zirkulares Peptid als Mimotop von verschiedenerfilRren vorschlugen. Fur das Profilin der
Melone, das Cuc m 2, wurden in den letzen Jahremlsiolineare IgE-Epitop, als auch ein
konformationelles IgE-Epitop vorhergesagt. Lopezré&on et al konnten fir Cuc m 2
insgesamt vier Epitope mittels Phagen-Display ifieréren. Die beiden Epitope E1 (AS 66-
75 und AS 81-93) und E2 (AS 95-99 und 122-131), mhetiell mit der Aktinbindestelle
Uberlappen, zeigten eine starke IgE Bindung, wdleeEpitope E3 (AS 6-20) und E4 (AS 35-
45) eine geringere IgE-Reaktivitdt aufwiesen (Loperrejon et al, 2007). Mittlerweile
wurde ein konformationelles IgE-Epitop auf der Oléehe von Cuc m 2 identifiziert, das
aufgrund der hohen Strukturdhnlichkeit auch in aslélomologen Profilinen wie z. B. Bet v
2 der Birke und Phl p 12 des Lieschgras vorhergesagle (Tordesillagt al, 2010).

1.3.3 Hemmung der Allergenexpression in pflanzlichen Nahungsmitteln durch die
RNA-Interferenz

Bei der RNA-Interferenz (RNAI) handelt es sich umndsequenzspezifischen Abbau von
eingefuhrter doppelstrangiger RNA. Beschrieben wuilteses Phanomen erstmals im Jahr
1998 von Fire und Mitarbeitern, die beobachtetassdlie Injektion oder auch die Aufnahme
doppelstrangiger RNA in den Nematodéaenorhabditis elegansinen spezifischen Abbau
von mMRNAs nach sich zieht, wobei die Sequenz d&Nds die Spezifititt des Abbaus
bestimmt (Fireet al, 1998). In Pflanzen wurde ein ahnlicher Effekblb&chtet, als versucht
wurde, die Blutenfarbe in Petunien durch die Einfiily eines pigmentproduzierenden Gens
zu verstarken, was aber den entgegengesetztent Effisioste und die Bliten vorwiegend
weild oder gescheckt farbte (Napetial, 1990, van der Kro¢t al, 1990). Dieses Phanomen
wurde deshalb als ,Co-Suppression® bezeichnet uand KHadurch zustande, dass sich das
eingefuhrte Gen und das homologe endogene Gen ggtigrunterdriickten, was heute in
Pflanzen zu denpost-transcriptional gene silencinPTGS) gezahlt wird (Hamilton und

Baulcombe, 1999), oder allgemein unter dem Begtdé RNA silencingbekannt ist. In
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Pflanzen kann die RNAIi-Unterdriickung besondersdguth ein doppelstréangiges (ds) RNA-
Konstrukt in Form einer Haarnadel induziert werd@hiesleyet al, 2001). Die Abbildung 5
zeigt schematisch den Ablauf einer RNA Interferdnzlie Zelle wird durch Transformation
ein Konstrukt eingefiihrt, das fir eine spezifiscBequenz insense und antisense
Orientierung kodiert, getrennt durch ein Intron.r@uDNA- oder RNA-abhangige Synthese
werden dsRNA Stiicke hergestellt, die auf Grund tesons eine Haarnadel-Struktur
(hairpin) ausbilden.

cDNA ANDc ‘
DNA-Konstrukt |
Promotor l Terminator
. sense antisense
RNA-Transkript —
Bildung einer ds-Haarnadel- )
RNA
Dicer
(RNase III)

Dicer vermittelte Spaltung RERRRRRRRAR

von SsiRNA ]
siRNA

mMRNA @ AAAAA

Zerstérung der Ziel-
MRNA AAAAA

Abb.5: Schematische Darstellung der RNA InterferenzZunachst wird ein DNA-Konstrukt in die Zelle
eingeflgt, das von der Zelle in RNA transkribieitdy Die Haarnadel-RNA formt sich spontan und wird
durch den Dicer in 21-25 bp lange dsRNA-Fragmernite3ifJberhang von 2 bis 3 Basen zerschnitten. Im
Folgenden lagert sich ein Strang mit mindestenemirgonauten-Protein und weiteren Enzymen unter
Bildung des RISC zusammen und lenkt diesen zu dnemplementaren mRNA. Diese endogene oder
fremde mRNA wird dann durch die Endonuklease-Akdivides Argonauten-Proteins zerschnitten und der

weiteren Degradation zugefiihrt. Abbildung verandexth Benitec.com.

Diese dsRNAs werden vom Dicer, einer RNase, erkandtin kleinere Sticke von 21-23
Nukleotiden prozessiert, die abhort interfering RNASIRNA) bezeichnet werden (Bernstein
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et al, 2001). Diese siRNAs werden anschlie3end in eRiboprotein-Komplex nameri®NA
Induced Silencing CompleiRISC) integriert und spezifisch einer der beid®&HA-Strange
entfernt und somit der RISC aktiviert. Die kleinehNAs dienen als Fuhrer des RISC zu den
zu inaktivierenden RNAs und vermitteln auf dieseis¥eentweder die Modifikation von
Chromatin, die translationale Repression, oderStd@meiden der Ziel-mRNA (Smith, 2000;
Li und Ding, 2006). Neuere Untersuchungen haberigezdass durch dikairpin-dsRNA
verschiedene Wege des RI#Aencingaktiviert werden, aber der Hauptweg scheint tlaer d
Enzym Dicer-like 4 (DCL4) zu laufen. Dieser Weg wird auch bei dem#&hr gegen RNA-
Viren aktiviert, weswegen vermutet wird, dass dieNAR urspriunglich als
Abwehrmechanismus gegen Viren oder zur Regulatien Aktiviat von Transposons
entstanden ist (Small, 2007). Die Hemmung der Gemssion mittels RNAI wurde erstmals
fur das Mal d 1, einem PR-10 Protein in Apfeln, die®ben (Glisseret al, 2005).
Mittlerweile gibt es eine Vielzahl von Nahrungsreiit, in denen RNAI erfolgreich zur
Reduktion der Allergenizitat eingesetzt wurde. Daahlen unter anderem die Tomate @te
al., 2006a; Leet al, 2006b; Kaulfurst-Sobokt al, 2011), die Erdnuss (Dodst al, 2008),
die Karotte (Peterst al, 2010) und der Reis (Wakastal, 2011).

1.4 Zielsetzungen dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war, es die Expression verschment Allergene der Tomate durch die
Anwendung der RNAIi-Technologie zu unterdricken.diameisten Tomatenallergiker nicht
monosensibilisiert sind und einige allergieausldeenProteine nur unter bestimmten
Umweltbedingungen exprimiert werden, sollten diepiEessionen verschiedener Allergene
mit nur einem RNAI-Konstrukt herunterreguliert werd Hierzu wurden verschiedene
chimare RNAi-Konstrukte in Tomatenpflanzen der it Micro-Tom transformiert und die
Expression der Zielgene Uberprtift.

In einem zweiten Ansatz sollte die Modulation deGNkosylierung durch RNAI vermittelte
Hemmung erfolgen. Als Zielgene wurden verschiedghgosyltransferasen ausgewahlt, die
fur die Verknupfung pflanzenspezifischer Zuckerda@ N-Glykane verantwortlich sind, in
Saugern aber nicht vorkommen und somit diese dpmri@uckerreste ein immunogenes
Potential fir Menschen darstellen. Nach Klonieruleg entsprechenden RNAI-Konstrukte,
Transformation, Regeneration und Charakterisierdag jeweiligen RNAI-Linien, sollten

diese im Weiteren auf ihr allergenes Potentialumntersucht werden.
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Ein weiterer Teilaspekt war die Identifizierungeaiener Determinanten des Profilins und
deren Modifikation, so dass ihre IgE-Bindefahigkeaid damit auch ihre Allergenizitat sinkt.
Da es sich bei Profilin um ein essentielles Protéindas Zellwachstum handelt, musste bei
der Modifikation gewahrleistet sein, dass seineldgische Funktionalitat erhalten bleibt.
Aufgrund der hohen Homologie in der Tertiarstrukties Tomaten- und des Hefeprofilins
und ihrer funktionellen Ahnlichkeit, war es Zieleder Arbeit, den gut charakterisierten
Hefeorganismus zu nutzen, um allergene Determinasiés Tomatenprofilins Lyc e 1.02 zu
identifizieren. Im Rahmen dieser Arbeit konnte eiHefe-basierte Plattform entwickelt
werden, welche die Selektion hypoallergener Profdrianten der Tomate, bei gleichzeitiger
Bertcksichtigung ihrer biologischen Funktionalitagrlaubt. Die durch ungerichtete
Mutagenese erzeugten Lyc e 1.02 Varianten wurdesidhitlich ihre IgE-Reaktivitain vitro
getestet und ihre dreidimensionale Struktur analysGrundlage fir die Durchfuhrbarkeit des
Systems war die Entdeckung einer neuen natirlickovomenden Lyc e 1.02 Variante, die
einen fur die Rekombination in Hefe essentiellenidoraureaustausch tragt und sich damit

als Ausgangsmaterial fur die ungerichtete Mutagema@sgezeichnet hat.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien

Wenn nicht anders aufgefiihrt, stammen die verwemdéaborchemikalien, Enzyme und
Verbrauchsmaterialien von den Firmen FermentasL&in-Rot), Roth (Karlsruhe), Sigma-
Aldrich (St. Louis; USA), Roche Diagnostics GmbH givhheim) und VWR (Darmstadt).
Radioaktive Chemikalien wurden von der Firma Hartmanalytic (Braunschweig) und Kits
zur Aufreinigung von Plasmiden und DNA Fragmentars éAgarosegelen von Qiagen

(Hilden) bezogen.
2.1.2 Antikorper

Tabelle 1: Verwendete Antikdrper

Bezeichnung Herkunft/ Referenz

Kaninchen anti-human IgE, markiert mit Peroxidaseignta-Aldrich (St. Louis; USA)

Kaninchen anti-human IgE, markiert mit alkalischeiSigma-Aldrich (St. Louis; USA)

Phosphatase

Kaninchen anti-Xylose markiert mit Peroxidase Agrss(Vannas; Schweden)

Kaninchen anti-Fucose markiert mit Peroxidase AgagVvannas; Schweden)

Ziege anti-Kaninchen markiert mit Peroxidase TheBue@ntific, Priece
Biotechnology, Rockford, USA

Kaninchen anti-Profilin freundlicherweise zur Veagting

gestellt von Dr. Philippe Deviller
(Lyon, France)
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2.1.3 Oligonukleotide und Sequenzierungen
Alle Oligonukleotide wurden bei der Firma Eurofid®VG Operon (Ebersberg) bestellt und
sind in folgender Tabelle aufgeflhrt. Sequenzieemngurden von der Firma GATC
(Konstanz) durchgefihrt.

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleatie

Kinstlich angeflgte Sequenzen bzw. SchnittstellefRestriktionsenzyme sind unterstrichen

angegeben.

Nummer Name Sequenz 5'-3’

KP 33 PFY1 His Down
KP 34 PFY1 His Up

KP 35 His5MX 5’ out

KP 36 His5MX 3’ out

KP 41 XylT_RNAi 5’

KP 42 XylT_RNAi 3’ -
KP 43 FucT_RNAi 5’

KP 44 FucT_RNAi 3’

KP 45 PG-PE_RNAi 1

KP 46 PG-PE_RNAi 2

KP 47 PG-PE_RNAI 3

KP 48 PG-PE_RNAI 4
KP 51 P-3 CTO_RNAI

KP 52 P-4 CTO_RNAI

KP 55 P-1 CTO_RNAI -
KP 56 P-2 CTO_RNAI

KP 57 P-5 CTO_RNAI

KP 58 P-6 CTO_RNAI

KP 67 35 S Promotor f
KP 68 35 S Promotor r
KP 79 Actin Tom forward
KP 80 Actin Tom reverse
KP 81 AC-5

KP 82 AC-3

KP 83 XylT gPCR forward
KP 84 XylT gPCR reverse
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Nummer Name Sequenz 5’-3’

KP 85 nptll-forward
KP 86 nptll-reverse
KP 87 5'Lyc e 1.02 Spel
KP 89 3'Lyc e 1.02 sall

KP 97 Chi gPCR forward
KP 98 Chi gPCR reverse
KP 99 TSI-1 gPCR forward
KP 100 TSI-1 gPCR reverse
KP 101 Osmo gPCR forward
KP 102 Osmo gPCR reverse
KP 103 PG gPCR forward
KP 104 PG gPCR reverse
KP 105 PE gPCR forward
KP 106 PE gPCR reverse

AS 1 5 PFY1_Sacl
AS 2 3 PFY1_Xhol
AS 7 5 A
AS 8 3D
uM 1 uM 1 forward
uM 2 uM 2 reverse

Oligo Oligo d (T)
d(T)

2.1.4 Biologisches Material

2.1.4.1. Bakterienstamme

Die Kultivierung vonEscherichia col(E. coli) erfolgte bei 37 °C in LB-Medium (Luriet al.,
1960), die vorAgrobacterium tumefaciernzei 28 °C in YEB-Medium [5 g/I Rinder-Extakt;
19/l Hefeextrakt; 5 g/l Pepton aus Casein; 5 gdcBarose; 2 mM MgS{

Fur molekularbiologische Arbeiten wurden die folgen Bakterien-Stamme verwendet.

21



Tabelle 3: Verwendete Bakterienstamme

Stamm

Genotyp/ Resistenz

Herkunft/ Referenz

E. coliDH5a °

E. coli XL1 Blue

E. coliDB3.1+

E. coliRosetta (DE3)

A. tumefacien€58C1

F/endAl hsdR1{r, mk’)
gInV44 thi-1 recAl gyrANal)
relA1D (laclZYA-argF) U169
deoR(F80dlac{lacZ)M15)

F ::Tn10 proAB" lacl® D (lacZ)
M15recAl endAl gyrAgelal’) thi
hsdR17r« mc*) ginV44 relAl lac
F gyrA462 endAl (srl-recA)

Woodcocket al., 1989
Raleighet al,, 1989
Invitrogen (Karlsruhe)
Bullock et al, 1987
Stratagene (Amsterdam)

Bernardet al.,1993

mcrB mrr hsdS20 (rB-mB-) supE44

ara-14 galk2 lacY1 proA2
rpsL20 (Sth) xyl-5 leu mtl-1

F ompT hsd$(rg” mg") gal dcm
(DE3) pRARE(Cant)

Rif, mit Helferplasmid

pGV2260 Amf5 (Deblaereet

al., 1985)

Novagen (Darmstadt)

Van Larebeket al, 1974

Zur Selektion wurden folgende Antibiotika-Konzetitwaen eingesetzt:

Ampicilin: 100 g/ml
Kanamycin: 50 g/ml

Rifampicin: 50 g/ml

Spectinomycin: 100g/ml

Streptomycin: 40 g/ml

Sonstige Zusatze: IPTG 404; X-Gal 40 g/ml

Alle Antibiotika/Zusatze wurden in Wasser gelosteriffiltriert - mit Ausnahme von

Rifampicin, welches in DMSO (Dimethylsulfoxid) gslbwurde und X-Gal (5-Bromo-4-

chloro-3-indolyl- -Dgalactosid), welches in DMF (Dimethylformamid)l@s wurde - und

den Medien nach dem Autoklavieren in entsprechekdaeentration hinzugefugt.
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2.1.4.2.Saccharomyces cerevisi&&amm

Tabelle 4: Verwendeter Hefestamm

Stamm Genotyp Referenz
BY 4741 URA3::GAL-->lacZ, (http://web.unifrankfurt.
LYS2::GAL de/fb15/mikro/ Euroscarf)
(UAS)-->HIS3cyh r Brachmanret al, 1998

Die Wildtyp-Hefen wurden routinemaf3ig auf Vollmealitv PAD [10 g/l Hefeextrakt; 20 g/l
Pepton; 20 g/l Glukose; 40 mg/l Adenin] bei 30 tg@zogen. Da die Hefe ein Eukaryont ist,
wurden mutagenisierte Hefestimme nicht durch vesdehe Antibiotika selektioniert,
sondern durch so genannte Auxotrophiemarker. Dest- Bzw. Flissigmedium fehlt eine
oder mehrere Aminosauren, die fir den jeweiligegadismus essentiell sind. Hefe-Zellen,
die mit dem vermeintlichen auxotrophimarker-tragamdPlasmid transformiert wurden,
kénnen dann auf dem jeweiligen Selektionsmediumhaaie, obwohl diesem Medium eine
wichtige Komponente fehlt. Als Selektionsmedium deiSCAD-Medium [20 g/l Glukose;
6,7 g/l Yeast Nitrogen Base ohne Aminosauren; @/6éntsprechender Aminosauremix; pH

5,8] verwendet.

2.1.4.3. Verwendete Pflanzenpathogene

Tabelle 5: Verwendete Pflanzenpathogene

Pathogen Quelle Krankheit
Pseudomonas syringae pv. Jens Boch Blasenfleckenkrankheit
tomato DC3000 (Martin-Luther-Universitat

Halle-Wittenberg)
Pseudomonas syringaércC Jens Boch Blasenfleckenkrankheit
TLR1 (Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg)
Botrytis cinereg[de Bary] Isolat von Pelargonie/ Méhre Grauschimmel
Whetzel) aus dem JKL Quedlinburg
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Legende: In der Tabelle sind die verwendeten Péapathogene aufgefuhrt. Die Arbeiten

mit Botrytis cinereawurden am Institut fur Phytopathologie und AngedtanZoologie in

Giel3en durchgefinhrt.

2.1.5 Vektoren

Fur allgemeine Klonierungsverfahren und Pflanzergi@rmation wurden die in Tabelle 6

aufgefuihrten Vektoren eingesetzt. Die Tabelle 7 gine Ubersicht Giber die im Rahmen

dieser Arbeit generierten Vektoren.

Tabelle 6: Verwendete Vektoren

Bezeichnung

Verwendung/ Resistenz

Herkunft/ Referenz

PENTR/D-TOPO
pK7GWIWG2(I1)
TOPO-pCR-Blunt
pCR2.1

PYES2

p425MET25
p424RryLyce 1.02 R33
pFA6aHis5MX

p455 (Rubisco)
pET-45b-PFN

pBINAR

E. coli Klonierungsvektor, Kdh
binarer Vektor, SFISH

E. coli Klonierungsvektor, Kah
E. coli Klonierungsvektor, Kdh

S. cerevisia&lonierungsvektor,

AmpR

Am(3
Amp
Amg
Am’p
Amp

binarer Vektor, Kah

Invitrogen (Karlsbad, USA)
Invitrogen (Karlsbad, USA)
Invitrogen (Karlsbad, USA)
Invitrogen (Karlsbad, USA)

Invitrogen (Karlsbad, USA)

Mumberget al, 1994

Zajic, unveroffentlicht
Wachet al, 1997
Plasmiddatenbank Biochemie
Le, 2007

Hofgen und Willmitzer (1990)
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Tabelle 7: Eigene Vektoren mit Ausgangsplasmid undingefiigtem Insert

Bezeichnung Resistenz ~ Vektor geschnitten Insert

pK7GWIWG2-XyIT snf/sgt pK7GWIWG2 XylT
pK7GWIWG2-CTO s/sgt pK7GWIWG2 chiméares CTO-Konstrukt
PYES2-PFY1 Am5/URA3 Sacl/Xhol PFY1
PpYES2-Lyc e 1.02 W33 AMBURA3  Spel/Sall Lyc e 1.02 W33
PYES2-Lyc e 1.02 R33 AnfPURA3  Spel/Sall Lyc e 1.02 R33
p425Rev-Lyc e 1.02wut Ampt Spel/Sall Lyc e 1.02:

2.1.6 Seren

Alle verwandten Seren stammten von Patienten, \eeliher die Art der anstehenden
Versuche aufgeklart worden waren und die ihre Austiing erteilt hatten. Die Seren wurden
freundlicherweise von Frau Prof. Dr. Vera Mahlera(iklinik der Friedrich-Alexander-

Universitat, Erlangen) oder Herrn Dr. Stephan Sotre(Paul-Ehrlich-Institut, Langen) zur
Verfugung gestellt. UniCap-Klassen wurden mit demtsprechenden Test (Pharmacia
Diagnostics, Uppsala, Schweden) nach den AngabgrHdestellers bestimmt. Angegebene
Allergien der Patienten waren zudem durch Prick{eiuttest) und Anamnese bestatigt

worden.

2.2 Methoden

2.2.1 Hauttest

Die Hauttests wurden von Prof. Dr. Vera Mahler (tHaoik der Friedrich-Alexander-
Universitdt, Erlangen) nach Dreborg (1989) durchipef Der SPT galt als
Einschlusskriterium der Tomatenallergie bei dendi@se Studie rekrutierten Patienten und
zur Uberprifung der allergenen Potenz der gentschnieranderten Pflanzen. Abbildung 6

zeigt schematisch die Vorgehensweise bei einemtéktut
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Abb. 6: Schematische Ubersicht des Hauttestdllergene wurden am erscheinungsfreien Innenarm mit
einer feinen Lanzette in die Haut eingestochenuiid) der Quaddeldurchmesser nach 20 min abgel2gen (

(www.medinik.com/allergy/skin-allergy-test).

Die Testung der Tomate wurde mittels Prick-zu-Prldst bestimmt, da die Tomate einen
hohen endogenen Histamingehalt besitzt. Laut einfarmationsbroschire des Allergie-
Zentrums der Charité betragt der endogene Histaghelgder Tomate 2,2 mg/100 g, was im
einfachen Prick-Test zu falsch positiven Ergebmdgdren konnte. Fir den Prick-zu-Prick
Test wurden Tomatensticke von Wildtyp und gentesdimiverénderte Pflanzen des Kultivar
Micro-Tom, sowie ein kommerzieller Tomatenextraldrwendet. Die Prick-zu-Prick Test
wurden in Doppel- oder Dreifachbestimmung auf demehflache des Unterarms
durchgefuhrt. Histamindihydrochlorid (10 mg/ml) uf¢® % Natriumchloridldsung wurden
als Positiv- bzw. Negativkontrolle verwendet. Dé?TSwurde als positiv bezeichnet, wenn
der Quaddeldurchmesser nach 20 min Gber 3 mm lag.Sudie war von der lokalen

Ethikkommission in Deutschland genehmigt.

2.2.2 Anzucht von Tomatenpflanzen Lycopersicon esculentuin

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Tomatenpflanzen AlgrLycopersicon esculenturv.
Mirco-Tom (Scott und Harbaugh, 1986) verwendet. Bieucht der Pflanzen erfolgte unter
Gewaéchshausbedingungen bei einem Belichtungsschhema6 h Licht/ 8 h Dunkelheit. Die
Samen wurden in Aussaaterde ausgebracht und nachgeh wurden die Keimlinge pikiert
und auf Typ-T Erde (Bayerische Gartnerei-GenosseiseG, Nirnberg) ausgebracht.

2.2.3 Oberflachensterilisation von Tomatensamen

Zur Sterilisation wurden die gewaschenen und gktreien Samen in einem sterilen Falcon
zunachst fir 3 min mit 70 % Ethanol gewaschen, ldieftend wurden sie fir 10 min mit 1 %

Natriumhypochlorid behandelt und danach dreimalstatilem Wasser gewaschen. Falls die
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Samen nicht direkt auf MQurashige and_Sko9gGrundmedium (Murashige und Skoog,
1962) ausgelegt wurden, wurden sie unter der Btard auf einem sterilen Whatmanpapier
getrocknet und bis zur weitern Verwendung bei 4é@gert.

2.2.4 Stabile Transformation und Regeneration vorlL. esculentum(nach Ling et al,
1998)

Zur Transformation wurden Tomatenpflanzen der Irtopersicon esculentuev. Micro-
Tom eingesetzt (Scott und Harbaugh, 1989). Aufgresider kleinen GrofRe von etwa 20 cm,
der kurzen Generationszeit, die zwischen 70 und T@@en liegt und seiner guten
Transformierbarkeit (Meissneet al, 1997), eignet sich das Kultivar besonders fur
GroRRanséatze mit hohem Durchfluss (Zaral, 2006; Suret al, 2006).

Chromosomale T-DNA

Agrobacterium tumefaciens

/
/
/

‘  2 Wochen 3 Monate

/
3 Monate 3 Monate -~

-

Abb. 7: Uberblick der Tomatentransformation. Die Transformation der Tomatenkotyledonen erfolgte
mit Hilfe des Ti-Plasmids desgrobacterium tumefacien¥or der Transformation wurden die gewiinschten
Gene in das Ti-Plasmid eingebracht, um genetischnderte Tomaten erzeugen zu kénnen. Nach dem
Eindringen des rekombinaten Ti-Plasmides kann di2NRA Region des Plasmides in die chromosomale
DNA der Zelle integrieren und die kodierten Gena&n exprimiert werden. An den Schnittstellen der
Blattstiicke entwickeln sich Kalli der transformestZellen. Aus diesen Kalli werden Sprossen gebikles
denen sich vollstandige Pflanzen regenerieren kiinNeachdem diese Pflanzen Wurzeln gebildet haben,

werden sie vom Nahrmedium in Erde umgesetzt undiasreifung ins Gewachshaus gebracht.
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Micro-Tom ist eine kleinwiichsige Mutante der Stabébe Moneymaker, wobei sich der
Phanotyp von Micro-Tom auf mindestens drei MutaiogrDWARF (D), SELF-PRUNING
(SP) und eine weitere noch nicht identifizierte Mubatizurlickfihren lasst (Maret al,
2006). Abbildung 7 gibt den Ablauf einer stabilemniatentransformation schematisch
vereinfacht wieder. Zwei Wochen vor dem Schnitt #&imblatter wurden die mit 1%
Natriumhypochlorid sterilisierten Tomatensamen inedkglaser mit MS-Grundmedium
ausgelegt. Es wurden pro Transformation 25 Glasejeri6 Samen eingesetzt. Die Keimung
der Samen erfolgte unter Langtagbedingungen (1edstuTag/ 8 Stunden Nacht) bei 22 °C.
Funf Tage nach dem Auslegen wurde eine Tabak-KaBuspension als Futterschicht
(feederlayerih auf MSBN-Platten verteilt und diese Platten imnRien flr einen Tag bei
Raumtemperatur inkubiert. Auf den ausgestrichersmak-Kallus wurde je ein Blatt steriles
Filterpapier als Trennschicht luftblasenfrei ange#t, und darauf die in kleine Stlcke
geschnittenen Keimblatter mit der Oberseite nadbrutocker ausgelegt. Die Platten wurden
anschlieBend im Lichtschrank fur zwei Tage inkubiEmen Tag vor der Inkubation wurden
die fir die Transformation klonierten Agrobakterieneiner 20 ml Ubernachtkultur mit den
entsprechenden Antibiotika bei 28 °C bei 200-220 rgngezogen. Am nachsten Morgen
wurden die Agrobakterien abzentrifugiert (15 mirg@ rpm) und mit flissigen MS-Medium
eine OQgo von 0,3 eingestellt. Die Keimblattsticke wurdennvden MSBN-Platten
gesammelt und in 40 ml der Agrobakterienldsung 30r min unter leichtem Schutteln
inkubiert. Anschlieend wurden die Agrobakterient miner Pipette abgesaugt und die
Blattstiicke mit einem sterilem Filterpapier abgétumd wieder auf die MSBN-Platten mit
der Tabak-Kallus-Suspension gelegt. Die Platten demr fir weitere drei Tage im
Lichtschrank weiterkultiviert. Danach wurden dieatliicke auf MSZK-Medium umgesetzt.
Dieses Umsetzen geschah von jetzt an wochentli@gnni/&prosse gewachsen waren, wurden
die geschnittenen und zur Wurzelbildung auf MSITellen umgesetzt. Alle zwei Wochen
wurde der Uberschussige Kallus unten am Sprosgchiticsabgeschnitten und die Sprosse auf
frisches MSIT-Medium umgesetzt. Nach einigen WocHhHsgann die Wurzelbildung,
woraufhin die Tomatenpflanzen in Weckglaser mit MMedium umgesetzt wurden. Sobald
die Wurzeln gut ausgebildet waren und sich Seitep@lbildeten, wurden die Pflanzen auf
Erde umgesetzt und zur weiteren Kultivierung undchtbildung ins Gewéachshaus unter

Langtagbedingungen gebracht.
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Medien zur Transformation und Reneration von Toniaéeh Linget al., 1998)

MS-Grundmedium: 4,4 g/l MS-Salts
0,1 g/l MES
8 g/l Phytoagar
pH 6,1 (NaOH)

MSBN: MS-Grundmedium
1 ml/l BAA
110 pl/l NAA
MSKZ: MS-Grundmedium

1 mg/ml Zeatin
50 pg/ml Kanamycin

MSIT: MS-Grundmedium
1 ml/l IAA
2 ml/l Ticarcillin

2.2.5 Bestimmung des Wachstum vormBotrytis cinereaund Pseudomonas syringae
planta

Fur die Infektion mitBotrytis cinereawurden Wildtyp (Micro-Tom), XylIT _RNAi 12-4 und
transformierte Kontrollpflanzen (Let al, 2006 a) auf Erde im einer Klimakammer unter
Langtagbedingungen bei 60% relativer Luftfeuchtigkangezogen (22/18 °C Tag/
Nachtzyklus, 16 h Licht; 53 mmol sec¢' Lichtintensitat). Nach sechs Wochen wurden
jeweils die funften und sechsten Blatter entfermd diese mit Konidien voBotrytis cinerea
(Kulturkollektion des Institut fur Phytopathologiend Angewandte Zoologie, Giel3en)
infiziert (4 x 20 pl Tropfen pro Blatt). Die Infeknslésung enthielt 5 x fKonidien mi*
geldst in % Kartoffel-Dextrose-Agar (Duchefa, Haanl Niederlande). Nach der Infektion
wurden die Blatter auf 0,5% Wasseragar (Roth, Kalnks) bei RT fir sieben Tage inkubiert,
und die Durchmesser der Lasionen nach vier undesidtagen days post infectigndpi)

bestimmt.
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Um das Wachstum voiPseudomonas syringa@st)-Stammenn planta zu bestimmen,
wurden sechs Wochen alte Tomaten mit einer Bakisugpension von 1 x 1@fu mf*
infiziert. Zur Bestimmung der Bakteriendichte wumd®lattscheiben (0,5 cmKorkbohren 4)
in sterilem HO homogenisiert und entsprechende Verdinnungesedelktivem NYG [5 g/l
Pepton; 39/l Hefeextrakt; 20 g/l Glycerol; pH 7(2]Rifampicin) ausplattiert. Nach zwei- bis

dreitagiger Kultivierung bei 28 °C erfolgte die Adslung gewachsener Kolonien.

2.2.6 Molekularbiologische Methoden
2.2.6.1 Molekularbiologische Standardmethoden

Molekularbiologische Standardmethoden wie Restiidgverdau, PCR, Ligation und
Agarose-Gelelektrophorese wurden wie beschriebenhdefihrt (Sambrook und Russell,
2001). PCR Reaktionen wurden mit dem QiaQuick® PE®ification Kit (Qiagen)

aufgereinigt und Gelextraktionen wurden mit dem@iek® Gel Extraction Kit (Qiagen)

durchgefuhrt.

