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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 hypersensitive Reaktion durch spezifische 

immunologische Mechanismen” (Johansson et al., 2004). Der Körper reagiert auf an sich 

ungefährliche Stoffe mit einer Überreaktion des Immunsystems. Je nachdem, welche 

Antigene und Antikörper-Klassen bei dieser Reaktion beteiligt sind, werden die allergischen 

Reaktionen üblicherweise nach Coombs und Gell in vier Typen eingeteilt: die Typ-I- bis Typ-

III-Reaktionen werden durch Antikörper vermittelt, während die Typ-IV-Reaktion durch T-

Zellen ausgelöst wird (Gell und Coombs, 1963). Im engeren Sinn versteht man heute unter 

einer Allergie oft nur die Typ-I-Allergie, da ungefähr 90 Prozent aller Allergien diesem Typ 

zugeordnet werden können (Mygind et al., 2000). Abbildung 1 zeigt die Vorgänge, die sich 

während einer Allergie des Typs I im Körper abspielen. In der Sensibilisierungsphase 

gelangen die Allergene über die Epithelien in den Körper und werden von den lokalen 

Antigen-präsentierenden Zellen (antigen presenting cells, APCs) aufgenommen, prozessiert 

und auf der Oberfläche den T-Helferzellen 2 (TH2) mit Hilfe von MHC-Molekülen (major 

histocompatibility complex) präsentiert. Die TH2 werden zur Sekretion von Zytokinen (IL-4, 

IL-13, IL-5) angeregt (Murphy et al., 2009), welche die B-Zellen (B-Lymphozyten) dazu 

stimulieren, spezifische Immunogloulin E-Antikörper zu produzieren. Andere 

proinflammatorische Zellen wie die Eosinophile werden ebenfalls angeregt. Die IgEs 

sensibilisieren die Mastzellen durch die Bindung an den F��  Rezeptor (Fc� R1) (Prussin und 

Metacalfe, 2006). Nach einer erneuten Allergenexposition verbinden die Allergene die 

gebundenen IgE-Moleküle und führen zur Mastzell-Degranulation und dem Austreten von 

Mediatoren, z. B. Histamin, Leucotrien oder Prostalglandin D2, die für die allergische 

Inflammation und damit für die klinischen Symptome einer Allergie verantwortlich sind 

(Singh und Bhalla, 2008). Früher wurden nur die unmittelbaren Erscheinungen, die sich 

innerhalb von zehn bis zwanzig Minuten manifestierten, als Allergie bezeichnet, weswegen 

man deshalb auch von einer „Allergie vom Soforttyp“ sprach. Bei der Sofortreaktion kommt 

es auf Grund der Mastzellaktivierung und der Ausschüttung der Granula zu grundlegenden 

Beeinträchtigungen des Magen-Darm-Traktes, der Atemwege und der Blutgefäße. Im Magen-



	 ���	����� 


2 

Darm-Trakt kommt es zu einer erhöhten Flüssigkeitssekretion und einer vermehrten 

Peristaltik, die zum Ausstoß des Magen-Darm-Inhalts in Form von Erbrechen und Durchfall 

führen kann. Der Durchmesser der Atemwege verringert sich und es kann zu einer vermehrten 

Schleimsekretion kommen, die zu einem Blutstau und einer Blockierung der Atemwege führt. 

Dies äußert sich durch eine Schwellung der Schleimhäute in Nase, Hals und Rachen, sowie 

Husten und vermehrter Schleimabsonderung aus der Nase. Bei der allergischen Reaktion des 

Soforttyps kann es weiterhin zu einer Zunahme der Gefäßdurchmesser und einer erhöhten 

Gefäßdurchlässigkeit kommen, was zu vermehrter Gewebsflüssigkeit und einem erhöhten 

Fluss von Lymphe führen kann (Murphy et al., 2009).  

 

 

 

Beispiele für eine Allergie dieses Typs sind die allergische Rhinitis und das Bronchialasthma, 

welche beide sehr häufig durch Pollen oder andere eingeatmete Substanzen (z. B. den Kot der 

Hausstaubmilben) ausgelöst werden. Eine weitere Allergie des Soforttyps ist die 

Abb. 1: Der Pathomechanismus der Typ I-Allergie (modifiziert nach Singh und Bhalla, 2008). Bei dem 

Erstkontakt gelangt das Allergen durch die Schleimhaut in den Körper, wo es durch Antigen-präsentierende 

Zellen (APC), aufgenommen, prozessiert und anschließend den T-Helferzellen (TH2), mit Hilfe von MHC-

Molekülen präsentiert wird. Die TH2 werden zur Sekretion von Zytokinen (IL-4, IL-13, IL-5) angeregt, was 

B-Zellen dazu stimuliert, spezifische IgE-Antikörper zu produzieren und ebenfalls andere 

proinflammatorische Zellen wie Eosinophile stimuliert. IgEs sensibilisieren Mastzellen, indem sie sich an 

den Fc� -Rezeptor binden. Bei einem Sekundär-Kontakt mit dem Allergen kommt es zur Kreuzvernetzung 

der IgEs und damit zur Degranulation der Mastzellen. Die damit verbundene Freisetzung von Mediatoren 

führt zu den klinischen Symptomen.  
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Nahrungsmittelallergie, die sich nach Aufnahme eines bestimmten Nahrungsmittels 

manifestiert. Stiche von verschiedenen Insekten können ebenfalls allergische Symptome 

auslösen. Hierzu zählen starke lokale Schwellungen um die Einstichstelle und eventuell 

systemische Reaktionen. Die schwerwiegendste systemische Reaktion ist der anaphylaktische 

Schock mit lebensbedrohendem Versagen des Herz-Kreislauf-Systems. Er kann sowohl durch 

bestimme Nahrungsmittel, wie z. B. die Erdnuss, durch Insektenstiche von z. B. Biene oder 

Wespe oder auch durch Medikamente, wie z. B. Antibiotika, ausgelöst werden (Sicherer und 

Sampson, 2011; Caimmi et al., 2011). Inzwischen ist bekannt, dass sich vor allem bei Zufuhr 

höherer Allergendosen, bzw. bei chronischer Allergenexposition, verzögerte Phasen nach der 

Sofortreaktion anschließen können (Jäger et al., 2008).  

 

1.1.2 Nahrungmittelallergie 

 
Die Prävalenz der Nahrungsmittelallergiker wurde in Industrieländern auf 6% bis 8% bei 

Kindern (Bock, 1987) und 1% bis 2% in der gesamten Bevölkerung geschätzt (Young et al., 

1994). Neuere Schätzungen gehen von 5% bei Kindern und etwa 3% bis 4% bei Erwachsenen 

in westlichen Ländern aus (Sicherer et al., 2010), wobei die Frage ob die Prävalenz in den 

letzten Jahren gestiegen ist, nicht mit Sicherheit beantwortet werden kann (Sicherer et al., 

2011). Die offizielle Liste der International Union of Immunological Societies (IUIS) 

Allergen Nomenclature Subcommittee gibt 156 Allergene aus 55 pflanzlichen Lebensmitteln 

an (Harrer et al., 2010). Theoretisch kann der Verzehr jedes tierischen oder pflanzlichen 

Nahrungsmittels zu einer allergischen Reaktion führen, trotzdem sind nur acht Lebensmittel 

für über 90% der Nahrungsmittelallergien verantwortlich. Bei diesen „Top Acht“ handelt es 

sich um die Erdnuss, die sog. Baum-Nüsse, zu denen die Walnuss und Haselnuss zählen, 

sowie Eier, Kuhmilch, Weizen, Soja, Fisch und Schalentiere (Ahuja et al., 2010). Sehr häufig 

klagen die betroffenen Patienten nach der Aufnahme von allergieauslösenden 

Nahrungsmitteln über Kribbeln, Juckreiz und/ oder Schwellungen im Mund- und 

Rachenbereich (oral allergy syndrome, OAS) oder über Hautausschläge (Urtikaria), bzw. 

gastrointestinale Beschwerden.  

Grundsätzlich muss bei negativen Reaktionen gegenüber Nahrungsmitteln genau geprüft 

werden, ob es sich dabei wirklich um eine Nahrungsmittelallergie handelt oder ob nicht eine 

Nahrungsmittelintoleranz vorliegt (Asero et al., 2007). So geben ganze 25% der 

amerikanischen Bevölkerung an, dass sie unter einer Nahrungsmittelallergie leiden, wobei die 

Prävalenz, die durch die Patientengeschichte oder Provokation wirklich bestätigt werden 
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konnte, bei etwa 2% der Erwachsenen in den USA liegt (Cianferoni und Spergel, 2009). Die 

psychologischen Aspekte, hier vor allem die Angst vor einer Anaphylaxie bei der 

Nahrungsunverträglichkeit, sind ein nicht zu unterschätzender Faktor, der zu einer falschen 

Annahme einer tatsächlichen Nahrungsmittelallergie führen kann (Teufel et al., 2007). Die 

Abbildung 2 gibt eine Übersicht über die Unterteilung der Nahrungsmittelunverträglichkeiten.  

Bei Nahrungsmittelunverträglichkeits-Reaktionen muss zwischen Nicht-toxischen und 

toxischen Reaktionen unterschieden werden. Bei den nicht-toxischen Reaktionen wird 

wiederum zwischen Nahrungsmittelallergien, welche durch immunologische Mechanismen 

ausgelöst werden, und zwischen Nahrungsmittel-Intoleranzen, welche durch nicht-

immunologische Reaktionen hervorgerufen werden, differenziert.  

 

 

 

Abb. 2: Unterteilung der Nahrungsunverträglichkeits-Reaktionen. Allgemein muss bei 

Nahrungsmittelunverträglichkeiten zwischen nicht-toxischen und toxischen Reaktionen unterschieden 

werden. Die nicht-toxischen Reaktionen werden in immunologische und nicht-immunologische Reaktionen, 

genauer in eine tatsächliche Nahrungsmittelallergie und die Nahrungsmittelintoleranz unterteilt. Bei der 

Nahrungsmittelallergie wird weiter in IgE-vermittelt und nicht IgE-vermittelt differenziert. Bei der 

Intoleranz wird pathogenetisch zwischen enzymatischen, pharmakologischen und unbekannten Intoleranz-

erzeugenden Mechanismen unterschieden. Abbildung modifiziert  nach Asero et al., 2007 und Jäger et al., 

2008. 
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Die Nahrungsmittelallergien werden dann noch einmal in IgE- und nicht-IgE-vermittelte 

Reaktionen unterteilt. Pathogenetisch wird bei der Intoleranz zwischen enzymatischen, 

pharmakologischen und unbekannten Intoleranz-erzeugenden Mechanismen unterschieden 

(Asero et al., 2007; Jäger et al., 2008).  

 

1.1.3 Nahrungsmittelallergene 

 
Meist handelt es sich bei einem Allergen um ein Protein oder Glykoprotein mit einer 

Molekülmasse von 10 bis 80 kDa. Es trägt Bindestellen für spezifische IgE Antikörper, die 

aus 5-7 Aminosäuren bestehen (Belitz et al., 2008) und „Epitope“ genannt werden. Es gibt 

zwei Arten der Epitope, das Sequenzepitop und das Konformationsepitop. Beim 

Sequenzepitop wird das Bindungsverhalten des allergieauslösenden Proteins durch die 

Primärstruktur bestimmt, wohingegen beim Konformationsepitop die Sekundär- und 

Tertiärstruktur dafür verantwortlich ist (Paschke, 2008). Generell werden 

Nahrungsmittelallergene in zwei Klassen unterteilt. Die Klasse I Allergene sind stabil 

gegenüber thermischer Denaturierung, saurer Umgebung und gastrointestinalen Proteasen, 

was zu einer allergischen Sensibilisierung des Magen-Darm-Traktes führen kann. Die meisten 

Nahrungsmittelallergene gehören demnach der Klasse I an. Es wird postuliert, dass diese 

Nahrungsmittelallergene auf Grund ihrer Stabilität in intakter Form über die 

Darmschleimhaut aufgenommen werden und dass ihre IgE-bindenden Epitope sequenziell 

sind. Dagegen sind Klasse II Allergene sensibler gegenüber Hitze und Verdauungssäften und 

können dadurch keine (orale) Sensibilisierung verursachen. Stattdessen verursachen sie 

allergische Reaktion in bereits sensibilisierten Patienten über IgE-Kreuzreaktion (Harrer et 

al., 2010). Davon ausgehend handelt es sich bei den IgE-bindenden Epitopen der Allergene 

der Klasse II hauptsächlich um Konformationsepitope (Sampson, 2004).  

In den letzten Jahren wurde deutlich, dass die meisten Allergene eine nahe funktionelle 

Verbreitung besitzen und nur in einer kleinen Anzahl von Proteinfamilien und –superfamilien 

vorkommen (Harrer et al., 2010). Verschiedene Proteine werden in einer Proteinfamilie 

zusammengefasst, wenn eine 30%ige Sequenzidentität oder Homologie vorliegt. Manche 

Proteine besitzen dagegen eine ähnliche Funktion oder Struktur bei einer geringen 

Sequenzidentität. Solche Proteine fasst man zu so genannten Superfamilien zusammen 

(Pascke, 2008). Verschiedene Studien konnten mittlerweile zeigen, dass die meisten 

Allergene eine begrenzte Anzahl biochemischer Funktionen erfüllen und sich nur in einigen 

wenigen Proteinfamilien wieder finden (Radauer et al., 2008). Basierend auf allgemeinen 
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strukturellen Eigenschaften können die bisher identifizierten pflanzlichen 

Nahrungsmittelallergene in etwa 30 Proteinfamilien unterteilt werden (Hauser et al., 2008). 

Die Proteinfamilie mit der größten Anzahl an Allergenen pflanzlichen Ursprungs ist die 

Prolamin-Superfamilie mit den Speicherproteinen der Getreide, den Protease-Inhibitoren, den 

2S-Albuminen und den nicht-spezifischen Lipidtransferproteinen. Die zweitwichtigste 

Proteinfamilie ist die Cupin-Superfamilie, zu deren Vertretern unter anderem die Viciline (7S-

Speicherproteine) und die Legumine (11S-Speicherproteine) gehören (Paschke, 2008; 

Radauer et al., 2008). Zwei weitere wichtige Familien sind die Profiline und die Bet v 1-

Homologe, die eine Hauptrolle bei der Pollenassozierten Nahrungmittelallergie spielen 

(Pastorello et al., 1999). Gerade die Profiline sind aufgrund ihres ubiquitären Vorkommens 

als Auslöser von Kreuzreaktionen prädestiniert und werden deshalb auch zu den 

Panallergenen gezählt (Hauser et al., 2010). IgE-Antikörper gegen das Pollenprofilin Bet v 2 

besitzen eine hohe Kreuzreaktivität zu Profilinen aus pflanzlichen Nahrungsmitteln. Bisher 

sind zahlreiche Profiline aus pflanzlichen Nahrungsmitteln identifiziert und als Allergene 

beschrieben. Hierzu gehören z. B. die Profiline aus Kirsche, Pfirsich, Apfel, Sellerie, Litschi, 

Banane und Tomate, wobei deren Sequenzidentität mit Bet v 2 zwischen 74 und 83% beträgt 

(Vieths et al., 2002). Allein die Mitglieder dieser vier oben genannten Proteinfamilien decken 

etwa 65% aller momentan bekannten pflanzlichen Allergene ab, wobei die restlichen 

Allergene in etwa 27 weiteren Familien eingeteilt werden können (Radauer und Breiteneder, 

2007). Zu den wichtigsten tierischen Lebensmittelallergenen zählen die Calcium-bindenden 

EF-Hand-Proteine, die Parvalbumine des Fischs und die Tropomyosine verschiedener 

Meeres- und Weichtiere (Paschke, 2008; Radauer et al., 2008).  

 

1.1.4 Tomatenallergie 

 
Die Prävalenz der Allergie gegenüber der Tomate (Lycopersicon esculentum) schwankt 

weltweit je nach Region und den damit verbundenen Nahrungsgewohnheiten zwischen 1,5% 

(Westphal et al., 2004) und 20% (Ortolani et al., 1988). Bei den Tomatenallergikern sind die 

häufigsten Symptome nach dem Kontakt oder dem Verzehr von Tomaten lokal begrenzt, 

meist kommt es zur Ausbildung des IgE vermittelten Oralen Allergie Syndroms (OAS).  

Die Symptome betreffen die Schleimhäute, die Lippen, die Zunge und den Pharynx nach 

Verzehr. Oder es treten kutane Symptome wie Pruritus, Erythrem oder Nesselsucht nach 

Kontakt oder Verzehr auf. Systemische Reaktionen, auch Anaphylaxie, sind nicht häufig 

(Asero et al., 2009; Zacharisen et al., 2002), wobei Patienten mit Anstrengungsinduzierten 



	 ���	����� 


7 

Anaphylaxien nach Nahrungsmittelverzehr die Tomate als häufigsten Auslöser angeben 

(Romano et al., 2001).  

Verantwortlich für die Allergie sind verschiedene Proteine, von denen in den letzten Jahren 

einige identifiziert werden konnten und in die Datenbank der International Union of 

Immunological Societies (IUIS) Allergen Nomenclature Sub-Commitee aufgenommen 

wurden. Das Allergen Lyc e 1 (Lyc e 1.01: AJ417553; Lyc e 1.02: AY061819) ist ein Profilin 

(Willerroider et al., 2003; Westphal et al., 2004), bei Lyc e 2 (Lyc e 2.0101: AF465612; Lyc e 

2.0202: AF465613) handelt es sich um eine � -Fructofuranosidase (Westphal et al., 2003). Lyc 

e 3 ist ein Lipid-Transfer-Protein (Lyc e 3.01: Acc. No. AM051295, Lyc e 3.02 Acc. No. 

AM051296 (Reche et al., 2001; Fötisch et al., 2001)) und bei Lyc e 4 handelt es sich um das 

TSI-1 (tomato stress induced protein 1), ein Bet v 1-homologes Protein (Sree Vidya et al., 

1999). Es gibt zahlreiche Hinweise auf weitere IgE-bindende Proteine, die noch nicht in die 

Liste der IUIS aufgenommen wurden. Kondo et al. (2001) konnten mittels IgE Immunanalyse 

die Polygalakturonase 2A (PG2A), eine Superoxid Dismutase und die Pektinesterase (PE) als 

potentielle Tomatenallergene identifizieren. Weitere potenziell IgE reaktive Proteine in der 

Tomatenfrucht sind ein Thaumatin-homologes P23 Protein (Rodrigo et al., 1991), eine 

Glucanase (Palomares et al., 2005), eine Peroxidase (Weangripasaval et al., 2003), eine 

Chitinase (Diaz-Perales et al., 1999) und ein Patatin (Sol t 1)-homologes 43 kDa Protein 

(Breiteneder et al., 1999). Eine aktuelle Studie von Bässler et al., (2009) ergab Hinweise 

darauf, dass die Speicherproteine Vicilin (AM932874) und Legumin (TC156005) des 

Tomatensamens ebenfalls eine Rolle bei der Sensibilisierung spielen könnten. Die Allergie 

gegen Tomate ist mit verschiedenen anderen Allergien verknüpft, zum Beispiel mit Allergie 

auf Birken- und Gräserpollen, oder dem Latex-Frucht-Syndrom. Bei einer Studie mit 

Birkenpollenallergikern waren 9% auf Tomate sensibilisiert (Fötisch et al., 2001), wobei sich 

in dieser Studie Profilin und die CCDs als die kreuzreaktiven Strukturen herausstellten. Noch 

deutlicher war die Kreuzreaktivität bei den Gräserpollenallergikern, unter denen ganze 40% 

eine Hautsensibilisierung gegenüber Tomate aufwiesen, was wahrscheinlich durch Profilin 

und CCDs ausgelöst wurde (Petersen et al., 1996; Fötisch et al., 2001). Das Latex-Frucht-

Syndrom erhielt seinen Namen, weil 2-4% der Latexallergiker auf Tomaten allergisch 

reagieren (Kim et al., 1999; Beezhold et al., 1999) und 43% auf Tomate sensibilisiert sind 

(Brehler et al., 1997). Beteiligt am Latex-Frucht-Syndrom sind vier verschiedene 

Proteingruppen, die Klasse 1 Chitinasen, die � -1,3-Glucanasen, ein Patatin-ähnliches Protein, 

und das Profilin.  
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1.2 Glykosylierung von Proteinen 

 

Eine der häufigsten Formen bei der posttranslationalen Modifizierung von Proteinen ist die 

Glykosylierung, wobei der Begriff „Glykosylierung“ die kovalente Verknüpfung von 

Oligosacchariden an ein Protein beschreibt. Es gibt zwei verschiedene Arten der 

Glykosylierung, zum einen die N-Glykosylierung, hierbei wird der Zucker an den Stickstoff 

der freien Säureamidgruppe eines Asparagin (Asn) gebunden, zum anderen die O-

Glykosylierung, bei der eine Hydroxylgruppe an ein Threonin, Serin oder Prolin Rest der 

Peptidkette angeknüpft wird (Saint-Jore-Dupas et al., 2007). Die N-Glykosylierung beginnt 

im Endoplasmatischen Reticulum (ER) durch die Anheftung einer vorgefertigten an das 

Membranlipid Dolichol gebundenen Kohlenhydratkette an den Amid-Stickstoff des 

Asparagins der Konsensus-Sequenz Asn-X-Thr/ Ser. Zunächst werden auf der dem 

Zytoplasma zugewandten Seite an das Dolicholphosphat zwei Moleküle N-Acetylglucosamin 

und fünf Mannose Moleküle angeknüpft. Anschließend wird das Dolichol-P-P-Oligosaccharid 

auf die luminale Seite des ER gedreht und dort das Oligosaccharid um vier weitere Mannose 

und drei Glucosen verlängert und schließlich auf einen geeigneten Asparagin-Rest einer 

wachsenden Polypeptidkette übertragen. Im ER werden daraufhin von verschiedenen 

Glykosidasen drei Moleküle Glucose entfernt, und das Oligosaccharid zum Golgi 

weitertransportiert. Im Golgi werden weitere Mannose-Reste abgespalten, was zur Bildung 

von Mannose-reichen N-Glykanen (high mannose type) führt, die aus fünf bis neun Mannose 

Resten und keinen weiteren Zuckern bestehen (Szumilo et al., 1986; Sturm et al., 1987). 

Durch die � 1,2-N-Acetylglucosaminyltransferase I (GnTI) katalysierte Anheftung eines N-

Acetylglucosamins an den � 1,3-Mannose Ast von Man5GlcNAc2 wird die Grundlage für die 

Hybriden (hybrid type) und die komplexen N-Glykane (complex type) gelegt (Johnson und 

Chrispeels, 1987; Tezuka et al., 1992). Nach der Abspaltung weiterer Mannose Reste wird 

durch in einer von der � 1,2-N-Acetylglucosaminyltransferase II (GnTII) katalysierten 

Reaktion ein weiterer N-Acetylglucosamin Rest an den � 1,6-Mannose Ast angefügt. Bei der 

anschießenden � 1,2-Xylosylierung und � 1,3-Fucosylierung, die meist im medialen und dem 

trans Golgi stattfinden, werden die pflanzenspezifischen Zucker � 1,2-Xylose und � 1,3-

Fucose am Kern Man3GlcNAc2 angefügt. (Johnson und Chrispeels, 1987; Tezuka et al., 1992; 

Staudacher et al., 1995). Abbildung 3 gibt eine Übersicht über die verschieden Strukturen 

pflanzlicher N-Glykane. Je nachdem, welche Pflanzenart betrachtet wird, können die 

Strukturen daher stark von den hier aufgezeigten Hauptformen abweichen.  
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Verschiedene Studien haben gezeigt, dass es eine Vielzahl von Glykoproteinen gibt, bei 

denen entweder nur die � 1,2-Xylose oder die � 1,3-Fucose Reste tragen (zusammengefasst in 

Rayon et al., 1998). 

 

Abb. 3: Einteilung typischer, pflanzlicher N-Glykan-Strukturen.  In Klammern sind optionale 

Verknüpfungen angegeben; Asn, Asparagin einer Peptidkette; Fuc, Fucose; Gal, Galaktose; GlcNAc, N-

Acetyl-Glucosamin; Man, Mannose; XylT, Xylose. Verändert nach Kaulfürst-Soboll, 2011.  
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Die Substratspezifität der � 1,3-Fucosyltransferase und der � 1,2-Xylosyltransferase werden 

auch nicht beeinflusst, falls die � 1,2-Xylose oder die � 1,3-Fucose nicht vorhanden sind 

(Johnson und Chrispeels, 1987; Tezuka et al., 1992; Staudacher et al., 1995). Damit konnte 

Abb. 4: Schematische Darstellung der N-Glykan Biosynthese in Pflanzen.  Die Synthese beginnt im ER 

mit dem Transfer des Glykans auf die wachsende Proteinkette. Durch das Entfernen von Glucoseresten 

entstehen die Mannnose-reichen Glykane. Im Golgi-Apparat beginnt die Synthese der komplexen N-

Glykane mit dem Trimmen der Mannose und dem Transfer eines N-Acteylglucosaminrests. Der Transfer  

einer � 1,2-Xylose und einer � 1,3-Fucose ist spezifisch für Pflanzen. Abbildung verändert nach Kaulfürst-

Soboll et al., 2011.  
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auch gezeigt werden, dass die � 1,2-Xylosylierung und � 1,3-Fucosylierung unabhängige 

Ereignisse sind (Rayon et al., 1998), wobei der Transfer der � 1,2-Xylose Reste vor der 

Verknüpfung der � 1,3-Fucose Reste geschieht (Fitchette-Lainé et al., 1994). Nach dem 

Anfügen der Xylose und Fucose an den Kern, können die komplexen N-Glykane weiter durch 

das Anfügen terminaler Fucose und Galaktose Reste modifiziert werden. Die daraus 

resultierende Struktur ist als Lewis a (Lea) Antigen bekannt und findet sich normalerweise auf 

der Zelloberfläche von Glykokonjugaten in Säugetieren und ist dort an der Zell-

Zellerkennung und an Zelladhäsionsprozessen beteiligt (Melo et al., 1997; Fitchette-Lainé et 

al., 1997; Fitchette et al., 1999). Die Abbildung 4 zeigt vereinfacht die verschiedenen Schritte 

der N-Glykosylierung in Pflanzen im ER und im Golgi-Apparat.  

Die tatsächliche Aufgabe der N-Glykosylierung ist bis heute nicht eindeutig geklärt. In 

Pflanzen beeinflussen N-verknüpfte Glykane die Glykoproteinkonformation, die Stabilität, 

die Löslichkeit und die biologische Aktivität (Bosques et al., 2004; Vagin et al., 2009; Dennis 

et al., 2009; de Hoff et al., 2009). Zudem konnte in einigen Studien auch gezeigt werden, dass 

N-Glykane Proteine vor dem proteolytischen Abbau bewahren können (Rayon et al., 1998) 

und am reifungsbedingten Weich-Werden verschiedener Früchte beteiligt sind (Meli et al., 

2010). 

 

1.2.1 Kohlenhydrate als IgE-Epitope 

 
Schon in den frühen 80er Jahren wurde das erste Mal davon berichtet, dass IgE-Antikörper 

aus Seren von Pollenallergikern kreuzreaktiv agierten und wahrscheinlich gegen eine 

Kohlenhydratdeterminante auf der Oberfläche von Glykoproteinen gerichtet waren. Aalberse 

et al. zeigten 1981, dass die IgE Reaktivität einzelner Komponenten eines Patientenserums 

nach Behandlung mit Periodat verschwand (wobei Periodat Kohlenhydrat-Bindungen 

zwischen zwei benachbarten Hydroxygruppen spaltet), sich hingegen einer Hitzebehandlung 

gegenüber resistent verhielt. Es handelte sich um Wespengift, woraufhin der Begriff der 

kreuzreaktiven Kohlenhydrat-Determinanten (cross-reactive carbohydrate determinants, 

CCD) geprägt wurde (Aalberse et al., 1981). Durch den Vergleich des glykosylierten 

Bienengift-Allergens Phospholipase A2 (PLA2) mit einer nicht-glykoslyierten Variante und 

weiteren Inhibitionsexperimenten, konnte die Beteiligung der Kohlenhydrat-Komponente an 

der IgE-Bindung belegt werden (Weber et al., 1987). Van Ree et al. (2000) konnten zeigen, 

dass sowohl � 1,3-Fucose, als auch � 1,2-Xylose an der IgE-Bindung beteiligt sind. So gaben 

sie auch eine mögliche Erklärung für die Beobachtungen von Petersen et al. (1996). Diese 
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stellten bei Untersuchungen mit Gräserpollenallergikern fest, dass acht Patienten positiv auf 

einen Hauttest mit Tomaten reagierten. Bei fünf dieser acht Patienten konnte die IgE Bindung 

an Profilin nachgewiesen werden, und eine andere Gruppe von fünf Patienten wies eine IgE 

Reaktion gegen Kohlenhydratstrukturen auf. Die � 1,3-Fucosylierung wird seit längerem als 

wichtigere Determinante bei der Kreuzreaktivität angesehen (Wilson et al., 1998; Tretter et 

al., 1993), das weit verbreitete Vorkommen dieses Zuckers ist repräsentiert durch das 

Vorhandensein der Kern � 1,3-Fucosyltransferase in Pflanzen (Leiter et al., 1999), Nematoden 

(Paschinger et al., 2004), und Insekten (Fabini et al., 2001). Demgegenüber steht die Präsenz 

von Enzymen, die � 1,2-Xylose übertragen, die hauptsächlich ein Charakteristikum von 

Pflanzen (Strasser et al., 2004), Schnecken (Mulder et al., 1995) und Trematoden (Faveeuw et 

al., 2003) ist, wobei auch diese Zuckerreste zu einer Kreuzreaktivität beitragen können (Pöltl 

et al., 2007).  

 

1.2.2 Klinische Relevanz von kreuzreaktiven Kohlenhydrat-Determinanten 

 
Obwohl eine Sensibilisierung gegen Glykane mit 16-55% relativ häufig ist, ist die klinische 

Relevanz von anti-CCD IgE umstritten (Tretter et al., 1993; van Ree et al., 2000; Bencurova 

et al., 2004), da sie besonders oft bei in vitro-Testverfahren die Ursache für eine breite 

Erkennung von potentiell allergenen Glykoproteinen aus nicht-verwandten Spezies darstellen, 

was zu falsch-positiven Ergebnissen führen kann (van Ree et al., 2000; Fötisch et al., 2003; 

Mahler et al., 2006; Altmann, 2007). Mittlerweile gibt es eine Vielzahl von Studien zu den 

CCDs, deren Ergebnisse bis heute kontrovers diskutiert werden. So konnte zum einen gezeigt 

werden, dass Glykokonjugate, vor allem in multivalenter Form, eine Histaminfreisetzung 

bewirken können (Batanero et al., 1999; Bublin et al., 2003; Westphal et al., 2003; Wicklein 

et al., 2004), wobei monovalente Glykokonjugate keine Freisetzung bewirken konnten 

(Wicklein et al., 2004). Dies könnte ein Hinweis auf die klinische Relevanz von CCDs sein. 

Bei einer Studie von Jappe und Mitarbeitern konnten in einigen Insektenallergikern keine 

Peptid-spezifischen IgE-Antikörper gegen Insektengift detektiert werden, wohl aber CCD-

spezifische IgE-Antikörper, was auch für eine klinische Manifestation spricht (Jappe et al., 

2006). Die biologische Aktivität der CCDs der Tomate wurde von Fötisch et al. (2003) 

untersucht. Bei einem Drittel der Patienten mit einer Sensibilisierung gegen Lyc e 2 induzierte 

eine dosisabhängige Stimulation mit verschiedenen Glykoproteinen im basophilen 

Mediatorfreisetzungstest eine Histaminfreisetzung bis zu 82%. Weiterhin war rekombinant in 

E. coli hergestelltes und somit glykanfreies Lyc e 2 nicht in der Lage, IgE-Antikörper von 
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Allergikerseren zu binden. Außerdem konnte rekombinantes Lyc e 2, anders als natürliches 

Lyc e 2, Basophile von Patienten nicht zur Histaminsekretion anregen (Westphal et al., 2003; 

Jäger et al., 2008). Im Allgemeinen werden die IgE-Antikörper, die gegen pflanzliche Zucker 

gerichtet sind, heute aber als klinisch nicht relevant angesehen und konnten bisher auch nicht 

mit einer Anaphylaxie in Verbindung gebracht werden. Seit ein paar Jahren gab es im 

Südosten der USA vermehrte Berichte über neue Formen der Anaphylaxie: Zum einen nach 

Gabe des seit 2005 in der Krebstherapie eingesetzten monoklonalen Antikörpers Cetuximab 

(Chug et al., 2008) und zum anderen einige Stunden nach dem Verzehr von rotem Fleisch, 

wie Lamm oder Rind (Commins et al., 2009). In beiden Fällen konnten in Sera von 

betroffenen Patienten IgE-Antikörper gegen Galactose-� -1,3-Galactose (� -Gal) nachgewiesen 

werden, die für die Auslösung der ungewöhnlichen Form der verspäteten Anaphylaxie 

verantwortlich waren. Neuerdings gibt es Hinweise darauf, dass der Biss der im Südosten der 

USA heimischen Zecke Amblyomma americanum die Ursache für die Bildung der � -Gal 

spezifischen IgE Antikörper in den USA ist (Commins et al., 2011), was überhaupt das erste 

Beispiel dafür ist, dass die Antwort auf einen Ektoparasiten zu einer schwerwiegenden Form 

einer Nahrungsmittelallergie führen kann. Mittlerweile wurde die verzögerte Form der 

Anaphylaxie aufgrund von � -Gal spezifischen IgE Antikörpern ebenfalls in 5 Patienten in 

Nordspanien beobachtet, wobei deren Sensibilisierung nicht eindeutig einer bestimmten 

Zeckenart zugeordnet werden kann. Es wird davon ausgegangen, dass es sich um Ixodes 

ricinus handelt, die in der nordspanischen Region weit verbreitet ist (Nunez et al., 2011).  

 

 

1.3 Ansätze zur Veränderung des allergenen Potentials 

pflanzlicher Nahrungsmittel 

 

1.3.1 Beeinflussung der Allergenaktivität durch Verarbeitung 

 
Fast jedes Lebensmittel, das wir konsumieren, hat einen Verarbeitungsprozess durchlaufen, 

beginnend mit der Ernte und der Lagerung, über den Transport, bis hin zur Zubereitung. In 

der Nahrungsmittelindustrie werden verschiedenste Verfahren eingesetzt, um das 

Lebensmittel für den Verbraucher sicher und wohlschmeckend zu machen. Dabei werden zum 

großen Teil thermische Verfahren, die sowohl mit feuchter als auch trockener Hitze arbeiten, 

sowie Nicht-thermische Verfahren, wie z. B die Fermentation, eingesetzt. Bei den 

thermischen Verfahren hat sich gezeigt, dass viele Allergene auch unter Hitzeeinwirkung 
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äußerst stabil sind, wozu auch die CCDs zählen. Desweiteren konnte bei der Röstung der 

Erdnuss ein vergrößertes allergenes Potential detektiert werden (Maleki et al., 2000a). Ein 

weiteres Beispiel für die Behandlung von Nahrungsmitteln stellt die biochemische 

Verarbeitung mittels Enzymen dar (zusammengefasst in Sathe et al., 2005). Bei der 

sogenannten Proteolyse werden gezielt spezifische Proteine zur Prozessierung der 

Lebensmittel eingesetzt. Nach dem Einsatz einiger dieser Verfahren konnte eine geringere 

Allergenaktivität nachgewiesen werden, wobei ebenso viele Versuche keinen Effekt, oder 

eine Verstärkung der Allergenität hervorriefen. Wigotzki et al. (2000) konnten durch den 

Einsatz von Trypsin, Elastase und Protease die Allergenität von verschiedenen Allergenen der 

Haselnuss vermindern, wohingegen Studien von Maleki et al. (2000b) keinen Einfluss auf die 

IgE-Epitope von Ara h 1 durch Proteolyse in Erdnüssen nachweisen konnten. Die großen 

Nachteile der Allergenverminderung mittels Verarbeitung liegen zum einen darin, dass es 

durch die Behandlung zu unerwünschten Konformationsänderungen der Proteinstruktur 

kommen kann und sich dadurch potenzielle „Neo-Epitope“ bilden können (Paschke, 2009). 

Zum anderen kann die Prozessierung einen ungewünschten Einfluss auf den Geschmack und 

die sensorischen Eigenschaften eines Nahrungsmittels haben (Sathe et al., 2005).  

