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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In den letzten Jahrzehnten nahm die Zahl der Menschen, die von einer Allergie gegen
Birkenpollen betroffen sind, stdndig zu. Bei den meisten kommt es zusdtzlich zu einer
Kreuzreaktion des Allergietyps I mit den zu dem Antigen der Birke Bet v 1, strukturell sehr
ahnlichen Proteinen aus Friichten wie Apfeln, Pflaumen, Kirschen oder Erdbeeren. Im Falle des
Apfels lost das 17,5 kDa groRe Pathogen-assoziierte Protein (PR-10) Mal d 1, Symptome wie
Kribbeln, Jucken, Brennen oder Schwellungen im oberen Mund- und Rachenraum aus, die
unter dem Begriff ,Orales Allergiesyndrom® (OAS) zusammengefasst werden. Die PR-
Proteine, die jeweils Multiproteinfamilien darstellen, werden stressinduziert in
unterschiedlichen Pflanzenorganen gebildet, wobei die genaue biologische Funktion der
meisten Proteine in den Pflanzen bislang jedoch weitestgehend unbekannt ist.

Ziel dieser Arbeit war es, den Mal d 1-Gehalt von Apfel-Genotypen unterschiedlicher
Selektionsstufen von verschiedener Kreuzungspopulationen mittels eines eigens entwickelten
indirekt kompetitiven ELISA-Tests (enzymgekoppelter Immunadsorbtionstest), unter
Zuhilfenahme polyklonaler Antikdérper zu ermitteln und anschlieBend ausgewahlte Genotypen
mit niedrigen Mal d 1-Gehalten in Provokationstests auf ihre Vertraglichkeit fir
Apfelallergiker zu untersuchen.

Dafiir wurde zunachst rekombinantes Mal d 1 in Escherichia coli heterolog exprimiert,
aufgereinigt und die Stabilitat optimiert. Dieses Protein wurde im weiteren Verlauf sowohl flr
die Immunisierung von Kaninchen zur Produktion polyklonaler Antikorper als auch fir die
ELISA-Tests eingesetzt.

Die Mald1 Proteine aus Apfeln wurden zunichst mit bereits publizierten
Extraktionsmethoden isoliert. Aufgrund der geringen Stabilitdit des Mald 1 war die
Reproduzierbarkeit der Messwerte jedoch nicht gewahrleistet. Daher wurde eine neue
Extraktionsmethode unter denaturierenden Bedingungen entwickelt. Mit dieser Methode
konnte der Mal d 1-Gehalt reproduzierbar bestimmt werden.

Der Gehalt an Mal d 1 im Fruchtfleisch schwankte, abhédngig vom Genotyp, zwischen
0,1 ng/g Frischgewicht (FG) und 40 pg/g FG. Dabei konnten neben den Unterschieden
zwischen den Genotypen auch Unterschiede zwischen den Erntejahren festgestellt werden.
Diese Schwankungen waren unabhéngig der Selektionsstufe zu ermitteln. Zur Untersuchung
des Einflusses der Lagerungszeit auf die Entwicklung des Mal d 1-Gehaltes wurden die

Genotypen nach einer Lagerung unter Niedrigsauerstoffbedingungen im ULO-Lager (ultra-low
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Zusammenfassung

oxygen) wie auch nach der Uberlagerung im Kihllager (KL) bei 4 °C unter Normal-
Atmosphére Uber einen Lagerungszeitraum von bis zu 38 Wochen bezuglich ihres Mal d 1-
Gehalts untersucht. In den meisten Fallen kam es dabei zu einem Anstieg des Mal d 1-Gehaltes
auf bis zu 400 % der urspringlichen Konzentration. Lediglich der Genotyp p13 zeigte iber den
Zeitraum der Lagerung eine Abnahme des Mal d 1-Gehaltes.

Der entscheidende Faktor fiir die Identifizierung gut vertrdglicher Genotypen, die
Vertrdglichkeit bei Patienten mit einem OAS nach Birkenpollenallergie, wurde in humanen
Provokationstests des Allergiezentrums der Charité in Berlin untersucht. Dabei wurden
ausgewdhlte Genotypen mit einem niedrigen Mal d 1-Gehalt untersucht. Hierbei konnte keine
direkte Abhangigkeit der Mal d 1-Proteinkonzentration und den auftretenden Symptomen
festgestellt werden, jedoch konnten einige Genotypen identifiziert werden, die von der
Mehrheit der Patienten ohne Einschrankungen verzehrt werden konnten. Auf der Suche nach
allergenarmen gut-vertraglichen Genotypen verdeutlichen diese Erkenntnisse, dass neben der
Bestimmung des Mal d 1-Gehaltes, die Durchfihrung von Provokationstests unerlésslich sind.

Um weitere Einblicke in des allergene Potential der Genotypen zu erhalten und eine
maogliche Erklarung fur die variierende Vertraglichkeit zu finden, wurde der viel diskutierte
Polyphenolgehalt mittels LC-MS untersucht. Dabei konnte eine starke Korrelation des Mal d 1-
Gehaltes mit den Konzentrationen der Flavan-3-ole Epicatechin, Catechin und den dimeren
Proanthocyanidinen mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,78 in 2017 bzw. 0,8 in 2018
festgestellt werden. Weder die Konzentrationen anderer Polyphenole noch der
Gesamtpolyphenolgehalt zeigte eine ahnliche Abhéngigkeit. So wird von einer maglichen
Bindungsaffinitat des Mal d 1-Proteins mit den Flavan-3-olen ausgegangen.

Die aufgrund der Multigenfamilie existierende Vielzahl an mdglichen Isoformen des
Mal d 1, stellte eine weitere Erklarung fur das unterschiedliche allergene Potential der
Apfelgenotypen dar. Trotz vergleichbarem Mal d 1-Gehalt IGsten die Sorten ’Golden
Delicious’ und ’Santana’ unterschiedlich starke Symptome bei den Patienten auf. Eine
detaillierte massenspektrometrische Untersuchung der Mal d 1-Proteine nach tryptischem
Verdau der Sorten ’Golden Delicious’ wund ’Santana’ zeigte, dass sich die
Isoformzusammensetzung der einzelnen Genotypen stark unterscheidet. Einige der
spezifischen Peptide konnten einzelnen Isoformen zugeordnet werden und sind in bereits
beschriebenen Epitopregionen lokalisiert. Da die Isoformen eine unterschiedliche Allergenitat
aufweisen, kann davon ausgegangen werden, dass die Isoformzusammensetzung der einzelnen

Genotypen einen wichtigen Einfluss auf die Vertraglichkeit des Apfels hat.
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Zusammenfassung

Die gewonnenen Erkenntnisse verdeutlichen die Komplexitat der Einflussfaktoren auf die
Vertréaglichkeit und helfen bei der zukinftigen Ziichtung und Selektion zur Identifizierung gut
vertraglicher Apfelgenotypen um die Sicherheit der gesunden Frucht fur Allergiker zu

verbessern.
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Summary

Summary

In the past decades, the number of people that are affected by an allergy of type | against
birch pollen is constantly increasing. Most of them, in addition to the birch pollen allergy, have
a cross-reaction with proteins from fruits such as apples, plums, cherries or strawberries, which
are structurally very similar to the antigen of birch Bet v 1. In the case of apples, the major
apple allergen is the 17.5 kDa pathogenesis-related protein (PR-10-protein) Mal d 1, that causes
reactions of the mouth and throat, the oral allergy syndrome (OAS). The expression of PR-
proteins in different plant tissues is stress-induced. However, their exact biological function is
still largely unknown.

The aim of this work was to determine the Mal d 1 content of apple genotypes of different
selection levels of different crossbreeding populations by means of a specially developed
indirect competitive ELISA test (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), using polyclonal
antibodies. Subsequently, selected genotypes with low Mal d 1 contents were examined for
their tolerance for apple allergy sufferers by means of provocation tests.

First, recombinant Mal d 1 was heterologously expressed in Escherichia coli, purified and
its stability optimized. This protein was then used for the immunisation of rabbits to produce
polyclonal antibodies and for ELISA tests.

The Mal d 1 proteins from apples were isolated in a first try using extraction methods that
have already been published. Due to the low stability of the protein, the reproducibility of the
measured values was not guaranteed. Therefore, a new extraction method under denaturing
conditions was developed. With this method the Mal d 1 content could be determined
reproducibly.

The Mal d 1 content in the fruit flesh varied, depending on the genotype, between 0.1 pg/g
fresh weight (FG) and 40 pg/g FG. In addition to the differences between the genotypes,
differences between the harvest years were also found. These fluctuations could be determined
independently of the selection level. To investigate the influence of storage time on the
development of the Mal d 1 content, the genotypes were examined for their Mal d 1 content
after storage under low oxygen conditions in ULO (ultra-low oxygen) storage as well as after
superposition in cold storage (KL) at 4 °C under normal atmosphere over a storage period of
up to 38 weeks. In most cases, a 400 % increase of the Mal d 1 content compared to the original
concentration.

Only the genotype p13 showed a decrease in the Mal d 1 content over the period of storage.

The decisive factor for the identification of well-tolerated genotypes, the tolerance in patients
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with an OAS after birch pollen allergy, was investigated in human provocation tests at the
Allergy Centre of the Charité in Berlin. Selected genotypes with a low Mal d 1 content were
examined. No direct dependence of the Mal d 1 protein concentration and the occurring
symptoms could be found, but some genotypes could be identified which could be consumed
by most patients without restrictions. In the search for genotypes that are low in allergens and
well tolerated, these findings make it clear that, in addition to determining the Mal d 1 content,
provocation tests are essential.

In order to gain further insights into the allergenic potential of the genotypes and to find a
possible explanation for the varying tolerability, the polyphenol content that’s much discussed,
was examined by LC-MS analysis. A strong correlation of the Mal d 1 content with the
concentrations of flavan-3-ols epicatechin, catechin and the dimeric proanthocyanidins with a
correlation coefficient of 0.78 and 0.8 respectively was found. Neither the concentrations of
other polyphenols nor the total polyphenol content showed a similar dependence. Thus, a
possible binding affinity of the Mal d 1 protein with the flavan-3-ols is assumed.

The large number of possible isoforms of Mal d 1 due to the multigene family was another
explanation for the different allergenic potential of the apple genotypes. Despite comparable
Mal d 1 content, the Golden Delicious’ and *Santana’ varieties resolved symptoms of varying
severity in patients. A detailed mass spectrometric analysis of the Mal d 1 proteins after tryptic
digestion of the ’Golden Delicious’ and ’Santana’ varieties showed that the isoform
composition of the individual genotypes differed significantly. Some of the specific peptides
could be assigned to individual isoforms and are located in epitope regions already described.
Since the isoforms have different allergenicity it can be assumed that the isoform composition
of the individual genotypes has an important influence on the tolerance of the apple.

The insights gained illustrate the complexity of the factors influencing tolerability and will
help in future breeding and selection of apple genotypes to identify well-tolerated apple

genotypes in order to improve the safety of the healthy fruit for allergy sufferers.
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1 Einleitung

1.1 Der Kulturapfel Malus x domestica — Des Deutschen liebstes
Obst

Der Kulturapfel Malus x domestica Borkh. ist ein Vertreter der Familie der Rosengewachse
(Rosaceae). Die aktive Zuchtauslese und somit die Entwicklung der Wildapfelsorten zu dem
nun bekannten Kulturapfel, die Domestikation, begann bereits vor drei Jahrtausenden
(Spengler, 2019).

Seinen Ursprung hat der Kulturapfel jedoch schon deutlich friher in Kasachstan im Tian
Shan-Gebirge (Duan et al., 2017). Nordlich davon liegt die grofite Stadt Kasachstans Almaty,
die bis 1993 den Namen Alma-Ata, Ubersetzt aus dem Kasachischen ,Vater der Apfel‘, trug.
Der Asiatische Wildapfel Malus sieversii, der auch heute noch in den Waldern Zentralasiens zu
finden ist, gelangte Uber die Seidenstral’e sowohl nach Osten, Richtung Sibirien und China, als
auch nach Westen, nach Europa (Duan et al., 2017). Auf diesem Weg kam es zu Einkreuzungen
weiterer Wildapfelformen wie Malus orientalis am Kaukasus und Malus sylvestris in Europa.
Daraus entstand, der heute bekannte und geschéatzte Kulturapfel Malus x domestica (Wang et
al., 2018). Diese Aufklarung der bisher umstrittenen Vorfahren des Kulturapfels waren dank
der vollstandigen Sequenzierung des Genoms des Malus x domestica moglich (Velasco et al.,
2010).

Heute zahlt der Apfel neben Bananen und Trauben zu den wichtigsten Obstarten. Dabei
erstreckt sich der Apfelanbau tber die ganze Welt, einschlie3lich Europa, Asien und Amerika,
mit einem Ertrag von rund 86 Millionen Tonnen im Jahre 2018 (FAOSTAT Statistical
Database, 2019). Hauptproduzent, mit ca. 50 % des Ertrags ist China.

Der Grofteil, der in Deutschland geernteten Apfel stammt aus der Bodenseeregion (Baden-
Wiirttemberg) und dem ,,Alten Land*“ (Niedersachsen). Der Ertragsdurchschnitt der letzten
zehn Jahre liegt dabei bei knapp unter einer Million Tonnen (Statistisches Bundesamt, 2018).
Obwohl rund 2500 Apfelsorten in Deutschland bekannt sind (Bundessortenamt, 2019), von
denen rund 660 Sorten flir den EU-weiten Vertrieb registriert sind (FRUMATIS, 2019), spielen
nur etwa zehn Kultivare eine wirtschaftlich entscheidende Rolle. In den Supermarkten werden
vor allem Sorten wie *Golden Delicious’, ’Cripps Pink’, ’Braeburn’, Jonagold’, ’Elstar’, ’Gala’

oder *Granny Smith’ angeboten.
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Mit einem pro-Kopf-Verbrauch von rund 21 kg, lag der Apfel als meistverzehrteste Obst
klar vor den Bananen (12,4 kg) und Trauben (5,3 kg) im Jahre 2017/18 (Bundesministerium fir
Erndhrung und Landwirtschaft, 2019). Dabei wird der Apfel sowohl roh als auch verarbeitet,
in Form von Apfelsaft, Apfelmus oder Cidre verzehrt.

Die meisten Apfelsorten sind diploid (2 x 17 = 34), jedoch gibt es auch triploide Kultivare
(3 x 17 =51) wie ’Boskoop’ oder *Jonagold’ (Kellerhals et al., 2003).

1.2  Nahrstoffe, gesundheitlicher Nutzen und Risiken

Neben einem meist suRen bis sduerlichen Geschmack, der den Apfel zu dem beliebtesten
Obst in Deutschland macht, zeichnet er sich durch diverse positive Eigenschaften zur
Beeinflussung der Gesundheit aus was auch durch ein bekanntes amerikanisches Sprichwort
andeutet wird: . An apple a day, keeps the doctor away”.

Die Hauptbestandteile des Apfels sind 85 % Wasser und 13,4 % Kohlenhydrate, darunter
hauptséchlich Fructose, Saccharose, Glucose und das Polysaccharid Pektin als Ballaststoff
(Kirchhoff et al., 2009). Pektin hat sowohl einen positiven Effekt auf den Cholesterolspiegel
im Blut (Brouns et al., 2012), als auch prabiotische Eigenschaften auf das Mikrobiom des
menschlichen Darms. Dadurch wird die entziindungshemmende Aktivitat der Darmbakterien
unterstitzt und somit das Risiko fir Darmentziindungen wie auch Darmkrebs gesenkt (Chung
etal., 2017, Tan et al., 2018).

Zudem enthélt der Apfel wichtige Vitamine, wie Vitamin C, Vitamin E oder Mineralstoffe,
wie, Kalium, Magnesium oder Eisen (Kirchhoff et al., 2009).

Jedoch wird ein gesundheitlicher Nutzen der Apfel sehr haufig mit den sogenannten
Polyphenolen in Verbindung gebracht. Polyphenole sind sekundére Pflanzenstoffe, die von der
Pflanze vermehrt unter abiotischen und biotischen Stressbedingungen gebildet werden. Sie
spielen dabei sowohl im Schutz gegen UV-Schéaden der Pflanze (Agati und Tattini, 2010), als
auch als Abwehrmechanismus gegen Insekten (Lattanzio et al., 2006) oder Pilz- und
Bakterieninfektionen (Padmavati et al., 1997) eine Rolle. Dabei sind sie jedoch nicht bei
grundlegenden Ablaufen wie Wachstum oder Entwicklung beteiligt (Ververidis et al., 2007).
Strukturell zeichnen sich Polyphenole durch mindestens einen aromatischen Cs-Ring und
mehrere Substituenten, wie Hydroxyl- oder Methoxygruppen aus (Lattanzio et al., 2006). Die
strukturelle Vielfalt der Substanzen ist sehr groR (Bravo, 1998). Gebildet werden deren
strukturelle Vorldufer hauptsachlich durch den Shikimisdure-Weg (Santos-Sanchez et al.,

2019). Daraus entstehen sowohl Strukturvorldufer der Ellagséure-Derivate (Schulenburg et al.,
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2016), welche in Zusammenhang mit antikanzerogenen Eigenschaften gebracht werden
(Mertens-Talcott et al., 2003, Landete, 2011) als auch die Aminoséure L-Phenylalanin, welche
im weiteren Verlauf zum Schlissel-Zwischenprodukt 4-Cumaryl-CoA umgewandelt wird
(Ververidis et al., 2007, Naoumkina et al., 2010, Hartl et al., 2017). Uber enzymatische
Cyclisierungen, Hydroxylierungen und weitere Reaktionen, werden unzahlige, strukturell
unterschiedliche polyphenolische Verbindungen biosynthetisiert (Naoumkina et al., 2010). Die
Polyphenole lassen sich in mehrere Unterkategorien einteilen (Heldt und Piechulla, 2015) u.a.
die Zimtsdurederivate (Phenylpropanoide), die Chalcone, die Stilbene und die Flavonoide wie
Anthocyane, Flavonole und Flavanole (Ververidis et al., 2007).

Die, aufgrund der hohen Vorkommen in Obst und Gemdise relevantesten Substanzen fur die
menschliche Gesundheit und Erndhrung, stellen die Flavonoide dar. Mehr als 8000
unterschiedliche Substanzen lassen sich dieser Gruppe zuordnen (Tahara, 2007). In der Natur
kommen Flavonoide immer in der wasserloslichen und stabileren Form der Glycoside vor.
Neben den Monosacchariden Glucose, Rhamnose, Galaktose oder auch Xylose und Arabinose,
konnen diese auch als Di- und Oligosaccharide vorliegen oder mit Zuckersauren verknipft sein
(Rice-Evans et al., 1996, Bravo, 1998). Dabei unterschiedet man, abhangig von ihrer

Grundstruktur mehrere Gruppen. Abbildung 1 zeigt einige Vertreter der Gruppen.
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Abbildung 1  Strukturen ausgewdahlter Polyphenole in Apfeln. A Catechin als Beispiel fur die
Klasse der Flavan-3-ole, B Quercetin-3-Glucosid als Beispiel fur Flavonol-Glucoside, C Cyanidin-3-O-
Galactosid als Vertreter der Anthocyanidine, D Chlorogensaure, eine wichtige Substanz in Apfeln und
Vertreter der Zimtsaurederivate. Glc Glucose; Gal Galaktose.
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So divers die Substanzstrukturen sind, so unterschiedlich sind auch die Funktionen der
Polyphenole in der Pflanze. Die Substanzklasse der Anthocyanidine und ihrer natirlich
vorkommenden Glycoside, der Anthocyane, die eine rote bis blauliche Farbung aufweisen, sind
flr die Pigmentierung vieler Bliten und Friichte verantwortlich. Zudem bieten sie Schutz vor
UV-Strahlung und daraus resultierender Schadigung (Holton und Cornish, 1995). Flavan-3-ole,
zu denen Catechin gehdrt (Abbildung 1A), haben eher eine antimykotische Wirkung und
werden in u.a. in Pflanzen nach einer Infektion mit Rostpilz vermehrt gebildet (Ullah et al.,
2017).Weitere Funktionen der Polyphenole in Pflanzen reichen von antioxidativen Effekten
uber antimikrobielle Funktionen bis hin zu Signalwirkungen (Lattanzio et al., 2006, Treutter,
2006, Agati und Tattini, 2010).