2.2.6.2 Hefetransformationen

Bei der Transformationsmethode dgap Repairwurde kein Plasmid transformiert, sondern
ein gereinigtes PCR Fragment, das in esteort flanking homology PCRergestellt wurde
(Oldenburg et al, 1997). Als Ausgangsmaterial diente fir diese eftrbdas Plasmid
pFA6aHis5MX (Wactet al, 1997).
Fir die Transformation der Hefe wurde ein modifiege Protokoll von Schiestl und Gietz,
(1998) verwendet. Es wurde zunachst eine Ubernalthtkin 50 ml YPAD bei 28 °C
angezogen. Die Hefezellen wurden durch Zentrifogatiir 5 min bei 4000 rpm geerntet und
in 25 ml destillierten (dest.) Wasser resuspendidaich einer erneuten Zentrifugation wurde
das Pellet in 1 ml 100 mM Lithiumacetat resuspemdiBie Suspension wurde in ein
Eppendorfgefal uberfihrt und kurz abzentrifugiber Uberstand wurde abgenommen und
das Pellet in 500 pl 100 mM Lithiumacetat resuspand Anschlielend wurden 50 pl
Aliquots auf EppendorfgefaRe verteilt und nach kuzentrifugation der Uberstand entfernt.
Zu den Zellen wurden 240 ul 50% PEG 3350, 36 ul LitMiumacetat, 5 pl Carrier DNA
und 100 ng DNA pipettiert. Mit dest. Wasser wurdba Ansatze auf ein Endvolumen von
360 pl eingestellt und durchmischt. Danach erfolgtee 30 minitige Inkubation bei 30 °C
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und darauf ein Inkubationsschritt bei 42 °C fir eeinweitere halbe Stunde. Die
Transformationsansatze wurden zentrifugiert, deerstand wurde abgenommen und das
Pellet in 400 pl destillierten Wasser resuspendiad ausplattiert. Die getrockneten Platten
wurden bei 30 °C fur 3 bis 5 Tage inkubiert.

2.2.7 Methoden mit DNA

2.2.7.1 Praparation von Plasmid-DNA akscoli

Die Extraktion von Plasid-DNA aug. coli erfolgte aus einer 2 ml Ubernachtkultur (UNK)
mit entsprechend hinzugefiigtem Antibiotikum. 1,5 aer UNK wurden in einem 1,5 ml
Reaktionsgefal’ bei 13.000 rpm 1 min abzentrifugizas Pellet wurde mit 100 pl der Lésung
1[50 mM Glucose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris/HCI pH 84&uf dem Schuttler resuspendiert,
nach Zugabe von 200 pl Lésung 2 [0,2 N NaOH, 1% ]S@®l 150 pl Losung 3 [3 M
Kaliumacetat, pH 4,8] jeweils mehrfach invertieildach der Zugabe von 500 ul Phenol/
Chloroform/ Isoamylalkohol wurde der Ansatz 1 migvgrtext und anschlieRend 5 min bei
13.000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde eohinterphase in neues 1,5 ml
Reaktionsgefall dberfuhrt und die DNA mittels Zugabe 900 pl 100% Ethanol gefallt.
Nach einer zehnminitigen Zentrifugation (13.000 ypmrde der Uberstand verworfen und
das Pellet mit 500 ul 80% Ethanol gewaschen. Naoér eerneuten Zentrifugation (13.000
rom, 10 min) wurde der Uberstand verworfen und Rlelfet ca. 10 min bei Raumtemperatur
getrocknet und in 30 pl TE/ RNase oder Wasser awigenen.

2.2.7.2 Praparation genomischer DNA aus Blattmaiteri

Zur Extraktion genomischer DNA aus Blattern wuraden 250 mg Blattmaterial in flissigen
Stickstoff gemorsert. Das feine Blattpulver wurdeein in Stickstoff vorgekihltes 15 ml
Falcon-Tube Uberftihrt und mit 3 ml Extraktionspuff@00 mM NaCl, 100 mM Tris/ HCI, 50
mM EDTA pH 8,0; vor Gebrauch zu 50 ml 350 pl R-Mggtoethanol hinzufligen] versetzt.
Anschliel3end wurden 200 pl 20 % SDS hinzugegebehnden Ansatz 10 min bei 65 °C im
Wasserbad inkubiert. Anschlieend wurde 1 ml 5 Mufaacetat (pH 5,2) beigefligt und 20
bis 30 min auf Eis inkubiert. Daraufhin wurde densatz 30 min bei 4.000 rpm
abzentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde téerstand durch eine Miracloth-Membran
(Calbiochem, La Jolla, USA) filtriert und in einues Falcon-Tube Uberfiahrt. Durch Zugabe
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von 2 ml Isopropanol und einer Inkubation von 3@ ftoei -20 °C wurde die DNA gefallt und
danach 30 min bei 4.000 rpm abzentrifugiert und Weerstand verworfen. Nachdem das
Pellet angetrocknet war, wurde es in 700 pl 50 THdP resuspendiert und in ein 1,5 ml
Reaktions-Gefal3 Uberfihrt. Zur Inaktivierung derARMurde dem Ansatz 20 ul RNase A (10
mg/ml) zugesetzt und eine Stunde bei 65 °C inkubisach Zugabe von 75 pl 3 M
Natriumacetat wurde der Ansatz gemischt und 15 Ip@in13.000 rpm abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues Tube uberfiihrt und jB00sopronanol hinzugefiigt. Die
Fallung erfolgte 5 min bei RT, der Uberstand wurdeworfen und das Pellet bei 37 °C
trocknen gelassen. AbschlieBend wurde das Pellat Nbcht in 75 pl TE-Puffer bei 4 °C

gelost.

2.2.7.3 PCR zur ungerichteten Mutagenese

Die ungerichtete Mutagenese wurde nach den Hesialjaben mit dem GeneMofth
Random Mutagenesis Kit (Agilent, Santa Clara, USjchgefuhrt. Die im Kit enthaltene
Mutazymell-Polymerase ist eine Kombination aus 2rsefeiedenen fehleranfalligen
Polymerasen, ohné@roof-reading Aktivitdt. Abhangig von der eingesetzten Menge an
Template-DNA kdonnen Mutationsraten von 1-6 Mutagiorpro Kilobase eingefiihrt werden.
Die PCR-Reaktion wurde mit 35 Zyklen implementiespbei der Vektor p425Ry mit
inseriertem Lyc e 1.02 R33-Fragment als Matrizevesxdet wurde. Um die grol3tmogliche
Anzahl an Mutationen erreichen zu kdénnen, wurdefl ©f Ausgangs-DNA in der PCR

amplifiziert.

2.2.8 Biochemische und Physiologische Methoden
2.2.8.1 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Konzentration von Proteinen in Extrakten wurderch die modifizierte Bradford

Methode bestimmt (Bradford, 1976; Zor und Selid&¥96). Dazu wurde nach Zugabe von
Bradford Farbereagenz (Bradford Protein Assay, Bol, Minchen) zum Proteinextrakt die
Extinktion bei 595 nm und 450 nm im Photometer ip@sit. Uber eine mitgefiihrte Eichreihe
von BSA konnte so mit Hilfe des QuotienterodA450 die Proteinkonzentration ermittelt

werden.
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2.2.8.2 Metallionen-Chelat-Affinitatschromotographi

Die Reinigung von in E. coli exprimierten Fusionsproteinen mit N-terminalem
Hexahistidinanhang erfolgte nach der Lyse mittelskdl (Ni*")-(Qiagen, Hilden) NTA-
Agarose (Porathet al, 1975) nach Angaben des Herstellers. Die* NIiTA-
Agarosesuspension wurde mit dem vierfachen Volumgmspuffer [50 mM NaHPO,, 300
mM NacCl, pH 8,0] dreimal gewaschen (Zentrifugatimi 700 x g, RT, 5 min), das zellfreie
Material aufgegeben und eine Stunde bei RT auf &amitenmischer inkubiert. Nach der
Bindung des Zielproteins an NiNTA-Agarose erfolgten drei Waschschritte mit dem
vierfachen Volumen Waschpuffer [50 mM N#g*0,, 300 mM NacCl, 10 mM Imidazol, pH
8,0] (Zentrifugation bei 700 x g, RT, 5 min). Anfielfend wurde eine Leersadule (BioRad,
Minchen) mit der gewaschenen Agarose gepackt uadPdatein durch Elutionspuffer [50
mM NaHPQy, 300 mM NacCl, pH 8,0] mit steigendem Imidazolgehab, 50, 100, 250, 500
mM, 1 M] eluiert. Die Fraktionen wurden mittels SIPAGE analysiert. Fraktionen, die das

Zielprotein enthielten, wurden gemischt und die t&irkonzentration bestimmt. Nach

proteolytischer Spaltung des Fusionsproteins wurdeh Dialyse eine zweite NiNTA

Affinitatschromatographie durchgefihrt, um das @ietein von dem hexahistidinhaltigen
Fusionsanteil zu separieren. Nach ZentrifugatiddO(X g, RT, 5 Min.) wurde die Agarose
gewaschen und das Zielprotein mit 250 mM Imidazlieet und mittels SDS-PAGE

analysiert.
2.2.8.3 Western Blot

Gewebeproben gleicher Blattflache (0,64 cm?, sowmht abweichend davon angegeben)
von Tomaten-Pflanzen wurden in 2x SDS-Probenpyff2é mM Tris-HCI, pH 6,8; 20 mM
DTT; 20% (v/v) Glycerin; 4% (w/v) SDS; 0,2% (w/v)r@&nphenolblau] homogenisiert.
Zelltrimmer wurden nach einem Denaturierungssc{@itC, 10 min) abzentrifugiert (13000
rpm, 2 min) und gleiche Volumen des Uberstandeslai§% (v/v) SDS Polyacrylamidgelen
Uber Gelelektrophorese aufgetrennt (Laemmli, 19F%)r die Proteinextraktion aus.
cerevisiaewurden Hefezellen mittels Glasperlen (@ 45 mm)aném Vibrax lysiert [25 mM
HEPES, pH 7,5; 12 mM MgCI2; 0,5 mM EDTA; 8 mM DTU,;1% (v/v) Trition X-100; 0,1
mM Pefabloc], Zelltrimmer wurden abzentrifugierie dProben denaturiert und gleiche
Volumen des Uberstandes auf 12,5% (v/v) SDS Pojjmmidgelen aufgetrennt.
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Anschlielend wurden die Proteine auf Nitrocelllbsambranen (Porablot, Macherey-
Nagel, Duren) transferiert und diese Membran dazactichst fir etwa 90 min Blocking
Puffer - TBS/T [20 mM Tris, 500 mM NacCl, 0,1% (w/\#yveen 20] + 5% (w/v) Milchpulver
blockiert. Nach dreimaligem Waschen der MembranefBS/T wurden diese Uber Nacht mit
anti-Xylose-Antiserum [1:20000], anti-Fucose-Antism [1:20000], anti-Transketolase-
Antiserunm [1:5000] oder anti-HRP-Antiserum [1:20DQeweils verdiunnt in TBS/T mit 1%
(w/v) Milchpulver) inkubiert. Die Entwicklung demimunoblots erfolgte mit derwestern
blotting detectiorreagentSubstrat (Amersham, Buckinghamshire, England) nakhbation

(1 bis 2 h) mithorseradishPeroxidasgHRP)-gekoppelten sekundaren Antikdrpern [1:20000
verdunnt in TBS/T mit 1% (w/v) Milchpulver]. Antikper-spezifische Signale wurden durch
Exposition gegen Kodak Rontgenfilme detektiert.

2.2.8.4 Immunoglobulin E-Immunoblot

Eine halbe schockgefrorene Tomate wurde mit dem riamin kleine Stiicke zerteilt und
anschlieBend mit Proteinextrationspuffer [50 mMsTHICI, pH 6,8; 5 mM MgGlt 15% (v/v)

Glycerin; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 20 mM DTT] homogesiert. Zelltrdimmer wurden
abzentrifugiert (13000 rpm, 20 min, 4 °C) und dietBinkonzentration mittels Bradford
(Bradford, 1976) ermittelt. Fir die Gelelektropree(Laemmli, 1970) wurden gleiche

Proteinkonzentrationen verwendet.

2.2.8.5 Affinoblot

Glykoproteine, die Concanavalin A (Con A) bindeinken nach dem elektrophoretischen
Transfer an Nitrozellulose visualisiert werden. Eén sogenannten ,Affinoblot* wurde das
Protokoll von Faye und Chrispeels (1985) wie fohgidifiziert:

Die freien Proteinbindestellen auf der Membran wearanit TBS [20 mM Tris, 500 mM
NaCl] + 3% (v/v) Gelatine blockiert. Nach dreimaig Waschen mit TBS/T mit Kationen
[20 mM Tris, 500 mM NacCl, 0,1% (w/w) Tween 20, 1 mi¥hCl,, 1ImM CaC} wurde die
Membran in TBS mit 1% Gelatine mit Kationen und 4g nConA inkubiert. Als
Sekundarprotein wurde TBS/ 1% Gelatine/ Kationen#ming HRP [TBS mit 1% Gelatine, 1
mM MnCl,, 1ImM CaC}] eingesetzt.Fir die Entwicklung des Affinoblotsrden 6 mg 3,3'-
Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) und 3 mg@gin je 50 pul 10 mM Tris-HCI pH
7,6 gelost und mit 9,9 ml 10 mM Tris-HCI pH 7,6 einer Substratldsung gemischt. Die
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Substratlésung wurde durch einen Faltenfilter (MMNb 8/, Macherey-Nagel) filtriert und
anschlieend mit 10 ulJ@, versetzt. Die Membran wurde unter leichtem Schiitite der

Losung inkubiert, bis die Proteine als braune Bandef der Membran sichtbar wurden.
Sobald die Banden klar erkennbar waren, wurde dmubhg verworfen und die Farbreaktion

mit Wasser abgestoppt.

2.2.8.6 ImmunoCAP-FEIA System

Das ImmunoCAP-FEIA System ist amvitro Test, bei dem das spezifische Allergen an eine
Festphase, ein Cellulose Carrier Polymer (CAP) gdbéun ist.

Abfolge Durchfiihrung Menge

1. Schritt: Verteilen der Anti-IgE-Immuno CAP’s fir Standard
und Allergen auf Mikrotiterplatte 96 Well Flachboden

l 10 min bei RT
waschen
2. Schritt: Pipettieren von Kontrolle/Standard/Probe 50 |
3. Schritt: Transferieren von CAP’s in die vorgelegte Probe
30 min bei RT
inkubieren
10 min bei RT
waschen
4. Schritt: Konjugat 50 |
2,5hbei RT
inkubieren
10 min bei RT
waschen
5. Schritt: Entwickler 50 |
10 min bei RT
inkubieren
6. Schritt: Pipettieren der Stoplésung 400 |
l 2 min
7. Schritt: Fluorometrische Messung

Abb. 8: Testablauf des spezifischen IgE Phadia CABystems.
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Diese Festphase besteht aus Kapseln einer CNB1teaaktin Cellulose. Sie kann dreimal mehr
Protein binden als die in frUheren Testsverfahrengesetzten Papierscheiben. Das
ImmunoCAP System (Phadia, Uppsala, Schweden) kamnBestimmung zirkulierender
spezifischer IgE (Immunoglobulin E)-Antikérper heggzogen werden. Das zu
untersuchende Allergen, das an das ImmunoCAP gelouistl reagiert mit dem spezifischen
IgE des Patientenserums fir 30 min zu einem Antiyetikorper Komplex. Durch Waschen
werden alle unspezifischen freien IgE-Antikorpetfemt. AnschlieRend werden Enzym-
markierte sekundare Antikérper gegen IgE hinzugegebach einer zweieinhalbstiindigen
Inkubation wird Uberschissiges ungebundenes EnzytRlgE herausgewaschen und
Entwickler-Reagenz (Fluoreszenz) fur 10 min hingajeen. Nach nochmaliger Inkubation
wird mittels einer Stopplosung, nach Erreichen Besvicklungshdhepunktes, die Reaktion
abgestoppt und gemessen. Je hoher der Fluoreszerizsty desto mehr spezifisches IgE ist
in der Probe vorhanden. Zur Auswertung des Tedbeigees wird die Fluoreszenz der
Patientenprobe parallel zu einer Standardkurve gsemeund danach berechnet. Die IgE-
Standards sind gegen das 2. Int. Referenzprap&@0Z von menschlichem Serum-
Immunoglobulin E der WHO World Health Organisation kalibriert. Die Durchfiihrung
richtet sich nach den Angaben des Herstellers. Bibeitsschritte sind alle bei
Raumtemperatur durchzufihren. Abbildung 8 zeigt Ablauf zur Messung des spezifischen
IgEs.

Tabelle 8: Konzentrationsgrenzen bei CAP IgE

RAST-Klasser U/ml Spiegel der Allerg.-spez. IgE Interpretation
AK

0 <0,35 nicht vorhanden nicht nachweisbar
0,35 - niedrig Grenzbefund, klinische
0,69 Revelanz fraglich

2 0,7 -3,49 mittel Leicht erhoht, Revelanz

maoglich

3 35— hoch MafRig erhéht, Revelanz
17,49 wahrscheinlich

4 17,5 - sehr hoch Stark erhoht, relevant
49,99
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RAST-Klasser u/mi Spiegel der Allerg.-spez. IgE Interpretation
AK
5 50,0 — sehr hoch Sehr stark erhoht, relevant
100,00
6 > 100,00 sehr hoch Extrem stark erhoht , relevant

Die Einteilung in die verschiedenen RAST-Klasseinlgte an Hand der gemessenen U/ml

der spezifischen IgE-AK im Serum (Tabelle 8).

2.2.8.7 Messung der vakularen Invertaseaktivitat

Zur Bestimmung der vakularen Invertaseaktivitat areur fir jeden Zeitpunkt finf Replikate
(Blattscheibe der GréRe 0,5 §mit Hilfe eines Korkbohrers genommen. Die Bldtisben
wurden in 300 pl Enzymextraktionspuffer [50 mMSTHICI pH 6,8; 5 mM MgGt 5 mM
DTT; 15 % Glycerin; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 0,1 mM fRdloc] homogenisiert und
anschlieRend pelletiert (13.000 rpm, 10 min, 4 °D¥r lésliche Uberstand diente zur
Bestimmung der l6slichen Invertase und wurde vosddeg der vakularen Invertaseaktivitat
mit Hilfe von Sephadex Saulen entsalzt. Zu 60 |kubationspuffer wurden 30 pl Probe
gegeben und die Ansatze fur 60 min bei 35 °C in&dbind mit 10 pl 1 M Tris pH 8,0
abgestoppt. Nach 5 mindtiger Inkubation 95 °C wuddeentstandene Glucose photometrisch
gemessen. Dazu wurde ein Aliquot von 50 pl mit d2®esspuffer [0,1 M Imidazol; 5 mM
MgCl,] verdinnt und die Reaktion mit 1 pl Hexokinase tgdst. Das Prinzip dieser
Aktivitatsbestimmung beruht auf der Umsetzung daccBarose in Glucose und Fructose,
katalysiert durch die Invertase. Das Prinzip dagearendeten optischen Tests beruht darauf,
dass NADH im Gegensatz zu NAD ein Absorptionsmaximwbei 340 nm hat. Der Umsatz
der Glucose ist mit einer NADH bildenden Reakti@ict6-PDH) gekoppelt. Die Zunahme
von NADH gilt als Mal fiir die gebildete Menge anuGise.

2.2.8.8 Deglykosylierungsreaktionen

Zum Nachweis mdglicher Glykananteile wurden Degbg#terungsreaktionen mit den N-
Glycosidasen PNGase A (Roche, Mannheim) und Endo(Ndw England Biolabs,
Schwalbach/Taunus) durchgefiihrt. Dabei wurden l4€iner 20 M Proteinlésung mit 101
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PNGase A (5 mU/100l) in 10 mM Natriumacetat, 0.6 M NaSCN, 0,1 M 2-Mdaptoethanol,
pH 5,1 fur 36 h bei 37 °C inkubiert. Die Endo H-Bellung erfolgte entsprechend der
Angaben des Herstellers und unter Verwendung degefeferten Puffer fir 1 h bei 37 °C.

Als Kontrollanséatze wurden jeweils Proben ohne Emaysatz mitgefuhrt.

2.2.8.9 Expression rekombinanter Protein&accharomyces cerevisiae

Die Expression rekombinanter Proteine in Hefe gteblnach Zugabe des entsprechenden
Induktionsmediums und konnte nach einigen Stundsaktiert werden. 15 ml eines SCA-
Glucose-Mediums wurden mit einer Kolonie beimpftidoei 30 °C Uber Nacht inkubiert. Die
ODggo der Ubernachtkultur wurde bestimmt und 50 ml Kultulnduktionsmedium mit einer
ODeoo von 0,4 angeimpft.

(0,4 OD/ ml) x (50 ml)/ X OD/ml = X ml

Die entsprechende Menge wurde dem Induktionsmediugefigt und der Ansatz bis zu den
entsprechenden Zeitpunkten (0, 2, 4, 6, 8, 10 uh&tnden) bei 30 °C inkubiert. Zu den
entsprechenden Zeitpunkten wurden 5 ml Aliguote@mimen und die Ofgo bestimmt. Nach

einem 5-mindtigem Zentrifugationsschritt bei 30@dnrwurde das Pellet in sterilem Wasser

gewaschen und nach erneuter Zentrifugation betE3@elagert.

2.2.8.10 Homologie-Modellierung

Die Strukturen von Lyc e 1.02 und den Mutanten &yL.02-5, -13 und -17 wurden mit Hilfe
des MODELLER Programms, Version 9.10, erstellt (&swet al, 2006). Als
Ausgangsmodell diente die Kristallstruktur des Hirof aus Arabidopsis thaliangPDB code
3NUL, 1.6 A Auflésung, 78% Sequenzidentitat). Diek8ndéarstrukturen wurden mit dem
DSSP-Programm (Kapsch und Sander, 1983) bestimmt.
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2.2.9 Methoden mit RNA

2.2.9.1 Isolierung von RNA aus Frucht (modifizieath Slateet al, 1985)

Ein Viertel einer Tomatenfrucht wurde in flussiggtickstoff homogenisiert und mit 900 pl
Homogenisierungspuffer versetzt [0,2 M Tris-HCI, Bt5; 0,2 M Saccharose; 60 mM KCI;
30 mM MgClh; 0,003 % (v/v) -Mercaptoethanol; 0,01 % (w/v) PVP]. Anschliel3enaraen
100 ul 10% SDS zugegeben und die Ansatze fur 10amirkis inkubiert. Durch die Zugabe
von 1 ml Phenol/ Chloroform und anschliel3ender dfeigation (10 min, 13.000 rpm, 4 °C)
wurden die Proteine abgetrennt und der Schrittldiefiend zweimal wiederholt. Durch die
Zugabe von 1 ml Chloroform und Zentrifugation (1@hm13.000 rpm, 4 °C) wurden die
Proben von phenolischen Rickstanden befreit. Digsghritt wurde ebenfalls zweimal
wiederholt. Nach dem Transfer des Uberstandes ime riReaktionsgefae wurden 1/10
Volumen 3 M Natriumacetat pH 6,0 hinzugegeben uedAtchsatze vorsichtig invertiert. Die
Fallung der RNA erfolgte Gber Nacht bei -20 °C nafingabe von 2,5 Volumen 100%
Ethanol. Die gefallten Nukleinsduren wurden abzfrgiert und mit zweimal mit je 500 pl 3
M Natriumacetat pH 6,0 gewaschen. AnschlielRend &murdie Pellets mit 500 pl 80%
Ethanol gewaschen, und nach einen Zentrifugatidmiss¢10 min, 13.000 rpm) getrocknet.
Die gefallte RNA wurde mit 10 pl DEPC (Diethylpyatonat)-Wasser bei roten
Fruchtmaterial und 30 pl DEPC-E bei grinem Fruchtmaterial versetzt und bei 65itC.0
min gelost. Unlosliche Reste wurden abzentrifugi2rmin, 13.000 rpm) und die Uberstand
in neues Reaktionsgefald vereinigt. Die MessungRiA-Konzentration erfolgte am Nano-

Drop.

2.2.9.2 Northern Blot

RNA aus Blattgewebe wurde mit einer Hochsalzpuffgiade in Eppendorf-
Reaktionsgeféalien isoliert (Logemaginal, 1987). Danach wurden 5 bis 2§ Gesamt-RNA
nach einem Denaturierungsschritt in einem 1,5 % )(Wbrmaldehyd-Agarosegel aufgetrennt
(Sambrooket al, 1989) und durch Kapillartransfer tlber Nacht anéégeneScreen Membran
(NEN, Boston, USA) ubertragen und anschliel3end elsittUV-Strahlung (Stratalinker,
Stratagene, La Jolla, USA) durch Quervernetzungerix cDNA Fragmente wurden unter
Verwendung desigh prime Kits(Boehringer, Mannheim) und {32P]-dCTP (Amersham
Pharmacia Biotech) radioaktiv markiert. Die Hybsidrung der Membranen in Church-Puffer
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wurde wie beschrieben (Sweetmetral, 2002) durchgefihrt, und spezifische Signale wairde

durch Exposition zwischen 8 h und 5 d gegen einamdenfilm (Kodak) detektiert.

2.2.9.3 DNAse Verdau und cDNA-Synthese

Um RNA von mdglichen DNA-Kontaminationen zu befreievurde die Gesamt-RNA den
Herstellerangaben entsprechend mit DNasel (Fermefkehandelt. Die cDNA wurde mit
Hilfe der RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Trangiase (Fermentas, St. Leon-Rot)
laut Herstellerangaben synthetisiert. Falls nicmdess erwahnt wurden Oligo(dh)
Oligonukleotide von Fermentas (St. Leon-Rot) alser fur die cDNA Synthese eingesetzt.

2.2.9.4 Quantitative Real-time PCR

Zur quantitativen Bestimmung von Transkriptmengamde eineReal-TimePCR auf einem

Mx3000P qPCR System (Stratagene) mit dem Brillla®YBR® Green QPCR Master Mix
(Stratagene) entsprechend den Herstellerangaberhgefiihrt. Als Matrize wurde 1:10
verdinnte cDNA eingesetzt. Die Genexpressionsweutelen auf die Expression von Aktin
als interne Kontrolle normalisiert. Folgender Temaperzyklus wurde verwendet: 10 min
95°C, gefolgt von 40 Zyklen 15 s 95°C, 30 s 60°Q db s 72°C. Die Effizienz der
verwendeten Primerpaare wurde anhand von Verdursneihgn bestimmt. Die Berechnung
der relativen Genexpression erfolgte unter Beriothkgjung der Primereffizienzen mithilfe

der MxPro v4.10 Software von Stratagene.

2.2.9.5 Statistische Auswertungen

Die statistische Analyse der Daten der gquantitativeal-time PCR wurden mit der in
Microsoft Excel integrierten tTest Funktion, als eigeitiger Test unter der Annahme der
Normalverteilung bei ungleicher Standardabweichurgerprift. Als Signifikanzniveaus
wurden p 0.05, p 0,01 und p0.001 definiert.
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3. Ergebnisse

Um eine allergische Reaktion zu vermeiden bleibh d&etroffenen, die unter einer
Nahrungsmittelallergie leiden, meist nur die Mdohgkeit, ganzlich auf die Allergie
auslésenden Nahrungsmittel zu verzichten. Dieserzivlet bedeutet nicht nur einen
Teilverlust der Lebensqualitat, sondern fuhrt aaaheiner erheblichen Einschrankung des
sozialen Lebens und kann bis hin zu einer Mangaletmg fliihren. Da eine spezifische
Immuntherapie fur Nahrungsmittel heute noch nichtfigbar ist, bestand die Motivation
dieser Arbeit darin, eine Reduktion der Allergenitéon verschiedenen Allergenen im
Modellorganismus Tomate zu erreichen. Dafiur wurdénei unterschiedliche Ansatze
verfolgt: zum einen sollte der Einfluss der Glykiomying auf die Allergenitat in der Tomate
untersucht werden, und zum anderen sollte die Egpme verschiedener putativer Allergene
in der Tomate mittels chimarer RNA Interferenz (RNKonstrukte gleichzeitig gehemmt
werden. Des Weiteren wurde versucht, allergene rBwtanten eines ausgewahlten
Tomatenallergens zu identifizieren.

Im Folgenden werden zunachst die Ergebnisse deBlugses der Modulierung der N-
Glykosylierung auf die Allergenitdt und die Immumogat dargestellt (Kapitel 3.1),
anschlieBend die Ergebnisse der chimaren RNAiansggenen Tomaten (Kapitel 3.2) und
abschlieBend die Resultate zur Identifikation gheer Determinanten am Beispiel des

Profilins gezeigt (Kapitel 3.3).

3.1 Einfluss der Glykosylierung auf die Allergenitat van

Tomatenallergenen

Bereits in den 80er Jahren wurde das erste Malrddavichtet, dass IgE-Antikdrper aus
Seren von Pollenallergikern wahrscheinlich gegere dohlenhydratdeterminante auf der
Oberflache von Glykoproteinen gerichtet waren (Ratleet al, 1981). Von Weber und
Mitarbeitern wurde 1987 eine spezifische Interaktvon IgEs mit Kohlenhydratepitopen des
Honigbienengifts postuliert. Unlangst bestétigteinige Arbeitsgruppen die Rolle von
Kohlenhydratepitopen bei der IgE-Reaktivitat. Didemische Defucosylierung, sowie
ELISA-Inhibitionsexperimente wiesen darauf hin, slale 1,3-Fucose ausreicht, um ein
immunogenes Epitop zu erzeugen (Wilsen al, 1998). Auch Petersest al konnten
Anhaltspunkte dafir liefern, dass die Kreuzreakdivder -Fructofuranosidase durch die
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Fucosylierung verursacht wird (Petersainal, 1996). Die Annahme, dass N-Glykane oder
Teile von ihnen nicht nur antigenische, sonderrhallergene Epitope reprasentieren kbnnen,
wurde von Tretter und Kollegen bestatigt (Tretteml, 1993). Vereinzelt zeigen Allergiker
Hypersensitivitaten gegenitber vielen Arten von wyémen, welche taxonomisch nicht
verwandt sind, was verbreitete, ubiquitare Strudurwie Glykane als Ursache nahe legt
(Zeleny et al, 1999). Ob solche Kohlenhydrat-abhangigen Krelti@aen klinisch
signifikant sind, ist bis zum heutigen Zeitpunkini@ noch umstritten (Altmann, 2007).

Um untersuchen zu kdénnen, welchen Einfluss die @ykerung in den Tomatenfriichten auf
die IgE-Bindung hat, sollten zwei Enzyme, die fig ¥erknipfung der beiden Zucker an die
Glykoproteine verantwortlich sind, mit Hilfe der RNgehemmt werden. Dabei handelt es
sich zum einen um diel,2-Xylosyltransferas€XylT), und zum anderen um diel,3-
Fucosyltransferas¢FucT). Da das Silencing ddfucT (siehe Anhang Abbildung Al) nur in
der TO-Generation beobachtet werden konnte, in TkiGeneraton aber nicht mehr

nachweisbar war, sind im Folgenden sind nur dieekngse des Silencing d€yIT gezeigt.

3.1.1 RNAI vermitteltes Silencing der 1,2-Xylosyltransferasén Tomate

Die 1,2-Xylosyltransferase vermittelt in Pflanzen umgigen Invertebraten den Transfer der
Xylose von UDP-Xylose (Uridindiphosphat) an deoreMannose von N-verknlpften
Oligosacchariden (Strasset al, 2000, Dirnbergeet al, 2002). Da die Verknupfung der
Xylose an die N-Glykane bei Pflanzen haufig vorkamaber bei Sdugern nicht vorliegt,
konnte dieser spezielle Zuckerrest zusammen mit &-Fucose bei Saugern, die diesen N-
Glykanen ausgesetzt sind, eine allergische Reakigovorrufen (Tretteet al, 1993; Wilson
und Altmann, 1998; van Rext al, 2000; Bencurovat al, 2004). Die Abbildung 9 gibt eine
Ubersicht tber die Unterschiede zwischen den koxepleN-Glykanen aus Pflanzen und
Saugetieren. In Pflanzen ist dieMannose meist mit1,2-Xylose verknupft, einem Zucker
der nicht bei Saugern auftritt, und das innere Ntplglucosamin (GICNAC) ist mit einer

1,3-Fucose verbunden, anstelle ein&r6-Fucose wie in Saugetieren. Die komplexen N-
Glykane der Sauger konnen endstandig niit4-Galaktose und Sialinsaure (N-Acetyl-
Neuraminsaure, 2,6-Neu5Ac) erweitert werden, wohingegen bei einid@mplexen N-
Glykanen der Pflanzen eine Erweiterung niif3-Galaktose undl,4-Fucose vorliegt, die als
Lewis a (L&) Antigen bezeichnet wird (Fitchette-Laie¢ al, 1997; Fitchettest al, 1999;
Lerouge, 1998; Saint-Jore-Dupetsal, 2007).
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Abb. 9: Schematische Darstellung typischer N-Glykaa der Pflanzen und der SaugetierePflanzliche

O 0P ddomeo

N-Glykane besitzen meist eine biantennare Strulthd weisen an der Oberflach&,2-Xylose und 1,3-
Fucose Verknupfungen auf. N-Glykanen der Saugefieiden diese spezifischen Zucker, aber ihre N-
Glykane konnen mit 1,4-Galaktose und N-Acetyl-Neuraminsaure (Sialinsfyartiell erweitert werden

und zeigen teilweise weitere Verknipfungen nif3-Fucose.