 

1.3.2 Erzeugung hypoallergener Varianten durch Entfernung der IgE-Bindestellen 

 
Für einige Allergene war die Entfernung einiger IgE-Bindestellen erfolgreich. Begonnen 

wurden diese Studien an verschiedenen Pollenallergenen für die Entwicklung der Pollen-

spezifischen Immuntherapie. Durch die Einführung von verschiedenen Punkmutationen in Lol 

p 5, einem Hauptallergen des Deutschen Weidelgras, konnten verschiedene Varianten erzeugt 

werden, bei denen eine verringerte IgE-Bindekapazität nachgewiesen werden konnte 

(Swoboda et al., 2002). Einen weiteren Ansatz stellt die Maskierung der IgE Bindestellen mit 

Polysacchariden dar. So wurden bei Cry j 1, einem Pollenallergen der Japanischen Zeder, die 

Epitope mit Polysacchariden maskiert, und so konnte die Allergenizität vermindert werden 

(Usui et al., 2003). Bei den Nahrungsmittelallergenen konnten Neudecker et al. (2003) 

hypoallergene Varianten von zwei PR-10 Proteinen, Pru av 1 (Pru av 1 Trp45) und Api g 1 

(Api g 1 Glu44) erzeugen, wobei später noch eine weitere potenzielle IgE-Bindestelle auf Pru 

av 1 bei AS-Position 28 identifiziert wurde (Wiche et al., 2005). Die Identifizierung von IgE-

bindenden Epitopen auf verschiedenen Profilinen zeigte bei Bet v 2 drei Epitope, von denen 

zwei mit der Aktinbindestelle überlappten und eines im Bereich der Aminosäuren 30-50 lag 

(Federov et al., 1997). Auf dem Profilin der Sonnenblume konnten in einer Studie von 
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Asturias et al. insgesamt fünf Epitope identifiziert werden, eins am N-Terminus (Aminosäure 

1-15), das sich über die Poly-L-Prolin Bindestelle ausdehnt, und drei am C-Terminus (AS 

100-109; 108-115 und 122-127), die mit der Aktinbindestelle überlappen. Ein weiteres befand 

sich im Bereich der Aminosäuren 40 bis 50 (Asturias et al., 2002). Einige Epitope, die 

zusammengenommen fast die gesamte Oberfläche der jeweils getesteten Profiline abdecken, 

wurden in Modell-Strukturen verschiedener Profiline identifiziert. Radauer und Kollegen 

(2006) identifizierten drei Hauptepitope, wohingegen Leitner und Mitarbeiter (1998) ein 

zirkuläres Peptid als Mimotop von verschiedenen Profilinen vorschlugen. Für das Profilin der 

Melone, das Cuc m 2, wurden in den letzen Jahren sowohl lineare IgE-Epitop, als auch ein 

konformationelles IgE-Epitop vorhergesagt. Lopez-Torrejon et al. konnten für Cuc m 2 

insgesamt vier Epitope mittels Phagen-Display identifizieren. Die beiden Epitope E1 (AS 66-

75 und AS 81-93) und E2 (AS 95-99 und 122-131), die partiell mit der Aktinbindestelle 

überlappen, zeigten eine starke IgE Bindung, wobei die Epitope E3 (AS 6-20) und E4 (AS 35-

45) eine geringere IgE-Reaktivität aufwiesen (Lopez-Torrejon et al., 2007). Mittlerweile 

wurde ein konformationelles IgE-Epitop auf der Oberfläche von Cuc m 2 identifiziert, das 

aufgrund der hohen Strukturähnlichkeit auch in anderen homologen Profilinen wie z. B. Bet v 

2 der Birke und Phl p 12 des Lieschgras vorhergesagt wurde (Tordesillas et al., 2010).  

 

1.3.3 Hemmung der Allergenexpression in pflanzlichen Nahrungsmitteln durch die 

RNA-Interferenz 

 
Bei der RNA-Interferenz (RNAi) handelt es sich um den sequenzspezifischen Abbau von 

eingeführter doppelsträngiger RNA. Beschrieben wurde dieses Phänomen erstmals im Jahr 

1998 von Fire und Mitarbeitern, die beobachteten, dass die Injektion oder auch die Aufnahme 

doppelsträngiger RNA in den Nematoden Caenorhabditis elegans einen spezifischen Abbau 

von mRNAs nach sich zieht, wobei die Sequenz der dsRNA die Spezifität des Abbaus 

bestimmt (Fire et al., 1998). In Pflanzen wurde ein ähnlicher Effekt beobachtet, als versucht 

wurde, die Blütenfarbe in Petunien durch die Einführung eines pigmentproduzierenden Gens 

zu verstärken, was aber den entgegengesetzten Effekt auslöste und die Blüten vorwiegend 

weiß oder gescheckt färbte (Napoli et al., 1990, van der Krol et al., 1990). Dieses Phänomen 

wurde deshalb als „Co-Suppression“ bezeichnet und kam dadurch zustande, dass sich das 

eingeführte Gen und das homologe endogene Gen gegenseitig unterdrückten, was heute in 

Pflanzen zu dem post-transcriptional gene silencing (PTGS) gezählt wird (Hamilton und 

Baulcombe, 1999), oder allgemein unter dem Begriff des RNA silencing bekannt ist. In 
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Pflanzen kann die RNAi-Unterdrückung besonders gut durch ein doppelsträngiges (ds) RNA-

Konstrukt in Form einer Haarnadel induziert werden. (Wesley et al., 2001). Die Abbildung 5 

zeigt schematisch den Ablauf einer RNA Interferenz. In die Zelle wird durch Transformation 

ein Konstrukt eingeführt, das für eine spezifische Sequenz in sense und antisense 

Orientierung kodiert, getrennt durch ein Intron. Durch DNA- oder RNA-abhängige Synthese 

werden dsRNA Stücke hergestellt, die auf Grund des Introns eine Haarnadel-Struktur 

(hairpin) ausbilden.  

 

 

 

Diese dsRNAs werden vom Dicer, einer RNase, erkannt und in kleinere Stücke von 21-23 

Nukleotiden prozessiert, die als short interfering RNA (siRNA) bezeichnet werden (Bernstein 

Abb.5: Schematische Darstellung der RNA Interferenz. Zunächst wird ein DNA-Konstrukt in die Zelle 

eingefügt, das von der Zelle in RNA transkribiert wird. Die Haarnadel-RNA formt sich spontan und wird 

durch den Dicer in 21-25 bp lange dsRNA-Fragmente mit 3’-Überhang von 2 bis 3 Basen zerschnitten. Im 

Folgenden lagert sich ein Strang mit mindestens einem Argonauten-Protein und weiteren Enzymen unter 

Bildung des RISC zusammen und lenkt diesen zu einer komplementären mRNA. Diese endogene oder 

fremde mRNA wird dann durch die Endonuklease-Aktivität des Argonauten-Proteins zerschnitten und der 

weiteren Degradation zugeführt. Abbildung verändert nach Benitec.com.  

cDNA ANDc 

Terminator Promotor 

sense antisense 

siRNA 

RISC 

AAAAA  

AAAAA  

Dicer 
(RNase III) 

DNA-Konstrukt 

RNA-Transkript 

Bildung einer ds-Haarnadel-
RNA 

Dicer vermittelte Spaltung 
von siRNA 

mRNA 

Zerstörung der Ziel-
mRNA 
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et al., 2001). Diese siRNAs werden anschließend in einen Riboprotein-Komplex namens RNA 

Induced Silencing Complex (RISC) integriert und spezifisch einer der beiden RNA-Stränge 

entfernt und somit der RISC aktiviert. Die kleinen RNAs dienen als Führer des RISC zu den 

zu inaktivierenden RNAs und vermitteln auf diese Weise entweder die Modifikation von 

Chromatin, die translationale Repression, oder das Schneiden der Ziel-mRNA (Smith, 2000; 

Li und Ding, 2006). Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass durch die hairpin-dsRNA 

verschiedene Wege des RNA silencing aktiviert werden, aber der Hauptweg scheint über das 

Enzym Dicer-like 4 (DCL4) zu laufen. Dieser Weg wird auch bei der Abwehr gegen RNA-

Viren aktiviert, weswegen vermutet wird, dass die RNAi ursprünglich als 

Abwehrmechanismus gegen Viren oder zur Regulation der Aktiviät von Transposons 

entstanden ist (Small, 2007). Die Hemmung der Genexpression mittels RNAi wurde erstmals 

für das Mal d 1, einem PR-10 Protein in Äpfeln, beschrieben (Glissen et al., 2005). 

Mittlerweile gibt es eine Vielzahl von Nahrungsmitteln, in denen RNAi erfolgreich zur 

Reduktion der Allergenizität eingesetzt wurde. Dazu zählen unter anderem die Tomate (Le et 

al., 2006a; Le et al., 2006b; Kaulfürst-Soboll et al., 2011), die Erdnuss (Dodo et al., 2008), 

die Karotte (Peters et al., 2010) und der Reis (Wakasa et al., 2011). 

 

 

1.4 Zielsetzungen dieser Arbeit 

 

Ziel dieser Arbeit war, es die Expression verschiedener Allergene der Tomate durch die 

Anwendung der RNAi-Technologie zu unterdrücken. Da die meisten Tomatenallergiker nicht 

monosensibilisiert sind und einige allergieauslösende Proteine nur unter bestimmten 

Umweltbedingungen exprimiert werden, sollten die Expressionen verschiedener Allergene 

mit nur einem RNAi-Konstrukt herunterreguliert werden. Hierzu wurden verschiedene 

chimäre RNAi-Konstrukte in Tomatenpflanzen der Varietät Micro-Tom transformiert und die 

Expression der Zielgene überprüft.  

In einem zweiten Ansatz sollte die Modulation der N-Glykosylierung durch RNAi vermittelte 

Hemmung erfolgen. Als Zielgene wurden verschiedene Glykosyltransferasen ausgewählt, die 

für die Verknüpfung pflanzenspezifischer Zucker an die N-Glykane verantwortlich sind, in 

Säugern aber nicht vorkommen und somit diese speziellen Zuckerreste ein immunogenes 

Potential für Menschen darstellen. Nach Klonierung der entsprechenden RNAi-Konstrukte, 

Transformation, Regeneration und Charakterisierung der jeweiligen RNAi-Linien, sollten 

diese im Weiteren auf ihr allergenes Potential hin untersucht werden.  
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Ein weiterer Teilaspekt war die Identifizierung allergener Determinanten des Profilins und 

deren Modifikation, so dass ihre IgE-Bindefähigkeit und damit auch ihre Allergenizität sinkt. 

Da es sich bei Profilin um ein essentielles Protein für das Zellwachstum handelt, musste bei 

der Modifikation gewährleistet sein, dass seine biologische Funktionalität erhalten bleibt. 

Aufgrund der hohen Homologie in der Tertiärstruktur des Tomaten- und des Hefeprofilins 

und ihrer funktionellen Ähnlichkeit, war es Ziel dieser Arbeit, den gut charakterisierten 

Hefeorganismus zu nutzen, um allergene Determinanten des Tomatenprofilins Lyc e 1.02 zu 

identifizieren. Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Hefe-basierte Plattform entwickelt 

werden, welche die Selektion hypoallergener Profilinvarianten der Tomate, bei gleichzeitiger 

Berücksichtigung ihrer biologischen Funktionalität, erlaubt. Die durch ungerichtete 

Mutagenese erzeugten Lyc e 1.02 Varianten wurden hinsichtlich ihre IgE-Reaktivität in vitro 

getestet und ihre dreidimensionale Struktur analysiert. Grundlage für die Durchführbarkeit des 

Systems war die Entdeckung einer neuen natürlich vorkommenden Lyc e 1.02 Variante, die 

einen für die Rekombination in Hefe essentiellen Aminosäureaustausch trägt und sich damit 

als Ausgangsmaterial für die ungerichtete Mutagenese ausgezeichnet hat.  
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2. Material und Methoden 
 

2.1 Material  

 

2.1.1 Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien 

 

Wenn nicht anders aufgeführt, stammen die verwendeten Laborchemikalien, Enzyme und 

Verbrauchsmaterialien von den Firmen Fermentas (St. Leon-Rot), Roth (Karlsruhe), Sigma-

Aldrich (St. Louis; USA), Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) und VWR (Darmstadt). 

Radioaktive Chemikalien wurden von der Firma Hartmann Analytic (Braunschweig) und Kits 

zur Aufreinigung von Plasmiden und DNA Fragmenten aus Agarosegelen von Qiagen 

(Hilden) bezogen.  

 

2.1.2 Antikörper 

 

Tabelle 1: Verwendete Antikörper 

 

Bezeichnung Herkunft/ Referenz 

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

Kaninchen anti-human IgE, markiert mit alkalischer 

Phosphatase 

Sigma-Aldrich (St. Louis; USA) 

Kaninchen anti-Xylose markiert mit Peroxidase Agrisera (Vännäs; Schweden) 

Kaninchen anti-Fucose markiert mit Peroxidase Agrisera (Vännäs; Schweden) 

Ziege anti-Kaninchen markiert mit Peroxidase Thermo Scientific, Priece 

Biotechnology, Rockford, USA 

Kaninchen anti-Profilin freundlicherweise zur Verfügung 

gestellt von Dr. Philippe Deviller 

(Lyon, France) 
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2.1.3 Oligonukleotide und Sequenzierungen 

 

Alle Oligonukleotide wurden bei der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) bestellt und 

sind in folgender Tabelle aufgeführt. Sequenzierungen wurden von der Firma GATC 

(Konstanz) durchgeführt. 

 

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide 

 

Künstlich angefügte Sequenzen bzw. Schnittstellen für Restriktionsenzyme 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 qPCR forward �������������������������������
KP 84 XylT qPCR reverse �����������������������������
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Nummer Name Sequenz 5’-3’ 

KP 85 nptII-forward ����������������������������
KP 86 nptII-reverse ����������������������������
KP 87 5`Lyc e 1.02 SpeI ��������������������������������������
KP 89 3`Lyc e 1.02 SalI ������������������������������������

����������
KP 97 Chi qPCR forward ���������������������������
KP 98 Chi qPCR reverse ������������������������
KP 99 TSI-1 qPCR forward ������������������������������
KP 100 TSI-1 qPCR reverse ����������������������������
KP 101 Osmo qPCR forward ���������������������������
KP 102 Osmo qPCR reverse ����������������������������
KP 103 PG qPCR forward ������������������������������
KP 104 PG qPCR reverse ��������������������������������
KP 105 PE qPCR forward ������������������������������
KP 106 PE qPCR reverse �������������������������������
AS 1 5’ PFY1_SacI ������������������������������������

�������
AS 2 3’ PFY1_XhoI ������������������������������������

��������
AS 7 5’ A ���������������������������
AS 8 3’ D ����������������������������
uM 1 uM 1 forward ������������������������������������

������������
uM 2 uM 2 reverse ������������������������������������

������������
Oligo 
d(T) 

Oligo d (T) ������������������������������������
����

 

 

2.1.4  Biologisches Material 

 

2.1.4.1. Bakterienstämme 

 

Die Kultivierung von Escherichia coli (E. coli) erfolgte bei 37 °C in LB-Medium (Luria et al., 

1960), die von Agrobacterium tumefaciens bei 28 °C in YEB-Medium [5 g/l Rinder-Extakt; 

1g/l Hefeextrakt; 5 g/l Pepton aus Casein; 5 g/l Saccharose; 2 mM MgSO4].  

 

Für molekularbiologische Arbeiten wurden die folgenden Bakterien-Stämme verwendet. 
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Tabelle 3: Verwendete Bakterienstämme 

 

Stamm Genotyp/ Resistenz Herkunft/ Referenz 

E. coli DH5a *  F-/ endA1  hsdR17 (rK
-, mK

+) 

glnV44  thi-1  recA1 gyrA (Nalr) 

relA1 D (lacIZYA-argF) U169 

deoR (F 80dlacD(lacZ)M15) 

Woodcock et al., 1989 

Raleigh et al., 1989 

Invitrogen (Karlsruhe) 

E. coli XL1 Blue F´::Tn10 proA+B+ lacIq D (lacZ) 

M15/recA1 endA1 gyrA96(NaIr) thi 

hsdR17 (rK
-mK

+) glnV44 relA1 lac 

Bullock et al., 1987 

Stratagene (Amsterdam) 

E. coli DB3.1+ F- gyrA462 endA1 � (sr1-recA) 

mcrB mrr hsdS20 (rB-mB-) supE44 

ara-14 galK2 lacY1 proA2 

rpsL20 (Strr) xyl-5 � leu mtl-1 

Bernard et al., 1993 

E. coli Rosetta (DE3) F– ompT hsdSB (rB
– mB

–) gal dcm 

(DE3) pRARE2 (CamR) 

Novagen (Darmstadt) 

A. tumefaciens C58C1 RifR, mit Helferplasmid 

pGV2260 AmpR (Deblaere et 

al., 1985) 

Van Larebeke et al., 1974 

 

Zur Selektion wurden folgende Antibiotika-Konzentrationen eingesetzt: 

 

Ampicilin: 100 � g/ml 

Kanamycin: 50 � g/ml 

Rifampicin: 50 � g/ml 

Spectinomycin: 100 � g/ml 

Streptomycin: 40 � g/ml 

 

Sonstige Zusätze: IPTG 40 � M; X-Gal 40 � g/ml 

 

Alle Antibiotika/Zusätze wurden in Wasser gelöst, sterilfiltriert - mit Ausnahme von 

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

chloro-3-indolyl-� -Dgalactosid), welches in DMF (Dimethylformamid) gelöst wurde - und 

den Medien nach dem Autoklavieren in entsprechender Konzentration hinzugefügt.  
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2.1.4.2. Saccharomyces cerevisiae Stamm 

 
Tabelle 4: Verwendeter Hefestamm 

 

Stamm Genotyp Referenz 

BY 4741 URA3::GAL-->lacZ, 
LYS2::GAL 

(UAS)-->HIS3cyh r 
 

(http://web.unifrankfurt. 
de/fb15/mikro/ Euroscarf) 

Brachmann et al., 1998 
 

 

Die Wildtyp-Hefen wurden routinemäßig auf Vollmedium YPAD [10 g/l Hefeextrakt; 20 g/l 

Pepton; 20 g/l Glukose; 40 mg/l Adenin] bei 30 °C angezogen. Da die Hefe ein Eukaryont ist, 

wurden mutagenisierte Hefestämme nicht durch verschiedene Antibiotika selektioniert, 

sondern durch so genannte Auxotrophiemarker. Dem Fest- bzw. Flüssigmedium fehlt eine 

oder mehrere Aminosäuren, die für den jeweiligen Organismus essentiell sind. Hefe-Zellen, 

die mit dem vermeintlichen auxotrophimarker-tragenden Plasmid transformiert wurden, 

können dann auf dem jeweiligen Selektionsmedium wachsen, obwohl diesem Medium eine 

wichtige Komponente fehlt. Als Selektionsmedium wurde SCAD-Medium [20 g/l Glukose; 

6,7 g/l Yeast Nitrogen Base ohne Aminosäuren; 0,67 g/l entsprechender Aminosäuremix; pH 

5,8] verwendet.  

 

2.1.4.3. Verwendete Pflanzenpathogene 

 
Tabelle 5: Verwendete Pflanzenpathogene 

 

Pathogen Quelle Krankheit 
Pseudomonas syringae pv. 

tomato DC3000 

Jens Boch  
(Martin-Luther-Universität 

Halle-Wittenberg) 

Blasenfleckenkrankheit 

Pseudomonas syringae � hrcC 

TLR1 

Jens Boch 
(Martin-Luther-Universität 

Halle-Wittenberg) 

Blasenfleckenkrankheit 

Botrytis cinerea ([de Bary] 
Whetzel) 

Isolat von Pelargonie/ Möhre 
aus dem JKL Quedlinburg 

Grauschimmel 
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Legende: In der Tabelle sind die verwendeten Pflanzenpathogene aufgeführt. Die Arbeiten 

mit Botrytis cinerea wurden am Institut für Phytopathologie und Angewandte Zoologie in 

Gießen durchgeführt.  

 

2.1.5 Vektoren 

 
Für allgemeine Klonierungsverfahren und Pflanzentransformation wurden die in Tabelle 6 

aufgeführten Vektoren eingesetzt. Die Tabelle 7 gibt eine Übersicht über die im Rahmen 

dieser Arbeit generierten Vektoren. 

 

Tabelle 6: Verwendete Vektoren 
 

Bezeichnung Verwendung/ Resistenz Herkunft/ Referenz 

pENTR/D-TOPO E. coli Klonierungsvektor, KanR Invitrogen (Karlsbad, USA) 

pK7GWIWG2(II) binärer Vektor, SmR/SpR Invitrogen (Karlsbad, USA) 

TOPO-pCR-Blunt E. coli Klonierungsvektor, KanR Invitrogen (Karlsbad, USA) 

pCR2.1  E. coli Klonierungsvektor, KanR Invitrogen (Karlsbad, USA) 

pYES2 S. cerevisiae Klonierungsvektor, 

AmpR 

Invitrogen (Karlsbad, USA) 

p425MET25 AmpR Mumberg et al., 1994 

p424PPFYLyce 1.02 R33 AmpR Zajic, unveröffentlicht 

pFA6aHis5MX AmpR Wach et al., 1997 

p455 (Rubisco) AmpR Plasmiddatenbank Biochemie 

pET-45b-PFN AmpR Le, 2007 

pBinAR binärer Vektor, KanR Höfgen und Willmitzer (1990) 
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Tabelle 7: Eigene Vektoren mit Ausgangsplasmid und eingefügtem Insert 
 

Bezeichnung Resistenz Vektor geschnitten Insert 

pK7GWIWG2-XylT SmR/SpR pK7GWIWG2 XylT 

pK7GWIWG2-CTO SmR/SpR pK7GWIWG2 chimäres CTO-Konstrukt 

pYES2-PFY1 AmpR/URA3 SacI/XhoI PFY1 

pYES2-Lyc e 1.02 W33 AmpR/URA3 SpeI/SalI Lyc e 1.02 W33 

pYES2-Lyc e 1.02 R33 AmpR/URA3 SpeI/SalI Lyc e 1.02 R33 

p425PPFY-Lyc e 1.02mut AmpR SpeI/SalI Lyc e 1.02mut 

 

 

2.1.6 Seren 

 
Alle verwandten Seren stammten von Patienten, welche über die Art der anstehenden 

Versuche aufgeklärt worden waren und die ihre Zustimmung erteilt hatten. Die Seren wurden 

freundlicherweise von Frau Prof. Dr. Vera Mahler (Hautklinik der Friedrich-Alexander-

Universität, Erlangen) oder Herrn Dr. Stephan Scheurer (Paul-Ehrlich-Institut, Langen) zur 

Verfügung gestellt. UniCap-Klassen wurden mit dem entsprechenden Test (Pharmacia 

Diagnostics, Uppsala, Schweden) nach den Angaben des Herstellers bestimmt. Angegebene 

Allergien der Patienten waren zudem durch Pricktest (Hauttest) und Anamnese bestätigt 

worden.  

 

 

2.2 Methoden 

 

2.2.1 Hauttest 

 
Die Hauttests wurden von Prof. Dr. Vera Mahler (Hautklinik der Friedrich-Alexander-

Universität, Erlangen) nach Dreborg (1989) durchgeführt. Der SPT galt als 

Einschlusskriterium der Tomatenallergie bei den für diese Studie rekrutierten Patienten und 

zur Überprüfung der allergenen Potenz der gentechnisch veränderten Pflanzen. Abbildung 6 

zeigt schematisch die Vorgehensweise bei einem Hauttest.  
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Die Testung der Tomate wurde mittels Prick-zu-Prick Test bestimmt, da die Tomate einen 

hohen endogenen Histamingehalt besitzt. Laut einer Informationsbroschüre des Allergie-

Zentrums der Charité beträgt der endogene Histamingehalt der Tomate 2,2 mg/100 g, was im 

einfachen Prick-Test zu falsch positiven Ergebnissen führen könnte. Für den Prick-zu-Prick 

Test wurden Tomatenstücke von Wildtyp und gentechnisch veränderte Pflanzen des Kultivar 

Micro-Tom, sowie ein kommerzieller Tomatenextrakt verwendet. Die Prick-zu-Prick Test 

wurden in Doppel- oder Dreifachbestimmung auf der Innenfläche des Unterarms 

durchgeführt. Histamindihydrochlorid (10 mg/ml) und 0,9 % Natriumchloridlösung wurden 

als Positiv- bzw. Negativkontrolle verwendet. Der SPT wurde als positiv bezeichnet, wenn 

der Quaddeldurchmesser nach 20 min über 3 mm lag. Die Studie war von der lokalen 

Ethikkommission in Deutschland genehmigt. 

 

2.2.2 Anzucht von Tomatenpflanzen (Lycopersicon esculentum) 

 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Tomatenpflanzen der Art Lycopersicon esculentum cv. 

Mirco-Tom (Scott und Harbaugh, 1986) verwendet. Die Anzucht der Pflanzen erfolgte unter 

Gewächshausbedingungen bei einem Belichtungsschema von 16 h Licht/ 8 h Dunkelheit. Die 

Samen wurden in Aussaaterde ausgebracht und nach 14 Tagen wurden die Keimlinge pikiert 

und auf Typ-T Erde (Bayerische Gärtnerei-Genossenschaft eG, Nürnberg) ausgebracht. 

 

2.2.3 Oberflächensterilisation von Tomatensamen 

 
Zur Sterilisation wurden die gewaschenen und getrockneten Samen in einem sterilen Falcon 

zunächst für 3 min mit 70 % Ethanol gewaschen, anschließend wurden sie für 10 min mit 1 % 

Natriumhypochlorid behandelt und danach dreimal mit sterilem Wasser gewaschen. Falls die 

Abb. 6: Schematische Übersicht des Hauttests. Allergene wurden am erscheinungsfreien Innenarm mit 

einer feinen Lanzette in die Haut eingestochen (1.) und der Quaddeldurchmesser nach 20 min abgelesen (2.).  

(www.medinik.com/allergy/skin-allergy-test). 
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Samen nicht direkt auf MS-(Murashige and Skoog) Grundmedium (Murashige und Skoog, 

1962) ausgelegt wurden, wurden sie unter der Sterilbank auf einem sterilen Whatmanpapier 

getrocknet und bis zur weitern Verwendung bei 4 °C gelagert. 

 

2.2.4 Stabile Transformation und Regeneration von L. esculentum (nach Ling et al., 

1998) 

 
Zur Transformation wurden Tomatenpflanzen der Art Lycopersicon esculentum cv. Micro-

Tom eingesetzt (Scott und Harbaugh, 1989). Aufgrund seiner kleinen Größe von etwa 20 cm, 

der kurzen Generationszeit, die zwischen 70 und 90 Tagen liegt und seiner guten 

Transformierbarkeit (Meissner et al., 1997), eignet sich das Kultivar besonders für 

Großansätze mit hohem Durchfluss (Dan et al., 2006; Sun et al., 2006).  

 

  

Abb. 7: Überblick der Tomatentransformation. Die Transformation der Tomatenkotyledonen erfolgte 

mit Hilfe des Ti-Plasmids des Agrobacterium tumefaciens. Vor der Transformation wurden die gewünschten 

Gene in das Ti-Plasmid eingebracht, um genetisch veränderte Tomaten erzeugen zu können. Nach dem 

Eindringen des rekombinaten Ti-Plasmides kann die T-DNA Region des Plasmides in die chromosomale 

DNA der Zelle integrieren und die kodierten Gene können exprimiert werden. An den Schnittstellen der 

Blattstücke entwickeln sich Kalli der transformierten Zellen. Aus diesen Kalli werden Sprossen gebildet, aus 

denen sich vollständige Pflanzen regenerieren können. Nachdem diese Pflanzen Wurzeln gebildet haben, 

werden sie vom Nährmedium in Erde umgesetzt und zur Ausreifung ins Gewächshaus gebracht. 

2 Wochen 

3 Monate 3 Monate 

3 Monate 
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Micro-Tom ist eine kleinwüchsige Mutante der Stabtomate Moneymaker, wobei sich der 

Phänotyp von Micro-Tom auf mindestens drei Mutationen, DWARF (D), SELF-PRUNING 

(SP), und eine weitere noch nicht identifizierte Mutation zurückführen lässt (Marti et al., 

2006). Abbildung 7 gibt den Ablauf einer stabilen Tomatentransformation schematisch 

vereinfacht wieder. Zwei Wochen vor dem Schnitt der Keimblätter wurden die mit 1% 

Natriumhypochlorid sterilisierten Tomatensamen in Weckgläser mit MS-Grundmedium 

ausgelegt. Es wurden pro Transformation 25 Gläser mit je 16 Samen eingesetzt. Die Keimung 

der Samen erfolgte unter Langtagbedingungen (16 Stunden Tag/ 8 Stunden Nacht) bei 22 °C. 

Fünf Tage nach dem Auslegen wurde eine Tabak-Kallus Suspension als Fütterschicht 

(feederlayern) auf MSBN-Platten verteilt und diese Platten im Dunklen für einen Tag bei 

Raumtemperatur inkubiert. Auf den ausgestrichenen Tabak-Kallus wurde je ein Blatt steriles 

Filterpapier als Trennschicht luftblasenfrei angedrückt, und darauf die in kleine Stücke 

geschnittenen Keimblätter mit der Oberseite nach unten locker ausgelegt. Die Platten wurden 

anschließend im Lichtschrank für zwei Tage inkubiert. Einen Tag vor der Inkubation wurden 

die für die Transformation klonierten Agrobakterien in einer 20 ml Übernachtkultur mit den 

entsprechenden Antibiotika bei 28 °C bei 200-220 rpm angezogen. Am nächsten Morgen 

wurden die Agrobakterien abzentrifugiert (15 min, 3.500 rpm) und mit flüssigen MS-Medium 

eine OD600 von 0,3 eingestellt. Die Keimblattstücke wurden von den MSBN-Platten 

gesammelt und in 40 ml der Agrobakterienlösung für 30 min unter leichtem Schütteln 

inkubiert. Anschließend wurden die Agrobakterien mit einer Pipette abgesaugt und die 

Blattstücke mit einem sterilem Filterpapier abgetupft und wieder auf die MSBN-Platten mit 

der Tabak-Kallus-Suspension gelegt. Die Platten wurden für weitere drei Tage im 

Lichtschrank weiterkultiviert. Danach wurden die Blattstücke auf MSZK-Medium umgesetzt. 

Dieses Umsetzen geschah von jetzt an wöchentlich. Wenn Sprosse gewachsen waren, wurden 

die geschnittenen und zur Wurzelbildung auf MSIT-Medium umgesetzt. Alle zwei Wochen 

wurde der überschüssige Kallus unten am Spross vorsichtig abgeschnitten und die Sprosse auf 

frisches MSIT-Medium umgesetzt. Nach einigen Wochen begann die Wurzelbildung, 

woraufhin die Tomatenpflanzen in Weckgläser mit MSIT-Medium umgesetzt wurden. Sobald 

die Wurzeln gut ausgebildet waren und sich Seitenwurzel bildeten, wurden die Pflanzen auf 

Erde umgesetzt und zur weiteren Kultivierung und Fruchtbildung ins Gewächshaus unter 

Langtagbedingungen gebracht.  
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Medien zur Transformation und Reneration von Tomate (nach Ling et 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 µl/l NAA 

 

MSKZ:  MS-Grundmedium 

   1 mg/ml Zeatin 

   50 µg/ml Kanamycin 

 

MSIT:   MS-Grundmedium 

   1 ml/l IAA 

   2 ml/l Ticarcillin 

 

 

2.2.5 Bestimmung des Wachstum von Botrytis cinerea und Pseudomonas syringae in 

planta 

 

Für die Infektion mit Botrytis cinerea wurden Wildtyp (Micro-Tom), XylT_RNAi 12-4 und 

transformierte Kontrollpflanzen (Le et al., 2006 a) auf Erde im einer Klimakammer unter 

Langtagbedingungen bei 60% relativer Luftfeuchtigkeit angezogen (22/18 °C Tag/ 

Nachtzyklus, 16 h Licht; 53 mmol m-1 sec-1 Lichtintensität). Nach sechs Wochen wurden 

jeweils die fünften und sechsten Blätter entfernt und diese mit Konidien von Botrytis cinerea 

(Kulturkollektion des Institut für Phytopathologie und Angewandte Zoologie, Gießen) 

infiziert (4 x 20 µl Tropfen pro Blatt). Die Infektionslösung enthielt 5 x 104 Konidien ml-1 

gelöst in ½ Kartoffel-Dextrose-Agar (Duchefa, Haarlem, Niederlande). Nach der Infektion 

wurden die Blätter auf 0,5% Wasseragar (Roth, Karlsruhe) bei RT für sieben Tage inkubiert, 

und die Durchmesser der Läsionen nach vier und sieben Tagen (days post infection, dpi) 

bestimmt.  
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Um das Wachstum von Pseudomonas syringae (Pst)-Stämmen in planta zu bestimmen, 

wurden sechs Wochen alte Tomaten mit einer Bakteriensuspension von 1 x 105 cfu ml-1 

infiziert. Zur Bestimmung der Bakteriendichte wurden Blattscheiben (0,5 cm2; Korkbohren 4) 

in sterilem H2O homogenisiert und entsprechende Verdünnungen auf selektivem NYG [5 g/l 

Pepton; 3g/l Hefeextrakt; 20 g/l Glycerol; pH 7,2] (+ Rifampicin) ausplattiert. Nach zwei- bis 

dreitägiger Kultivierung bei 28 °C erfolgte die Auszählung gewachsener Kolonien.  

 

2.2.6 Molekularbiologische Methoden 

 

2.2.6.1 Molekularbiologische Standardmethoden 

 
Molekularbiologische Standardmethoden wie Restriktionsverdau, PCR, Ligation und 

Agarose-Gelelektrophorese wurden wie beschrieben durchgeführt (Sambrook und Russell, 

2001). PCR Reaktionen wurden mit dem QiaQuick® PCR Purification Kit (Qiagen) 

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

durchgeführt. 

 

2.2.6.2 Hefetransformationen 

 

Bei der Transformationsmethode des Gap Repair wurde kein Plasmid transformiert, sondern 

ein gereinigtes PCR Fragment, das in einer short flanking homology PCR hergestellt wurde 

(Oldenburg et al., 1997). Als Ausgangsmaterial diente für diese Arbeit das Plasmid 

pFA6aHis5MX (Wach et al., 1997).  

Für die Transformation der Hefe wurde ein modifizieres Protokoll von Schiestl und Gietz, 

(1998) verwendet. Es wurde zunächst eine Übernachtkultur in 50 ml YPAD bei 28 °C 

angezogen. Die Hefezellen wurden durch Zentrifugation für 5 min bei 4000 rpm geerntet und 

in 25 ml destillierten (dest.) Wasser resuspendiert. Nach einer erneuten Zentrifugation wurde 

das Pellet in 1 ml 100 mM Lithiumacetat resuspendiert. Die Suspension wurde in ein 

Eppendorfgefäß überführt und kurz abzentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und 

das Pellet in 500 µl 100 mM Lithiumacetat resuspendiert. Anschließend wurden 50 µl 

Aliquots auf Eppendorfgefäße verteilt und nach kurzer Zentrifugation der Überstand entfernt. 

Zu den Zellen wurden 240 µl 50% PEG 3350, 36 µl 1 M Lithiumacetat, 5 µl Carrier DNA 

und 100 ng DNA pipettiert. Mit dest. Wasser wurden die Ansätze auf ein Endvolumen von 

360 µl eingestellt und durchmischt. Danach erfolgte eine 30 minütige Inkubation bei 30 °C 
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und darauf ein Inkubationsschritt bei 42 °C für eine weitere halbe Stunde. Die 

Transformationsansätze wurden zentrifugiert, der Überstand wurde abgenommen und das 

Pellet in 400 µl destillierten Wasser resuspendiert und ausplattiert. Die getrockneten Platten 

wurden bei 30 °C für 3 bis 5 Tage inkubiert.  

 

2.2.7 Methoden mit DNA 

 

2.2.7.1 Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli 

 
Die Extraktion von Plasid-DNA aus E. coli erfolgte aus einer 2 ml Übernachtkultur (ÜNK) 

mit entsprechend hinzugefügtem Antibiotikum. 1,5 ml der ÜNK wurden in einem 1,5 ml 

Reaktionsgefäß bei 13.000 rpm 1 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 100 µl der Lösung 

1 [50 mM Glucose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris/HCl pH 8,0] auf dem Schüttler resuspendiert, 

nach Zugabe von 200 µl Lösung 2 [0,2 N NaOH, 1% SDS] und 150 µl Lösung 3 [3 M 

Kaliumacetat, pH 4,8] jeweils mehrfach invertiert. Nach der Zugabe von 500 µl Phenol/ 

Chloroform/ Isoamylalkohol wurde der Ansatz 1 min gevortext und anschließend 5 min bei 

13.000 rpm abzentrifugiert. Der Überstand wurde ohne Interphase in neues 1,5 ml 

Reaktionsgefäß überführt und die DNA mittels Zugabe von 900 µl 100% Ethanol gefällt. 

Nach einer zehnminütigen Zentrifugation (13.000 rpm) wurde der Überstand verworfen und 

das Pellet mit 500 µl 80% Ethanol gewaschen. Nach einer erneuten Zentrifugation (13.000 

rpm, 10 min) wurde der Überstand verworfen und das Pellet ca. 10 min bei Raumtemperatur 

getrocknet und in 30 µl TE/ RNase oder Wasser aufgenommen. 

 

2.2.7.2 Präparation genomischer DNA aus Blattmaterial 

 
Zur Extraktion genomischer DNA aus Blättern wurden ca. 250 mg Blattmaterial in flüssigen 

Stickstoff gemörsert. Das feine Blattpulver wurde in ein in Stickstoff vorgekühltes 15 ml 

Falcon-Tube überführt und mit 3 ml Extraktionspuffer [500 mM NaCl, 100 mM Tris/ HCl, 50 

mM EDTA pH 8,0; vor Gebrauch zu 50 ml 350 µl ß-Mercaptoethanol hinzufügen] versetzt. 