In der menschlichen Erndhrung und Gesundheit spielen Polyphenole u.a. als Antioxidantien
eine grofRe Rolle. Die strukturelle Fahigkeit vieler polyphenolischen Verbindungen wie
Flavonolen und Flavonen, aufgrund des konjugierten Doppelbindungssystems Radikale
abzufangen, resultiert in einer antioxidativen Wirkung. Diese kann die oxidative
Zellschadigung verringern und beugt somit Herz-Kreislauferkrankungen (Ginter und Simko,
2012), degenerativen kognitiven Erkrankungen wie Alzheimer (Whyte et al., 2017, Carrillo et
al., 2019) oder auch Krebs vor (Liu et al., 2005, Kubatka et al., 2016, Wu et al., 2018). Auch
die bioaktiven Effekte von Flavonoiden, wie Isoflavonen oder dem Phytoalexin Resveratrol auf
den Blutdruck, oder den Blutfett- bzw. Blutzuckergehalt reduzieren das Risiko fir Herz-
Kreislauferkrankungen (Anthony et al., 1996, Ververidis et al., 2007, Ginter und Simko, 2012).

In vielen Studien wird auch eine antiallergene Wirkung von Polyphenolen beschrieben
(Bronner und Landry, 1985, Kanda et al., 1998, Tokura et al., 2005, Singh et al., 2011), was
im Zusammenhang dieser Arbeit von besonderem Interesse ist. Dies wird naher in Kapitel 1.7
beschrieben.

Der Apfel produziert Polyphenole die funf verschiedenen Hauptgruppen zugerechnet
werden. Die Chlorogensdure (Abbildung 1D) aus der Gruppe der Zimtsiurederivate zahlt zu
den wichtigsten Polyphenolen in Apfeln. Zudem bilden Flavan-3-ole, zu denen die
Diastereomere Catechin (Abbildung 1A) und Epicatechin, wie auch die Procyanidine B1 und
B3 zahlen, Flavonole wie das Quercetin-Glucosid (Abbildung 1B) und Anthocyane wie das
Cyanidin-3-Galactosid (Abbildung 1C) weitere wichtige Komponenten. Aulerdem
akkumulieren Apfel das Dihydrochalkon Phloretin und dessen Glucosid, das Phlorizin (Manach
et al., 2004). Lange war man der Meinung, Phloretin und Phlorizin wéren spezifische
Substanzen in Apfeln und sie wurden zum Nachweis von Apfelkontaminationen in anderen

Lebensmitteln verwendet. Jedoch konnten die Substanzen in den letzten Jahren u.a. durch



Einleitung

verbesserte Analysenmethoden auch in Tomaten und Erdbeeren nachgewiesen werden (Hilt et
al., 2003, Slimestad et al., 2008).

Neben den vielen positiven Effekten, die Apfel auf die menschliche Gesundheit haben,
treten bei immer mehr Menschen nach dem Verzehr von Apfeln gesundheitliche Probleme auf.

Grund dafur ist meist eine Allergie gegen die im Apfel befindlichen Proteine.

1.3 Das Immunsystem und die Reaktion bei Typ-I-Allergie

Das Immunsystem des Menschen dient als Schutzmechanismus vor dem Eindringen von
Viren, Bakterien und anderen infektidsen Organismen und auch zur Abwehr entarteter Zellen,
wie Tumorzellen (Gonzalez et al., 2018). Dabei unterscheidet man zwischen der angeborenen
und der erworbenen (adaptiven) Immunitat (Medzhitov und Janeway, 1997). Die angeborene
Immunitat beschreibt den Mechanismus des Korpers zum Schutz vor dem Eindringen von
Viren, Bakterien oder Parasiten ohne Antikorperbeteiligung durch Schleimhaute oder die
Abwehr von Erregern mit Hilfe von Leukozyten (Ring, 2005). Unter der adaptiven Immunitét
versteht man die Bildung von Antikorpern, nach einer Infektion mit Pathogenen oder anderen
Infektionserregern. Diese teilt sich in zwei Kategorien auf. Bei der aktiven Immunitat bildet der
Korper Antikorper als Antwort auf eine Infektion. Bei einem erneuten Kontakt mit den
Infektionserregern agiert das Immunsystem, dank der gebildeten Antikorper, schneller und
effektiver. Viele Impfungen machen sich diesen Mechanismus zunutze, in dem sie wenig aktive
oder inaktivierte Erreger injizieren und so die Antikorperbildung induzieren (Baxter, 2007,
Marshall et al., 2018). Die passive adaptive Immunitat entsteht entweder, wenn durch
medikamenttdse Behandlung oder durch die Muttermilch bereits gebildete Antikorper in den
Korper gelangen und so vor Infektionen schitzen (Marshall et al., 2018). Es gibt
unterschiedliche Arten von Antikorpern. Dabei handelt es sich um Immunglobuline
Glycoproteine, die alle eine Y-formige Struktur aufweisen. Diese Form setzt sich aus zwei
schweren Ketten und zwei identischen leichten Ketten zusammen, welche durch
Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Am oberen Ende befindet sich die spezifische
Antigenbindungsstelle. Die einzelnen Antikorpertypen, im menschlichen Organismus IgA,
IgD, IgE, IgG und IgM, unterscheiden sich in der Zusammensetzung und Lange der schweren
und leichten Ketten (Burton et al., 2017). Abbildung 2 zeigt den schematischen Aufbau eines
IgE-Antikorpers.
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Abbildung 2 Schematischer Aufbau eines IgE-Antikorpers (nach Rink et al. (2015)).

Auch die Allergie ist bedingt durch eine Immunantwort, jedoch wird sie meist durch
harmlose, nicht-infektiosen Umweltantigenen, wie Proteine aus Pollen oder Tierhaaren
ausgelost (Kizis und Siragakis, 2014). Der Begriff Allergie hat seinen Ursprung in der
griechischen Sprache mit den Worten éAoc (allos) = anderer und epyov (érgon) = Tétigkeit,
Fremdeinwirkung und wurde das erste Mal 1906 von dem Wiener Kinderarzt Clemens von
Pirquet beschrieben (Galli et al., 2008). Die Symptome und Folgen der Allergie waren jedoch
bereits im alten Agypten bekannt und beschrieben (Ring, 2005).

Neben Pollen-, Hausstaub- oder Kontaktallergien, gehdren Nahrungsmittelallergien zu
einer weit verbreiteten Form der Allergie. Etwa 5 % der deutschen Erwachsenen leiden derzeit
an einer Nahrungsmittelallergie (Langen et al., 2013). Die hdaufigsten Ausldser einer
Nahrungsmittelallergie in Europa, sind die Proteine aus Kuhmilch, Sojabohnen und
Hihnereiweil3, wie auch aus Schalenfriichten, wie Erd-, Hasel- oder Walnissen. Diese Zutaten
mussen, laut Art. 21 und Anhang 2 der Lebensmittelinformationsverordnung (LMIV)
1169/2011, neben weiteren Inhaltsstoffen wie Sellerie, Krebstieren, Fisch, Senf, und
glutenhaltigem Getreide, auf Lebensmittelverpackungen als Allergene besonders deklariert
werden.

Die Symptomatik der Nahrungsmittelallergie ist je nach Antigen und Patient vielfaltig und
reicht von gastrointestinalen Symptomen, wie Ubelkeit oder Durchfall, Hautausschlag oder
juckenden Lippen bis hin zu lebensbedrohlichen anaphylaktischen Schocks und akuter Atemnot
(Sicherer und Sampson, 2010).

Man unterteilt die allergischen Reaktionen nach Coombs und Gell (1963) in vier
Allergietypen. (Coombs und Gell, 1963, Rink et al., 2015) Die Typ-1 Allergie stellt dabei den
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haufigsten Allergietyp dar und beschreibt rund 90 % der bekannten Allergien, wie z.B. Pollen-,
Hausstaub-, Tierhaar- oder Nahrungsmittelallergien. Dabei sind sogenannte Immunglobuline
E, auch IgE-Antikorper genannt, involviert. Abbildung 3 zeigt den schematischen Ablauf der

Immunantwort einer Typ-1 Allergie bei Kontakt mit Antigenen.
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Abbildung 3  Reaktion des Immunsystems auf Antigene. B = B-Lymphozyten, B* = antigen-
prasentierende B-Lymphozyten, APZ = antigenprasentierende Zellen, T = T-Zelle, TCR =
T-Zell-Rezeptor, Tu2 = Tn2-Zellen, BP = B-Plasma-Zelle, entstanden durch einen Interleukin
induzierten Klassenwechsel der B-Lymphozyten.

Bei dem ersten Kontakt des Immunsystems mit einem Allergen, der sogenannten
Sensibilisierung, dringt das Antigen ber die Haut, die Schleimhdute oder die Lunge in den
Korper ein. Dort erkennen und verarbeiten dendritische Zellen das Allergen, in dem sie
spezifische Epitope des Proteins auf ihrer Oberflache prasentieren. Sie fungieren also als
allergenprésentierende Zellen, kurz APZ. Parallel dazu kénnen auch B-Lymphozyten als APZ
agieren. Weitere Lymphozyten, wie naive T-Zellen, erkennen die Epitope auf den dendritischen
Zellen mit Hilfe von T-Zell-Rezeptoren (TCR) und dies fihrt zu einer Ausschittung an
Interleukinen (IL) durch die T-Zellen. Neben IL-12, IL-13 oder IL-5 wird auch das bei Typ-I
Allergien wichtigste Interleukin IL-4 gebildet. Ein Kontakt mit Interleukinen fiihrt zu einer

Differenzierung der T-Zellen zu sogenannten T-Helferzellen (Tw-Zellen), genauer zu Twhl-
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Zellen und Tw2-Zellen. Twl1-Zellen produzieren y-Interferon, wéhrend die durch IL-4
differenzierten Tn2-Zellen in der humoralen Immunantwort die Produktion von spezifischen
IgE-Antikorpern anregen (Constant et al., 1995). Dabei binden Tn2-Zellen an die aktivierten
antigenprasentierenden B-Lymphozyten und schiitten dabei erneut Interleukine aus, was in
diesem Fall zu einem Klassenwechsel der B-Zelle zu einer IgE-antikdrperproduzierenden
Plasmazelle fuhrt. Die gebildeten IgE-Antikdrper binden schlielflich an FCeRI-Rezeptoren an
Mastzellen und Basophilen und markieren somit deren Oberflache. Dieser Erstkontakt mit dem
Antigen bleibt jedoch symptomlos.

Erst bei einem erneuten Kontakt mit dem Allergen, wird dieses von IgE-Antikdrpern der
sensibilisierten Mastzellen erkannt. Dies fuhrt zu einer Degranulierung der Mastzelle und somit
zur Freisetzung von verschiedenen vasoaktiven Mediatoren wie z.B. Histamin, Prostagladine,
Enzyme, wie Tryptase oder Chymase aber auch weiteren Interleukinen und neu gebildeten
Leucotrienen (Williams und Galli, 2000, Broide, 2001). Die Mediatoren bewirken eine
Erweiterung der BlutgefaRe, die Reizung der Schleimhdute oder die Kontraktion der glatten
Muskulatur in der Lunge und im Gastrointestinaltrakt. Die Folge sind Schwellungen und
Rétungen der Haut oder Atemnot und Verdauungsbeschwerden. Das sogenannte orale
Allergiesyndrom (OAS) (Galli et al., 2008, Kashyap und Kashyap, 2015) beschreibt eine
Reaktion, die hauptséchlich den oberen Mund- und Rachenraum betrifft. Dabei kommt es zu
Odemen der Mundschleimhaut oder der Zunge oder zu Kribbeln und Juckreiz in Lippen oder
Gaumen. Es konnen jedoch auch nicht-orale Symptome, wie trdnende Augen oder
Hautreaktionen im Gesichts- und Nackenbereich auftreten (Ausukua et al., 2009). Der Begriff
OAS wird hauptséchlich im Zusammenhang mit einer pollenassoziierten Nahrungsmittel-
allergie verwendet.

Die weiteren Allergietypen spielen im Zusammenhang mit Nahrungsmittelallergien eine
deutlich untergeordnetere Rolle. Im Gegensatz zu Allergien des Typ-I, bei der es sich um eine
IgE-vermittelte Reaktion handelt, beschreiben die Typ-II Allergien, eine IgG-vermittelte
Unvertraglichkeitsreaktion auf an eine Matrix gebundenen Antigene. Ein Beispiel dafir sind
Blutgruppenunvertraglicheiten. Auch beim dem Allergietyp I11 sind IgG-Antikorper involviert.
Jedoch unterscheidet sich diese Reaktion dadurch, dass auch Isliche Antigene erkannt und von
Antikorpern gebunden werden kénnen. Die Allergie des Typ-IV wird auch Spattyp genannt.
Dieser Allergie-Typ wird hauptséchlich durch die Reaktion von vermehrt gebildeten T-Zellen
ausgelost. Typische Antigene sind Kontaktallergene wie Nickel. Aufgrund der langsameren
Reaktionszeit der T-Zellen, kdnnen die Reaktionen 24 bis 72 Stunden nach dem Kontakt mit
dem Allergen auftreten (Rink et al., 2015).
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1.4 Pollenassoziierte Nahrungsmittelallergie

Die pollenassoziierte Nahrungsmittelallergie ist die hdufigste Nahrungsmittelallergie in
Deutschland und ist beispielhaft fiir eine Typ-I-Allergie. Sie beschreibt eine Reaktion, die viele
Pollenallergiker betrifft. Die Pollenallergie, auch Heuschnupfen genannt, ist mit ca. 40 %
Betroffenenquote, eine sehr verbreitete Allergie in Europa. Dabei treten Beschwerden nach dem
Kontakt mit diversen Graser- und Baumpollen auf. Die haufigste Baumpollenallergie in Nord-
und Mitteleuropa stellt die Immunreaktion auf Birkenpollen dar, wahrend in stidlichen Breiten,
wie Italien oder Griechenland vermehrt eine Allergie gegen Olivenpollen auftritt (D'Amato et
al., 2007). Die pollenassoziierte Nahrungsmittelallergie beruht auf der Kreuzreaktion von IgE-
Antikorpern mit verschiedenen Proteinen (Henzgen et al., 2005). Die Vielzahl der
Birkenpollenallergiker leidet nicht nur nach dem Kontakt mit Birkenpollen, sondern auch nach
dem Kontakt mit anderen Baumpollen wie Buchen- oder Eichenpollen (Egger et al., 2008) an
den Symptomen. Sie weisen auch meist nach dem Verzehr von bestimmten pflanzlichen
Lebensmitteln typische Allergiesymptome auf. Die Hauptausloser sind dabei Friichte wie
Apfel, Erdbeeren, Pflaumen oder Kirschen (Fritsch et al., 1998, Neudecker et al., 2001, Franz-
Oberdorf et al., 2016, Picchi et al., 2019). Bis zu 80 % der Birkenpollenallergiker weisen eine
solche Kreuzreaktion auf (Eriksson et al., 1982, Asero, 1998, Geroldinger-Simic et al., 2011)
und zeigen die dafir typischen Symptome des OAS (Ausukua et al., 2009).

Der Grund dieser pflanzenubergreifenden Kreuzallergie liegt in der hohen strukturellen
Ahnlichkeit der allergieauslésenden Proteine (Abbildung 4). Die Sensibilisierung und die damit
verbundene Antikdrperproduktion tritt dabei in der Regel nach Kontakt der Nasen- und
Mundschleimhaut mit den inhalativen, wasserldslichen Proteinen der Pollen auf (Webber und
England, 2010). Bei einem Kontakt mit strukturdhnlichen Proteinen aus pflanzlichen
Lebensmitteln, konnen diese durch die gegen Pollenproteine gerichteten IgE-Antikérper
erkannt werden, was zu einer Auslosung typischer Allergiesymptome fiihrt (Kashyap und
Kashyap, 2015).
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Abbildung 4 Vergleich pflanzentbergreifender homologer Allergene und ihrer Tertidrstruktur.
Strukturdhnliche Proteine aus Birkenpollen (Bet v 1, blau), Apfel (Mal d 1, grin), Karotte (Dauc c 1,
orange), Sellerie (Api g1, grau), Sojabohnen (Gly m 4, gelb), Erdbeere (Fraal, rot) und Kirsche
(Pru av 1, lila). Die Ahnlichkeit ist ursichlich fur die haufig auftretende Kreuzreaktion (Ahammer et al.,
2017).

Neben der Kreuzreaktion von Birkenpollen und Friichten der Familie der Rosengewéchse,
sind weitere Kreuzreaktionen zwischen Aeroallergenen aus Pollen und Lebensmittelallergenen
bekannt (Han et al., 2012). So wird ebenfalls das Latex-Frucht-Syndrom und die damit haufig
beobachtete Bananenallergie (Sanchez-Monge et al., 1999) wie auch das Sellerie-Beiful3-
Gewurz-Syndrom, welches Graspollenallergiker betrifft (Withrich und Hofer, 1984)

beschrieben (Henzgen et al., 2005).

1.5 Pathogen-assoziierte Proteine (PR-Proteine)

Als Grund fir die pollenassoziierte Nahrungsmittelallergie sowie fir andere Allergien
pflanzlichen Ursprungs werden haufig sogenannte pathogen-assoziierte Proteine (PR-Proteine)
genannt. Diese Proteine wurden erstmals 1970 beschrieben, nachdem die Protein-
zusammensetzung einer Kontrollpflanze mit der einer Virus infizierten Tabakpflanze
verglichen wurde (van Loon und van Kammen, 1970). Seitdem konnten verschiedene PR-
Proteine in einer Vielzahl an unterschiedlichen Pflanzen nachgewiesen werden. Heute
unterscheidet man siebzehn Unterfamilien der PR-Proteine (Sinha et al., 2014). Die einzelnen
Familien weisen untereinander keine Strukturahnlichkeit auf. Jedoch handelt es sich meist um

Proteine mit niedrigem Molekulargewicht zwischen 6 und 43 Kilodalton (kDa), die eine hohe
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Stabilitat bei niedrigen pH-Werten (unter 3) aufweisen und meist extrazellular exprimiert
werden (van Loon et al., 1994). Die Expression der PR-Proteine in der Pflanze wird durch
unterschiedliche Faktoren, wie mikrobiellen, viralen oder pilzlichen Befall (van Loon, 1985,
Stintzi et al., 1993), aber auch durch weitere Stressbedingungen, wie UV-, Wasser- oder
Hitzestress induziert (Liu und Ekramoddoullah, 2006, Botton et al., 2008, Jain et al., 2012,
Agarwal und Agarwal, 2014). Aufgrund der hohen strukturellen Diversitat der
unterschiedlichen PR-Proteine, haben sie variierende Funktionen als Folge von biotischem und
abiotischem Stress. So zeigen einige Proteine antimykotische Eigenschaften z.B. in Form von
Enzymaktivitéat. Proteine unterschiedlicher Proteinfamilien, z.B. der PR-3 und PR-4-Familien,
weisen beispielsweise eine Endochitinase-Aktivitat auf, die in der Abwehr von Organismen
involviert ist, indem sie den Abbau von Chitin katalysiert (Legrand et al., 1987, Kombrink et
al., 1988, Sanchez-Monge et al., 1999). Chitin ist ein Polysaccharid, das den Hauptbestandteil
der Zellwand von Pilzen oder Hefen ausmacht (Bacon et al., 1966, El Gueddari et al., 2002).
Aber auch eine RNAse Aktivitat einiger PR-10-Proteine konnte bereits nachgewiesen werden
(Bufe et al., 1996, Besbes et al., 2019). Neben der Funktion der PR-Proteine als
Schutzmechanismus der Pflanze, spielen sie auch eine wichtige Rolle in der
Pflanzenentwicklung. Die Expression wird dabei durch Phytohormone wie Brassinosteroide,
Ethylen, Salicylsédure oder Jasmonsdure induziert. PR-Proteine spielen u.a. eine Rolle bei der
Bliten- und Wurzelentwicklung und der Samenkeimung (Lotan et al., 1989, Chye et al., 2005,
Seo et al., 2008) eine wichtige Rolle.