Um das immunogene Potential der Xylose in de@-Verknupfung zu bestimmen, sollte die
Genexpression deXylT (Acc. No. BG130152) in Tomatenpflanzen mittels RNRNA-
Interferenz) gehemmt werden (Sméhal., 2000). Fur das RNAI vermittelte Silencing wurde
das GatewdySystem der Firma Invitrogen (Karlsbad, USA) verdemn Begonnen wurde
mit der Amplifikation eines 475 Basenpaar (bp) gmo-ragments deXylIT Leserahmens
(Basen 13-487) mittels PCR (Primer KP 41 und KP, 422 die effektivste RNA-
Supprimierung in vielen Pflanzenarten rhairpin-RNAs (hpRNAS) der Grofie von 98 bis
853 Nukleotiden erreicht werden kann (Wesétyal 2001). Um das erzeugte Fragment in
den Eingangsvektor pENTR/-D TOBMlonieren zu kénnen, wurde dem Primer KP 42 an
dessen 3'-Ende die fiir die GateWdglonierung benétigte Basenfolge 5'-GTGG-3’ angefiig
Nach erfolgreicher Klonierung in den Vektor pENTRR/TOPC® wurde die Richtigkeit des
Fragments mittels Sequenzierung bestatigt undXyéb-Fragment anschliel3end sense
und antisenseOrientierung in den Endvektor pK7GWIWG2(Il) (Karimet al, 2002)
eingefugt und so das RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2-Xyl@rzeugt (Abb. 10 A). Die
Agrobakterien-vermittelte Transformation brachtesgasamt 24 transgene XylT_RNAI
Tomatenpflanzen hervor, die in den folgenden dreinéationen naher charakterisiert

wurden.
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Abb. 10: Silencing der 1,2-Xylosyltransferase in Tomatenpflanzen. A) Scheatische Darstellung des
XyIT_RNAI Konstrukts. Ein 475 bp groRes Fragment d¢ylT-Sequenz (Acc. No. BG130152) wurde
mittels PCR (Primer KP 41 und KP 42) amplifiziemdudas Konstrukt pK7GWIWG2-XyIT erzeugt,
welches fur die Agrobakterien vermittelte Transfatibn von Tomatenpflanzen eingesetzt wuraltR1,
attR2 = Gatewa§-RekombinationssequenzeB) Phanotyp der XylT_RNAi Tomatenpflanzen. Bei der
Anzucht unter Standardbedingungen ergaben sich X _RNAi Pflanzen keinerlei phanotypische
Auffalligkeiten.

3.1.2 Expressionsanalyse der XyIT in transgenen XylIT _RNATomatenpflanzen

Nach der stabilen Transformation des XylT_RNAI Kioukts in Tomate der Varietat Micro-
Tom (siehe Kap. 2.2.4) wurden 20 erzeugte XylT_RNAien auf eine Verringerung der
XylT-Genexpression in Blattern im Vergleich zum Wildty/T) mittels Northern Blot
getestet, wovon 19 Linien positiv waren (Abb. 11 Bje Hemmung der Expression v&gIT
konnte fur XylT_RNAIi 1 bis XylIT_RNAIi 8 sowie fur X¥_RNAi 10-20 nachgewiesen
werden. Die gleichmalRige Beladung wurde mittelereRubisco-Sonde verifiziert (Abb. 11
B). Als Sonden fur die Hybridisierung des North8tots wurden ein 136 bp langes Fragment
der XylIT (Primer KP 83 und KP 84), und ein 800 bp langegyfrent deRubisco(Rbcg von
Tabak, das Uber die Restriktionsschnittstellen Noté dem Plasmid p455 ausgeschnitten
wurde, verwendet. Die XylT_RNAI Pflanzen wurden telg quantitativereal-time PCR
(QRT-PCR) weiter analysiert, um den Grad der GHiegfing messen zu kénnen. Nach
Isolierung der Gesamt-RNA und cDNA-Synthese wurd@e egRT-PCR mit den
genspezifischen Primern KP 83 und KP 84 durchgéfithe Expressionswerte wurden dabei
auf die Expression von Aktin (Acc. No. AB199316jrRer KP 81 und KP 82) normiert. Die
Abbildung 11 C zeigt, dass die relative Expresgi@n XylT spezifischen mRNA in WT
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Tomatenfriichten und verschiedenen Individuen deGe&mheration der XylT_RNAI Linien 3,

9 und 12 reduziert war.

A . .
XylT_RNAI XyIT_RNAI
WT 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 12 13 14 15 16 17 18 19 20 WT
_| - v
B
C
1.4 T
1.2 A

Relative Quantity (dR)
o o o o
o N N o o0 =
|
| B
[
=

| RN N
CaYad P & 6Y626707 2 oYY
NS AYV RN I A% b

Abb. 11: Nachweis der Expression von XylT unter Kotrolle des CaMV 35S-Promotors in
XylT_RNAI Blattern. A) XylT-Sonde. 15,04 pug Gesamt-RNA von Sourceblatter transgerenaten
wurde isoliert, auf einem RNA-Gel aufgetrennt uratim dem Blotten auf eine Nitrocellulosemenbran mit
einer Sonde fUKyIT hybridisiert. Die radioaktiven Signale der gebumete Sonde fuhrten zur Schwéarzung
eines aufgelegten Rontgenfilm) Rubisco-Sonde Als Ladekontrolle wurde die Membran gestrippt und
anschlielend mit einer Sonde Rubisco(Rbcg hybridisiert. C) Quantitative real-time PCR von drei
transgenen Linien.4 pg der Gesamt-RNA von griinen Frichten wurde lduewerse Transkription in
cDNA umgeschrieben und diese als Ausgangsmatdiiatlie quantitativereal-time PCR eingesetzt. Die
Expressionswerte wurden auf die Expression vonrAktirmalisiert (Acc. No. AB199316) und sind relativ
zur Expression der jeweiligen Zielgene im WT * Stmtlabweichung von drei biologischen Replikaten (n

= 3) angegeben.

Generell lie3 sich feststellen, dass die relatidexpressionshohen deXyIT in den

unterschiedlichen Transgenen nicht gleich waren.rghtlhen mit der relativen
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Expressionshdhe in der WT-Kontrolle, war die Traiknenge vonXyIT in XylT_RNAi 3
um 83 %, in XyIT_RNAIi 12 um 76 % und in XylIT_RNAi@n 20 % vermindert.

3.1.3 Immunologische Analyse der XylT_RNAI Tomatenpflanze

Die Verwendung eines gegen die Xylose gerichtetamtikBArpers (Agrisera, Vannas,
Schweden), zeigte eine so weite Reduktion dgiT-Expression, dass bei manchen
XylIT_RNAI Linien keinerlei Xylose-Reste mehr im Wem Blot detektierbar waren (Abb.
12 A). Bei Voruntersuchungen konnte gezeigt werdtass es neben einer Reduktion der
Xylose an den N-Glykanen auch zu einem vermehrigitréten Mannose-reicher N-Glykane
kommt. Dieses Phdnomen konnte auch schon voramderen Pflanzenspezies bei der
Hemmung der XylT und FucT beobachtet werden (Stratsal, 2004; Coxet al, 2006). Fur
den Nachweis Mannose-reicher N-Glykane wurde eigestannter ,Affinoblot* (Faye and
Chrispeels, 1985) durchgefuhrt (siehe Kapitel 25).8Dieser Nachweis beruht auf der
Tatsache, dass sich das Lektin ConcanavalinA (Cam&)och-molekulare Mannose anheften
kann. Dabei bleibt eine Bindestelle des ConAs uetaésan die sich flur den spateren
Nachweis die Meerrettichperoxidase heften kann.cBuEntwicklung des Affinoblots mit
3,3’-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) konntdie Bindung des ConA an die
Mannose-reichen N-Glykane visualisiert werden (Abb.C). Sowohl der WT, als auch die
verschiedenen XylT_RNAI Tomatenfriichte wiesen zgblre Mannose-haltige N-Glykane
auf, wobei eine deutliche Zunahme in der Intengitdés bei etwa 52 kDa liegenden Proteins
nach der Reduktion der XyIT erkennbar war. Wie inbAdung 12 E zu sehen, war diese
Verminderung der Xylose-tragenden N-Glykane auckearschiedenen Entwicklungsstadien
der Tomate, genauer in grinen (Spuren 1-3), oramg&dpuren 4-6) und roten (Spuren 7-9)
XylT_RNAI Tomatenfriichten, deutlich sichtbar. DiebBildung 12 F zeigt die Ergebnisse
eines Western Blots (siehe Kapitel 2.2.8.3) miteginspezifischen anti-Fucose Antikdrper
(Agrisera, Vannas, Schweden). Anscheinend wurdehdulie negative Regulation der
Xylose-tragenden N-Glykane als Nebeneffekt einhexerminderter Fucosegehalt ausgeldst,
der besonders gut in orangenen XylT_RNAI FrichtarMiergleich mit dem WT erkennbar
war. Als Ladekontrollen wurden mit Silber gefarl®BS-Gele verwendet (Abb. 12 B, D und
G).
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Abb. 12: Immunologische Analyse der XylT _RNAi Tomaénfriichte. Westernanalyse von 7,5 ug
Gesamt-Proteinextrakte verschiedener FruchtstadiaWestern Bot Analyse griiner Frichte des WT (Spur
1 und 6) und unabhangiger T2-Pflanzen von XylT_RNAiie 3 (Spuren 2-5) und XylT_RNAI Linie 12
(Spuren 7-10) mit spezifischen anti-Xylose AntikérpB) Silber gefarbtes SDS-Gel als Ladekontrofls.
Analyse dehigh-Mannose bzw. der Oligo-Mannose N-Glykane mit Conffindblotting. Im Vergleich mit
dem WT (Spur 1) ist eine Zunahme der ConA-Bindungea ca. 52 kDa grofRes Protein bei den T1-
Pflanzen der Linien XylIT_RNAIi 3 (Spur 2 und 3: XyIRNAIi 3-1 und XyIT_RNAI 3-7) sowie XylT_RNAI

12 (Spur 4 und 5: XylT_RNAIi 12-4 und XyIT_RNAi 122) erkennbarD) Silber gefarbtes SDS-Gel als
Ladekontrolle E - F) Proteinextrakte aus griinen (g. F.), orangeneR.jaind roten Friichten (r. F.) des WT
(Spuren 1, 4 und 7) und der T2-Generationen desgenen Linien XylT _RNAI 3 (XylT_RNAi 3-16-10;
Spuren 2, 5 und 8) und XylT_RNAIi 12 (XylIT_RNAIi 1511; Spuren 3, 6 und 9) wurden mit einem anti-
Xylose Antikdrper(E), sowie einem anti-Fucose Antikdrper bepr@Bt G) Silber gefarbtes SDS-Gel als

Ladekontrolle.
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3.1.4 N-Glykananalyse mittels Elektrospray lonisations-Masenspektrometrie
(ESI-MS)

Zur genauen Quantifizierung der N-Glykane wurd&aoperation mit Herrn Prof. Friedrich
Altmann (Universitat fir Bodenkultur, Wien, Osteédl® ein N-Glykanprofil von WT und
transgenen XylT_RNAIi Tomatenfriichten der Linienr@ul2 mittels PGC-ESI-MS (PGC,
porous graphitic carbonporéses Graphit) erstellt (Abb. 13). Im Verglemim Glykanprofil

des WT zeigten sich bei den getesteten Linien XRINAi 3-16 und XyIT_RNAI 12-4 einige

Unterschiede.

N-Glykananalyse mittels PGC-ESI-MS
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Abb. 13: N-Glykananalyse der XylIT _RNAi Tomatenpflarzen mit PGC-ESI-MS. Die Abkirzungen sind
geman des ,Proglycan-Systems* (http://www.proglycam) angegeben (M, Man = Mannose; Gn, GIcNAc
= N-Acetyl-Glukosamin; F= Fucose; X= Xylose; G, GalGalaktose). Die Daten wurden freundlicherweise

von Prof. Altmann zur Verfligung gestellit.

In der Literatur werden bei Glykananalysen meist die terminalen Zucker und das
Vorkommen von Xylose und Fucose aufgezeigt (Wilsbrl, 2001; www.proglycan.com).
Demzufolge werden N-Glykane des High- oder des@igannose Typs mit Man9 bis Man5
bezeichnet, vollstandige komplexe Glykane mit GnGnixd GFGFXF (L&terminiert) bzw.

als vakuolare Form komplexer Glykane der Paucimsesiyp mit MMXF und der Hybrid-

48



Typ mit M5GnXF (F, Fuc = Fucose; G, Gal = Galakio§, GICNAc = N-Acetyl-
Glucosamin; M, Man = Mannose; X, Xyl = Xylose).

Das Silencing deKylT fihrte zu einer Zunahme der Man3 in roten Frichviem 5,4 % im
WT auf Gber 17,9 % in den transgenen XylT_RNAIi bmi Bei den Fucose tragenden N-
Glykanen kam es zu einem Anstieg der MMF auf Uldeb %6 im Gegensatz zu dem MMF im
WT, der bei 1,5 % lag. Die GnGnF nahm um 9,29 % XeiT RNAi 3-16 zu, bei
XylIT_RNAI 12-4 um 2,5%, wobei sie im WT nicht detskbar war. Der Hauptanteil beim
WT war bei (GnM)Xiso zu verzeichnen und lag beil2% der Glykane. Im Gegensatz dazu
war die Hauptkomponente bei den XylT reduziertenmaten (GnM)iso mit 31,1%
(XyIT_RNAI 3-16) und 38,6 % (XylT_RNAI 12-4). Besders hervorzuheben bleibt, dass
kein Nachweis komplexer Strukturen wie MMXF, (GnMpiXo sowie GnGnXF in den
Frichten der transgenen XylT_RNAI Linien erbrachdrden konnte, wobei die genannten

Strukturen im Profil des WT detektiert werden kamt

3.1.5 Verminderte Allergenitat der XyIT_RNAi Tomaten in vitro

Fur die immunologischim vitro-Analyse wurden Patientenseren verwendet, die ef@mweon
Frau Prof. Dr. Vera Mahler (Dermatologische Uni##i Erlangen) oder von Herrn Dr.
Stephan Scheurer (Paul-Ehrlich-Institut, Langen) x{erfigung gestellt wurden. Die
Patienten wurden vorher Uber die Verwendung dererSeaufgeklart und ihre
Einverstandniserklarung eingeholt. Das tatsachldbdiegen einer Tomatenallergie bei den
Patienten wurde in der Hautklinik unter Beriicksictg der Anamnese und dem Klinischen
Bild bestatigt. Zusatzlich wurden die bei einer Tiypllergie vorhandenen spezifischen IgE-
Antikorperin vitro durch das so genanr@apture Fluoreszenz Enzyme Immuno A¢E&\P-
FEIA, Kap. 2.2.8.6) bestimmt. Die Tabelle 9 zeigt @harakterisierung der Patienten, deren
Sensibilisierung mit Symptomatik und ihre speztiisc IgE-Werte.

Fur die IgE-Immunoblots (siehe Kapitel 2.2.8.4) dem Gesamt-Zellextrakte aus roten
Frichten hergestellt, diese Uber SDS-PAGE aufgetreauf eine Nitrocellulosemembran
geblottet und mit verdiinnten Seren verschiedenlerdiker inkubiert. Die Bindung der IgE-
Antikdrper an die verschiedenen Proteine der Tormaatede mit Hilfe eines anti-humanen

IgE-Antikorpers (Sigma) visualisiert.
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Tabelle 9: Charakterisierung der verwendeten Patietenseren

Allergische Symtome
Spezifisches IgE (kU/I)
gegen
Patiente Tomate Hymen - CAP FEIA CAP FEIA CAP FEIA CAP FEIA CAPFEIA  CAP FEIA
n optera Gift Tomate Bienengif Wespen- Raps Brom- Meerrettich
t gift elain -peroxidase
T 018 Kontakt- keine 0,61 0,80 0,82 0,64 0,50 0,40
Urtikaria (Klasse 1)  (Klasse 2) (Klasse 2) (Klasse 1) (Klasse 1) (Klasse 1)
T 029 OAS keine 11,9 44,2 3,04 27,2 6,00 6,25
(Klasse 3) (Klasse 4) (Klasse 2) (Klasse 4) (Klasse 3) (Klasse 3)
T 039 OAS keine 0,14 0,21 0,05 0,68 0,05 0,02
(Klasse 0)  (Klasse 0) (Klasse 0) (Klasse 1) (Klasse 0) (Klasse 0)
BW 008 keine Systemisch 0, 53 6,39 1,28 0,53 0,47 0,5
bei Bienen-/ | (Klasse 1) (Klasse 3) (Klasse 2) (Klasse 1)  (Klasse 1) (Klasse 1)
Wespengift
BW 011 keine Systemisch 1,67 1,80 5,45 2,05 1,75 2,06
bei Bienen-/ | (Klasse 2) (Klasse 2) (Klasse 3) (Klasse 2) (Klasse 2) (Klasse 2)
Wespengift
BW 013 keine Systemisch 2,5 10,6 0,07 1,23 0,22 0,31
bei Bienen-/ | (Klasse 2) (Klasse 3) (Klasse 0) (Klasse 2) (Klasse 0) (Klasse 0)
Wespengift
A XylIT_RNAI D
kba WT 3 12 9
55 p XylT_RNAI 3 XylT_RNAI 12
|- kDa WT 1 7 10 16 WT 3 4 12 15
36 P 95 >;
B 55 B . i - 55 »l > -
36 M 36 b
C 55 M
- ..M
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Abb. 14: |gE-Reaktivitat der transgenen XyIT_RNAi Tomaten. Seren der Tomatenallergiké) T 039
B) T018 undC) T 029 wurdenin vitro auf ihre IgE-Bindekapazitat gegenliber Proteinéxdra (7 pg
Gesamtproteinextrakt) aus roten Frichten des WTr($pund der transgenen Linien XylT_RNAi 3 (Spur
2), XyIT_RNAI 12 (Spur 3) und XyIT_RNAI 9 (Spur 4jetestetD) Auch bei Individuen der T1-Generation
war in vitro keine Reaktion des Serum von T 039 gegenuber dgii_ RNAi Tomaten (7,5 ug

Gesamtproteinextrakt) erkennbar.
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Damit konnte in der TO-Generation fur zwei Patiante018 (Abb. 14 B) und T 029 (Abb. 14
C) eine Reduktion der IgE-Bindefahigkeit gegenUPeateinextrakten der Linien XylT_RNAI

3 und 12 beobachtet werden. Fur den Patienten Tk086te keinerlei Reaktion seiner IgE-
Antikdrper mit Tomatenextrakten der XylT_RNAI 3 ua@ beobachtet werden (Abb. 14 A).
Diese nicht vorhandene IgE-Reaktivitdt konnte auch den nachfolgenden zwei
Tochtergenerationen bestatigt werden (Abb. 14 s darauf hinweist, dass die Hemmung
der XyIT tber mehrere Generationen stabil blieb. Die getestSeren wurden vorab auf ihre
Bindung gegen hochmolekulare Banden ausgewahltdassihnliche Bandenmuster erklart.
Alle getesteten Seren wiesen eine IgE-Reaktivigfegiber einem Protein der Tomate auf,
das ca. 52 kDa grol3 ist. Da die Ergebnisse des@\ffots auf ein glykosyliertes Protein
hinwiesen (Abb. 14 C), lag die Vermutung nahe, dassich bei dem beobachteten Protein
um die -Fructofuranosidase, das Minorallergen Lyc e 2 @emate, handeln konnte.
Westphal und Mitarbeiter charakterisierten Lyc e al 52 kDa Protein, das vier
Glykosylierungsstellen besitzt, und konnten mittBasophilentests zeigen, dass die IgE-
Reaktivitat der gestesteten Tomatenallergikerrakbeif die 1,2-Xylose und die 1,3-Fucose,
die sogenannten kreuzreaktiven Kohlenhydrat Detaanien ¢ross-reactive-carbohydrate
determinantsCCDs), zurtckzufihren war (Westpledlal, 2003). Um nun sicherzugehen, ob
es sich bei der im WT Extrakt beobachteten Bandd.ytne 2 handelt, wurden Seren zweier
Tomatenallergiker aus der oben genannten Studiauriere Experimente von Herrn Dr.
Stephan Scheurer (Paul-Ehrlich-Institut, Langeedifidlicherweise zur Verfigung gestellt.
Zur Detektion des Lyc e 2 in roten Frichten des WA der Tochtergenerationen der
XylIT_RNAi 3 und 12 wurden Gesamtzellextrakte hetgtsund Immunoblots mit den
reaktiven Humanseren 7241-7 und 8695-24 durchgefuba die Messung der
Proteinkonzentration mittels Bradford zu einer sehgleichméfigen Beladungen und damit
zu ungleichméaRig gefarbten SDS-Gelen fiuhrte wurdienweiteren Proteinkonzentrations-
messungen mittels Bicinchinonsaure (BCA)-Assay Hertstellerangaben (Thermo Scientific,
Rockford, USA) durchgefuhrt. Die Abbildung 15 zedje Ergebnisse der immunologischen
Analyse mit den Lyc e 2 reaktiven Seren. Beim WTr&k konnte eine Reaktivitat der IgE-
Antikdrper gegen Lyc e 2 bei beiden Patienten (AtHA und B) beobachtet werden. Die an
die Membran gebundenen Proteine der verschiedegdn RNAI Linien konnten keine IgE-
Reaktivitat mit den Lyc e 2 reaktiven Humanserernvbibdringen. Als Kontrolle fur eine
gleichmé&Rige Beladung des SDS-Gels wurde einer&ilibeing durchgefuhrt (Abb. 15 C).
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Abb. 15: IgE-Immunoblot zum Nachweis des Lyc e 2 Riteins in roten Tomatenfriichten.Die Lyc e 2
positiven Seren 7241-{A) und 8695-24B) reagierten mit dem Gesamtproteinextrakt (je 7,Emy des
Wildtyps, nicht aber mit den Extrakten der LinieyIK_ RNAi 3 und XyIT_RNAi 12.C) Das mit Silber
gefarbte SDS-Gel diente als Ladekontrolle.

3.1.6 Immunologische Analyse der XylT-reduzierten Tomatenim Prick-zu-Prick
Test

Um die Frage zu klaren, ob durch die Reduktion X@iT die Allergenitéat der genetisch
modifizierten Tomatenfriichten vivo vermindert war, wurden von Frau Prof. Vera Mahler
(Dermatologische Uni-Klinik Erlangen, Abteilung Afigologie) mehrere Hauttestkin prick
test SPT) mit nativen Tomatenmaterial durchgefuhre{si Kapitel 2.2.1). Der SPT zeichnet
sich durch seine hohe Reproduzierbarkeit aus und Waufig in der Diagnostik dazu
verwendet, um Patienten auf verschiedene poterdiieligieauslosende Nahrungsmittel zu
untersuchen. Fur die Testung der XylIT_RNAi Tomateeh und des Micro-Tom Wildtyps
wurde der sog. Prick-zu-Prick Test verwendet, dahdbe eigene Histamingehalt der Tomate
(2,2 mg/100 g Tomate) zu falschen Ergebnissen iimmal@n Prick-Test fuhren kénnte. Die
Reduktion der allergenen Poteinzvivo war abhangig von der Sensibilisierung des Patiente
auf andere Tomatenallergene. Der Patient 039, aescaliel3lich auf das 52 kDa Allergen
sensibilisiert war, zeigte eine Reduktion von 4,3%ylT_RNAi 12-12) bis zu 82,6%
(XyIT_RNAI 3-16 und XylIT_RNAI 12-3) des Quaddeldhroessers im Vergleich zum WT
(Tabelle 10; Abb. 16).
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Histamin
XylIT_RNAi 3_1
XyIT_RNAi 3 7
XylT_RNAi 3_10
XyIT_RNAi 3_16

XylT_RNAi 12_3

0,9 % NaCl
XylT_RNAi 12_4

XylT_RNAi 12_12

XylT_RNAi 12_15

Prickldsung Tomate

Abb. 16: Die XylT-reduzierten Tomatenfriichte zeigte eine geringere allergene Potenin vivo.

Ergebnisse des Prick-zu-Prick Tests bei

Lyc e 2sibdisierten Tomatenallergiker 039 mit

untransformierten MicroTom Wildtyp und transforntéar XylT RNAI Pflanzen. Histamindihydrochlorid

(10 mg/ml), eine Pricklosung fir Tomate und Natralorid (0,9 %) wurden als Positiv- bzw.

Negativkontrolle verwendet.

Tabelle 10: Ergebnisse des Prick-zu-Prick Test miXyIT-reduzierten Tomaten

Probe Patient 039 Patient 018 Patient 029
MWD [mm] MWD [mm] MWD [mm]
Histamin 5.25 6 6.5
Natriumchlorid 0 0 0
XylIT_RNAI 3-1 3 3.6 0
XyIT_RNAi 3-7 2 2.75 8
XyIT_RNAi 3-10 4.5 3 5.5
XylT_RNAI 3-16 1 0 4.5
XyIT_RNAi 12-3 1 2.5 9.85
XylT_RNAIi 12-4 2 5 6
XylIT_RNAi 12-12 5.5 3.25 8
XyIT_RNAi 12-15 5 35 4.5
Wildtyp 5.75 4.4 8.75

Die Quaddeldurchmessanéan wheal diametermMWD) sind in Millimetern angegeben.
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Eine Reduktion des Durchmessers der Quaddel koeh@nfalls in den zwei anderen
tomatenallergischen Patienten beobachtet werdebeiwbese Patienten nicht ausschlief3lich
auf das 52 kDa grol3e Allergen monosensibilisiertewa Im Hauttest des Patienten 029
konnte im Vergleich mit dem WT eine Reduktion vd¥ QXyIT_RNAI 12-3) bis zu 100%
(XyIT_RNAI 3-1) gegenuber den XylT-reduzierten Tderabeobachtet werden. Der Patient
018 wies bei der Prick-Testung um 18,2% (XylT_RNBAL) bis 100% (XyIT_RNAi 3-16)
verminderte Quaddeldurchmesser auf.

3.1.7 Untersuchungen der Immunogenitat der XylT_RNAi Tomdenfriichte bei

Hymenoptera-sensibilisierten Patienten

Die Ergebnisse der MS-Analyse zeigten, dass dieuRenh derXylT-Expression zu einem
wahrscheinlichen Verlust der Aktivitat der XylT fii&, der sich in dem Nichtvorhandensein
von xylosylierten N-Glykanen in den XylT _RNAI Tonest widerspiegelt. Da seit langerem
bekannt ist, dass die N-Glykane der Hymenopterddamse ebenso wie die Pflanzen in der

1,3-Verknipfung tragen, sollte die Frage geklartdea, ob es durch die Hemmung der
XylT zu einer neuen Kreuzreaktivitdt von BienenwbaVespenallergikern gegeniber den
genetisch modifizierten Tomaten gekommen ist. Dazude CCD-reaktives Serum von
verschiedenen Bienen- und Wespenallergikern (Tal9glmit XylT_RNAiI Tomatenextrakten
in IgE-Immunoblots untersucht. Es wurden Gesangx#tkte aus roten Frichten der
transgenen XylT_RNAI Linien und des Wildtyps hertgdls jeweils vier pug tber ein SDS-
Gel aufgetrennt, an eine Nitrozellulosemembranaédtl und diese mit CCD-reaktiven Seren
von drei Bienen- und Wespenallergikern inkubierts Kontrollen wurden jeweils 7,5 ug
Bienen- und Wespengift mitgefuhrt. Die Ergebnisse IJE-Immunoblots sind in Abbildung
17 gezeigt. Das Serum des Patienten BW 008 zeigee deutliche IgE-Reaktivitat sowohl
gegenuber dem Wildtyp als auch den XylT-reduzierf@maten, sowie eine deutliche
Reaktivitat gegeniiber Wespengift (Abb. 17 A). lagsanterweise wies das Serum dieses
Allergikers im RAST nur einen geringen Level vorElgntikbrpern gegenuber Tomate auf
(Tabelle 9) und durch das Fehlen der Xylose scHienlgE-Reaktivitat noch gesteigert zu
werden. Bei dem Serum des Allergikers BW 011 korswevohl der WT als auch die
XylT_RNAI Tomatenextrakte eine Reaktion der IgE-ikitper hervorrufen, wenn auch eine
leichtere Reaktion bei den transgenen Tomaten ehenwar (Abb. 17 B). Das Serum des
Allergikers BW 013 reagierte nur mit dem Bienengifid es konnte nur eine Reaktion der
IgE-Antikdrper zu den Wildtyp Tomaten beobachtetdes (Abb. 17 C).
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Um eine Aussage darlber treffen zu kdnnen, ob giteReaktivitat wirklich auf die CCDs
zurtckzufiuhren ist, wurden WT Extrakte aus rotetichten hergestellt und diese mittels
Peptid-N-Glykosidase A (PNGase A) verdaut, um dahlénhydratreste abzuspalten (siehe
Kapitel 2.2.8.8). PNGase A ist im Gegensatz zu iBdpiGlykosidase F (PNGase F) in der
Lage, die komplexen Fucose verknipften N-Glykarmugpalten (Tretteet al, 1991). Nach
einer 36-stindigen Inkubation mit PNGase A zeigtes dSerum des Bienen- und
Wespenallergikers BW 008 eine deutlich vermindettE-Bindefahigkeit mit dem
deglykosylierten WT Extrakt im Vergleich mit demhehandelten Wildtyp Extrakt (Abb. 18
A). Die zusatzliche Bande im deglykosylierten WT tifakt repréasentiert
hochstwahrscheinlich die PNGase A selbst, die mérma Gewicht von 62 kDa angegeben ist.
Bei dem Patienten BW 011 war die IgE-Reaktivitat ohem PNGase A verdauten WT
Extrakten ebenfalls reduziert (Abb.18 B). Die ghei@lige Ladung wurde jeweils mittels
Silber gefarbtem SDS-GEL verifiziert (Abb. 18 C).
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Abb. 18: Deglykosylierung mit PNGase A und die IgHEReaktivitat verdauter Extrakte. 4 pg
gefriergetrocknete Proteinextrakte roter Fruchts WéT wurden mittels PNGase A deglykosyliert und
anschlieBend einer IgE-Immunoblot-Analyse untermogeBei beiden getesteten Bienen- und
Wespenallergikern zeigte sich eine Abnahme derRggktivitat nach dem Verdau mit PNGaseA).BW
008;B) BW 011;C) Silber gefarbtes Gel als Ladekontrolle.

Zusammengefasst lasst sich an diesem Punkt féststéass die IgE-Bindung an das 52 kDa-
Allergen in der Tomate von einem Xylose-tragendgntdp vermittelt wird, welches von
ausgewahlten Tomaten-allergischen Patienten erkaindt Das Xylose-tragende Epitope ist
unabhangig von einem fucosylierten Epitop, welchas IgE-Antikérpern von Bienen- und

Wespenallergikern erkannt wird.

3.1.8 Messung der l6slichen saueren Invertase-Aktivitat

Da sich die negative Regulation der XyIT-mRNA Exgmien auf die Immunogenitat des Lyc
e 2 ausgewirkt hat, wurde untersucht, ob die bistdge Funktion der saueren Invertase in
Blattern und Fruchten der XylT_RNAI trotz der vedaénen Zuckerreste unverandert war.
Dazu wurde die Aktivitat des Enzyms wie von Zrenoad Mitarbeitern 1996 beschrieben
gemessen (Kapitel 2.2.8.6). Wie in Abb. 19 erkenribf war die Aktivitat der l6slichen

Invertase in Blattern der getesteten transgenem®th vergleichbar mit der Aktivitat im WT,
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was darauf schlieRen lasst, dass die Hemmung déF Xgyd die daraus resultierende
Anderung der N-Glykanstruktur keine Auswirkungenf alie biologische Funktion der

I6slichen Invertase in den transgenen XylT_RNAI Bvempflanzen hat.