Anschließend wurden 200 µl 20 % SDS hinzugegeben und der Ansatz 10 min bei 65 °C im 

Wasserbad inkubiert. Anschließend wurde 1 ml 5 M Kaliumacetat (pH 5,2) beigefügt und 20 

bis 30 min auf Eis inkubiert. Daraufhin wurde der Ansatz 30 min bei 4.000 rpm 

abzentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Überstand durch eine Miracloth-Membran 

(Calbiochem, La Jolla, USA) filtriert und in ein neues Falcon-Tube überführt. Durch Zugabe 
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von 2 ml Isopropanol und einer Inkubation von 30 min bei -20 °C wurde die DNA gefällt und 

danach 30 min bei 4.000 rpm abzentrifugiert und der Überstand verworfen. Nachdem das 

Pellet angetrocknet war, wurde es in 700 µl 50 TE-Puffer resuspendiert und in ein 1,5 ml 

Reaktions-Gefäß überführt. Zur Inaktivierung der RNA wurde dem Ansatz 20 µl RNase A (10 

mg/ml) zugesetzt und eine Stunde bei 65 °C inkubiert. Nach Zugabe von 75 µl 3 M 

Natriumacetat wurde der Ansatz gemischt und 15 min bei 13.000 rpm abzentrifugiert. Der 

Überstand wurde in ein neues Tube überführt und 500 µl Isopronanol hinzugefügt. Die 

Fällung erfolgte 5 min bei RT, der Überstand wurde verworfen und das Pellet bei 37 °C 

trocknen gelassen. Abschließend wurde das Pellet über Nacht in 75 µl TE-Puffer bei 4 °C 

gelöst. 

 

2.2.7.3 PCR zur ungerichteten Mutagenese 

 
Die ungerichtete Mutagenese wurde nach den Herstellerangaben mit dem GeneMorph®II 

Random Mutagenesis Kit (Agilent, Santa Clara, USA) durchgeführt. Die im Kit enthaltene 

MutazymeII-Polymerase ist eine Kombination aus 2 verschiedenen fehleranfälligen 

Polymerasen, ohne proof-reading Aktivität. Abhängig von der eingesetzten Menge an 

Template-DNA können Mutationsraten von 1-6 Mutationen pro Kilobase eingeführt werden. 

Die PCR-Reaktion wurde mit 35 Zyklen implementiert, wobei der Vektor p425PPFY mit 

inseriertem Lyc e 1.02 R33-Fragment als Matrize verwendet wurde. Um die größtmögliche 

Anzahl an Mutationen erreichen zu können, wurden 100 ng 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 wurde durch die modifizierte Bradford 

Methode bestimmt (Bradford, 1976; Zor und Seliger, 1996). Dazu wurde nach Zugabe von 

Bradford Färbereagenz (Bradford Protein Assay, Bio-Rad, München) zum Proteinextrakt die 

Extinktion bei 595 nm und 450 nm im Photometer bestimmt. Über eine mitgeführte Eichreihe 

von BSA konnte so mit Hilfe des Quotienten A595/A450 die Proteinkonzentration ermittelt 

werden.  
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2.2.8.2 Metallionen-Chelat-Affinitätschromotographie 

 
Die Reinigung von in E. coli exprimierten Fusionsproteinen mit N-terminalem 

Hexahistidinanhang erfolgte nach der Lyse mittels Nickel (Ni++)-(Qiagen, Hilden) NTA-

Agarose (Porath et al., 1975) nach Angaben des Herstellers. Die Ni++-NTA-

Agarosesuspension wurde mit dem vierfachen Volumen Lysispuffer [50 mM NaH2PO4, 300 

mM NaCl, pH 8,0] dreimal gewaschen (Zentrifugation bei 700 x g, RT, 5 min), das zellfreie 

Material aufgegeben und eine Stunde bei RT auf dem Rollenmischer inkubiert. Nach der 

Bindung des Zielproteins an Ni++-NTA-Agarose erfolgten drei Waschschritte mit dem 

vierfachen Volumen Waschpuffer [50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 

8,0] (Zentrifugation bei 700 x g, RT, 5 min). Anschließend wurde eine Leersäule (BioRad, 

München) mit der gewaschenen Agarose gepackt und das Protein durch Elutionspuffer [50 

mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, pH 8,0] mit steigendem Imidazolgehalt [25, 50, 100, 250, 500 

mM, 1 M] eluiert. Die Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE analysiert. Fraktionen, die das 

Zielprotein enthielten, wurden gemischt und die Proteinkonzentration bestimmt. Nach 

proteolytischer Spaltung des Fusionsproteins wurde nach Dialyse eine zweite Ni
++

-NTA 

Affinitätschromatographie durchgeführt, um das Zielprotein von dem hexahistidinhaltigen 

Fusionsanteil zu separieren. Nach Zentrifugation (700 x g, RT, 5 Min.) wurde die Agarose 

gewaschen und das Zielprotein mit 250 mM Imidazol eluiert und mittels SDS-PAGE 

analysiert.  

 

2.2.8.3 Western Blot 

 
Gewebeproben gleicher Blattfläche (0,64 cm², soweit nicht abweichend davon angegeben) 

von Tomaten-Pflanzen wurden in 2x SDS-Probenpuffer [125 mM Tris-HCl, pH 6,8; 20 mM 

DTT; 20% (v/v) Glycerin; 4% (w/v) SDS; 0,2% (w/v) Bromphenolblau] homogenisiert. 

Zelltrümmer wurden nach einem Denaturierungsschritt (95°C, 10 min) abzentrifugiert (13000 

rpm, 2 min) und gleiche Volumen des Überstandes auf 12,5% (v/v) SDS Polyacrylamidgelen 

über Gelelektrophorese aufgetrennt (Laemmli, 1970). Für die Proteinextraktion aus S. 

cerevisiae wurden Hefezellen mittels Glasperlen (Ø 45 mm) auf einem Vibrax lysiert [25 mM 

HEPES, pH 7,5; 12 mM MgCl2; 0,5 mM EDTA; 8 mM DTT; 0,1% (v/v) Trition X-100; 0,1 

mM Pefabloc], Zelltrümmer wurden abzentrifugiert, die Proben denaturiert und gleiche 

Volumen des Überstandes auf 12,5% (v/v) SDS Polyacrylamidgelen aufgetrennt.  
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Anschließend wurden die Proteine auf Nitrocellulose-Membranen (Porablot, Macherey-

Nagel, Düren) transferiert und diese Membran danach zunächst für etwa 90 min in Blocking-

Puffer - TBS/T [20 mM Tris, 500 mM NaCl, 0,1% (w/w) Tween 20] + 5% (w/v) Milchpulver 

blockiert. Nach dreimaligem Waschen der Membranen in TBS/T wurden diese über Nacht mit 

anti-Xylose-Antiserum [1:20000], anti-Fucose-Antiserum [1:20000], anti-Transketolase-

Antiserunm [1:5000] oder anti-HRP-Antiserum [1:20000] (jeweils verdünnt in TBS/T mit 1% 

(w/v) Milchpulver) inkubiert. Die Entwicklung der Immunoblots erfolgte mit dem western 

blotting detection reagent-Substrat (Amersham, Buckinghamshire, England) nach Inkubation 

(1 bis 2 h) mit horseradish Peroxidase (HRP)-gekoppelten sekundären Antikörpern [1:20000 

verdünnt in TBS/T mit 1% (w/v) Milchpulver]. Antikörper-spezifische Signale wurden durch 

Exposition gegen Kodak Röntgenfilme detektiert. 

 

2.2.8.4 Immunoglobulin E-Immunoblot  

 
Eine halbe schockgefrorene Tomate wurde mit dem Hammer in kleine Stücke zerteilt und 

anschließend mit Proteinextrationspuffer [50 mM Tris-HCl, pH 6,8; 5 mM MgCl2; 15% (v/v) 

Glycerin; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 20 mM DTT] homogenisiert. Zelltrümmer wurden 

abzentrifugiert (13000 rpm, 20 min, 4 °C) und die Proteinkonzentration mittels Bradford 

(Bradford, 1976) ermittelt. Für die Gelelektrophorese (Laemmli, 1970) wurden gleiche 

Proteinkonzentrationen verwendet.  

 

2.2.8.5 Affinoblot 

 
Glykoproteine, die Concanavalin A (Con A) binden, können nach dem elektrophoretischen 

Transfer an Nitrozellulose visualisiert werden. Für den sogenannten „Affinoblot“ wurde das 

Protokoll von Faye und Chrispeels (1985) wie folgt modifiziert: 

Die freien Proteinbindestellen auf der Membran wurden mit TBS [20 mM Tris, 500 mM 

NaCl] + 3% (v/v) Gelatine blockiert. Nach dreimaligem Waschen mit TBS/T mit Kationen 

[20 mM Tris, 500 mM NaCl, 0,1% (w/w) Tween 20, 1 mM MnCl2, 1mM CaCl2 wurde die 

Membran in TBS mit 1% Gelatine mit Kationen und 4 mg ConA inkubiert. Als 

Sekundärprotein wurde TBS/ 1% Gelatine/ Kationen mit 7 mg HRP [TBS mit 1% Gelatine, 1 

mM MnCl2, 1mM CaCl2] eingesetzt.Für die Entwicklung des Affinoblots wurden 6 mg 3,3’-

Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) und 3 mg CoCl2 in je 50 µl 10 mM Tris-HCl pH 

7,6 gelöst und mit 9,9 ml 10 mM Tris-HCl pH 7,6 zu einer Substratlösung gemischt. Die 
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Substratlösung wurde durch einen Faltenfilter (MN 615 ¼, Macherey-Nagel) filtriert und 

anschließend mit 10 µl H2O2 versetzt. Die Membran wurde unter leichtem Schütteln in der 

Lösung inkubiert, bis die Proteine als braune Banden auf der Membran sichtbar wurden. 

Sobald die Banden klar erkennbar waren, wurde die Lösung verworfen und die Farbreaktion 

mit Wasser abgestoppt.  

 

2.2.8.6 ImmunoCAP-FEIA System 

 
Das ImmunoCAP-FEIA System ist ein in vitro Test, bei dem das spezifische Allergen an eine 

Festphase, ein Cellulose Carrier Polymer (CAP) gebunden ist.  

 

Abfolge    Durchführung              Menge 
  
1. Schritt:  Verteilen der Anti-IgE-Immuno CAP´s für Standard 
  und Allergen auf Mikrotiterplatte 96 Well Flachboden 
 
       10 min bei RT 
        waschen 
 
2. Schritt:  Pipettieren von Kontrolle/Standard/Probe    50 � l 
 
3. Schritt:  Transferieren von CAP´s in die vorgelegte Probe 
 
       30 min bei RT 
       inkubieren 
 
       10 min bei RT 
       waschen 
4. Schritt:    Konjugat      50 � l 
 
       2,5 h bei RT 
       inkubieren 
 
       10 min bei RT 
        waschen 
 
5. Schritt:    Entwickler      50 � l 
 
       10 min bei RT 
        inkubieren 
 
6. Schritt:   Pipettieren der Stoplösung             400 � l 
 
        2 min 
 
7. Schritt:   Fluorometrische Messung 
 
Abb. 8: Testablauf des spezifischen IgE Phadia CAP-Systems.  
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Diese Festphase besteht aus Kapseln einer CNBr-aktivierten Cellulose. Sie kann dreimal mehr 

Protein binden als die in früheren Testsverfahren eingesetzten Papierscheiben. Das 

ImmunoCAP System (Phadia, Uppsala, Schweden) kann zur Bestimmung zirkulierender 

spezifischer IgE (Immunoglobulin E)-Antikörper herangezogen werden. Das zu 

untersuchende Allergen, das an das ImmunoCAP gebunden ist, reagiert mit dem spezifischen 

IgE des Patientenserums für 30 min zu einem Antigen-Antikörper Komplex. Durch Waschen 

werden alle unspezifischen freien IgE-Antikörper entfernt. Anschließend werden Enzym-

markierte sekundäre Antikörper gegen IgE hinzugegeben. Nach einer zweieinhalbstündigen 

Inkubation wird überschüssiges ungebundenes Enzym-Anti-IgE herausgewaschen und 

Entwickler-Reagenz (Fluoreszenz) für 10 min hinzugegeben. Nach nochmaliger Inkubation 

wird mittels einer Stopplösung, nach Erreichen des Entwicklungshöhepunktes, die Reaktion 

abgestoppt und gemessen. Je höher der Fluoreszenz-Wert ist, desto mehr spezifisches IgE ist 

in der Probe vorhanden. Zur Auswertung des Testergebnisses wird die Fluoreszenz der 

Patientenprobe parallel zu einer Standardkurve gemessen und danach berechnet. Die IgE-

Standards sind gegen das 2. Int. Referenzpräperat 75/502 von menschlichem Serum-

Immunoglobulin E der WHO (World Health Organisation) kalibriert. Die Durchführung 

richtet sich nach den Angaben des Herstellers. Die Arbeitsschritte sind alle bei 

Raumtemperatur durchzuführen. Abbildung 8 zeigt den Ablauf zur Messung des spezifischen 

IgEs. 

 

Tabelle 8: Konzentrationsgrenzen bei CAP IgE 

 

RAST-Klassen U/ml Spiegel der Allerg.-spez. IgE 

AK 

Interpretation 

0 < 0,35 nicht vorhanden nicht nachweisbar 

1 0,35 – 

0,69 

niedrig Grenzbefund, klinische 

Revelanz fraglich 

2 0,7 – 3,49 mittel Leicht erhöht, Revelanz 

möglich 

3 3,5 – 

17,49 

hoch Mäßig erhöht, Revelanz 

wahrscheinlich 

4 17,5 – 

49,99 

sehr hoch Stark erhöht, relevant 
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RAST-Klassen U/ml Spiegel der Allerg.-spez. IgE 

AK 

Interpretation 

5 50,0 – 

100,00 

sehr hoch Sehr stark erhöht, relevant 

6 > 100,00 sehr hoch Extrem stark erhöht , relevant 

 

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

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

 

2.2.8.7 Messung der vakulären Invertaseaktivität  

 

Zur Bestimmung der vakulären Invertaseaktivität wurden für jeden Zeitpunkt fünf Replikate 

(Blattscheibe der Größe 0,5 cm2) mit Hilfe eines Korkbohrers genommen. Die Blattschieben 

wurden in 300 µl Enzymextraktionspuffer  [50 mM Tris HCl pH 6,8; 5 mM MgCl2; 5 mM 

DTT; 15 % Glycerin; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 0,1 mM Pefabloc] homogenisiert und 

anschließend pelletiert (13.000 rpm, 10 min, 4 °C). Der lösliche Überstand diente zur 

Bestimmung der löslichen Invertase und wurde vor Messung der vakulären Invertaseaktivität 

mit Hilfe von Sephadex Säulen entsalzt. Zu 60 µl Inkubationspuffer wurden 30 µl Probe 

gegeben und die Ansätze für 60 min bei 35 °C inkubiert und mit 10 µl 1 M Tris pH 8,0 

abgestoppt. Nach 5 minütiger Inkubation 95 °C wurde die entstandene Glucose photometrisch 

gemessen. Dazu wurde ein Aliquot von 50 µl mit 720 µl Messpuffer [0,1 M Imidazol; 5 mM 

MgCl2] verdünnt und die Reaktion mit 1 µl Hexokinase gestartet. Das Prinzip dieser 

Aktivitätsbestimmung beruht auf der Umsetzung der Saccharose in Glucose und Fructose, 

katalysiert durch die Invertase. Das Prinzip des angewendeten optischen Tests beruht darauf, 

dass NADH im Gegensatz zu NAD ein Absorptionsmaximumn bei 340 nm hat. Der Umsatz 

der Glucose ist mit einer NADH bildenden Reaktion (Glc-6-PDH) gekoppelt. Die Zunahme 

von NADH gilt als Maß für die gebildete Menge an Glucose.  

 

2.2.8.8 Deglykosylierungsreaktionen 

 
Zum Nachweis möglicher Glykananteile wurden Deglykosylierungsreaktionen mit den N- 

Glycosidasen PNGase A (Roche, Mannheim) und Endo H (New England Biolabs, 

Schwalbach/Taunus) durchgeführt. Dabei wurden 40 � l einer 20 � M Proteinlösung mit 10 � l 
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PNGase A (5 mU/100 � l) in 10 mM Natriumacetat, 0.6 M NaSCN, 0,1 M 2-Mercaptoethanol, 

pH 5,1 für 36 h bei 37 °C inkubiert. Die Endo H-Behandlung erfolgte entsprechend der 

Angaben des Herstellers und unter Verwendung der mitgelieferten Puffer für 1 h bei 37 °C. 

Als Kontrollansätze wurden jeweils Proben ohne Enzymzusatz mitgeführt.  

 

2.2.8.9 Expression rekombinanter Proteine in Saccharomyces cerevisiae 

 
Die Expression rekombinanter Proteine in Hefe erfolgte nach Zugabe des entsprechenden 

Induktionsmediums und konnte nach einigen Stunden detektiert werden. 15 ml eines SCA-

Glucose-Mediums wurden mit einer Kolonie beimpft und bei 30 °C über Nacht inkubiert. Die 

OD600 der Übernachtkultur wurde bestimmt und 50 ml Kultur in Induktionsmedium mit einer 

OD600 von 0,4 angeimpft.  

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

 

Die entsprechende Menge wurde dem Induktionsmedium zugefügt und der Ansatz bis zu den 

entsprechenden Zeitpunkten (0, 2, 4, 6, 8, 10 und 24 Stunden) bei 30 °C inkubiert. Zu den 

entsprechenden Zeitpunkten wurden 5 ml Aliquots entnommen und die OD600 bestimmt. Nach 

einem 5-minütigem Zentrifugationsschritt bei 3000 rpm wurde das Pellet in sterilem Wasser 

gewaschen und nach erneuter Zentrifugation bei -80 °C gelagert.  

 

2.2.8.10 Homologie-Modellierung 

 
Die Strukturen von Lyc e 1.02 und den Mutanten Lyc e 1.02-5, -13 und -17 wurden mit Hilfe 

des MODELLER Programms, Version 9.10, erstellt (Eswar et al., 2006). Als 

Ausgangsmodell diente die Kristallstruktur des Profilin I aus Arabidopsis thaliana (PDB code 

3NUL, 1.6 Å Auflösung, 78% Sequenzidentität). Die Sekundärstrukturen 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 (modifiziert nach Slater et al., 1985) 

 
Ein Viertel einer Tomatenfrucht wurde in flüssigen Stickstoff homogenisiert und mit 900 µl 

Homogenisierungspuffer versetzt [0,2 M Tris-HCl, pH 8,5; 0,2 M Saccharose; 60 mM KCl; 

30 mM MgCl2; 0,003 % (v/v) � -Mercaptoethanol; 0,01 % (w/v) PVP]. Anschließend wurden 

100 µl 10% SDS zugegeben und die Ansätze für 10 min auf Eis inkubiert. Durch die Zugabe 

von 1 ml Phenol/ Chloroform und anschließender Zentrifugation (10 min, 13.000 rpm, 4 °C) 

wurden die Proteine abgetrennt und der Schritt anschließend zweimal wiederholt. Durch die 

Zugabe von 1 ml Chloroform und Zentrifugation (10 min, 13.000 rpm, 4 °C) wurden die 

Proben von phenolischen Rückständen befreit. Dieser Schritt wurde ebenfalls zweimal 

wiederholt. Nach dem Transfer des Überstandes in neue Reaktionsgefäße wurden 1/10 

Volumen 3 M Natriumacetat pH 6,0 hinzugegeben und die Ansätze vorsichtig invertiert. Die 

Fällung der RNA erfolgte über Nacht bei -20 °C nach Zugabe von 2,5 Volumen 100% 

Ethanol. Die gefällten Nukleinsäuren wurden abzentrifugiert und mit zweimal mit je 500 µl 3 

M Natriumacetat pH 6,0 gewaschen. Anschließend wurden die Pellets mit 500 µl 80% 

Ethanol gewaschen, und nach einen Zentrifugationsschritt (10 min, 13.000 rpm) getrocknet. 

Die gefällte RNA wurde mit 10 µl DEPC (Diethylpyrocarbonat)-Wasser bei roten 

Fruchtmaterial und 30 µl DEPC-H2O bei grünem Fruchtmaterial versetzt und bei 65 °C für 10 

min gelöst. Unlösliche Reste wurden abzentrifugiert (2 min, 13.000 rpm) und die Überstand 

in neues Reaktionsgefäß vereinigt. Die Messung der RNA-Konzentration erfolgte am Nano-

Drop.  

 

2.2.9.2 Northern Blot 

 
RNA aus Blattgewebe wurde mit einer Hochsalzpuffermethode in Eppendorf-

Reaktionsgefäßen isoliert (Logemann et al., 1987). Danach wurden 5 bis 25 � g Gesamt-RNA 

nach einem Denaturierungsschritt in einem 1,5 % (w/v) Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt 

(Sambrook et al., 1989) und durch Kapillartransfer über Nacht auf eine GeneScreen Membran 

(NEN, Boston, USA) übertragen und anschließend mittels UV-Strahlung (Stratalinker, 

Stratagene, La Jolla, USA) durch Quervernetzung fixiert. cDNA Fragmente wurden unter 

Verwendung des high prime Kits (Boehringer, Mannheim) und [� -32P]-dCTP (Amersham 

Pharmacia Biotech) radioaktiv markiert. Die Hybridisierung der Membranen in Church-Puffer 
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wurde wie beschrieben (Sweetman et al., 2002) durchgeführt, und spezifische Signale wurden 

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

 

2.2.9.3 DNAse Verdau und cDNA-Synthese  

 
Um RNA von möglichen DNA-Kontaminationen zu befreien, wurde die Gesamt-RNA den 

Herstellerangaben entsprechend mit DNaseI (Fermentas) behandelt. Die cDNA wurde mit 

Hilfe der RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Transkriptase (Fermentas, St. Leon-Rot) 

laut Herstellerangaben synthetisiert. Falls nicht anders erwähnt wurden Oligo(dT)30 

Oligonukleotide von Fermentas (St. Leon-Rot) als Primer für die cDNA Synthese eingesetzt.  

 

2.2.9.4 Quantitative Real-time PCR 

 
Zur quantitativen Bestimmung von Transkriptmengen wurde eine Real-Time PCR auf einem 

Mx3000P qPCR System (Stratagene) mit dem Brilliant II SYBR® Green QPCR Master Mix 

(Stratagene) entsprechend den Herstellerangaben durchgeführt. Als Matrize wurde 1:10 

verdünnte cDNA eingesetzt. Die Genexpressionswerte wurden auf die Expression von Aktin 

als interne Kontrolle normalisiert. Folgender Temperaturzyklus wurde verwendet: 10 min 

95°C, gefolgt von 40 Zyklen 15 s 95°C, 30 s 60°C and 15 s 72°C. Die Effizienz der 

verwendeten Primerpaare wurde anhand von Verdünnungsreihen bestimmt. Die Berechnung 

der relativen Genexpression erfolgte unter Berücksichtigung der Primereffizienzen mithilfe 

der MxPro v4.10 Software von Stratagene. 

 

2.2.9.5 Statistische Auswertungen 

 
Die statistische Analyse der Daten der quantitativen real-time PCR wurden mit der in 

Microsoft Excel integrierten tTest Funktion, als zweiseitiger Test unter der Annahme der 

Normalverteilung bei ungleicher Standardabweichung überprüft. Als Signifikanzniveaus 

wurden p� 0.05, p� 0,01 und p� 0.001 definiert. 

 

 



	 
�	,����	 


41 

3. Ergebnisse 
 

Um eine allergische Reaktion zu vermeiden bleibt den Betroffenen, die unter einer 

Nahrungsmittelallergie leiden, meist nur die Möglichkeit, gänzlich auf die Allergie 

auslösenden Nahrungsmittel zu verzichten. Dieser Verzicht bedeutet nicht nur einen 

Teilverlust der Lebensqualität, sondern führt auch zu einer erheblichen Einschränkung des 

sozialen Lebens und kann bis hin zu einer Mangelernährung führen. Da eine spezifische 

Immuntherapie für Nahrungsmittel heute noch nicht verfügbar ist, bestand die Motivation 

dieser Arbeit darin, eine Reduktion der Allergenität von verschiedenen Allergenen im 

Modellorganismus Tomate zu erreichen. Dafür wurden drei unterschiedliche Ansätze 

verfolgt: zum einen sollte der Einfluss der Glykosylierung auf die Allergenität in der Tomate 

untersucht werden, und zum anderen sollte die Expression verschiedener putativer Allergene 

in der Tomate mittels chimärer RNA Interferenz (RNAi) Konstrukte gleichzeitig gehemmt 

werden. Des Weiteren wurde versucht, allergene Determinanten eines ausgewählten 

Tomatenallergens zu identifizieren.  

Im Folgenden werden zunächst die Ergebnisse des Einflusses der Modulierung der N-

Glykosylierung auf die Allergenität und die Immunogenität dargestellt (Kapitel 3.1), 

anschließend die Ergebnisse der chimären RNAi in transgenen Tomaten (Kapitel 3.2) und 

abschließend die Resultate zur Identifikation allergener Determinanten am Beispiel des 

Profilins gezeigt (Kapitel 3.3).  

 

3.1 Einfluss der Glykosylierung auf die Allergenität von 

Tomatenallergenen 

 

Bereits in den 80er Jahren wurde das erste Mal davon berichtet, dass IgE-Antikörper aus 

Seren von Pollenallergikern wahrscheinlich gegen eine Kohlenhydratdeterminante auf der 

Oberfläche von Glykoproteinen gerichtet waren (Aalberse et al., 1981). Von Weber und 

Mitarbeitern wurde 1987 eine spezifische Interaktion von IgEs mit Kohlenhydratepitopen des 

Honigbienengifts postuliert. Unlängst bestätigten einige Arbeitsgruppen die Rolle von 

Kohlenhydratepitopen bei der IgE-Reaktivität. Die chemische Defucosylierung, sowie 

ELISA-Inhibitionsexperimente wiesen darauf hin, dass die � 1,3-Fucose ausreicht, um ein 

immunogenes Epitop zu erzeugen (Wilson et al., 1998). Auch Petersen et al. konnten 

Anhaltspunkte dafür liefern, dass die Kreuzreaktivität der � -Fructofuranosidase durch die � -
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Fucosylierung verursacht wird (Petersen et al., 1996). Die Annahme, dass N-Glykane oder 

Teile von ihnen nicht nur antigenische, sondern auch allergene Epitope repräsentieren können, 

wurde von Tretter und Kollegen bestätigt (Tretter et al., 1993). Vereinzelt zeigen Allergiker 

Hypersensitivitäten gegenüber vielen Arten von Allergenen, welche taxonomisch nicht 

verwandt sind, was verbreitete, ubiquitäre Strukturen, wie Glykane als Ursache nahe legt 

(Zeleny et al., 1999). Ob solche Kohlenhydrat-abhängigen Kreuzreaktionen klinisch 

signifikant sind, ist bis zum heutigen Zeitpunkt immer noch umstritten (Altmann, 2007).  

Um untersuchen zu können, welchen Einfluss die Glykosylierung in den Tomatenfrüchten auf 

die IgE-Bindung hat, sollten zwei Enzyme, die für die Verknüpfung der beiden Zucker an die 

Glykoproteine verantwortlich sind, mit Hilfe der RNAi gehemmt werden. Dabei handelt es 

sich zum einen um die � 1,2-Xylosyltransferase (XylT), und zum anderen um die � 1,3-

Fucosyltransferase (FucT). Da das Silencing der FucT (siehe Anhang Abbildung A1) nur in 

der T0-Generation beobachtet werden konnte, in der T1-Generaton aber nicht mehr 

nachweisbar war, sind im Folgenden sind nur die Ergebnisse des Silencing der XylT gezeigt.  

 

3.1.1 RNAi vermitteltes Silencing der � 1,2-Xylosyltransferase in Tomate 

 
Die � 1,2-Xylosyltransferase vermittelt in Pflanzen und einigen Invertebraten den Transfer der 

Xylose von UDP-Xylose (Uridindiphosphat) an die core-Mannose von N-verknüpften 

Oligosacchariden (Strasser et al., 2000, Dirnberger et al., 2002). Da die Verknüpfung der 

Xylose an die N-Glykane bei Pflanzen häufig vorkommt, aber bei Säugern nicht vorliegt, 

könnte dieser spezielle Zuckerrest zusammen mit der � 1,3-Fucose bei Säugern, die diesen N-

Glykanen ausgesetzt sind, eine allergische Reaktion hervorrufen (Tretter et al., 1993; Wilson 

und Altmann, 1998; van Ree et al., 2000; Bencurova et al., 2004). Die Abbildung 9 gibt eine 

Übersicht über die Unterschiede zwischen den komplexen N-Glykanen aus Pflanzen und 

Säugetieren. In Pflanzen ist die � -Mannose meist mit � 1,2-Xylose verknüpft, einem Zucker 

der nicht bei Säugern auftritt, und das innere N-Acetylglucosamin (GlcNAc) ist mit einer 

� 1,3-Fucose verbunden, anstelle einer � 1,6-Fucose wie in Säugetieren. Die komplexen N-

Glykane der Säuger können endständig mit � 1,4-Galaktose und Sialinsäure (N-Acetyl-

Neuraminsäure, � 2,6-Neu5Ac) erweitert werden, wohingegen bei einigen komplexen N-

Glykanen der Pflanzen eine Erweiterung mit � 1,3-Galaktose und � 1,4-Fucose vorliegt, die als 

Lewis a (Lea) Antigen bezeichnet wird (Fitchette-Lainé et al., 1997; Fitchette et al., 1999; 

Lerouge, 1998; Saint-Jore-Dupas et al., 2007). 
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Um das immunogene Potential der Xylose in der � 1,2-Verknüpfung zu bestimmen, sollte die 

Genexpression der XylT (Acc. No. BG130152) in Tomatenpflanzen mittels RNAi (RNA-

Interferenz) gehemmt werden (Smith et al., 2000). Für das RNAi vermittelte Silencing wurde 

das Gateway®-System der Firma Invitrogen (Karlsbad, USA) verwendet. Begonnen wurde 

mit der Amplifikation eines 475 Basenpaar (bp) großen Fragments des XylT Leserahmens 

(Basen 13-487) mittels PCR (Primer KP 41 und KP 42), da die effektivste RNA-

Supprimierung in vielen Pflanzenarten mit hairpin-RNAs (hpRNAs) der Größe von 98 bis 

853 Nukleotiden erreicht werden kann (Wesley et al. 2001). Um das erzeugte Fragment in 

den Eingangsvektor pENTR/-D TOPO® klonieren zu können, wurde dem Primer KP 42 an 

dessen 3’-Ende die für die Gateway®-Klonierung benötigte Basenfolge 5’-GTGG-3’ angefügt. 

Nach erfolgreicher Klonierung in den Vektor pENTR/-D TOPO® wurde die Richtigkeit des 

Fragments mittels Sequenzierung bestätigt und das XylT-Fragment  anschließend in sense- 

und antisense-Orientierung in den Endvektor pK7GWIWG2(II) (Karimi et al., 2002) 

eingefügt und so das RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2-XylT erzeugt (Abb. 10 A). Die 

Agrobakterien-vermittelte Transformation brachte insgesamt 24 transgene XylT_RNAi 

Tomatenpflanzen hervor, die in den folgenden drei Generationen näher charakterisiert 

wurden. 

 

Abb. 9: Schematische Darstellung typischer N-Glykane der Pflanzen und der Säugetiere. Pflanzliche 

N-Glykane besitzen meist eine biantennäre Struktur und weisen an der Oberfläche � 1,2-Xylose und � 1,3-

Fucose Verknüpfungen auf. N-Glykanen der Säugetiere fehlen diese spezifischen Zucker, aber ihre N-

Glykane können mit � 1,4-Galaktose und N-Acetyl-Neuraminsäure (Sialinsäure) partiell erweitert werden 

und zeigen teilweise weitere Verknüpfungen mit � 1,3-Fucose.  
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3.1.2 Expressionsanalyse der XylT in transgenen XylT_RNAi Tomatenpflanzen 

 

Nach der stabilen Transformation des XylT_RNAi Konstrukts in Tomate der Varietät Micro-

Tom (siehe Kap. 2.2.4) wurden 20 erzeugte XylT_RNAi Linien auf eine Verringerung der 

XylT-Genexpression in Blättern im Vergleich zum Wildtyp (WT) mittels Northern Blot 

getestet, wovon 19 Linien positiv waren (Abb. 11 A). Die Hemmung der Expression von XylT 

konnte für XylT_RNAi 1 bis XylT_RNAi 8 sowie für XylT_RNAi 10-20 nachgewiesen 

werden. Die gleichmäßige Beladung wurde mittels einer Rubisco-Sonde verifiziert (Abb. 11 

B). Als Sonden für die Hybridisierung des Northern Blots wurden ein 136 bp langes Fragment 

der XylT (Primer KP 83 und KP 84), und ein 800 bp langes Fragment der Rubisco (Rbcs) von 

Tabak, das über die Restriktionsschnittstellen NotI aus dem Plasmid p455 ausgeschnitten 

wurde, verwendet. Die XylT_RNAi Pflanzen wurden mittels quantitative real-time PCR 

(qRT-PCR) weiter analysiert, um den Grad der Genstilllegung messen zu können. Nach 

Isolierung der Gesamt-RNA und cDNA-Synthese wurde eine qRT-PCR mit den 

genspezifischen Primern KP 83 und KP 84 durchgeführt. Die Expressionswerte wurden dabei 

auf die Expression von Aktin (Acc. No. AB199316; Primer KP 81 und KP 82) normiert. Die 

Abbildung 11 C zeigt, dass die relative Expression der XylT spezifischen mRNA in WT 

A 

B 

pK7GWIWG2-XylT 

1035 25 475 376 702 275 25 25 25 475 225 

Xyl_ 
RNAi 

5 

Xyl_ 
RNAi 
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Xyl_ 
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Xyl_ 
RNAi 
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WT 

 Abb. 10: Silencing der � 1,2-Xylosyltransferase in Tomatenpflanzen. A) Schematische Darstellung des 

XylT_RNAi Konstrukts.  Ein 475 bp großes Fragment der XylT-Sequenz (Acc. No. BG130152) wurde 

mittels PCR (Primer KP 41 und KP 42) amplifiziert und das Konstrukt pK7GWIWG2-XylT erzeugt, 

welches für die Agrobakterien vermittelte Transformation von Tomatenpflanzen eingesetzt wurde. attR1, 

attR2 = Gateway®-Rekombinationssequenzen. B) Phänotyp der XylT_RNAi Tomatenpflanzen. Bei der 

Anzucht unter Standardbedingungen ergaben sich für XylT_RNAi Pflanzen keinerlei phänotypische 

Auffälligkeiten.  
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Tomatenfrüchten und verschiedenen Individuen der T1-Generation der XylT_RNAi Linien 3, 

9 und 12 reduziert war. 

 

 
 

Generell ließ sich feststellen, dass die relativen Expressionshöhen der XylT in den 

unterschiedlichen Transgenen nicht gleich waren. Verglichen mit der relativen 

Abb. 11: Nachweis der Expression von XylT unter Kontrolle des CaMV 35S-Promotors in 

XylT_RNAi Blättern.  A) XylT-Sonde. 15,04 µg Gesamt-RNA von Sourceblätter transgener Tomaten 

wurde isoliert, auf einem RNA-Gel aufgetrennt und nach dem Blotten auf eine Nitrocellulosemenbran mit 

einer Sonde für XylT hybridisiert. Die radioaktiven Signale der gebundenen Sonde führten zur Schwärzung 

eines aufgelegten Röntgenfilms. B) Rubisco-Sonde. Als Ladekontrolle wurde die Membran gestrippt und 

anschließend mit einer Sonde für Rubisco (Rbcs) hybridisiert. C) Quantitative real-time PCR von drei 

transgenen Linien. 4 µg  der Gesamt-RNA von grünen Früchten wurde durch reverse Transkription in 

cDNA umgeschrieben und diese als Ausgangsmaterial für die quantitative real-time PCR eingesetzt. Die 

Expressionswerte wurden auf die Expression von Aktin normalisiert (Acc. No. AB199316) und sind relativ 

zur Expression der jeweiligen Zielgene im WT ± Standardabweichung von drei biologischen Replikaten (n 

= 3) angegeben.  
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Expressionshöhe in der WT-Kontrolle, war die Transkriptmenge von XylT in XylT_RNAi 3 

um 83 %, in XylT_RNAi 12 um 76 % und in XylT_RNAi 9 um 20 % vermindert.  

 

3.1.3 Immunologische Analyse der XylT_RNAi Tomatenpflanzen 

 

Die Verwendung eines gegen die Xylose gerichteten Antikörpers (Agrisera, Vännäs, 

Schweden), zeigte eine so weite Reduktion der XylT-Expression, dass bei manchen 

XylT_RNAi Linien keinerlei Xylose-Reste mehr im Western Blot detektierbar waren (Abb. 