Unabhéngig von ihrer Funktion in der Pflanze, weisen PR-Proteine unterschiedlicher
Familien haufig ein hohes allergenes Potential auf (Hoffmann-Sommergruber, 2002, Sinha et
al., 2014). Darunter fallen einige Proteine der PR-14-Familie, den sogenannten Lipid-Transfer-
Proteinen (LTP), zu der das Apfelallergen Mal d 3 gehort, oder die Thaumatin-dhnlichen
Proteinen der PR-5-Familie, zu denen auch das Minorallergen des Apfels, Mal d 2, zahlt. Aber
auch weitere PR-Proteinfamilien beinhalten allergieauslésende Proteine (Hoffmann-
Sommergruber, 2002, Breiteneder und Mills, 2005). Die Hauptausloser der pollenassoziierten
Nahrungsmittelallergie sind die Proteine der PR-10-Proteinfamilie.

PR-10-Proteine, die erstmals in Petersilie beschrieben wurden, umfassen eine Gruppe leicht
azider, intrazellul&rer Proteine mit einem Molekulargewicht von 16 kDa bis 18 kDa (154-160
Aminosauren) (Somssich et al., 1988, Walter et al., 1996), welche meist stabil gegeniiber
enzymatischem Abbau sind (Sinha et al., 2014). PR-10 Proteine weisen speziesubergreifend
eine hohe strukturelle Ahnlichkeit innerhalb der Proteinfamilie auf. Die dreidimensionale

Struktur besteht aus einem sieben-strangigen antiparallelen B-Faltblatt-Grundgerdist, welches
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durch zwei kleinere o-Helices erweitert wird. Ein sehr konserviertes Motiv in der
Aminosauresequenz aller homologen PR-10 Proteine ist die glycinreiche Schleife (P-Loop), die
die Strange p2 und B3 des Faltblattes miteinander verbindet (Abbildung 5). Gemeinsam mit
einer weiteren C-terminalen o-Helix bildet das Protein eine hydrophobe Bindungstasche,
welche kleinere Liganden binden kann (Fernandes et al., 2013). Der P-Loop ist auch in anderen
Proteinen ein bekanntes konserviertes Motiv und dient in vielen Nukleotid-bindenden Proteinen

als Bindungsstelle (Saraste et al., 1990).
C

Sl o
Glycinreiche ,
Schleife (
N ‘%\D 5
P 4R

R

Abbildung 5 Struktur des Apfelallergens Mal d 1 als Beispiel eines PR-10 Proteins. Die a-Helices
sind gelb, die p-Faltblattstrukturen sind in pink dargestellt. Die hochkonservierte glycinreiche Schleife
verbindet zwei Strange des p-Faltblattes (RSCB Protein Data Bank, 2020). Die Struktur formt eine
hydrophobe Bindungstasche, in die unterschiedliche Liganden binden kénnen.

Die Liganden kénnen, abh&ngig vom Protein, Polyphenole wie Flavanole (Casanal et al.,
2013a) Flavonol-Glycoside (Seutter von Loetzen et al., 2014, Jacob et al., 2019) oder auch
Pflanzenhormone (Zubini et al., 2009) und Fettsduren (McBride et al., 2019) sein. Daher wird
die Beteiligung der PR-10-Proteine am physiologischen Transport von kleineren Molekilen
diskutiert (Koistinen et al., 2005).

In den folgenden Jahren nach ihrer Entdeckung wurden PR-10 Proteine in zahlreichen
Pflanzen identifiziert, darunter viele Baumarten wie Birke, Buche oder Koniferen (de Groot et
al., 1996, Ekramoddoullah, 2004, Moraes et al., 2018) oder Obst- und Gemiisearten wie Apfel
(Gao et al., 2005, Ahammer et al., 2017), Erdbeeren (Munoz et al., 2010, Kurze et al., 2018a),
Nissen (Chadha und Das, 2006, Jacob et al., 2019) oder Sellerie (Haka et al., 2015). Die genaue
Funktion der PR-10 Proteine bleibt jedoch weitestgehend unklar. Bisher bekannte Funktionen
einzelner PR-10-Proteine sind sehr unterschiedlich und vielseitig und reichen von

Schutzmechanismen bei abiotischem und biotischem Stress durch antimykotische
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Eigenschaften (Andrade et al., 2010) tiber eine mdgliche RNAse-Aktivitat (Besbes et al., 2019)
bis hin zu Hinweisen auf ein Mitwirken in der Pflanzenentwicklung. Darauf deuten sowohl der
maogliche Transport von in der Bindungstasche gebundenen Molekiilen oder Hormonen, wie
auch die Tatsache der Proteinexpression in unterschiedlichen Pflanzenorganen (van Loon und
van Kammen, 1970, Yamamoto et al., 1997, Mogensen et al., 2002, Wu et al., 2017).

Grund flr die vielféltigen Funktionen der PR-10 Proteine kdnnte die Codierung durch eine
Vielzahl an unterschiedlichen Genen auf mehreren Chromosomen sein. Man spricht von einer
Multigenfamilie (Gao et al., 2005, Schenk et al., 2006, Lebel et al., 2010, Franz-Oberdorf et
al., 2016, Gao, 2019).

15.1 Bet v 1 — das Hauptallergen der Birkenpollen

Der bekannteste Vertreter der PR-10 Proteinfamilie ist das Hauptallergen des Birkenpollens
Bet v 1, weshalb auch andere Proteine dieser Familie oft als Bet v 1-homologe Proteine
bezeichnet werden (Vieths et al., 2002).

Die Aminosauresequenz des Bet v 1 wurde erstmals 1989 beschrieben (Breiteneder et al.,
1989) und sieben Jahre spéter wurde die dreidimensionale Struktur aufgeklart (Gajhede et al.,
1996). Die Nomenklatur des Allergens Bet v 1 setzt sich nach den Nomenklatur-Regeln der
Weltgesundheitsorganisation WHO wund der Internationalen Union Immunologischer
Gesellschaften 1UIS aus den Anfangsbuchstaben des lateinischen Namens des Genus und der
Spezies der Weilibirke oder Hangebirke, Betula verruscosa (Synonym: Betula pendula),
zusammen. AnschlieBend werden die Allergene nach der chronologischen Reihenfolge der
erstmaligen Isolierung nummeriert (Chapman et al., 2007).

Betv1l wird, wie auch andere Vertreter der PR-10-Proteinfamilie, durch eine
Multigenfamilie kodiert (Schenk et al., 2009) Dies fuhrt zur Existenz verschiedener Isoformen
des Allergens (Swoboda et al., 1995, Breitenbach et al., 1996), welche sich in kleinen
Anderungen der Aminosauresequenz unterscheiden. Daher kénnen sie unterschiedliche
Eigenschaften in Bezug auf Stabilitat, Bindungsaffinitat oder Allergenitat aufweisen (Ferreira
etal., 1996, Seutter von Loetzen et al., 2015, Machado et al., 2016). So gilt die Isoform Bet v 1a
als reaktivste Isoform, wahrend Bet v 1d und Bet v 1l eine deutlich geringere IgE-Reaktivitat
zeigen (Markovic-Housley et al., 2003, Schenk et al., 2009).

Wie auch bei den meisten anderen PR-10-Proteinen, ist die genaue physiologische Funktion
des Bet v 1 in vielen Punkten noch unklar. Eine RNAse-Aktivitit konnte bereits nachgewiesen
werden (Bufe et al., 1996). Jedoch ist fir Bet v 1 auch eine Bindung nattrlicher Liganden in

die hydrophobe Bindungstasche der Proteinstruktur beschrieben. Das native Bet v 1 aus Pollen
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zeigt dabei eine starke Bindungsaffinitat zu Quercetin-3-O-sophorosid (Seutter von Loetzen et
al., 2014) und in geringerem Male auch zu anderen glykosilierten und nicht-glykosilierten
Flavonoiden. In Kristallstrukturen des Bet v 1 konnten noch weitere Liganden identifiziert
werden, was auf eine zusatzliche Funktion des Proteins im Hormontransport der Pflanze
hindeutet (Markovic-Housley et al., 2003). Die Starke der Bindungsaffinitat ist dabei, wie auch
die Allergenitat, isoformabhangig (Seutter von Loetzen et al., 2015). Eine Untersuchung der

Isoformen ist daher von steigender Wichtigkeit.

1.5.2 Mal d 1 — das Hauptallergen der Apfel aus Malus x domestica

Im Apfel weisen verschiedene Proteine aus unterschiedlichen Proteinfamilien ein allergenes
Potential auf. Die Nomenklatur, setzt sich dabei, wie schon bei dem Birkenpollenallergen
Bet v 1 aus den Anfangsbuchstaben des lateinischen Namens des Genus und der Spezies
Malus x domestica zusammen. Fir den Kulturapfel sind vier verschiedene Allergene
beschrieben (Marzban et al., 2005). In Sitideuropa stellt das nichtspezifische Lipid-Transfer-
Protein (nsLTP) Mal d 3 aus der Familie der PR-14 Proteine den haufigsten Ausldser fur eine
Apfelallergie dar. Dabei handelt es sich um ein hitzestabiles Protein mit einer Grol3e von etwa
9 kDa, das hauptsachlich in der der Schale des Apfels exprimiert ist (Marzban et al., 2005,
Hoffmann-Sommergruber et al., 2007). Homologe nsLTPs konnten in Pollen und Friichten des
Pfirsichs sowie auch in anderen Friichten nachgewiesen werden, jedoch trat keine oder nur
selten eine Kreuzreaktion auf (Marzban et al., 2006). Die Symptome, die durch eine Allergie
gegen Mal d 3 ausgeltst werden, sind dabei meist schwerwiegender als die Symptome des
OAS. Daneben sind das Thaumatin-&hnliche Protein Mal d 2 aus der PR-5-Familie und das
Profilin Mal d 4 fir die Apfelallergiethematik bedeutend weniger relevant (Marzban et al.,
2005).

Das Haupt-Apfelallergen in Nord- und Mitteleuropa, wie auch in Nordamerika, ist das
PR-10 Protein Mal d 1, welches zu den Bet v 1-homologen Protein z&hlt (Ahammer et al.,
2016). Eine genaue Zahl der Patienten mit pollen-assoziierter Apfelallergie in Europa ist nicht
bekannt. Die Angaben reichen von 47 % (Eriksson et al., 1982) bis 80 % (Geroldinger-Simic
et al., 2011) der Birkenpollenallergiker, die zudem beziiglich Mal d 1 sensibilisiert sind.

Mal d 1 wurde erstmals 1995 isoliert und charakterisiert (Vanek-Krebitz et al., 1995). Es
handelt sich hierbei um ein Protein mit der Grol3e von 17.5 kDa (160 Aminoséuren), welches
in unterschiedlichen Pflanzenorganen exprimiert wird. Es wurde in den Fruchten, sowohl in der
Schale als auch im Fruchtfleisch (Marzban et al., 2005) gefunden, konnte jedoch auch in
Blattern (Beuning et al., 2004, Gilissen et al., 2005), Bliten (Sung et al., 1998) und Pollen

14



Einleitung

(Marzban et al., 2006) der Badume nachgewiesen werden. Es gibt Unterschiede in der
Expression des Proteins sowohl innerhalb eines Baumes als auch innerhalb einer Frucht
(Marzban et al., 2005, Asero et al., 2006).

Wie auch das Betv 1, wird Mal d 1 durch eine Vielzahl an Genen kodiert, die sich auf
unterschiedlichen Chromosomen befinden (Pagliarani et al., 2012). Bei den unterschiedlichen
Genen handelt es sich sowohl um Gene, die ein Intron enthalten, als auch um Gene ohne Intron
(Gao et al., 2008). Wahrend Uber die Expression der bereits bekannten 31 Gene bereits
mehrfach berichtet wurde (Atkinson et al., 1996, Beuning et al., 2004, Botton et al., 2008),
liegen nur wenig Informationen Uber die Expression, die Eigenschaften und die Funktionen der
daraus resultierenden allelischen Varianten vor. Fir jedes Gen sind mehrere Isoformen
maoglich. Allein fir das Gen, das Mal d 1.06C kodiert, konnten sechs unterschiedliche
Proteinvarianten (allelische Varianten) in verschiedenen Kultivaren charakterisiert werden
(Gao et al., 2008). Aufgrund der Diploidie der meisten Apfel sind dabei jedoch maximal zwei
Varianten pro Gen fiir jeden Genotyp maglich.

Es gibt Hinweise, die auf ein unterschiedliches allergenes Potential der Isoformen hindeutet
(Son et al, 1999, Uehara et al., 2001). Dies unterstreicht die Wichtigkeit der
Isoformzusammensetzung im Apfel bezlglich der Allergenitdt und koénnte eine mdgliche
Erklarung auf die unterschiedliche Vertraglichkeit der Apfelgenotypen darstellen (Vegroetal.,
2016).

Aufgrund der hohen Ubereinstimmung der Aminosauresequenzen von Mal d 1 und Bet v 1
von uber 64 % und einer hohen dreidimensionalen Strukturdhnlichkeit, weisen beide Proteine
ahnliche physikalische und chemische Charakteristika auf (Vanek-Krebitz et al., 1995,
Ahammer et al., 2017). So ist Mal d 1, wie Bet v 1, sehr labil gegeniiber Hitzeeinwirkung und
der Zersetzung durch Proteinasen (Vieths et al., 1998, Gruber et al., 2004, Mills et al., 2009,
Somkuti et al., 2011, Szamos et al., 2011). Ein Grund fur die Labilitat ist, dass die meisten
Isoformen des Mald1, aufgrund fehlender Cysteinreste, keine stabilisierenden
Disulfidbriicken ausbilden kénnen. Diese Tatsache der Hitze- und Proteinaselabilitat
ermdglicht den meisten Patienten den symptomfreien Verzehr von prozessierten und erhitzen
Apfelprodukten, wie pasteurisierte Safte, Cidre, Mus oder Kuchen (Bolhaar et al., 2005).

Aufgrund des niedrigen Gesamtproteingehaltes von Apfeln liegt der Gehalt an Mal d 1 im
Bereich Mikrogramm pro Gramm Frischgewicht (Garcia et al., 2007, Matthes und Schmitz-
Eiberger, 2009, Kiewning und Schmitz-Eiberger, 2014). Die Mal d 1-Gehalte sind stark vom
Genotyp abhangig (Matthes und Schmitz-Eiberger, 2009, Ahammer et al., 2017). Sorten wie

’Golden Delicious’ oder *Jonagold’ zeigen in der Regel ein hoheren Allergengehalt als Apfel
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der Sorten ’Santana’ oder *Gloster’ (Vieths et al., 1994, Marzban et al., 2005, Asero et al.,
2006, Kootstra et al., 2007, Vlieg-Boerstra et al., 2011, Kschonsek et al., 2019b). Jedoch
beeinflussen auch die Umweltbedingungen beim Anbau (Botton et al., 2008, Matthes und
Schmitz-Eiberger, 2009) und die Lagerungsbedingungen nach der Ernte (Sancho et al., 2006,
Schmitz-Eiberger und Matthes, 2011, Kiewning und Schmitz-Eiberger, 2014) den Mal d 1-
Gehalt in hohem Mal3e.

Oft wird der Mal d 1-Gehalt mit dem allergenen Potential der Apfel gleichgesetzt (Matthes
und Schmitz-Eiberger, 2009, Kiewning und Schmitz-Eiberger, 2014). Jedoch wird immer
deutlicher, wie wichtig eine Kombination aus in vitro und in vivo Versuchen zur Bestimmung
der Allergenitét ist, denn eine direkte Korrelation zwischen der Vertraglichkeit einer Apfelsorte
und dem allergieauslésenden Proteins Mal d 1 ist oft nicht nachzuweisen (Asero et al., 2006).
Die Sorte *Fuji’ zeigt in Mal d 1-ELISA Tests einen hohen Allergengehalt (Marzban et al.,
2005), eine mittlere Allergenitat in Skin-Prick-Tests zum Nachweis einer allergischen Reaktion
bei Patienten (Bolhaar et al., 2005) und bei Betrachtung der Gen-Expression eine sehr geringes
Potential (Botton et al., 2008).
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Abbildung 6 hydrophobe Bindungstasche des Mal d 1. A Hydrophile Bereiche sind blau, hydro-
phobe Bereiche sind gelb dargestellt. B1 — B7: Strdnge der B-Faltblattstruktur, al — a3: a-Helices. B
Oberflachenstruktur energetisch giinstigen Proteinfaltung des Mal d 1.0101. €1 — €2 sind hydrophobe
Eingénge in die Bindungstasche des Proteins (Ahammer et al., 2017).
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Uber die genaue Funktion des Mal d 1 in der Pflanze ist derzeit nicht viel bekannt. Eine
Ribonuklease-Aktivitdt, wie sie das Betv 1 aus Birkenpollen, das homologe Protein der
Erdbeere, Fraa 1, oder das Lupinenprotein LaPR-10 aufweisen, konnte fur Mal d 1 nicht
nachgewiesen werden (Bufe et al., 1996, Bantignies et al., 2000, Besbes et al., 2019). Auch
sind bisher noch keine physiologischen Liganden, wie beispielsweise bei Bet v 1, bekannt. Da
auch beim Mal d 1 eine hydrophobe Bindungstasche mit zwei hydrophoben Eingangen
existiert, kann eine Funktion als Transportprotein nicht ausgeschlossen werden (Ahammer et
al., 2017). Es konnte jedoch bereits ein assoziiertes Protein zu Mal d 1 identifiziert werden
(Puehringer et al., 2003), welches unteranderem Motive aufweist, die eine Rolle bei der
mikrobiellen Abwehr in der Zellwand spielen. Einen Hinweis iber die Funktion dieses Proteins

in Kombination mit Mal d 1 sind nicht bekannt.

1.6 Ursachen und Therapiemdglichkeiten

Die Zahl der Allergiepatienten ist in den letzten Jahren deutlich angestiegen und steigt bis
heute. Dabei erhéht sich vor allem die Zahl der Pollen- und Nahrungsmittelallergiker. Die
Birkenpollenallergie tritt in Europa bei 8 — 16 % der Bevdlkerung auf, mit steigender Tendenz
(Biedermann et al., 2019). Es werden mehrere mogliche Grunde fur diesen Anstieg diskutiert,
jedoch gibt es bisher keine eindeutigen Beweise fur einen Zusammenhang.

Eine Theorie stellt die sogenannte Hygiene-Hypothese dar, die erstmals 1989 beschrieben
wurde (Strachan, 1989). Sie beschreibt den Zusammenhang von zunehmenden
Hygienestandards und der damit einhergehenden Abnahmen infektidser Krankheiten, mit der
starken Zunahme an Immunerkrankungen wie Allergien, Asthma oder Multipler Sklerose in
Industrielandern in den letzten 70 Jahren (Scudellari, 2017). Unterstutzt wird diese Theorie
durch Tiermodellstudien und die Tatsache, dass die Zahl der Immunerkrankungen in
Entwicklungslandern deutlich geringer ist, als in Industriestaaten (Yazdanbakhsh et al., 2002).
Jedoch erfolgten die grofiten Verénderungen bei den Hygienestandards der Industrielander
bereits bis zum Anfang des 20. Jahrhunderts, wéhrend der Anstieg der Allergien erst Jahrzehnte
spater eintrat (Platts-Mills, 2015).