Aktivitat der l6slichen Invertase

25 1

15 A
10 ~
5
0-

XyIT 31 XyIT 3-7 XyIT 3-10 XyIT 316 XylT_12- 3 XyIT_12-4 XyIT_12-12 XyIT_12-15

mU/mg

Abb. 19: Messung der Aktivitat der l6slichen Inverase in Blattern. Die Aktivitat wurde im WT und in
Nachkommen der T1-Generation der transgenen LidigiT RNAi 3 und XylT_RNAi 12 bestimmt.
Gezeigt sind die Mittelwerte von finf Proben (n 3. SDie Fehlerbalken reprasentieren die

Standardabweichung.

3.1.9 In planta Wachstum vonBotrytis cinereaund Pseudomonas syringae

Durch intensive Studien deomplex glycan mutar(tgl) in Arabidopsis (von Schaewest
al., 1993) konnte gezeigt werden, dass diese Mutatdge,durch die Hemmung der N-
Acetylglucosaminyltransferase (GnTI) alle komplexBRGlykane fehlen, nicht nur eine
erhohte Sensitivitat gegeniber Salz aufweist (Kaingl, 2008), sondern auch, dass die N-
Glykosylierung fur die Mustererkennung verantwatiliist, um den Pflanzen Immunitat zu
vermitteln (Hawekeet al, 2010). Um einen ersten Eindruck dartiber zu exhalihwieweit
die Genstilllegung deXylT Auswirkungen auf die Widerstandsfahigkeit der XyRINAI
Tomatenpflanzen gegeniber Pflanzenpathogen hatjewun Kooperation mit Prof. Karl-
Heinz Kogel vom Institut fir Phytopathologie und genwandte Zoologie der Justus-Liebig-
Universitat Gie3en Phytopathologische Experimenteltgefihrt. Flr einen ersten Versuch
wurde das PhytopathogeBotrytis cinerea eingesetzt, welches zu der Abteilung der
Ascomyceten gehdrt und bei vielen Pflanzen die smagnte Grauschimmelfaule hervorruft
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(Borner, 2009). Fur die Infektion wurde von WT uKglT_RNAI 12-4 Tomatenpflanzen
jeweils das fiinfte und sechste Blatt entfernt, eliB&itter anschlieBend mit einer 5 x*10

Konidiensuspension infiziert und bei Raumtemper&iiumehrere Tage inkubiert (siehe Kap.
2.2.5). Vier und sieben Tage nach der Infektiondeardie Durchmesser der durch den Pilz
hervorgerufenen L&sionen gemessen (Abb. 20 A). Bs keinerlei Unterschied in der

Infektionsintensitat bei den verschiedenen getestetomatenlinien erkennbar. In der
Abbildung 20 B sind die phanotypischen Erscheinangi@erBotrytis cinerealnfektion nach
sieben Tagen gezeigt. Auch hier waren sieben Taghk der Infektiondays post infectign
dpi) keine Abweichungen in der Grol3e der Lasioneinden genetisch veranderten Linien im

Vergleich mit dem Wachstum im WT erkennbar.

A
Infektion with Botrytis cinerea 522
14
—~ 12
€
£ 10 I e
5 g 1 oKontrolle
O .
g - - T A 124
a2
0
4 dpi dpi 7 dpi
B

WT (7 dpi) XyIT_RNAi 12-4 (7 dpi)

Abb. 3.20: Infektionsexperiment mit Botrytis cinerea A) Blatter des WT, der transgenen Linie
XylT_RNAi 12-4 und einer transformierten Kontrofile (LTP_RNAI) wurden mit 5 x Z0Konidien von
Botrytis cinereatropfeninokuliert und der Durchmesser der durch Bidzbefall hervorgerufenen Lasionen
vier und sieben Tage nach der Infektidays post infectigrdpi) bestimmt (n = 5B) Phanotyp deBotrytis

cinerealnfektionen nach sieben Tagen.

Das in planta Wachstum von Pseudomonas syringaepv. tomato DC3000
(Pst DC3000) undPseudomonasyringaepv. tomatoDC3000 hrcC Strain TLR1 ( hrcC)

(Boch et al, 2002) wurde durch Inokulation der Blatter von Wiid XylT_RNAIi 3-16 und
XylIT_RNAi 12-4 bestimmt. Infiziert wurde jeweils mginem Titer von 1x T0cfu m* und
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das Wachstum der Bakterien wurde jeden zweiten Besgjimmt (siehe Kap. 2.2.5). Die
Abbildung 21 zeigt den Verlauf des Bakterienwachistuwon Pst DC3000 undhrcC in
planta Bis zum dritten Tag nach der Infektion konnte dinnliches Wachstum beider
getesteter Pst Stamme sowohl im WT als auch in td@msgenen XylT_RNAI Linien
beobachtet werden. Nach drei Tagen fielen die biaken Wachstumskurven wieder ab, bis

sie wieder das Infektionsniveau erreicht hatten.

A
Bakterienwachstum von Pst DC 3000 in planta
1.E+08
1.E+07
1.E+06 -
1.E+05
_ —o— WT
£ 16404 ] —m— XyIT_RNAi 3
© —4— XylIT_RNAi 12
1.E+03 A
1.E+02
1.E+01 A
1.E+00
0 1 3 7 9 11 13
dpi
B

Bakterienwachstum von hrcC in planta
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1.E+03 -

1E+02
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Abb. 21: Bakterienwachstum in planta nach der Infektion mit Pst DC3000 und hrcC. Das
Bakterienwachstum in Blattern des WT und der traneg Linien XylT _RNAi 3-16 und XylT_RNAi 12-4
wurde Uber einen Zeitraum von 13 dpi bestimmt. Wierte resultieren aus drei biologischen und drei

technischen Replikaten (n = 3). Die Fehlerbalkegereden Standardfehler.
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Wahrend der Infektion konnte keine hypersensitivewdrt (hypersensitive responseiR)
beim WT oder den XylT-reduzierten Pflanzen, wedarder Infektion mit Pst DC3000, noch
bei hrcC, beobachtet werden. Dieses Fehlen einer HR kornumté achon von anderen
Arbeitsgruppen bei der Infektion des Kultivars Mi€Fom mit Pseudomonas beobachtet
werden (Takahagt al, 2005).
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3.2 Der Einsatz chimarer RNAIi-Konstrukte

3.2.1 Silencing der Chitinase 2B, des TSI-1 und depathogenesis-relatedProtein

Osmotin

Da die meisten Tomatenallergiker nicht auf nurA&iergen monosensibilisiert sind, sollte im
Rahmen dieser Arbeit versucht werden, die Exprassiehrerer potentieller Allergene mit
Hilfe der RNA-Interferenz zu unterdriicken. Im Faiden wurde ein chiméres RNAI-
Konstrukt zum gleichzeitigen Silencing von zweimeteten Allergenen und dem Lyc e 4 der
Tomate erstellt. Hierfir wurden drei Gene gewéldie alle zu der Familie der PR
(pathogenesis-relatg@dProteine (Van Loon und Van Strien, 1999) geh6ies handelte sich
hierbei um die Chitinase B (Acc. No. Z15140), d&-T ¢omato stress induced proteif, 1
welches von der IUIS als Lyc e 4 (Acc. No. Y158#6ilie Allergendatenbank aufgenommen
wurde, und einem Osmotin-&hnlichen Protein (Acc. AIB093743.1). Um eine Verringerung
der Genexpression der drei genannten Gene zu leereiovurde das Gatewapystem der
Firma Invitrogen verwendet. In drei verschieden€&@RPAnsatzen wurden je 250 bp lange
Fragmente der Zielgene unter Verwendung der PritReb5 und KP 56 (Chitinase B, Basen
274-523), KP 51 und KP 57 (TSI-1, Basen 201-45@)is&P 52 und 58 (Osmotin-ahnliches
Protein, Basen 33-282) amplifiziert (DNA-SequenzanAnhang). Am Primer KP 55 wurde
am 5'-Ende die fur die Gatew&Klonierung benétigte Basenfolge 5'-CACC-3’ angsfiig
Die drei erhaltenen PCR-Fragmente wurden zunachstnier Fusions-PCR (Primer KP 55
und KP 58) zusammengeflugt, anschlieBend das eeeR@R-Fragment (CTO) in den
Eingangsvektor pENTR/-D TOPUGkloniert und mittels Sequenzierung bestatigt. BZ©-
Konstrukt wurde anschlielBend isense und antisenseOrientierung in den Endvektor
pK7GWIWG2(I) (Karimi et al, 2002) rekombiniert (Abb. 22 und Anhang Abbildufg).
Um eine stabile Expression des RNAIi-Konstrukts maiehen, wurde das RNAi-Konstrukt in
A. tumefaciensransformiert und in Tomatenpflanzen der Artesculentunctv. Micro-Tom
eingebracht (siehe Kap. 2.2.4). Es konnten insge&a&rh Pflanzen der Linie CTO_RNAI in
drei unabhangigen Transformationen regeneriert @verBir die erste Analyse der transgenen
Tomatenpflanzen wurde aus den Blattern der TO-Toam&anten genomische DNA isoliert
und die erfolgreiche Integration des RNAI-Vektorg hiilfe einer PCR mit Primern, die im
35S-Promotor des chimaren CTO_RNAI Konstruktes siegielt waren, getestet.
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pK7GWIWG2-CTO

Abb. 22: Chiméares CTO_RNAi-Konstrukt. Zunachst wurden 250 bp der Chitinase B, des T@&id des
pathogenesis-relate@®rotein Osmotin mit den entsprechenden Primernliingrt. Fir die Chitinase B
wurden die Primer KP 55 und KP 56 eingesetzt, fis @Sl-1 die Primer KP 51 und KP 57 und fir das
pathogenesis-relateBroteins Osmotin die Primer KP 52 und KP 58. Dasiner anschliefenden Fusions-
PCR erzeugte PCR-Fragment (CTO) wurde mit Hilfe B®@®0O-Clonig Kits[Invitrogen, Karlsruhe] in den
Vektor pENTR/-D TOPO ligiert. Die Gene befindentsimvischen zweatt-sites welche die LR-Reaktion in
den Endvektor pK7GWIWG2 ermdglichten. Auf diese ¥¢ewurde der RNAi-Vektor pK7TGWIWG2-CTO

hergestellt.

Hierbei zeigte sich, dass nur 41 von 134 Regenemadén 35S-Promotor in ihrem Genom
integriert hatten. Neben dem Nachweis des 35S-Pmsiowurde zusatzlich auf die
Anwesenheit dedptll-Gens getestet, dabei konnte ebenfalls in 41 vah Rffanzen das

Nptll-Gen nachgewiesen werden.

3.2.2 Expressionsanalysen der CTO_RNAI Tomatenpflanzen

Die Expression der Zielgene Chitinase B, TSI-1 we$ Osmotin-ahnlichen Proteins in
Blattern der transgenen CTO-RNAI Tomatenpflanzemdewunéchst mittels Northern Blot

analysiert. Da die oben genannten Zielgene insgesamsehr geringes Expressionsniveau
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aufweisen, wurden anschlieBend quantitatreal-time PCR (gQRT-PCR)-Analysen der
relativen Expression der drei Transkripte durchiggfiiNormiert wurde dabei gegen die
Expression von Aktin (Acc. No. AB199316) nach deZr-Methode ¢ycle thresholyl Die
Abbildung 23 zeigt die relative Expression der @aise B, des TSI-1 und des Osmotin-
ahnlichen Proteins von drei biologischen Replikaten Standardabweichung. Die
Expressionswerte sind relativ zur Expression detii@@se B, des TSI-1 und des Osmotin-
ahnlichen Proteins im WT angegeben.
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Abb. 23: Genexpression der Chitinase B, des TSI-1nd des Osmotin-dhnlichen Proteins in
Tomatenpflanzen. Nach RNA-Extraktion und cDNA-Synthese wurden di®lden fir eine quantitative
real-time PCR eingesetzt (Primer siehe Anhang). Die Expoessierte wurden auf die Expression von
Aktin (Acc. No. AB199316) normalisiert und sinelaitiv zur Expression der jeweiligen Zielgene im WT

Standardabweichung von drei biologischen Replikategegeben (n= 3).
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Um eine Aussage Uber die Effektivitat der Genstjiing treffen zu kénnen, wurden die
Expressionswerte der quantitativereal-time PCR einem t-Test unterzogen. Als
Signifikanzniveaus wurden p 0,05 (*), p 0,01 (**) und p 0,001 (***) definiert. Die
Tabelle 11 zeigt die Signifikanz der Genstilllegudgr Chitinase B, des TSI-1 und des
Osmotin-&hnlichen Proteins in den transgenen CTCAIRNien. Durch das Silencing mit
dem chimaren CTO_RNAIi Konstrukt konnte in 17 von @TO_RNAi Pflanzen eine
signifikante Reduktion der Transkriptmenge der i@hge B, in 25 eine signifikante
Reduktion der spezifischen TSI-1 mRNA und in 23eeisignifikante Reduktion der
Transkriptmenge des Osmotin-ahnlichen Proteingoltreverden. In einigen Fallen kam es
durch die Integration des CTO_RNAI Konstrukts inen@m zu einer Uberexpression der
spezifischen mRNAs. Fur die Transkriptmenge deti@dse B konnte dies in 6, fur die TSI-1
spezifische mMRNA in 4 und fir die Transkriptmenges dsmotin-ahnlichen Proteins in 7
CTO_RNAI Pflanzen beobachtet werden (Tabelle 11 ©inen Eindruck dariber zu
erhalten, ob die Stelle im chiméren RNAIi-Konstrekten Einfluss auf die Effektivitat der
Genstilllegung genommen hat, wurden die Expressioder drei Zielgene in den
individuellen CTO_RNAI Pflanzen miteinander vergign. Es zeigte sich, dass eine
Reduktion der Genexpression aller drei Zielgend2anvon 41 CTO_RNAI Linien erreicht
werden konnte. Ein gleichzeitiges Silencing derti@ase B, die an der 5-Position im
CTO_RNAI Konstrukt kodiert war, und des TSI-1 (zefe Stelle im CTO_RNAIi-Konstrukt)
wurde in zwei transgenen Pflanzen beobachtet, eghEichzeitige Hemmung der
Genexpression der Chitinase B und des Osmotingitenli Proteins, welches an der 3'-
Postion des RNAIi-Konstrukts vorlag, war in zwei CTRNAI Linien nachweisbar. In drei
weiteren CTO_RNAI Pflanzen waren die Genexpressioder TSI-1 und des Osmotin-
ahnlichen Proteins gleichzeitig vermindert. Eineialge Reduktion der Genexpression, ohne
Beteiligung der anderen beiden jeweiligen Zielgemarde fir das TSI-1, welches an der
zentralen Stelle des CTO_RNAiI-Konstrukts kodiertrwia acht Fallen beobachtet. Die
alleinige Reduktion der Genexpression des Osmdintighen Proteins war in funf
CTO_RNAI Linien detektierbar. Fir die Chitinase B-Position) konnte dieser Effekt nicht
beobachtet werden (Abb. 24). Zusammengenommen waegiedem chimaren CTO_RNAI-
Konstrukt keine signifikanten Unterschiede in dagé des Zielgens und der Effektivitat des

Silencing erkennbar.
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Tabelle 11: Signifikanz der Genstilllegung der Chinase B, des TSI-1 und des Osmotin-
ahnlichen Proteins in CTO_RNAIi Tomatenpflanzen nachAuswertung mit dem Student
t-Test.

CTO_RNAI Signifikanz des Silencings
(p-value)
5-Ende Zentral 3’-Ende
Chitinase B TSI-1 (Lyc e 4) Osmotin-ahnliches Prot  ein
CTO_RNAI 82 - o o
CTO_RNAI 83 b - -
CTO_RNAI 85 * o i
CTO_RNAI 86 - o *
CTO_RNAI 87 - - -
CTO_RNAI 88 b - i
CTO_RNAI 89 * b ok
CTO_RNAI 90 b o -
CTO_RNAI 91 - - *
CTO_RNAI 92 - - *
CTO_RNAI 93 - - *
CTO_RNAI 94 - o i
CTO_RNAI 95 * ik i
CTO_RNAI 96 - - -
CTO_RNAI 98 - - *
CTO_RNAI 109 * * o
CTO_RNAI 110 - - -
CTO_RNAi 111 * b i
CTO_RNAI 112 * hd *
CTO_RNAI 113 * hd i
CTO_RNAI 114 * ik *
CTO_RNAI 115 * hd i
CTO_RNAI 116 * * i
CTO_RNAI 117 * * o
CTO_RNAI 118 - b o
CTO_RNAI 119 * - o
CTO_RNAI 120 * ik *
CTO_RNAi 121 * ik i
CTO_RNAI 122 - * -
CTO_RNAI 123 - - i
CTO_RNAI 124 - b *
CTO_RNAI 125 - i -
CTO_RNAI 126 b i -
CTO_RNAI 127 - b o
CTO_RNAI 128 * hd -
CTO_RNAI 129 * hd -
CTO_RNAI 130 - ik -
CTO_RNAI 131 - hd *
CTO_RNAI 132 * * *
CTO_RNAI 133 * ik i
CTO_RNAI 134 * - o
Gesamta} nzahl 17 o5 23
reduziert
Gesamtanz_ahl 6 4 7
Uberexprimiert
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Legende: Angegeben ist die Normalverteilung beileinger Standardabweichung. Als
Signifikanzniveaus wurden p 0,05 (*), p 0,01 (**) und p 0,001 (***) definiert. Die
genauen p-Werte sind im Anhang (Tabelle Al) aufigefi

Chitinase B TSI-1

Osmotin

Abb. 24: VENN-Diagramm zur Darstellung der Effektivitat der Genstilllegung an den verschiedenen
Positionen des CTO_RNAi-Konstrukts.Gezeigt ist die Schnittmenge der ExpressionerddgirZielgene
Chitinase B, TSI-1 und des Osmotin-ahnlichen Pnstéi 41 CTO_RNAI Pflanzen.

Aufgrund der erhaltenen Genexpressiondaten aus &émtmaterial der CTO_RNAI
Tomatenpflanzen, wurden geeignete Linien fir eir#exflihrende Analyse ausgewahlt. Es
wurden die Expressionen der Zielgene in griine Reinction drei Linien mittels quantitativer
real-time PCR analysiert. Dabei zeigte sich, dass die Trgrtskenge der Chitinase B in
CTO_RNAI 116 etwa 32-fach geringer ist als im Wyjatund bei CTO_113 etwa 2,5-fach
geringer. Bei CTO_RNAi 90 und CTO_116 konnte eingvae 9-fach verminderte
Transkriptmenge des TSI-1 detektiert werden. Dig-fCRs zeigten bei allen drei getesteten
CTO_RNAI Tomatenfriichten eine verringerte Trandkngnge des Osmotin-ahnlichen
Proteins, welche in CTO_RNAI 90 2-fach, in CTO_RNHKi6 8-fach und bei CTO_RNAI
113 6-fach reduziert war (Abb. 25).
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CTO_RNAi90 CTO_RNAi 116 CTO_RNAi 113

Abb. 25: Genexpression in ausgewahlten grinen Fritdn der CTO_RNAI. qRT-PCR Analyse der

relativen Expression (Mittelwerte aus je drei bgpchen Replikaten + Standardabweichung) von Gistn

B, dem TSI-1 und dem Osmotin-&hnlichen Proteinymert gegen Aktin (Acc. No. AB199316) nach der
Cr-Methode.

3.2.3 Silencing von Polygalacturonase 2A und der Pektinesrase

Ein weiteres chimares Konstrukt wurde zur gleictigen Genstilllegung der
Polygalacturonase 2A (PG) und der Pektinesterake if°Pder Tomate verwendet. Fur die
Genstilllegung wurden 252 bp der PG (KP 45 und &PBhsen 271-522) und 250 bp der PE
(KP 47 und KP 48) mit 14 bp Uberlappenden EndenemitPCR amplifiziert und in einer
weiteren PCR fusioniert (sieh Anhang Abbildung ABn das erzeugte PG-PE Konstrukt
unter der Kontrolle des CaMV 35S-Promotors zu emgvurde das Konstrukt in den Vektor
pENTR/-D TOP@ kloniert und durch Sequenzierung bestétigt. DémKlerenderatt-sites
ermdglichten die LR-Reaktion in den Endvektor pK78W¥&2, um das
Transformationskonstrukt pK7GWIWG2-PG-PE_RNAI zuingeeren (Abb. 26 A). Das PG-
PE_RNAIi Konstrukt wurde stabil in Tomaten transfarn und in zwei unabh&ngigen
Transformationen konnten 56 Pflanzen der Linie HEGHNAI regeneriert werden. Die
Analyse der genomischen DNA aus Blattern der 5émegerten Pflanzen zeigte, dass bei 37
Pflanzen eine Insertion des 35S-Promotors in daso@eerfolgt war. Nach Expressions-
Analysen mit Blattmaterial der verbleibenden 37 PEB-RNAI Pflanzen mittels quantitativer
real-time PCR wurden vier RNAI-Linien ausgewahlt, und degeine Frichte mittels gRT-

PCR auf das Expressionsniveau der Zielgene untergabdb. 26 B). Bei dieser Analyse
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konnte festgestellt werden, dass es im Fall derehif?G-PE_RNAIi 47, 51 und 55 zu einer
Reduktion der Expression der spezifischen mRNAPGrund PE gekommen ist.

pK7GWIWG2-PG-PE

O’ T T == 1

-4

61 B PG
) O PE

PG-PE_RNAi PG-PE_RNAi PG-PE_RNAi  PG-PE_RNAI
47 51 52 55

log fold change (log base 2) (dR)

Abb. 26: PG-PE_RNAI. A) Zur Erstellung des chimdren RNAi-Konstruktes PG-REAiI wurden die
beiden Gene der Polygalactruonase 2A und der Rsttiase mit Uberlappenden Primerpaaren amplifizier
und in den Gateway-Vektor pK7GWIWG2(lI) ligiert, udas RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2-PG-PE zu
erzeugenB) Die Expressionsanalyse mittels gRT-PCR ergab edugtive Regulierung der mRNA fir die
Polygalacturonase 2A in grinen Frichten den LinRB-PE_RNAI 47, 51, 52 und 55. Die mRNA
Expression der Pektinesterase war in grinen Friatiée Linien PG-PE_RNAI 47, 51 und 55 reduziert.
Normiert wurde gegen Aktin (Acc. No. AB199316) (Bk

Es konnte fur die Linie PG-PE_RNAiI 47 eine mehr d&8-fach verminderte

Transkriptmenge der PG und eine etwa l14-fach vetemtea Transkriptmenge der PE
festgestellt werden. Bei der Linie PG-PE_RNAI 51r wlee Expression der PG-spezifischen
MRNA etwa 4-fach und die Expression der mRNA derifPEtwa 3-fach herunterreguliert,
wohingegen in den Frichten der Linie PG-PE_RNANGReine etwa 64-fache Reduktion der
PG erreicht werden konnte, die Transkriptmenge RIeraber nicht durch das Silencing
beeinflusst wurde. Bei PG-PE_RNAIi 55 konnte eine mmehr als 128-fach verminderte
Transkriptmenge der PG und eine um etwa l1l4-facmielerte Transkriptmenge der PE
detektiert werden.
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3.3 Ungerichtete Mutagenese zur strukturellen Analyse
allergener Determinanten am Beispiel der Profilineder

Tomate und der Hefe

Durch den Einsatz von gentechnischen Methoden, tkoimneinigen Fallen die Allergenitat
der entsprechenden Nahrungsmittelallergene biotdobisch gesenkt werden. So konnte
bisher durch die Entfernung der jeweiligen IgE-Ristkllen fir z. B. Lol p 5 des Raygras
(Swobodaet al, 2002), fur Cry j 1 der Japanischen Zeder (Ustual, 2003) und fur das
Nahrungsmittelallergen Pru av 1 der Kirsche (Nekdeet al, 2003) eine verminderte

Allergenitat nachgewiesen werden.
3.3.1 Strategie zur Identifikation funktioneller Lyc e 1.02-Mutanten

Bei Voruntersuchungen konnte gezeigt werden, dasstdomosomalknock-outdes Profilin
(PFYD-Gens in der Hefe letal ist. Um dieses Problenumgehen, wurde eine neue Strategie
entwickelt, um funktionelle Tomatenprofilin-Mutantén Hefe identifizieren zu kénnen. Die
Abbildung 27 gibt einen Uberblick tber die einzeirEeilschritte der Versuche. Zunachst
wurde ein Konstrukt erstellt, welches d&FY1 unter Kontrolle eines induzierbaren
Promotors trug, und dieses Plasmid wurde in einefefVildtypstamm eingebracht. Nach
diesem ersten Transformationsschritt, wurde dasogesme PFY1 durch homologe
Rekombination mit denHis5-Gen ausgetauscht (siehe Kap. 2.2.6.2). Beim edmlgen
knock-out sollten die Hefezellen das exogeR&Y1l dazu nutzen um die essentiellen
Aufgaben des chromosomalBRY lersetzen zu konnen. Nach dem anschliel3ekigeck-out
des endogenen Profilins wurden die Hefezellen niitera linearisierten Vektor und
verschiedenen Tomatenprofilihyc e )-Varianten ko-transformiert. Im vierten Schritt e
nun das erste Plasmid durch negative Selektioremmitfwodurch nur solche Hefezellen
Uberleben konnten, die ein funktionelles Lyc e Qigén, welches dempfyl-knock-out
komplementiert. Aus den Hefezellen wurden die Lyt kodierenden Regionen mittels PCR
amplifiziert, sequenziert und ihre IgE-Reaktiviiét IgE-Immunoblot (siehe Kap. 2.2.8.4)
Uberprift.
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Abb. 27: Strategie fir die Identifizierung von funktionellen Lyc e 1.02 Varianten. 1) Das Plasmid
PYES2-PFY1 wurde fiir die Expression von rekombiaantPFY1 in den Hefewildtyp BY4741
transformiert.1l) In einem zweiten Transformationsschritt wurde dhsomosomale PFY1-Gen durch
Homologe Rekombination mit dem His3-Gen ersdtht. Um verschiedene Lyc e 1-Varianten zu erhalten,
wurde das Plasmid p425RLyc e 1 einer ungerichteten Mutagenese unterzogdrdie erhaltenen Lyc e 1-
Varianten zusammen mit dem linearisierten VektoR5#3-, in die knock-outHefe transformiertlV)
Durch die Inkubation mit 5-FOA-haltigem Selektioretium wurden die Hefezellen auf das pYES2-PFY1
Plasmid gegen-selektionieit) Die Lyc e 1-Varianten wurden anschlieBend sequenziee 3D-Struktur

modelliert und auf ihre IgE-Reaktivitat im IgE-Immablot getestet.

3.3.2 Expressionanalyse des Profilins

Zur Expression des PFY1 (Acc. No. M23369) in derfeHewurde der Vektor pYES2

(Invitrogen, Karlsbad, USA) verwendet. Dabei hahésl sich um einen centromeren Vektor
mit regulierbarem GAL1-Promotor. DaBFY1Gen wurde zunéchst von dem Plasmid
p424MET25-ScPFN (D. Zajic, unveroffentlicht) in emPCR mit den Primern AS 1 und AS2
(Basen 1-381) amplifiziert. Durch das verwendeienBrpaar AS 1/AS 2 (Kap. 2.1.3) wurden
an den Fragmentenden Sacl- und Xhol-Schnittstelegefiigt. Das erzeugte PCR-Produkt

wurde in den Klonierungsvektor pCR-blunt II ligiemhd anschliel3end tber die eingefuhrten
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Schnittstellen Sacl und Xhol in den Vektor pYESO(&b) kloniert (Anhang Abb. A6). Das
Plasmid pYES2-PFY1 wurde anschlie3end in den Wildtgfestamm BY4741 transformiert.
Als Selektionsmarker diente bei diesem Schritt Aexotrophiemarker Uracil, da BY4741
einen Defekt in der Uracilbiosynthese, déimacil3-Gen, tragt. Das exogene PFY1 wurde
unter der Kontrolle des GAL1-Promotors exprimiader eine Induktion der Expression
mittels Galaktosezugabe ermdglicht. Die g&oder Ubernachtkultur wurde bestimmt, das
galaktosehaltige Induktionsmedium mit einer gPvon 0,4 angeimpft und bei 30 °C
inkubiert. Nach 0, 2, 4, 6, 8, 10 und 24 Stundemden je 5 ml Kultur abgenommen, die
ODegoo bestimmt und die Zellen pelletiert (siehe Kap..22). Der Zellaufschluss erfolgte
mittels Glasperlen und Proteinextraktionspufferelisei Kap. 2.2.8.3). Die Expression des
PFY1 wurde mittels Western Blot mit einem kreuztean anti-Profilin-Antiserum gnti-
ragweed profilin anti-Profilin des Beifussblattrigen Traubenkrauis. P. Deviller, Lyon,
Frankreich) Gberpruft. Nach Inkubation mit dem gsekiren anti-Meerrettichperoxidase
Antikdrper (Pierce Biotechnology, Heidelberg) wurdder Blot entwickelt. Das
Molekulargewicht von PFY1 ist mit 13,677 kDa andege die Bande fur rekombinantes
PFY1 wurde bei etwa 14 kDa detektiert. Die Exp@ssies PFY1 in den BY4741/pYES2-
PFY1 Hefezellen nahm Uber die gemessene Zeit starkbeginnend vier Stunden nach
Induktion des GAL1-Promotors (Abb. 28).

kDa

15

10 PFY1

Abb. 28: Immunologischer Nachweis des exogenen Hefefilins. 20 ug Gesamtzellextrakt wurden auf
ein SDS-Gel aufgetragen und per Western Blot aimatysAls Primarantikdrper wurde ein gegen das
Profilin des Beifussblattrigen Traubenkrauts gdaetér Antikorper (1:10.000 verd.) eingesetzt. Bemd
verwendeten Sekundéarantikdrper handelte es sich eimen anti-Meerrettichperoxidase Antikorper
(1:20.000 verd.), dessen spezifische Bindung d@hbmilumineszenzreaktion nachgewiesen wurde. Die

Expression des Hefeprofilins konnte vier Stundechrladuktion mit Galaktose nachgewiesen werden.
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3.3.3 Konstruktion eines Profilin-defizienten Hefestamms mittels targeted gene-

disruption

DasS. cerevisia@in sehr effizientes homologes Rekombinationsaydtesitzt, kbnnen DNA-
Fragmente mit homologen Sequenzen zu einem bestim@enort leicht mit dieser Stelle
rekombinieren. In Hefe sind bereits 40 bp als flardnde Bereiche ausreichend, um eine
homologe Rekombination zwischen homologen DNA-Segee zu gewahrleisten. Indem
eine beliebige DNA Sequenz zwischen die homologhlii [Abschnitte eingebaut wird, kann
Uber die homologe Rekombination jedes beliebige @asgeschalten werden, was als
gerichtete Genzerstoruntpafgeted gene-disruptiorsiehe Kap. 2.2.6.2) bezeichnet wird.