12 A). Bei Voruntersuchungen konnte gezeigt werden, dass es neben einer Reduktion der 

Xylose an den N-Glykanen auch zu einem vermehrten Auftreten Mannose-reicher N-Glykane 

kommt. Dieses Phänomen konnte auch schon vorab in anderen Pflanzenspezies bei der 

Hemmung der XylT und FucT beobachtet werden (Strasser et al., 2004; Cox et al., 2006). Für 

den Nachweis Mannose-reicher N-Glykane wurde ein so genannter „Affinoblot“ (Faye and 

Chrispeels, 1985) durchgeführt (siehe Kapitel 2.2.8.5). Dieser Nachweis beruht auf der 

Tatsache, dass sich das Lektin ConcanavalinA (ConA) an hoch-molekulare Mannose anheften 

kann. Dabei bleibt eine Bindestelle des ConAs unbesetzt, an die sich für den späteren 

Nachweis die Meerrettichperoxidase heften kann. Durch Entwicklung des Affinoblots mit 

3,3’-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) konnte die Bindung des ConA an die 

Mannose-reichen N-Glykane visualisiert werden (Abb. 12 C). Sowohl der WT, als auch die 

verschiedenen XylT_RNAi Tomatenfrüchte wiesen zahlreiche Mannose-haltige N-Glykane 

auf, wobei eine deutliche Zunahme in der Intensität eines bei etwa 52 kDa liegenden Proteins 

nach der Reduktion der XylT erkennbar war. Wie in Abbildung 12 E zu sehen, war diese 

Verminderung der Xylose-tragenden N-Glykane auch in verschiedenen Entwicklungsstadien 

der Tomate, genauer in grünen (Spuren 1-3), orangenen (Spuren 4-6) und roten (Spuren 7-9) 

XylT_RNAi Tomatenfrüchten, deutlich sichtbar. Die Abbildung 12 F zeigt die Ergebnisse 

eines Western Blots (siehe Kapitel 2.2.8.3) mit einem spezifischen anti-Fucose Antikörper 

(Agrisera, Vännäs, Schweden). Anscheinend wurde durch die negative Regulation der 

Xylose-tragenden N-Glykane als Nebeneffekt ein leicht verminderter Fucosegehalt ausgelöst, 

der besonders gut in orangenen XylT_RNAi Früchten im Vergleich mit dem WT erkennbar 

war. Als Ladekontrollen wurden mit Silber gefärbte SDS-Gele verwendet (Abb. 12 B, D und 

G).  
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Abb. 12: Immunologische Analyse der XylT_RNAi Tomatenfrüchte. Westernanalyse von 7,5 µg 

Gesamt-Proteinextrakte verschiedener Fruchtstadien A) Western Bot Analyse grüner Früchte des WT (Spur 

1 und 6) und unabhängiger T2-Pflanzen von XylT_RNAi Linie 3 (Spuren 2-5) und XylT_RNAi Linie 12 

(Spuren 7-10) mit spezifischen anti-Xylose Antikörper. B) Silber gefärbtes SDS-Gel als Ladekontrolle. C) 

Analyse der high-Mannose bzw. der Oligo-Mannose N-Glykane mit ConA-Affinoblotting. Im Vergleich mit 

dem WT (Spur 1) ist eine Zunahme der ConA-Bindung an ein ca. 52 kDa großes Protein bei den T1-

Pflanzen der Linien XylT_RNAi 3 (Spur 2 und 3: XylT_RNAi 3-1 und XylT_RNAi 3-7) sowie XylT_RNAi 

12 (Spur 4 und 5: XylT_RNAi 12-4 und XylT_RNAi 12-12) erkennbar. D) Silber gefärbtes SDS-Gel als 

Ladekontrolle. E - F) Proteinextrakte aus grünen (g. F.), orangenen (o. F.) und roten Früchten (r. F.) des WT 

(Spuren 1, 4 und 7) und der T2-Generationen der transgenen Linien XylT_RNAi 3 (XylT_RNAi 3-16-10; 

Spuren 2, 5 und 8) und XylT_RNAi 12 (XylT_RNAi 12-15-1; Spuren 3, 6 und 9) wurden mit einem anti-

Xylose Antikörper (E), sowie einem anti-Fucose Antikörper beprobt (F). G) Silber gefärbtes SDS-Gel als 

Ladekontrolle.  
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3.1.4 N-Glykananalyse mittels Elektrospray Ionisations-Massenspektrometrie 

(ESI-MS) 

 

Zur genauen Quantifizierung der N-Glykane wurde in Kooperation mit Herrn Prof. Friedrich 

Altmann (Universität für Bodenkultur, Wien, Österreich) ein N-Glykanprofil von WT und 

transgenen XylT_RNAi Tomatenfrüchten der Linien 3 und 12 mittels PGC-ESI-MS (PGC, 

porous graphitic carbon, poröses Graphit) erstellt (Abb. 13). Im Vergleich zum Glykanprofil 

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

Unterschiede.  

 

 

 

In der Literatur werden bei Glykananalysen meist nur die terminalen Zucker und das 

Vorkommen von Xylose und Fucose aufgezeigt (Wilson et al., 2001; www.proglycan.com). 

Demzufolge werden N-Glykane des High- oder des Oligo-Mannose Typs mit Man9 bis Man5 

bezeichnet, vollständige komplexe Glykane mit GnGnXF und GFGFXF (Lea-terminiert) bzw. 

als vakuoläre Form komplexer Glykane der Paucimonnose-Typ mit MMXF und der Hybrid-

Abb. 13: N-Glykananalyse der XylT_RNAi Tomatenpflanzen mit PGC-ESI-MS. Die Abkürzungen sind 

gemäß des „Proglycan-Systems“ (http://www.proglycan.com) angegeben (M, Man = Mannose; Gn, GlcNAc 

= N-Acetyl-Glukosamin; F= Fucose; X= Xylose; G, Gal = Galaktose). Die Daten wurden freundlicherweise 

von Prof. Altmann zur Verfügung gestellt. 
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Typ mit M5GnXF (F, Fuc = Fucose; G, Gal = Galaktose; Gn, GlcNAc = N-Acetyl-

Glucosamin; M, Man = Mannose; X, Xyl = Xylose).  

Das Silencing der XylT führte zu einer Zunahme der Man3 in roten Früchten von 5,4 % im 

WT auf über 17,9 % in den transgenen XylT_RNAi Linien. Bei den Fucose tragenden N-

Glykanen kam es zu einem Anstieg der MMF auf über 14,5 % im Gegensatz zu dem MMF im 

WT, der bei 1,5 % lag. Die GnGnF nahm um 9,29 % bei XylT_RNAi 3-16 zu, bei 

XylT_RNAi 12-4 um 2,5%, wobei sie im WT nicht detektierbar war. Der Hauptanteil beim 

WT war bei (GnM)Xiso zu verzeichnen und lag bei 24,1 % der Glykane. Im Gegensatz dazu 

war die Hauptkomponente bei den XylT reduzierten Tomaten (GnM)iso mit 31,1% 

(XylT_RNAi 3-16) und 38,6 % (XylT_RNAi 12-4). Besonders hervorzuheben bleibt, dass 

kein Nachweis komplexer Strukturen wie MMXF, (GnM)XFiso sowie GnGnXF in den 

Früchten der transgenen XylT_RNAi Linien erbracht werden konnte, wobei die genannten 

Strukturen im Profil des WT detektiert werden konnten.  

 

3.1.5 Verminderte Allergenität der XylT_RNAi Tomaten in vitro 

 

Für die immunologische in vitro-Analyse wurden Patientenseren verwendet, die entweder von 

Frau Prof. Dr. Vera Mahler (Dermatologische Uni-Klinik Erlangen) oder von Herrn Dr. 

Stephan Scheurer (Paul-Ehrlich-Institut, Langen) zur Verfügung gestellt wurden. Die 

Patienten wurden vorher über die Verwendung der Seren aufgeklärt und ihre 

Einverständniserklärung eingeholt. Das tatsächliche Vorliegen einer Tomatenallergie bei den 

Patienten wurde in der Hautklinik unter Berücksichtung der Anamnese und dem klinischen 

Bild bestätigt. Zusätzlich wurden die bei einer Typ I Allergie vorhandenen spezifischen IgE-

Antikörper in vitro durch das so genannte Capture Fluoreszenz Enzyme Immuno Assay (CAP-

FEIA, Kap. 2.2.8.6) bestimmt. Die Tabelle 9 zeigt die Charakterisierung der Patienten, deren 

Sensibilisierung mit Symptomatik und ihre spezifischen IgE-Werte.  

Für die IgE-Immunoblots (siehe Kapitel 2.2.8.4) wurden Gesamt-Zellextrakte aus roten 

Früchten hergestellt, diese über SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran 

geblottet und mit verdünnten Seren verschiedener Allergiker inkubiert. Die Bindung der IgE-

Antikörper an die verschiedenen Proteine der Tomate wurde mit Hilfe eines anti-humanen 

IgE-Antikörpers (Sigma) visualisiert.  
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Tabelle 9: Charakterisierung der verwendeten Patientenseren 

 
 Allergische Symtome 

gegen 
Spezifisches IgE (kU/l) 

Patiente

n 

Tomate  Hymen -

optera Gift 

CAP FEIA 

Tomate 

CAP FEIA 

Bienengif

t 

CAP FEIA 

Wespen- 

gift 

CAP FEIA 

Raps 

CAP FEIA 

Brom-

elain 

CAP FEIA 

Meerrettich

-peroxidase 

T 018 Kontakt-

Urtikaria 

keine 0,61  

(Klasse 1) 

0,80 

(Klasse 2) 

0,82  

(Klasse 2) 

0,64 

(Klasse 1) 

0,50 

(Klasse 1) 

0,40  

(Klasse 1) 

T 029 OAS keine 11,9  

(Klasse 3) 

44,2 

(Klasse 4) 

3,04  

(Klasse 2) 

27,2  

(Klasse 4) 

6,00 

(Klasse 3) 

6,25  

(Klasse 3) 

T 039 OAS keine 0,14  

(Klasse 0) 

0,21 

(Klasse 0) 

0,05  

(Klasse 0) 

0,68 

(Klasse 1) 

0,05 

(Klasse 0) 

0,02  

(Klasse 0) 

BW 008 keine Systemisch 

bei Bienen-/ 

Wespengift 

0, 53  

(Klasse 1) 

6,39 

(Klasse 3) 

1,28  

(Klasse 2) 

0,53 

(Klasse 1) 

0,47 

(Klasse 1) 

0,5  

(Klasse 1) 

BW 011 keine  Systemisch 

bei Bienen-/ 

Wespengift 

1,67  

(Klasse 2)  

1,80 

(Klasse 2) 

5,45  

(Klasse 3) 

2,05 

(Klasse 2) 

1,75 

(Klasse 2) 

2,06  

(Klasse 2) 

BW 013 keine Systemisch 

bei Bienen-/ 

Wespengift 

2,5  

(Klasse 2)  

10,6 

(Klasse 3) 

0,07  

(Klasse 0) 

1,23 

(Klasse 2) 

0,22 

(Klasse 0) 

0,31  

(Klasse 0) 

 

 

 

 

Abb. 14: IgE-Reaktivität der transgenen XylT_RNAi Tomaten. Seren der Tomatenallergiker A) T 039 

B) T018 und C) T 029 wurden in vitro auf ihre IgE-Bindekapazität gegenüber Proteinextrakten (7 µg 

Gesamtproteinextrakt) aus roten Früchten des WT (Spur 1) und der transgenen Linien XylT_RNAi 3 (Spur 

2), XylT_RNAi 12 (Spur 3) und XylT_RNAi 9 (Spur 4) getestet. D) Auch bei Individuen der T1-Generation 

war in vitro keine Reaktion des Serum von T 039 gegenüber den XylT_RNAi Tomaten (7,5 µg 

Gesamtproteinextrakt) erkennbar.  
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Damit konnte in der T0-Generation für zwei Patienten T 018 (Abb. 14 B) und T 029 (Abb. 14 

C) eine Reduktion der IgE-Bindefähigkeit gegenüber Proteinextrakten der Linien XylT_RNAi 

3 und 12 beobachtet werden. Für den Patienten T 039 konnte keinerlei Reaktion seiner IgE-

Antikörper mit Tomatenextrakten der XylT_RNAi 3 und 12 beobachtet werden (Abb. 14 A). 

Diese nicht vorhandene IgE-Reaktivität konnte auch in den nachfolgenden zwei 

Tochtergenerationen bestätigt werden (Abb. 14 D), was darauf hinweist, dass die Hemmung 

der XylT über mehrere Generationen stabil blieb. Die getesteten Seren wurden vorab auf ihre 

Bindung gegen hochmolekulare Banden ausgewählt, was das ähnliche Bandenmuster erklärt. 

Alle getesteten Seren wiesen eine IgE-Reaktivität gegenüber einem Protein der Tomate auf, 

das ca. 52 kDa groß ist. Da die Ergebnisse des Affinoblots auf ein glykosyliertes Protein 

hinwiesen (Abb. 14 C), lag die Vermutung nahe, dass es sich bei dem beobachteten Protein 

um die � -Fructofuranosidase, das Minorallergen Lyc e 2 der Tomate, handeln könnte. 

Westphal und Mitarbeiter charakterisierten Lyc e 2 als 52 kDa Protein, das vier 

Glykosylierungsstellen besitzt, und konnten mittels Basophilentests zeigen, dass die IgE-

Reaktivität der gestesteten Tomatenallergiker allein auf die � 1,2-Xylose und die � 1,3-Fucose, 

die sogenannten kreuzreaktiven Kohlenhydrat Determinanten (cross-reactive-carbohydrate 

determinants, CCDs), zurückzuführen war (Westphal et al., 2003). Um nun sicherzugehen, ob 

es sich bei der im WT Extrakt beobachteten Bande um Lyc e 2 handelt, wurden Seren zweier 

Tomatenallergiker aus der oben genannten Studie für unsere Experimente von Herrn Dr. 

Stephan Scheurer (Paul-Ehrlich-Institut, Langen) freundlicherweise zur Verfügung gestellt.  

Zur Detektion des Lyc e 2 in roten Früchten des WT und der Tochtergenerationen der 

XylT_RNAi 3 und 12 wurden Gesamtzellextrakte hergestellt und Immunoblots mit den 

reaktiven Humanseren 7241-7 und 8695-24 durchgeführt. Da die Messung der 

Proteinkonzentration mittels Bradford zu einer sehr ungleichmäßigen Beladungen und damit 

zu ungleichmäßig gefärbten SDS-Gelen führte wurden die weiteren Proteinkonzentrations-

messungen mittels Bicinchinonsäure (BCA)-Assay laut Herstellerangaben (Thermo Scientific, 

Rockford, USA) durchgeführt. Die Abbildung 15 zeigt die Ergebnisse der immunologischen 

Analyse mit den Lyc e 2 reaktiven Seren. Beim WT Extrakt konnte eine Reaktivität der IgE-

Antikörper gegen Lyc e 2 bei beiden Patienten (Abb. 15 A und B) beobachtet werden. Die an 

die Membran gebundenen Proteine der verschiedenen XylT_RNAi Linien konnten keine IgE-

Reaktivität mit den Lyc e 2 reaktiven Humanseren hervorbringen. Als Kontrolle für eine 

gleichmäßige Beladung des SDS-Gels wurde eine Silberfärbung durchgeführt (Abb. 15 C).  
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3.1.6 Immunologische Analyse der XylT-reduzierten Tomaten im Prick-zu-Prick 

Test 

 

Um die Frage zu klären, ob durch die Reduktion der XylT die Allergenität der genetisch 

modifizierten Tomatenfrüchte in vivo vermindert war, wurden von Frau Prof. Vera Mahler 

(Dermatologische Uni-Klinik Erlangen, Abteilung Allergologie) mehrere Hauttests (skin prick 

test, SPT) mit nativen Tomatenmaterial durchgeführt (siehe Kapitel 2.2.1). Der SPT zeichnet 

sich durch seine hohe Reproduzierbarkeit aus und wird häufig in der Diagnostik dazu 

verwendet, um Patienten auf verschiedene potenziell allergieauslösende Nahrungsmittel zu 

untersuchen. Für die Testung der XylT_RNAi Tomatenlinien und des Micro-Tom Wildtyps 

wurde der sog. Prick-zu-Prick Test verwendet, da der hohe eigene Histamingehalt der Tomate 

(2,2 mg/100 g Tomate) zu falschen Ergebnissen im normalen Prick-Test führen könnte. Die 

Reduktion der allergenen Potenz in vivo war abhängig von der Sensibilisierung des Patienten 

auf andere Tomatenallergene. Der Patient 039, der ausschließlich auf das 52 kDa Allergen 

sensibilisiert war, zeigte eine Reduktion von 4,3% (XylT_RNAi 12-12) bis zu 82,6% 

(XylT_RNAi 3-16 und XylT_RNAi 12-3) des Quaddeldurchmessers im Vergleich zum WT 

(Tabelle 10; Abb. 16).  

Abb. 15: IgE-Immunoblot zum Nachweis des Lyc e 2 Proteins in roten Tomatenfrüchten. Die Lyc e 2 

positiven Seren 7241-7 (A) und 8695-24 (B) reagierten mit dem Gesamtproteinextrakt (je 7,5 µg/cm) des 

Wildtyps, nicht aber mit den Extrakten der Linien XylT_RNAi 3 und XylT_RNAi 12. C) Das mit Silber 

gefärbte SDS-Gel diente als Ladekontrolle.  
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Tabelle 10: Ergebnisse des Prick-zu-Prick Test mit XylT-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 

XylT_RNAi 3-1 3 3.6 0 

XylT_RNAi 3-7 2 2.75 8 

XylT_RNAi 3-10 4.5 3 5.5 

XylT_RNAi 3-16 1 0 4.5 

XylT_RNAi 12-3 1 2.5 9.85 

XylT_RNAi 12-4 2 5 6 

XylT_RNAi 12-12 5.5 3.25 8 

XylT_RNAi 12-15 5 3.5 4.5 

Wildtyp 5.75 4.4 8.75 

 

Die Quaddeldurchmesser (mean wheal diameters, MWD) sind in Millimetern angegeben. 

Histamin 

XylT_RNAi 3_1 

XylT_RNAi 3_7 

XylT_RNAi 3_10 

XylT_RNAi 3_16 

XylT_RNAi 12_3 

039 

0,9 % NaCl 

Pricklösung Tomate 

Wildtyp 

XylT_RNAi 12_15 

XylT_RNAi 12_12 

XylT_RNAi 12_4 

Abb. 16: Die XylT-reduzierten Tomatenfrüchte zeigten eine geringere allergene Potenz in vivo. 

Ergebnisse des Prick-zu-Prick Tests bei Lyc e 2 sensibilisierten Tomatenallergiker 039 mit 

untransformierten MicroTom Wildtyp und transformierten XylT_RNAi Pflanzen. Histamindihydrochlorid 

(10 mg/ml), eine Pricklösung für Tomate und Natriumchlorid (0,9 %) wurden als Positiv- bzw. 

Negativkontrolle verwendet. 
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Eine Reduktion des Durchmessers der Quaddel konnte ebenfalls in den zwei anderen 

tomatenallergischen Patienten beobachtet werden, wobei diese Patienten nicht ausschließlich 

auf das 52 kDa große Allergen monosensibilisiert waren. Im Hauttest des Patienten 029 

konnte im Vergleich mit dem WT eine Reduktion von 0% (XylT_RNAi 12-3) bis zu 100% 

(XylT_RNAi 3-1) gegenüber den XylT-reduzierten Tomaten beobachtet werden. Der Patient 

018 wies bei der Prick-Testung um 18,2% (XylT_RNAi 3-1) bis 100% (XylT_RNAi 3-16) 

verminderte Quaddeldurchmesser auf. 

 

3.1.7 Untersuchungen der Immunogenität der XylT_RNAi Tomatenfrüchte bei 

Hymenoptera-sensibilisierten Patienten 

 

Die Ergebnisse der MS-Analyse zeigten, dass die Reduktion der XylT-Expression zu einem 

wahrscheinlichen Verlust der Aktivität der XylT führte, der sich in dem Nichtvorhandensein 

von xylosylierten N-Glykanen in den XylT_RNAi Tomaten widerspiegelt. Da seit längerem 

bekannt ist, dass die N-Glykane der Hymenoptera die Fucose ebenso wie die Pflanzen in der 

� 1,3-Verknüpfung tragen, sollte die Frage geklärt werden, ob es durch die Hemmung der 

XylT zu einer neuen Kreuzreaktivität von Bienen- bzw. Wespenallergikern gegenüber den 

genetisch modifizierten Tomaten gekommen ist. Dazu wurde CCD-reaktives Serum von 

verschiedenen Bienen- und Wespenallergikern (Tabelle 9) mit XylT_RNAi Tomatenextrakten 

in IgE-Immunoblots untersucht. Es wurden Gesamtzellextrakte aus roten Früchten der 

transgenen XylT_RNAi Linien und des Wildtyps hergestellt, jeweils vier µg über ein SDS-

Gel aufgetrennt, an eine Nitrozellulosemembran geblottet und diese mit CCD-reaktiven Seren 

von drei Bienen- und Wespenallergikern inkubiert. Als Kontrollen wurden jeweils 7,5 µg 

Bienen- und Wespengift mitgeführt. Die Ergebnisse der IgE-Immunoblots sind in Abbildung 

17 gezeigt. Das Serum des Patienten BW 008 zeigte eine deutliche IgE-Reaktivität sowohl 

gegenüber dem Wildtyp als auch den XylT-reduzierten Tomaten, sowie eine deutliche 

Reaktivität gegenüber Wespengift (Abb. 17 A). Interessanterweise wies das Serum dieses 

Allergikers im RAST nur einen geringen Level von IgE-Antikörpern gegenüber Tomate auf 

(Tabelle 9) und durch das Fehlen der Xylose schien die IgE-Reaktivität noch gesteigert zu 

werden. Bei dem Serum des Allergikers BW 011 konnte sowohl der WT als auch die 

XylT_RNAi Tomatenextrakte eine Reaktion der IgE-Antikörper hervorrufen, wenn auch eine 

leichtere Reaktion bei den transgenen Tomaten erkennbar war (Abb. 17 B). Das Serum des 

Allergikers BW 013 reagierte nur mit dem Bienengift und es konnte nur eine Reaktion der 

IgE-Antikörper zu den Wildtyp Tomaten beobachtet werden (Abb. 17 C).  
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Um eine Aussage darüber treffen zu können, ob die IgE-Reaktivität wirklich auf die CCDs 

zurückzuführen ist, wurden WT Extrakte aus roten Früchten hergestellt und diese mittels 

Peptid-N-Glykosidase A (PNGase A) verdaut, um die Kohlenhydratreste abzuspalten (siehe 

Kapitel 2.2.8.8). PNGase A ist im Gegensatz zu Peptid-N-Glykosidase F (PNGase F) in der 

Lage, die komplexen Fucose verknüpften N-Glykane abzuspalten (Tretter et al., 1991). Nach 

einer 36-stündigen Inkubation mit PNGase A zeigte das Serum des Bienen- und 

Wespenallergikers BW 008 eine deutlich verminderte IgE-Bindefähigkeit mit dem 

deglykosylierten WT Extrakt im Vergleich mit dem unbehandelten Wildtyp Extrakt (Abb. 18 

A). Die zusätzliche Bande im deglykosylierten WT Extrakt repräsentiert 

höchstwahrscheinlich die PNGase A selbst, die mit einem Gewicht von 62 kDa angegeben ist. 

Bei dem Patienten BW 011 war die IgE-Reaktivität mit dem PNGase A verdauten WT 

Extrakten ebenfalls reduziert (Abb.18 B). Die gleichmäßige Ladung wurde jeweils mittels 

Silber gefärbtem SDS-GEL verifiziert (Abb. 18 C).  

Abb. 17: IgE-Immunoblot mit Seren von Hymenoptera-

sensibilisierten Patienten. Gesamtzellextrakte (7 µg/cm) roter Früchte 

des WT und Nachkommen der T1-Generation der XylT_RNAi 

Tomatenlinien 3 und 12 wurden geblottet und die Membranen mit Seren 

von CCD positiven Bienen- und Wespenallergikern inkubiert. A) BW 

008. B) BW 011. C) BW 013. D) Silber gefärbtes SDS-Gel als 

Ladekontrolle. 
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Zusammengefasst lässt sich an diesem Punkt feststellen, dass die IgE-Bindung an das 52 kDa-

Allergen in der Tomate von einem Xylose-tragenden Epitop vermittelt wird, welches von 

ausgewählten Tomaten-allergischen Patienten erkannt wird. Das Xylose-tragende Epitope ist 

unabhängig von einem fucosylierten Epitop, welches von IgE-Antikörpern von Bienen- und 

Wespenallergikern erkannt wird.  

 

3.1.8 Messung der löslichen saueren Invertase-Aktivität  

 

Da sich die negative Regulation der XylT-mRNA Expression auf die Immunogenität des Lyc 

e 2 ausgewirkt hat, wurde untersucht, ob die biologische Funktion der saueren Invertase in 

Blättern und Früchten der XylT_RNAi trotz der veränderten Zuckerreste unverändert war. 

Dazu wurde die Aktivität des Enzyms wie von Zrenner und Mitarbeitern 1996 beschrieben 

gemessen (Kapitel 2.2.8.6). Wie in Abb. 19 erkennbar ist, war die Aktivität der löslichen 

Invertase in Blättern der getesteten transgenen Pflanzen vergleichbar mit der Aktivität im WT, 

Abb. 18: Deglykosylierung mit PNGase A und die IgE-Reaktivität verdauter Extrakte.  4 µg 

gefriergetrocknete Proteinextrakte roter Früchte des WT wurden mittels PNGase A deglykosyliert und 

anschließend einer IgE-Immunoblot-Analyse unterzogen. Bei beiden getesteten Bienen- und 

Wespenallergikern zeigte sich eine Abnahme der IgE-Reaktivität nach dem Verdau mit PNGase A. A) BW 

008; B) BW 011; C) Silber gefärbtes Gel als Ladekontrolle.  
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was darauf schließen lässt, dass die Hemmung der XylT und die daraus resultierende 

Änderung der N-Glykanstruktur keine Auswirkungen auf die biologische Funktion der 

löslichen Invertase in den transgenen XylT_RNAi Tomatenpflanzen hat.  

 

 

 

3.1.9 In planta Wachstum von Botrytis cinerea und Pseudomonas syringae 

 

Durch intensive Studien der complex glycan mutant (cgl) in Arabidopsis (von Schaewen et 

al., 1993) konnte gezeigt werden, dass diese Mutante, der durch die Hemmung der N-

Acetylglucosaminyltransferase (GnTI) alle komplexen N-Glykane fehlen, nicht nur eine 

erhöhte Sensitivität gegenüber Salz aufweist (Kang et al., 2008), sondern auch, dass die N-

Glykosylierung für die Mustererkennung verantwortlich ist, um den Pflanzen Immunität zu 

vermitteln (Häweker et al, 2010). Um einen ersten Eindruck darüber zu erhalten, inwieweit 

die Genstilllegung der XylT Auswirkungen auf die Widerstandsfähigkeit der XylT_RNAi 

Tomatenpflanzen gegenüber Pflanzenpathogen hat, wurden in Kooperation mit Prof. Karl-

Heinz Kogel vom Institut für Phytopathologie und Angewandte Zoologie der Justus-Liebig-

Universität Gießen Phytopathologische Experimente durchgeführt. Für einen ersten Versuch 

wurde das Phytopathogen Botrytis cinerea eingesetzt, welches zu der Abteilung der 

Ascomyceten gehört und bei vielen Pflanzen die so genannte Grauschimmelfäule hervorruft 

Abb. 19: Messung der Aktivität der löslichen Invertase in Blättern. Die Aktivität wurde im WT und  in 

Nachkommen der T1-Generation der transgenen Linien XylT_RNAi 3 und XylT_RNAi 12 bestimmt. 

Gezeigt sind die Mittelwerte von fünf Proben (n = 5). Die Fehlerbalken repräsentieren die 

Standardabweichung.  
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(Börner, 2009). Für die Infektion wurde von WT und XylT_RNAi 12-4 Tomatenpflanzen 

jeweils das fünfte und sechste Blatt entfernt, diese Blätter anschließend mit einer 5 x 104 

Konidiensuspension infiziert und bei Raumtemperatur für mehrere Tage inkubiert (siehe Kap. 

2.2.5). Vier und sieben Tage nach der Infektion wurden die Durchmesser der durch den Pilz 

hervorgerufenen Läsionen gemessen (Abb. 20 A). Es war keinerlei Unterschied in der 

Infektionsintensität bei den verschiedenen getesteten Tomatenlinien erkennbar. In der 

Abbildung 20 B sind die phänotypischen Erscheinungen einer Botrytis cinerea-Infektion nach 

sieben Tagen gezeigt. Auch hier waren sieben Tage nach der Infektion (days post infection, 

dpi) keine Abweichungen in der Größe der Läsionen bei den genetisch veränderten Linien im 

Vergleich mit dem Wachstum im WT erkennbar.  

 

 

 

Das in planta Wachstum von Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000  

(Pst DC3000) und Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 � hrcC Strain TLR1 (� hrcC) 

(Boch et al., 2002) wurde durch Inokulation der Blätter von WT und XylT_RNAi 3-16 und 

XylT_RNAi 12-4 bestimmt. Infiziert wurde jeweils mit einem Titer von 1x 105 cfu ml-1 und 

Abb. 3.20: Infektionsexperiment mit Botrytis cinerea. A) Blätter des WT, der transgenen Linie 

XylT_RNAi 12-4 und einer transformierten Kontrolllinie (LTP_RNAi) wurden mit 5 x 104 Konidien von 

Botrytis cinerea  tropfeninokuliert und der Durchmesser der durch den Pilzbefall hervorgerufenen Läsionen 

vier und sieben Tage nach der Infektion (days post infection, dpi) bestimmt (n = 5). B) Phänotyp der Botrytis 

cinerea Infektionen nach sieben Tagen.  
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das Wachstum der Bakterien wurde jeden zweiten Tag bestimmt (siehe Kap. 2.2.5). Die 

Abbildung 21 zeigt den Verlauf des Bakterienwachstums von Pst DC3000 und � hrcC in 

planta. Bis zum dritten Tag nach der Infektion konnte ein ähnliches Wachstum beider 

getesteter Pst Stämme sowohl im WT als auch in den transgenen XylT_RNAi Linien 

beobachtet werden. Nach drei Tagen fielen die bakteriellen Wachstumskurven wieder ab, bis 

sie wieder das Infektionsniveau erreicht hatten.  

 

  

Abb. 21: Bakterienwachstum in planta nach der Infektion mit Pst DC3000 und � hrcC. Das 

Bakterienwachstum in Blättern des WT und der transgenen Linien XylT_RNAi 3-16 und XylT_RNAi 12-4 

wurde über einen Zeitraum von 13 dpi bestimmt. Die Werte resultieren aus drei biologischen und drei 

technischen Replikaten (n = 3). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. 
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Während der Infektion konnte keine hypersensitive Antwort (hypersensitive response, HR) 

beim WT oder den XylT-reduzierten Pflanzen, weder bei der Infektion mit Pst DC3000, noch 

bei � hrcC, beobachtet werden. Dieses Fehlen einer HR konnte auch schon von anderen 

Arbeitsgruppen bei der Infektion des Kultivars Micro-Tom mit Pseudomonas beobachtet 

werden (Takahasi et al., 2005).  
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3.2 Der Einsatz chimärer RNAi-Konstrukte 

 

3.2.1 Silencing der Chitinase 2B, des TSI-1 und des pathogenesis-related Protein 

Osmotin 

 
Da die meisten Tomatenallergiker nicht auf nur ein Allergen monosensibilisiert sind, sollte im 

Rahmen dieser Arbeit versucht werden, die Expression mehrerer potentieller Allergene mit 

Hilfe der RNA-Interferenz zu unterdrücken. Im Folgenden wurde ein chimäres RNAi-

Konstrukt zum gleichzeitigen Silencing von zwei vermuteten Allergenen und dem Lyc e 4 der 

Tomate erstellt. Hierfür wurden drei Gene gewählt, die alle zu der Familie der PR 

(pathogenesis-related)-Proteine (Van Loon und Van Strien, 1999) gehören. Es handelte sich 

hierbei um die Chitinase B (Acc. No. Z15140), das TSI-1 (tomato stress induced protein 1), 

welches von der IUIS als Lyc e 4 (Acc. No. Y15846) in die Allergendatenbank aufgenommen 

wurde, und einem Osmotin-ähnlichen Protein (Acc. No. AF093743.1). Um eine Verringerung 

der Genexpression der drei genannten Gene zu erreichen, wurde das Gateway®-System der 

Firma Invitrogen verwendet. In drei verschiedenen PCR-Ansätzen wurden je 250 bp lange 

Fragmente der Zielgene unter Verwendung der Primer KP 55 und KP 56 (Chitinase B, Basen 

274-523), KP 51 und KP 57 (TSI-1, Basen 201-450) sowie KP 52 und 58 (Osmotin-ähnliches 

Protein, Basen 33-282) amplifiziert (DNA-Sequenzen im Anhang). Am Primer KP 55 wurde 

am 5’-Ende die für die Gateway®-Klonierung benötigte Basenfolge 5’-CACC-3’ angefügt. 

Die drei erhaltenen PCR-Fragmente wurden zunächst in einer Fusions-PCR (Primer KP 55 

und KP 58) zusammengefügt, anschließend das erzeugte PCR-Fragment (CTO) in den 

Eingangsvektor pENTR/-D TOPO® kloniert und mittels Sequenzierung bestätigt. Das CTO-

Konstrukt wurde anschließend in sense- und antisense-Orientierung in den Endvektor 

pK7GWIWG2(II) (Karimi et al., 2002) rekombiniert (Abb. 22 und Anhang Abbildung A2). 

Um eine stabile Expression des RNAi-Konstrukts zu erreichen, wurde das RNAi-Konstrukt in 

A. tumefaciens transformiert und in Tomatenpflanzen der Art L. esculentum cv. Micro-Tom 

eingebracht (siehe Kap. 2.2.4). Es konnten insgesamt 134 Pflanzen der Linie CTO_RNAi in 

drei unabhängigen Transformationen regeneriert werden. Für die erste Analyse der transgenen 

Tomatenpflanzen wurde aus den Blättern der T0-Transformanten genomische DNA isoliert 

und die erfolgreiche Integration des RNAi-Vektors mit Hilfe einer PCR mit Primern, die im 

35S-Promotor des chimären CTO_RNAi Konstruktes angesiedelt waren, getestet.  
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Hierbei zeigte sich, dass nur 41 von 134 Regeneranten den 35S-Promotor in ihrem Genom 

integriert hatten. Neben dem Nachweis des 35S-Promotors wurde zusätzlich auf die 

Anwesenheit des NptII-Gens getestet, dabei konnte ebenfalls in 41 von 134 Pflanzen das 

NptII-Gen nachgewiesen werden.  

 

 

3.2.2 Expressionsanalysen der CTO_RNAi Tomatenpflanzen 

 

Die Expression der Zielgene Chitinase B, TSI-1 und des Osmotin-ähnlichen Proteins in 

Blättern der transgenen CTO-RNAi Tomatenpflanzen wurde zunächst mittels Northern Blot 

analysiert. Da die oben genannten Zielgene insgesamt ein sehr geringes Expressionsniveau 

pK7GWIWG2-CTO 

Abb. 22: Chimäres CTO_RNAi-Konstrukt . Zunächst wurden 250 bp der Chitinase B, des TSI-1 und des 

pathogenesis-related Protein Osmotin mit den entsprechenden Primern amplifiziert. Für die Chitinase B 

wurden die Primer KP 55 und KP 56 eingesetzt, für das TSI-I die Primer KP 51 und KP 57 und für das 

pathogenesis-related Proteins Osmotin die Primer KP 52 und KP 58. Das in einer anschließenden Fusions-

PCR erzeugte PCR-Fragment (CTO) wurde mit Hilfe des TOPO-Clonig Kits [Invitrogen, Karlsruhe] in den 

Vektor pENTR/-D TOPO ligiert. Die Gene befinden sich zwischen zwei att-sites, welche die LR-Reaktion in 

den Endvektor pK7GWIWG2 ermöglichten. Auf diese Weise wurde der RNAi-Vektor pK7GWIWG2-CTO 

hergestellt. 
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aufweisen, wurden anschließend quantitative real-time PCR (qRT-PCR)-Analysen der 

relativen Expression der drei Transkripte durchgeführt. Normiert wurde dabei gegen die 

Expression von Aktin (Acc. No. AB199316) nach der � CT-Methode (cycle threshold). Die 

Abbildung 23 zeigt die relative Expression der Chitinase B, des TSI-1 und des Osmotin-

ähnlichen Proteins von drei biologischen Replikaten ± Standardabweichung. Die 

Expressionswerte sind relativ zur Expression der Chitinase B, des TSI-1 und des Osmotin-

ähnlichen Proteins im WT angegeben.  