Daher wird neben der Hygiene wird seit ein paar Jahren der Klimawandel als mdgliche
Ursache fir ein erhdhtes Risiko an Heuschnupfen zu erkranken, diskutiert. Die hdéheren
Temperaturen und vermehrt auftretenden Luftschadstoffen wie beispielsweise Kohlenstoff-
dioxid fihrt zu einer erhohten Pflanzenbiomasse und somit auch zu einer erhdhten
Pollenproduktion (Ziska und Caulfield, 2000, Damialis et al., 2019). Zudem erfolgt die
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vermehrte Bildung von stressinduzierten Proteinen, die in den meisten Féllen als Antigene
fungieren. Aber auch vermehrte Schadstoffe wie Dieselpartikel oder Ozon lassen das Risiko
eine Pollenallergie zu entwickeln, ansteigen (Diaz-Sanchez et al., 1999, Parker et al., 2009).

Die Veranlagung fir Allergien wird zudem genetisch vererbt. Das Risiko einer
Allergieentwicklung des Kindes steigt von 0-15 % auf bis zu 60-80 %, wenn eines, oder beide
Elternteile bereits Allergien aufweisen (Deutscher Allergie- und Asthmabund (DAAB), 2020).

Fur die Diagnose einer Allergie werden mehrere Methoden verwendet. Zum Nachweis von
Urtikaria oder anderen Hautreaktion auslésenden Allergenen eignen sich Hauttests, wie der
Einstich- oder Kratztest (engl. prick-test oder scratch-test). Dabei werden die Allergene durch
Einritzen oder Einstechen in die Haut eingebracht und die allergische Reaktion anhand der
R&tung und Schwellung diagnostiziert (de Groot et al., 1996, Ricci et al., 2010, Rink et al.,
2015). Fur Nahrungsmittelallergene konnen die allergieauslosenden Proteine bei
Provokationstests, entweder in nattrlicher Form im Lebensmittel oder in Kapseln oral
verabreicht werden (Bucher et al., 2004, Kopac et al., 2012). Die Symptome sind in vielen
Féllen nicht direkt messbar, sondern werden vom Patienten anhand einer Skala beschrieben und
beurteilt (Worm et al., 2014).

Da bei in vivo Tests die Gefahr starker korperlicher Symptome mit teilweise
gesundheitsgefahrdenden Auswirkungen besteht, bieten in vitro Analysen eine ungeféhrliche
Alternative. Dabei erfolgt der Nachweis meist ber die Messung der spezifischen Antikdrper
im Blut oder Serum. Beim Radio-Allergo-Sorbent-Test (RAST) werden festphasengebundene
Antigene mit Patientenseren inkubiert. Vorhandene Antikorper der Patienten binden an das
Antigen und kénnen anschlieRend in einem Radioimmunoassay nachgewiesen werden (Rossen
und Birdsall, 2012, Rink et al., 2015).

Deutlich sensitiver kann eine Immunreaktion durch die Analyse, der durch die allergische
Reaktion aktivierten basophilen Granulozyten, erfolgen. Diese bilden nach der Immunreaktion
als Folge von Allergenkontakt, Oberflachenproteine wie CD203c oder CD63 aus (Hemmings
et al., 2018). Die Expression dieser Oberflachenmarkierung der Basophilen kann per
Durchflusszytometrie gemessen werden (MacGlashan, 2010, Hoffmann-Sommergruber et al.,
2015, Franz-Oberdorf et al., 2016).

Bei der Behandlung der Allergiesymptome kénnen diese mit Hilfe von Antihistaminika
oder anderen Medikamenten eingedammt werden, jedoch gibt es bisher kaum wirkungsvolle
Therapien flr Pollen- oder Nahrungsmittelallergiker. Meist ist die einzige Mdoglichkeit, eine
strikte Meidung der allergieauslésenden Proteine oder Lebensmittel (Worm et al., 2014). Dies

ist, vor allem bei Pollenallergikern oft sehr schwierig umzusetzen. Daher wird bei
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Heuschnupfen haufig die Hyposensibilisierung eingesetzt. Uber einen langen Zeitraum, meist
uber mehrere Jahre hinweg, werden den Patienten regelmélig kleinere Dosen des
allergieausldsenden Proteins beispielsweise in Form von rekombinantem Bet v 1, injiziert. Es
erfolgt ein Gewohnungseffekt des Immunsystems und zu einer Minderung der allergischen
Reaktion nach dem Kontakt mit dem nativen Antigen. Bei pollenassoziierten Nahrungs-
mittelallergien kann eine solche Behandlung der Pollenallergie auch die Symptome der
Lebensmittelallergie mindern (Asero, 1998, Bucher et al., 2004). Auch eine Hyposensibi-
lisierung mit rekombinantem Mal d 1 fihrte bereits zu einer Reduktion der allergischen
Symptome der Apfelallergie (Kinaciyan et al., 2018)

Der Bedarf an allergenarmen Lebensmitteln steigt stetig an, weshalb die Forschung und

Entwicklung in diesem Bereich von erhohter Wichtigkeit ist.

1.7  Der Einfluss von Polyphenolen auf die Vertraglichkeit

Polyphenole werden, neben zahlreichen positiven Eigenschaften auf die menschliche
Ern&hrung, welche im Kapitel 1.2 beschrieben wurden, auch immer wieder mit einem positiven
Einfluss auf die Allergenitét eines Lebensmittels in Verbindung gebracht. Zahlreiche Studien
schlagen verschiedene Grinde fir einen antiallergenen Effekt vor. Dabei greifen die
Polyphenole in unterschiedliche Wirkmechanismen, zu verschiedenen Zeitpunkten der
allergischen Reaktion ein (Singh et al., 2011).

Zum einen kénnen Polyphenole die Bindungsaffinitat von IgE-Antikdrpern zu Antigenen
hemmen. Ein Grund dafur ist die Bindung einiger Polyphenole an das Antigen, beispielsweise
in eine hydrophobe Bindungstasche, wie es bei einigen PR-10-Proteinen der Fall ist. Dies kann
zu einer Konformationsanderung des Proteins fiihren (Casanal et al., 2013a) und damit zu einer
verminderten IgE-Bindungsaffinitat (Seutter von Loetzen et al., 2014, Moraes et al., 2018). Die
Antikdrpererkennung kann jedoch auch durch einen weiteren Faktor gestort werden. Die
Polyphenoloxidase (PPO) katalysiert die Oxidation von aromatischen Polyphenolen zu
Chinonen und spielt, dank ihrer Cresolase- und Catecholaseaktivitat eine wichtige Rolle bei der
enzymatischen Braunung von Obst (Nicolas et al., 1994, Holderbaum et al., 2010, Kiewning et
al., 2013). Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit kann die PPO jedoch auch die Aminosaure
Tyrosin als Substrat oxidieren. Die entstehenden Strukturen kénnen mit anderen Aminoséuren
des Proteins kovalente Vernetzungen bilden, was ebenfalls zu einer Anderung der
Konformation fiihrt (Wu et al., 2016, Kschonsek et al., 2019a).
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Neben der IgE-Bindung kann auch die Freisetzung von Mediatoren, wie Histamin aus den
Mastzellen durch Polyphenole beeinflusst werden (Pearce et al., 1984, Bronner und Landry,
1985). Polymere Polyphenole wie Tannine kénnen dabei die Bindung von IgE-Antikérpern mit
den auf den Mastzellen befindliche FCeRI-Rezeptoren hemmen (Tokura et al., 2005) oder
beeinflussen die flr die Histaminausschittung ebenfalls essenzielle Tyrosinkinasen (Maeda-
Yamamoto et al., 2004, Gilfillan und Rivera, 2009).

Aufgrund dieser Erkenntnisse werden polyphenolreiche Apfelsorten oft als vertréglicher
eingestuft (Kschonsek et al., 2019b). Durch die natirliche Diversitat der Apfelsorten und der
Abhangigkeit des Allergengehaltes und der Polyphenole vom Genotyp, muss jedoch eine

individuelle Bewertung der Allergenitat erfolgen.

1.8 Ansatze zur Zichtung allergenarmer Apfel

Aufgrund er stetig steigenden Zahlen der Menschen, die an einer Lebensmittelallergie,
insbesondere der pollenassoziierten Nahrungsmittelallergie leiden, steigt auch die Bedeutung
und das Interesse an allergenarmen Frichten. Bei der Zuchtung neuer Apfelsorten handelt es
sich um ein sehr zeitintensives Unterfangen. Die VVorgaben des Marktes und die Erwartungen
der Verbraucher sind ebenfalls sehr hoch. Neben dem Geschmack, dem Aroma, der Fruchtfarbe
und der Ertragsstabilitit gehtéren auch eine gute Lagerféhigkeit, Resistenzen gegeniber
Krankheiten und eine gute Anpassung an die sich &ndernden klimatischen Bedingungen zu den
Hauptkriterien flr Apfelsorten (Sansavini et al., 2004, Peil et al., 2011, Ruhmer, 2014)

Es gibt zwei Hauptansétze, die bei der Ziichtung von allergenarmen Pflanzen und Friichten
eine wichtige Rolle spielen. Die erste Strategie ist die genetische Modifizierung des
Pflanzenmaterials, beispielsweise durch Suppression der proteinkodierenden Sequenzen durch
die RNA-Interferenz-Technik (RNAI) was zu genetisch-modifizierten Friichten fuhrt (Gilissen
et al., 2005, Krath et al., 2009). Versuche dieser Art fiihrten bereits erfolgreich zu
Apfelfriichten, die in Humanstudien als deutlich besser vertraglich eingestuft wurden als der
Wildtyp der Sorte ’Elstar’ (Dubois et al., 2015). Dieser Ansatz kann fir den amerikanischen
Markt von grofRer wirtschaftlicher Bedeutung sein. Nach einer Genehmigung durch die U.S.
Food & Drug Administration (FDA) und der Organisation fiir Lebensmittel und Landwirtschaft
der vereinten Nationen (FAO), kdénnen gentechnisch verénderte Lebensmittel im Handel
zugelassen werden (FAO GM Foods Platform, 2020, FDA U.S. Food and Drug Administration,
2020). So sind bereits gentechnisch verédnderte Apfelsorten, deren PPO-Gehalt mittels RNAI
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herabreguliert wurde, unter der Produktbezeichnung , Arctic® Apples* auf dem Markt
(www.arcticapples.com).

In der Européischen Union ist eine Zulassung von gentechnisch verdnderten Lebensmitteln
basierend auf geltenden Europdischen Lebensmittelrecht, Verordnung 1830/2003 nicht
maoglich. Daher muss der Ansatz bei der Produktion allergenarmer Frichte den klassischen
Ziichtungsansatzen entsprechen. Dabei werden die Apfel nach phanotypischen Kriterien, ihrer
Fruchtqualitat und anderen Kriterien, wie dem Allergengehalt selektioniert. Uber mehrere Jahre
und Jahrzehnte muss nun die Qualitat beobachtet und bestimmt werden (Flachowsky et al.,
2011). Dabei unterstiitzt seit einigen Jahren die Kenntnis des Genoms (Velasco et al., 2010)
und somit die genetischen Grundlage, die Selektion von geeigneten Kandidaten. Dies eignet
sich vor allem bei multigenen Eigenschaften wie dem Mal d 1-Gehalt (Perez et al., 2012,
Benevenuto et al., 2019). In Kombination mit Humanstudien und Untersuchungen auf
molekularer Ebene ist es auch mdglich die Vertraglichkeit dieser Genotypen fir Allergiker zu
ermitteln (Hoffmann-Sommergruber et al., 2007). Bisher spielte diese Eigenschaft der neuen
Sorten keine Rolle, was sich aber durch die gesteigerte Nachfrage der Konsumenten in den
letzten Jahren entscheidend geandert hat. Erst wenn alle Kriterien erfullt sind, kann dies zu
einer potenziellen Sortenzulassung und somit zu einer Zulassung fur den Markt fiihren. Eine
Zeitdauer von 20 Jahren und mehr ist keine Seltenheit (Flachowsky et al., 2011). Daher ist es
von entscheidender Wichtigkeit fundierte Kenntnisse auf molekularer und genetischer Ebene,

wie auch tber die Zusammenhénge zu erlangen.
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2 Ziel der Arbeit

Die Zahl an Allergikern in Deutschland und weltweit stieg in den letzten Jahren rapide an
und alles deutet darauf hin, dass sie auch in den folgenden Jahren weiter ansteigen wird. VVor
allem die Anzahl der Pollenallergiker, und mit ihr die Zahl der an pollenassoziierter
Nahrungsmittelallergie leidenden Personen nimmt stark zu. Die Symptome sind in den meisten
Fallen nicht lebensgefahrlich, beeintrachtigen jedoch ein normales Alltagsleben erheblich.

Meist ist die einzige Mdglichkeit, diesen Symptomen zu entgehen, ein strikter Verzicht auf
die allergieauslésenden Lebensmittel. Die Hoffnung sind allergikerfreundliche Produkte, deren
Nachfrage kontinuierlich steigt.

Bei Naturprodukten, wie Apfeln oder anderen Obst- und Gemisearten ist die
Gewidhrleistung einer guten Vertraglichkeit, mit einem groBen und zeitintensiven
Zichtungseinsatz moglich. Daher hat es sich das Projekt ,,Ziichtung allergenarmer Apfel iiber
Mal d 1-ELISA-Selektion als multidisziplindres Entwicklungsvorhaben (AllArm)“ zum Ziel
gesetzt, als Kooperationsprojekt der TUM, der Hochschule Osnabriick, der Charité in Berlin
und der Zichtungsinitiative Niederelbe, den Allergengehalt als Selektionsparameter in der
Zichtung zu etablieren und neue Genotypen in Humanstudien auf ihre Vertraglichkeit hin zu
testen.

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Etablierung eines ELISA-Tests mit
rekombinantem Mal d 1, welches in E. coli exprimiert und isoliert wurde. Damit ist es moglich,
zunachst patientenunabhdngig, aus einer Vielzahl an Nachkommen einer Kreuzungspopulation,
Genotypen zu ermitteln, die einen geringen Mal d 1-Gehalt aufweisen und somit fiir die weitere
Zuchtung eines allergikerfreundlichen Apfels geeignet sind. Diese Allergenbestimmung fand
zu verschiedenen Zeitpunkten der Selektion statt, um dieses Wissen in Zukunft als weiteres
standardmaRiges Selektionskriterium anzuwenden.

Des Weiteren wurden die Daten aus Provokationsstudien der Charité Berlin ausgewahlter
Genotypen mit den analysierten Mal d 1-Gehalten korreliert.

Um das Allergiepotenzial von Apfeln besser zu verstehen, wurden im Zuge dieser Arbeit
auch die Polyphenolgehalte und die Isoformen des Mal d 1 in ausgewahlten Genotypen
untersucht.

Dieses Wissen kann in naher Zukunft dazu beitragen, einen allergikerfreundlichen Apfel zu
zuchten, der das Allergiesiegel der Europaischen Stiftung fur Allergieforschung (ECARF)

verliehen bekommt.
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3 Material & Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien

Soweit nicht anders erwahnt, wurden alle Chemikalien in analysenreiner Qualitat (p. A.)

eingesetzt.

Tabelle 1 Verwendete Chemikalien

Chemikalienname

Abkirzung Hersteller

2-Propanol

3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidin

30 % Acrylamid-/
Bisacrylamidlosung (37,5:1)
5-Brom-4-chlor-3-
indolylphosphat, Dinatriumsalz
Agar

Aluminiumsulfat x 18 H,O
Ameisensdure 98-100 %
Ammoniumpersulfat
Biochanin A

Bovines Serumalbumin
Coomassie Brillant Blau G-250
Cyanidin-3-O-galactosid
Cyanidin-3-O-glucosid
D(+)-Glucose, wasserfrei
Dinatriumhydrogenphosphat
Essigsaure 100 %

Ethanol, absolut

Glycin > 99 %
Harnstoff > 99,5 %

TMB

BCIP

APS

BSA

NaxHPO4

EtOH

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Molekula, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Extrasynthese, Genay, Frankreich
Extrasynthese, Genay, Frankreich
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
VWR International GmbH,
Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
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Chemikalienname

Abkirzung Hersteller

Hefeextrakt

Imidazol

Kaliumchlorid
L(+)-Cystein > 99 %
Laemmli Sample Buffer, 2x
Magnesiumchlorid

Magnesiumchlorid, 50 mM

Magnesiumsulfat Heptahydrat

Methanol HiPerSolv , LC-MS-grade

Methanol, absolut
N,N-Dimethylformamid
N,N,N"N'-
Tetramethylethylendiamin > 99 %
Natriumcarbonat, wasserfrei
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Monohydrat
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydrogencarbonat
0-Phosphorséure 95-98 %
Phenylmethylsulfonylfluorid
p-Nitrotetrazolium-blau-chlorid
Roti®-Nanoquant (5% Konzentrat)
Salzséure, 37 % rauchend
Schwefelsaure 96 %
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Trypton/ Pepton aus Casein

Tween-20®

KCI

MgCl;
MgCl,

MgSO4
7 x H0

DMF
TEMED

Na>COs3
NaCl
NaH2PO4 x
H>O

SDS
NaHCO3

PMSF
NBT

HCI

TRIS

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Acros organics, New Jersey, USA
Bio-Rad Laboratories, Munchen
Merck, Darmstadt
New England Biolabs GmbH,
Frankfurt am Main

JT Baker, Deventer, Niederlande

VWR International GmbH,
Darmstadt

Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Fluka, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Fluka, Steinheim

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
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Tabelle 2 Verwendete Antibiotika

Antibiotika Hersteller
Ampicillin Natriumsalz Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Chloramphenicol Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

3.1.2 Antikorper und Enzyme

Tabelle 3 Verwendete Antikérper und Enzyme

Antikorper Konzentration Hersteller

anti-Mal d 1(polyklonal) 929 pg/mL Davids Biotechnologie GmbH, Regensburg
anti-Kaninchen-HRP* 1 mg/mL Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
anti-Kaninchen-HRP* 1 mg/mL Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
anti-Kaninchen-AP** 1 mg/mL Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

DNAse Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Lysozym (Eiwei3 Huhn) Fluka, Steinheim

Trypsin Gold, Mass Promega, Fitchburg, USA

Spectrometry Grade

* HRP = Meerrettich-Peroxidase (engl. horseradish-peroxidase)
** AP = Alkaline Phosphatase
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3.1.3 Weitere Materialien

Tabelle 4 Weitere Verbrauchsmaterialien

Produkt Hersteller

96-well  Mikrotiterplatte,  Immunograde™ Brand, Wertheim

(ELISA)

96-well Mikrotiterplatte, Microtiter™ Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
NuPAGE 4-12 % Bis-Tris-Protein-Gel Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
PageRuler™ Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
(GroRenstandard 10-180 kDa)

Profinity™ IMAC His-Tag-Resin Bio-Rad, Basel

Roti®-PVDF-Membran (Polyvinyliden- Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Difluorid)

Rotilabo®-Blottingpapier (Dicke 0,35 mm) Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

ZelluTrans Dialyseschlauch MWCO 3,5 kDa Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

3.14 Pflanzenmaterial

Die untersuchten Apfel wurden von der Hochschule Osnabriick in Kooperation mit der
Zuchtungsinitiative Niederelbe GmbH & Co. KG in Balje (Niederelbe) gekreuzt, kultiviert und
selektiert und im Zuge des ,,AllArm“-Projekts fir Untersuchungen zur Verfiigung gestellt.