Um die erzeugten pfyl Mutanten selektionieren zu kdnnen, wurde als Made dasHis5
Gen ausgewahlt. Aus einer Wildtyp-Zelle (Stamm: BX¥#) mit intaktem Profilin und
defektemhis3 Gen sollte eine Profilinmutante mit defektem Rimofund intaktemHis3 Gen
entstehen. Das Plasmid pFA6aHis5S5MX (Waathal, 1997) kodiert daslis5-Gen aus dem
heterologen Organismuschizosaccharomyces pombeeiches in der Lage ist eingtis3-
Gen Defekt inS. cerevisiagu komplementiererbieses Plasmid diente als Matrize zur PCR-
Synthese einer Deletionskassette, wie in Abb. 29gexeigt. Die zur Rekombination
benétigten homologe DNA Sequenzen wurden durchgge& 60 bp lange Oligonukleotide
(KP 33/ KP 34) erzeugt, die in einshort flanking homology?CR eingesetzt wurden. Der
Primer KP 33 war im Bereich zwischen 278 bp -317 ol der Primer KP 34 im Bereich
zwischen 942 bp — 902 bp, komplementédr zu dem obsomalen Profilingen. Fir die
Sequenz der verwendeten Oligonukleotide siehe Kapl.3. Nach erfolgreicher
Transformation konnte ein Wachstum von Hefezelles Typs BY4741/pYES2-PFY 1pfyl
(Abb. 29 B oben) auf entsprechendem Selektionsmedietektiert werden, wohingegen kein
Wachstum bei der Transformationskontrolle BY474HS2/ pfyl (Abb. 29 B unten)
beobachtet werden konnte. Um den erfolgreichenaussh des chromosomalBRrY1Gens
mit dem His5 Gen zu verifizieren, wurden die BY4741/pYES2-PFY{dfy1 Hefezellen in
einer genomischen PCR analysiert. Dazu wurden Rigrdene Primerpaare eingesetzt, die
genaufwarts und genabwarts von der Rekombinatielhsgiositioniert waren. Der Primer 5’
A war im Promotorbereich des chromosomalen Prafijiositioniert, der Primer 3’ D war
genabwarts des chromosomalen Profilins lokalisiertmer KP 35 und KP 36 waren so
gewahlt, dass sie zu Bereichen tis5-PCR-Produktes komplementar waren.

Die PCR zeigte fur die Hefezellen BY4741/pYES2-PFYifyl drei Amplifikationsprodukte
in den GréRen 1026 bp, 732 bp und 410 bp, wohing&&t741 als Ausgangsmaterial nur
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ein 1029 bp groRRes Produkt ergab (Abb. 29 C). Daoninte die Integration dddis5-Gens
an die Stelle deBFY1Gens, und somit die Herstellung einer lebensfahigeyl knock-out

Mutante, nachgewiesen werden.

A
pFABaHis5MX
N, KP33
——p. KP34
Vo,
‘ PCR %
40 bp 40 bp
~—— ~
I I Profilin “ } Chromosom
278bp 317 bp 902bp 942 bp
‘ Homologe Rekombination
40 bp 40 bp ——— Chromosom
C

BY4741/pYES2-PFY1/
pfyl

BY4741/pYES2/
pfyl

Abb. 29: Mutagenese des Hefeprofilins durchtargeted gene-disruptionA) DasHis5-Gen des Plasmids

pFA6aHisSMX wurde zur Deletion des chromosomaleriepifilins tUber eineshort flanking homology

PCR amplifiziert. Die zur Rekombination benétigttomologen DNA-Sequenzen wurden durch die
verwendeten Oligonukleotide, die im Bereich von 208 — 317 bp und von 942 bp — 902 bp im
chromosomalen Profilin binden, bereitgestel). Wachstum von BY4741/pYES2-PFY Jfylauf SCA-

ura-his. Bei der Transformationskontrolle BY4741(2/ pfyl konnte kein Wachstum auf SCA-ura-his
beobachtet werdel€) Genomische DNA von WT undpfyl Hefe wurde isoliert und per PCR analysiert.
Oben sind die Positionen der Primer im WT (BY4744dl in der profilindefizienten Mutante gezeigt. Spu
1: Primer 5’A und 3'D; Spur 2: Primer 5’A und KP ;35pur 3: Primer KP 36 und 3'D. Die Pfeile

entsprechen den DNA-GroRRenstandards bei 1500 bgamdbp.
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3.3.4 Ungerichtete Mutagenese und die Auswahl funktione#r Lyc e 1.02-

Varianten

Da zur immunologischen Beurteilung der potentielleRrofilin-Varianten eine
Proteinisolierung und die Testung einzelner Hefek@n notig war, musste eine Vorauswabhl
des Ausgangsmaterials vor der ungerichteten Mutsgergetroffen werden, da davon
ausgegangen werden musste, dass eine Vielzahl iaht-mutagenisierten Lyc e 1.02
Fragmenten in der Hefe komplementieren kdnntenu&exyergleiche von verschiedenen
Profilinen aus einer Vielzahl verschiedener Orgaweis zeigten, dass bei fast allen das
konservierte Motiv ,VWA" an den Aminosaureposition€9-31 kodierten (Position im
Hefeprofilin). Interessanterweise zeigten alle dmtestetenSolanaceaeeine Profilin-
Variante, die von dem konservierten Motiv abwich.lleA Profiline aus den
Nachtschattengewéchsen kodierten ein Arginin (Rtedie eines Tryptophan (W). Die
Modellierung der Tertiar-Struktur beider Profiliraxanten mit dem SNPsifigle nucleotid
polymorphismh an Nucleotid-Position 97 (Cytosin oder Thymin)igte, dass es leichte
Unterschiede in der Tertiarstruktur gibt, die mégérweise zu einer veranderten
Proteinfunktion fuhren kdnnten (Zajic, unveroffecttk). Die Anwendung von Lyc e 1.02 R33
in einem profilindefizienten Hefestamm flihrte zunee Komplementation und legten die
Vermutung nahe, dass die Aminosauren-Abfolge ,VWe&sentiell fur die Profilin-Funktion
in der Hefe ist. Um diese Hypothese zu verifizierearde Lyc e 1.02 R33 gerichtet zu Lyc e
1.02 W33 mutagenisiert. Lyc e 1.02 W33 wurde daamudverwendet, um den Profilin-
defizienten Hefestamm DJP102 zu komplementierere Bnschlielende Analyse der
transgenen Lyc e 1.02 W33 exprimierenden Hefe em@ds durch die Expression von Lyc e
1.02 W33 das normale Wachstum in der Hefe wiedgdstellt wurde. Dieses Ergebnis ist im
Einklang mit der essentiellen Rolle, die das kovisete Tryptophan im Hefeprofilin spielt.
Fur die ungerichtete Mutagenese wurde daher diaMarLyc e 1.02 R33 als Matrize fir die
PCR-Reaktion eingesetzt. Fur die Expression desatamprofilins unter dem Hefe-eigenen
Promotor wurde der Vektor p425-GPD mit dem Glycaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(GPD)-Promotor gewahlt, der die kontrollierte E)xgwmien heterologer Proteine in Hefe
erlaubt und ein Leu2-Gen als Selektionsmarker begMumberg et al, 1995). Als
Ausgangsmaterial fur die Amplifikation von Lyc éd2.wurde cDNA aus Tomatenblattern in
einer PCR eingesetzt (Primer KP 87/ KP 89, siehp. Ral.3). Das erzeugte PCR-Produkt

wurde mit den Restriktionsenzymen Spel und Salbaer und in den, ebenfalls mit den
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Restriktionsenzymen Spel und Sall verdauten p42B-@Bktor ligiert. Das resultierende
Plasmid p425GPD-Lyc e 1.02 wurde iB. coli transformiert. Zur Expression des
Tomatenprofilins unter der Kontrolle des Profiligenen Promotors, wurde der
Profilinpromotor aus dem p424RLyce 1.02 R33 Plasmid (Zajic, unveroffentlicht) dloge
Restriktionsschnittstellen Sacl und Spel in den5p¥2ktor umkloniert und so das Plasmid
p425REyLyc e 1.02 R33 erzeugt (Abb. 30 A und Anhang Abloid A4 und A7).

Die ungerichtete Mutagenese wurde mit Hilfe desn@éorplIl Random Mutagenesis* Kit
(Agilent, Santa Clara, USA) durchgefuhrt. Die int Knthaltene Mutazymell-Polymerase ist
eine Kombination aus 2 verschiedenen fehler-aggilliPolymerasen, der Mutazymel- und
einer mutierten Tag-Polymerase olpmeof-readingAktivitat. Abh&ngig von der eingesetzten
Ausgangsmenge der DNA kdnnen Mutationsraten vos l@ssechs Mutationen pro Kilobase
eingefuhrt werden. Um eine mdglichst hohe Mutatiates zu erreichen, wurden 10 ng des
Plasmids p425RyLyc e 1.02 R33 eingesetzt und die PCR-Reaktion &#t Zyklen
implementiert (Primer uM 1/ uM 2, siehe Kap. 2.2)7.Die dabei synthetisierten
mutagenisierten Lyc e 1.02-Fragmente wurden mitl &pe Sall verdaut und 0,5 pg der
Fragmente zusammen mit 0,5 pug des linearisierte2bip4y-Vektor mit Hilfe der Gap
RepairMethode (Oldenburgt al.,1977) in die profilindefizienten Hefezellen kotsdormiert
(siehe Kap. 2.2.6.2). Uber die angefiigten homold@emeiche von 40 bp an den 5- und 3'-
Enden der Fragmente konnten die mutagenisierten dyc02 Fragment tber homologe
Rekombination in die linearisierten Vektoren insegn und fuhrten zur Religierung des
Plasmids. Somit er6ffnete sich durch den EinsatzGip RepaiMethode die Moglichkeit,
eine groRe Anzahl verschiedener Lyc e 1.02-Varrantgleichzeitig auf ihre
Komplementations-Fahigkeit in der Hefe zu testels. Fransformationskontrolle wurde das
Plasmid p425p-yLyc e 1.02 W33 mitgeflihrt. Nach der Transformatikonnten bei den
BY4741/ pfyl/p425ReyLyc e 1.0Z. in etwa 350 Hefekolonien wachsen. Bei den
BY4741/ pfyl/p425ReyLyc e 1.02 W33 Hefekolonien waren es etwa 750 Kielondie
Transformation mit dem Plasmid p426fLyc e 1.02 W33 zeigte demnach eine zweimal
hohere Effizienz als die TransformationsmethodeGigs Repair(Abb. 30 B unten).
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Sacl Spel Sall

— PFY Lyc e 1.02 Tee [— P425PpeLyc e 1.02

BY471/ pfyl/ p425P pryLyc e 1.02 mut

BY471/ pfyl/ p425P pevLyc e 1.02 W33

Abb. 30: Gap RepairTransformation. Der pfyl-Hefestamm wurde mit 0,5 pg mutagenisiertem kyc
1.02-Fragment und mit 0,5 pg linearisiertem p42%5® ektor ko-transformiert und auf SCAD —Leu —His
Medium angezogen. Als Kontrolle wurde depfyl-Hefestamm mit 0,5 pg des p425fyc e 1.02 W33

Plasmids transformiert.

3.3.5 Analyse der ungerichteten Mutagenese von Lyc e 1.02

Zur Analyse der Mutationsrate wurden die mit demsekiedenen Lyc e 1.02-Varianten
transformierten profilindefizienten Hefezellen (BMAL/pYES2-PFY1/pfyl/p425Re/Lyc e
1.0Z2n) in 5-Flourouracil-6-Carboxylmonohydrat (5'FOA)dtigs  Selektionsmedium
Uberfihrt und mehrere Tage darin inkubiert. 5’FOAlddt zusammen mit einem
Intermediarprodukt der Uracilbiosynthese eine flefdzellen toxische Substanz. Ein
Uberleben der Hefezellen ist nur dann moglich, weim das URA3-tragende Plasmid
eliminieren. Der Verlust des Profilin-exprimieremdpYES2-PFY1 Plasmides wére fur den
profilindefizienten Hefestamm letal. Deswegen zmignhur diejenigen Hefezellen, die ihr
PYES-PFY1 Plasmid verloren haben und bei denen rdaserte Lyc e 1.02 auf dem
p425Rky-Vektor in der Lage ist, die Profilindefizienz iredHefe zu komplementieren, ein
Wachstum auf 5’FOA-haltigem Selektionsmedium (ABB. B rechte Seite). Zur Kontrolle
wurden die BY4741/pfyl/p425ReLyc e 1.02,.Hefekolonien auf —Ura Selektionsmedium
ausgestrichen. Dabei konnte nur fur die Positivialet BY4741/pYES2-PFY1/pfyl ein
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Wachstum auf SCAD-Ura beobachtet werden, was eliedien Verlust des pYES2-PFY1 in
den BY4741/ pfyl/p425ReyLyc e 1.02,urHefekolonien bestétigt (Abb. 31).

BY4741/ pfyl/Lyc e 1.02 mu

Abb. 31: Wachstumsanalyse der BY4741pfn/p425P-ryLyc e 1.02,:. Auf SCAD-Ura zeigten die
Hefekolonien von BY4741/pfyl/p425ReLyc e 1.02. kein Wachstum. Als Positivkontrolle ist der
Hefestamm BY4741/pYES2-PFY 1pfyl gezeigt.

3.3.6 Sequenzanalyse der Lyc e 1.02-Varianten

Von 40 5’FOA-positven BY4741/pfyl/p425ReyLyc e 1.02,: Kandidaten wurde das Lyc e
1.02 Gen sequenziert. Bei allen getesteten Lyd2-Mutanten konnte an der Position 97
eine Transversion in der Nukleotidabfolge von T Gufestgestellt werden, die zu der
essentiellen Anderung der Aminosauresequenz vonZR33/33 gefiihrt hat. Zusatzlich zu
diesem Aminosaureaustausch konnten einige weiteranderte Aminosauren identifiziert
werden. Bei den Mutanten Lyc e 1.02-5 und Lyc €260 kam es aufgrund von zwei
Transitionen in der Nukleotidsequenz zu einer Andgrder Aminosauren an Position 15 von
Isoleucin zu Threonin (115T) und an Position 19dar Anderung in der AS-Sequenz von
Histidin zu Argenin (H19R). Da bei beiden Mutateeirle weiteren Mutationen vorlagen,
lasst sich nicht mit Sicherheit ausschliel3en, @assich bei Lyc e 1.02-5 und Lyc e 1.02-50
um Klone handeln kénnte. Bei der Mutante Lyc e 4182und drei weiteren Mutanten (Lyc e
1.02-24, -27, -46) kam es neben der Anderung va® RBW33 durch eine Transition von C
zu T zu einer Konversion von Threonin 48 zu SeBn(B48S). In den Mutanten Lyc e 1.02-
13 und Lyc e 1.02-24 konnten zusatzlich zwei sMietationen beobachtet werden, die nicht
bei den Mutanten Lyc e 1.02-27 und Lyc el.02-46hgawiesen werden konnten. Die
Mutationen von Asparagin 38 zu Serin 38 (N38S) isuleucin 118 zu Phenylalanin 118
(I1118F), konnten bei insgesamt 17 Lyc e 1.02-Mwariteobachtet werden. Die grof3e Anzahl
der gefundenen Mutanten, die die Mutation 1118 2d&trugen, und das Fehlen weiterer

Aminosaureanderungen, lassen den Schluss zu, dasscle bei diesen 17 Lyc e 1.02-
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Mutanten um Klone gehandelt hat. Abbildung 32 giben Uberblick uber die Positionen der
identifizierten Aminosaureaustausche. Die TabeRezgigt eine genaue Ubersicht tber die
Art und die Anzahl der identifizieren Mutationenplei stille Mutationen, die nicht zu einer

veranderten Aminosauresequenz fuhrten, nicht bercickgt wurden.

H19 - R19 N38 —-» S38

115 +T15 R33 - W33 T48 - S48

NN NS

MSWQTYVDDHLMCDIEGNHLTSAAIIGQDGSV RAQSANFPQFKPEEITAIMNDFAEPGTLAPTGLHL $ -./0
GGTKYMVIQGEAGAVIRGKKGAGGITVKKTNQALIIGIYDEPMTPGQCNM IVERLGDYIIEQGL*

N

1118 » F118

Abb. 32: Sequenzanalyse der Lyc e 1.02-VarianteGezeigt ist die Aminosduresequenz von Lyc e 1.02
(Acc. No. AY061819) in schwarz. Die identifiziertenicht-stilen Aminosaureanderungen von 40

sequenzierten Lyc e 1.02 Varianten sind in rot esieglt.

Tabelle 12: Art und Anzahl der identifizierten Lyc e 1.02 Mutationen

Mutanten Basenaustausch Art des Basenaustausch Aminoséauresequenz Haufigkeit
Lyc e 1.02-1 bis -40 T— G Transversion R33 — W33 40
Lyc e 1.02-5 T—»C Transition 115 — T15 2
A—> G Transition H19 —» R19 2
Lyc e 1.02-13 C—T Transition T48 —» S48 4
Lyc e 1.02-17 A—» G Transition N38—» S38 17
A—> T Transversion 1118 —» F118 17

Um einen Eindruck zu bekommen, inwieweit sich diedédrungen der Aminosauresequenz
auf die dreidimensionale Struktur des Tomatenpnsfiausgewirkt haben kénnten, wurden in
Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Benedikt Schmid vomhrs&uhl fir Biotechnik der
Universitat Erlangen-Nurnbelig silico Proteinmodelle erstellt. Als Basis fur die Lyc .€2-
Modelle wurde die Kristallstruktur von Profilin laArabidopsis thaliangPDB code 3NUL)
herangezogen. Sowohl das unmutierte Lyc e 1.02aath die verschiedenen Mutanten
wiesen die Profilin-typische Faltung auf (Threnhal, 1997), die sich aus einem zentralen
sieben-strangigen antiparallelerAFaltblatt 1, Aminoséuren 22-27%2, 32-35;b3, 65-67;
b4, 70-78; b5, 82-87;b6, 90-96; b7, 100-106), welches von je einer N- und einer C-

terminalena-Helix (al, Aminosauren 3-10 und3, Aminosauren 112-129) umschlossen
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wird, und einer weiteren -Helix auf der anderen Seitead, Aminosauren 112-129),
zusammensetzt. Der strukturelle Vergleich mit demfilfh aus Saccharomyces cerevisiae
(PYF1, PDB code 1YPR, 33% Sequenzidentitat) mitfels DaliLite-Programms (Holm and
Park, 2000) zeigte ein@ot-mean-square deviatioon 1,4 A (fir G-Atome), was fiir eine
groRRe strukturelle Ahnlichkeit spricht. Die groRtgnterschiede zwischen den Profilinen Lyc
e 1 und PFY1 liegen in déioop-Region zwischen der Helial und dem -Faltblatt 1. Bei
PFY1 ist dieseLoop-Struktur um 4 Aminosauren verkurzt. Die AbbilduBg zeigt einen
Vergleich der Aminosauresequenz und der dreidino@aden Struktur der Profiline aus Hefe

und Tomate.

B Abb. 33: Vergleich der Aminosauresequenz und der -
dimensionalen Struktur von PFY1 und Lyc e 1. A)Aminoséaure-
sequenzvergleich zwischen Lyc e 1.02 (Acc No. AY&®) und PFY1
(Acc. No. M23369). Die Sequenzidentitat betragt 28%er
Sequenzvergleich wurde mit dem Programm Clustal\vkchagefihrt.
Schwarz: Kennzeichnung fur identische Aminosaure@rau:
Kennzeichnung fir ahnliche Aminosaur®). Bandermodell von PFY1
(grau, pdb 1YPR) und Lyc e 1 (schwarz). Das Modeii Lyc e wurde
von SWISS-MODEL berechnet (http://swissmodel.expagd. Die
Abbildung wurde mit dem Programm PyMOL erstellt

(www.pymol.org).

Interessanterweise lagen zwei der gefunden Mutatiopgenauer gesagt 115T und H19R, in
genannteiLoop-Region (Abb. 34 Lyc e 1.02-5, gezeigt in gelb). AMéind His19 sehr leicht

zuganglich ist, ist llel5 nur teilweise zuganglichd steht in van-der-Waals Kontakt mit
lle118, einer weiteren Mutation, die wir identigzen konnten (Abb. 34 Lyc e 1.02-17 gezeigt
in grin). Wobei 1lle118 laut Homologiemodell ganz imeren des gefalteten Profilins

79



verborgen liegt. Die Mutation von 1le118 zu Pheli®i die weitere Mutation von N38 zu
S38 wurde in insgesamt 17 Lyc e 1.02 Mutanten gefanN38S liegt in dekoop-Region
zwischen dem-Faltblatt 2 und der -Helix 2, und ist von aul3en sehr zuganglich (Abb. 34
Lyc e 1.02-17 gezeigt in grun). Die zusatzliche Mign von T48S in der Mutante Lyc e

1.02-13 befindet sich in der HeliX2 und ist ebenfalls leicht zuganglich (Abb. 34 leyd.02-
13 gezeigt in blau).

Abb. 34: Strukturanalyse der Lyc e 1.02-Varianten in Vergleich mit nicht-mutiertem Lyc e 1.02.
Bandermodell der tberlagerten Homologiemodelle kpn e 1.02 (in grau) und den Lyc e 1.02-Varianten
Lyc e 1.02-5 (in gelb), Lyc e 1.02-13 (in blau) umgt e 1.02-17 (in grun). Die Hauptkette der Muanist
nur fur die Loop-Regionen gezeigt. Die mutierterbblgketten Aminosauren sind in der Abbildung farbig
gekennzeichnet. Die Aminosauren M1 und L131 singtldein N- und ein C- markiert, und stehen fiir den

Anfang und das Ende der Struktur. Generierung dsildung mit dem PyMOL-Programm (The PyMOL
Molecular Graphics System, Version 1.2r1, SchroeiingLC.).

Abbildung 35 zeigt die Aminosauresequenz der RAnidbform Lyc e 1.02 (Acc. No.
AJ565931.1), in welcher die poly-L-Prolin-Bindesteh hellgrau und die Aktinbindestelle in
dunkelgrau gekennzeichnet sind. Die Sekundarstrgeizt sich insgesamt aus dreelices

und sieben -Faltblattern zusammen.
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Abb. 35: Profilin der Tomate. Gezeigt ist die Aminosduresequenz von Lyc e 1/@2.(No.: AY061819) mit
der poly-L-Prolin-Bindestelle in hellgrau und dektfhbindestelle in dunkelgrau. Die Sekundarstrukturde

ebenfalls angegeben. Helices sind als Zylinddfaltblatter sind als Blockpfeile dargestellt.

In Abbildung 36 A ist ein multiples Sequenzalignimdar Aminosauresequenzen von Bet v 2
(Acc. No. P25816), dem Melonenprofilin Cuc m 2 (Adto. Q7XQ0), dem Profilin der
Sonnenblume Hel a 2 (Acc. No. Y15210), und destABa(Acc. No. GU353412) dargestellt.
Fur das Bet v 2 konnten drei Epitope identifizigdrden (E 1: 1-32 AS; E 2: 28-52 AS; E 3:
108-131 AS), von denen zwei partiell mit der Akiimdtestelle tGberlappten (Federev al,
1997). Bei Hel a 2 wurden funf Epitope charakterts(Epitop 1: 1-15 AS; Epitop 2: 40-50
AS; Epitop 3: 100-109 AS; Epitop 4: 108-115 AS; tapi5: 122-127 AS). Das erste Epitop
Uberlappt mit der Poly-L-Prolin Bindestelle, di¢zen drei Epitope befinden sich im Bereich
der Aktinbindestelle (Asturiast al, 2002). Die bisher identifizierten Epitope E1, E3 und
E4 des Cuc m 2 sind in der oberen Zeile der Abbdd86 hervorgehoben. Die Epitope E1
und E2 Uberlappen teilweise mit der Aktinbindestéligl. Abb. 35) und zeigten im Phagen-
Display die grof3te IgE-Reaktivitat, wohingegen ERfiUE4 nur eine geringe IgE-Reaktivitat
auslosen konnten (Lopez-Torrejenal, 2007).

Ebenfalls in Abb. 36 A abgebildet ist das fur Cu@morgeschlagene konformationelle IgE-
Epitop SW3As5Y sDgH10T111P115G118Q114N11éM117R121L 122, Welches in der unteren Zeile
gekennzeichnet wurde (Tordesilles al, 2010). Dieses konformationelle Epitop scheint in
den meisten Pollen-Profilinen stark konserviersein, z. B. dem Bet v 2 aus Birke oder dem

Phl p 12 aus dem Lieschgraspollen.
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E1l E2
Betv2 MSWQTYVDEHLMCDIDGQASNSLASAIVGHDGSVWAQSSQFRPQEITGIMKDFEEPG
Betv 2 MSWQTYVDEHLMCDIDGQASNSLASAY €15 IIei AT OIS H Ol M OIS MKDFEEPG

Epitop 1 Epitop 2
Hela 2 WSO A= BN EGTGQHLTSAAILGLDG TVASRANE OIS (UK GIIKEFDEAG
Hel a2 MSWQAYVDEHLMCDIEGTGQHLTSAAILGLDGTVWAQSAKHKPEEMKGIIKEFDEAG

E3 E4
Cuc m 2 MSWQAYVDDHLMCDIDGNRLT--AAAILGQDGSVWINIEIERINE IAAILKDFDQPG I
Cucm2 M EQAYVORILMCDIDGNRLT--AAAILGQDGSVWSQSATFPAFRLEEIAAILKDFDQPG

#1 #2 #3 #4 #5
Arah5 MSWQTYVDNHLLC [E| [FeHLS--SAAILGQDGSVWAENFPQFKPEEITAIMNDFAEPG !

kkkkokkkokkokokek sekkek kkek okke k% ke ke keeek o %

E3
Betv 2 HLAPTGLHLGGIKYMVIQGEAGAVIRGKKGSGGITIKKTGQA.VFGITEEPVTPGQCNMY¥$
Betv 2 HLAPTGLHLGGIKYMVIQGEAGAVIRGKKGSGGITIKKTGQA.VFGITEEPVTPGQCNM¥$

Epitop 3 Epitop 4

Hel a2 TLAPTGMFIAGAKYMVLQGEPGAVIRGKKGAGGICIKKERAVIIVIEYDEPVAPGQCNIVKS

Hel a2 TLAPTGMFIAGAKYMVLQGEPGAVIRGKKGAGGICIKKTGQMIMEINgBI=GHPGQCNMVES

El El E2
Cucm2 TLAPTGL [FEESIATNQGEAMNIEE I VRINALIIGIYDEPLTPGQCNMI ##"
Cuc m 2 TLAPTGLFLGGTKYMVIQGEAGAVIRGKKGSGGITVKKTNQUGIYDEPL [iFE[ONN ##"

#5 #6 #7 #7
Arah5 SLAPTGLYL [EIRIYIVI®)JGHREAVIRGKKGPGGVTIKKTNQALIIGIYDEPMTPGQCNMH#"
*****:.:.* ****:*** *kkkkkkkhk **: :*** *% :::***:**::******:
E3

Betv2 VERLGDYLIDQGL @ #%%
Betv2 VERLGDYLIDQGL  #%%

Epitop 5
Hela 2 INEYLLEQGM#%%
Hela2 VERLGDYLLEQGM  #%%
E2
Cucm2 VER H%ott
Cucm?2 VE [{IGDYLIEQGL #%#
#8
Arah5 VERLGDYLI [JfeL #%#

Kkkkkkkeorr ke

Abb. 36: Aminosauresequenzvergleich zwischen Bet2; Hel a 2, Cuc m 2 und Ara h 5Dargestellt ist ein
Alignment der Aminosauresequenzen von Bet v 2 (Ata. P25816), Hel a 2 (Acc. No. Y15210), Cuc m 2
(Acc. No. Q7X9Q0) und Ara h 5 (GU354312). Die bistientifizierten Epitope sind farblich hervorgeleob
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Abb. 37: Aminoséuresequenzvergleich zwischen Lyc &.02 R33 und den erzeugten Lyc e 1.02-
Mutanten. Die Ausgangssequenz vor der ungerichteten Mutagefiae e 1.02 R33) und die Mutanten
Lyc e 1.02-5, -13 und -17 sind dargestellt, diegéigen Mutationen sind hervorgehoben.

Wenn man nun die Sequenzen der Lyc e 1.02-Mutami¢rder Lokalisierung der bisher
beschriebenen Epitope des Cuc m 2 vergleicht, fa&lif, dass die meisten
Aminosaureanderungen, die durch die ungerichtetadfunese eingefuhrt wurden, nicht Teil
eines bekannten Epitops sind. Nur die Mutation,chelzu dem Aminosaureaustausch von
1118 zu F118 in der Mutante Lyc e 1.02-17 fuhrt,Tisil des schwach IgE-reaktiven Epitops
E4 (Abb. 34 und Abb. 37 Lyc e 1.02-17) und die nelgéite Aminosaure an Position 118 in
der selben Mutante ist in direkter NachbarschaftAkdinbindestelle, was eine Erklarung fir
die verminderte IgE-Reaktivitat sein konnte. WiganrPunkt 3.3.6 erwéhnt liegen die beiden
veranderten Aminoséauren in der Variante Lyc e B0&-einer Loop-Region zwischen der
ersten Helix und dem ersterFaltblatt, was zu einer Veranderung der Falturfglge haben

konnte.

3.3.7 Reduziertes allergenes Potential der Lyc e 1.02-Vianten im IgE-

Immunoblot

Die IgE-Reaktivitdt der Lyc e 1.02 exprimierenderefél wurde in IgE-Immunoblots
Uberpruft. Dazu wurden Proteinextrakte aus dersganen Hefe gewonnen, diese per SDS-
Gel aufgetrennt, an eine Membran gebunden und erdimnten Patientenseren inkubiert.
Dafur wurden von verschiedenen symptomatischen Teama#dergiker und einem
Birkenpollenallergiker die klinischen Daten erfasstd diese sind in der Tabelle 13

zusammengefasst.
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Tabelle 13: Charakterisierung der Patienten (Gesclohte, allergische Symptomatik,
spezifisches IgE (CAP-FEIA Analyse)

Patient Ge- Alter Beruf Klinische Klinische SPT SPT CAP CAP CAP
schlecht Symptome  Symptome (Tomate) (Birke) Tomate Birke rBet

(Tomate) (Birke) MWD MWD kUM kUM v2

[mm] [mm] [kU/

T 002 w 44 Arztin OAS RCA 6 12 3,08 134 25,7
T 045 w 32 Lehrerin OAS RCA 6 3 3,9 30,6 11,6
T 046 w 72 Rentnerin OAS RCA 4 4 16,4 11,8 2,8
T 081 m 28 Betriebswirt Urticaria RCA 4 6 1,21 17,1 2,4
B 009 w 35 Juristin keine RCA n.b. 4 0,9 30,7 1,9

Legende: Demographische Daten (Alter, Geschlecht (mannliefisich), Klinische
Geschichte und Symptome von Tomatenallergischeno@Er Birkenallergischen (B) sind
gezeigt. w = weiblich, m = mannlich; OAS = Oraleafly syndrome, RCA = Allergische

Rhinokonjunktivits éllergic rhinoconjunctiviti$, n.b. = nicht bestimmt.