 

 

Abb. 23: Genexpression der Chitinase B, des TSI-1 und des Osmotin-ähnlichen Proteins in 

Tomatenpflanzen. Nach RNA-Extraktion und cDNA-Synthese wurden die Proben für eine quantitative 

real-time PCR eingesetzt (Primer siehe Anhang). Die Expressionswerte wurden auf die Expression von 

Aktin  (Acc. No.  AB199316) normalisiert und sind relativ zur Expression der jeweiligen Zielgene im WT ± 

Standardabweichung von drei biologischen Replikaten angegeben (n= 3).  
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Um eine Aussage über die Effektivität der Genstilllegung treffen zu können, wurden die 

Expressionswerte der quantitativen real-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 Genstilllegung der Chitinase B, des TSI-1 und des 

Osmotin-ähnlichen Proteins in den transgenen CTO_RNAi Linien. Durch das Silencing mit 

dem chimären CTO_RNAi Konstrukt konnte in 17 von 41 CTO_RNAi Pflanzen eine 

signifikante Reduktion der Transkriptmenge der Chitinase B, in 25 eine signifikante 

Reduktion der spezifischen TSI-1 mRNA und in 23 eine signifikante Reduktion der 

Transkriptmenge des Osmotin-ähnlichen Proteins erreicht werden. In einigen Fällen kam es 

durch die Integration des CTO_RNAi Konstrukts ins Genom zu einer Überexpression der 

spezifischen mRNAs. Für die Transkriptmenge der Chitinase B konnte dies in 6, für die TSI-1 

spezifische mRNA in 4 und für die Transkriptmenge des Osmotin-ähnlichen Proteins in 7 

CTO_RNAi Pflanzen beobachtet werden (Tabelle 11). Um einen Eindruck darüber zu 

erhalten, ob die Stelle im chimären RNAi-Konstrukt einen Einfluss auf die Effektivität der 

Genstilllegung genommen hat, wurden die Expressionen der drei Zielgene in den 

individuellen CTO_RNAi Pflanzen miteinander verglichen. Es zeigte sich, dass eine 

Reduktion der Genexpression aller drei Zielgene in 12 von 41 CTO_RNAi Linien erreicht 

werden konnte. Ein gleichzeitiges Silencing der Chitinase B, die an der 5’-Position im 

CTO_RNAi Konstrukt kodiert war, und des TSI-1 (zentrale Stelle im CTO_RNAi-Konstrukt) 

wurde in zwei transgenen Pflanzen beobachtet, eine gleichzeitige Hemmung der 

Genexpression der Chitinase B und des Osmotin-ähnlichen Proteins, welches an der 3’-

Postion des RNAi-Konstrukts vorlag, war in zwei CTO_RNAi Linien nachweisbar. In drei 

weiteren CTO_RNAi Pflanzen waren die Genexpressionen der TSI-1 und des Osmotin-

ähnlichen Proteins gleichzeitig vermindert. Eine alleinige Reduktion der Genexpression, ohne 

Beteiligung der anderen beiden jeweiligen Zielgene, wurde für das TSI-1, welches an der 

zentralen Stelle des CTO_RNAi-Konstrukts kodiert war, in acht Fällen beobachtet. Die 

alleinige Reduktion der Genexpression des Osmotin-ähnlichen Proteins war in fünf 

CTO_RNAi Linien detektierbar. Für die Chitinase B (5’-Position) konnte dieser Effekt nicht 

beobachtet werden (Abb. 24). Zusammengenommen waren bei dem chimären CTO_RNAi-

Konstrukt keine signifikanten Unterschiede in der Lage des Zielgens und der Effektivität des 

Silencing erkennbar.  
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Tabelle 11: Signifikanz der Genstilllegung der Chitinase B, des TSI-1 und des Osmotin-

ähnlichen Proteins in CTO_RNAi Tomatenpflanzen nach Auswertung 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-ähnliches Prot ein 
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 * - ** 
Gesamta nzahl 

reduziert 17 25 23 

Gesamtanzahl 
überexprimiert 6 4 7 
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Legende: Angegeben ist die Normalverteilung bei ungleicher Standardabweichung. Als 

Signifikanzniveaus wurden p �  0,05 (*), p �  0,01 (**) und p �  0,001 (***) definiert. Die 

genauen p-Werte sind im Anhang (Tabelle A1) aufgeführt.  

 

 

 

 

Aufgrund der erhaltenen Genexpressiondaten aus dem Blattmaterial der CTO_RNAi 

Tomatenpflanzen, wurden geeignete Linien für eine weiterführende Analyse ausgewählt. Es 

wurden die Expressionen der Zielgene in grüne Früchten von drei Linien mittels quantitativer 

real-time PCR analysiert. Dabei zeigte sich, dass die Transkriptmenge der Chitinase B in 

CTO_RNAi 116 etwa 32-fach geringer ist als im Wildtyp und bei CTO_113 etwa 2,5-fach 

geringer. Bei CTO_RNAi 90 und CTO_116 konnte eine etwa 9-fach verminderte 

Transkriptmenge des TSI-1 detektiert werden. Die qRT-PCRs zeigten bei allen drei getesteten 

CTO_RNAi Tomatenfrüchten eine verringerte Transkriptmenge des Osmotin-ähnlichen 

Proteins, welche in CTO_RNAi 90 2-fach, in CTO_RNAi 116 8-fach und bei CTO_RNAi 

113 6-fach reduziert war (Abb. 25).  

 

Abb. 24: VENN-Diagramm zur Darstellung der Effektivität der Genstilllegung an den verschiedenen 

Positionen des CTO_RNAi-Konstrukts. Gezeigt ist die Schnittmenge der Expressionen der drei Zielgene 

Chitinase B, TSI-1 und des Osmotin-ähnlichen Proteins in 41 CTO_RNAi Pflanzen.  
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3.2.3 Silencing von Polygalacturonase 2A und der Pektinesterase 

 

Ein weiteres chimäres Konstrukt wurde zur gleichzeitigen Genstilllegung der 

Polygalacturonase 2A (PG) und der Pektinesterase (PE) in der Tomate verwendet. Für die 

Genstilllegung wurden 252 bp der PG (KP 45 und KP 46; Basen 271-522) und 250 bp der PE 

(KP 47 und KP 48) mit 14 bp überlappenden Enden mittels PCR amplifiziert und in einer 

weiteren PCR fusioniert (sieh Anhang Abbildung A3). Um das erzeugte PG-PE Konstrukt 

unter der Kontrolle des CaMV 35S-Promotors zu bringen, wurde das Konstrukt in den Vektor 

pENTR/-D TOPO® kloniert und durch Sequenzierung bestätigt. Die flankierenden att-sites 

ermöglichten die LR-Reaktion in den Endvektor pK7GWIWG2, um das 

Transformationskonstrukt pK7GWIWG2-PG-PE_RNAi zu generieren (Abb. 26 A). Das PG-

PE_RNAi Konstrukt wurde stabil in Tomaten transformiert und in zwei unabhängigen 

Transformationen konnten 56 Pflanzen der Linie PG-PE_RNAi regeneriert werden. Die 

Analyse der genomischen DNA aus Blättern der 56 regenerierten Pflanzen zeigte, dass bei 37 

Pflanzen eine Insertion des 35S-Promotors in das Genom erfolgt war. Nach Expressions-

Analysen mit Blattmaterial der verbleibenden 37 PG-PE_RNAi Pflanzen mittels quantitativer 

real-time PCR wurden vier RNAi-Linien ausgewählt, und deren grüne Früchte mittels qRT-

PCR auf das Expressionsniveau der Zielgene untersucht (Abb. 26 B). Bei dieser Analyse 

Abb. 25: Genexpression in ausgewählten grünen Früchten der CTO_RNAi. qRT-PCR Analyse der 

relativen Expression (Mittelwerte aus je drei biologischen Replikaten ± Standardabweichung) von Chitinase 

B, dem TSI-1 und dem Osmotin-ähnlichen Protein, normiert gegen Aktin (Acc. No. AB199316) nach der 

� CT-Methode.  

CTO_ RNAi 90     CTO_RNAi 116    CTO_RNAi 113 
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konnte festgestellt werden, dass es im Fall der Linien PG-PE_RNAi 47, 51 und 55 zu einer 

Reduktion der Expression der spezifischen mRNA für PG und PE gekommen ist.  

 

 

 

Es konnte für die Linie PG-PE_RNAi 47 eine mehr als 128-fach verminderte 

Transkriptmenge der PG und eine etwa 14-fach verminderte Transkriptmenge der PE 

festgestellt werden. Bei der Linie PG-PE_RNAi 51 war die Expression der PG-spezifischen 

mRNA etwa 4-fach und die Expression der mRNA der PE in etwa 3-fach herunterreguliert, 

wohingegen in den Früchten der Linie PG-PE_RNAi 52 nur eine etwa 64-fache Reduktion der 

PG erreicht werden konnte, die Transkriptmenge der PE aber nicht durch das Silencing 

beeinflusst wurde. Bei PG-PE_RNAi 55 konnte eine um mehr als 128-fach verminderte 

Transkriptmenge der PG und eine um etwa 14-fach verminderte Transkriptmenge der PE 

detektiert werden. 

Abb. 26: PG-PE_RNAi. A) Zur Erstellung des chimären RNAi-Konstruktes PG-PE_RNAi wurden die 

beiden Gene der Polygalactruonase 2A und der Pectinesterase mit überlappenden Primerpaaren amplifiziert 

und in den Gateway-Vektor pK7GWIWG2(II) ligiert, um das RNAi-Konstrukt pK7GWIWG2-PG-PE zu 

erzeugen. B) Die Expressionsanalyse mittels qRT-PCR ergab eine negative Regulierung der mRNA für die 

Polygalacturonase 2A in grünen Früchten den Linien PG-PE_RNAi 47, 51, 52 und 55. Die mRNA 

Expression der Pektinesterase war in grünen Früchten der Linien PG-PE_RNAi 47, 51 und 55 reduziert.  

Normiert wurde gegen Aktin (Acc. No. AB199316) (n= 3).  
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3.3 Ungerichtete Mutagenese zur strukturellen Analyse 

allergener Determinanten am Beispiel der Profiline der 

Tomate und der Hefe 

 

Durch den Einsatz von gentechnischen Methoden, konnte in einigen Fällen die Allergenität 

der entsprechenden Nahrungsmittelallergene biotechnologisch gesenkt werden. So konnte 

bisher durch die Entfernung der jeweiligen IgE-Bindestellen für z. B. Lol p 5 des Raygras 

(Swoboda et al., 2002), für Cry j 1 der Japanischen Zeder (Usui et al., 2003) und für das 

Nahrungsmittelallergen Pru av 1 der Kirsche (Neudecker et al., 2003) eine verminderte 

Allergenität nachgewiesen werden.  

 

3.3.1 Strategie zur Identifikation funktioneller Lyc e 1.02-Mutanten 

 

Bei Voruntersuchungen konnte gezeigt werden, dass der chromosomale knock-out des Profilin 

(PFY1)-Gens in der Hefe letal ist. Um dieses Problem zu umgehen, wurde eine neue Strategie 

entwickelt, um funktionelle Tomatenprofilin-Mutanten in Hefe identifizieren zu können. Die 

Abbildung 27 gibt einen Überblick über die einzelnen Teilschritte der Versuche. Zunächst 

wurde ein Konstrukt erstellt, welches das PFY1 unter Kontrolle eines induzierbaren 

Promotors trug, und dieses Plasmid wurde in einen Hefe-Wildtypstamm eingebracht. Nach 

diesem ersten Transformationsschritt, wurde das endogene PFY1 durch homologe 

Rekombination mit dem His5-Gen ausgetauscht (siehe Kap. 2.2.6.2). Beim erfolgreichen 

knock-out, sollten die Hefezellen das exogene PFY1 dazu nutzen um die essentiellen 

Aufgaben des chromosomalen PFY1 ersetzen zu können. Nach dem anschließenden knock-out 

des endogenen Profilins wurden die Hefezellen mit einem linearisierten Vektor und 

verschiedenen Tomatenprofilin (Lyc e 1)-Varianten ko-transformiert. Im vierten Schritt wurde 

nun das erste Plasmid durch negative Selektion entfernt, wodurch nur solche Hefezellen 

überleben konnten, die ein funktionelles Lyc e 1 trugen, welches den pfy1-knock-out 

komplementiert. Aus den Hefezellen wurden die Lyc e 1 kodierenden Regionen mittels PCR 

amplifiziert, sequenziert und ihre IgE-Reaktivität im IgE-Immunoblot (siehe Kap. 2.2.8.4) 

überprüft.  
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3.3.2 Expressionanalyse des Profilins  

 

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

(Invitrogen, Karlsbad, USA) verwendet. Dabei handelt es sich um einen centromeren Vektor 

mit regulierbarem GAL1-Promotor. Das PFY1-Gen wurde zunächst von dem Plasmid 

p424MET25-ScPFN (D. Zajic, unveröffentlicht) in einer PCR mit den Primern AS 1 und AS2 

(Basen 1-381) amplifiziert. Durch das verwendete Primerpaar AS 1/AS 2 (Kap. 2.1.3) wurden 

an den Fragmentenden SacI- und XhoI-Schnittstellen angefügt. Das erzeugte PCR-Produkt 

wurde in den Klonierungsvektor pCR-blunt II ligiert und anschließend über die eingeführten 

Abb. 27: Strategie für die Identifizierung von funktionellen Lyc e 1.02 Varianten. I) Das Plasmid 

pYES2-PFY1 wurde für die Expression von rekombinanten PFY1 in den Hefewildtyp BY4741 

transformiert. II) In einem zweiten Transformationsschritt wurde das chromosomale PFY1-Gen durch 

Homologe Rekombination mit dem His3-Gen ersetzt. III)  Um verschiedene Lyc e 1-Varianten zu erhalten, 

wurde das Plasmid p425PPFYLyc e 1 einer ungerichteten Mutagenese unterzogen und die erhaltenen Lyc e 1-

Varianten zusammen mit dem linearisierten Vektor p425PPFY in die knock-out Hefe transformiert. IV)  

Durch die Inkubation mit 5-FOA-haltigem Selektionsmedium wurden die Hefezellen auf das pYES2-PFY1 

Plasmid gegen-selektioniert. V) Die Lyc e 1-Varianten wurden anschließend sequenziert, ihre 3D-Struktur 

modelliert und auf ihre IgE-Reaktivität im IgE-Immunoblot getestet.  
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Schnittstellen SacI und XhoI in den Vektor pYES (5,9 kb) kloniert (Anhang Abb. A6). Das 

Plasmid pYES2-PFY1 wurde anschließend in den Wildtyp-Hefestamm BY4741 transformiert. 

Als Selektionsmarker diente bei diesem Schritt der Auxotrophiemarker Uracil, da BY4741 

einen Defekt in der Uracilbiosynthese, dem Uracil3-Gen, trägt. Das exogene PFY1 wurde 

unter der Kontrolle des GAL1-Promotors exprimiert, der eine Induktion der Expression 

mittels Galaktosezugabe ermöglicht. Die OD600 der Übernachtkultur wurde bestimmt, das 

galaktosehaltige Induktionsmedium mit einer OD600 von 0,4 angeimpft und bei 30 °C 

inkubiert. Nach 0, 2, 4, 6, 8, 10 und 24 Stunden wurden je 5 ml Kultur abgenommen, die 

OD600 bestimmt und die Zellen pelletiert (siehe Kap. 2.2.8.9). Der Zellaufschluss erfolgte 

mittels Glasperlen und Proteinextraktionspuffer (siehe Kap. 2.2.8.3). Die Expression des 

PFY1 wurde mittels Western Blot mit einem kreuzreaktiven anti-Profilin-Antiserum (anti-

ragweed profilin, anti-Profilin des Beifussblättrigen Traubenkrauts, Dr. P. Deviller, Lyon, 

Frankreich) überprüft. Nach Inkubation mit dem sekundären anti-Meerrettichperoxidase  

Antikörper (Pierce Biotechnology, Heidelberg) wurde der Blot entwickelt. Das 

Molekulargewicht von PFY1 ist mit 13,677 kDa angegeben, die Bande für rekombinantes 

PFY1 wurde bei etwa 14 kDa detektiert. Die Expression des PFY1 in den BY4741/pYES2-

PFY1 Hefezellen nahm über die gemessene Zeit stark zu, beginnend vier Stunden nach 

Induktion des GAL1-Promotors (Abb. 28). 

 

 

 

 

 

Abb. 28: Immunologischer Nachweis des exogenen Hefeprofilins. 20 µg Gesamtzellextrakt wurden auf 

ein SDS-Gel aufgetragen und per Western Blot analysiert. Als Primärantikörper wurde ein gegen das 

Profilin des Beifussblättrigen Traubenkrauts gerichteter Antikörper (1:10.000 verd.) eingesetzt. Bei dem 

verwendeten Sekundärantikörper handelte es sich um einen anti-Meerrettichperoxidase Antikörper 

(1:20.000 verd.), dessen spezifische Bindung durch Chemilumineszenzreaktion nachgewiesen wurde. Die 

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

disruption 

 

Da S. cerevisiae ein sehr effizientes homologes Rekombinationssystem besitzt, können DNA-

Fragmente mit homologen Sequenzen zu einem bestimmten Genort leicht mit dieser Stelle 

rekombinieren. In Hefe sind bereits 40 bp als flankierende Bereiche ausreichend, um eine 

homologe Rekombination zwischen homologen DNA-Sequenzen zu gewährleisten. Indem 

eine beliebige DNA Sequenz zwischen die homologen DNA Abschnitte eingebaut wird, kann 

über die homologe Rekombination jedes beliebige Gen ausgeschalten werden, was als 

gerichtete Genzerstörung (targeted gene-disruption, siehe Kap. 2.2.6.2) bezeichnet wird.  

Um die erzeugten � pfy1 Mutanten selektionieren zu können, wurde als Markergen das His5 

Gen ausgewählt. Aus einer Wildtyp-Zelle (Stamm: BY4741) mit intaktem Profilin und 

defektem his3 Gen sollte eine Profilinmutante mit defektem Profilin und intaktem His3 Gen 

entstehen. Das Plasmid pFA6aHis5MX (Wach et al., 1997) kodiert das His5-Gen aus dem 

heterologen Organismus Schizosaccharomyces pombe, welches in der Lage ist einen His3-

Gen Defekt in S. cerevisiae zu komplementieren. Dieses Plasmid diente als Matrize zur PCR-

Synthese einer Deletionskassette, wie in Abb. 29 A gezeigt. Die zur Rekombination 

benötigten homologe DNA Sequenzen wurden durch geeignete 60 bp lange Oligonukleotide 

(KP 33/ KP 34) erzeugt, die in einer short flanking homology PCR eingesetzt wurden. Der 

Primer KP 33 war im Bereich zwischen 278 bp -317 bp, und der Primer KP 34 im Bereich 

zwischen 942 bp – 902 bp, komplementär zu dem chromosomalen Profilingen. Für die 

Sequenz der verwendeten Oligonukleotide siehe Kap. 2.1.3. Nach erfolgreicher 

Transformation konnte ein Wachstum von Hefezellen des Typs BY4741/pYES2-PFY1/� pfy1 

(Abb. 29 B oben) auf entsprechendem Selektionsmedium detektiert werden, wohingegen kein 

Wachstum bei der Transformationskontrolle BY4741/pYES2/� pfy1 (Abb. 29 B unten) 

beobachtet werden konnte. Um den erfolgreichen Austausch des chromosomalen PFY1 Gens 

mit dem His5 Gen zu verifizieren, wurden die BY4741/pYES2-PFY1/� pfy1 Hefezellen in 

einer genomischen PCR analysiert. Dazu wurden verschiedene Primerpaare eingesetzt, die 

genaufwärts und genabwärts von der Rekombinationsstelle positioniert waren. Der Primer 5’ 

A war im Promotorbereich des chromosomalen Profilins positioniert, der Primer 3’ D war 

genabwärts des chromosomalen Profilins lokalisiert. Primer KP 35 und KP 36 waren so 

gewählt, dass sie zu Bereichen des His5-PCR-Produktes komplementär waren.  

Die PCR zeigte für die Hefezellen BY4741/pYES2-PFY1/� pfy1 drei Amplifikationsprodukte 

in den Größen 1026 bp, 732 bp und 410 bp, wohingegen BY4741 als Ausgangsmaterial nur 
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ein 1029 bp großes Produkt ergab (Abb. 29 C). Damit konnte die Integration des His5-Gens 

an die Stelle des PFY1-Gens, und somit die Herstellung einer lebensfähigen � pfy1 knock-out 

Mutante, nachgewiesen werden.  

 

Abb. 29: Mutagenese des Hefeprofilins durch targeted gene-disruption. A) Das His5-Gen des Plasmids 

pFA6aHis5MX wurde zur Deletion des chromosomalen Hefeprofilins über eine short flanking homology 

PCR amplifiziert. Die zur Rekombination benötigten homologen DNA-Sequenzen wurden durch die 

verwendeten Oligonukleotide, die im Bereich von 278 bp – 317 bp und von 942 bp – 902 bp im 

chromosomalen Profilin binden, bereitgestellt. B) Wachstum von BY4741/pYES2-PFY1/� pfy1auf SCA-

ura-his. Bei der Transformationskontrolle BY4741/pYES2/� pfy1 konnte kein Wachstum auf SCA-ura-his 

beobachtet werden. C) Genomische DNA von WT und � pfy1 Hefe wurde isoliert und per PCR analysiert.  

Oben sind die Positionen der Primer im WT (BY4741) und in der profilindefizienten Mutante gezeigt. Spur 

1: Primer 5’A und 3’D; Spur 2: Primer 5’A und KP 35; Spur 3: Primer KP 36 und 3’D. Die Pfeile 

entsprechen den DNA-Größenstandards bei 1500 bp und 750 bp. 

 

A B 

C 

BY4741/pYES2-PFY1/ 
� pfy1 

BY4741/pYES2/  
� pfy1 
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3.3.4 Ungerichtete Mutagenese und die Auswahl funktioneller Lyc e 1.02-

Varianten 

 

Da zur immunologischen Beurteilung der potentiellen Profilin-Varianten eine 

Proteinisolierung und die Testung einzelner Hefekolonien nötig war, musste eine Vorauswahl 

des Ausgangsmaterials vor der ungerichteten Mutagenese getroffen werden, da davon 

ausgegangen werden musste, dass eine Vielzahl von nicht-mutagenisierten Lyc e 1.02 

Fragmenten in der Hefe komplementieren könnten. Sequenzvergleiche von verschiedenen 

Profilinen aus einer Vielzahl verschiedener Organismen zeigten, dass bei fast allen das 

konservierte Motiv „VWA“ an den Aminosäurepositionen 29-31 kodierten (Position im 

Hefeprofilin). Interessanterweise zeigten alle der getesteten Solanaceae eine Profilin-

Variante, die von dem konservierten Motiv abwich. Alle Profiline aus den 

Nachtschattengewächsen kodierten ein Arginin (R) anstelle eines Tryptophan (W). Die 

Modellierung der Tertiär-Struktur beider Profilin-Varianten mit dem SNP (single nucleotid 

polymorphism) an Nucleotid-Position 97 (Cytosin oder Thymin) zeigte, dass es leichte 

Unterschiede in der Tertiärstruktur gibt, die möglicherweise zu einer veränderten 

Proteinfunktion führen könnten (Zajic, unveröffentlicht). Die Anwendung von Lyc e 1.02 R33 

in einem profilindefizienten Hefestamm führte zu keiner Komplementation und legten die 

Vermutung nahe, dass die Aminosäuren-Abfolge „VWA“ essentiell für die Profilin-Funktion 

in der Hefe ist. Um diese Hypothese zu verifizieren, wurde Lyc e 1.02 R33 gerichtet zu Lyc e 

1.02 W33 mutagenisiert. Lyc e 1.02 W33 wurde dann dazu verwendet, um den Profilin-

defizienten Hefestamm DJP102 zu komplementieren. Die anschließende Analyse der 

transgenen Lyc e 1.02 W33 exprimierenden Hefe ergab, dass durch die Expression von Lyc e 

1.02 W33 das normale Wachstum in der Hefe wiederhergestellt wurde. Dieses Ergebnis ist im 

Einklang mit der essentiellen Rolle, die das konservierte Tryptophan im Hefeprofilin spielt. 

Für die ungerichtete Mutagenese wurde daher die Variante Lyc e 1.02 R33 als Matrize für die 

PCR-Reaktion eingesetzt. Für die Expression des Tomatenprofilins unter dem Hefe-eigenen 

Promotor wurde der Vektor p425-GPD mit dem Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 

(GPD)-Promotor gewählt, der die kontrollierte Expression heterologer Proteine in Hefe 

erlaubt und ein Leu2-Gen als Selektionsmarker besitzt (Mumberg et al., 1995). Als 

Ausgangsmaterial für die Amplifikation von Lyc e 1.02 wurde cDNA aus Tomatenblättern in 

einer PCR eingesetzt (Primer KP 87/ KP 89, siehe Kap. 2.1.3). Das erzeugte PCR-Produkt 

wurde mit den Restriktionsenzymen SpeI und SalI verdaut und in den, ebenfalls mit den 
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Restriktionsenzymen SpeI und SalI verdauten p425-GPD-Vektor ligiert. Das resultierende 

Plasmid p425GPD-Lyc e 1.02 wurde in E. coli transformiert. Zur Expression des 

Tomatenprofilins unter der Kontrolle des Profilin-eigenen Promotors, wurde der 

Profilinpromotor aus dem p424PPFYLyce 1.02 R33 Plasmid (Zajic, unveröffentlicht) über die 

Restriktionsschnittstellen SacI und SpeI in den p425-Vektor umkloniert und so das Plasmid 

p425PPFYLyc e 1.02 R33 erzeugt (Abb. 30 A und Anhang Abbildung A4 und A7). 

Die ungerichtete Mutagenese wurde mit Hilfe des „GeneMorph®II Random Mutagenesis“ Kit 

(Agilent, Santa Clara, USA) durchgeführt. Die im Kit enthaltene MutazymeII-Polymerase ist 

eine Kombination aus 2 verschiedenen fehler-anfälligen Polymerasen, der MutazymeI- und 

einer mutierten Taq-Polymerase ohne proof-reading-Aktivität. Abhängig von der eingesetzten 

Ausgangsmenge der DNA können Mutationsraten von eins bis sechs Mutationen pro Kilobase 

eingeführt werden. Um eine möglichst hohe Mutationsrate zu erreichen, wurden 10 ng des 

Plasmids p425PPFYLyc e 1.02 R33 eingesetzt und die PCR-Reaktion mit 32 Zyklen 

implementiert (Primer uM 1/ uM 2, siehe Kap. 2.2.7.3). Die dabei synthetisierten 

mutagenisierten Lyc e 1.02-Fragmente wurden mit SpeI und SalI verdaut und 0,5 µg der 

Fragmente zusammen mit 0,5 µg des linearisierten p425PPFY-Vektor mit Hilfe der Gap 

Repair-Methode (Oldenburg et al., 1977) in die profilindefizienten Hefezellen kotransformiert 

(siehe Kap. 2.2.6.2). Über die angefügten homologen Bereiche von 40 bp an den 5’- und 3’-

Enden der Fragmente konnten die mutagenisierten Lyc e 1.02 Fragment über homologe 

Rekombination in die linearisierten Vektoren inserieren und führten zur Religierung des 

Plasmids. Somit eröffnete sich durch den Einsatz der Gap Repair-Methode die Möglichkeit, 

eine große Anzahl verschiedener Lyc e 1.02-Varianten gleichzeitig auf ihre 

Komplementations-Fähigkeit in der Hefe zu testen. Als Transformationskontrolle wurde das 

Plasmid p425PPFYLyc e 1.02 W33 mitgeführt. Nach der Transformation konnten bei den 

BY4741/� pfy1/p425PPFYLyc e 1.02mut in etwa 350 Hefekolonien wachsen. Bei den 

BY4741/� pfy1/p425PPFYLyc e 1.02 W33 Hefekolonien waren es etwa 750 Kolonien, die 

Transformation mit dem Plasmid p425PPFYLyc e 1.02 W33 zeigte demnach eine zweimal 

höhere Effizienz als die Transformationsmethode des Gap Repair (Abb. 30 B unten).  
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3.3.5 Analyse der ungerichteten Mutagenese von Lyc e 1.02 

 

Zur Analyse der Mutationsrate wurden die mit den verschiedenen Lyc e 1.02-Varianten 

transformierten profilindefizienten Hefezellen (BY4741/pYES2-PFY1/� pfy1/p425PPFYLyc e 

1.02mut) in 5-Flourouracil-6-Carboxylmonohydrat (5’FOA)-haltigs Selektionsmedium 

überführt und mehrere Tage darin inkubiert. 5’FOA bildet zusammen mit einem 

Intermediärprodukt der Uracilbiosynthese eine für Hefezellen toxische Substanz. Ein 

Überleben der Hefezellen ist nur dann möglich, wenn sie das URA3-tragende Plasmid 

eliminieren. Der Verlust des Profilin-exprimierenden pYES2-PFY1 Plasmides wäre für den 

profilindefizienten Hefestamm letal. Deswegen zeigten nur diejenigen Hefezellen, die ihr 

pYES-PFY1 Plasmid verloren haben und bei denen das mutierte Lyc e 1.02 auf dem 

p425PPFY-Vektor in der Lage ist, die Profilindefizienz in der Hefe zu komplementieren, ein 

Wachstum auf 5’FOA-haltigem Selektionsmedium (Abb. 30 B rechte Seite). Zur Kontrolle 

wurden die BY4741/� pfy1/p425PPFYLyc e 1.02mut-Hefekolonien auf –Ura Selektionsmedium 

ausgestrichen. Dabei konnte nur für die Positivkontrolle BY4741/pYES2-PFY1/� pfy1 ein 

Abb. 30: Gap Repair Transformation. Der � pfy1-Hefestamm wurde mit 0,5 µg mutagenisiertem Lyc e 

1.02-Fragment und mit 0,5 µg linearisiertem p425PPFY-Vektor ko-transformiert und auf SCAD –Leu –His 

Medium angezogen. Als Kontrolle wurde der � pfy1-Hefestamm mit 0,5 µg des p425PPFYLyc e 1.02 W33 

Plasmids transformiert.  

BY471/� pfy1/ p425P PFYLyc e 1.02 mut   

BY471/� pfy1/ p425P PFYLyc e 1.02 W33  

A 

B 

Tcyc  

SacI             SpeI                                       SalI 

p425PPFYLyc e 1.02 PFY Lyc e 1.02  
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Wachstum auf SCAD-Ura beobachtet werden, was ebenfalls den Verlust des pYES2-PFY1 in 

den BY4741/� pfy1/p425PPFYLyc e 1.02mut-Hefekolonien bestätigt (Abb. 31).  

 

 

 

3.3.6 Sequenzanalyse der Lyc e 1.02-Varianten  

 

Von 40 5’FOA-positven BY4741/� pfy1/p425PPFYLyc e 1.02mut Kandidaten wurde das Lyc e 

1.02 Gen sequenziert. Bei allen getesteten Lyc e 1.02-Mutanten konnte an der Position 97 

eine Transversion in der Nukleotidabfolge von T zu G festgestellt werden, die zu der 

essentiellen Änderung der Aminosäuresequenz von R33 zu W33 geführt hat. Zusätzlich zu 

diesem Aminosäureaustausch konnten einige weitere veränderte Aminosäuren identifiziert 

werden. Bei den Mutanten Lyc e 1.02-5 und Lyc e 1.02-50 kam es aufgrund von zwei 

Transitionen in der Nukleotidsequenz zu einer Änderung der Aminosäuren an Position 15 von 

Isoleucin zu Threonin (I15T) und an Position 19 zu der Änderung in der AS-Sequenz von 

Histidin zu Argenin (H19R). Da bei beiden Mutaten keine weiteren Mutationen vorlagen, 

lässt sich nicht mit Sicherheit ausschließen, dass es sich bei Lyc e 1.02-5 und Lyc e 1.02-50 

um Klone handeln könnte. Bei der Mutante Lyc e 1.02-13 und drei weiteren Mutanten (Lyc e 

1.02-24, -27, -46) kam es neben der Änderung von R33 zu W33 durch eine Transition von C 

zu T zu einer Konversion von Threonin 48 zu Serin 48 (T48S). In den Mutanten Lyc e 1.02-

13 und Lyc e 1.02-24 konnten zusätzlich zwei stille Mutationen beobachtet werden, die nicht 

bei den Mutanten Lyc e 1.02-27 und Lyc e1.02-46 nachgewiesen werden konnten. Die 

Mutationen von Asparagin 38 zu Serin 38 (N38S) und Isoleucin 118 zu Phenylalanin 118 

(I118F), konnten bei insgesamt 17 Lyc e 1.02-Mutanten beobachtet werden. Die große Anzahl 

der gefundenen Mutanten, die die Mutation I118 zu F118 trugen, und das Fehlen weiterer 

Aminosäureänderungen, lassen den Schluss zu, dass es sich bei diesen 17 Lyc e 1.02-

Abb. 31: Wachstumsanalyse der BY4741/� pfn/p425PPFYLyc e 1.02mut. Auf SCAD-Ura zeigten die 

Hefekolonien von BY4741/� pfy1/p425PPFYLyc e 1.02mut kein Wachstum. Als Positivkontrolle ist der 

Hefestamm BY4741/pYES2-PFY1/� pfy1 gezeigt.  

 

BY4741/� pfy1/Lyc e 1.02 mut   
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Mutanten um Klone gehandelt hat. Abbildung 32 gibt einen Überblick über die Positionen der 

identifizierten Aminosäureaustausche. Die Tabelle 12 zeigt eine genaue Übersicht über die 

Art und die Anzahl der identifizieren Mutationen, wobei stille Mutationen, die nicht zu einer 

veränderten Aminosäuresequenz führten, nicht berücksichtigt wurden.  

 

 

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

 

17I118        F118TransversionA        T

17N38        S38TransitionA        GLyc e 1.02-17

4T48         S48TransitionC        TLyc e 1.02-13

2H19        R19TransitionA        G

2I15         T15TransitionT        CLyc e 1.02-5

40R33        W33TransversionT        GLyc e 1.02-1 bis -40

HäufigkeitAminosäuresequenzArt des BasenaustauschBasenaustauschMutanten

17I118        F118TransversionA        T

17N38        S38TransitionA        GLyc e 1.02-17

4T48         S48TransitionC        TLyc e 1.02-13

2H19        R19TransitionA        G

2I15         T15TransitionT        CLyc e 1.02-5

40R33        W33TransversionT        GLyc e 1.02-1 bis -40

HäufigkeitAminosäuresequenzArt des BasenaustauschBasenaustauschMutanten

 

 

Um einen Eindruck zu bekommen, inwieweit sich die Änderungen der Aminosäuresequenz 

auf die dreidimensionale Struktur des Tomatenprofilins ausgewirkt haben könnten, wurden in 

Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Benedikt Schmid vom Lehrstuhl für Biotechnik der 

Universität Erlangen-Nürnberg in silico Proteinmodelle erstellt. Als Basis für die Lyc e 1.02-

Modelle wurde die Kristallstruktur von Profilin I aus Arabidopsis thaliana (PDB code 3NUL) 

herangezogen. Sowohl das unmutierte Lyc e 1.02 als auch die verschiedenen Mutanten 

wiesen die Profilin-typische Faltung auf (Thron et al., 1997), die sich aus einem zentralen 

sieben-strängigen antiparallelen � -Faltblatt (b1, Aminosäuren 22-27; b2, 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-

terminalen a-Helix (a1, Aminosäuren 3-10 und a3, Aminosäuren 112-129) umschlossen 

Abb. 32: Sequenzanalyse der Lyc e 1.02-Varianten. Gezeigt ist die Aminosäuresequenz  von Lyc e 1.02 

(Acc. No. AY061819) in schwarz. Die identifizierten nicht-stillen Aminosäureänderungen von 40 

sequenzierten Lyc e 1.02 Varianten sind in rot dargestellt.  

MSWQTYVDDHLMCDIEGNHLTSAAIIGQDGSV RAQSANFPQFKPEEITAIMNDFAEPGTLAPTGLHL
GGTKYMVIQGEAGAVIRGKKGAGGITVKKTNQALIIGIYDEPMTPGQCNM IVERLGDYIIEQGL*

I15 T15

H19 R19 N38 S38

T48 S48R33 W33

I118 F118

MSWQTYVDDHLMCDIEGNHLTSAAIIGQDGSV RAQSANFPQFKPEEITAIMNDFAEPGTLAPTGLHL
GGTKYMVIQGEAGAVIRGKKGAGGITVKKTNQALIIGIYDEPMTPGQCNM IVERLGDYIIEQGL*

I15 T15

H19 R19 N38 S38

T48 S48R33 W33

I118 F118

�$�
�
-./0
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wird, und einer weiteren � -Helix auf der anderen Seite (a2, Aminosäuren 112-129), 

zusammensetzt. Der strukturelle Vergleich mit dem Profilin aus Saccharomyces cerevisiae 

(PYF1, PDB code 1YPR, 33% Sequenzidentität) mittels des DaliLite-Programms (Holm and 

Park, 2000) zeigte eine root-mean-square deviation von 1,4 Å (für Ca-Atome), was für eine 

große strukturelle Ähnlichkeit spricht. Die größten Unterschiede zwischen den Profilinen Lyc 

e 1 und PFY1 liegen in der Loop-Region zwischen der Helix a1 und dem � -Faltblatt � 1. Bei 

PFY1 ist diese Loop-Struktur um 4 Aminosäuren verkürzt. Die Abbildung 33 zeigt einen 

Vergleich der Aminosäuresequenz und der dreidimensionalen Struktur der Profiline aus Hefe 

und Tomate.  