Es wurden Apfelgenotypen unterschiedlicher Selektionsstufen unterschiedlicher
Kreuzungspopulationen untersucht. Die Selektionsstufe 1 beinhaltet alle fruchttragenden
Nachkommen der Kreuzungspopulationen. Ab dem zweiten Standjahr wurden im Zuge des
Projekts die Fruchteigenschaften wie Festigkeit, S&uregehalt und gel6ste Trockensubstanz
untersucht. Zusétzlich wurde in dieser Arbeit der Mal d 1-Gehalt bestimmt. Die Genotypen
wurden anschlieBend hinsichtlich der Fruchtgrofle, des Erscheinungsbildes und des
Geschmacks selektioniert. Alle Genotypen, die diese Kriterien erfullten, gelangten in
Selektionsstufe 2.

Neben dem Allergengehalt wurden Apfel der Selektionsstufe 2 auch hinsichtlich des
Ertrags, Deckfarbe und Krankheitsanfalligkeit wahrend der Anbauzeit bewertet. Die
Probenbezeichnungen sind nummerische Kodierungen fiir den Standort der Apfelbdume im
Versuchsfeld. Aufgrund von Geheimhaltungserklarungen kénnen die genauen Bezeichnungen

und Elternsorten nicht weiter spezifiziert werden.
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3.1.5 Gerate
Tabelle 5 Gerételiste
Gerate Produkt Hersteller
Autoklav Fedegari FVA/AL Ibs tecnomara, Fernwald

Blotting Apparatur
Elektrophorese
(SDS-PAGE)
Feinwaage

Feinwaage
Gefriertrockner
Heizblock
Heizplatte/

Magnetrihrer

Mixer
pH-Meter

Photometer
Plattenlesegerat
Reinstwasseranlage
Rotationsinkubator

Schiittelinkubator

Spannungsquelle

Sterilbank
Ultraschallbad

Mini Semi-Dry-Blotter, V10-SDB
MINI-vertikal
Doppel-Elektrophorese-Kammer
Precisa 125A
Timberline Analytical Balances
TP-214

Modulyo® D

Thermomixer™ R
MR Hei-Standard

RSM-01HS
Personal Blender PB250
Tisch-pH-Meter 50

Nicolet Evolution 100

CLARIOstar Plus

Purelab® Classic UVF MK2
Rotary-mixer Model L26
GFL3032

E835
Supply
EV245 Electrophoresis
Supply

Hera Safe

Sonorex RK103H

Electrophoresis  Power

Power

Biosteps, Jahnsdorf

Carl Roth GmbH & Co,
Karlsruhe

Precisa, Dietikon, Schweiz
Denver
New York, USA
Thermo Fisher
Waltham, USA
Eppendorf, Hamburg
Heidolph
Schwabach

Instrument, Bohamia,

Scientific,

Instruments,

Phoenix Instrument, Garbsen
Tribest, Anaheim, USA

Dostmann  Electronic  GmbH,
Wertheim

Thermo Fisher  Scientific,
Waltham, USA

BMG Labtech, Ortenberg

Elga Labwater, Celle

Labinco, Breda Niederlande
Gesellschaft fir Labortechnik,
Burgwedel

Consort, Turnhout, Belgien

Consort, Turnhout, Belgien

Heraeus Holding, Hanau

Bandelin Electronic, Berlin
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Gerate

Produkt

Hersteller

Ultraschall-Sonde

Vakuum-
Zentrifuge

Vortexer
Waage

Wasserbad
Wippschttler

Zentrifuge

Sonoplus
Ultraschall-Homogenisator
RVC 2-18 CDplus
Vortex-Genie 2

Scout Pro

Julabo HC 5/7

Polymax 1040

Enduro™ Mini Mix™

Color Sprout Mini-Zentrifuge

Mikrozentrifuge 5415R
Sigma 1-14

Sigma 4K15C

3.1.6 LC-MS Parameter

Tabelle 6 LC-MS Parameter Polyphenole

Bandelin Electronic, Berlin

Christ, Osterode am Harz

Scientific Industries, Inc.
Bohemia, USA

Ohaus, Néanikon, Schweiz
Julabo GmbH, Seelbach
Heidolph Instruments,
Schwabach

Labnet International Inc., Edison
New Jersey, USA

Biozym  Scientific ~ GmbH,
Hessisch Oldendorf

Eppendorf, Hamburg

Sigma Laborzentrifugen GmbH,
Osterode am Harz

Sigma Laborzentrifugen GmbH,
Osterode am Harz

System Details
HPLC-System Agilent 1100 Series (Agilent Technologies Inc.)
Entgaser Vakuum Degaser G1379A (Agilent Technologies Inc.)

Autosampler
Pumpe

Injektor
Injektionsvolumen
Trennséule

Saulentemperatur

30

Autosampler G1313A

Capillary pump G1376A
Sample injector G1313A

SuL

(Agilent Technologies Inc.)
(Agilent Technologies Inc.)
(Agilent Technologies Inc.)

Luna 3 um C18(2) 1004, 150 x 2 mm (Phenomenex)
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System

Details

Mobile Phase

FlieRBgeschwindigkeit
Gradient

UV-Detektor

Massenspektrometer

Spraygas
Trockengas
Scan-Bereich
Polaritat

ICC Target

Max. Akkumulationszeit
Auflésung
Zielmasse (SPS)
Kapillarspannung
Endplattenspannung
MS/MS
Kollisionsgas

Kollisionsspannung

A: Reinstwasser + 0,1 % (v|v) Ameisensédure
B: Methanol + 0,1 % (v|v) Ameisensaure
0,2 mL/min

0-50% B in 30 min

50 -100 % B in 5 min

100 % B fur 15 min

100 -0 % in 10 min

Gesamtzeit: 65 min

Variable Wavelength Detector G1314A,
(Agilent Technologies Inc.)
Agilent 6340 lon  Trap LC/MS,

(Agilent Technologies Inc.)
Stickstoff, 30,00 psi
Stickstoff, 9 L/min, 330 °C

m/z =50 — 1000

Positiv und negativ alternierend
70 000

20 ms

26.000 m/z per sec Einheitsaufldsung
400 m/z (smart)

+4000 V

+ 3500 V (= Kapillarspannung — 500 V)
Auto-tandem MS? — Einstellungen
Helium 5.0, 4,21 x 10° bar

10V

A=280 nm

lonenfalle

31



Material & Methoden

3.1.7 Software

Tabelle 7 Verwendete Software

Software Hersteller

ChemDraw PerkinElmer, Waltham, USA

Data Analysis Bruker, Bremen

EndNote X9 Bilaney Consultans GmbH, Dusseldorf

Excel 2016 Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA
Geneious 5.6.7 Biomatters Ltd, Auckland, Neuseeland

PowerPoint 2016 Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA
Quant-Analysis Bruker, Bremen

RStudio 3.6.0 R Studio Team, Boston, USA

Sublime Text Sublime HQ Pty Ltd, Sidney, Australien
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3.2 Methoden

3.2.1 Transformation von E.coli BL21(DE3) pLysS mit dem

Expressionsplasmid fur Mal d 1

Um das gewunschte Plasmidkonstrukt pQE70 mal d 1 (zur Verftigung gestellt von Frau Dr.
Elisabeth Kurze) heterolog in Escherichia coli Zellen zu exprimieren, wurden 50 pL
kompetente E.coli BL21(DE3) pLysS Zellen mit 2 pL der Ziel-DNA (Desoxyribonukleinsédure,
engl. deoxyribonucleic acid) gemischt und fur 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgte
ein Hitzeschock fir 45 Sekunden bei 42 °C im Wasserbad. Nach 5 minltigem Abkihlen der
Zellen auf Eis, wurden die Bakterien mit 500 pL warmem SOC-Medium (N&hrmedium, engl.
super optimal broth with catabolic repression) versetzt und bei 37 °C und 200 rpm fir eine
Stunde inkubiert. Die transformierten Zellen wurden anschlieBend auf Lysogeny Broth
(LB)-Agar Platten die die Antibiotika Ampicillin (1 mg/mL) und Chloramphenicol
(0,34 mg/mL) enthielten ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C kultiviert.

Die Zusammensetzung der Kultivierungsmedien ist in Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 8 Kultivierungsmedien

LB-Medium 10 g/L NaCl
(pH 7) 10 g/L Trypton
59/L Hefeextrakt
optional fur Platten 15 g/L Agar
SOC-Medium 0,5g/L NaCl
(pHT7) 20 g/L Trypton
59/L Hefeextrakt
2,5mM KCI
10 mM MgCl.
10 mM MgSQO4 x 7 H20

20 mM Glucose

3.2.2 Herstellung des rekombinanten Proteins (rMal d 1.02)

Eine Einzelkolonie der transformierten E.coli BL21 (DE3) Zellen wurden in LB-Medium

(siehe Tabelle 8) mit den Antibiotika Ampicillin (100 pg/mL) und Chloramphenicol
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(34 pg/mL) bei 37°C bis zu einer optischen Dichte (ODesoo) von 0,6 kultiviert. Die
Proteinexpression wurde mit 100 pg/mL Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert
und bei 18 °C uber Nacht inkubiert. Die Zellen wurde durch Zentrifugation (10 min, 4 °C,
5525 x g) geerntet und fiir mindestens 30 min bei -80 °C gelagert.

Alle fur die Aufarbeitung verwendeten Pufferlésungen wurden mit Reinstwasser hergestellt
und sind in Tabelle 9 dargestellt.

Die Zellen wurden mit 12 mL Waschpuffer und 0,5 mM Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF), 0,5mg/mL Lysozym, 1 mM MgCl> und 1 uL DNAse versetzt und 20 min bei
Raumtemperatur (RT) invertiert. Der Zellaufschluss erfolgte mittels Ultraschallbehandlung
(3% 1min, 50% Energie). Danach wurde der Rohextrakt zentrifugiert (30 min, 4 °C,
21.000 x g). Im Uberstand befanden sich losliche Mald 1 Proteine und andere I6slichen
Zellbestandteile. Der Ruckstand enthielt Zelltrdmmer und unl6sliche Proteine in
Einschlusskorperchen (1B, engl. inclusion bodies). Das rMal d 1 wurde aus den IB isoliert und
aufgereinigt. Daftr wurde der Ruckstand unter denaturierenden Bedingungen mit 12 mL
Denaturierungspuffer versetzt und tiber Nacht bei 4 °C rotierend inkubiert. Die Lésung wurde
anschlieBend zentrifugiert (30 min, 4 °C, 21.000 x g) und der Uberstand iiber Nacht gegen
Rickfaltungspuffer dialysiert (4 °C, Molekulargewichtsgrenzwert (MWCO) 3,5 kDa). Der
dialysierte Proteinextrakt wurde erneut zentrifugiert (30 min, 4 °C, 21.000 x g) und die Proteine
mittels Immobilisierte-Metallionen-Affinitatschromatographie (IMAC) lber den kodierten C-
terminalen Hexahistidin-Rest (Hiss-Tag) aufgereinigt. Dazu wurde der Uberstand auf eine
Sédule mit Hise-Tag-Resin fir 2 h bei 4 °C rotierend inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit
je 10 mL Waschpuffer, wurde das Zielprotein in finf Schritten mit je 300 pL Elutionspuffer
eluiert.

Zur Erhohung der Stabilitat der Proteine wurden die Elutionen Uber Nacht gegen
Natriumcarbonatpuffer dialysiert und anschlieRend in Aliquots lyophilisiert. Die getrockneten
Aliquots waren bei -20 °C flr mehrere Monate haltbar und wurden bei Bedarf in Reinstwasser
mit 1 mM Cystein riickgeldst (Biomay AG, 2020).
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Tabelle 9 Pufferlésungen zur Proteinreinigung

Waschpuffer 50 mM TRIS
(mit HCI auf pH 7,5) 220 mM NaCl

10 mM Imidazol
Denaturierungspuffer 6 M Harnstoff
(pH 8) 20 mM TRIS

220 mM NaCl

5mM Imidazol
Ruckfaltungspuffer 10 mM NaH2PO4 x H20

10 mM NaHPO4

05M NaCl

20 mM Imidazol
Elutionspuffer 50 mM TRIS
(mit HCI auf pH 7,5) 220 mM NaCl

250 mM Imidazol
Natriumcarbonatpuffer I 10 mM NaHCOs3
(pH 9) I 10mM Na.COs3

Losung | vorlegen und mit Losung 11 auf pH 9 einstellen

3.2.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration erfolgte mit der Methode nach Bradford (1976) unter Verwendung
der Roti®-Nanoquant-Lésung der Firma Carl Roth. Die Proben wurden jeweils in einer 1:20

und 1:40 Verdinnung vermessen.

3.2.4 SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fur die Proteinauftrennung mittels SDS-PAGE wurden 3 pg Protein (c=0,1 pg/ml) mit
15 uL Laemmli-Puffer versetzt und 5 min bei 95 °C gekocht und denaturiert. Die Proben
wurden anschlieBend auf ein 12 % bzw. 16 % SDS-Acrylamidgel (Tabelle 10) aufgetragen. Als
GroRenstandard wurde der PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (ThermoFischer,

Scientific) verwendet.

35



Material & Methoden

Die Auftrennung erfolgte bei 100V fir 2,5h. Die aufgetrennten Proteine wurden
anschlieBend mit Coomassie-Farbeldsung tber Nacht angefarbt und das Gel fiir mehrere

Stunden in Entfarbeldsung entféarbt. Die Proteine waren als blaue Banden sichtbar.

Tabelle 10 Verwendete SDS-Gele

Trenngel 12 % 2,45 mL Reinstwasser
3mL 30 % Acrylamid-/ Bisacrylamidldsung (37,5:1)
1,9 mL 1,5 M TRIS/HCI (pH 8,8)
75 uL 10 % SDS
75 pL 10 % Ammoniumpersulfat
3L TEMED
Trenngel 16 % 1,45 mL Reinstwasser
4 mL 30 % Acrylamid-/ Bisacrylamidlésung (37,5:1)
1,9 mL 1,5 M TRIS /HCI (pH 8,8)
75 pL 10 % SDS
75 pL 10 % Ammoniumpersulfat
3L TEMED
Sammelgel 7 % 1,85 mL Reinstwasser
0,7 mL 30 % Acrylamid-/ Bisacrylamidlésung (37,5:1)
375 uL 1 M TRIS /HCI (pH 6,8)
30 pL 10 % SDS
30 puL 10 % Ammoniumpersulfat
5puL TEMED
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Tabelle 11 Puffer- und Farbeldsungen flir SDS-Page

Laufpuffer 0,25 M TRIS
(10 x konzentriert) 1,22 M Glycin
1% SDS
Coomassie-Farbeldsung 5% Aluminiumsulfat
(kolloidal) 20 % Ethanol, absolut
0,1% Coomassie-Brillant Blau G-250
2 % 0-Phosphorséure 95-98 %
Entfarbeldsung 70 mL Essigséure
100 mL Ethanol, absolut

Ad 1000 mL mit Reinstwasser

3.25 Western Blot

Die fiir den Western Blot verwendeten Puffer sind in Tabelle 12 aufgeftihrt. Die Proteine
aus dem SDS-Gel wurden mittels eines elektrischen Feldes auf die Transfermembran (PVDF)
transferiert. Die Membran wurde zundchst fiir 1 min in Ethanol aktiviert und anschlielend, wie
auch das SDS-Gel, fur 5 min in Transferpuffer dquilibriert. Die Ubertragung erfolgte, abhéngig
von der Grolke des Gels, bei einer Stromstarke zwischen 39 und 45 mA fir 50 min.
Anschliefend wurde die Membran Gber Nacht in 20 mL Blockierungspuffer inkubiert. Es
folgten drei Waschschritte mit Waschpuffer und jeweils funfminitiger Einwirkzeit. Fir die
Bindung des priméaren Antikorpers wurde die Membran fur 2 h bei 4 °C in Blockierungspuffer
mit 0,75 pg/mL polyklonalem anti-Mal d 1-Antikdrper inkubiert. Nach erneutem viermaligem
Waschen mit Waschpuffer wurde die Membran mit 0,25 pg/mL sekunddrem anti-
Kaninchen-AP Antikorper in Blockierungslosung fir 1 h bei 4 °C inkubiert. Die Membran
wurde viermal mit Waschpuffer gewaschen und anschlieBend zweimal fir je 5 min in 20 mL
Detektionspuffer inkubiert. Die enzymkatalysierte Detektion erfolgte durch die Zugabe von
50 uL NBT und 25 puL BCIP-Losung zu 20 mL Detektionspuffer. Sobald Banden sichtbar

wurden, wurde die Membran in Wasser gewaschen.
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Tabelle 12 Pufferlésungen fiir Western Blot

Transferpuffer 25 mM TRIS

1,22 M Glycin

20 % (v|v) Methanol

Ad 1000 mL mit Reinstwasser

Waschpuffer 20 mM TRIS

140 mM NaCl

0,1% Tween-20®
Blockierungspuffer 5% (w|v) BSA

95 % (w|v)  Waschpuffer
Detektionspuffer 100 mM TRIS

100 mM NaCl

5 mM MgCl»
NBT — Substrat 61 mM NBT in 70 % DMF
BCIP — Substrat 135 mM BCIP in H.0

3.2.6 Proteinextraktion aus Apfeln

Die Apfelstiickchen wurden mit flissigem Stickstoff zu einem feinen Pulver vermahlen. Je
1 g des gefrorenen Pulvers wurde in 15 mL Zentrifugenréhrchen eingewogen und mit 3 mL
Denaturierungspuffer (Tabelle 9) homogenisiert. Die Probe wurde bei 4°C fir 4 h rotierend
inkubiert. Nach der Zentrifugation (30 min, 4 °C, 5525 x g) wurde der Uberstand tiber Nacht
gegen Natriumcarbonatpuffer (Tabelle 9) dialysiert. Die Extrakte wurden direkt fir den ELISA

eingesetzt

3.2.7
Assays

Mal d 1-Bestimmung mittels indirekt kompetitiven ELISA-

Bei dem entwickelten ELISA handelt es sich um einen indirekt kompetitiven ELISA. Alle
verwendeten Pufferlésungen sind in Tabelle 13 beschrieben.

Die 96-Well Mikrotiterplatte wurde mit je 100 uL rMal d 1-Proteinldsung, mit einer
Konzentration von 0,5 pg/mL in Phosphatgepufferter Salzlésung (PBS-Puffer), beschichtet und
uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Als Leerwert wurden 100 pL reiner PBS-Puffer verwendet. Die
Platte wurde dreimal mit je 300 pL Waschpuffer gewaschen. AnschlieRend wurden die freien
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Bindungsstellen der Platte mit Blockierungslosung fiir 1 h bei RT blockiert. Nach dreimaligem
Waschen mit je 300 uL Waschpuffer wurden fir die Erstellung der Standardkurve je
50 pL rMal d 1 Lésungen mit sieben unterschiedlichen Konzentrationen im Bereich von
0,0002 pg/mL und 75 pg/mL pipettiert. Als Leerwert wurden 50 puL reiner PBS-Puffer
verwendet. Fur die Apfelproben wurden jeweils 50 pL des Extraktes unverdinnt und in einer
1:1 Verdinnung mit PBS-T in Triplikaten aufgetragen.

In jedes Well wurden zusétzlich 50 pL primarer Antikorper (anti-Mal d 1) in PBS-T mit
einer Konzentration von 0,75 pg/mL gegeben und fir 1 h bei 4°C inkubiert.

Nach vier weiteren Waschschritten wurden je 100 puL sekundarer Antikorper
(anti-Kaninchen-HRP, c=1 pg/mL) in PBS-T in jedes Well gegeben und bei RT flir eine Stunde
inkubiert. AnschlieBend wurde die Platte finfmal gewaschen und die enzymatische Reaktion
mit Tetramethylbenzidin (TMB)-Substrat gestartet. Daftir wurden 100 pL TMB Substrat in
jedes Well gegeben und nach 3 min mit 100 pL 2 M Schwefelséure gestoppt. Die Absorption

wurde bei einer Wellenldnge von 450 nm gegen die Referenzwellenlange 620 nm gemessen.