Bei den Patienten T 002 (Abb. 38 A) und T 045 (ABB.B) war eine starke IgE-vermittelte

Reaktion hinsichtlich des gereinigten Lyc e 1 urd th der Hefe exprimierten unmutierten
Lyc e 1.02 zu erkennen. Die IgE-Antikdrper dieseatiéhten reagierten auch auf die
Proteinextrakte der Lyc e 1.02-13. Die Reaktionegetper Lyc e 1.02-5 und Lyc e 1.02-17
war deutlich vermindert. Ein ahnliches Muster wai den schwachen Lyc e 1-positiven
Patientenseren T 046 (Abb. 38 C) und T 081 (AbbD3&u erkennen. Auch bei den Seren
dieser beiden Patienten zeigte sich eine unvertndgE-Reaktivitat gegeniber dem
unmutierten Lyc e 1.02 aus der Hefe, sowie der Netdyc e 1.02-13, wobei keine Aussage
Uber die IgE-Reaktivitdt gegenuber Lyc e 1.02-5 uypcle 1.02-17 getroffen werden kann, da
die IgE vermittelte Reaktion insgesamt zu schwaeln. vkls Serum des Birkenallergikers B

009 (Abb. 38 E) mit den in der Hefe komplementiekgn e 1.02-Varianten getestet wurde,
zeigte sich auch hier ein ahnliches Sensibilisigenmuster. Das Serum wies eine IgE-
vermittelte Reaktion gegeniber der Positivkontrolje e 1, sowie der unmutierten Form des
Lyc e 1.02 und der Mutante Lyc e 1.02-13 auf. Ing&esatz dazu war die Reaktion der IgE-
Antikdrper gegenuber den Mutanten Lyc e 1.02-5 uycl e 1.02-17 deutlich reduziert. Um

ausschlieRen zu kénnen, dass die Lyc e 1.02-Mutameder Hefe ein verédndertes

Expressionsniveau aufweisen und es durch eine wderte Expression zu einer Reduktion
der IgE-Reaktivitat gekommen ist, wurden die Praggtrakte mittels einem kreuzreaktiven
anti-Profilin Antikorper getestet. Wie in Abbildun88 F gezeigt, lagen fiur alle Profilin-

Varianten in den transgenen Hefezellen ahnlichgiréssionshdhen vor.
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Abb. 38: IgE-Immunoblot von komplementierten pfyl Hefen. Analyse der IgE-A-E) und 1gG- F)
Bindefahigkeit an Proteinextrakte (je 25 pg/cm) Wil Hefe (Spur 1), transformierter Hefe Lyc e 1.02
(Spur 2), den komplementierten Mutanten Lyc e Bq3pur 3), Lyc e 1.02-13 (Spur 4) und Lyc e 1.02-1
(Spur 5). 0,5 ug rekombinantes Lyc e 1 wurde alstkdle (Spur 6) aufgetragen. Die Proteine wurdberi
ein 15% SDS-Gel aufgetrennt, auf eine Nylonmemigetiottet und mit Seren der Tomatenallergiker TO02
(A), T 045 B8), T 046 C), T 081 D) und mit Serum des Birkenallergikers B 0(®) (inkubiert. Als
Expressionskontrolle wurden je 30 pg/cm der Gesalfatarakte mit dem anti-Profilin Anti-Korper getes
(F). Die Pfeilspitzen reprasentieren den Grof3enstanolei 10 und 15 kDa.
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4. Diskussion
4.1 Reduktion der Allergenitat pflanzlicher Nahrungsmittel

Die Nahrungsmittelallergie stellt vor allem in demstlichen Industrienationen ein immer
groBer werdendes Problem dar, das bei den betesff@atienten schlimmstenfalls zu einer
Mangelerndhrung, sozialer Isolation oder sogar dewh filhren kann (Nucerat al, 2006).
Ob die Pravalenz der Nahrungsmittelallergie dabdiklieh stetig ansteigt, ist nicht
abschlieBend geklart (Sichemrral, 2010). Meist wird den Betroffenen von klinisctgzite
geraten, vollig auf das allergieauslésende Nahmarited zu verzichten, was sich bei einer
Allergie gegen bestimmte Lebensmittel schwierig@ést, da viele industrielle Fertiggerichte
nicht alle Bestandteile deklarieren missen (Cleriggt al, 2002). Die spezifische
Immuntherapie (SIT), an der seit nunmehr fast ldlreh geforscht wird, ist zum heutigen
Zeitpunkt fur Inhalationsallergene und verschiedbrsektengifte verfligbar, ist jedoch noch
nicht fir die Behandlung einer Nahrungsmittelallergealisierbar (Nowak-Wegrzyn und
Murano, 2011). Ein Negativbeispiel fur die SIT eitahrungsmittelallergie gibt eine Studie
mit Erdnussallergikern, bei der ein Proband duiole &erwechslung statt eines Placebos die
volle Allergendosis verabreicht bekam, und daraufan einem anaphylaktischem Schock
verstarb (Oppenheimest al, 1992). Verschiedene Ansatze wurden daher veyfalp die
allergenen Proteine in pflanzlichen Nahrungsmittainreduzieren und somit das Leben fir
Nahrungsmittelallergiker zu erleichtern. Ein ersd@satz beschaftigt sich mit der Reduktion
der IgE-bindenden Eigenschaften durch Verarbeiforugesse food processing bei der
Herstellung von Nahrungsmitteln. Dazu z&hlen uateterem die thermischen Verfahren, wie
die Behandlung der Nahrungsmittel mit feuchter watmer Hitze. Bei diesen thermischen
Verfahren hat sich gezeigt, dass viele Allergenehduoei dieser Art der Verarbeitung sehr
stabil bleiben, worunter auch die CCxsdss-reactive carbohydrate determingngghoren
(Ballmer-Webett al, 2002). Des Weiteren konnten Maleki und Mitarbereigen, dass sich
durch Rdstung das allergene Potential der Erdnus$seund der Maillard Reaktion sogar
vergroRert (Malekiet al, 2000a). Die bisherigen Ergebnisse zu der Prggeosind nicht
eindeutig, da in verschiedenen Studien sowohl ¥@eninderung als auch keine Anderung
des allergenen Potentials beobachtet werden kdiviaéeki et al, 2000b; Wigotzkiet al.,
2000). Eine weitere Mdglichkeit bietet die Selektiovon Kultivaren mit niedrigem

Allergengehalt, wie sie fur verschiedene Apfelsort®rgeschlagen wurde (Bolhaer al,
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2005; Zuidmeeret al, 2006). So weisen z. B. die Apfelsorten ,Jambatier auch
-Hammerstein* sehr niedrige Konzentrationen des\B&thomologen Allergens Mal d 1 auf
(Vieths et al, 1994). Im Falle der Tomate konnte bei einem \éch von zwei Varietaten
zwar ein Unterschied in der Allergenmenge, nicherabh der gesamten Allergenitat,
detektiert werden (Doéllet al, 2011). Die Zuchtung spezieller allergenarmeridfgen wurde
zwar Uber Jahre diskutiert, bis zum heutigen Zeaitgpuvurde aber keine kommerzielle
Varietat erzeugt (zusammengefasst in Scheurer uodneSvald, 2009). Eine weitere
Maglichkeit um die Allergenitat von pflanzlichen Maingsmitteln zu reduzieren bietet die
Genstilllegung, das so genannte ,Silencing”. Dalersing wird allgemein in das Post-
transkriptionelle Gensilencing(post-transcriptional gene silencingPTGS) und das
Transkriptionelle Gensilencin@iranscriptional gene silencingrGS) unterteilt. Beim PTGS
kommt es zur Degradierung von Boten-RNAessengerRNAMRNA). Es hat seinen
Ursprung in der Abwehr invasiver Nukleinsduren,veksgen werden Transgentranskripte, die
viraler RNA &hneln, iber PTGS abgebaut (Vauchardtkagard, 2001). Beim TGS hingegen
wird durch eine Methylierung des Promotors die Genession unterbunden (Sijeat al,
2001). Ein Unterschied zwischen PTGS wund TGS isgssd das PTGS als
Abwehrmechanismus gegen virale Nukleinsduren haaplish im Zytoplasma angesiedelt,
das TGS dagegen der Abwehr mobiler NukleinsdurerNumkleus dient (Vaucheret und
Fagard, 2001). Das PTGS wurde mittlerweile in falen eukaryotischen Organismen
nachgewiesen. So wurden ahnliche Phanomene imRilzQuellingund in Tieren alRNA-
interferencgRNAI) beschrieben (Li und Ding, 2006).

Die RNAI ist in Pflanzen eine etablierte und sehiolgreich angewendete Methode zur
genetischen Modifizierung. Bei ihr handelt es sich einen Genstilllegungs-Mechanismus,
welcher durch endogene doppelstrangige (ds) RNAit wird (Fireet al, 1998; Smithet
al., 2001). Bei der RNAi kommt es in den meistenéfiltu einer Spaltung der mRNA, was
dann letztendlich zur Stilllegung des Ziel-Gens rfiiwobei es daneben aber auch die
Mdglichkeit der Inhibition der Translation oder ddodifikation von Chromatin gibt (Li und
Ding, 2006). Die RNAi wurde mehrfach in verschiederPflanzenarten angewendet, um die
Allergenitat verschiedener Nahrungsmittel zu senfégéarmanet al, 2003; Gilisseret al,
2005; Dodoet al, 2008; Peterst al, 2011; Wakasat al, 2011). In der Tomate wurde die
Expression unterschiedlicher Tomatenallergene voarschiedenen Arbeitsgruppen
erfolgreich gehemmt (Let al, 2006a, Leet al, 2006b; Loren=zt al, 2006; Kaulftrst-Soboll
et al, 2011). Allerdings hat die RNA Interferenz aubhei Grenzen. So konnten Szittya und

Mitarbeiter beobachten, dass einige biotische ubibtiache Faktoren Einfluss auf die
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Stabilitat und die Effizienz von RNAIi unter versetienen Umweltbedingungen haben
(Szittya et al, 2003). Zusatzlich kodieren viele Viren fiur songente ,Silencing-
Suppressorproteine” (Ro#t al, 2004), welche in der Lage sind, die Wirksamkieit RNAI
unter Freilandbedingungen erheblich zu stéren. Désteren konnen die bei der RNAI
gebildeten siRNAs auch RNAs beeinflussen, die nigiistandig komplementar sind, was
dann zu nicht gewiinschten Resultateff-{arget results fihren kann (Jackscet al, 2003).
Deswegen wurde vor einigen Jahren die Methode dédiziallen mikroRNA (artificial
mircoRNA amiRNA) entwickelt (Schwabt al, 2006). Gegenuber der konventionellen RNAI
bietet die Methode der amiRNA gewisse Vorteile. DaeiRNAs ermdglichen die
gleichzeitige Hemmung von nicht stark homologen &grohne die Expression weiterer
ahnlich homologer Gene zu beeinflussen (Jones-Ris@dl, 2006; Schwalet al, 2006).
Des Weiteren konnten Niat al (2006) zeigen, dass ein miRNA vermitteltes Silegdn
Pflanzen nicht durch Kalte aufgehoben werden k&iin.die zielgerichtete Modifikation des
Genoms kdnnen auch Zinkfinger-Nukleasen (ZFN) esage werden. Die ZNF werden meist
so konstruiert, dass sie genspezifische Doppefftréiche hervorrufen. Diese kdnnen
entweder in Kombination mit einem Donorvektor duhdmologe Rekombination, was einen
prazisen Austausch von Genen, eine Insertion ader [eletion auslésen kann, oder durch
dasnon-homologous end joiningieder repariert werden. Die ZNF-vermittelte Makhttion
wurde in Pflanzen zum einen fur gerichtete Mutageneund zum anderen fur die gerichtete
Integration von Transgenen angewendet (zusammessjefa Petolinoet al, 2010). Eine
weitere Methode zur genetischen Modifizierung vdlarzen stellt das TILLINGtargeting
induced _local _lesions__in_ genomeslar, das eine chemische Mutagenese mit EMS
(Ethylmethansulfonat) mit deimgh-throughput screeningach Punktmutationen kombiniert.
Das Verfahren konnte erfolgreich zur Reduktion Alégrgenexpression von Ara h 1 und Ara
h 2 in Erdnuss angewendet werden (Kmolal, 2011). In der Tomate wurden zum TILLING
verschiedene Studien durchgefuhrt und es konntdiélivarietat Micro-Tom eine TILLING-
Plattform aufgebaut werden (Gadial, 2012; Okabet al, 2011). Erst seit kurzer Zeit wird
die Anwendung der TALEt@anscription_activator-like effectoyfNukleasen fir die gerichtete
Mutation von verschiedenen Proteinen diskutiertLEANukleasen kdnnten sich in Zukunft
als nitzliches Werkzeug bei der gezielten Modiftkatvon pflanzlichen Proteinen und z. B.
auch bei der Reduktion von Allergenen erweisen f&waret al, 2011; Sanjanat al, 2012;
Mahfouz und Li, 2011).
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4.2 Pflanzen-basierte therapeutische Glykoproteine

Bei allen eukaryotischen Organismen ist die Glykesyng spezieller Asparagin-Reste (N-
Glykosylierung) eine stark konservierte ko-translale Modifikation von sekretierten
Proteinen. Die Biosynthese der Glykane wirdcore-Glykosylierung und Glykan-Reifung
unterschieden und benétigt eine Vielzahl von EnzynfKinasen, Glykosyltransferasen,
Transporter, Glykosidasen, usw.), deren kodiere@bgiuenzen ca. 1% des Genoms
beanspruchen (Feizi und Mulloy, 2003). Wahrend dere-Glykosylierung, die im ER
stattfindet, werden vorgefertigimore-Oligosaccharide (GiMansGIcNAC,, siehe Kapitel 1)
auf die Asparagin-Reste einer wachsenden Polyp&@ite (bertragen. Die anschlieRende
Reifung der N-Glykane, die zu der Bildung der vhirsdenen Typen fuhrthigh mannose,
hybrid, compex type findet im Goli-Apparat statt (Kukuruzinska underinon, 1998;
Heleniuset al, 2001). Die N-Glykosylierung ist in der Kernsttuk auch bei nicht nahe
verwandten Arten stark konserviert, wohingegen ehestandigen gebundenen Zucker bei
Séaugern und Pflanzen unterschiedlich sind (Altm&®9,7). Wahrend bei den Saugern die N-
Glykane mit Galaktose und Sialinsauren wie der NtfleNeuraminsdure enden, liegen die
pflanzlichen N-Glykane gebunden arm,2-Xylose, 1,3-Fucose oder eventuell Lewis a-
Eptiopen, vor (Tretteet al, 1993; Garcia-Casadat al, 1996; Wilsonet al, 1998; Wilson
und Altmann, 1998; Fitchette-Lainét al, 1997). Aufgrund ihres weit verbreiteten
Vorkommens im Tier- und Pflanzenreich, wird did,3-Fucosylierung als wichtigere
Determinante bei der Kreuzreaktivitat angesehens@iet al, 1998; Tretteret al, 1993).
Bisher wurde diecore 1,3-Fucose in Pflanzen (Leitezt al, 1999) und Nematoden
(Paschingeret al, 2004) nachgewiesen. In Glykoproteinen von Irsekiritt die Fucose
sowohl in einer 1,6-, als auch in einerl,3-Bindung auf (Staudacher und Mérz, 1998),
weshalb diese Glykoproteine fur Wirbeltiere antigeinken kénnen (Fabinet al, 2001).
Demgegeniber steht die Prasenz dg2-Xylose, die hauptsachlich ein Charakteristikeon
Pflanzen (Strasseat al, 2004), einigen Schnecken (Muldsral, 1995) z.B.Helix pomatia
(Lommerseet al, 1997), Trematoden (Faveewt al, 2003) sowie parasitischen Wirmern
(Lehret al, 2007) ist, wobei auch dieser gebundene ZuckemneBeitrag zur Kreuzreaktivitat
leisten kann (Pdltet al, 2007). Da die Pflanzen-spezifischen ZuckeR-Xylose und 1,3-
Fucose fir Sauger ein immunologisches Problem alknst konnen, sind sie auch der
Hauptgrund fir Bedenken gegen die Produktion theragcher Glykoproteine in
pflanzlichen Systemen (Wilsoet al, 1998; Foétisch und Vieths, 2001; Bardiral, 2003a;

Sethuraman und Stadheim, 2006). Bei der Testungirv@rabak exprimierten Antikorpern,
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zeigten die C57BL/6 Mause, Kaninchen, Ratten und.B/& Mause eine Immunantwort
gegeniber den rekombinanten Pflanzen-basierten yka@én (Chargeleguet al 2000,
Bardoret al, 2003b, Petruccelit al, 2006, Jiret al, 2008). Deswegen arbeiten seit einigen
Jahren verschiedene Arbeitsgruppen an der Moduolatier N-Glykosylierung fur die
Herstellung human-optimierter Glykoproteine in R#lan (Coxet al, 2006; Strassest al,
2009).

4.3 Modulationen der N-Glykosylierung in Pflanzen

In den letzten Jahren wurden einige Pflanzen hexlifiedei denen an verschiedenen Stellen
der Glykosylierung Modulationen vorgenommen wurdgei der ersten hergestellten
Glykosylierungs-Mutante handelte es sich umAliabidopsis thalianagll Mutante, bei der
die Expression des Enzyms N-Acetylglucosaminyltemese | (GnTl;, EC 2.4.1.101)
ausgeschaltet war. In dergll Mutante konnten keine komplexen N-Glykane mehr
synthetisiert werden, woraufhin es zu einer Anhéagfuon N-Glykanen des Oligomannose-
Typs kam (von Schaewest al, 1993). Die GnTI katalysiert den initialen Schatir Bildung
komplexer N-Glykane, indem sie einen N-Acetylgllamoin-Rest (GIcNAc) von UDP-
GIcNAc auf die 1,3-Mannose-Antenne des Akzeptorsubstrates sMENAc[Man 1-
6(Man 1-3)Man 1-6(Man 1-3)Man 1-4GIcNAc 1-4GIcNAc] Ubertragt, um
GIcNAcMansGIcNAc, herzustellen, welches eine Voraussetzung fur diekiwg aller
weiteren prozessierenden Enzyme ist (Harpaz undcBobr, 1980; Oppenheimer und Hill,
1981; Strasseet al, 2005). Wahrend die komplexen N-Glykane fir digvwicklung der
Sauger eine essentielle Rolle spielen, wird allgerpestuliert, dass komplexe und hybride
N-Glykane fur die pflanzliche Entwicklung nicht kigigt werden. So ist eine GnTI Defizienz
fur Mause im Embryonalstadium letal und diese ligthalwird zusatzlich von schweren
Entwicklungsanomalien begleitet (loffe und Stanl&994; Metzlert al, 1994), wohingegen
die Arabidopsis thaliana cglMutante unter normalen Anzuchtbedingugen lebengféahd
fertil ist, und keine phanotypischen Auffalligkeiteaufweist (von Schaeweet al, 1993;
Wenderothet al, 2000). Mittlerweile wurden in verschiedenen pf#lichen Organismen
verschiedene Enzyme der N-Glykosylierung ausgetathahd in diesen human-optimierten
Pflanzen und Zelllinien verschiedene Glykoproteumel Antikorper hergestellt (Lerougst
al., 2000; Koprivoveet al, 2004; Coxet al, 2006; Bondiliet al, 2006; Strasseat al, 2009).
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Bei der in vitro-Testung dieser rekombinanten Glykoproteine wahdyiskein negativer
immunologischer Effekt zu beobachten (Stragsel, 2009).

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit sollte usiieht werden, ob die Hemmung dér2-
Xylosyltransferase(XyIT) in Tomatenpflanzen zu einer verminderten Allerg&nvon
transgenen XylT_RNAIi Frichten bei tomatenallergesthiPatienten fihrt. Zur Suppression
der XylT Genexpression wurde eiylT-spezifisches RNAi-Konstrukt Uber Agrobakterien-
vermittelten Gentransfer stabil in das Pflanzengenmn L. esculentumvar. Micro-Tom
(Scott und Harbaugh, 1989) inseriert, welches urdentrolle des konstitutiven 35S-
Promotors aus dem Blumenkohl-Mosaik-Virus standp(kal.1). Anhand von Western Blot
Analysen mit einem Xylose-spezifischen Kaninchemsekonnte eine deutliche Reduktion
der 1,2-Xylose gebundenen Glykoproteine in verschiede@eweben der transgenen
XylT_RNAIi Tomaten im Vergleich mit Wildtyp (WT)-Pdinzen nachgewiesen werden. Die
verminderte Akkumulation defyIT spezifischen mMRNA konnte sowohl im Northern Bhig
auch uber quantitativeeal-time PCR (QRT-PCR) bestatigt werden (Kap. 3.1.2). Darks
reduzierte Gehalt an Xylose tragenden N-Glykandmtéliizu einer Zunahme Mannose-
gebundener N-Glykane, deren Auftreten durch einemghrte ConcanavalinA (ConA)-
Bindefahigkeit mittels Affinoblot immunologisch ragewiesen werden konnte (Kap. 3.1.3).
Das Lektin ConA bindet spezifisch an hoch-molekal&tannose. Bei dieser Bindung bleibt
eine Bindestelle unbesetzt, an die sich Meerrgidobxidase heften kann, wortiber eine
Nachweisreaktion ablaufen kann (Faye und Chrisp&&R5). Eine weitere Auswirkung der
XylT-Suppression war eine leichte Reduktion im Fucdsalje der transgenen
Tomatenfriichte, die im Western Blot beobachtet eerdkonnte. Um einen genaueren
Eindruck tber die Veranderungen der N-Glykanzusansetzung nach der Genstilllegung
der XylT bekommen zu kdnnen, wurden in Kooperation mit FBof Friedrich Altmann und
Dr. Martin Pabst (Universitat fur Bodenkultur WienProteinextrakte wvon rotem
Fruchtmaterial des WT und verschiedener XylT_RNAinién mittels Elektrospray-
lonisations Massen Spektrometrie (ESI-MS) untersublas N-Glykanprofil der getesteten
WT Tomaten der Varietat Micro-Tom zeigte, dassrdiehgewiesenen N-Glykane zu ca. 64%
dem Komplex-Typ mit gebundenet,2-Xylose und 1,3-Fucose, und zu ca. 36% détigh-
Mannose Typ angehorten. Dies steht im Einklang mérschiedenen Studien zur
Charakterisierung der N-Glykane in der Tomate. Bateil der komplexen N-Glykane in
verschiedenen Wildtypen lag zwischen 87% (Wilsbral, 2001) und 77,6% (Nakamued
al., 2009) der gesamten Glykanmenge. Der AnteiHagh-Mannose Typ N-Glykanen lag
zwischen 5,4% (Zelengt al, 1999) und 22,4% (Nakamuet al, 2009), wobei sich die
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grolen Schwankungen durch unterschiedliche Extnaktnethoden erklaren lassen
(Nakamureet al, 2009). Bei dem Glykanprofil der XylT_RNAI LinieB-16 und 12-4 waren
einige Unterschiede im Vergleich zum WT erkennBarkonnten bei den XylT_RNAI Linien
die drei Hauptkomponenten des WT nicht nachgewiegenden, da diese immer komplexe
N-Glykane enthielten, die mit Xylose verknipft waréMMX, (GnM)Xiso, MMXF).
Stattdessen kam es bei den analysierten XylT_RN#ieh zu einer Verschiebung der
Hauptkomponenten von den komplexen N-Glykanen hinden Mannose- und Fucose-
gebundenen N-Glykanen ((GnM)iso, ManVIMF). Ein ahnliches Bild wurde bei der
Genstilllegung deXyIT (At5g55500) inArabidopsis thaliangbeobachtet. Wahrend im WT
die drei Hauptkomponenten Xylose- und Fucose-traged-Glykane aufwiesen, konnte im
Spektrum der erzeugterylt-Linie keine der drei Hauptkomponenten des WT detak
werden. Stattdessen kam es in dgltArabidopsen zu einer Verschiebung der Hauptpeaks
hin zu den Mannose-gebundenen und den fucosylidk&€blykanen (MagFucGICNAG;
GlcNAcMansFucGIcNAG; GIcNAc,MansFucGIcNAG) (Stasseret al, 2004), wobei die
Gesamtmenge an fucosylierten N-Glykanen um mehd@¥% in denxylt-Linien reduziert
war. Die Verminderung der Fucose-tragenden N-Glgkals Nebeneffekt des Silencing der
XylT war insoweit verwunderlich, da in verschiedenebliRationen gezeigt wurde, dass die
Substratspezifitat derl,3-FucT und der 1,2-XyIT nicht durch die Abwesenheit det,2-
Xylose, bzw. der 1,3-Fucose beeinflusst wird (Johnson and Chrisp&8B7; Tezukaet al.,
1992; Staudachest al, 1995; Zenget al., 1997). Aus diesm Grund wird allgemein postuliert
dass die 1,2-Xyloslierung und die darauf folgendel,3-Fucosylierung unabhéngige
Ereignisse in der Pflanze darstellen (Gomord ungF2004; Gomord, 2010).

4.3.1 Reduziertes allergenes Potential der XylT_RNAi Tomgnfriichte in vitro und

in vivo

Das reduzierte allergene Potential der XylT_RNAaRfen wurde zunachst mit Hilfe von
Immunoglobulin E (IgE)-Immunoblot Analysen nachgesen. Bei allen getesteten Seren war
eine deutliche IgE-Reaktion gegentber einem 52 (kida Dalton) Allergen aus der Tomate
mit WT-Extrakt erkennbar. Die Seren von zwei Tomatkergikern (T 018 und T 029)
wiesen im Vergleich mit dem WT eine deutlich verderte IgE-Reaktivitdt gegentber den
XylT_RNAIi Tomatenfriichten auf. Das Serum des P#&tieT 039 zeigte keine nachweisbare
IgE-Bindung gegeniiber Proteinextrakten der XylT_RNAmaten. Die Charakterisierung

des Patienten T 039 zeigte, dass dieser Patientlaiefilich auf ein Protein der Tomate in
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der Grol3e von ungefahr 52 kDa monosensibilisiert (§ap. 3.1.5). Da beim Nachweis mit
ConA ebenfalls bei einem ungeféhr gleich groR3entdfrodie Zunahme der ConA-
Bindefahigkeit gezeigt werden konnte, deuteten Eigebnisse des Affinoblots und die
schwachere IgE-Reaktivitat darauf hin, dass essthdiesem Protein um ein glykosyliertes
Allergen der Tomate handelte. DieFructofuranosidase, das Lyc e 2, hat eine GroRe52o
kDa, besitzt insgesamt vier Glykosylierungsstellend wurde als bisher einziges
Glykoprotein in die Liste der Tomaten-Allergene d®JIS (International Union of
Immunological Societiegufgenommen. Westphal und Mitarbeiter konntenegeiglass die
IgE-Reaktivitdt des Lyc e 2 bei den von ihnen getes Tomatenallergikern allein auf die
Kohlenhydratstrukturen, die 1,2-Xylose und die 1,3-Fucose, zurtckzufiihren war
(Westphalet al, 2003; Fotisclet al, 2003). Die vakuolaren Invertasen sind im Allgamea
bei der Entwicklung der Pflanzen wichtig, indem die Gewebe mit Energie in Form von
Hexosen versorgen (Scholesal, 1996). In der Tomate spielt die vakuolare Inset eine
bedeutende Rolle wéahrend der Fruchtreifung, daSsiecharose zu Glucose und Fructose
hydrolysieren kann, so dass es zu einer AnhaufongHexosen in der Zentralvakuole kommt
(Kaulfurst-Soboll, 2011). Die vakuolare Invertasarde sowohl von Kondo, als auch von
Fotisch und Mitarbeitern als Allergen in der Tonmditecht identifiziert (Foétisclet al, 2001).
Bei 9 von 11 Tomatenallergikern, die ein OraleseAjlesyndrom (OAS) aufwiesen, konnte
die vakuolare Invertase nachgewiesen werden (Katdal, 2001). Um die Hypothese zu
verifizieren, dass es sich bei dem im IgE-Immunbldeobachteten Protein bei 52 kDa
wirklich um das Lyc e 2 handelt, wurden zwei Seram Lyc e 2-monosensibilierten
Patienten (7241-7 und 8695-24; siehe Westphal al, 2003) mit immobilisierten
Proteinextrakten der XylT_RNAi und des Wildtyps uttkert. Beide Patienten wiesen eine
IgE-vermittelte Reaktion gegenuber WT-Tomaten awmicht aber gegenuber den
verschiedenen XyIT _RNAI Linien. Somit konnte diemditat des 52 kDa Proteins als Lyc e 2
bestatigt werden (Kap. 3.1.5). Der Einfluss deringerten IgE-Bindungskapazitat auf die
allergene Potenz wurde vivo mittels Prick-zu-Prick Test mit drei Tomate-seislerten
Patienten (T 018, T 029, T 039) bestatigt. Bei sceomosensibisierten Patienten T 039 konnte
eine Reduktion des Quaddeldurchmessers von 4,3%zbis82,6% mit XylT_RNAI
Tomatenmaterial im Vergleich zum WT erreicht werddei dem polysensibilisierten
Patienten T029 induzierten die XylT_RNAI Tomatewfite im Vergleich mit dem WT eine
Reduktion der Quaddeln, die einen um 0-100% klemé&urchmesser aufwiesen. Der Patient
T 018 zeigte bei der Testung mit den XylT_RNAIi Tdermaeine um 18,2-100% verminderte

Reaktion der Haut. Die einzelnen Hautreaktionerewdei den polysensibilisierten Patienten
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zwar geringer, die absolute Reaktion war dafir adennoch groRer als bei dem

monosensibilisierten Patienten T 039 (Kap. 3.1.6).

4.3.2 Immunogenitdt der XylIT_RNAi Tomatenfrichte bei Hymenoptera-

sensibilisierten Patienten

Wie oben schon kurz erwdhnt sind die KernstruktutenN-Glykane der Pflanzen, Insekten
oder parasitischen Helminthen stark konserviertighund dieser Ahnlichkeit kénnen sie zu
Kreuzreaktionen von IgE-Antikérpern fihren. Die Ig&irukturen, die zur Bildung
kreuzreaktiver anti-CCD IgEs fuihren sind, zum eiden 1,3-Fucose, welche an das innerste
N-Acetylglucosamin gebunden ist, und zum anderenat eine Mannose gebunderig2-
Xylose. Im Gegensatz zu Pflanzen, fehlen den leseklie 1,2-Xylose gebundenen N-
Glykane (Tretteret al, 1993; Wilsonet al, 1998; Altmann, 2007). Um die Frage klaren zu
kénnen, ob die Genstilllegung d&tylT zu einer neuen Kreuzreaktivitdt bei Bienen- und
Wespenallergikern gefuhrt hat, wurden Western Blaalysen mit Seren von Hymenoptera-
sensibilisierten Patienten durchgefihrt. Es konmie den Seren von zwei Bienen- und
Wespengift-sensibilisierten Patienten (BW 008 un@v B)11) im Western Blot keine
Reduktion der IgE-Bindefahigkeit gegentber den XWNAi Extrakten nachgewiesen
werden, was hochstwahrscheinlich auf die Abweseénidgr Xylose in Insekten
zuruckzufuhren ist. Dass diese IgE-vermittelten KReaen auf die CCD-Anteile der N-
Glykane zurtickzufiihren war, wurde mittels Verdat PNGase A (Peptid-N-Glykosidase A)
bestétigt. PNGase A ist im Gegensatz zu der wéiglaangewendeten PNGase F (Peptid-N-
Glykosidase F) in der Lage, die komplexen Fucodmigdenen N-Glykane abzuspalten
(Tretteret al, 1991). Nach dem Verdau mit PNGase A zeigte sink deutlich verminderte
IgE-Reaktivitdt, was darauf schlieRen lasst, dassBihdung an das 52 kDa-Allergen von
einem xylosylierten Epitop vermittelt wird, welchgen ausgewdahlten tomatenallergischen
Patienten erkannt wird (Kap. 3.1.7). Des Weitenegtl wahrscheinlich ein unabh&ngiges
fucosyliertes Epitop vor, welches fur die Bindungr dgE-Antikdrper von Bienen- und
Wespenallergikern verantwortlich ist. Der Bieneeajlker BW 13 zeigte jedoch eine deutlich
reduzierte IgE-Reaktivitat bei der Testung mit XyRNAiI Tomatenextrakten, wobei in
weiterfihrenden Experimenten geklart werden misstas genau die Sensibilisierung

verursacht hat und ob diese zur Bildung von antBdg@Es in diesem Patienten gefuhrt hat.
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4.3.3 Auswirkungen des Silencings der 1,2-Xylosyltransferase

Um feststellen zu kdnnen, ob das SilencingXidm und die damit verbundene Modifizierung
der N-Glykosylierung die Aktivitat der vakuolarenvertase negativ beeinflusst hat, wurde
die Aktivitat des Enzyms gemessen. Bei diesen Megsu konnte keine Veranderung der
Aktivitat der vakuolaren Invertase beobachtet wardgieses Ergebnis steht im Widerspruch
zu der Beobachtung von Kaulfurst-Soboll und Mitédra, die bei der Genstilllegung des
Lyc e 2keine Aktivitdt der vakuolaren Invertase mehr nreaskonnten (Kaulfiirst-Soboét

al., 2011), wobei in eben dieser Studie das Genifivakuolére Invertase direktes Ziel des
Silencing war, und nicht wie in der hier vorliegendArbeit dasXylT-Gen. In Hinblick auf
das Wachstum und die Entwicklung zeigten die XylINAR Tomatenpflanzen im Vergleich
zu WT Pflanzen keine phanotypischen Auffalligkeiterter normalen Anzuchtbedingungen.
Diese Beobachtung ist im Einklang mit den Beobauiém anderer Arbeitsgruppen, die beim
Silencing derXyIT und/ oderFucT ( 1,3-Fucosyltransferagein Arabidopsis thalianaund
Nicotiana benthamianaebensfalls keine Anderungen des Phanotyp untemalen
Anzuchtsbedingugen feststellen konnten (Strasteral, 2004; Strasseet al, 2008).
Trotzdem kann zu diesem Zeitpunkt nicht ausgesshlosverden, dass die Genstilllegung der
XylT zu einer erhdhten Suszeptibilitdt gegeniiber lobés/ oder abiotischen Faktoren
gefuhrt hat. So wurde bisher bei Pflanzen, die reif@efekt in der komplexen N-
Glykansynthese aufweisen, eine erhdhte Salzsetdibbeobachtet (Kangt al, 2008).
Weiterhin wurde dartber berichtet, dass die N-Géykerung essentiell fur die
Mustererkennungsrezeptorepattern recognition receptorsPPRSs) ist, um die pflanzliche
Immunitat einzuleiten (Hawekest al, 2010). Deshalb wurden erste Experimente mit dem
Pilz Botrytis cineregB. cinered und verschiedendAseudomonas syring&tammen mit den
XylT_RNAi Tomaten durchgefihrt. Es wurde festgdstetlass Micro-Tom fir beide
Pflanzenpathogene suszeptibel ist und sich auclygischen Symptome zeigten (Berggr
al., 2004; Takahashet al, 2005).B. cinereabesitzt ein sehr grof3es Wirtspflanzenspektrum
und befallt sehr viele Pflanzenarten, wobei dex Bdschwachte Pflanzen und wasserreiches
Gewebe bevorzugt (Borner 2009). Der nekrotrophe fdrursacht die Pflanzenkrankheit
Lagerfaule, besser unter den Namen ,Grauschimmatabnt. Infiziert wurden Blatter des
WT und verschiedener Individuen der Linie XylT_RNZA2-4 mit einer Suspension aus 5 x
10" Konidien des StammSotrytis cinerea([de Bary] Whetzel). Nach sieben Tagen war
jedoch kein Unterschied in der Infektionsintenshiat den verschiedenen getesteten Linien

erkennbar und es gab keine Abweichungen in der&d@éf Lasionen zwischen dem WT und
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den XylT-reduzierten Tomatenpflanzen, was darauf schlid@est, dass die XylT RNAI
Linien nicht anfalliger fir eine Infektion mBotrytis cinereasind (Pauluset al, 2011). Fur
die Infektion mitPseudomonas syringaeaurde zum einen der WFseudomonas syringge.
tomato DC3000 (PstDC3000) und zum anderen die MetamcC TLR1 ( hrcC) verwendet
(Boch et al, 2002). DasHrcC Gen kodiert fur eine Komponente des Typ |l
Sekretionssystems, welches essentiell fir die Bathtit vieler Bakterienarten ist. Es kodiert
fur ein akzessorisches Protein, dass fir die Sekreon Typ 1l Effektoren benétigt wird.
Die hrcC Mutanten sind normalerweise nicht in der Lageh sicplantazu vermehren oder
Krankheitssymptome auszulésen (Alfano und Collni®&97; Denget al, 1998). Bei den
Infektionen mit PstDC3000 undhrcC weisen beide Pseudomonadenstamme sowohl beim
WT als auch bei den XylT_RNAi Tomaten einen ahrdichinfektionsverlauf auf. Die
Bakterien waren in der Lage, sich drei Tage landanPflanze zu vermehren, anschliel3end
fielen die bakteriellen Wachstumskurven wieder his, sie ungefahr 13 Tage nach der
Infektion wieder das Ausgangsniveau erreicht hattekuch die phanotypischen
Krankheitssymptome konnten weder bei den XylT_RMien noch bei WT beobachtet
werden (Kap. 3.1.9). Takahashi und Mitarbeiterdiggten bei der Infektion von Micro-Tom
mit dem Stamm PstDC3000 von einer graduellen Gedbfig der Blatter, die typischen
Lasionen auf den Blattern konnten sie jedoch aucht toeobachten. Deswegen stellten sie
die Hypothese auf, dass es sich bei PstDC3000 mimpgiortunistisches Pathogen von Micro-
Tom handeln kdnnte (Takahasti al, 2005). Eine andere Arbeitsgruppe schlug vorsdas
zwischen Pseudomonas und Micro-Tom eine inkompatibteraktion vorliegen koénnte
(Bergeret al, 2004).