 

 

 

Interessanterweise lagen zwei der gefunden Mutationen, genauer gesagt I15T und H19R, in 

genannter Loop-Region (Abb. 34 Lyc e 1.02-5, gezeigt in gelb). Während His19 sehr leicht 

zugänglich ist, ist Ile15 nur teilweise zugänglich und steht in van-der-Waals Kontakt mit 

Ile118, einer weiteren Mutation, die wir identifizieren konnten (Abb. 34 Lyc e 1.02-17 gezeigt 

in grün). Wobei Ile118 laut Homologiemodell ganz im Inneren des gefalteten Profilins 

Abb. 33: Vergleich der Aminosäuresequenz und der drei-

dimensionalen Struktur von PFY1 und Lyc e 1. A) Aminosäure-

sequenzvergleich zwischen Lyc e 1.02 (Acc No. AY 061819) und PFY1 

(Acc. No. M23369). Die Sequenzidentität beträgt 28%. Der 

Sequenzvergleich wurde mit dem Programm ClustalW durchgeführt. 

Schwarz: Kennzeichnung für identische Aminosäuren. Grau: 

Kennzeichnung für ähnliche Aminosäuren. B) Bändermodell von PFY1 

(grau, pdb 1YPR) und Lyc e 1 (schwarz). Das Modell von Lyc e wurde 

von SWISS-MODEL berechnet (http://swissmodel.expays.org). Die 

Abbildung wurde mit dem Programm PyMOL erstellt 

(www.pymol.org). 

B 

A 
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verborgen liegt. Die Mutation von Ile118 zu Phe118 und die weitere Mutation von N38 zu 

S38 wurde in insgesamt 17 Lyc e 1.02 Mutanten gefunden. N38S liegt in der Loop-Region 

zwischen dem � -Faltblatt � 2 und der � -Helix � 2, und ist von außen sehr zugänglich (Abb. 34 

Lyc e 1.02-17 gezeigt in grün). Die zusätzliche Mutation von T48S in der Mutante Lyc e 

1.02-13 befindet sich in der Helix � 2 und ist ebenfalls leicht zugänglich (Abb. 34 Lyc e 1.02-

13 gezeigt in blau).  

 

 

 

Abbildung 35 zeigt die Aminosäuresequenz der Profilinisoform Lyc e 1.02 (Acc. No. 

AJ565931.1), in welcher die poly-L-Prolin-Bindestelle in hellgrau und die Aktinbindestelle in 

dunkelgrau gekennzeichnet sind. Die Sekundärstruktur setzt sich insgesamt aus drei � -Helices 

und sieben � -Faltblättern zusammen.  

 

Abb. 34: Strukturanalyse der Lyc e 1.02-Varianten im Vergleich mit nicht-mutiertem Lyc e 1.02. 

Bändermodell der überlagerten Homologiemodelle von Lyc 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) und Lyc e 1.02-17 (in grün). Die Hauptkette der Mutanten ist 

nur für die Loop-Regionen gezeigt. Die mutierten Nebenketten Aminosäuren sind in der Abbildung farbig 

gekennzeichnet. Die Aminosäuren M1 und L131 sind durch ein N- und ein C- markiert, und stehen für den 

Anfang und das Ende der Struktur. Generierung der Abbildung mit dem PyMOL-Programm (The PyMOL 

Molecular Graphics System, Version 1.2r1, Schrödinger, LLC.). 
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In Abbildung 36 A ist ein multiples Sequenzalignment der Aminosäuresequenzen von Bet v 2 

(Acc. No. P25816), dem Melonenprofilin Cuc m 2 (Acc. No. Q7XQ0), dem Profilin der 

Sonnenblume Hel a 2 (Acc. No. Y15210), und des Ara h 5 (Acc. No. GU353412) dargestellt. 

Für das Bet v 2 konnten drei Epitope identifiziert werden (E 1: 1-32 AS; E 2: 28-52 AS; E 3: 

108-131 AS), von denen zwei partiell mit der Aktinbindestelle überlappten (Federov et al., 

1997). Bei Hel a 2  wurden fünf Epitope charakterisiert (Epitop 1: 1-15 AS; Epitop 2: 40-50 

AS; Epitop 3: 100-109 AS; Epitop 4: 108-115 AS; Epitop 5: 122-127 AS). Das erste Epitop 

überlappt mit der Poly-L-Prolin Bindestelle, die letzten drei Epitope befinden sich im Bereich 

der Aktinbindestelle (Asturias et al., 2002). Die bisher identifizierten Epitope E1, E2, E3 und 

E4 des Cuc m 2 sind in der oberen Zeile der Abbildung 36 hervorgehoben. Die Epitope E1 

und E2 überlappen teilweise mit der Aktinbindestelle (vgl. Abb. 35) und zeigten im Phagen-

Display die größte IgE-Reaktivität, wohingegen E3 und E4 nur eine geringe IgE-Reaktivität 

auslösen konnten (Lopez-Torrejon et al., 2007).  

Ebenfalls in Abb. 36 A abgebildet ist das für Cuc m 2 vorgeschlagene konformationelle IgE-

Epitop S2W3A5Y6D9H10T111P112G113Q114N116M117R121L122, welches in der unteren Zeile 

gekennzeichnet wurde (Tordesillas et al., 2010). Dieses konformationelle Epitop scheint in 

den meisten Pollen-Profilinen stark konserviert zu sein, z. B. dem Bet v 2 aus Birke oder dem 

Phl p 12 aus dem Lieschgraspollen.  

 

 

 

Abb. 35: Profilin der Tomate. Gezeigt ist die Aminosäuresequenz von Lyc e 1.02 (Acc. No.: AY061819) mit 

der poly-L-Prolin-Bindestelle in hellgrau und der Aktinbindestelle in dunkelgrau. Die Sekundärstruktur wurde 

ebenfalls angegeben. Helices sind als Zylinder, � -Faltblätter sind als Blockpfeile dargestellt.  
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                 E 1      E 2 
Bet v 2  MSWQTYVDEHLMCDIDGQASNSLASAIVGHDGSVWAQSSSFPQFKPQEITGIMKDFEEPG  �  
Bet v 2  MSWQTYVDEHLMCDIDGQASNSLASAIVGHDGSVWAQSSSFPQFKPQEITGIMKDFEEPG  �  
 
            Epitop 1                                                               Epitop 2 
Hel a 2  MSWQAYVDEHLMCDIEGTGQHLTSAAILGLDGTVWAQSAKFPQFKPEEMKGIIKEFDEAG  �  
Hel a 2  MSWQAYVDEHLMCDIEGTGQHLTSAAILGLDGTVWAQSAKFPQFKPEEMKGIIKEFDEAG  �  
 
             E3                                                                          E4 
Cuc m 2  MSWQAYVDDHLMCDIDGNRLT--AAAILGQDGSVWSQSATFPAFRLEEIAAILKDFDQPG  !"  
Cuc m 2  M SWQAYVDDHLMCDIDGNRLT--AAAILGQDGSVWSQSATFPAFRLEEIAAILKDFDQPG  !"  
 
        #1                       #2                               #3            #4                   #5  
Ara h 5  MSWQTYVDNHLLC EI EGNHLS--SAAILGQDGSVWAQSSNFPQFKPEEITAIMNDFAEPG  !"�
          
         ****:***:**:*:*:*      ::**:* **:* :**:.**  *: :*: .*:::* : * 
 
 
        E 3 
Bet v 2  HLAPTGLHLGGIKYMVIQGEAGAVIRGKKGSGGITIKKTGQALVFGITEEPVTPGQCNMV #$  
Bet v 2  HLAPTGLHLGGIKYMVIQGEAGAVIRGKKGSGGITIKKTGQALVFGITEEPVTPGQCNMV #$  
 
                                                 Epitop 3   Epitop 4 
Hel a 2  TLAPTGMFIAGAKYMVLQGEPGAVIRGKKGAGGICIKKTGQAMIMGIYDEPVAPGQCNMV #$  
Hel a 2  TLAPTGMFIAGAKYMVLQGEPGAVIRGKKGAGGICIKKTGQAMIMGIYDEPVAPGQCNMV #$  
 
           E1                                 E1                 E2           
Cuc m 2  TLAPTGL FLGGTKYMVIQGEAGAVIRGKKGSGGITVKKTNQALIIGIYDEPLTPGQCNMI ##" 
Cuc m 2  TLAPTGLFLGGTKYMVIQGEAGAVIRGKKGSGGITVKKTNQALIIGIYDEPL TPGQCNMI ##" 
 
                        #5                     #6                             #7                                          #7 
Ara h 5  SLAPTGLYL GGTKYMVIQ GEPGAVIRGKKGPGGVTIKKTNQALIIGIYDEPMTPGQCNMI ##" 
           
          *****:.:.* ****:*** ********* **: :*** ** :::***:**::******: 
 
 
              E 3 
Bet v 2  VERLGDYLIDQGL #%% 
Bet v 2  VERLGDYLIDQGL #%% 
 
                   Epitop 5 
Hel a 2  VERLGDYLLEQGM #%% 
Hel a 2  VERLGDYLLEQGM #%% 
 
                                E2 
Cuc m 2  VER LGDYLIEQGL #%# 
Cuc m 2  VE RLGDYLIEQGL #%# 
 
                        #8 
Ara h 5  VERLGDYLI DTGL #%# 
         
         *******::: *: 
 
 

Abb. 36: Aminosäuresequenzvergleich zwischen Bet v 2, Hel a 2, Cuc m 2 und Ara h 5. Dargestellt ist ein 

Alignment der Aminosäuresequenzen von Bet v 2 (Acc. No. P25816), Hel a 2 (Acc. No. Y15210), Cuc m 2 

(Acc. No. Q7X9Q0) und Ara h 5 (GU354312). Die bisher identifizierten Epitope sind farblich hervorgehoben. 
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Wenn man nun die Sequenzen der Lyc e 1.02-Mutanten mit der Lokalisierung der bisher 

beschriebenen Epitope des Cuc m 2 vergleicht, fällt auf, dass die meisten 

Aminosäureänderungen, die durch die ungerichtete Mutagenese eingeführt wurden, nicht Teil 

eines bekannten Epitops sind. Nur die Mutation, welche zu dem Aminosäureaustausch von 

I118 zu F118 in der Mutante Lyc e 1.02-17 führt, ist Teil des schwach IgE-reaktiven Epitops 

E4 (Abb. 34 und Abb. 37 Lyc e 1.02-17) und die veränderte Aminosäure an Position 118 in 

der selben Mutante ist in direkter Nachbarschaft zur Aktinbindestelle, was eine Erklärung für 

die verminderte IgE-Reaktivität sein könnte. Wie unter Punkt 3.3.6 erwähnt liegen die beiden 

veränderten Aminosäuren in der Variante Lyc e 1.02-5 in einer Loop-Region zwischen der 

ersten Helix und dem ersten � -Faltblatt, was zu einer Veränderung der Faltung geführt haben 

könnte. 

 

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

Immunoblot 

 

Die IgE-Reaktivität der Lyc e 1.02 exprimierenden Hefe wurde in IgE-Immunoblots 

überprüft. Dazu wurden Proteinextrakte aus der transgenen Hefe gewonnen, diese per SDS-

Gel aufgetrennt, an eine Membran gebunden und mit verdünnten Patientenseren inkubiert. 

Dafür wurden von verschiedenen symptomatischen Tomatenallergiker und einem 

Birkenpollenallergiker die klinischen Daten erfasst und diese sind in der Tabelle 13 

zusammengefasst.  

 

 

 

Abb. 37: Aminosäuresequenzvergleich zwischen Lyc e 1.02 R33 und den erzeugten Lyc e 1.02-

Mutanten. Die Ausgangssequenz vor der ungerichteten Mutagenese (Lyc e 1.02 R33) und die Mutanten  

Lyc e 1.02-5, -13 und -17 sind dargestellt, die jeweiligen Mutationen sind hervorgehoben.  
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Tabelle 13: Charakterisierung der Patienten (Geschichte, allergische Symptomatik, 

spezifisches IgE (CAP-FEIA Analyse) 

 
Patient Ge-

schlecht 
Alter Beruf Klinische 

Symptome 
(Tomate) 

Klinische 
Symptome 

(Birke) 

SPT 
(Tomate) 

MWD 
[mm] 

SPT 
(Birke) 
MWD 
[mm] 

CAP 
Tomate 
[kU/l] 

CAP 
Birke 
[kU/l] 

CAP 
rBet 
v 2 

[kU/l] 
T 002 w 44 Ärztin 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 (männlich/weiblich), Klinische 

Geschichte und Symptome von Tomatenallergischen (T) oder Birkenallergischen (B) sind 

gezeigt. w = weiblich, m = männlich; OAS = Oral allergy syndrome, RCA = Allergische 

Rhinokonjunktivits (allergic rhinoconjunctivitis), n.b. = nicht bestimmt. 

 

 

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

Reaktion hinsichtlich des gereinigten Lyc e 1 und des in der Hefe exprimierten unmutierten 

Lyc e 1.02 zu erkennen. Die IgE-Antikörper dieser Patienten reagierten auch auf die 

Proteinextrakte der Lyc e 1.02-13. Die Reaktion gegenüber Lyc e 1.02-5 und Lyc e 1.02-17 

war deutlich vermindert. Ein ähnliches Muster war bei den schwachen Lyc e 1-positiven 

Patientenseren T 046 (Abb. 38 C) und T 081 (Abb. 38 D) zu erkennen. Auch bei den Seren 

dieser beiden Patienten zeigte sich eine unveränderte IgE-Reaktivität gegenüber dem 

unmutierten Lyc e 1.02 aus der Hefe, sowie der Mutante Lyc e 1.02-13, wobei keine Aussage 

über die IgE-Reaktivität gegenüber Lyc e 1.02-5 und Lyc e 1.02-17 getroffen werden kann, da 

die IgE vermittelte Reaktion insgesamt zu schwach war. Als Serum des Birkenallergikers B 

009 (Abb. 38 E) mit den in der Hefe komplementieren Lyc e 1.02-Varianten getestet wurde, 

zeigte sich auch hier ein ähnliches Sensibilisierungsmuster. Das Serum wies eine IgE-

vermittelte Reaktion gegenüber der Positivkontrolle Lyc e 1, sowie der unmutierten Form des 

Lyc e 1.02 und der Mutante Lyc e 1.02-13 auf. Im Gegensatz dazu war die Reaktion der IgE-

Antikörper gegenüber den Mutanten Lyc e 1.02-5 und Lyc e 1.02-17 deutlich reduziert. Um 

ausschließen zu können, dass die Lyc e 1.02-Mutanten in der Hefe ein verändertes 

Expressionsniveau aufweisen und es durch eine verminderte Expression zu einer Reduktion 

der IgE-Reaktivität gekommen ist, wurden die Proteinextrakte mittels einem kreuzreaktiven 

anti-Profilin Antikörper getestet. Wie in Abbildung 38 F gezeigt, lagen für alle Profilin-

Varianten in den transgenen Hefezellen ähnlichen Expressionshöhen vor.  
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Abb. 38: IgE-Immunoblot von komplementierten � pfy1 Hefen. Analyse der IgE- (A-E) und IgG- (F) 

Bindefähigkeit an Proteinextrakte (je 25 µg/cm) von WT Hefe (Spur 1), transformierter Hefe Lyc e 1.02 

(Spur 2), den komplementierten Mutanten Lyc e 1.02-5 (Spur 3), Lyc e 1.02-13 (Spur 4) und Lyc e 1.02-17 

(Spur 5). 0,5 µg rekombinantes Lyc e 1 wurde als Kontrolle (Spur 6) aufgetragen. Die Proteine wurden über 

ein 15% SDS-Gel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran geblottet und mit Seren der Tomatenallergiker T002 

(A), T 045 (B), T 046 (C), T 081 (D) und mit Serum des Birkenallergikers B 009 (E) inkubiert. Als 

Expressionskontrolle wurden je 30 µg/cm der Gesamtzellextrakte mit dem anti-Profilin Anti-Körper getestet 

(F). Die Pfeilspitzen repräsentieren den Größenstandard bei 10 und 15 kDa. 
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4. Diskussion 
 

4.1 Reduktion der Allergenität pflanzlicher Nahrungsmittel 

 

Die Nahrungsmittelallergie stellt vor allem in den westlichen Industrienationen ein immer 

größer werdendes Problem dar, das bei den betroffenen Patienten schlimmstenfalls zu einer 

Mangelernährung, sozialer Isolation oder sogar dem Tod führen kann (Nucera et al., 2006). 

Ob die Prävalenz der Nahrungsmittelallergie dabei wirklich stetig ansteigt, ist nicht 

abschließend geklärt (Sicherer et al., 2010). Meist wird den Betroffenen von klinischer Seite 

geraten, völlig auf das allergieauslösende Nahrungsmittel zu verzichten, was sich bei einer 

Allergie gegen bestimmte Lebensmittel schwierig gestaltet, da viele industrielle Fertiggerichte 

nicht alle Bestandteile deklarieren müssen (Christie et al., 2002). Die spezifische 

Immuntherapie (SIT), an der seit nunmehr fast 100 Jahren geforscht wird, ist zum heutigen 

Zeitpunkt für Inhalationsallergene und verschiedene Insektengifte verfügbar, ist jedoch noch 

nicht für die Behandlung einer Nahrungsmittelallergie realisierbar (Nowak-Wegrzyn und 

Murano, 2011). Ein Negativbeispiel für die SIT einer Nahrungsmittelallergie gibt eine Studie 

mit Erdnussallergikern, bei der ein Proband durch eine Verwechslung statt eines Placebos die 

volle Allergendosis verabreicht bekam, und daraufhin an einem anaphylaktischem Schock 

verstarb (Oppenheimer et al., 1992). Verschiedene Ansätze wurden daher verfolgt, um die 

allergenen Proteine in pflanzlichen Nahrungsmitteln zu reduzieren und somit das Leben für 

Nahrungsmittelallergiker zu erleichtern. Ein erster Ansatz beschäftigt sich mit der Reduktion 

der IgE-bindenden Eigenschaften durch Verarbeitungsprozesse (food processing) bei der 

Herstellung von Nahrungsmitteln. Dazu zählen unter anderem die thermischen Verfahren, wie 

die Behandlung der Nahrungsmittel mit feuchter und warmer Hitze. Bei diesen thermischen 

Verfahren hat sich gezeigt, dass viele Allergene auch bei dieser Art der Verarbeitung sehr 

stabil bleiben, worunter auch die CCDs (cross-reactive carbohydrate determinants) gehören 

(Ballmer-Weber et al., 2002). Des Weiteren konnten Maleki und Mitarbeiter zeigen, dass sich 

durch Röstung das allergene Potential der Erdnuss auf Grund der Maillard Reaktion sogar 

vergrößert (Maleki et al., 2000a). Die bisherigen Ergebnisse zu der Proteolyse sind nicht 

eindeutig, da in verschiedenen Studien sowohl eine Verminderung als auch keine Änderung 

des allergenen Potentials beobachtet werden konnte (Maleki et al., 2000b; Wigotzki et al., 

2000). Eine weitere Möglichkeit bietet die Selektion von Kultivaren mit niedrigem 

Allergengehalt, wie sie für verschiedene Apfelsorten vorgeschlagen wurde (Bolhaar et al., 
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2005; Zuidmeer et al., 2006). So weisen z. B. die Apfelsorten „Jamba“, oder auch 

„Hammerstein“ sehr niedrige Konzentrationen des Bet v 1-homologen Allergens Mal d 1 auf 

(Vieths et al., 1994). Im Falle der Tomate konnte bei einem Vergleich von zwei Varietäten 

zwar ein Unterschied in der Allergenmenge, nicht aber in der gesamten Allergenität, 

detektiert werden (Dölle et al., 2011). Die Züchtung spezieller allergenarmer Varianten wurde 

zwar über Jahre diskutiert, bis zum heutigen Zeitpunkt wurde aber keine kommerzielle 

Varietät erzeugt (zusammengefasst in Scheurer und Sonnewald, 2009). Eine weitere 

Möglichkeit um die Allergenität von pflanzlichen Nahrungsmitteln zu reduzieren bietet die 

Genstilllegung, das so genannte „Silencing“. Das Silencing wird allgemein in das Post-

transkriptionelle Gensilencing (post-transcriptional gene silencing, PTGS) und das 

Transkriptionelle Gensilencing (transcriptional gene silencing, TGS) unterteilt. Beim PTGS 

kommt es zur Degradierung von Boten-RNA (messengerRNA, mRNA). Es hat seinen 

Ursprung in der Abwehr invasiver Nukleinsäuren, deswegen werden Transgentranskripte, die 

viraler RNA ähneln, über PTGS abgebaut (Vaucheret und Fagard, 2001). Beim TGS hingegen 

wird durch eine Methylierung des Promotors die Genexpression unterbunden (Sijen et al., 

2001). Ein Unterschied zwischen PTGS und TGS ist, dass das PTGS als 

Abwehrmechanismus gegen virale Nukleinsäuren hauptsächlich im Zytoplasma angesiedelt, 

das TGS dagegen der Abwehr mobiler Nukleinsäuren im Nukleus dient (Vaucheret und 

Fagard, 2001). Das PTGS wurde mittlerweile in fast allen eukaryotischen Organismen 

nachgewiesen. So wurden ähnliche Phänomene in Pilzen als Quelling und in Tieren als RNA-

interference (RNAi) beschrieben (Li und Ding, 2006).  

Die RNAi ist in Pflanzen eine etablierte und sehr erfolgreich angewendete Methode zur 

genetischen Modifizierung. Bei ihr handelt es sich um einen Genstilllegungs-Mechanismus, 

welcher durch endogene doppelsträngige (ds) RNA vermittelt wird (Fire et al., 1998; Smith et 

al., 2001). Bei der RNAi kommt es in den meisten Fällen zu einer Spaltung der mRNA, was 

dann letztendlich zur Stilllegung des Ziel-Gens führt, wobei es daneben aber auch die 

Möglichkeit der Inhibition der Translation oder der Modifikation von Chromatin gibt (Li und 

Ding, 2006). Die RNAi wurde mehrfach in verschiedenen Pflanzenarten angewendet, um die 

Allergenität verschiedener Nahrungsmittel zu senken (Herman et al., 2003; Gilissen et al., 

2005; Dodo et al., 2008; Peters et al., 2011; Wakasa et al., 2011). In der Tomate wurde die 

Expression unterschiedlicher Tomatenallergene von verschiedenen Arbeitsgruppen 

erfolgreich gehemmt (Le et al., 2006a, Le et al., 2006b; Lorenz et al., 2006; Kaulfürst-Soboll 

et al., 2011). Allerdings hat die RNA Interferenz auch ihre Grenzen. So konnten Szittya und 

Mitarbeiter beobachten, dass einige biotische und abiotische Faktoren Einfluss auf die 
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Stabilität und die Effizienz von RNAi unter verschiedenen Umweltbedingungen haben 

(Szittya et al., 2003). Zusätzlich kodieren viele Viren für so genannte „Silencing-

Suppressorproteine“ (Roth et al., 2004), welche in der Lage sind, die Wirksamkeit der RNAi 

unter Freilandbedingungen erheblich zu stören. Des Weiteren können die bei der RNAi 

gebildeten siRNAs auch RNAs beeinflussen, die nicht vollständig komplementär sind, was 

dann zu nicht gewünschten Resultaten (off-target results) führen kann (Jackson et al., 2003). 

Deswegen wurde vor einigen Jahren die Methode der artifiziellen mikroRNA (artificial 

mircoRNA, amiRNA) entwickelt (Schwab et al., 2006). Gegenüber der konventionellen RNAi 

bietet die Methode der amiRNA gewisse Vorteile. Die amiRNAs ermöglichen die 

gleichzeitige Hemmung von nicht stark homologen Genen, ohne die Expression weiterer 

ähnlich homologer Gene zu beeinflussen (Jones-Rhoades et al., 2006; Schwab et al., 2006). 

Des Weiteren konnten Niu et al. (2006) zeigen, dass ein miRNA vermitteltes Silencing in 

Pflanzen nicht durch Kälte aufgehoben werden kann. Für die zielgerichtete Modifikation des 

Genoms können auch Zinkfinger-Nukleasen (ZFN) eingesetzt werden. Die ZNF werden meist 

so konstruiert, dass sie genspezifische Doppelstrangbrüche hervorrufen. Diese können 

entweder in Kombination mit einem Donorvektor durch homologe Rekombination, was einen 

präzisen Austausch von Genen, eine Insertion oder eine Deletion auslösen kann, oder durch 

das non-homologous end joining wieder repariert werden. Die ZNF-vermittelte Modifikation 

wurde in Pflanzen zum einen für gerichtete Mutagenesen, und zum anderen für die gerichtete 

Integration von Transgenen angewendet (zusammengefasst in Petolino et al., 2010). Eine 

weitere Methode zur genetischen Modifizierung von Pflanzen stellt das TILLING (targeting 

induced local lesions in genomes) dar, das eine chemische Mutagenese mit EMS 

(Ethylmethansulfonat) mit dem high-throughput screening nach Punktmutationen kombiniert. 

Das Verfahren konnte erfolgreich zur Reduktion der Allergenexpression von Ara h 1 und Ara 

h 2 in Erdnuss angewendet werden (Knoll et al., 2011). In der Tomate wurden zum TILLING 

verschiedene Studien durchgeführt und es konnte für die Varietät Micro-Tom eine TILLING-

Plattform aufgebaut werden (Gady et al., 2012; Okabe et al., 2011). Erst seit kurzer Zeit wird 

die Anwendung der TALE (transcription activator-like effectors) Nukleasen für die gerichtete 

Mutation von verschiedenen Proteinen diskutiert. TALE Nukleasen könnten sich in Zukunft 

als nützliches Werkzeug bei der gezielten Modifikation von pflanzlichen Proteinen und z. B. 

auch bei der Reduktion von Allergenen erweisen (Fonfara et al., 2011; Sanjana et al., 2012; 

Mahfouz und Li, 2011).  
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4.2 Pflanzen-basierte therapeutische Glykoproteine 

 

Bei allen eukaryotischen Organismen ist die Glykosylierung spezieller Asparagin-Reste (N-

Glykosylierung) eine stark konservierte ko-translationale Modifikation von sekretierten 

Proteinen. Die Biosynthese der Glykane wird in core-Glykosylierung und Glykan-Reifung 

unterschieden und benötigt eine Vielzahl von Enzymen (Kinasen, Glykosyltransferasen, 

Transporter, Glykosidasen, usw.), deren kodierende Sequenzen ca. 1% des Genoms 

beanspruchen (Feizi und Mulloy, 2003). Während der core-Glykosylierung, die im ER 

stattfindet, werden vorgefertigte core-Oligosaccharide (Glc3Man9GlcNAc2, siehe Kapitel 1) 

auf die Asparagin-Reste einer wachsenden Polypeptid-Kette übertragen. Die anschließende 

Reifung der N-Glykane, die zu der Bildung der verschiedenen Typen führt (high mannose, 

hybrid, compex type), findet im Goli-Apparat statt (Kukuruzinska und Lennon, 1998; 

Helenius et al., 2001). Die N-Glykosylierung ist in der Kernstruktur auch bei nicht nahe 

verwandten Arten stark konserviert, wohingegen die endständigen gebundenen Zucker bei 

Säugern und Pflanzen unterschiedlich sind (Altmann, 2007). Während bei den Säugern die N-

Glykane mit Galaktose und Sialinsäuren wie der N-Acetyl-Neuraminsäure enden, liegen die 

pflanzlichen N-Glykane gebunden an � 1,2-Xylose, � 1,3-Fucose oder eventuell Lewis a-

Eptiopen, vor (Tretter et al., 1993; Garcia-Casado et al., 1996; Wilson et al., 1998; Wilson 

und Altmann, 1998; Fitchette-Lainé et al., 1997). Aufgrund ihres weit verbreiteten 

Vorkommens im Tier- und Pflanzenreich, wird die � 1,3-Fucosylierung als wichtigere 

Determinante bei der Kreuzreaktivität angesehen (Wilson et al., 1998; Tretter et al., 1993). 

Bisher wurde die core-� 1,3-Fucose in Pflanzen (Leiter et al., 1999) und Nematoden 

(Paschinger et al., 2004) nachgewiesen. In Glykoproteinen von Insekten tritt die Fucose 

sowohl in einer � 1,6-, als auch in einer � 1,3-Bindung auf (Staudacher und März, 1998), 

weshalb diese Glykoproteine für Wirbeltiere antigen wirken können (Fabini et al., 2001). 

Demgegenüber steht die Präsenz der � 1,2-Xylose, die hauptsächlich ein Charakteristikum von 

Pflanzen (Strasser et al., 2004), einigen Schnecken (Mulder et al., 1995) z.B. Helix pomatia 

(Lommerse et al., 1997), Trematoden (Faveeuw et al., 2003) sowie parasitischen Würmern 

(Lehr et al., 2007) ist, wobei auch dieser gebundene Zucker einen Beitrag zur Kreuzreaktivität 

leisten kann (Pöltl et al., 2007). Da die Pflanzen-spezifischen Zucker � 1,2-Xylose und � 1,3-

Fucose für Säuger ein immunologisches Problem darstellen können, sind sie auch der 

Hauptgrund für Bedenken gegen die Produktion therapeutischer Glykoproteine in 

pflanzlichen Systemen (Wilson et al., 1998; Fötisch und Vieths, 2001; Bardor et al., 2003a; 

Sethuraman und Stadheim, 2006). Bei der Testung von in Tabak exprimierten Antikörpern, 
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zeigten die C57BL/6 Mäuse, Kaninchen, Ratten und BALB/C Mäuse eine Immunantwort 

gegenüber den rekombinanten Pflanzen-basierten N-Glykanen (Chargelegue et al 2000, 

Bardor et al., 2003b, Petruccelli et al., 2006, Jin et al., 2008). Deswegen arbeiten seit einigen 

Jahren verschiedene Arbeitsgruppen an der Modulation der N-Glykosylierung für die 

Herstellung human-optimierter Glykoproteine in Pflanzen (Cox et al., 2006; Strasser et al., 

2009).  

 

 

4.3 Modulationen der N-Glykosylierung in Pflanzen 

 

In den letzten Jahren wurden einige Pflanzen hergestellt, bei denen an verschiedenen Stellen 

der Glykosylierung Modulationen vorgenommen wurde. Bei der ersten hergestellten 

Glykosylierungs-Mutante handelte es sich um die Arabidopsis thaliana cgl1 Mutante, bei der 

die Expression des Enzyms N-Acetylglucosaminyltransferase I (GnTI; EC 2.4.1.101) 

ausgeschaltet war. In der cgl1 Mutante konnten keine komplexen N-Glykane mehr 

synthetisiert werden, woraufhin es zu einer Anhäufung von N-Glykanen des Oligomannose-

Typs kam (von Schaewen et al., 1993). Die GnTI katalysiert den initialen Schritt zur Bildung 

komplexer N-Glykane, indem sie einen N-Acetylglucosamin-Rest (GlcNAc) von UDP-

GlcNAc auf die � 1,3-Mannose-Antenne des Akzeptorsubstrates Man5GlcNAc2[Man� 1-

6(Man� 1-3)Man� 1-6(Man� 1-3)Man� 1-4GlcNAc� 1-4GlcNAc] überträgt, um 

GlcNAcMan5GlcNAc2 herzustellen, welches eine Voraussetzung für die Wirkung aller 

weiteren prozessierenden Enzyme ist (Harpaz und Schachter, 1980; Oppenheimer und Hill, 

1981; Strasser et al., 2005). Während die komplexen N-Glykane für die Entwicklung der 

Säuger eine essentielle Rolle spielen, wird allgemein postuliert, dass komplexe und hybride 

N-Glykane für die pflanzliche Entwicklung nicht benötigt werden. So ist eine GnTI Defizienz 

für Mäuse im Embryonalstadium letal und diese Letalität wird zusätzlich von schweren 

Entwicklungsanomalien begleitet (Ioffe und Stanley, 1994; Metzler et al., 1994), wohingegen 

die Arabidopsis thaliana cgl1 Mutante unter normalen Anzuchtbedingugen lebensfähig und 

fertil ist, und keine phänotypischen Auffälligkeiten aufweist (von Schaewen et al., 1993; 

Wenderoth et al., 2000). Mittlerweile wurden in verschiedenen pflanzlichen Organismen 

verschiedene Enzyme der N-Glykosylierung ausgeschaltet und in diesen human-optimierten 

Pflanzen und Zelllinien verschiedene Glykoproteine und Antikörper hergestellt (Lerouge et 

al., 2000; Koprivova et al., 2004; Cox et al., 2006; Bondili et al., 2006; Strasser et al., 2009). 
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Bei der in vitro-Testung dieser rekombinanten Glykoproteine war bisher kein negativer 

immunologischer Effekt zu beobachten (Strasser et al., 2009).  

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob die Hemmung der � 1,2-

Xylosyltransferase (XylT) in Tomatenpflanzen zu einer verminderten Allergenität von 

transgenen XylT_RNAi Früchten bei tomatenallergischen Patienten führt. Zur Suppression 

der XylT Genexpression wurde ein XylT-spezifisches RNAi-Konstrukt über Agrobakterien-

vermittelten Gentransfer stabil in das Pflanzengenom von L. esculentum var. Micro-Tom 

(Scott und Harbaugh, 1989) inseriert, welches unter Kontrolle des konstitutiven 35S-

Promotors aus dem Blumenkohl-Mosaik-Virus stand (Kap. 3.1.1). Anhand von Western Blot 

Analysen mit einem Xylose-spezifischen Kaninchenserum konnte eine deutliche Reduktion 

der � 1,2-Xylose gebundenen Glykoproteine in verschiedenen Geweben der transgenen 

XylT_RNAi Tomaten im Vergleich mit Wildtyp (WT)-Pflanzen nachgewiesen werden. Die 

verminderte Akkumulation der XylT spezifischen mRNA konnte sowohl im Northern Blot, als 

auch über quantitative real-time PCR (qRT-PCR) bestätigt werden (Kap. 3.1.2). Der stark 

reduzierte Gehalt an Xylose tragenden N-Glykanen führte zu einer Zunahme Mannose-

gebundener N-Glykane, deren Auftreten durch eine vermehrte ConcanavalinA (ConA)- 

Bindefähigkeit mittels Affinoblot immunologisch nachgewiesen werden konnte (Kap. 3.1.3). 

Das Lektin ConA bindet spezifisch an hoch-molekulare Mannose. Bei dieser Bindung bleibt 

eine Bindestelle unbesetzt, an die sich Meerrettichperoxidase heften kann, worüber eine 

Nachweisreaktion ablaufen kann (Faye und Chrispeels, 1985). Eine weitere Auswirkung der 

XylT-Suppression war eine leichte Reduktion im Fucosegehalt der transgenen 

Tomatenfrüchte, die im Western Blot beobachtet werden konnte. Um einen genaueren 

Eindruck über die Veränderungen der N-Glykanzusammensetzung nach der Genstilllegung 

der XylT bekommen zu können, wurden in Kooperation mit Prof. Dr. Friedrich Altmann und 

Dr. Martin Pabst (Universität für Bodenkultur Wien) Proteinextrakte von rotem 

Fruchtmaterial des WT und verschiedener XylT_RNAi Linien mittels Elektrospray-

Ionisations Massen Spektrometrie (ESI-MS) untersucht. Das N-Glykanprofil der getesteten 

WT Tomaten der Varietät Micro-Tom zeigte, dass die nachgewiesenen N-Glykane zu ca. 64% 

dem Komplex-Typ mit gebundener � 1,2-Xylose und � 1,3-Fucose, und zu ca. 36% dem High-

Mannose Typ angehörten. Dies steht im Einklang mit verschiedenen Studien zur 

Charakterisierung der N-Glykane in der Tomate. Der Anteil der komplexen N-Glykane in 

verschiedenen Wildtypen lag zwischen 87% (Wilson et al., 2001) und 77,6% (Nakamura et 

al., 2009) der gesamten Glykanmenge. Der Anteil an High-Mannose Typ N-Glykanen lag 

zwischen 5,4% (Zeleny et al., 1999) und 22,4% (Nakamura et al., 2009), wobei sich die 
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großen Schwankungen durch unterschiedliche Extraktionsmethoden erklären lassen 

(Nakamura et al., 2009). Bei dem Glykanprofil der XylT_RNAi Linien 3-16 und 12-4 waren 

einige Unterschiede im Vergleich zum WT erkennbar. So konnten bei den XylT_RNAi Linien 

die drei Hauptkomponenten des WT nicht nachgewiesen werden, da diese immer komplexe 

N-Glykane enthielten, die mit Xylose verknüpft waren (MMX, (GnM)Xiso, MMXF). 