Tabelle 13 Pufferlésungen fur ELISA

PBS-Puffer I 10 mM NazHPO4
(pH 7,4) 150 mM NaCl
I 10 mM NaH2PO4
Losung | vorlegen und mit Losung 11 auf pH 7,4 einstellen
Waschpuffer/ PBS-T PBS-Puffer
0,5 % Tween-20®
Blockierungslosung PBS-Puffer
1% BSA

3.2.8 Lagerungsstabilitatstests

Die Lagerungsversuche wurden vom Projektpartner Hochschule Osnabriick unter der
Leitung von Prof. Dr. Werner Dierend durchgefiihrt. Die Niedrigsauerstoff-Lagerung oder
ultra-low oxygen storage (ULO) beschreibt die Lagerung unter kontrollierter Temperatur von
2,5 °C und kontrollierter Atmosphére, in diesem Falle mit 1,5 % O, und 1 % CO; wahrend bei
der Kihllagerung (KL) die Apfel bei 4 °C und normaler Atmosphare gelagert wurden. Die
Lagerung im Kiihllager diente der Untersuchung des Einflusses einer Uberlagerung der Friichte

nach Erreichen der Genussreife auf den Mal d 1-Gehalt. Fiir das Erntejahr 2016 wurden jeweils
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12 — 20 Friichte ausgewéhlter Genotypen in das ULO- bzw. das KL-Lager eingelagert. In 2017
erfolgte die Lagerung nur unter ULO-Bedingungen. Zu verschiedenen Zeitpunkten im Abstand
von 4 — 11 Wochen wurden jeweils 3 — 4 Apfel aus dem Lager entnommen, kleingeschnitten,
in Vakuum verpackt und bei -20 °C eingefroren. Die Analyse des Mal d 1-Gehaltes mittels des
ELISA-Tests erfolgt in Freising im Zuge dieser Arbeit.

Tabelle 14 fasst die Lagerungsbedingungen und die Auslagerungszeitpunkte der Apfel

zusammen.

Tabelle 14 Bedingungen und Auslagerungszeitpunkte fiir Lagerungsversuche

Erntejahr Lagerungsbedingung Termine  Auslagerungszeitpunkt
[in Wochen]
2016 ULO ULO1 6 — 11 Wochen nach Ernte
(2,5°C; 1,5% O2; 1 % CO») uLO2 + 6 Wochen
ULO3 + 8 Wochen
ULO4 + 6 Wochen
ULO5 + 6 Wochen
KL KL1 12 — 17 Wochen nach Ernte
(4 °C, normale Atmosphére) KL2 + 4 Wochen
KL3 + 4 Wochen
2017 ULO ULO1 9 — 12 Wochen nach Ernte
ULO2 + 8 Wochen
ULO3 + 7 Wochen
ULO4 + 11 Wochen

3.2.9 Klinische Provokationstest

Die Humanstudie mit den Provokationstests wurde vom Projektpartner Allergie-Centrums-
Charité in Berlin unter der Leitung von Prof. Dr. Karl-Christian Bergmann durchgefiihrt
(Romer et al., 2020). Das Studiendesign wurde von der Ethikkommission der Charité
begutachtet und genehmigt.

Dreizehn Patienten mit einer nachgewiesenen Allergie gegen Birkenpollen (allergische
Rhinokonjunktivitis durch Birkenpollen) und Apfel (Orales Allergie-Syndrom) verzehrten,

unter medizinischer Aufsicht, jeweils 100 g Apfelfruchtfleisch mit Schale ausgewéhlter
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Genotypen der Erntejahre 2017 und 2018. Die Symptome, die innerhalb der folgenden 20 —
30 Minuten nach Verzehr auftraten, wurden von den Patienten auf einer Skala von 0 — 3
bewertet. Dabei wurde die Skala wie folgt definiert: 0 = ein volliges Ausbleiben der Symptome,
1 = leichte Symptome wahrnehmbar, jedoch leicht zu tolerieren, 2 =stérende Symptome
wahrnehmbar, welche jedoch akzeptierbar waren, 3 = starke Symptome, die den Patienten stark

beeintrachtigen.

3.2.10 Extraktion der Polyphenole und Quantifizierung mittels LC-MS

Die Polyphenolextraktion aus Apfeln erfolgte nach Ring et al. (2013). Die Proben wurden
in Triplikaten aufgearbeitet. Daftir wurden je 500 mg gefrorenes Apfelpulver eingewogen und
viermal mit je 500 uL Methanol extrahiert. Als Interner Standard (IS) wurden zu Beginn
250 puL Biochanin A-L6sung in Methanol (c =0,2 mg/mL) zugesetzt. Die Extrakte wurden
gesammelt und im Vakuumkonzentrator bis zur Trockene eingeengt. In der Probe
verbleibendes Wasser wurde durch Gefriertrocknung restlos entfernt. Der Riickstand wurde in
35 pL Reinstwasser aufgenommen und mittels Vortex und Ultraschallbad geldst. Der klare
Uberstand nach der Zentrifugation (30 min, 4 °C, 16000 x g) wurde fiir die Analyse mittels LC-
MS eingesetzt (LC-MS Parameter 3.1.6). Die Metaboliten, die anhand einer in-house-
Datenbank identifiziert und mittels des internen Standards quantifiziert werden konnten, sind

in folgender Tabelle aufgelistet:

Tabelle 15 Quantifizierte Metaboliten

Klasse Metabolit Retentions- +m/z -m/z Fragmente
zeit [min]
IS Biochanin A 40,1 285 283
Flavan-3-ole Procyanidin B3 18,9 577 425, 407,
451, 289, 559
Catechin 20,8 289 245
Procyanidin B1 22 577 425, 407,
451, 289, 559
Epicatechin 25,5 289 245
Procyanidin 29,9 577 425, 407,
451, 289, 559

41



Material & Methoden

Klasse Metabolit Retentions- +m/z -m/z Fragmente
zeit [min]

Flavonole Quercetin-3-glucosid 34,1 463 301
Quercetin-pentosid 1 34,9 433 301
Quercetin-pentosid 2 36,1 433 301
Quercetin-glucuronid 36,6 477 301
Kaempferol-glucosid 37,8 477 447, 327,

285, 255

Kaempferol- 38,1 461 285
glucuronid

Anthocyanidine Cyanidin-hexosid1 22,4 449 287
Cyanidin-hexosid 2 31,1 449 287
Cyanidin-pentosid 1~ 23,7 419 287
Cyanidin-pentosid 2 26,7 419 287
Cyanidin-pentosid 3 29,3 419 287
Cyanidin-pentosid 4 32,9 419 287

Zimtsdurederivate Chlorogenséauredimer 22,8 707 353
Chlorogenséure 1 23 353 191,173
Chlorogenséure 2 25,4 353 191,173
Cumarylchinaséure 27 337 173
Cumarylchinasaure- 27 679 337
dimer

Dihydrochalkone  Phloretin- 33,2 567 273, 167
xyloglucosid
Phloridzin 34,8 435 273, 167

Die quantitative Berechnung der Metabolitkonzentration erfolgte nach folgender Formel:

AMetabolit
—2EA00UL % m
_ AIS IS
CMetabolit = Mprob
robe
Dabei gilt: CMetabolit = ppm aq. IS
Mis = 50 ug
Mprobe = Einwaage des Apfelpulversin g
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3.2.11  Sequenzierung der Mal d 1 Isoformen mittels LC-MS/MS

Fur die Proteinextraktion wurden fur drei technische Replikate pro Sorte je 1 g gefrorenes
Apfelpulver mit 3 mL Denaturierungspuffer (Tabelle 9) fiir 3 h bei 4°C rotierend extrahiert.
AnschlieBend wurde der Extrakt zentrifugiert (30 min, 4 °C, 5525 x g) und der Uberstand mit
der vierfachen Menge an eiskaltem Aceton versetzt und tber Nacht bei -20 °C inkubiert. Der
entstandene Niederschlag wurde fiinfmal mit eiskaltem 90 % Aceton gewaschen und
anschlieBend im Heizblock bei 35 °C getrocknet. Anschliefend wurde der getrocknete
Rickstand in 100 uL Laemmli-Puffer resuspendiert und 5 min bei 95 °C aufgekocht. Die
weitere Probenaufarbeitung mit einem In-Gel-Verdau der Proteine nach Shevchenko et al.
(2006), wie auch die Messung der Peptide erfolgte am Bayerischen Zentrum fiir Biomolekulare
Massenspektometrie (BayBioMS) (Romer et al.,, 2020). Der tryptische Verdau nach
Shevchenko et al. (2006). Dafur wurden zunéchst die Disulfidbrickenbindungen mit 50 mM
Dithiothreitol reduziert (70 °C, 10 min) und anschlieBend die freien Cystein-Reste mit
Chloracetamid im Dunkeln alkyliert (RT, 30 min). DreiBig pL der Probe wurden auf ein 4-12 %
Bis-Tris Gradientengel geladen und fir 5 min (200 V, 500 mA) entwickelt. Die Proteinbande
wurde aus dem Gel geschnitten und tiber Nacht mit Trypsin verdaut.

Die tryptischen Peptide wurden mittels LC-MS/MS aufgetrennt und fragmentiert. Dabei

wurden folgende Parameter verwendet:

Tabelle 16 LC-MS/MS Parameter zur Analyse tryptischer Peptide

System Details

HPLC-System Ultimate 3000 RSLCnano (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA)

Injektionsvolumen 5uL

Mobile Phase A: Reinstwasser + 0,1 % (v|v) Ameisensdaure+ 5 %
(vlv) DMSO
B: Acetonitril + 0,1 % (vlv) Ameisensaure + 5 %
(vlv) DMSO

Trap-Séule ReproSil-pur C18-AQ, 5 um, 20 mm x 75 pum (self-

packed, Dr. Maisch, Ammerbuch-Entringen)
FlieBgeschwindigkeit Trap-Saule 5 yl/min
FlieBmittel Trap-S&ule 100 % A fur 10 min
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System

Details

Trennsaule

FlieBgeschwindigkeit Trennséule
Gradient

Massenspektrometer

Polaritét

Scan-Bereich MS1
Signalverstarkung MS1

Max. lonen Injektionszeit (maxIT)
MS1

Auflésung MS1

Signalverstarkung MS2

Max. lonen Injektionszeit (maxIT)
MS2

Auflésung MS2

ReproSil Gold C18-AQ, 3 um, 450 mm X 75 um
(self-packed, Dr. Maisch, Ammerbuch-Entringen)
300 nL/min

4% — 32 % B in 50 min

Q-Exactive HF-X (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA)

Positiv

m/z = 360 — 1300

3e®

45 ms
60.000 m/z
1e®

25 ms

15.000 m/z
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4 Ergebnisse

Teile der folgenden Ergebnisse wurden bereits publiziert (Romer et al., 2020).

4.1 Biosynthese und Reinigung des rekombinanten Mal d 1

Rekombinantes rMal d 1 wurde in E. coli BL21(DE3)pLysS Zellen exprimiert. Da sowohl
die Proteinausbeute (Ceiutionen(isslichy= €a. 200 pg/mL statt Ceiutionengs)=ca. 600 pg/mL), wie auch
die Reinheit der resultierenden Proteine aus der l6slichen Fraktion der Zellen schlechter war,
wurden flr weitere Analysen ausschliel3lich das Mal d 1 aus den gebildeten Einschlusskorper
(engl. inclusion bodies, I1B) isoliert. Daftir wurden die IBs unter denaturierenden Bedingungen
solubilisiert, durch Dialyse renaturiert und tber Metallaffinitatschromatographie aufgereinigt.
Ein Nachweis der Proteine erfolgte tiber SDS-Gelelektrophorese mit Coomassie-Farbung und
Western Blot (Abbildung 7).
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Abbildung 7 SDS-Gel nach Coomassie-Farbung und Western Blot des rMal d 1. Die Proben
wurden in einer Menge von 3 pug pro Tasche in folgender Reihenfolge aufgetragen: 1 Proteinmarker 10-
180 kDa, 2 Durchfluss, 3-5 Waschfraktionen, 6-10 rMal d 1-Elutionen.

Die Waschfraktionen zeigten nur schwach geférbte Proteinbanden auf der erwarteten Héhe
des rMal d 1 inklusive Hise-Tag von ca. 17,5 kDa, wéhrend die Elutionsfraktionen deutlich
starkere Banden auf der gewinschten Hohe aufwiesen. Es waren keine weiteren Banden
sichtbar, was auf eine hohe Reinheit des extrahierten Zielproteins schlieRen liel3. Der Western
Blot, bei dem die Proteine mit dem polyklonalen anti-Mal d 1-Antikérper markiert und
anschlieBend mit einem anti-Kaninchen-AP-Antikorper detektiert wurden, bestétigte die
Reinheit des produzierten rMal d 1-Antigens. Im Durchfluss und den Waschfraktionen konnten

lediglich geringe Mengen des rMal d 1 nachgewiesen werden, wahrend die Banden in den
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Elutionsfraktionen deutlicher sichtbar waren. Der Antikorper detektierte keine weiteren
Proteine.

Durch die Dialyse gegen Natriumcarbonatpuffer (pH 9) und Gefriertrocknung konnte die
Stabilitat der Proteine deutlich verbessert werden. Es konnte dadurch verhindert werden, dass
das rMal d 1 nach wenigen Tagen prazipitierten. Im getrockneten Zustand konnte es bei -20 °C
uber mehrere Monate gelagert werden. Es wurde sowohl als Antigen zur Produktion
polyklonaler Antikdrper durch Immunisierung von Kaninchen eingesetzt und im kompetitiven
ELISA Test verwendet.

4.2 Bestimmung der Mal d 1-Konzentration mittels ELISA

4.2.1 Entwicklung und Optimierung der Proteinextraktion und des
ELISA-Tests

Eine Methode zur Proteinextraktion aus Apfeln zur Analyse der Allergene wie Mal d 1
wurde bereits vor 40 Jahren beschrieben (Bjorkstén et al., 1980) und seit dem mehrfach
angewendet (Sancho et al., 2006, Garcia et al., 2007, Kurze et al., 2018b). Dieses Protokoll
fuhrten jedoch nicht zu den gewunschten reproduzierbaren Ergebnissen (Abbildung 8). Die
Schwankungen zwischen den einzelnen Extraktionen waren sehr grof3 und betrugen, wie im

Falle des Genotypes 2_27, Variationen bis um das Funffache.
30

25

20

15 él

10
= ==

5

= - — ﬁ

=

75 59 pl 227 p151 p149

g Mal d 1 /1 g Frischgewicht

Abbildung 8 Schwankungen in Messergebnissen Mal d 1-Gehalte in pg/g Frischgewicht (FG) von
zwei Extrakten nach Bjorkstén et al. (1980) desselben Genotyps, gemessen an unterschiedlichen Tagen.
Jede Box (biologische Replikate) setzt sich aus den Messwerten eines Messtages von sechs technischen
Replikaten pro Platte zusammen.
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Auch Varianten dieses Protokolls (Vassilopoulou et al., 2007) und weitere bereits etablierte
Extraktionsmethoden wie eine Extraktion mit einem Citratpuffer (Szamos et al., 2011) oder
Féallungsmethoden mit Trichloressigsaure oder eiskaltem Aceton erzielten keine
reproduzierbaren Ergebnisse.

Daher wurde eine Proteinextraktion entsprechend der Aufarbeitung des rMal d 1 unter
denaturierenden Bedingungen mit 6 M Harnstoff angewendet. Dies sollte eine hohe
Vergleichbarkeit der Detektion des Mal d 1 aus Apfeln und dem rMal d 1 zur Folge haben, da
das rMal d 1 auch zur Produktion des polyklonalen Antikorpers eingesetzt wurde. Um dies
nédher zu untersuchen wurden mehrere Apfel-Genotypen der Selektionsstufe 1 mit
Denaturierungspuffer bis zu sechsmal aufgearbeitet und der Mald 1-Gehalt an

unterschiedlichen Tagen gemessen (Abbildung 9).
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Abbildung 9 Untersuchung der Reproduzierbarkeit des ELISA-Tests. Mal d 1-Gehalte in pg/g
Frischgewicht (FG) von mehreren Extrakten desselben Genotyps, gemessen an unterschiedlichen
Tagen. Jede Box (biologische Replikate) setzt sich aus den Messwerten eines Messtages von sechs
technischen Replikaten pro Platte zusammen.

Die Gehalte schwankten zwischen den Messungen leicht, jedoch konnten keine
signifikanten Unterschiede innerhalb der Messwerte eines Genotyps festgestellt werden. Die
Unterschiede zwischen den Genotypen untereinander waren deutlich grofRer. Genotyp 19 20
wies einen reproduzierbar niedrigen Mal d 1-Gehalt zwischen 0,21 pg/g und 0,47 ug/g FG auf,
wéhrend die Konzentrationen von 20_32 bei allen untersuchten Extrakten im Mittel zwischen
17,1 pg/g und 21,2 pg/g FG lagen. Die Genotypen 106_85, 107_7, 18 106 und 3_21 lagen
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zwischen 5 pg/g und 10 pg/g FG. Bei Genotyp 22_70 konnte ein Mal d 1-Gehalt von 1,7 pg/g
bis 2,4 ug/g FG detektiert werden.

4.2.2 Selektionsstufe 1

Nach den Reproduzierbarkeitsversuchen wurde eine Vielzahl weiterer Genotypen der
Selektionsstufe 1 beziiglich ihres Mal d 1-Gehaltes untersucht. Ausgewahlte Ergebnisse dieser
Untersuchung aus dem Erntejahr 2016 sind in Abbildung 10 dargestellt, weitere Resultate der
Erntejahre 2016 und 2017 sind im Anhang 1 und Anhang 2 aufgelistet.
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Abbildung 10 Mal d 1-Gehalte ausgewahlter Genotypen der Selektionsstufe 1. Die Genotypen
wurden 2016 geerntet und der Mal d 1-Gehalt (ug/g Frischgewicht) mittels ELISA bestimmt. Die Werte
sind nach aufsteigendem Allergengehalt aufgetragen. Die Box setzt sich aus den Werten von mindestens
sechs technischen Replikaten zusammen.

Selektionsstufe 1 umfasst alle fruchttragenden Nachkommen der Kreuzungspopulationen.
Das Ergebnis verdeutlich somit die grof3e biologische Variabilitat der Mal d 1-Gehalte in den
verschiedenen Genotypen und lasst darauf schlieBen, dass durch gezielte Selektion die
Reduktion des Mal d 1-Gehaltes méglich sein sollte. Die Werte variierten zwischen 0,13 pg/g
FG fir Genotyp 102_77 und 26 pg/g Frischgewicht (FG) fur Genotyp 32_104. Dabei zeigten
die meisten analysierten Apfelgenotypen einen Mal d 1-Gehalt unter 10 pug/g FG. Die Varianz

zwischen den einzelnen technischen Replikaten ist dabei sehr gering.
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4.2.3 Selektionsstufe 2

Bei der Selektionsstufe 2 wurden die Genotypen aus bis zu drei Erntejahren 2016, 2017 und
2018 auf den Mal d 1-Gehalt hin untersucht. Ausgewahlte Genotypen und ihre Allergen-
konzentrationen finden sich in Abbildung 11. Die Mal d 1-Gehalte weiterer untersuchter
Genotypen sind im Anhang 3 dargestellt.
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Abbildung 11 Ausgewahlte Apfelgenotypen der Selektionsstufe 2 welche drei Jahre in Folge mittels
indirekt kompetitivem ELISA-Tests auf den Gesamtgehalt an Mal d 1 (ug/g Frischgewicht) untersucht
wurden. Die GroRe der Box setzt sich aus den Messwerten von mindestens sechs technischen Replikaten
zusammen.