4.4 Chimare RNAIi-Konstrukte

4.4.1 Genstilllegung mehrerer Zielgene ifulti-target silencing

Es gibt verschiedene Grinde, die das Silencingchi@dener Zielgene zur gleichen Zeit
wiunschenswert machen. So kann ein Zielgen z. B.éleer Multigen-Familie sein, deren

Mitglieder das Silencing eines Mitgliedes wiedermpensieren kénnen, oder es liegen
verschiedene Isoformen vor. Schwall und Mitarbegaben ein Beispiel fur die Herstellung
von Kartoffeln mit veranderter Starkezusammensefziurch die Hemmung zweier Enzyme,

die fir die Verzweigung der Starke in der Kartoffelantwortlich sind. Sie nutzten dafir die
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AntisenseLinie SBE1, in der die Aktivitat des SBEBtarch branching enzyme) Beduziert
war, und transformierten diese Linie mit einem zemiAntisenseKonstrukt fur die
Hemmung des SBEAstarch branching enzyme) AJobinget al, 1999), da das alleinige
Silencing der SBEB zu keiner Anderung der Starkemumensetzung gefiihrt hatte. Die
gleichzeitige Hemmung der SBEB und SBEA fuhrte ém dNachkommen zu einer deutlichen
Zunahme des Amylose-Gehalts in den transgenen fi@rnqSchwallet al, 2000). Obwohl
die RNA Interferenz seit Jahren routinemalig fle eHemmung verschiedener Zielgene
eingesetzt wird, gibt es nur wenige Beispiele figr gleichzeitige Stilllegung mehrerer Gene
mit nur einem Silencing-Konstrukt. Im Rahmen seii@oktorarbeit konnte Stephanus
Ferreira ein Silencing der drei Isoformen der Isglase (ISA) in transgenen Kartoffeln mit
einem RNAI-Konstrukt tfiple-ISA-RNAIi) erreichen. Er setzte daflr verschiedemge
Fragmente der Isoamylasen ein (ISAl: 175 bp, 1SB2:4p, ISA3: 147 bp) und konnte in
den erzeugten Pflanzen gro3tenteils ein Silencileg drei Zielgene beobachten (Stephanus
Ferreira, Dissertation). Eine seit kurzem diskigieMethode zur Genstilllegung mehrer
Zielgene beruht auf der ,MultiSite Gatewayechnologie® von Invitrogen, die eine
Weiterentwicklung der konventionellen GateWalechnologie darstellt. Sie verspricht eine
schnelle und effiziente Herstellung von Expressidoastrukten aus drei selbst gewahlten
Fragmenten. Dies konnen z. B. ein Promotor, dastigeghte Gen und eine Terminator-
Sequenz sein, oder auch drei verschiedene RNAidtiess Wakasat al (2011) nutzten
diese neue Technologie, um transgenen Reis helleastén dem der Gehalt mehrerer
Allergene um bis zu 90% reduziert war. Sie transferten die Reisssorte ,Kohihikari“, der
das 26 kDa grofl3e Allergen-Globulin fehlt, mit einem binaren Vektor, der zweli
Genkassetten fiur das 14-16 kDa grol3e AllergeAriylase-/Trypsin-Inhibitor) und fur das
33 kDa grol3e Allergen (Glyoxylase) trug. In den nachfolgenden Generatiockennten sie
somit eine simultane Hemmung der drei Hauptallezgameichen, die dartiber hinaus zu einer
Abnahme der IgE-Bindefahigkeit um bis zu 90% fuhrtBie Genstilllegung der
verschiedenen Allergene hatte dabei keine Auswgkaof den Phanotyp der Reiskorner
(Wakaseet al, 2011).

4.4.2 Silencing der Chitinase B, des Lyc e 4 (TSI-1) undines Osmotin-ahnlichen
Proteins der Tomate (CTO_RNAI)

Da die meisten Tomatenallergiker nicht monosensibit sind (Leet al, 2006b; Doélleet al.,

2011), sollten verschiedene RNAi-Konstrukte ersteierden, die ein simultanes Silencing
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mehrerer allergieauslosender Proteine ermdglichéneine erste Genstilllegung wurden das
Lyc e 4(tomato stress induced-TSI-1) und zwei weitere putative Allergene, die zu den
Pathogen-assoziierten Proteingrathogenesis-related protei®R) zahlen, ausgewahlt. Die
PR-Proteine akkumulieren in der gesunden Pflangenacch Pathogenbefall, Verletzung des
Pflanzengewebes oder anderen Stressfaktoren (Van, LI®85; Vigerset al, 1991; Dubos
and Plomion, 2001; Hashimo&t al, 2004). Neben deinyc e 4wurden die beiden putativen
AllergeneChitinase Bund dasOsmotin-&hnliche Proteider Tomate Ziel der Genstilllegung.
Bei der Chitinase B handelt es sich um eine 31 gid&e Klasse | Chitinase (Diaz-Peradts
al., 1999). Sie besitzt N-terminal eine Hevein-ahmidoméne aus etwa 40 Aminosauren
(AS), die fur die Chitinbindung malf3geblich ist (8agt al, 2008). Im Gegensatz zu den
Klasse | Chitinasen, besitzen die nahe verwandtassé Il Chitinasen keine Hevein-ahnliche
Doméane und sind daher nicht allergen (Diaz-Pemties, 1999; Sanchez-Mong al,, 1999,
Blancoet al, 1999, Sowkat al, 1998; Mikkolaet al, 1998). Die Chitinase B gehort zur PR-
3 Familie und kann bei Pathogenbefall das Wachstam Pilzen hemmen, indem sie das
Chitin  ( 1,4-N-Acetylglucosamin), die Hauptkomponente derlzlighen Zellwand,
hydrolysiert (Collingeet al, 1993). Exprimiert werden Chitinasen nach Verwurgl und
Pathogenbefall, aber auch durch Behandlung mit dPloytnonen und Ethylen (Wu und
Bradford, 2003). Das TSI-1 wurde erst vor kurzerm Blinorallergen Lyc e 4 in die
Datenbank der IUIS aufgenommen. Es ist als Homalo@et v 1 der Birke und STH-2 und
STH-21 der Kartoffel beschrieben worden, gehdrt migeh der Gruppe der PR-10-Proteine
an (Sree-Vidyeet al, 1999). Das TSI-1 ist in der Tomate Mitglied eimMdultigen-Familie,
wie es auch fir die Gene der PR10-Familien in datdffel beschrieben wurde (Sree Vidya
et al, 1999). Die genaue Funktion der PR10-Protein@flanzlichen Immunsystem ist noch
weitgehend unbekannt (Liu und Ekramoddoullah, 20B8kannt ist, dass die Genexpression
von PR10 durch die Phytohormone Jasmonsaure (Ma&bBed, 2001; Liuet al, 2003),
Abscisinsaure (Wangt al, 1999) und Salizylsdure (McGest al, 2001) reguliert wird
(zusammengefasst in Susanna Peters, Dissertat\fi¢. bei anderen PR-Proteinen
beobachtet, wird aber davon ausgegangen, dass xigedsion des TSI-1 Proteins
normalerweise nach Pathogenbefall induziert wird das TSI-1 eine Rolle beim Abbau von
Fremd-RNA in der Pflanze Ubernimmt (Pakal, 2004). Es konnte aber sowohl in Tomate
als auch Kartoffel gezeigt werden, dass die Exppassgon TSI-1 und STH-2 nach Pilzbefall
stark gesunken ist (Dahat al, 2009; Constabel und Brisson, 1992), sodass eraup
Expression und die Funktion des TSI-1 nicht abse@dnd geklart sind. Das Osmotin-

ahnliche Protein in der Tomate (26 kDa) ist einudrhatin-homologes Protein und gehort zur
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Gruppe der PR-5-Proteine (Rodrigbal., 1991). Es zeigt enge Strukturverwandtschaft zum
Thaumatin, einem suf3 schmeckenden Protein in déchtén des westafrikanischen Busches
Thaumatococcus daniglliwelches fiur die Namensgebung verantwortlich iSeine
Expression konnte nach Pathogenbefall, ABA- und ylettbehandlung, Salz- und
Trockenstress, sowie Verwundung nachgewiesen werden Mitglieder der Thaumatin-
verwandten Proteine haben unterschiedliche Fundtionnter anderem auch in der Abwehr
von Pilzen (Jageet al, 2008). Fur das Silencing vdryc e 4und den zwei potentiellen
Allergenen wurden je 250 bp der codierenden SequuiizUberlappenden Sequenzen
amplifiziert und zu einem 750 bp groRen CTO-Fragnfiesioniert. Die einzelnen Teilstlicke
wurden nicht gro3er gewahlt, da die effektivste RSMpprimierung mihairpinRNAs in der
GrofRe von 98 bis 853 bp erreicht werden kann (Wesleal, 2001). Das CTO-Fragment
wurde unter Verwendung des Gate®@ystems der Firma Invitrogen isense und
antisenseOrientierung in den Endvektor pK7GWIWG2(ll) (Kaiimet al, 2001)
rekombiniert, und das pK7GWIWG2-CTO Plasmid ansfiénd stabil in Tomaten der
Varietat Micro-Tom transformiert (Kap. 3.2.1). Vob34 Regeneranten waren nur 41
tatsachlich gentechnisch modifiziert, was einer n§farmationseffizienz von etwa 30%
entspricht. Diese Effizienz der Transformation tiggicht unter den fir Micro-Tom
berichteten Effizienzen, die je nach eingesetztean3gen zwischen 26 - 80%, bzw. 57%
(Dan et al, 2006) und etwas mehr als 40% (Satnal, 2006) angegeben werden. Griinde
hierfir kdnnten z. B. ein zu geringer Selektionsiram Anfang der Transformation gewesen
sein oder Fehler bei der Transformation selbst. &ischlieRende Expressionsanalyse der
Zielgene mittels Northern Blot in den CTO_RNAI Tammapflanzen war nicht erfolgreich, da
die mit dem Silencing adressierten PR-Proteineesugden Pflanzen nicht akkumulieren und
erst nach bestimmten Stressbedingungen synthetisierden. Deswegen wurden die
molekularen Expressionsanalysen mittels gRT-PCRhgefVerglichen mit dem WT konnte
fur die Expressionshohen der Zielgene sowohl eieeidung der Genexpression, als auch
eine Uberexpression beobachtet werden. Die Expresir mRNA furChitinase Bwar in
17, furLyc e 4in 25 und fuardas Osomotin-ahnliche Protein 23 von 41 transgenen Pflanzen
vermindert. Demgegeniber stand die Uberexpressokitinase Bin 6, desLyc e 4in 4
und desOsmotin-ahnlichen Proteinm 7 von 41 Fallen. Die Uberexpression beim Vensuc
ein Silencing zu erreichen, ist ein haufig beobeatentEffekt, der nicht genau zu erklaren ist.
Die Stelle im chiméaren RNAi-Konstrukt war nicht scheidend fur die Effektivitat des
Silencings. Ein Vergleich der drei Zielgene ergdhss am haufigsten (in 12 CTO_RNAI

Linien) eine Reduktion aller drei Gene erreicht @ar konnte. Dieses Ergebnis deckt sich mit
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den Beobachtungen von Stephanus Ferreira, dieier gencing der drei ISA-Isoformen
gemacht hatte. Eine Reduktion nur eines Genes wiindelasLyc e 4in 8 und fir das
Osmotin-&hnliche Proteim 5 Linien detektiert. Ein Silencing dé&hitinase Bunddes Lyc e

4 wurde in zwei transgenen Pflanzen beobachtet, @jleéchzeitige Hemmung der
Genexpression deZhitinase Bunddes Osmotin-ahnlichen Proteimgr in zwei CTO_RNAI
Pflanzen nachweisbar. Die grinen Frichte einigegewahlter CTO_RNAI Linien zeigten
ein ahnliches Muster das Silencing. Es gab auchdbei griinen Friichten einige mit drei
reduzierten Zielgenen, einige mit nur zwei, undrabier wurden Uberexpressionen als Folge
des Silencingkonstrukts beobachtet (Kap. 3.2.2) Bldergene Potenzial der CTO_RNAI
Tomaten wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht getastel muss in folgenden Analysen

naher charakterisiert werden.

4.4.3 Silencing der Polygalacturonase 2A und der Pektinésrase

Die Polygalacturonase 2A (PG), oder genauer die y(Pdl- -D-galakturonid)-
glycanhydrolase [EC 3.2.1.15], ist ein 46 kDa gsoB&mzym, das eine grof3e Rolle bei der
Zellwanddegenerierung und dem Weichwerden von Reinchpielt. Das Enzym spaltet die
Glykosidbindungen an freien Carboxylgruppen des tiRgk was zur Bildung von
Oligouronid-Fragmenten fuhrt, die wiederum eine |¥aél verschiedener Prozesse in der
Zelle beeinflussen, z. B. die Ethylenbiosynth@Belantseveet al, 2003). In den spéaten 80er
Jahren wurde die Hypothese vertreten, dass eingbition der PG-Aktivitat das
Weichwerden der Frichte verhindern kann (L6scheQOR0 Sheehy und Mitarbeiter
versuchten die Expression de6G mittels Antisenselechnik in der Tomate zu vermindern.
Sie erreichten eine Reduktion ddPG-spezifischen mRNA und eine verminderte
Enzymaktivitat um 70-90% in reifenden Frichten @heet al, 1988). Nachkommen der
AntisensePG Tomaten wurden von den Firmen Calgene (heuteskito) und Zeneca
(Syngenta) als erstes genetisch verdndertes Leltgglsm den USA unter dem Namen
Flavr Savf®™ oder auch ,Antimatsch-Tomate* kommerziell erf@gh vertrieben (Kramer
und Redenbaugh, 1994). Die Flavr SaVomate stellte sich aber entgegen den Vermutungen
als extrem empfindlich gegeniiber mechanischer Beaosung heraus und war nicht langer
haltbar als die nicht PG-genmodifizierten Tomatea.die PG nur entestertes Pektin abbaut,
wurde vermutet, dass noch ein weiteres Enzym anchM&rden der Frichte beteiligt ist. Die
Pektinesterasen (PE) katalysieren die Entesteruag id C6-Position methoxylierten

Polygalacturonsaure und sind Schlisselenzyme breRdgulation des Zellwandwachstums
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(Nari et al, 1991). Deswegen erschien es als sehr wahrsadteintlass durch eine
Verminderung der PE-Aktivitat die Bildung von Anigsorten fur die PG verhindert werden
(Losche, 2000). Das Silencing der PE mittélstisensekonstrukt fuhrte zu transgenen
Tomaten, die unter 10% PE-Aktivitat verglichen mitht genetisch veranderten Tomaten
aufwiesen, ihre Haltbarkeit war jedoch stark verk((Thiemannet al, 1995). Weiterhin
zeichneten sie sich durch einen geringeren Gelmit Rektin-gebundenem Calcium und
einem etwas erhohten pH-Wert aus (Thiematral, 1994). Der angestiegene pH-Wert
konnte durch einen erhtéhten Veresterungsgrad ddginBPeund die Reduktion freier
Carboxylgruppen erklart werden (Thiemaeinal,, 1995). Die Hypothese, dass ein Silencing
der PE das Weichwerden von Tomaten vermindert, evai@mit nicht bestatigt. Vielmehr
leistet die PE einen wichtigen Beitrag zur Textubesserung von Tomaten (Losche, 2000).
Die Polygalacturonase 2A und die Pektinesterasedevurvon zwei verschiedenen
Arbeitsgruppen als potenzielle Allergene in der &tenfrucht identifiziert (Fotisclet al,
2001; Kondoeet al, 2001). Ein zweites chimares Konstrukt zur gleehgen Genstilllegung
der PG und derPE wurde mittels Gatew&yTechnologie erzeugt und stabil in das Genom
von Tomate eingebracht. Es konnten in zwei unakiggngTransformationen 56 Pflanzen
regeneriert werden, von denen 37 das gewinschteEP®&NAI Konstrukt nachweisbar in ihr
Genom integriert hatten. Die Transformationseffizitag somit bei 65% und befindet sich im
Bereich der bei Micro-Tom beobachteten Effizienar(®t al, 2006; Daret al, 2006). Flr
die Linien PG-PE_RNAI 47, 51 und 55 konnte einetlithe Reduktion beider mRNAs fir
die PG und die PE erreicht werden (Kap. 3.2.3). Diese Reduktion t&hezu keinen
erkennbaren phanotypischen Aufféalligkeiten untermrmaden Anzuchtbedingungen. Ob die
Genstilllegung in den nachsten Generationen stdidgibt und in wieweit das
allergieauslosende Potenzial gemindert werden legmmtiss weitergehend analysiert werden

und bleibt zu beantworten.

4.5 ldentifizierung allergener Determinanten am Beispié

Profilin

4.5.1 Profilin- ein Panallergen

Profilin wurde zuerst von Carlsson und Mitarbeiteats G-Aktin-bindendes Protein

beschrieben und seine genaue biologische Funldidris zum heutigen Zeitpunkt noch nicht
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vollstandig geklart (Carlssoret al, 1977). Es erfullt neben der Aktivierung und
Polymerisation des Aktins noch andere Funktionen, Iseinflusst es z. B. die
Signaltransduktion durch die Bindung von Phosply&ddb-bisphosphat (PHp (Lassing und
Lindberg, 1985). Wenn P}Ran Profilin gebunden ist, kann es nicht mehr dwichexternes
Signal von z.B. Wachstumsfaktoren hin von der Phobpase C in die Botenstoffe
Inositoltriphosphat (Ig) und Diacylglycerin (DG) gespalten werden. Zurigien Zeit kann
das Profilin jedoch auch kein Aktin binden, da Biadestellen von PPund Aktin teilweise
Uberlappen (Lassing und Lindberg, 1985). DalR3entiell fir das Zellwachstum ist (Ugio
al., 1988), stellt das Profilin somit ein regulieresdBindeglied zwischen extrazelluléaren
Wachstumssignalen und intrazellularen RegulationZggoskelettbildung dar. Die Profiline
werden ubiquitar exprimiert, weisen alle ein Mollskgewicht zwischen 12 und 15 kDa auf
(Santos und van Ree, 2011) und konnten in allehebisintersuchten Eukaryoten, wie
Protozoen, Hefen, Pflanzen, Insekten und S&augetieeehgewiesen werden (Haarer und
Brown, 1990; Sohn und Goldschmidt-Clermont, 199¢sthbmet al, 1979). Die Rolle des
Profilins als Pollenallergen wurde zum ersten Mah Walenta und Mitarbeitern beschrieben,
als sie das Profilin der BirkeBét v 2 klonierten und es als Allergen bei der
Birkenpollenallergie identifizieren konnten (Valargt al, 1991). Im darauf folgenden Jahr
wiesen zwei weitere Arbeitsgruppen die Kklinische d&gung der Profiline als
Nahrungsmittelallergene nach (van Rea@l, 1992; Vallieret al, 1992). Aufgrund der hohen
Aminosaure-Sequenzidentitaten zwischen pflanzlidhegiilinen (> 70%) und den &hnlichen
dreidimensionalen Strukturen sind die Profiline dkanallergene an verschiedenen
Kreuzreaktionen beteiligt, z.B. am Sellerie-Beifl@Bwurz-Syndrom (Vallieet al, 1992).
Die Spezifitat der IgE-Antikorper erstreckt sichfabestimmte Strukturmerkmale des
Allergens, dementsprechend kdnnen die IgEs in erewzreaktion nicht nur mit dem
Allergen reagieren, das die IgEs erzeugt hat, sondach mit anderen Antigenen, die in
Teilstrukturen mit dem Sensibilisator Ubereinstimm8o kdnnen Birkenpollen, die Uber die
Atemwege aufgenommen werden, IgEs erzeugen, die aufcProfilinen aus Apfeln, Birnen,
Karotten oder auch Tomaten eine Allergie auslofss Weiteren gibt es bis zum heutigen
Zeitpunkt keine Hinweise darauf, dass Profiine auNahrungsmitteln flr

Primarsensibilisierungen verantwortlich sind (Saniad van Ree, 2011).
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4.5.2 Profilindefizenz in verschiedenen Organismem

Der essentielle Charakter des Profilins wurde irsel@iedenen Studien von Pilzen bis hin zu
Tieren beschrieben (Magdolehal, 1988; Haareet al, 1990; Balasubramania al,, 1994;
Haugwitz et al, 1994). Das Ausschalten desofilin I-Gens in Mausen fuhrt zur Letalitat
homozygoter Mausembryonen im 4-Zell-Stadium (Wigtel, 2001). Auch beDrosophila
melanogastersind Deletionen des Profilin-Gens letal (Verheyam Cooley, 1994). Das
Silencing von Profilin in pflanzlichen Organismeiahfte in den meisten Fallen zu einer
veranderten Entwicklung. lA. thalianawerden fiinf Isoformen des Profilins exprimiert PF
1-5). Eine Reduktion der Expression des ProfiliidNAL fuhrte zu einem verkimmerten
Phanotyp im Vergleich zu den WT-Pflanzen (Ramachamet al, 2000). Vidaliet al (2007)
berichteten davon, dass eine Reduktion der Prefpression mittels RNAI iPhyscomitrella
patenszum Verlust des Wurzelspitzenwachstums und zur ghagtiellen Inhibierung der
Zellteilung fuhrte, was in transgenen Moospflanzaneiner verringerten Zellzahl und
kleineren abgerundeten Zellen resultierte. In Mogden am Lehrstuhl fir Biochemie wurde
die Expression des Profilingens der Toméatgc(e ) ebenfalls mit Hilfe der RNAiI gehemmit.
Die transgenen Lyc e 1_RNAi Tomatenpflanzen mistisah reduzierter Profilinexpression
zeigten einen verkimmerten Phanotyp ohne Fruchibigdind wiesen eine starke Reduktion
der Biomasse im Vergleich zu untransformierten WpdPflanzen auf (Leet al, 2006b;
Lorenzet al, 2006). Um diese dramatischen Effekte in derri2#éazu kompensieren, wurde
nach einer Moglichkeit gesucht, die transgenen €yt RNAiI Tomatenpflanzen mit einem
funktionell &hnlichen Profilin zu komplementierdtflanzliche und nicht-pflanzliche Profiline
erfillen &hnliche Funktionen, weisen aber nur ggrirHomologien (22-44%) auf den
Aminosaure-Ebene auf. Es konnte zum einen gezesgliem, dass pflanzliche Profiline mit
Aktin von Saugetieren interagieren konnen (Giethal, 1994; Rothkegedt al, 1996), zum
anderen legten Studien von Christenseal. nahe, dass Profiline aus verschiedenen Pflanzen
dazu benutzt werden konnen, um einen WachstumddefeR S.cerevisiae Profilin-
Deletionsmutanten zu komplementieren. Die ProfilR#eN 1 und PFN 3 aus. thalianaund
ein Profilin aus Mais wurden in dieser Studie daeautzt, um eine Profilindeletion in Hefe
zu komplementieren (Christensehal, 1996). Da die Homologie zwischen den Profilinen
aus Arabidopsis und Tomate etwa 75% betragt, kosewen ausgegangen werden, dass auch
Lyc e 1.02 fur eine Komplementation geeignet istirdd die Transformation der Lyc e
1 RNAI Tomatenpflanzen mit Vektoren, welche fur ddsY1 kodierten, konnten transgene

Lyc e 1 RNAI/PFY1 Tomatenpflanzen regeneriert wardéie eine fast vollstandige
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Wiederherstellung des Wuchses und der Biomassektioduaufweisen (Leet al, 2010).
Wobei anzumerken bleibt, dass es bis zum heutigépuhkt keine Anhaltspunkte dafur gibt,
dass die Lyc e 1_RNAIi/PFY1l-Tomaten ein immunologesc Problem fir Hefeallergiker
darstellen kénnten (siehe Anhang Abbildung A5).eBerminderte Profilin-Expression $
cerevisiaeZellen l6st eine Wachstumsverzdégerung und eine éddwng der fir Hefezellen
typischen ellipsoiden Form aus. Die Zellen sindtdéssen sehr grol3 und rund und haben
eine stark veranderte, ungeordnete Aktinverteil{ta@areret al, 1990). Weiterhin konnte fir
die Hefeprofilinmutanten gezeigt werden, dass dss&ohl auf Medium mit Koffein, als
auch bei einer Temperatur von 37 °C einen Wachstafakt zeigten (Marcougt al, 1998).
Da Vorversuche gezeigt hatten, dass es sich bei RBiafilindefizienten Stamm DJP 102
(Marcouxet al, 1998) um einen Profiliknock-dowrund nicht um eineknock-outhandelte,
war dieser Hefestamm nicht fur die durchzufihrendemplementationsversuche mit dem
Lyc e 1 geeignet. Es wurde daher nach einer Mokgitlgesucht, selbst einen Profiknock-

out Hefestamm herzustellen.

4.5.3 Herstellung einer Profilin knock-outHefe

Die ersten Versuche, das ProfilingeRFY1 in S. cerevisiaeauf konventionelle Art
auszuschalten waren aufgrund der essentiellen feumktie Profilin in der Zelle erfillt, nicht
erfolgreich. Es konnten keine lebensfahigen Hefezeyjewonnen werden. Deswegen wurde
damit begonnen, den Hefewildtypstamm BY4741 mitginPlasmid, welches eine extra-
chromosomale Kopie deRBFY1Gens trug, zu transformieren, und in einem zwegehritt
wurde das chromosomakFY1Gen durch das His5-Gen ersetzt. Diespfyl-Hefestamm
wurde anschlieBend fur die Komplementationsexperiemenit mutagenisierten Lyc e 1-

Varianten verwendet (Kap. 3.3.1).