Stattdessen kam es bei den analysierten XylT_RNAi Linien zu einer Verschiebung der 

Hauptkomponenten von den komplexen N-Glykanen hin zu den Mannose- und Fucose-

gebundenen N-Glykanen ((GnM)iso, Man3, MMF). Ein ähnliches Bild wurde bei der 

Genstilllegung der XylT (At5g55500) in Arabidopsis thaliana beobachtet. Während im WT 

die drei Hauptkomponenten Xylose- und Fucose-tragende N-Glykane aufwiesen, konnte im 

Spektrum der erzeugten xylt-Linie keine der drei Hauptkomponenten des WT detektiert 

werden. Stattdessen kam es in den xylt-Arabidopsen zu einer Verschiebung der Hauptpeaks 

hin zu den Mannose-gebundenen und den fucosylierten N-Glykanen (Man3FucGlcNAc2; 

GlcNAcMan3FucGlcNAc2; GlcNAc2Man3FucGlcNAc2) (Stasser et al., 2004), wobei die 

Gesamtmenge an fucosylierten N-Glykanen um mehr als 10% in den xylt-Linien reduziert 

war. Die Verminderung der Fucose-tragenden N-Glykane als Nebeneffekt des Silencing der 

XylT war insoweit verwunderlich, da in verschiedenen Publikationen gezeigt wurde, dass die 

Substratspezifität der � 1,3-FucT und der � 1,2-XylT nicht durch die Abwesenheit der � 1,2-

Xylose, bzw. der � 1,3-Fucose beeinflusst wird (Johnson and Chrispeels, 1987; Tezuka et al., 

1992; Staudacher et al., 1995; Zeng et al., 1997). Aus diesm Grund wird allgemein postuliert, 

dass die � 1,2-Xyloslierung und die darauf folgende � 1,3-Fucosylierung unabhängige 

Ereignisse in der Pflanze darstellen (Gomord und Faye, 2004; Gomord, 2010).  

 

4.3.1 Reduziertes allergenes Potential der XylT_RNAi Tomatenfrüchte in vitro und 

in vivo 

 

Das reduzierte allergene Potential der XylT_RNAi Pflanzen wurde zunächst mit Hilfe von 

Immunoglobulin E (IgE)-Immunoblot Analysen nachgewiesen. Bei allen getesteten Seren war 

eine deutliche IgE-Reaktion gegenüber einem 52 kDa (kilo Dalton) Allergen aus der Tomate 

mit WT-Extrakt erkennbar. Die Seren von zwei Tomatenallergikern (T 018 und T 029) 

wiesen im Vergleich mit dem WT eine deutlich verminderte IgE-Reaktivität gegenüber den 

XylT_RNAi Tomatenfrüchten auf. Das Serum des Patienten T 039 zeigte keine nachweisbare 

IgE-Bindung gegenüber Proteinextrakten der XylT_RNAi Tomaten. Die Charakterisierung 

des Patienten T 039 zeigte, dass dieser Patient ausschließlich auf ein Protein der Tomate in 
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der Größe von ungefähr 52 kDa monosensibilisiert war (Kap. 3.1.5). Da beim Nachweis mit 

ConA ebenfalls bei einem ungefähr gleich großen Protein die Zunahme der ConA-

Bindefähigkeit gezeigt werden konnte, deuteten die Ergebnisse des Affinoblots und die 

schwächere IgE-Reaktivität darauf hin, dass es sich bei diesem Protein um ein glykosyliertes 

Allergen der Tomate handelte. Die � -Fructofuranosidase, das Lyc e 2, hat eine Größe von 52 

kDa, besitzt insgesamt vier Glykosylierungsstellen und wurde als bisher einziges 

Glykoprotein in die Liste der Tomaten-Allergene der IUIS (International Union of 

Immunological Societies) aufgenommen. Westphal und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die 

IgE-Reaktivität des Lyc e 2 bei den von ihnen getesteten Tomatenallergikern allein auf die 

Kohlenhydratstrukturen, die � 1,2-Xylose und die �  1,3-Fucose, zurückzuführen war 

(Westphal et al., 2003; Fötisch et al., 2003). Die vakuolären Invertasen sind im Allgemeinen 

bei der Entwicklung der Pflanzen wichtig, indem sie die Gewebe mit Energie in Form von 

Hexosen versorgen (Scholes et al., 1996). In der Tomate spielt die vakuoläre Invertase eine 

bedeutende Rolle während der Fruchtreifung, da sie Saccharose zu Glucose und Fructose 

hydrolysieren kann, so dass es zu einer Anhäufung von Hexosen in der Zentralvakuole kommt 

(Kaulfürst-Soboll, 2011). Die vakuoläre Invertase wurde sowohl von Kondo, als auch von 

Fötisch und Mitarbeitern als Allergen in der Tomatenfrucht identifiziert (Fötisch et al., 2001). 

Bei 9 von 11 Tomatenallergikern, die ein Orales Allergiesyndrom (OAS) aufwiesen, konnte 

die vakuoläre Invertase nachgewiesen werden (Kondo et al., 2001). Um die Hypothese zu 

verifizieren, dass es sich bei dem im IgE-Immunoblot beobachteten Protein bei 52 kDa 

wirklich um das Lyc e 2 handelt, wurden zwei Seren von Lyc e 2-monosensibilierten 

Patienten (7241-7 und 8695-24; siehe Westphal et al., 2003) mit immobilisierten 

Proteinextrakten der XylT_RNAi und des Wildtyps inkubiert. Beide Patienten wiesen eine 

IgE-vermittelte Reaktion gegenüber WT-Tomaten auf, nicht aber gegenüber den 

verschiedenen XylT_RNAi Linien. Somit konnte die Identität des 52 kDa Proteins als Lyc e 2 

bestätigt werden (Kap. 3.1.5). Der Einfluss der verringerten IgE-Bindungskapazität auf die 

allergene Potenz wurde in vivo mittels Prick-zu-Prick Test mit drei Tomate-sensibilisierten 

Patienten (T 018, T 029, T 039) bestätigt. Bei dem monosensibisierten Patienten T 039 konnte 

eine Reduktion des Quaddeldurchmessers von 4,3% bis zu 82,6% mit XylT_RNAi 

Tomatenmaterial im Vergleich zum WT erreicht werden. Bei dem polysensibilisierten 

Patienten T029 induzierten die XylT_RNAi Tomatenfrüchte im Vergleich mit dem WT eine 

Reduktion der Quaddeln, die einen um 0-100% kleineren Durchmesser aufwiesen. Der Patient 

T 018 zeigte bei der Testung mit den XylT_RNAi Tomaten eine um 18,2-100% verminderte 

Reaktion der Haut. Die einzelnen Hautreaktionen waren bei den polysensibilisierten Patienten 



* ��1����+� 


94 

zwar geringer, die absolute Reaktion war dafür aber dennoch größer als bei dem 

monosensibilisierten Patienten T 039 (Kap. 3.1.6).  

 

4.3.2 Immunogenität der XylT_RNAi Tomatenfrüchte bei Hymenoptera-

sensibilisierten Patienten 

 

Wie oben schon kurz erwähnt sind die Kernstrukturen der N-Glykane der Pflanzen, Insekten 

oder parasitischen Helminthen stark konserviert. Aufgrund dieser Ähnlichkeit können sie zu 

Kreuzreaktionen von IgE-Antikörpern führen. Die Hauptstrukturen, die zur Bildung 

kreuzreaktiver anti-CCD IgEs führen sind, zum einen die � 1,3-Fucose, welche an das innerste 

N-Acetylglucosamin gebunden ist, und zum anderen die an eine Mannose gebundene � 1,2-

Xylose. Im Gegensatz zu Pflanzen, fehlen den Insekten die � 1,2-Xylose gebundenen N-

Glykane (Tretter et al., 1993; Wilson et al., 1998; Altmann, 2007). Um die Frage klären zu 

können, ob die Genstilllegung der XylT zu einer neuen Kreuzreaktivität bei Bienen- und 

Wespenallergikern geführt hat, wurden Western Blot Analysen mit Seren von Hymenoptera-

sensibilisierten Patienten durchgeführt. Es konnte mit den Seren von zwei Bienen- und 

Wespengift-sensibilisierten Patienten (BW 008 und BW 011) im Western Blot keine 

Reduktion der IgE-Bindefähigkeit gegenüber den XylT_RNAi Extrakten nachgewiesen 

werden, was höchstwahrscheinlich auf die Abwesenheit der Xylose in Insekten 

zurückzuführen ist. Dass diese IgE-vermittelten Reaktionen auf die CCD-Anteile der N-

Glykane zurückzuführen war, wurde mittels Verdau mit PNGase A (Peptid-N-Glykosidase A) 

bestätigt. PNGase A ist im Gegensatz zu der weitläufig angewendeten PNGase F (Peptid-N-

Glykosidase F) in der Lage, die komplexen Fucose-gebundenen N-Glykane abzuspalten 

(Tretter et al., 1991). Nach dem Verdau mit PNGase A zeigte sich eine deutlich verminderte 

IgE-Reaktivität, was darauf schließen lässt, dass die Bindung an das 52 kDa-Allergen von 

einem xylosylierten Epitop vermittelt wird, welches von ausgewählten tomatenallergischen 

Patienten erkannt wird (Kap. 3.1.7). Des Weiteren liegt wahrscheinlich ein unabhängiges 

fucosyliertes Epitop vor, welches für die Bindung der IgE-Antikörper von Bienen- und 

Wespenallergikern verantwortlich ist. Der Bienenallergiker BW 13 zeigte jedoch eine deutlich 

reduzierte IgE-Reaktivität bei der Testung mit XylT_RNAi Tomatenextrakten, wobei in 

weiterführenden Experimenten geklärt werden müsste, was genau die Sensibilisierung 

verursacht hat und ob diese zur Bildung von anti-CCD IgEs in diesem Patienten geführt hat. 
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4.3.3 Auswirkungen des Silencings der � 1,2-Xylosyltransferase 

 

Um feststellen zu können, ob das Silencing der XylT und die damit verbundene Modifizierung 

der N-Glykosylierung die Aktivität der vakuolären Invertase negativ beeinflusst hat, wurde 

die Aktivität des Enzyms gemessen. Bei diesen Messungen konnte keine Veränderung der 

Aktivität der vakuolären Invertase beobachtet werden. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch 

zu der Beobachtung von Kaulfürst-Soboll und Mitarbeitern, die bei der Genstilllegung des 

Lyc e 2 keine Aktivität der vakuolären Invertase mehr messen konnten (Kaulfürst-Soboll et 

al., 2011), wobei in eben dieser Studie das Gen für die vakuoläre Invertase direktes Ziel des 

Silencing war, und nicht wie in der hier vorliegenden Arbeit das XylT-Gen. In Hinblick auf 

das Wachstum und die Entwicklung zeigten die XylT_RNAi Tomatenpflanzen im Vergleich 

zu WT Pflanzen keine phänotypischen Auffälligkeiten unter normalen Anzuchtbedingungen. 

Diese Beobachtung ist im Einklang mit den Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen, die beim 

Silencing der XylT und/ oder FucT (� 1,3-Fucosyltransferase) in Arabidopsis thaliana und 

Nicotiana benthamiana ebensfalls keine Änderungen des Phänotyp unter normalen 

Anzuchtsbedingugen feststellen konnten (Strasser et al., 2004; Strasser et al., 2008). 

Trotzdem kann zu diesem Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden, dass die Genstilllegung der 

XylT zu einer erhöhten Suszeptibilität gegenüber biotischen/ oder abiotischen Faktoren 

geführt hat. So wurde bisher bei Pflanzen, die einen Defekt in der komplexen N-

Glykansynthese aufweisen, eine erhöhte Salzsensibilität beobachtet (Kang et al., 2008). 

Weiterhin wurde darüber berichtet, dass die N-Glykosylierung essentiell für die 

Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors; PPRs) ist, um die pflanzliche 

Immunität einzuleiten (Häweker et al., 2010). Deshalb wurden erste Experimente mit dem 

Pilz Botrytis cinerea (B. cinerea) und verschiedenen Pseudomonas syringae Stämmen mit den 

XylT_RNAi Tomaten durchgeführt. Es wurde festgestellt, dass Micro-Tom für beide 

Pflanzenpathogene suszeptibel ist und sich auch die typischen Symptome zeigten (Berger et 

al., 2004; Takahashi et al., 2005). B. cinerea besitzt ein sehr großes Wirtspflanzenspektrum 

und befällt sehr viele Pflanzenarten, wobei der Pilz geschwächte Pflanzen und wasserreiches 

Gewebe bevorzugt (Börner 2009). Der nekrotrophe Pilz verursacht die Pflanzenkrankheit 

Lagerfäule, besser unter den Namen „Grauschimmel“ bekannt. Infiziert wurden Blätter des 

WT und verschiedener Individuen der Linie XylT_RNAi 12-4 mit einer Suspension aus 5 x 

104 Konidien des Stamms Botrytis cinerea ([de Bary] Whetzel). Nach sieben Tagen war 

jedoch kein Unterschied in der Infektionsintensität bei den verschiedenen getesteten Linien 

erkennbar und es gab keine Abweichungen in der Größe der Läsionen zwischen dem WT und 
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den XylT-reduzierten Tomatenpflanzen, was darauf schließen lässt, dass die XylT_RNAi 

Linien nicht anfälliger für eine Infektion mit Botrytis cinerea sind (Paulus et al., 2011). Für 

die Infektion mit Pseudomonas syringae wurde zum einen der WT Pseudomonas syringae pv. 

tomato DC3000 (PstDC3000) und zum anderen die Mutante � hrcC TLR1 (� hrcC) verwendet 

(Boch et al., 2002). Das HrcC Gen kodiert für eine Komponente des Typ III 

Sekretionssystems, welches essentiell für die Pathogenität vieler Bakterienarten ist. Es kodiert 

für ein akzessorisches Protein, dass für die Sekretion von Typ III Effektoren benötigt wird. 

Die � hrcC Mutanten sind normalerweise nicht in der Lage, sich in planta zu vermehren oder 

Krankheitssymptome auszulösen (Alfano und Collmer, 1997; Deng et al., 1998). Bei den 

Infektionen mit PstDC3000 und � hrcC weisen beide Pseudomonadenstämme sowohl beim 

WT als auch bei den XylT_RNAi Tomaten einen ähnlichen Infektionsverlauf auf. Die 

Bakterien waren in der Lage, sich drei Tage lang in der Pflanze zu vermehren, anschließend 

fielen die bakteriellen Wachstumskurven wieder ab, bis sie ungefähr 13 Tage nach der 

Infektion wieder das Ausgangsniveau erreicht hatten. Auch die phänotypischen 

Krankheitssymptome konnten weder bei den XylT_RNAi-Linien noch bei WT beobachtet 

werden (Kap. 3.1.9). Takahashi und Mitarbeiter berichteten bei der Infektion von Micro-Tom 

mit dem Stamm PstDC3000 von einer graduellen Gelbfärbung der Blätter, die typischen 

Läsionen auf den Blättern konnten sie jedoch auch nicht beobachten. Deswegen stellten sie 

die Hypothese auf, dass es sich bei PstDC3000 um ein opportunistisches Pathogen von Micro-

Tom handeln könnte (Takahashi et al., 2005). Eine andere Arbeitsgruppe schlug vor, dass 

zwischen Pseudomonas und Micro-Tom eine inkompatible Interaktion vorliegen könnte 

(Berger et al., 2004).  

 

 

4.4 Chimäre RNAi-Konstrukte 

 

4.4.1 Genstilllegung mehrerer Zielgene (multi-target silencing) 

 

Es gibt verschiedene Gründe, die das Silencing verschiedener Zielgene zur gleichen Zeit 

wünschenswert machen. So kann ein Zielgen z. B. Teil einer Multigen-Familie sein, deren 

Mitglieder das Silencing eines Mitgliedes wieder kompensieren können, oder es liegen 

verschiedene Isoformen vor. Schwall und Mitarbeiter gaben ein Beispiel für die Herstellung 

von Kartoffeln mit veränderter Stärkezusammensetzung durch die Hemmung zweier Enzyme, 

die für die Verzweigung der Stärke in der Kartoffel verantwortlich sind. Sie nutzten dafür die 
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Antisense-Linie SBE1, in der die Aktivität des SBEB (starch branching enzyme B) reduziert 

war, und transformierten diese Linie mit einem zweiten Antisense-Konstrukt für die 

Hemmung des SBEA (starch branching enzyme A) (Jobing et al., 1999), da das alleinige 

Silencing der SBEB zu keiner Änderung der Stärkezusammensetzung geführt hatte. Die 

gleichzeitige Hemmung der SBEB und SBEA führte in den Nachkommen zu einer deutlichen 

Zunahme des Amylose-Gehalts in den transgenen Kartoffeln (Schwall et al., 2000). Obwohl 

die RNA Interferenz seit Jahren routinemäßig für die Hemmung verschiedener Zielgene 

eingesetzt wird, gibt es nur wenige Beispiele für die gleichzeitige Stilllegung mehrerer Gene 

mit nur einem Silencing-Konstrukt. Im Rahmen seiner Doktorarbeit konnte Stephanus 

Ferreira ein Silencing der drei Isoformen der Isoamylase (ISA) in transgenen Kartoffeln mit 

einem RNAi-Konstrukt (triple-ISA-RNAi) erreichen. Er setzte dafür verschieden lange 

Fragmente der Isoamylasen ein (ISA1: 175 bp, ISA2:154 bp, ISA3: 147 bp) und konnte in 

den erzeugten Pflanzen größtenteils ein Silencing aller drei Zielgene beobachten (Stephanus 

Ferreira, Dissertation). Eine seit kurzem diskutierte Methode zur Genstilllegung mehrer 

Zielgene beruht auf der „MultiSite Gateway®-Technologie“ von Invitrogen, die eine 

Weiterentwicklung der konventionellen Gateway®-Technologie darstellt. Sie verspricht eine 

schnelle und effiziente Herstellung von Expressions-Konstrukten aus drei selbst gewählten 

Fragmenten. Dies können z. B. ein Promotor, das gewünschte Gen und eine Terminator-

Sequenz sein, oder auch drei verschiedene RNAi-Kassetten. Wakasa et al. (2011) nutzten 

diese neue Technologie, um transgenen Reis herzustellen, in dem der Gehalt mehrerer 

Allergene um bis zu 90% reduziert war. Sie transformierten die Reisssorte „Kohihikari“, der 

das 26 kDa große Allergen � -Globulin fehlt, mit einem binären Vektor, der zwei 

Genkassetten für das 14-16 kDa große Allergen (� -Amylase-/Trypsin-Inhibitor) und für das 

33 kDa große Allergen (� -Glyoxylase) trug. In den nachfolgenden Generationen konnten sie 

somit eine simultane Hemmung der drei Hauptallergene erreichen, die darüber hinaus zu einer 

Abnahme der IgE-Bindefähigkeit um bis zu 90% führte. Die Genstilllegung der 

verschiedenen Allergene hatte dabei keine Auswirkung auf den Phänotyp der Reiskörner 

(Wakasa et al., 2011).  

 

4.4.2 Silencing der Chitinase B, des Lyc e 4 (TSI-1) und eines Osmotin-ähnlichen 

Proteins der Tomate (CTO_RNAi) 

 

Da die meisten Tomatenallergiker nicht monosensibilisiert sind (Le et al., 2006b; Dölle et al., 

2011), sollten verschiedene RNAi-Konstrukte erstellt werden, die ein simultanes Silencing 
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mehrerer allergieauslösender Proteine ermöglichen. Für eine erste Genstilllegung wurden das 

Lyc e 4 (tomato stress induced-1, TSI-1) und zwei weitere putative Allergene, die zu den 

Pathogen-assoziierten Proteinen (pathogenesis-related protein, PR) zählen, ausgewählt. Die 

PR-Proteine akkumulieren in der gesunden Pflanze erst nach Pathogenbefall, Verletzung des 

Pflanzengewebes oder anderen Stressfaktoren (Van Loon, 1985; Vigers et al., 1991; Dubos 

and Plomion, 2001; Hashimoto et al., 2004). Neben dem Lyc e 4 wurden die beiden putativen 

Allergene Chitinase B und das Osmotin-ähnliche Protein der Tomate Ziel der Genstilllegung. 

Bei der Chitinase B handelt es sich um eine 31 kDa große Klasse I Chitinase (Diaz-Perales et 

al., 1999). Sie besitzt N-terminal eine Hevein-ähnliche Domäne aus etwa 40 Aminosäuren 

(AS), die für die Chitinbindung maßgeblich ist (Jäger et al., 2008). Im Gegensatz zu den 

Klasse I Chitinasen, besitzen die nahe verwandten Klasse II Chitinasen keine Hevein-ähnliche 

Domäne und sind daher nicht allergen (Diaz-Perales et al., 1999; Sanchez-Monge et al., 1999, 

Blanco et al., 1999, Sowka et al., 1998; Mikkola et al., 1998). Die Chitinase B gehört zur PR-

3 Familie und kann bei Pathogenbefall das Wachstum von Pilzen hemmen, indem sie das 

Chitin (� 1,4-N-Acetylglucosamin), die Hauptkomponente der pilzlichen Zellwand, 

hydrolysiert (Collinge et al., 1993). Exprimiert werden Chitinasen nach Verwundung und 

Pathogenbefall, aber auch durch Behandlung mit Phytohormonen und Ethylen (Wu und 

Bradford, 2003). Das TSI-1 wurde erst vor kurzem als Minorallergen Lyc e 4 in die 

Datenbank der IUIS aufgenommen. Es ist als Homolog zu Bet v 1 der Birke und STH-2 und 

STH-21 der Kartoffel beschrieben worden, gehört demnach der Gruppe der PR-10-Proteine 

an (Sree-Vidya et al., 1999). Das TSI-1 ist in der Tomate Mitglied einer Multigen-Familie, 

wie es auch für die Gene der PR10-Familien in der Kartoffel beschrieben wurde (Sree Vidya 

et al., 1999). Die genaue Funktion der PR10-Proteine im pflanzlichen Immunsystem ist noch 

weitgehend unbekannt (Liu und Ekramoddoullah, 2003). Bekannt ist, dass die Genexpression 

von PR10 durch die Phytohormone Jasmonsäure (McGee et al., 2001; Liu et al., 2003), 

Abscisinsäure (Wang et al., 1999) und Salizylsäure (McGee et al., 2001) reguliert wird 

(zusammengefasst in Susanna Peters, Dissertation). Wie bei anderen PR-Proteinen 

beobachtet, wird aber davon ausgegangen, dass die Expression des TSI-1 Proteins 

normalerweise nach Pathogenbefall induziert wird und das TSI-1 eine Rolle beim Abbau von 

Fremd-RNA in der Pflanze übernimmt (Park et al., 2004). Es konnte aber sowohl in Tomate 

als auch Kartoffel gezeigt werden, dass die Expression von TSI-1 und STH-2 nach Pilzbefall 

stark gesunken ist (Dahal et al., 2009; Constabel und Brisson, 1992), sodass die genaue 

Expression und die Funktion des TSI-1 nicht abschließend geklärt sind. Das Osmotin-

ähnliche Protein in der Tomate (26 kDa) ist ein Thaumatin-homologes Protein und gehört zur 
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Gruppe der PR-5-Proteine (Rodrigo et al., 1991). Es zeigt enge Strukturverwandtschaft zum 

Thaumatin, einem süß schmeckenden Protein in den Früchten des westafrikanischen Busches 

Thaumatococcus danielli, welches für die Namensgebung verantwortlich ist. Seine 

Expression konnte nach Pathogenbefall, ABA- und Ethylenbehandlung, Salz- und 

Trockenstress, sowie Verwundung nachgewiesen werden. Die Mitglieder der Thaumatin-

verwandten Proteine haben unterschiedliche Funktionen, unter anderem auch in der Abwehr 

von Pilzen (Jäger et al., 2008). Für das Silencing von Lyc e 4 und den zwei potentiellen 

Allergenen wurden je 250 bp der codierenden Sequenz mit überlappenden Sequenzen 

amplifiziert und zu einem 750 bp großen CTO-Fragment fusioniert. Die einzelnen Teilstücke 

wurden nicht größer gewählt, da die effektivste RNA-Supprimierung mit hairpinRNAs in der 

Größe von 98 bis 853 bp erreicht werden kann (Wesley et al., 2001). Das CTO-Fragment 

wurde unter Verwendung des Gateway®Systems der Firma Invitrogen in sense- und 

antisense-Orientierung in den Endvektor pK7GWIWG2(II) (Karimi et al., 2001) 

rekombiniert, und das pK7GWIWG2-CTO Plasmid anschließend stabil in Tomaten der 

Varietät Micro-Tom transformiert (Kap. 3.2.1). Von 134 Regeneranten waren nur 41 

tatsächlich gentechnisch modifiziert, was einer Transformationseffizienz von etwa 30% 

entspricht. Diese Effizienz der Transformation liegt leicht unter den für Micro-Tom 

berichteten Effizienzen, die je nach eingesetztem Transgen zwischen 26 - 80%, bzw. 57% 

(Dan et al., 2006) und etwas mehr als 40% (Sun et al., 2006) angegeben werden. Gründe 

hierfür könnten z. B. ein zu geringer Selektionsdruck am Anfang der Transformation gewesen 

sein oder Fehler bei der Transformation selbst. Die anschließende Expressionsanalyse der 

Zielgene mittels Northern Blot in den CTO_RNAi Tomatenpflanzen war nicht erfolgreich, da 

die mit dem Silencing adressierten PR-Proteine in gesunden Pflanzen nicht akkumulieren und 

erst nach bestimmten Stressbedingungen synthetisiert werden. Deswegen wurden die 

molekularen Expressionsanalysen mittels qRT-PCR geführt. Verglichen mit dem WT konnte 

für die Expressionshöhen der Zielgene sowohl eine Hemmung der Genexpression, als auch 

eine Überexpression beobachtet werden. Die Expression der mRNA für Chitinase B war in 

17, für Lyc e 4 in 25 und für das Osomotin-ähnliche Protein in 23 von 41 transgenen Pflanzen 

vermindert. Demgegenüber stand die Überexpression der Chitinase B in 6, des Lyc e 4 in 4 

und des Osmotin-ähnlichen Proteins in 7 von 41 Fällen. Die Überexpression beim Versuch 

ein Silencing zu erreichen, ist ein häufig beobachteter Effekt, der nicht genau zu erklären ist. 

Die Stelle im chimären RNAi-Konstrukt war nicht entscheidend für die Effektivität des 

Silencings. Ein Vergleich der drei Zielgene ergab, dass am häufigsten (in 12 CTO_RNAi 

Linien) eine Reduktion aller drei Gene erreicht werden konnte. Dieses Ergebnis deckt sich mit 
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den Beobachtungen von Stephanus Ferreira, die er beim Silencing der drei ISA-Isoformen 

gemacht hatte. Eine Reduktion nur eines Genes wurde für das Lyc e 4 in 8 und für das 

Osmotin-ähnliche Protein in 5 Linien detektiert. Ein Silencing der Chitinase B und des Lyc e 

4 wurde in zwei transgenen Pflanzen beobachtet, eine gleichzeitige Hemmung der 

Genexpression der Chitinase B und des Osmotin-ähnlichen Proteins war in zwei CTO_RNAi 

Pflanzen nachweisbar. Die grünen Früchte einiger ausgewählter CTO_RNAi Linien zeigten 

ein ähnliches Muster das Silencing. Es gab auch bei den grünen Früchten einige mit drei 

reduzierten Zielgenen, einige mit nur zwei, und auch hier wurden Überexpressionen als Folge 

des Silencingkonstrukts beobachtet (Kap. 3.2.2). Das allergene Potenzial der CTO_RNAi 

Tomaten wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht getestet und muss in folgenden Analysen 

näher charakterisiert werden. 

 

4.4.3 Silencing der Polygalacturonase 2A und der Pektinesterase  

 
Die Polygalacturonase 2A (PG), oder genauer die Poly(1,4-� -D-galakturonid)-

glycanhydrolase [EC 3.2.1.15], ist ein 46 kDa großes Enzym, das eine große Rolle bei der 

Zellwanddegenerierung und dem Weichwerden von Früchten spielt. Das Enzym spaltet die 

Glykosidbindungen an freien Carboxylgruppen des Pektins, was zur Bildung von 

Oligouronid-Fragmenten führt, die wiederum eine Vielzahl verschiedener Prozesse in der 

Zelle beeinflussen, z. B. die Ethylenbiosynthese (Bulantseva et al., 2003). In den späten 80er 

Jahren wurde die Hypothese vertreten, dass eine Inhibition der PG-Aktivität das 

Weichwerden der Früchte verhindern kann (Lösche, 2000). Sheehy und Mitarbeiter 

versuchten die Expression der PG mittels Antisense-Technik in der Tomate zu vermindern. 

Sie erreichten eine Reduktion der PG-spezifischen mRNA und eine verminderte 

Enzymaktivität um 70-90% in reifenden Früchten (Sheehy et al., 1988). Nachkommen der 

Antisense-PG Tomaten wurden von den Firmen Calgene (heute Monsanto) und Zeneca 

(Syngenta) als erstes genetisch verändertes Lebensmittel in den USA unter dem Namen 

„Flavr Savr®“ oder auch „Antimatsch-Tomate“ kommerziell erfolgreich vertrieben (Kramer 

und Redenbaugh, 1994). Die Flavr Savr®-Tomate stellte sich aber entgegen den Vermutungen 

als extrem empfindlich gegenüber mechanischer Beanspruchung heraus und war nicht länger 

haltbar als die nicht PG-genmodifizierten Tomaten. Da die PG nur entestertes Pektin abbaut, 

wurde vermutet, dass noch ein weiteres Enzym am Weichwerden der Früchte beteiligt ist. Die 

Pektinesterasen (PE) katalysieren die Entesterung der in C6-Position methoxylierten 

Polygalacturonsäure und sind Schlüsselenzyme bei der Regulation des Zellwandwachstums 
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(Nari et al., 1991). Deswegen erschien es als sehr wahrscheinlich, dass durch eine 

Verminderung der PE-Aktivität die Bildung von Angriffsorten für die PG verhindert werden 

(Lösche, 2000). Das Silencing der PE mittels Antisense-Konstrukt führte zu transgenen 

Tomaten, die unter 10% PE-Aktivität verglichen mit nicht genetisch veränderten Tomaten 

aufwiesen, ihre Haltbarkeit war jedoch stark verkürzt (Thiemann et al., 1995). Weiterhin 

zeichneten sie sich durch einen geringeren Gehalt von Pektin-gebundenem Calcium und 

einem etwas erhöhten pH-Wert aus (Thiemann et al., 1994). Der angestiegene pH-Wert 

konnte durch einen erhöhten Veresterungsgrad des Pektins und die Reduktion freier 

Carboxylgruppen erklärt werden (Thiemann et al., 1995). Die Hypothese, dass ein Silencing 

der PE das Weichwerden von Tomaten vermindert, wurde damit nicht bestätigt. Vielmehr 

leistet die PE einen wichtigen Beitrag zur Texturverbesserung von Tomaten (Lösche, 2000). 

Die Polygalacturonase 2A und die Pektinesterase wurden von zwei verschiedenen 

Arbeitsgruppen als potenzielle Allergene in der Tomatenfrucht identifiziert (Fötisch et al., 

2001; Kondo et al., 2001). Ein zweites chimäres Konstrukt zur gleichzeitigen Genstilllegung 

der PG und der PE wurde mittels Gateway®-Technologie erzeugt und stabil in das Genom 

von Tomate eingebracht. Es konnten in zwei unabhängigen Transformationen 56 Pflanzen 

regeneriert werden, von denen 37 das gewünschte PG-PE_RNAi Konstrukt nachweisbar in ihr 

Genom integriert hatten. Die Transformationseffizienz lag somit bei 65% und befindet sich im 

Bereich der bei Micro-Tom beobachteten Effizienz (Sun et al., 2006; Dan et al., 2006). Für 

die Linien PG-PE_RNAi 47, 51 und 55 konnte eine deutliche Reduktion beider mRNAs für 

die PG und die PE erreicht werden (Kap. 3.2.3). Diese Reduktion führte zu keinen 

erkennbaren phänotypischen Auffälligkeiten unter normalen Anzuchtbedingungen. Ob die 

Genstilllegung in den nächsten Generationen stabil bleibt und in wieweit das 

allergieauslösende Potenzial gemindert werden konnte, muss weitergehend analysiert werden 

und bleibt zu beantworten.  

 

4.5 Identifizierung allergener Determinanten am Beispiel 

Profilin 

 

4.5.1 Profilin- ein Panallergen 

 

Profilin wurde zuerst von Carlsson und Mitarbeitern als G-Aktin-bindendes Protein 

beschrieben und seine genaue biologische Funktion ist bis zum heutigen Zeitpunkt noch nicht 
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vollständig geklärt (Carlsson et al., 1977). Es erfüllt neben der Aktivierung und 

Polymerisation des Aktins noch andere Funktionen, so beeinflusst es z. B. die 

Signaltransduktion durch die Bindung von Phosphatidyl-4,5-bisphosphat (PIP2) (Lassing und 

Lindberg, 1985). Wenn PIP2 an Profilin gebunden ist, kann es nicht mehr durch ein externes 

Signal von z.B. Wachstumsfaktoren hin von der Phospholipase C in die Botenstoffe 

Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DG) gespalten werden. Zur gleichen Zeit kann 

das Profilin jedoch auch kein Aktin binden, da die Bindestellen von PIP2 und Aktin teilweise 

überlappen (Lassing und Lindberg, 1985). Da PIP2 essentiell für das Zellwachstum ist (Uno et 

al., 1988), stellt das Profilin somit ein regulierendes Bindeglied zwischen extrazellulären 

Wachstumssignalen und intrazellulären Regulation der Zytoskelettbildung dar. Die Profiline 

werden ubiquitär exprimiert, weisen alle ein Molekulargewicht zwischen 12 und 15 kDa auf 

(Santos und van Ree, 2011) und konnten in allen bisher untersuchten Eukaryoten, wie 

Protozoen, Hefen, Pflanzen, Insekten und Säugetieren nachgewiesen werden (Haarer und 

Brown, 1990; Sohn und Goldschmidt-Clermont, 1994; Nyström et al., 1979). Die Rolle des 

Profilins als Pollenallergen wurde zum ersten Mal von Valenta und Mitarbeitern beschrieben, 

als sie das Profilin der Birke (Bet v 2) klonierten und es als Allergen bei der 

Birkenpollenallergie identifizieren konnten (Valenta et al., 1991). Im darauf folgenden Jahr 

wiesen zwei weitere Arbeitsgruppen die klinische Bedeutung der Profiline als 

Nahrungsmittelallergene nach (van Ree et al., 1992; Vallier et al., 1992). Aufgrund der hohen 

Aminosäure-Sequenzidentitäten zwischen pflanzlichen Profilinen (> 70%) und den ähnlichen 

dreidimensionalen Strukturen sind die Profiline als Panallergene an verschiedenen 

Kreuzreaktionen beteiligt, z.B. am Sellerie-Beifuß-Gewürz-Syndrom (Vallier et al., 1992). 

Die Spezifität der IgE-Antikörper erstreckt sich auf bestimmte Strukturmerkmale des 

Allergens, dementsprechend können die IgEs in einer Kreuzreaktion nicht nur mit dem 

Allergen reagieren, das die IgEs erzeugt hat, sondern auch mit anderen Antigenen, die in 

Teilstrukturen mit dem Sensibilisator übereinstimmen. So können Birkenpollen, die über die 

Atemwege aufgenommen werden, IgEs erzeugen, die auch auf Profilinen aus Äpfeln, Birnen, 

Karotten oder auch Tomaten eine Allergie auslösen. Des Weiteren gibt es bis zum heutigen 

Zeitpunkt keine Hinweise darauf, dass Profiline aus Nahrungsmitteln für 

Primärsensibilisierungen verantwortlich sind (Santos und van Ree, 2011).  
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4.5.2 Profilindefizenz in verschiedenen Organismem 

 

Der essentielle Charakter des Profilins wurde in verschiedenen Studien von Pilzen bis hin zu 

Tieren beschrieben (Magdolen et al., 1988; Haarer et al., 1990; Balasubramanian et al., 1994; 

Haugwitz et al, 1994). Das Ausschalten des Profilin I-Gens in Mäusen führt zur Letalität 

homozygoter Mausembryonen im 4-Zell-Stadium (Witke et al., 2001). Auch bei Drosophila 

melanogaster sind Deletionen des Profilin-Gens letal (Verheyen and Cooley, 1994). Das 

Silencing von Profilin in pflanzlichen Organismen führte in den meisten Fällen zu einer 

veränderten Entwicklung. In A. thaliana werden fünf Isoformen des Profilins exprimiert (PFN 

1-5). Eine Reduktion der Expression des Profilins PFN-1 führte zu einem verkümmerten 

Phänotyp im Vergleich zu den WT-Pflanzen (Ramachandran et al., 2000). Vidali et al. (2007) 

berichteten davon, dass eine Reduktion der Profilinexpression mittels RNAi in Physcomitrella 

patens zum Verlust des Wurzelspitzenwachstums und zu einer partiellen Inhibierung der 

Zellteilung führte, was in transgenen Moospflanzen in einer verringerten Zellzahl und 

kleineren abgerundeten Zellen resultierte. In Vorarbeiten am Lehrstuhl für Biochemie wurde 

die Expression des Profilingens der Tomate (Lyc e 1) ebenfalls mit Hilfe der RNAi gehemmt. 