Die Mal d 1-Gehalte der ausgewéhlten Sorten schwankten zwischen 0,4 pg/g FG fur p78
des Erntejahres 2016 und 15,3 pg/g FG fir p36 des Erntejahres 2018.

Aufféllig war, dass der Mald1-Gehalt derselben Genotypen zwischen den
unterschiedlichen Erntejahren teilweise sehr stark variierte. Wahrend Genotypen wie p78, p186
und p40 Uber alle drei Erntejahre gleichbleibend niedrige Mal d 1-Gehalte aufwiesen, zeigten
andere Genotypen wie p29, p158 oder p8 starke Unterschiede. Dabei war der Allergengehalt
tendenziell im Erntejahr 2016 am niedrigsten, gefolgt von 2017 wéahrend in 2018 die hdchsten
Gehalte gemessen wurden. Genotyp p158 lie3 besonders groRe Schwankungen mit 0,6 pg/g FG
in 2016, 4,9 ug/g FG in 2017 und 13,7 ug/g FG in 2018 erkennen. Bei pl124 waren die
Unterschiede deutlich geringer, wenn auch dieselbe Tendenz ersichtlich wurde. Hier lagen die
ermittelten Mal d 1-Gehalte bei 1,9 pg/g in 2016, 4,0 pg/g in 2017 und 4,7 pg/g im Jahr 2018.
Genotyp p36 wies in den ersten beiden Untersuchungsjahren gleichbleibende Gehalte auf
(1,5 po/g bzw. 1,6 pug/g FG), jedoch steig dieser im Jahr 2018 um das 9,5-fache auf 15,3 ug/g
FG an.
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Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass in einigen Genotypen Mal d 1 in niedriger
Konzentration, unabhangig von Umwelteinfliissen produziert wird, wéhrend die Akkumulation

des PR10-Proteins in anderen Genotypen vermutlich sehr stark von Umweltfaktoren abhéngt.

4.2.4 Mal d 1-Gehalte ausgewahlter Elternsorten

Neben den Genotypen der Kreuzungspopulationen wurde auch der Mal d 1-Gehalt von
einigen Elternsorten aus den Erntejahren 2016 und 2017 mittels des ELISA-Tests untersucht
(Abbildung 12).
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Abbildung 12 Mal d 1-Gehalte einiger Elternsorten. Die Sorten stammen aus den Erntejahren 2016
(dunkelgrau) und 2017 (hellgrau) und sind nach aufsteigendem Mal d 1-Gehalt (ug/g Frischgewicht)
des Erntejahres 2016 sortiert. Die Grofie der Box setzt sich aus den Messwerten von mindestens sechs
Replikaten zusammen.

Die Mald1l Gehalte variierten, wie auch schon die bei den Genotypen der
Kreuzungspopulationen, in einem Bereich von 0,5 pug/g FG fir ’Santana’ im Jahr 2016 und
19,2 pg/g FG fir die Sorte ’Fuji’ in 2017. Die meisten Mal d 1-Gehalte bewegten sich jedoch
auch hier, in beiden Erntejahren, in einem Bereich von bis zu 10 pg/g FG. Dabei wiesen einige
Sorten, wie ’Elstar’ oder *Cox Orange’, einen gleichbleibenden Mal d 1-Gehalt in beiden
Erntejahren auf. Manche Elternsorten zeigten einen grofen Unterschied im Mal d 1-Gehalt
zwischen den Jahren auf. Die Sorte ’Fuji’, deren Median des Mal d 1-Gehalt im Jahr 2016 bei
6,4 ng/g FG lag, wies im darauffolgenden Jahr 2017 einen Gehalt von 19,2 pg/g FG auf. Im
Gegensatz dazu war der Mal d 1-Gehalt der Sorten ’Danibel’, ’Honeycrunch’ und

’Delbarestivale’ im Jahr 2017 deutlich geringer als in 2016. Die Sorten ’Santana’ und ’Elise’,
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welche bekanntermal3en von Allergikern gut vertragen werden, zeigten in dieser Untersuchung
auch sehr niedrige Allergengehalte. Dies galt nicht fur ’Golden Delicious’. Trotz des allgemein
bekannten hohen Allergiepotentials konnte in beiden Erntejahren ein verhaltnisméaRig niedriger
Mal d 1-Gehalt von unter 6 pg/g FG gemessen werden.

4.2.5 Lagerungsstabilitatstest und Einfluss auf den Mal d 1-Gehalt

Da sich nachgewiesenermaBen der Mal d 1-Gehalt von Apfeln wahrend der Lagerung
veréndert (Sancho et al., 2006, Matthes und Schmitz-Eiberger, 2009, Kiewning und Schmitz-
Eiberger, 2014), wurden an der Hochschule Osnabriick im Jahr 2016 und 2017 Lagerungs-
studien durchgefihrt und die Veranderung des Mal d 1 Gehaltes unter ULO-Bedingungen wie
auch bei einer Uberlagerung der Friichte im Kiihllager untersucht (Abbildung 13).
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Abbildung 13 Entwicklung des Mal d 1-Gehaltes wahrend der Lagerung 2016. Die Genotypen der
Kreuzungspopulationen und zwei Standardsorten ’Golden Delicious’ (GD) und ’Braeburn’ (BR)
wurden 2016 geerntet und unter zwei verschiedenen Bedingungen gelagert. ULO = ultra-low oxygen
(blau, Auslagerungszeitpunkte 1-5), KL Kuhllagerung (grau, Auslagerungszeitpunkte 1-3).
Detaillierte Angaben zu den Auslagerungszeitpunkten sind in Tabelle 14 aufgelistet. Die Werte sind auf
den Gehalt an Mal d 1 zum Zeitpunkt ULO1 des jeweiligen Genotyps normalisiert.
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Die Vergleichssorte *Golden Delicious’ zeigte unter beiden Lagerungsbedingungen einen
starken Anstieg der Mal d 1-Konzentration tiber den gesamten Zeitraum. Dabei stieg der Gehalt
um mehr als das Vierfache des urspriinglichen Gehaltes an. Auch bei den Genotypen p42, p17
und p86 war ein Anstieg der Mal d 1-Konzentration im Laufe der Lagerungszeit feststellbar.
Bei p42 war dieser Anstieg jedoch hauptsachlich unter den ULO-Lagerungsbedingungen zu
erkennen. Wahrend der KL blieb der Gehalt tiber den Zeitraum weitestgehend konstant. Einige
Genotypen zeigten im Gegensatz dazu kaum Verénderungen im Allergengehalt wéhrend der
Lagerung. Bei der Vergleichssorte *Braeburn’ konnte lediglich ein geringer Anstieg von 50 %
zum Zeitpunkt KL3 festgestellt werden. Die Genotypen p58, p34 und p9 zeigten Uber den
gesamten Zeitraum unter beiden Lagerungsbedingungen keine signifikanten Anderungen, die
auf eine generelle Tendenz der Entwicklung hindeuten wirde. Die Schwankungen waren auf
die natirliche Varianz zwischen den biologischen Replikaten zuruckzufiihren. Auffallig war
der Genotyp p13, der als einziger eine kontinuierliche Abnahme der Mal d 1-Konzentration
wahrend der Lagerung aufwies. Im KL war kein Trend erkennbar, jedoch reduzierte sich der
Gehalt im ULO-Lager kontinuierlich auf etwa 50 % der urspriinglichen Konzentration.

Im Erntejahr 2017 wurden ausschlieRlich Apfel auf ihre Lagerungsstabilitat unter ULO-
Bedingungen untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 14 Entwicklung des Mal d 1-Gehaltes wahrend der Lagerung 2017. Die Genotypen
wurden 2017 geerntet und unter ULO-Bedingungen gelagert. Die Werte sind auf den Mal d 1-Gehalt
zum Zeitpunkt ULOL des jeweiligen Genotyps normalisiert. Die Fehlerbalken setzen sich aus den
Werten von mindestens 6 technischen Replikaten zusammen.
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Dabei zeigte der Genotyp p142 einen starken Anstieg des Mal d 1-Gehaltes wéhrend des
gesamten Zeitraumes. Der Gehalt an Mal d 1 stieg konstant bis zu einem finffachen der
ursprunglichen Konzentration. Eine ebenfalls sehr gleichméaRige Zunahme des Mal d 1-Gehalts
konnte bei dem Genotyp p158 ermittelt werden, jedoch war die Gesamtzunahme nach vier
Auslagerungszeitpunkten deutlich geringer. Der Gehalt verdoppelte sich nur. Der Mal d 1-
Gehalt von p183 stieg zunachst leicht an und blieb dann konstant, wéahrend p185 zunachst
gleichbleibende Mal d 1 Werte zeigte und diese gegen Ende der Lagerungszeit leicht
abnahmen.

Zusammenfassend liel? sich eine starke Abhangigkeit der Lagerungsstabilitat des Mal d 1-
Gehaltes vom Genotyp feststellen. Zudem konnte eine geringere Abhéangigkeit von den
Lagerungsbedingungen ermittelt werden.

Beim Vergleich der Mal d 1-Konzentrationen bei der Lagerung eines Genotyps (p40)
wéhrend zweier Jahre (2016 und 2017) zeigten sich deutliche Unterschiede (Abbildung 15).
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Abbildung 15 Genotyp p40 bei ULO-Lagerung. Vergleich 2016 und 2017 Konzentrationen in pg/g
FG. Sie sind normiert auf den Gehalt an Mal d 1 zum Zeitpunkt der Auslagerung von ULOL. Die
Fehlerbalken setzen sich aus den Werten von mindestens 6 technischen Replikaten zusammen.
Wahrend 2016 der Mal d 1-Gehalt (ber den gesamten Lagerungszeitraum konstant
zwischen 15 ug/g FG und 20 ug/g FG lag, zeigte der identische Genotyp im folgenden
Erntejahr 2017 einen deutlich niedrigeren Gehalt von knapp 6 pg/g FG mit einer fallenden

Tendenz wéhrend der Lagerung.

4.3 Humanstudie mit Provokationstest

Um die Vertraglichkeit ausgewahlter Apfel-Genotypen zu testen, die gemal den ELISA-
Untersuchungen niedrige Mal d 1 Gehalte aufwiesen wurden an der Charité in Berlin
Humanstudien durchgefiihrt in dessen Rahmen Allergiker mit einem Oralen Allergiesyndrom
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bei Birkenpollenallergie diese Kandidaten in Provokationstests verkosteten. Die Rohdaten
wurden anschlieBend graphisch ausgewertet und die Ergebnisse der Erntejahre 2017 und 2018
mit den Resultaten der ELISA-Tests verglichen (Abbildung 16).
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Abbildung 16 Ergebnisse der Provokationstest der Humanstudie. Die Mal d 1-Gehalte, bestimmt
mittels ELISA der jeweiligen Genotypen der Kreuzungspopulationen und der drei Vergleichssorten
’Santana’ (SAN), *Golden Delicious’ (GD) und ’Braeburn’ (BR) des Erntejahrs 2017 [A], und 2018 [B],
sind nach aufsteigendem Mal d 1-Gehalt sortiert. Die Farbe stellt die Starke der Symptome der
Allergiker dar. Die GroRe der Kreise beschreibt die Varianz der Symptome der einzelnen Patienten.
Genotypen, die in beiden Jahren untersucht wurden, sind fett gedruckt (Romer et al., 2020).

Bei den ausgewahlten Genotypen des Erntejahrs 2017 (Abbildung 16A) lag der Mal d 1-
Gehalt meist unter 10 pg/g FG. Der Genotyp pl67 wies mit einem Mal d 1-Gehalt von
17,6 ug/g FG einen hoheren Allergengehalt auf und wurde daher als Vergleichsgenotyp mit
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einem hohen Allergengehalt bei der Studie mitgefiinrt. Nach dem Verzehr der meisten Apfel
traten keine, oder nur schwache Symptome bei den Probanden auf.

Jedoch gab es Genotypen, nach deren Verzehr einige Probanden deutliche Reaktionen
zeigten. Der Genotyp p29 loste mit Abstand die gravierendsten Symptome bei den Patienten
aus, die diese meist als Anschwellen der Mundschleimhaut, starkes Jucken und Kribbeln an der
Zunge, dem Rachenraum und den Lippen oder trénende Augen beschrieben. In einigen Féllen
traten multiple Reaktionen auf. So lag die durchschnittliche Bewertung der Symptome aller
Patienten nach der Bewertungsskala (Kapitel 3.2.9) bei 3,6. Wenn multiple Symptome
auftraten, wurden diese bei jedem Patienten einzeln berlcksichtigt und aufaddiert. Der
Allergengehalt von p29 lag jedoch deutlich im unteren Bereich der untersuchten Genotypen mit
1,84 pg/g FG. Auch p36, ’Golden Delicious’ und p167 lésten bei den Patienten mittelstarke bis
starke Symptome aus mit durchschnittlichen Bewertungen von 2,3 fiir p36 bzw. 2,8 fur *Golden
Delicious’ und 2,5 fir p167.

Am besten vertragen wurden die Genotypen p185, p40 und p92. Bei p185 zeigten 90 % der
Patienten keine Klinisch relevanten Symptome. Auch der Allergengehalt von p185 war mit
0,29 pg/g FG sehr niedrig.

Identische Genotypen, die in 2018 geerntet wurden, wiesen tendenziell einen hdheren
Mal d1-Gehalt auf, als im Vorjahr. Die Mal d1-Gehalte der untersuchten Genotypen variierten
zwischen 0.33 pg/g FG (p141) bis zu 15,29 ug/g FG (p36). Die allgemeine Vertraglichkeit der
untersuchten Genotypen war im Jahre 2018 jedoch deutlich besser. Keiner der Genotypen
zeigte extrem starke, nicht tolerierbare Symptome bei den Patienten. Genotyp p29, der in 2017
sehr starke allergische Reaktionen ausloste, wurde in 2018 deutlich besser vertragen und wurde
durchschnittlich mit einer 1,4 bewertet. Die untersuchten Proben p36 und *Golden Delicious’,
die 2017 ebenfalls starke Symptome auslésten, zeigten von allen untersuchten Genotypen auch
2018 die stérksten Symptome, jedoch wurden diese, mit einer 2,0 fur p26 und 1,9 bei *Golden
Delicious’, deutlich geringer beurteilt.

Auch 2018 gab es sehr gut vertragliche Genotypen, wie p193 und p92, deren Symptome
nach dem Verzehr durchschnittlich mit 0,6 bzw. 0,7 bewertet wurden.

Im direkten Vergleich der beiden Studienjahre wurden die Unterschiede in der
Vertraglichkeit und dem Allergengehalt deutlich. Die Genotypen p185, p40 und p59 blieben in
der Mal d 1-Konzentration weitestgehend konstant und auch die Symptome waren in beiden
Jahren vergleichbar niedrig. Die vergleichbare Symptomatik konnte auch bei p36 ermittelt
werden, jedoch unterschied sich hierbei der Mal d 1-Gehalt extrem. 2018 war dieser mehr als

10-mal so hoch bei tber 20 pg/g FG. Die Genotypen p92, *Golden Delicious’ und p29 zeigten
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alle zwar einen hoéheren Mal d 1-Gehalt im Jahr 2018, jedoch lésten sie im zweiten
Untersuchungsjahr deutlich geringere Symptome aus. Lediglich bei ’Santana’, waren die
Symptome im Jahr 2018 bei nahezu allen Probanden starker.

Tabelle 17 Liste der fir die weitere Zichtung geeigneten Apfelgenotypen mit den Kriterien einer
konstant guten Vertraglichkeit tiber beide Erntejahre wie auch ein méglichst niedriger Mal d 1-Gehalt

Genotyp Mal d 1-Gehalt  Vertraglichkeit Geeignet fir Zichtung

p10 niedrig ++ ++
p185 niedrig ++ ++
p193 niedrig ++ ++
p198 niedrig ++ ++
p92 mittlerer Bereich ++ +

Sowohl aus den Untersuchungen von 2017 als auch 2018 wurde deutlich, dass der Mal d 1-
Gehalt, der mit Hilfe des ELISA-Tests quantifiziert wurde, nicht als alleiniges Kriterium fir
die Beurteilung der Vertraglichkeit von Apfelgenotypen durch Allergiker herangezogen werden
kann. Eine Berechnung der Korrelationskoeffizienten dieser beiden Parameter unter
Verwendung des Spearman Rangkorrelation ergab einen Koeffizienten von 0,27 im Jahre 2017

und 0,29 im Jahre 2018, d.h. die Daten korrelieren nicht direkt miteinander.

4.4 Analyse der Polyphenol-Zusammensetzung mittels LC-MS

Mittels LC-MS wurde von den 23 in der Humanstudie getesteten Genotypen der
Polyphenolgehalt bestimmt und 24 Einzelsubstanzen aus finf Polyphenoluntergruppen
identifiziert. Diese wurden mit Hilfe eines internen Standards, Biochanin A, relativ quantifiziert
(Abbildung 17).

Der relative Polyphenolgehalt der Genotypen schwankte zwischen den Genotypen von
weniger als 500 ppm &q. IS fir Genotyp p40 des Erntejahres 2018 und 2800 ppm &qg. IS von
’Santana’ aus 2017. Es traten Unterschiede sowohl zwischen den Genotypen, als auch zwischen
den Erntejahren auf. Genotyp p40 wies in beiden Jahren einen niedrigen
Gesamtpolyphenolgehalt auf, wéahrend fur *Santana’ in beiden Jahren relativ hohe Gehalte
ermittelt wurden. Jedoch zeigte p185 im Jahre 2017 einen hohen Polyphenolgehalt, wéhrend er

2018 zu den Apfeln mit niedrigem Polyphenolgehalt zahlte.
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Steigender Allergengehalt
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Abbildung 17 Gesamtpolyphenolgehalte ausgewahlter Genotypen der Kreuzungspopulationen und
drei Vergleichssorten *Santana’ (SAN), Braeburn’ (BR) und *Golden Delicious’ (GD). Die Genotypen
sind aufsteigend nach dem Mal d 1-Gehalt sortiert. Die Genotypen, die in beiden Jahren untersucht
wurden, sind fett gedruckt. A Proben aus dem Erntejahr 2017, B Proben aus dem Erntejahr 2018. Die
Gehalte wurden durch Aufsummieren der Einzelsubstanzen berechnet.

Um die Zusammenhénge zwischen den einzelnen polyphenolischen Substanzen und dem
Allergengehalt bzw. der Vertraglichkeit aus den Humanstudien naher zu beleuchten wurden
Korrelationskoeffizienten unter Zuhilfenahme der Spearman Rangkorrelation berechnet
(Abbildungen 18 und 19).