4.5.4 IgE-Epitope des Profilins

Vom Antigen ist ein Bezirk von funf bis sieben Aragéureresten fir die Bindung an die IgE
verantwortlich. Er wird als ,Epitop” bezeichnet. Bandelt sich dabei entweder um einen
Abschnitt der Sequentirfear epitopé oder, was haufiger vorkommt, um Aminosaurereste,
die durch Faltung des Proteins zueinander in Nasbkbaft gekommen singdgnformational
epitopg (Belitz et al, 2008). Es gibt einige Hinweise darauf, dass &onétionelle
gegeniber den linearen Epitopen bei den Allergiéaaaden Profilinen eine grél3ere Rolle
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spielen (Thronet al, 1997; Fedorowt al, 1997; Rihset al, 1999; Asturiaset al, 2002;
Sankianet al, 2005; Radaueet al, 2006). Es wurde berichtet, dass potentielle dpgitauf
pflanzlichen Profilinen mit den Bindestellen derganden (Aktin und PLP) Uberlappen
(Thron et al, 1997; Fedorowet al, 1997; Asturiaset al, 2002), oder in der Nahe der
pflanzen-spezifischen Bindetasche liegen (Fedetoal, 1997). Zwei Regionen, die mit der
Aktinbindestelle Uberlappen, wurden als Haupte@tbijr die Kreuzreaktivitat identifiziert.
Eine dritte Stelle, die sich von Aminosaure 304is Aminosaure 50 spannt, wurde ebenfalls
gefunden und soll an der Kreuzreaktivitat beteisigin (Fedoroet al, 1997). Beim Profilin
der Sonnenblume (Hel a 2) konnte eine IgE-Realktiiir drei Epitope an der C-terminalen
Helix (Aminoséduren 100 bis 110; 108 bis 115 und -122), die teilweise mit der
Aktinbindestelle Uberlappen, nachgewiesen werdbanso wie ein weiteres Epitop das von
AS 40 bis 50 reicht (Asturiast al, 2002). Einige weitere Epitope, die zusammen genen
fast die gesamte Oberflache des Profilins abdeckemnten in Modelstrukturen von
verschiedenen Profilinen identifiziert werden. Rasfaund Mitarbeiter (2006) zeigten drei
Haupt-Epitope als Kandidaten, wohingegen Leitned Wtitarbeiter feststellten, dass ein
zirkulares Peptid die IgE-Bindung gegenuber BeiRdblen, Birkenpollen und Selleriepollen
inhibierte und deshalb postulierten, dass das Mymain wichtiges Epitop in pflanzlichen
Profilinen darstellen kdnnte (Leitnet al, 1998). Die Charakterisierung der IgE-Epitope des
Cuc m 2, des Profilins der Melone, wurde mittele®w gegensatzlicher Strategien adressiert.
Durch die Bindung von Uberlappenden synthetischeptifen des Cuc m 2 an eine Membran
konnten vier Epitope identifiziert werden: zwei pie zeichneten sich durch eine hohe IgE-
Reaktivitat aus (E1: AS 66-75 und 81-93; E2: 95489@ 122-131) und Uberlappten partiell
mit der Aktinbindestelle, zwei weitere Epitope Zeignur eine geringe IgE-Reaktivitat (E3:
2-10 und E4: 35-45) (Lopez-Torrejat al, 2007). Zusatzlich wurde ein konformationelles
IgE-Epitop mit der Aminosaure-SequenzW8AsY sDgH10T111P112G113Q114N116M117R121L 122
definiert, welches zudem stark in Bet v 2 des Bigalens und Phl p 12 des
Lieschgraspollen konserviert war (Tordesiliesal, 2010). Bei Ara h 5, dem Profilin der
Erdnuss wurden von Cabanos und Kollegen insgesemigE-reaktive Epitope identifiziert,
von denen drei (#1, 5 und 7) in leicht zuganglichenp-Regionen lagen und diese auch bei
anderen Profilinen als IgE-reaktiv identifiziert en (Cabanosgt al., 2010). Die zellulare
Funktionalitat der gefundenen Profilinvarianten daim all diesen oben aufgefihrten Studien
nie getestet.
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4.5.5 Zerstorung der IgE-bindenden Epitope durch ungericliete Mutagenese

Zusammengefasst implizieren die Studien lUber dieHgitope des Profilins, dass die IgE-
bindenden Stellen tUber die gesamte Oberflache idir® verteilt sind (siehe Abb. 36), was
es erschwert hypoallergene und dennoch funktiori&itdilin Varianten herzustellen. In der
vorliegenden Arbeit wurde das Lyc e 1.02, einedsofdes Profilins der Tomate, als Modell
fur eine ungerichtete Mutagenese (Daughestyal, 2000) benutzt, um nach biologisch
aktiven Profilinvarianten zu suchen, die eine vagerte IgE-Reaktivitat gegenliber Seren von
Tomatenallergikern aufwiesen. Um dies zu erreicheallte der hergestellte pfyl-
Hefestamm mit dem ausgeschalteten Profilingen miutagenisierten Tomatenprofilin
komplementiert werden (Kap. 3.3.4). Nachdem die agenisierten PCR-Produkte uber
homologe Rekombination in einen Expressionsvektpert wurden, wurde die entstandene
Mutantenbibliothek auf Anderungen in der Proteinsgg von Lyc e 1.02 Uberprift (Kap.
3.3.5). Mit dieser Art der ungerichteten Mutagenksenten zwei Transversionen, das heif3t
Anderungen von Purin zu Pyrimidin oder umgekehnigl wier Transitionen, die zu einem
Purin zu Purin oder Pyrimidin zu Pyrimidin Austalisgefiihrt hatten, identifiziert werden.
Die Sequenzanalyse ergab, dass verschiedene Mgatin der Lyc e 1.02-Sequenz haufiger
auftraten, als andere, was entweder auf einen rrifrehler in der PCR oder auf eine
biologisch wichtige Stelle hinweisen konnigie 40 getesteten Lyc e 1.02 Varianten zeigten
alle den fur die Komplementation essentiellen Amiugreaustausch von R33 zu W33.
Zusatzlich konnten 17 weitere Mutanten identifiziwerden, die einen Aminosdureaustausch
von N38 zu S38 und von 1118 zu F118 hatten. Dadiesen 17 Lyc e 1.02-Mutanten keine
weiteren Aminosaurednderungen nachweisbar waresaigin auszugehen, dass es sich um
Klone handelt. Bei vier Mutanten lag neben dem mgséen Austausch noch ein weiterer an
Position 48 vor, der zu einer Anderung der Aminosgequenz von T48 zu S48 fiihrte. Bei
zwei Mutanten konnten zusétzlich zu dem R33 zu Wa88tausch Anderungen in der AS-
Sequenz von 115 zu T15 und H19 zu R19 beobachtedene(Kap. 3.3.6). Die drei Lyc e
1.02-Mutanten wurden zusammen mit dem WT und ddremten Kontrolle p425R+Lyc e
1.02 auf ihre Fahigkeit Uberprift, eine IgE-Reaktiit Seren von vier verschiedenen Lyc e
1-sensibilisierten Tomatenallergikern und Bet weRssbiliserten Patienten auszulésen. Da bei
allen getesteten Tomatenallergikern und mehreremkeBallergikern eine deutlich
verminderte IgE-Reaktivitdt gegentber dem Lyc €-60Qind Lyc e 1.02-17 zu beobachten
war, kann davon ausgegangen werden, dass ahnlindedsellen zumindest flir die in dieser

Arbeit getesteten IgEs bestehen. Dies koénnte auok endgliche Erklarung fir die
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Kreuzreaktivitat der Seren von Patienten seinadieTomate und Birke sensibilisiert waren.
Bei der Expressionsanalyse des Lyc e 1.02 mit eik@mzreaktiven anti-Profilin AK zeigte
sich, dass alle Mutanten ahnlich stark wie die utnenie Form von Lyc e 1.02 exprimiert
wurden, weswegen ausgeschlossen werden kann, slaagfgeund der Mutationen zu einer
verminderten Expression oder einem Abbruch der dlasion gekommen sein kénnte, und
dies der Grund fur die verminderte IgE-Reaktivitédtr. Die Mutante Lyc e 1.02-5 migriert
bei der SDS-Gelelektrophorese etwas schneller, eimdHinweis auf eine verdnderte 3D-
Struktur sein kénnte. Dariber kann aber nur spekuiverden, da eine genaue Aufklarung
der Kristallstruktur der Mutanten nicht durchgefidurde.

Weiterfuhrende Experimente mit einer grél3eren Ahzah Seren von Patienten, die gegen
Profiline aus verschiedenen Sorten sensibilised,sind Hauttestungen werden bendtigt, um
eine genaue Aussage Uber die tatsachliche Vermindater Allergenizitat treffen zu kénnen.
Als Ausblick bleibt die Herstellung von Tomatenmmten, die hypoallergene
Profilinvarianten tragen. Dies konnte z. B. durchLLING erreicht werden, oder die
Anwendung von TALENSs. Wie vorher schon kurz erwélwetreint das TILLING eine EMS
(Ethyl-Methansulfonat) Mutagenese mit eis@areeningViethode, bei der Punktmutationen in
den Zielgenen identifiziert werden koénnen. Nach defolgreichen Identifikation der
Kandidaten bietet sich mit dem Auskreuzen die Mieit, ungewinschte Mutationen
wieder loszuwerden. Die Methode des TILLINGs wukdezlich in einerproof-of-concept
Studie angewandt, um den Allergengehalt in der &sdreu reduzieren (Knodt al, 2011).
Die TALENs bieten wiederum ein neues Werkzeug fig Herstellung vonsite-specific
Doppelstrang-Brtichen, auch in pflanzlichen Zell®amit konnen die TALENs dazu benutzt
werden, um einsite-specificGendeletion oder eine Inaktivierung zu erreicherd konnten
sich als neues kraftvolles Werkzeug in der Biotedbgie erweisen, um in Zukunft Pflanzen

optimieren zu kénnen (Mahfouz und Li, 2011).
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5. Zusammenfassung

Allergien sind ein immer grolRer werdendes Probledas gerade in westlichen
Industrienationen viele Menschen betrifft. EinemhNengsmittelallergiker bietet sich zum
heutigen Zeitpunkt lediglich eine einzige Moglichiki#ir ein symptomfreies Leben, er muss
die entsprechenden Nahrungsmittel aus seinem $miseeliminieren. Neben der
Entwicklung von immuntherapeutischen Mal3nahmen, nt@ndurch den Einsatz von
pflanzenbiotechnologischen Methoden eine Redukdien allergenen Potenz verschiedener
Lebensmittel erreicht werden. Im Rahmen dieser iArkennte durch den Einsatz von
chimaren RNAIi-Konstrukten gezeigt werden, dass edglich ist, eine gleichzeitige
Hemmung mehrerer allergieauslésender Proteinerifi aimate [ycopersicon esculentyrmu
erreichen. Ebenfalls mittels RNA Interferenz wurddie Expression der 1,2-
XylosyltransferasgXylT), einer pflanzlichen Glykosyltransferase, die @lie Bindung der
1,2-Xylose an pflanzliche N-Glykane verantwortlish in der Tomate reduziert. Zusammen
mit der 1,3-Fucose wird die 1,2-Xylose als Hauptbestandteil der ,kreuzreaktiven
Kohlenhydratstrukturen® (CCDs) angesehen, auf diE-Antikbrper vieler Allergiker
kreuzreagieren. Die Analyse der transgenen XylT_RN@matenfrichte zeigte eine fast
90%-ige Reduktion deiXylT-spezifischen mRNA und eine vollstandige Reduktiber
Xylose-gebundenen N-Glykane in der massenspektr@oieeén Analyse. Durch
immunologische Analysen konnte bestatigt werdess @ in den Linien XylIT_RNAI 3 und
12 zu keiner detektierbaren Xylosylierung der N4alye gekommen war. Durch die
Inkubation von Proteinextrakten dieser XylT_RNAi nlen mit Seren von
Tomatenallergikeren zeigte sich eine Patientenipelze Reduktion der IgE-Bindung, was
zu dem Schluss flihrt, dass Xylose-gebundene EpiiepRatienten mit einer Sensibilisierung
gegen bestimmte glykosylierte Allergene KliniscHevant sein kdnnten. Ein weiterer
Schwerpunkt der Arbeit lag in der Identifizierungnvallergenen Determinanten des Lyc e 1
Profilins. Mittels ungerichteter Mutagenese solitéa Epitope ausfindig gemacht werden, die
dazu fuhren, dass das Profilin, welches ein werbnettetes Panallergen darstellt, zum
Allergen wird. Da Profiline in allen eukaryontischeZellen essentielle regulatorische
Funktionen bei der Zellmorphogenese uUbernehmenstedsei der Modifikation der IgE-
Bindestellen die biologische Funktion des Prot@rslten bleiben. Basierend auf der hohen
Homologie der Tertiarstruktur des Tomaten- (Lyc)eutd des Hefeprofilins (PFY1) wurde

der Organismu$accharomyces cerevisidazu verwendet, um allergene Determinanten des
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Lyc el zu identifizieren. Es konnten im Rahmen eliearbeit verschiedene Aminoséauren
identifiziert werden, deren Austausch zu einer vedarten IgE-Reaktivitat mit Seren von
ausgewahlten Tomaten- und Birkenallergikern fuhteses Ergebnis lasst den Schluss zu,
dass die Herstellung von hypo-allergenen Profilirarden, die weiterhin ihre biologische

Funktion erfullen kénnen, moglich ist.

Allergies are becoming an increasing health problgifecting many individuals especially in
western industrialized countries. For people witod allergies strict avoidance of the
particular food is the only possibility to be sympt free. Along with the development of
immunotherapeuticals, plant biotechnology was ssfodly used to reduce the allergenic
potential of different plant foods. In the frameWwanf this study it was shown that it is
possible to knock-down simultaneously allergeniot@ins of tomato Lycopersicon
esculentun at the same time by using RNA interference. Thpression of the 1,2-
xylosyltransferaséXylIT), a plant glycosyltransferase, which is respomesibt the linkage of
1,2-xylose to N-glycans, was also reduced by medriRNAI in tomato. The xylose and
1,3-fucose-linked N-glycans are belived to be thegomsource of carbohydrate-mediated
cross-reactions between foods, as well as betweedsfand pollen. The analysis of
transgenic XylT_RNAIi tomato fruits revealed an adh®0% reduction oiylT-specific
MRNA and a complete reduction of xylose-linked Negins, which could be confirmed by
mass spectrometry. The immunological analysis sHhowkeat no 1,2-xylose-linked N-
glycans could be detected in the lines XylT_RNA&&d XylT_RNAi 12. Incubation of
XylIT_RNAI protein extracts with sera from tomatdeagjic patients revealed that there was a
patient-specific reduction of IgE-binding capacityhich led to the conclusion that xylose-
linked epitopes can be clinically relevant for pats which were sensitized with certain
glycosylated allergens. Another topic of the worlaswthe identification of allergenic
determinants of Lyc e 1. By using random mutageneslevant epitopes of profilin, a
widespread panallergen, should be eliminated. Spreilins fulfil essential regulatory
functions in all eukaryotic cells, the biologicahtction should be maintained while modifying
the IgE-binding epitopes. Based on the high homplaghe tertiary structure of the tomato
(Lyc e 1) and the yeast profilin (PFY1) the orgamiSaccharomyces cerevisiagas used to
identify allergenic determinants of Lyc e 1. In tin@mework of this study we could identify
and modify several amino acids, leading to a redugE-reactivity in sera of selected tomato
and birch allergic patients. This result providésorsy evidence that selection of hypo-

allergenic and biologically functional profilin vants is possible.
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6. Abklrzungsverzeichnis

AA Acrylamid

A. thaliana Arabidopsis thaliana

Amb a Ambrosia artemisiifolig Traubenkraut)

Amp Ampicillin

APS Ammoniumperoxidsulfat

APZ Antigen-prasentierende Zelle

Arah Arachis hypogae@Erdnuss)

AS Aminosaure

B-Zellen B-Lymphozyten (Teil des adaptiven Immustsyns)

BAA Methylenbisacrylamid

Bet v Betula verrucosggemeine Birke)

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

CaMVv Cauliflower Mosaic Virus

CAP-FEIA Capture Fluoreszenz Enzym Immuno Assay

CCD Kreuzreaktive Kohlenhydrad-Determinanteroés-reactive
carbohydrate determinants

cDNA komplementare Desoxyribonukleinsaurefy desoxyribonucleic agid

CIP Chloroform:Isoamylalkohol:Phenol

CmR Chloramphenicol-Acyltransferase-Gen

DEPC Diethylpyrocarbonat

dest. destilliert

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNase Desoxyribonuklease

DTT Dithiothreitol

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

E. coli Escherichia coli

EAACI European Academy of Allergology and Clinical Immogy

EDTA Ethylendiamintetraacetat

et al. et alii

ER Endoplasmatisches Reticulum

EtOH Ethanol

Fc RI/II Rezeptor fir den konstanten Teil (Fc) des Ig

5-FOA 5-Flourouracil-6-Carboxymonohydréb(roorotic acig

Fuc Fucose

FucT 1,3-Fucosyltransferase

Gal Galaktose

GIcNAc N-Acetylglucosamin

GnTI 1,2-N-Acetylglucosaminyltransferase

H.0 Wasser

HPR Meerrettichperoxidashdrseradish peroxidae

IgE Immunoglobulin E

IL Interleukin

IPTG Isopropyl--D-Thiogalaktopyranosid

IUIS International Union of Immunological Societies

Kan Kanamycin

Lyc e Lycopersicon esculentufomate)
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Mal d
LB-Medium
LiAc
LTP
MHC
Mn
MP
mMRNA
NC
nos
Ni++
NTA
OAS
PAA

p
PAGE
PBS
PCR
PFN
PR
Pru av
Prup
PVDF
RAST
Rif
RISC
RNA
RNAI
Rpm
RT-PCR

S. cerevisiae

S. pombe
SDS
SDS-PAGE
SiRNA
Spec
SPT
Strep

T0

T1
T-Zellen
TBE

TBS

TCR
TEMED
Tul

Th2

Tris
TSI-1
URA

uv

Malus domesticéApfel)
lysogeny broth
Lithiumacetat
Lipid-Transfer-Protein

Haupthisokompatibilitatskomplex@jor histocompatibility compléx

Mangan
Milchpulver
messenger-Ribonukleinsaure
Nitrocellulose
Nopalin Synthase Gen
Nickel
Nitrilotrilacetic acid
Orales Allergie Syndrom
Polyarcylamid
Wabhrscheinlichkeitstatistic probability, Signifikanzniveau
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphate Buffered Saline
Polymerase-kettenreaktignofymerase chain reaction
Profilin
pathogenesis related
Prunus aviun(Kirsche)
Prunus persicdPfirisch)
Polyvinylidendifluorid
Radio Allergo Sorbent Test
Rifampicin
RNA-induced silencing complex
Ribonukleinsaure
RNA-Interferenz
Umdrehungen pro Minute
Reverse Transkritpion-PCR
Saccharomyces cerevisiae
Schizosaccharomyces pombe
Natriumdodecylsulfasgdium dodecyl sulfate
sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophis
small interfering RNA
Spectinomycin
Hauttestskin prick test
Streptomycin
erste Generation
Tochtergeneration
T-Lymphozyten (Teil des adaptiven Immustsyns)
Tris-Borséaure-EDTA-Puffer
tris Buffered Saline
T-Zellrezeptor
N,N,N",N"- Tetramethylendiamin
T-Helferzellen vom Typ 1
T-Helferzellen vom Typ 2
Tris-(hydorxylmethyl)-aminomethan
tomato stress inducedrotein 1
Uracil
Ultraviolett
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Vol Volumen

WT Wildtyp

Xyl Xylose

XylT 1,2-Xylosyltransferase

Aminosauren (Ein- und Dreibuchstabencode)

A Ala  Alanin M Met  Methionin
C Cys Cystein N Asn  Asparagin
D Asp Asparaginsaure P Pro  Prolin
E Glu  Glutaminsaure Q GIn  Glutamin
G Gly Glycin S Ser  Serin
H His  Histidin T Thr  Threonin
I lle Isoleucin \% Val  Valin
K Lys Lysin w Trp  Tryptophan
L Leu Leucin Y Tyr  Tyrosin
- Hyp Hydroxyprolin
Mal3einheiten
bp Basenpaar(e)
°C Grad Celsius
Da Dalton
dpi Tag(e) nach der Infektioddys post infection
g Gramm
h Stunde(n)
k Kilo-
I Liter
M Molar
m Mili-
VI Mikro-
mA Miliampere
MW Molekulargewicht iholecular weight
min Minute(n)
mol Mol
n Nano-
oD optische Dichte
RT Raumtemperatur
sec Sekunde(n)
U Units
U/min Umdrehungen pro Minute
\% Volt
(Vv/v) Volumenprozent
(wiw) Gewichtsprozent
Wellenlange
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8. Anhang
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Abbildung Al: Silencing der 1,3-Fucosyltransferase in TomatenpflanzenA) Schematische Darstellung
des FucT_RNAIi Konstrukts. Ein 413 bp groRes Fragment der FucT-Sequenz wuudeErstellung des
pK7GWIWG2-FucT-Plasmids eingesetR) Phénotyp der FucT_RNAi Tomaten Bei der Anzucht unter
Standardbedingugen konnten keine Auffélligkeiteoldaehtet werdenC) gRT-PCR der TO-Generation. In
den Linien FucT_RNAI 15, 17, 22, 28, 30 und 32 Kenemine deutlich verminderte Expression der FucT-
spezifischen mMRNA beobachtet werddd). gqRT-PCR der T1-Generation. Es konnte keine Reduktion der
Genexpression von FucT in den Individuen der LinfamcT_ RNAi 28 und 32 nachgewiesen werd&d.
Western Blot der FucT_RNAi Tomaten. Von Sourceblattern (0,64 é&nder T1-Generation der Linien
FucT_RNAI 28 (links) und 32 (rechts) und des WT @am gleiche Mengen Blattmaterial entnommen, und die
Proteine extrahiert. 20 pl des Gesamtzellextrakteslen mit einem anti-Fucose Antikorper (Agriserannas,
Schweden) analysiert. Es konnte keine vermindetteo$ylierung in den FucT_RNAi Tomaten beobachtet
werden



Abbildung A2: Primer fur chiméares CTO_RNAIi-Konstruk t. 250 bp der Chitinase B (blau), des TSI-1
(turkis) und des Osmotin-ahnlichen Proteins (sckyvavurden mit den entsprechenden Primern mit
Uberlappenden Teilbereichen amplifiziert. Fir didtidase B (Basen 274-523) wurden die Primer KP 55

und KP 56 eingesetzt, fur das TSI-1 (Basen 201-4®)Primer KP 51 und KP 57 und fur das Osmotin-
ahnliche Protein (Basen 33-282) die Primer KP 52 KIR 58.

Abbildung A3: Primer fir chimares PG-PE_RNAi-Konstr ukt. 252 bp der Polygalacturonase 2A
(dunkelgrau) und 250 bp der Pectinesterase (heligrarden mit den entsprechenden Primern mit

Uberlappenden Bereichen amplifiziert. Fir die P@s@h 271-522) wurden die Primer KP 45 und KP 46,
fur die PE (Basen 271-522) die Primer KP 47 undd&Rerwendet.



Abbildung A4: Konstruktion des p425P-ryLyc e 1.02-Plasmids A)Aus Blattern isolierter RNA wurde
Uber RT-PCR cDNA synthetisiert. Die cDNA wurde @lsmplate in der PCR-Reaktion eingesetzt und das
amplifizierte Lyc e 1.02-Fragment wurde Uber Spadl Gall Schnittstellen in den p425-Vektor ligiettur
Selektion inE.coli codiert der Vektor fur eine Ampicilinresisteri) Der Profilinpromotor PFY wurde tber
Sac | und Spel Schnittstellen in das p425-Lyc €-Plasmid ligiert. Zur Selektion if.coli diente eine

Ampicillinresistenz. Das Plasmid p42&kLyc e 1.02 wurde als Matrize fir die fehleranfaligPCR-
Reaktion eingesetzt.
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number CAP U/ml class prick_yeast  prick_tomato IgE-Immunoblot (14Kda) rPFY prick rLyce 1 prick rPFY

D1 YePro 06 1

D1 rLycl 1,311311 2 + nd nd

_ ) )

D2 YePro 0,054729 0

D2 rLycl 0,610604 1 - ] . + +H++ neg
D2 216 0,18 0

D2 tomato 0,87 2

D3 YePro 0,014709 0

D3 rLycl 0,027607 0 " . - nd nd
D4 YePro 0,011714 0

D4 rLycl 0,001013 0 - neg. + neg neg
D4 216 0,01 0

D4 tomato 0,01 0

D5 YePro 0,006879 0

D5 rLycl 0 0 ot neg. + neg neg
D6 YePro 0,009573 0

D6 rLycl 0 0 .t neg + neg neg
D6 1216 0,01 0

D6 tomato 0,01 0

D7 YePro 0,022354 0

D7 rLycl 0,001494 0 - . - nd nd
D8 YePro 0,021377 0

D8 rLycl 0,005128 0 " neg. + neg neg
D8 1216 0,010498 0

D8 tomato 0 0

uy]

Abbildung A5: Risikobewertung PFY1. A) Pricktest mit rekombinatem (r) Lyc e 1 und rPFY1
(Endotoxinbestimmung bei 1ug/ml <0,12U/ml) bei Hefieck und CAP-Positiven Hefeallergikern. Fiir den
SPT wurden vom rLyc e 1 10pug/ml und 100pg/ml unchv®FY1 10pg/ml und 100pg/ml verwendet. Es
kam bei keinem der getesteten Patienten zu einekti®e auf das rekombinant hergestellte PFY1. B)
Ergebnisse des SPT bei den Patienten D1 und DZXoBEste keine Reaktion gegeniber dem rPFY1
beobachtet werden. Daten von Prof. Dr. Vera Mahler.



Eigene Vektoren:

Abbildung A6: pYES2-PFY1.

Abbildung A7: p425PgyLyc e 1.02



Tabelle Al: Expression der Chitinase B, des TSI-1nd des Osmotin-&hnlichen Proteins
in CTO_RNAI Tomatenpflanzen

CTO_RNAI 5’ -Position
Chitinase B

Relative Expression Stabw. P-value
WT 1 0,3738629 -
CTO_RNAI 82 1,75 0,11532563 0,028
CTO_RNAI 83 2,24 0,23643181 0,008
CTO_RNAI 85 1,996666667 0,19756855 0,014
CTO_RNAI 86 0,760333333 0,11218883 0,269
CTO_RNAI 87 0,889666667 0,03470351 0,520
CTO_RNAI 88 2,15 0,17435596 0,008
CTO_RNAI 89 3,69 1,00851376 0,013
CTO_RNAI 90 2,18 0,13892444 0,006
CTO_RNAI 91 0,838 0,0034641 0,390
CTO_RNAI 92 0,535666667 0,09254368 0,077
CTO_RNAI 93 0,489 0,01609348 0,055
CTO_RNAIi 94 0,659 0,03328663 0,140
CTO_RNAI 95 0,156 0,02351595 0,012
CTO_RNAI 96 0,738333333 0,01150362 0,220
CTO_RNAI 98 0,715 0,02151743 0,192
CTO_RNAI 109 0,229 0,001 0,017
CTO_RNAI 110 0,823666667 0,03219213 0,361
CTO_RNAI 111 0,395 0,04680812 0,036
CTO_RNAI 112 0,147333333 0,01101514 0,012
CTO_RNAI 113 0,173333333 0,00750555 0,013
CTO_RNAI 114 0,452666667 0,02441994 0,046
CTO_RNAI 115 0,448 0,06124541 0,047
CTO_RNAI 116 0,080033333 0,00970842 0,009
CTO_RNAI 117 0,362 0,05456189 0,031
CTO_RNAI 118 0,650666667 0,08258531 0,140
CTO_RNAI 119 0,451666667 0,14883884 0,048
CTO_RNAI 120 0,406 0,03780212 0,037
CTO_RNAI 121 0,338666667 0,03500476 0,027
CTO_RNAI 122 0,5035 0,03606245 0,059
CTO_RNAI 123 0,837 0,02616295 0,397
CTO_RNAI 124 0,979333333 0,15132085 0,817
CTO_RNAI 125 0,4105 0,00212132 0,033
CTO_RNAI 126 7,33 0,5939697 0,000
CTO_RNAI 127 0,747666667 0,04596013 0,235
CTO_RNAI 128 0,244 0,0298161 0,018
CTO_RNAI 129 0,434 0,02262742 0,042
CTO_RNAI 130 0,659 0,01555635 0,197
CTO_RNAI 131 0,660333333 0,03536005 0,141
CTO_RNAI 132 0,294 0,03704052 0,022
CTO_RNAI 133 0,37 0,04592385 0,032
CTO_RNAI 134 0,174 0,00458258 0,013

Vi



CTO_RNAI

Zentrale Position

WT
CTO_RNAI 82
CTO_RNAI 83
CTO_RNAI 85
CTO_RNAI 86
CTO_RNAI 87
CTO_RNAi 88
CTO_RNAI 89
CTO_RNAI 90
CTO_RNAI 91
CTO_RNAI 92
CTO_RNAI 93
CTO_RNAi 94
CTO_RNAI 95
CTO_RNAI 96
CTO_RNAI 98
CTO_RNAI 109
CTO_RNAI 110
CTO_RNAi 111
CTO_RNAi 112
CTO_RNAi 113
CTO_RNAi 114
CTO_RNAI 115
CTO_RNAI 116
CTO_RNAi 117
CTO_RNAi 118
CTO_RNAI 119
CTO_RNAI 120
CTO_RNAi 121
CTO_RNAi 122
CTO_RNAi 123
CTO_RNAi 124
CTO_RNAI 125
CTO_RNAI 126
CTO_RNAi 127
CTO_RNAI 128
CTO_RNAI 129
CTO_RNAI 130
CTO_RNAi 131
CTO_RNAi 132
CTO_RNAi 133
CTO_RNAi 134

TSI-1 (Lyc e 4)

Relative Expression Stabw.

1 0,25945737
0,335 0,05452522
0,842 0,11864653

0,61133333 0,00665833
0,38733333 0,04852147
0,83433333 0,06384617
1,01133333 0,06021074
0,0971 0,00761774
0,29666667 0,03317127
1,42333333 0,16041613
0,68133333 0,8733077
0,976 0,28563613
0,329 0,03835362
0,0285 0,02021188
1,13333333 0,06110101
0,78933333 0,09351649
0,556 0,02523886
1,25 0,0781025
0,2 0,01628906
0,349 0,02666458
0,551 0,05719266
2,89 0,10440307
0,43866667 0,09519629
0,03973333 0,00401539
0,457 0,10971326
6,33666667 0,29938827
1,21333333 0,10016653
3,22 0,08544004
2,35 0,09643651
0,67466667 0,09514375
1,01166667 0,12209969
1,72333333 0,08020806
0,22833333 0,0215484
0,264 0,0156205
5,03 0,33867388
0,32533333 0,03611556
0,36666667 0,05967691
0,209 0,02523886
0,57833333 0,05658033
0,43833333 0,03056687
0,22133333 0,01386843
0,80366667 0,04209909

P-value
0,0017
0,1618
0,0088
0,0022
0,1058
0,8279
0,0004
0,0012
0,0380
0,0259
0,7745
0,0015
0,0004
0,3518
0,0777
0,0059
0,0940
0,0008
0,0016
0,0069
0,0001
0,0046
0,0004
0,0061
0,0000
0,1631
0,0000
0,0002
0,0260
0,8572
0,0023
0,0008
0,0010
0,0000
0,0014
0,0021
0,0008
0,0084
0,0027
0,0008
0,0660
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CTO_RNAI

3’ -Position

WT
CTO_RNAI 82
CTO_RNAI 83
CTO_RNAI 85
CTO_RNAI 86
CTO_RNAI 87
CTO_RNAI 88
CTO_RNAI 89
CTO_RNAI 90
CTO_RNAI 91
CTO_RNAI 92
CTO_RNAI 93
CTO_RNAI 94
CTO_RNAI 95
CTO_RNAI 96
CTO_RNAI 98
CTO_RNAI 109
CTO_RNAi 110
CTO_RNAi 111
CTO_RNAi 112
CTO_RNAi 113
CTO_RNAi 114
CTO_RNAI 115
CTO_RNAI 116
CTO_RNAI 117
CTO_RNAI 118
CTO_RNAI 119
CTO_RNAI 120
CTO_RNAi 121
CTO_RNAi 122
CTO_RNAi 123
CTO_RNAi 124
CTO_RNAI 125
CTO_RNAI 126
CTO_RNAI 127
CTO_RNAi 128
CTO_RNAI 129
CTO_RNAI 130
CTO_RNAi 131
CTO_RNAi 132
CTO_RNAI 133
CTO_RNAi 134

Osmotin-ahnliches Protein

Relative Expression

1
2,6
1,53
3,83
0,28266667
0,713
2,08666667
7,50666667
0,54333333
0,17966667
0,395
0,431
0,114
0,03763333
0,64933333
0,293
0,05536667
1,66333333
0,0402
0,216
0,04436667
0,13633333
0,07353333
0,01533333
0,0265
0,08136667
0,07166667
0,14766667
0,04883333
0,736
2,61333333
1,70333333
1,13333333
0,82533333
6,23333333
0,55
1,34
0,815
0,38666667
0,44566667
0,11433333
0,0704

Stabw.
0,49423319
0,05567764

0,03
0,49122296
0,02107922
0,10417293
0,11930353
0,30664855
0,34078341

0,0280238
0,22286543
0,04257934

0,006245
0,00556088
0,11278446
0,03318132
0,00890468
0,22368132
0,00204206
0,01289703
0,00754343
0,00208167
0,01386951
0,00169214
0,00075498
0,00387986
0,00304357
0,01006645

0,0041489
0,03958535
0,16165808

0,0754343
0,07243158
0,27913449
0,04358899
0,02905168
0,10973757
0,05961823
0,01429452
0,01342882
0,00208167
0,02202521

P-value
0,0016
0,0758
0,0013
0,0189
0,1831
0,0081
0,0000
0,1289
0,0124
0,0311
0,0376
0,0096
0,0073
0,1305
0,0199
0,0077
0,0620
0,0073
0,0203
0,0074
0,0104
0,0083
0,0067
0,0070
0,0085
0,0082
0,0109
0,0076
0,1951
0,0037
0,0342
0,7033
0,3446
0,0000
0,0681
0,2387
0,3087
0,0299
0,0396
0,0096
0,0082
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