Die transgenen Lyc e 1_RNAi Tomatenpflanzen mit drastisch reduzierter Profilinexpression 

zeigten einen verkümmerten Phänotyp ohne Fruchtbildung und wiesen eine starke Reduktion 

der Biomasse im Vergleich zu untransformierten Wildtyp-Pflanzen auf (Le et al., 2006b; 

Lorenz et al., 2006). Um diese dramatischen Effekte in der Pflanze zu kompensieren, wurde 

nach einer Möglichkeit gesucht, die transgenen Lyc e 1_RNAi Tomatenpflanzen mit einem 

funktionell ähnlichen Profilin zu komplementieren. Pflanzliche und nicht-pflanzliche Profiline 

erfüllen ähnliche Funktionen, weisen aber nur geringe Homologien (22-44%) auf den 

Aminosäure-Ebene auf. Es konnte zum einen gezeigt werden, dass pflanzliche Profiline mit 

Aktin von Säugetieren interagieren können (Giehl et al., 1994; Rothkegel et al., 1996), zum 

anderen legten Studien von Christensen et al. nahe, dass Profiline aus verschiedenen Pflanzen 

dazu benutzt werden können, um einen Wachstumsdefekt von S.cerevisiae Profilin-

Deletionsmutanten zu komplementieren. Die Profiline PFN 1 und PFN 3 aus A. thaliana und 

ein Profilin aus Mais wurden in dieser Studie dazu benutzt, um eine Profilindeletion in Hefe 

zu komplementieren (Christensen et al., 1996). Da die Homologie zwischen den Profilinen 

aus Arabidopsis und Tomate etwa 75% beträgt, konnte davon ausgegangen werden, dass auch 

Lyc e 1.02 für eine Komplementation geeignet ist. Durch die Transformation der Lyc e 

1_RNAi Tomatenpflanzen mit Vektoren, welche für das PFY1 kodierten, konnten transgene 

Lyc e 1_RNAi/PFY1 Tomatenpflanzen regeneriert werden, die eine fast vollständige 
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Wiederherstellung des Wuchses und der Biomasseproduktion aufweisen (Le et al., 2010). 

Wobei anzumerken bleibt, dass es bis zum heutigen Zeitpunkt keine Anhaltspunkte dafür gibt, 

dass die Lyc e 1_RNAi/PFY1-Tomaten ein immunologisches Problem für Hefeallergiker 

darstellen könnten (siehe Anhang Abbildung A5). Eine verminderte Profilin-Expression in S. 

cerevisiae Zellen löst eine Wachstumsverzögerung und eine Abweichung der für Hefezellen 

typischen ellipsoiden Form aus. Die Zellen sind stattdessen sehr groß und rund und haben 

eine stark veränderte, ungeordnete Aktinverteilung (Haarer et al., 1990). Weiterhin konnte für 

die Hefeprofilinmutanten gezeigt werden, dass diese sowohl auf Medium mit Koffein, als 

auch bei einer Temperatur von 37 °C einen Wachstumsdefekt zeigten (Marcoux et al., 1998). 

Da Vorversuche gezeigt hatten, dass es sich bei dem Profilindefizienten Stamm DJP 102 

(Marcoux et al., 1998) um einen Profilin knock-down und nicht um einen knock-out handelte, 

war dieser Hefestamm nicht für die durchzuführenden Komplementationsversuche mit dem 

Lyc e 1 geeignet. Es wurde daher nach einer Möglichkeit gesucht, selbst einen Profilin knock-

out Hefestamm herzustellen.  

 

4.5.3 Herstellung einer Profilin knock-out Hefe 

 

Die ersten Versuche, das Profilingen (PFY1) in S. cerevisiae auf konventionelle Art 

auszuschalten waren aufgrund der essentiellen Funktion, die Profilin in der Zelle erfüllt, nicht 

erfolgreich. Es konnten keine lebensfähigen Hefezellen gewonnen werden. Deswegen wurde 

damit begonnen, den Hefewildtypstamm BY4741 mit einem Plasmid, welches eine extra-

chromosomale Kopie des PFY1-Gens trug, zu transformieren, und in einem zweiten Schritt 

wurde das chromosomale PFY1-Gen durch das His5-Gen ersetzt. Dieser � pfy1-Hefestamm 

wurde anschließend für die Komplementationsexperimente mit mutagenisierten Lyc e 1-

Varianten verwendet (Kap. 3.3.1).  

 

4.5.4 IgE-Epitope des Profilins 

 

Vom Antigen ist ein Bezirk von fünf bis sieben Aminosäureresten für die Bindung an die IgE 

verantwortlich. Er wird als „Epitop“ bezeichnet. Es handelt sich dabei entweder um einen 

Abschnitt der Sequenz (linear epitope) oder, was häufiger vorkommt, um Aminosäurereste, 

die durch Faltung des Proteins zueinander in Nachbarschaft gekommen sind (conformational 

epitope) (Belitz et al., 2008). Es gibt einige Hinweise darauf, dass konformationelle 

gegenüber den linearen Epitopen bei den Allergieauslösenden Profilinen eine größere Rolle 
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spielen (Thron et al., 1997; Fedorov et al., 1997; Rihs et al., 1999; Asturias et al., 2002; 

Sankian et al., 2005; Radauer et al., 2006). Es wurde berichtet, dass potentielle Epitope auf 

pflanzlichen Profilinen mit den Bindestellen der Liganden (Aktin und PLP) überlappen 

(Thron et al., 1997; Fedorov et al., 1997; Asturias et al., 2002), oder in der Nähe der 

pflanzen-spezifischen Bindetasche liegen (Fedorov et al., 1997). Zwei Regionen, die mit der 

Aktinbindestelle überlappen, wurden als Hauptepitope für die Kreuzreaktivität identifiziert. 

Eine dritte Stelle, die sich von Aminosäure 30 bis zur Aminosäure 50 spannt, wurde ebenfalls 

gefunden und soll an der Kreuzreaktivität beteiligt sein (Fedorov et al., 1997). Beim Profilin 

der Sonnenblume (Hel a 2) konnte eine IgE-Reaktivität für drei Epitope an der C-terminalen 

Helix (Aminosäuren 100 bis 110; 108 bis 115 und 122-127), die teilweise mit der 

Aktinbindestelle überlappen, nachgewiesen werden, ebenso wie ein weiteres Epitop das von 

AS 40 bis 50 reicht (Asturias et al., 2002). Einige weitere Epitope, die zusammen genommen 

fast die gesamte Oberfläche des Profilins abdecken, konnten in Modelstrukturen von 

verschiedenen Profilinen identifiziert werden. Radauer und Mitarbeiter (2006) zeigten drei 

Haupt-Epitope als Kandidaten, wohingegen Leitner und Mitarbeiter feststellten, dass ein 

zirkuläres Peptid die IgE-Bindung gegenüber Beifuß-Pollen, Birkenpollen und Selleriepollen 

inhibierte und deshalb postulierten, dass das Mimotop ein wichtiges Epitop in pflanzlichen 

Profilinen darstellen könnte (Leitner et al., 1998). Die Charakterisierung der IgE-Epitope des 

Cuc m 2, des Profilins der Melone, wurde mittels zweier gegensätzlicher Strategien adressiert. 

Durch die Bindung von überlappenden synthetischen Peptiden des Cuc m 2 an eine Membran 

konnten vier Epitope identifiziert werden: zwei Epitope zeichneten sich durch eine hohe IgE-

Reaktivität aus (E1: AS 66-75 und 81-93; E2: 95-99 und 122-131) und überlappten partiell 

mit der Aktinbindestelle, zwei weitere Epitope zeigten nur eine geringe IgE-Reaktivität (E3: 

2-10 und E4: 35-45) (Lopez-Torrejon et al., 2007). Zusätzlich wurde ein konformationelles 

IgE-Epitop mit der Aminosäure-Sequenz S2W3A5Y6D9H10T111P112G113Q114N116M117R121L122 

definiert, welches zudem stark in Bet v 2 des Birkenpollens und Phl p 12 des 

Lieschgraspollen konserviert war (Tordesillas et al., 2010). Bei Ara h 5, dem Profilin der 

Erdnuss wurden von Cabanos und Kollegen insgesamt acht IgE-reaktive Epitope identifiziert, 

von denen drei (#1, 5 und 7) in leicht zugänglichen Loop-Regionen lagen und diese auch bei 

anderen Profilinen als IgE-reaktiv identifiziert wurden (Cabanos et al., 2010). Die zelluläre 

Funktionalität der gefundenen Profilinvarianten wurde in all diesen oben aufgeführten Studien 

nie getestet.  
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4.5.5 Zerstörung der IgE-bindenden Epitope durch ungerichtete Mutagenese  

 

Zusammengefasst implizieren die Studien über die IgE-Epitope des Profilins, dass die IgE-

bindenden Stellen über die gesamte Oberfläche des Profilins verteilt sind (siehe Abb. 36), was 

es erschwert hypoallergene und dennoch funktionelle Profilin Varianten herzustellen. In der 

vorliegenden Arbeit wurde das Lyc e 1.02, eine Isoform des Profilins der Tomate, als Modell 

für eine ungerichtete Mutagenese (Daugherty et al., 2000) benutzt, um nach biologisch 

aktiven Profilinvarianten zu suchen, die eine verringerte IgE-Reaktivität gegenüber Seren von 

Tomatenallergikern aufwiesen. Um dies zu erreichen, sollte der hergestellte � pfy1-

Hefestamm mit dem ausgeschalteten Profilingen mit mutagenisierten Tomatenprofilin 

komplementiert werden (Kap. 3.3.4). Nachdem die mutagenisierten PCR-Produkte über 

homologe Rekombination in einen Expressionsvektor ligiert wurden, wurde die entstandene 

Mutantenbibliothek auf Änderungen in der Proteinsequenz von Lyc e 1.02 überprüft (Kap. 

3.3.5). Mit dieser Art der ungerichteten Mutagenese konnten zwei Transversionen, das heißt 

Änderungen von Purin zu Pyrimidin oder umgekehrt, und vier Transitionen, die zu einem 

Purin zu Purin oder Pyrimidin zu Pyrimidin Austausch geführt hatten, identifiziert werden. 

Die Sequenzanalyse ergab, dass verschiedene Mutationen in der Lyc e 1.02-Sequenz häufiger 

auftraten, als andere, was entweder auf einen frühen Fehler in der PCR oder auf eine 

biologisch wichtige Stelle hinweisen könnte. Die 40 getesteten Lyc e 1.02 Varianten zeigten 

alle den für die Komplementation essentiellen Aminosäureaustausch von R33 zu W33. 

Zusätzlich konnten 17 weitere Mutanten identifiziert werden, die einen Aminosäureaustausch 

von N38 zu S38 und von I118 zu F118 hatten. Da bei diesen 17 Lyc e 1.02-Mutanten keine 

weiteren Aminosäureänderungen nachweisbar waren ist davon auszugehen, dass es sich um 

Klone handelt. Bei vier Mutanten lag neben dem essentiellen Austausch noch ein weiterer an 

Position 48 vor, der zu einer Änderung der Aminosäuresequenz von T48 zu S48 führte. Bei 

zwei Mutanten konnten zusätzlich zu dem R33 zu W33 Austausch Änderungen in der AS-

Sequenz von I15 zu T15 und H19 zu R19 beobachtet werden (Kap. 3.3.6). Die drei Lyc e 

1.02-Mutanten wurden zusammen mit dem WT und der mutierten Kontrolle p425PPFYLyc e 

1.02 auf ihre Fähigkeit überprüft, eine IgE-Reaktion mit Seren von vier verschiedenen Lyc e 

1-sensibilisierten Tomatenallergikern und Bet v 2-sensibiliserten Patienten auszulösen. Da bei 

allen getesteten Tomatenallergikern und mehreren Birkenallergikern eine deutlich 

verminderte IgE-Reaktivität gegenüber dem Lyc e 1.02-5 und Lyc e 1.02-17 zu beobachten 

war, kann davon ausgegangen werden, dass ähnliche Bindestellen zumindest für die in dieser 

Arbeit getesteten IgEs bestehen. Dies könnte auch eine mögliche Erklärung für die 
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Kreuzreaktivität der Seren von Patienten sein, die auf Tomate und Birke sensibilisiert waren. 

Bei der Expressionsanalyse des Lyc e 1.02 mit einem kreuzreaktiven anti-Profilin AK zeigte 

sich, dass alle Mutanten ähnlich stark wie die unmutierte Form von Lyc e 1.02 exprimiert 

wurden, weswegen ausgeschlossen werden kann, dass es aufgrund der Mutationen zu einer 

verminderten Expression oder einem Abbruch der Translation gekommen sein könnte, und 

dies der Grund für die verminderte IgE-Reaktivität war. Die Mutante Lyc e 1.02-5 migriert 

bei der SDS-Gelelektrophorese etwas schneller, was ein Hinweis auf eine veränderte 3D-

Struktur sein könnte. Darüber kann aber nur spekuliert werden, da eine genaue Aufklärung 

der Kristallstruktur der Mutanten nicht durchgeführt wurde.  

Weiterführende Experimente mit einer größeren Anzahl von Seren von Patienten, die gegen 

Profiline aus verschiedenen Sorten sensibilisert sind, und Hauttestungen werden benötigt, um 

eine genaue Aussage über die tatsächliche Verminderung der Allergenizität treffen zu können. 

Als Ausblick bleibt die Herstellung von Tomatenmutanten, die hypoallergene 

Profilinvarianten tragen. Dies könnte z. B. durch TILLING erreicht werden, oder die 

Anwendung von TALENs. Wie vorher schon kurz erwähnt, vereint das TILLING eine EMS 

(Ethyl-Methansulfonat) Mutagenese mit einer Screening Methode, bei der Punktmutationen in 

den Zielgenen identifiziert werden können. Nach der erfolgreichen Identifikation der 

Kandidaten bietet sich mit dem Auskreuzen die Möglichkeit, ungewünschte Mutationen 

wieder loszuwerden. Die Methode des TILLINGs wurde kürzlich in einer proof-of-concept 

Studie angewandt, um den Allergengehalt in der Erdnuss zu reduzieren (Knoll et al., 2011). 

Die TALENs bieten wiederum ein neues Werkzeug für die Herstellung von site-specific 

Doppelstrang-Brüchen, auch in pflanzlichen Zellen. Somit können die TALENs dazu benutzt 

werden, um eine site-specific Gendeletion oder eine Inaktivierung zu erreichen, und könnten 

sich als neues kraftvolles Werkzeug in der Biotechnologie erweisen, um in Zukunft Pflanzen 

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

Allergien sind ein immer größer werdendes Problem, das gerade in westlichen 

Industrienationen viele Menschen betrifft. Einem Nahrungsmittelallergiker bietet sich zum 

heutigen Zeitpunkt lediglich eine einzige Möglichkeit für ein symptomfreies Leben, er muss 

die entsprechenden Nahrungsmittel aus seinem Speiseplan eliminieren. Neben der 

Entwicklung von immuntherapeutischen Maßnahmen, konnte durch den Einsatz von 

pflanzenbiotechnologischen Methoden eine Reduktion der allergenen Potenz verschiedener 

Lebensmittel erreicht werden. Im Rahmen dieser Arbeit konnte durch den Einsatz von 

chimären RNAi-Konstrukten gezeigt werden, dass es möglich ist, eine gleichzeitige 

Hemmung mehrerer allergieauslösender Proteine in der Tomate (Lycopersicon esculentum) zu 

erreichen. Ebenfalls mittels RNA Interferenz wurde die Expression der � 1,2-

Xylosyltransferase (XylT), einer pflanzlichen Glykosyltransferase, die für die Bindung der 

� 1,2-Xylose an pflanzliche N-Glykane verantwortlich ist, in der Tomate reduziert. Zusammen 

mit der � 1,3-Fucose wird die � 1,2-Xylose als Hauptbestandteil der „kreuzreaktiven 

Kohlenhydratstrukturen“ (CCDs) angesehen, auf die IgE-Antikörper vieler Allergiker 

kreuzreagieren. Die Analyse der transgenen XylT_RNAi Tomatenfrüchte zeigte eine fast 

90%-ige Reduktion der XylT-spezifischen mRNA und eine vollständige Reduktion der 

Xylose-gebundenen N-Glykane in der massenspektrometrischen Analyse. Durch 

immunologische Analysen konnte bestätigt werden, dass es in den Linien XylT_RNAi 3 und 

12 zu keiner detektierbaren Xylosylierung der N-Glykane gekommen war. Durch die 

Inkubation von Proteinextrakten dieser XylT_RNAi Linien mit Seren von 

Tomatenallergikeren zeigte sich eine Patienten-spezifische Reduktion der IgE-Bindung, was 

zu dem Schluss führt, dass Xylose-gebundene Epitope bei Patienten mit einer Sensibilisierung 

gegen bestimmte glykosylierte Allergene klinisch relevant sein könnten. Ein weiterer 

Schwerpunkt der Arbeit lag in der Identifizierung von allergenen Determinanten des Lyc e 1 

Profilins. Mittels ungerichteter Mutagenese sollten die Epitope ausfindig gemacht werden, die 

dazu führen, dass das Profilin, welches ein weit verbreitetes Panallergen darstellt, zum 

Allergen wird. Da Profiline in allen eukaryontischen Zellen essentielle regulatorische 

Funktionen bei der Zellmorphogenese übernehmen, musste bei der Modifikation der IgE-

Bindestellen die biologische Funktion des Proteins erhalten bleiben. Basierend auf der hohen 

Homologie der Tertiärstruktur des Tomaten- (Lyc e 1) und des Hefeprofilins (PFY1) wurde 

der Organismus Saccharomyces cerevisiae dazu verwendet, um allergene Determinanten des 
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Lyc e1 zu identifizieren. Es konnten im Rahmen dieser Arbeit verschiedene Aminosäuren 

identifiziert werden, deren Austausch zu einer verminderten IgE-Reaktivität mit Seren von 

ausgewählten Tomaten- und Birkenallergikern führte. Dieses Ergebnis lässt den Schluss zu, 

dass die Herstellung von hypo-allergenen Profilinvarianten, die weiterhin ihre biologische 

Funktion erfüllen können, möglich ist.  

 

Allergies are becoming an increasing health problem, affecting many individuals especially in 

western industrialized countries. For people with food allergies strict avoidance of the 

particular food is the only possibility to be symptom free. Along with the development of 

immunotherapeuticals, plant biotechnology was successfully used to reduce the allergenic 

potential of different plant foods. In the framework of this study it was shown that it is 

possible to knock-down simultaneously allergenic proteins of tomato (Lycopersicon 

esculentum) at the same time by using RNA interference. The expression of the � 1,2-

xylosyltransferase (XylT), a plant glycosyltransferase, which is responsible for the linkage of 

� 1,2-xylose to N-glycans, was also reduced by means of RNAi in tomato. The xylose and 

� 1,3-fucose-linked N-glycans are belived to be the major source of carbohydrate-mediated 

cross-reactions between foods, as well as between foods and pollen. The analysis of 

transgenic XylT_RNAi tomato fruits revealed an almost 90% reduction of XylT-specific 

mRNA and a complete reduction of xylose-linked N-glycans, which could be confirmed by 

mass spectrometry. The immunological analysis showed, that no � 1,2-xylose-linked N-

glycans could be detected in the lines XylT_RNAi 3 and XylT_RNAi 12. Incubation of 

XylT_RNAi protein extracts with sera from tomato allergic patients revealed that there was a 

patient-specific reduction of IgE-binding capacity, which led to the conclusion that xylose-

linked epitopes can be clinically relevant for patients which were sensitized with certain 

glycosylated allergens. Another topic of the work was the identification of allergenic 

determinants of Lyc e 1. By using random mutagenesis, relevant epitopes of profilin, a 

widespread panallergen, should be eliminated. Since profilins fulfil essential regulatory 

functions in all eukaryotic cells, the biological function should be maintained while modifying 

the IgE-binding epitopes. Based on the high homology in the tertiary structure of the tomato 

(Lyc e 1) and the yeast profilin (PFY1) the organism Saccharomyces cerevisiae was used to 

identify allergenic determinants of Lyc e 1. In the framework of this study we could identify 

and modify several amino acids, leading to a reduced IgE-reactivity in sera of selected tomato 

and birch allergic patients. This result provides strong evidence that selection of hypo-

allergenic and biologically functional profilin variants is possible.  
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6. Abkürzungsverzeichnis 
 

AA   Acrylamid 
A. thaliana  Arabidopsis thaliana 
Amb a   Ambrosia artemisiifolia (Traubenkraut) 
Amp   Ampicillin 
APS   Ammoniumperoxidsulfat 
APZ   Antigen-präsentierende Zelle 
Ara h   Arachis hypogaea (Erdnuss) 
AS   Aminosäure 
B-Zellen  B-Lymphozyten (Teil des adaptiven Immunsystems) 
BAA   Methylenbisacrylamid 
Bet v   Betula verrucosa (gemeine Birke) 
bzw.   beziehungsweise 
°C   Grad Celsius 
CaMV   Cauliflower Mosaic Virus 
CAP-FEIA  Capture Fluoreszenz Enzym Immuno Assay 
CCD Kreuzreaktive Kohlenhydrad-Determinanten (cross-reactive 

carbohydrate determinants 
cDNA   komplementäre Desoxyribonukleinsäure (copy desoxyribonucleic acid)  
CIP   Chloroform:Isoamylalkohol:Phenol 
CmR   Chloramphenicol-Acyltransferase-Gen 
DEPC   Diethylpyrocarbonat 
dest.   destilliert 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
DNase   Desoxyribonuklease 
DTT   Dithiothreitol 
dNTP   Desoxyribonukleosidtriphosphat 
E. coli   Escherichia coli 
EAACI  European Academy of Allergology and Clinical Immunology 
EDTA   Ethylendiamintetraacetat 
et al.   et alii 
ER   Endoplasmatisches Reticulum 
EtOH   Ethanol 
Fc� RI/II  Rezeptor für den konstanten Teil (Fc) des IgE 
5-FOA   5-Flourouracil-6-Carboxymonohydrat (flouroorotic acid) 
Fuc   Fucose 
FucT   � 1,3-Fucosyltransferase 
Gal   Galaktose 
GlcNAc  N-Acetylglucosamin 
GnTI   � 1,2-N-Acetylglucosaminyltransferase 
H2O   Wasser 
HPR   Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase) 
IgE   Immunoglobulin E 
IL   Interleukin 
IPTG   Isopropyl-� -D-Thiogalaktopyranosid 
IUIS   International Union of Immunological Societies 
Kan   Kanamycin 
Lyc e    Lycopersicon esculentum (Tomate) 
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Mal d   Malus domestica (Apfel) 
LB-Medium  lysogeny broth 
LiAc   Lithiumacetat 
LTP   Lipid-Transfer-Protein 
MHC   Haupthisokompatibilitätskomplex (major histocompatibility complex) 
Mn   Mangan 
MP   Milchpulver 
mRNA   messenger-Ribonukleinsäure 
NC   Nitrocellulose 
nos   Nopalin Synthase Gen 
Ni++   Nickel 
NTA   Nitrilotrilacetic acid 
OAS   Orales Allergie Syndrom 
PAA   Polyarcylamid 
p   Wahrscheinlichkeit (statistic probability), Signifikanzniveau 
PAGE   Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS   Phosphate Buffered Saline 
PCR   Polymerase-kettenreaktion (polymerase chain reaction) 
PFN   Profilin 
PR   pathogenesis related 
Pru av   Prunus avium (Kirsche) 
Pru p   Prunus persica (Pfirisch) 
PVDF   Polyvinylidendifluorid 
RAST   Radio Allergo Sorbent Test 
Rif   Rifampicin 
RISC   RNA-induced silencing complex 
RNA   Ribonukleinsäure 
RNAi   RNA-Interferenz 
Rpm   Umdrehungen pro Minute 
RT-PCR  Reverse Transkritpion-PCR 
S. cerevisiae  Saccharomyces cerevisiae 
S. pombe  Schizosaccharomyces pombe 
SDS   Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate) 
SDS-PAGE  sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
siRNA   small interfering RNA 
Spec   Spectinomycin 
SPT   Hauttest (skin prick test) 
Strep   Streptomycin 
T0   erste Generation 
T1   Tochtergeneration 
T-Zellen  T-Lymphozyten (Teil des adaptiven Immunsystems) 
TBE   Tris-Borsäure-EDTA-Puffer 
TBS   tris Buffered Saline 
TCR   T-Zellrezeptor 
TEMED  N,N,N`,N`- Tetramethylendiamin 
TH1   T-Helferzellen vom Typ 1 
TH2   T-Helferzellen vom Typ 2 
Tris   Tris-(hydorxylmethyl)-aminomethan 
TSI-1   tomato stress induced-Protein 1 
URA   Uracil 
UV   Ultraviolett 
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Vol   Volumen 
WT   Wildtyp 
Xyl   Xylose 
XylT   � 1,2-Xylosyltransferase 
 
 
Aminosäuren (Ein- und Dreibuchstabencode) 
 
A Ala Alanin     M Met Methionin 
C Cys Cystein    N Asn Asparagin 
D Asp Asparaginsäure   P Pro Prolin 
E Glu Glutaminsäure    Q Gln Glutamin 
G Gly Glycin     S Ser Serin 
H His Histidin    T Thr Threonin 
I Ile Isoleucin    V Val Valin 
K Lys Lysin     W Trp Tryptophan 
L Leu Leucin     Y Tyr Tyrosin 
- Hyp Hydroxyprolin 
 
 
Maßeinheiten 
 
bp   Basenpaar(e) 
°C   Grad Celsius 
Da   Dalton 
dpi   Tag(e) nach der Infektion (days post infection) 
g   Gramm 
h   Stunde(n) 
k   Kilo- 
l   Liter 
M   Molar 
m   Mili- 
µ   Mikro- 
mA   Miliampère 
MW   Molekulargewicht (molecular weight) 
min   Minute(n) 
mol   Mol 
n   Nano- 
OD   optische Dichte  
RT   Raumtemperatur 
sec   Sekunde(n) 
U   Units 
U/min   Umdrehungen pro Minute 
V   Volt 
(v/v)   Volumenprozent 
(w/w)   Gewichtsprozent 
�    Wellenlänge 
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8. Anhang 
 

 

pK7GWIWG2-FucT 

Abbildung A1: Silencing der � 1,3-Fucosyltransferase in Tomatenpflanzen. A) Schematische Darstellung 
des FucT_RNAi Konstrukts. Ein 413 bp großes Fragment der FucT-Sequenz wurde zur Erstellung des 
pK7GWIWG2-FucT-Plasmids eingesetzt. B) Phänotyp der FucT_RNAi Tomaten. Bei der Anzucht unter 
Standardbedingugen konnten keine Auffälligkeiten beobachtet werden. C) qRT-PCR der T0-Generation. In 
den Linien FucT_RNAi 15, 17, 22, 28, 30 und 32 konnte eine deutlich verminderte Expression der FucT-
spezifischen mRNA beobachtet werden. D) qRT-PCR der T1-Generation. Es konnte keine Reduktion der 
Genexpression von FucT in den Individuen der Linien FucT_RNAi 28 und 32 nachgewiesen werden. E) 
Western Blot der FucT_RNAi Tomaten. Von Sourceblättern (0,64 cm2) der T1-Generation der Linien 
FucT_RNAi 28 (links) und 32 (rechts) und des WT wurden gleiche Mengen Blattmaterial entnommen, und die 
Proteine extrahiert. 20 µl des Gesamtzellextraktes wurden mit einem anti-Fucose Antikörper (Agrisera, Vännäs, 
Schweden) analysiert. Es konnte keine verminderte Fucosylierung in den FucT_RNAi Tomaten beobachtet 
werden. 
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Abbildung A2: Primer für chimäres CTO_RNAi-Konstruk t. 250 bp der Chitinase B (blau), des TSI-1 
(türkis) und des Osmotin-ähnlichen Proteins (schwarz) wurden mit den entsprechenden Primern mit 
überlappenden Teilbereichen amplifiziert. Für die Chitinase B (Basen 274-523) wurden die Primer KP 55 
und KP 56 eingesetzt, für das TSI-1 (Basen 201-450) die Primer KP 51 und KP 57 und für das Osmotin-
ähnliche Protein (Basen 33-282) die Primer KP 52 und KP 58.  

Abbildung A3: Primer für chimäres PG-PE_RNAi-Konstr ukt. 252 bp der Polygalacturonase 2A 
(dunkelgrau) und 250 bp der Pectinesterase (hellgrau) wurden mit den entsprechenden Primern mit 
überlappenden Bereichen amplifiziert. Für die PG (Basen 271-522) wurden die Primer KP 45 und KP 46, 
für die PE (Basen 271-522) die Primer KP 47 und KP 48 verwendet.  



� ����� 


III 

 

 

 

 

 
 

Abbildung A4: Konstruktion des p425PPFYLyc e 1.02-Plasmids A) Aus Blättern isolierter RNA wurde 
über RT-PCR cDNA synthetisiert. Die cDNA wurde als Template in der PCR-Reaktion eingesetzt und das 
amplifizierte Lyc e 1.02-Fragment wurde über SpeI und SalI Schnittstellen in den p425-Vektor ligiert. Zur 
Selektion in E.coli codiert der Vektor für eine Ampicilinresistenz. B) Der Profilinpromotor PFY wurde über 
Sac I und SpeI Schnittstellen in das p425-Lyc e 1.02-Plasmid ligiert. Zur Selektion in E.coli diente eine 
Ampicillinresistenz. Das Plasmid p425PPFYLyc e 1.02 wurde als Matrize für die fehleranfällige PCR-
Reaktion eingesetzt.  

A 

B 
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Abbildung A5: Risikobewertung PFY1. A) Pricktest mit rekombinatem (r) Lyc e 1 und rPFY1 
(Endotoxinbestimmung bei 1µg/ml <0,12U/ml) bei Hefe-Prick und CAP-Positiven Hefeallergikern. Für den 
SPT wurden vom rLyc e 1 10µg/ml und 100µg/ml und vom rPFY1 10µg/ml und 100µg/ml verwendet. Es 
kam bei keinem der getesteten Patienten zu einer Reaktion auf das rekombinant hergestellte PFY1. B) 
Ergebnisse des SPT bei den Patienten D1 und D2. Es konnte keine Reaktion gegenüber dem rPFY1 
beobachtet werden. Daten von Prof. Dr. Vera Mahler.  
 

number CAP U/ml class prick_yeast prick_tomato IgE-Immunoblot (14Kda) rPFY prick  rLyc e 1 prick rPFY
D1 YePro 0,6 1

D1 rLyc1 1,311311 2                         + nd nd
D1 t216 2,7 2

D1 tomato 0,7 2

D2 YePro 0,054729 0

D2 rLyc1 0,610604 1                         +     ++++ neg
D2 t216 0,18 0

D2 tomato 0,87 2

D3 YePro 0,014709 0

D3 rLyc1 0,027607 0                          - nd nd
D3 t216 0,18 0

D3 tomato 0,01 0

D4 YePro 0,011714 0

D4 rLyc1 0,001013 0                         + neg neg
D4 t216 0,01 0

D4 tomato 0,01 0

D5 YePro 0,006879 0

D5 rLyc1 0 0                         + neg neg
D5 t216 0,01 0

D5 tomato 0,01 0

D6 YePro 0,009573 0

D6 rLyc1 0 0                         + neg neg
D6 t216 0,01 0

D6 tomato 0,01 0

D7 YePro 0,022354 0

D7 rLyc1 0,001494 0                          - nd nd
D7 t216 0 0

D7 tomato 0 0

D8 YePro 0,021377 0

D8 rLyc1 0,005128 0                          + neg neg
D8 t216 0,010498 0

D8 tomato 0 0

++ +

++ neg.

+++ neg.

+++ neg.

++ +

++ neg.

++

++

nd

++ / +++
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Eigene Vektoren: 

 

 
 

 

 

Abbildung A6: pYES2-PFY1. 

Abbildung A7: p425PPFYLyc e 1.02 
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Tabelle A1: Expression der Chitinase B, des TSI-1 und des Osmotin-ähnlichen 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_RNAi 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 
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CTO_RNAi  Zentrale Position  
 TSI-1 (Lyc e 4) 
 Relative Expression Stabw.  P-value  
WT 1 0,25945737 - 
CTO_RNAi 82  0,335 0,05452522 0,0017 
CTO_RNAi 83  0,842 0,11864653 0,1618 
CTO_RNAi 85  0,61133333 0,00665833 0,0088 
CTO_RNAi 86  0,38733333 0,04852147 0,0022 
CTO_RNAi 87  0,83433333 0,06384617 0,1058 
CTO_RNAi 88  1,01133333 0,06021074 0,8279 
CTO_RNAi 89  0,0971 0,00761774 0,0004 
CTO_RNAi 90  0,29666667 0,03317127 0,0012 
CTO_RNAi 91  1,42333333 0,16041613 0,0380 
CTO_RNAi 92  0,68133333 0,8733077 0,0259 
CTO_RNAi 93  0,976 0,28563613 0,7745 
CTO_RNAi 94  0,329 0,03835362 0,0015 
CTO_RNAi 95  0,0285 0,02021188 0,0004 
CTO_RNAi 96  1,13333333 0,06110101 0,3518 
CTO_RNAi 98  0,78933333 0,09351649 0,0777 
CTO_RNAi 109  0,556 0,02523886 0,0059 
CTO_RNAi 110  1,25 0,0781025 0,0940 
CTO_RNAi 111  0,2 0,01628906 0,0008 
CTO_RNAi 112  0,349 0,02666458 0,0016 
CTO_RNAi 113  0,551 0,05719266 0,0069 
CTO_RNAi 114  2,89 0,10440307 0,0001 
CTO_RNAi 115  0,43866667 0,09519629 0,0046 
CTO_RNAi 116  0,03973333 0,00401539 0,0004 
CTO_RNAi 117  0,457 0,10971326 0,0061 
CTO_RNAi 118  6,33666667 0,29938827 0,0000 
CTO_RNAi 119  1,21333333 0,10016653 0,1631 
CTO_RNAi 120  3,22 0,08544004 0,0000 
CTO_RNAi 121  2,35 0,09643651 0,0002 
CTO_RNAi 122 0,67466667 0,09514375 0,0260 
CTO_RNAi 123  1,01166667 0,12209969 0,8572 
CTO_RNAi 124  1,72333333 0,08020806 0,0023 
CTO_RNAi 125  0,22833333 0,0215484 0,0008 
CTO_RNAi 126  0,264 0,0156205 0,0010 
CTO_RNAi 127  5,03 0,33867388 0,0000 
CTO_RNAi 128  0,32533333 0,03611556 0,0014 
CTO_RNAi 129  0,36666667 0,05967691 0,0021 
CTO_RNAi 130  0,209 0,02523886 0,0008 
CTO_RNAi 131  0,57833333 0,05658033 0,0084 
CTO_RNAi 132  0,43833333 0,03056687 0,0027 
CTO_RNAi 133  0,22133333 0,01386843 0,0008 
CTO_RNAi 134  0,80366667 0,04209909 0,0660 
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CTO_RNAi  3’ -Position  
 Osmotin-ähnliches Protein 
 Relative Expression Stabw.  P-value  
WT 1 0,49423319 - 
CTO_RNAi 82  2,6 0,05567764 0,0016 
CTO_RNAi 83  1,53 0,03 0,0758 
CTO_RNAi 85  3,83 0,49122296 0,0013 
CTO_RNAi 86  0,28266667 0,02107922 0,0189 
CTO_RNAi 87  0,713 0,10417293 0,1831 
CTO_RNAi 88  2,08666667 0,11930353 0,0081 
CTO_RNAi 89  7,50666667 0,30664855 0,0000 
CTO_RNAi 90  0,54333333 0,34078341 0,1289 
CTO_RNAi 91  0,17966667 0,0280238 0,0124 
CTO_RNAi 92  0,395 0,22286543 0,0311 
CTO_RNAi 93  0,431 0,04257934 0,0376 
CTO_RNAi 94  0,114 0,006245 0,0096 
CTO_RNAi 95  0,03763333 0,00556088 0,0073 
CTO_RNAi 96  0,64933333 0,11278446 0,1305 
CTO_RNAi 98  0,293 0,03318132 0,0199 
CTO_RNAi 109  0,05536667 0,00890468 0,0077 
CTO_RNAi 110 1,66333333 0,22368132 0,0620 
CTO_RNAi 111  0,0402 0,00204206 0,0073 
CTO_RNAi 112  0,216 0,01289703 0,0203 
CTO_RNAi 113  0,04436667 0,00754343 0,0074 
CTO_RNAi 114  0,13633333 0,00208167 0,0104 
CTO_RNAi 115  0,07353333 0,01386951 0,0083 
CTO_RNAi 116  0,01533333 0,00169214 0,0067 
CTO_RNAi 117  0,0265 0,00075498 0,0070 
CTO_RNAi 118  0,08136667 0,00387986 0,0085 
CTO_RNAi 119  0,07166667 0,00304357 0,0082 
CTO_RNAi 120  0,14766667 0,01006645 0,0109 
CTO_RNAi 121  0,04883333 0,0041489 0,0076 
CTO_RNAi 122  0,736 0,03958535 0,1951 
CTO_RNAi 123  2,61333333 0,16165808 0,0037 
CTO_RNAi 124  1,70333333 0,0754343 0,0342 
CTO_RNAi 125  1,13333333 0,07243158 0,7033 
CTO_RNAi 126  0,82533333 0,27913449 0,3446 
CTO_RNAi 127  6,23333333 0,04358899 0,0000 
CTO_RNAi 128  0,55 0,02905168 0,0681 
CTO_RNAi 129  1,34 0,10973757 0,2387 
CTO_RNAi 130  0,815 0,05961823 0,3087 
CTO_RNAi 131  0,38666667 0,01429452 0,0299 
CTO_RNAi 132  0,44566667 0,01342882 0,0396 
CTO_RNAi 133  0,11433333 0,00208167 0,0096 
CTO_RNAi 134  0,0704 0,02202521 0,0082 
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