Zur Berechnung wurden die Mal d 1-Konzentration und die Vertréglichkeit aller in der

Humanstudie getesteten Genotypen und Vergleichssorten einbezogen, wie auch die
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Konzentrationen aller polyphenolischen Substanzen, welche in technischen Triplikaten

bestimmt wurden.

entosid 4
-xyloglucosid

-Gehalt

2017

Cumarylchinasduredimer

Phlorizin

Kaempferol-glucuronid

Quercetin-glucuronid
Kaempferol-glucosid
Quercetin-pentosid 1
Cyanidin-pentosid 2
Cyanidin-pentosid 3
Chlorogensduredimer

Cyanidin-
Cumarylchinasiure

Quercetin-3-glucosid
Quercetin-pentosid 2
Cyanidin-pentosid 1
Cyanidin-hexosid 1
Cyanidin-hexosid 2
Chlorogensiure 1
Chlorogensiure 2

Procyanidin B3

Catechin

®Procyanidin
Vertriglichkeit

Epicatechin
Procyanidin B1
Phloretin

I
=
le]
=4
2
=5
=
o
®
L
@
roooiMmm

Procyanidin Bl @@ @®@®
Flavan-3-ole Procyanidin B3 @@®
Catechin @®
Procvanidin @
Quercetin-3-glucosid [ e 0,6
Quercetin-glucuronid @ @ ®
Kaempferol-glucosid @ ¢ ® L J L 0.4
Kaempferol-glucuronid @ [ ] '
Quercetin-pentosid | @®  J
Quercetin-pentosid 2 L J
Cyanidin-pentosid | @@ [ ]
Cyanidin-pentosid 2 @ ®
Cyanidin-pentosid 3 @ ®
Cyanidin-pentosid 4 @
Cyanidin-hexosid 1 @ --0,2
Cyanidin-hexosid 2
Cumarylchinasiure ® 04
Chlorogensiure 1
Chlorogensiure 2 @®
Chlorogensauredimer
Cumarylchinasduredi

: Phlorizi
Dihydrochalkone ‘| Pthl‘etiIl-inlngl]rll;“zglnsid q -0,8

Mal d1-Gehalt '@
Vertriglichkeit L -1

0,8

Flavonole

0,2

Anthocyane

Zimtsdurederivate

Abbildung 18 Korrelationsdiagramm der Polyphenole 2017. Korrelationskoeffizienten aller
quantifizierten Polyphenole, des Mal d 1-Gehaltes und der Vertrdglichkeit. Berechnet mit der Spearman
Rangkorrelation unter Berlicksichtigung von 23 Genotypen. Die GroRe der Punkte stellt den Wert des
Korrelationskoeffizienten dar. Die Farbe beschreibt sowohl den Wert als auch das Vorzeichen dieses
Koeffizienten (Romer et al., 2020).

Mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,82 — 0,97 waren die Flavan-3-ol-Gehalte stark
voneinander abhangig. Auch die Gehalte der einzelnen Flavonole korrelierten untereinander,
jedoch nicht in einem so starken Malie. Lediglich Quercetin-3-glucosid und die Quercetin-
pentoside zeigten ebenfalls einen starken positiven Zusammenhang mit Korrelations-
koeffizienten von 0,81. Fir die weiteren Polyphenolgruppen wurden keine relevanten
Korrelationen beobachtet. Die Unterschiede der Gehalte der einzelnen Polyphenole waren stark
vom Genotyp abhéngig (siehe Anhang 4 bis Anhang 7). Bezogen auf die Vertraglichkeit und
den Mal d 1-Gehalt zeigte die Matrix ausschlief3lich eine starke positive Korrelation zwischen

dem Mald 1-Gehalt und den einzelnen Flavan-3-olen mit einem durchschnittlichen
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Korrelationskoeffizienten von 0,76. Ein Zusammenhang zwischen der Vertraglichkeit und dem
Gehalt an Flavan-3-olen bestand jedoch nicht (Korrelationskoeffizient: 0,3).

Ein &hnliches Bild ergab die Untersuchung der Korrelationen des Erntejahres 2018. Die
starke Abhangigkeit der Gehalte der einzelnen Flavan-3-ole konnte bestatigt werden, wie auch
die leichte Korrelation der Flavonol-Gehalte untereinander. Wie auch 2017 ergab sich erneut
eine starke Korrelation zwischen den Flavan-3-olen und dem Mal d 1-Gehalt mit einem
durchschnittlichen Korrelationskoeffizienten von 0,8. Aber auch in diesem Jahr konnte kein
direkter Zusammenhang zwischen den Flavan-3-olen und der in der Humanstudie bestimmten

Vertraglichkeit der Apfelgenotypen nachgewiesen werden.
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Abbildung 19 Korrelationsdiagramm der Polyphenole 2018. Korrelationskoeffizienten aller quanti-
fizierten Polyphenole, des Mal d 1-Gehaltes und der Vertraglichkeit. Berechnet mit der Spearman
Rangkorrelation unter Beriicksichtigung von 23 Genotypen. Die GroRe der Punkte stellt den Wert des
Korrelationskoeffizienten dar. Die Farbe beschreibt sowohl den Wert als auch das Vorzeichen dieses
Koeffizienten (Romer et al., 2020).
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Aufgrund des positiven Zusammenhangs der Mal d 1-Konzentration und den Gehalten der
einzelnen Flavan-3-ole wurden diese in den verschiedenen Genotypen und den beiden
Erntejahren naher betrachtet. (Abbildung 20).
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Abbildung 20 Konzentration der Flavan-3-ole in verschiedenen Apfel-Genotypen der Kreuzungs-
populationen und drei Vergleichssorten *Santana’ (SAN), *Golden Delicious’ (GD) und ’Braeburn’
(BR). Alle Genotypen sind nach aufsteigendem Mal d 1-Gehalt aufgelistet. Die Genotypen, die in
beiden Jahren untersucht wurden, sind fett gedruckt [A] Proben aus dem Erntejahr 2017, [B] Proben aus
dem Erntejahr 2018. Die Buchstaben a-c beschreiben signifikante Unterschiede zwischen den Proben
mit einem Signifikanzniveau von 5 % (p < 0,05) berechnet mit dem Dunn’s Test (Romer et al., 2020).
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Genotypen des Jahres 2017 mit einem Mal d 1-Gehalt von weniger als 1,5 pug/g FG wiesen
einen Flavan-3-ol-Gehalt von maximal 35 ppm dq. IS auf. Ab 3 ug Mal d 1/g FG wurde ein
deutlich héherer Flavan-3-ol-Gehalt gemessen (mind. die 4-fache Konzentration; 126 ppm &q.
IS bis 326 ppm &q. IS). Die Genotypen p36, p29 und ’Santana’, die mittlere Mal d 1-Gehalte
zwischen 1,6 pg/g FG und 2,2 pg/g FG aufwiesen, zeigten inkonsistente Flavan-3-ol-Gehalte.
Das Proanthocyanidin mit dem héchsten Anteil am Gesamtgehalt der Flavan-3-ole ist nach dem
Epicatechin, das Procyanidin B1.

Die Proben aus dem Erntejahr 2018 wiesen ebenfalls eine starke Korrelation der Flavan-3-
ol-Gehalte mit dem Mal d 1-Gehalt, mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,8, auf
(Abbildung 19). Bis zu einem Mal d 1-Gehalt von 4,6 pg/g FG (’Santana’) zeigten alle
Genotypen einen niedrigen Flavan-3-ol-Gehalt von unter 50 ppm &q. IS (Abbildung 20). Die
Genotypen, die einen hoheren Mal d 1-Gehalt aufwiesen, zeigten auch deutlich erhéhte Flavan-
3-ol-Gehalte von tber 150 ppm &q. IS.

Die Flavan-3-ol-Gehalte waren, wie auch die Gehalte der anderen Polyphenole, vom
Genotyp abhéngig. Der Vergleich der jeweiligen Konzentrationen der Verbindungen in den
untersuchten Erntejahre zeigt kaum Unterschiede. Genotypen mit einem niedrigen Gehalt an
Flavan-3-olen (bis 50 ppm &q. IS) im Jahr 2017, zeigten diesen auch im Jahre 2018. Diese
Konstanz (ber beide Jahre im Flavan-3-ol-Gehalt konnte durch die Spearman Rangkorrelation

und einem Korrelationskoeffizienten von 0,89 berechnet werden.

4.5 Bestimmung spezifischer Peptide und Isoformen mittels LC-
MS/MS

Da keine direkte Korrelation zwischen der Vertrdglichkeit der Genotypen der
Kreuzungspopulationen mit den Mal d 1-Gehalten festgestellt werden konnte (Abbildungen 18
und 19) wurde vermutet, dass unterschiedlich reaktive Isoformen der Mal d 1-Proteine von den
Genotypen exprimiert werden. Besonders auffallig war dies bei den Sorten ’Santana’ und
’Golden Delicious’, die im Jahr 2017 &hnliche Mal d 1-Gehalte zeigten aber unterschiedlich gut
von Allergikern vertragen wurden (Abbildung 16). Die Mal d 1-Gehalte unterschieden sich
2018 starker und die unterschiedliche Vertraglichkeit wurde bestatigt. Um das Vorliegen
verschiedener Mal d 1-Proteine nachzuweisen wurden LC-MS/MS Analysen nach tryptischen
Verdau eines Gesamtprotein-Extraktes durchgefiihrt, der aus Apfeln der Sorten ’Santana’ und

>Golden Delicious’ isoliert wurde.
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Die LC-MS/MS-Analysen der Peptide, inklusive eines Teils der Probenaufarbeitung
wurden am Bayerischen Zentrum flr Biomolekulare Massenspektrometrie (BayBioMS) in
Freising durchgefihrt. Die generierten LC-MS/MS-Daten wurden mit den Sequenzen des
Proteoms von Malus x domestica verglichen. Diese Proteinsequenzen wurden um 113 bekannte
Sequenzen von Mal d 1-Isoform (allelische Varianten) erweitert. Insgesamt konnten 117 der
mittels LC-MS/MS gefundenen Sequenzen den Mal d 1-1soformen zugeordnet werden.
Abbildung 21 zeigt deren Haufigkeiten in den Genotypen ’Santana’ (links) und *Golden
Delicious’ (rechts) dargestellt als Vulkandiagramm. Dabei werden die negativ logarithmischen
p-Werte der Peptide gegen das differentielle Expressionsverhaltnis (logl0 Fold Change)
aufgetragen, wobei Peptide mit einem p-Wert < 0.03 und einem log10 Fold Change von > 0,5

bzw. < -0,5 als signifikant definiert werden.

57 eLIENYLLEHQDAYN(1) (7)
LVENYLLEHQDAYN YSLIEGDVISDKIEK /
YSlEgE)\GPAISETIEK TAE}EE?ESS&%?&%K TVEILEGDGSVGTIK]
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GDFEIKEEHVE A%;SI%EILEGDGG\"GTVQI%KISFGEGSEYSY"K é LYYALVLDADNLLPK
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TAEILEGDGGVGTIK | o & S (6)
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- )
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Abbildung 21 Vulkandiagramm aller identifizierten Peptide der Mal d 1 Isoformen. Peptide mit
einem positiven logarithmischen Fold Change (x-fach veranderten Haufigkeit, Expressionsverhaltnis)
sind vermehrt in *Golden Delicious’ zu finden, wahrend Peptide mit einem negativen logarithmischen
Fold Change vor allem in *Santana’ exprimiert sind. Peptide, welche einzelnen spezifischen Isoformen
bzw. Kleineren Isoform-Gruppen zuzuordnen werden konnten, sind rot markiert, allgemeinere
unspezifische Peptide sind schwarz dargestellt. *Santana’: (1) Gruppe von Mal d 1.03 Proteinen, (2)
CBL94177.1 Mal d 1.08, (3) Gruppe von Mal d 1.06 Proteinen, (4) CBL94138.1 Mald 1.10, (5)
XP_008351173.1_Mal d 1-dhnliches Protein. ’Golden Delicious’: (6) AAS00045.1_Mal d 1-&hnliches
Protein, (7) AAX20977.1_Mal d 1.06B oder AAS00045.1 Mal d 1- dhnliches Protein (UniprotKB). Es
wurde ein Signifikanzniveau von 3 % berechnet (p-Wert < 0.03) (Romer et al., 2020).
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Es zeigten sich deutliche Unterschiede in der Zusammensetzung der Mal d 1-Isoformen bei
beiden untersuchten Apfelsorten. So konnten einige Peptide ausschliel3lich in einer der beiden
Sorten identifiziert werden. Einige dieser identifizierten Peptide konnten einzelnen Isoformen
oder Kkleineren Isoformgruppen zugordnet werden (Abbildung 22). So wird das Peptid
LIENYLLEHQDAYN (1) ausschliellich in *Santana’ exprimiert und ist spezifisch fur eine
Untergruppe der Isoform Mal d 1.03 ist. Diese Isoformgruppe weist eine Identitat der
Aminosauresequenz untereinander von 89,4 % bis 99,4 % auf. Das gefundene Peptid befindet
sich im jeweiligen Protein an der Position 146 — 159 und bildet so den Abschluss des Proteins
am C-Terminus (Abbildung 23).

Die beiden Peptide LFNATALDGDELIAK und SIEILEGDGGVGTVQK (2) sind nur in der
Isoform, Mal d 1.08 zu finden, welche ausschlieBlich in *Santana’ exprimiert wird (Abbildung
22). Durch die Identifizierung zweier spezifischer Peptide konnte diese Isoform in ’Santana’
bestatigt werden. Tabelle 18 listet alle signifikanten Peptide, mit einer hheren Expression in
einer der untersuchten Sorten, detailliert auf.

Ebenso konnen die Peptide VSFGEGSEYNYVK und GDFEIKEEHVK (3), die
ausschliellich in ’Santana’ identifiziert wurden, nur einer kleinen Gruppe an Isoformen
zugeordnet werden (Abbildung 22). Diese Gruppe der vier moglichen Mal d 1.06 Isoformen
zeigt eine Aminosdureidentitat von 96,9 % bis 99,4 %. Die Proteine unterscheiden sich also nur
in einer bis maximal funf Aminoséuren.

Die Peptide GVFTYETEFISVIPPPR (4) und HKVDGIDKDNFVYK (5) konnten jeweils nur
einer einzelnen Isoform zugeordnet werden. GVFTYETEFISVIPPPR ist ein Peptid, welches
am Anfang der Aminosauresequenz von Mal d 1.10 an Position 2 — 18 lokalisiert ist (Abbildung
23), wahrend HKVDGIDKDNFVYK spezifisch fiir ein Mal d 1-&hnliches Protein ist (Tabelle
18).

Alle weiteren signifikanten identifizierten Peptide, welche ausschlief3lich oder in einem
deutlich hoheren Mal3e in *Santana’ exprimiert waren, stellten allgemeinere Peptide dar, die
mehreren Isoformen und damit keiner speziellen Untergruppe zugeordnet werden konnten.
Teilweise handelte es sich hierbei um gleiche Peptidsequenzen, die sich ausschlielich in der
tryptischen Schnittstelle unterschieden.

In *Golden Delicious’ wurden im Gesamten nur sieben und somit weniger spezifische
signifikante Peptide identifiziert. Zwei Peptide konnten einer spezifischen Isoform zugeordnet
werden. Die Peptide LYYALVLDADNLLPK (6) (NCBI Protein: AAS00045.1) und
TVEILEGDGSVGTIK (7) werden zusammen nur in einer einzigen Isoform eines Mal d 1-
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ahnlichen Proteins an Position 19 — 33 und 41 — 55 gefunden (Abbildung 23). Peptid (7) kann
ebenfalls von einer weiteren Isoform Mal d 1.06B gebildet werden.

Die weiteren Peptide konnten keinen speziellen Isoformen oder —gruppen zugeordnet
werden. Die Peptide TVEILEGDGGVGTIK und TVEILEGDGGVGTIKK wie auch
KVSFGEGSEYSYVK und VSFGEGSEYSYVK unterscheiden sich ausschlieBlich an der

jeweiligen tryptischen Schnittstelle.
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Tabelle 18 Auflistung der identifizierten, signifikanten Peptide

Peptidsequenz

Kultivar Position

Isoform

LIENYLLEHQDAYN
LFNATALDGDELIAK
SIEILEGDGGVGTVQK
VSFGEGSEYNYVK
GDFEIKEEHVK
GVFTYETEFISVIPPPR

HKVDGIDKDNFVYK

LVENYLLEHQDAYN

STEILEGDGGVGTIKK
TAEILEGDGGVGTIKK
TAEILEGDGGVGTIK
KISFGEGSEYSYVK
ISFGEGSEYSYVK
YSLIEGDVISDK
YSLIEGDVISDKIEK
YSMIEGDAISETIEK
LYYALVLDADNLLPK

TVEILEGDGSVGTIK

GVLTYETEYASIIPPAR
TVEILEGDGGVGTIK
TVEILEGDGGVGTIKK
KVSFGEGSEYSYVK
VSFGEGSEYSYVK

SAN
SAN

SAN

SAN

SAN

SAN

SAN
SAN
SAN
SAN
SAN
SAN
SAN
SAN
GD

GD

GD
GD
GD
GD
GD

146 — 159
19-33
41 - 56
57 -69
124 - 134
2-18

7083

146 — 159

41-56
41-56
4157
56 — 69
57 — 69
84 - 95
8498
8498
1933

41 - 55

2-18
41 -55
41 -56
56 — 69
57 -69

Gruppe Mal d 1.03
Mal d 1.08 (CBL94177.1)

Uniprot

Gruppe Mal d 1.06

Mal d 1.10 (CBL94138.1)

Uniprot
Mal d 1-ghnliches Protein

1)
()

(3)

(4)

(5)

(XP_008351173.1) NcBI Protein

Gruppe Mal d 1.09 und
Mal d 1.08 (CBL94177.1)

Uniprot

Mal d 1-&hnliches Protein
(AAS00045.1) NcBl Protein
Mal d 1-&hnliches Protein
(AAS00045.1) oder

(6)

(7)

Mal d 1.06B (AAX20977.1)

NCBI Protein

* Zahlen entsprechen der Nummerierung in Abbildung 21
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Abbildung 22 Phylogenetischer Baum der Isoformen des Mal d 1. Die Isoformen, deren zugehdérige
Peptide in signifikanten Mengen vermehrt in ’Santana’ gefunden wurden, sind blau markiert:
@ LIENYLLEHQDAYN (Gruppe Mal d 1.03), © SIEILEGDGGVGTVQK und LFNATALDGDELIAK
(Mal d 1.08), O GDFEIKEEHVK und VSFGEGSEYNYVK (Gruppe Mal d 1.06),
® GVFTYETEFISVIPPPR (Mal d 1.10), © HKVDGIDKDNFVYK (Mald1 — &hnliches Protein),
® | VENYLLEHQDAYN (Gruppe des Mal d 1.09 und Mal d 1.08), ® YSLIEGDVISDK

Die Isoformen, deren zugehdrige Peptide in signifikanten Mengen vermehrt in *Golden Delicious’
gefunden wurden, sind rot markiert: ® LYYALVLDADNLLPK (Mald1 — &hnliches Protein),
@® TVEILEGDGSVGTIK Mal d 1 — ahnliches Protein und Mal d 1.06B), O GVLTYETEYASIIPPAR
Der Phylogenetische Baum wurde mit der Software Geneious erstellt (Romer et al., 2020).
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Abbildung 23 Abgleich spezifischer Peptide mit den Proteinsequenzen von Betv 1 und Mal d 1.
Die schwarzen Balken Uber den Sequenzen symbolisieren bereits identifizierte und beschriebene
Epitope des Mal d 1 (IEDB Immune Epitope Database, 2019). Die beiden gezeigten Mal d 1lsoformen
sind jeweils spezifisch fiir ein Apfelkultivar. GD = *Golden Delicious’, SAN = ’Santana’ (Romer et al.,
2020).
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5 Diskussion

5.1 Biosynthese und Reinigung des rMal d 1 in E. coli

Die heterologe Expression rekombinanter Proteine ist ein wichtiger Bestandteil in der
Proteinanalytik und Biochemie. Dabei wird hdufig E. coli als geeignetes Expressionssystem,
unter anderem bei Hiss-Tag-markierten Proteinen, eingesetzt (Rosano und Ceccarelli, 2014,
Rehm und Letzel, 2016). Der Hiss-Tag stellt mit nur sechs Aminoséuren einen sehr kleinen
Affinitatsmarker dar, der das Risiko einer sterischen Konformationsanderung reduziert und
gerade bei kleinen Proteinen, wie den PR-10-Proteinen, geeignet ist (Rehm und Letzel, 2016).
Zudem eignen sich Hise-Tag markierte Proteine fiir eine Reinigung aus den Einschlusskorpern
(IB) unter denaturierenden Bedingungen wie es in dieser Arbeit durchgefiihrt wurde (Crowe et
al., 1994). Nach der Induktion der Proteinexpression mit IPTG wird ein Teil der Proteine in
Form von unl6slichen, fehlgefalteten IBs gebildet. Durch eine Reduktion der
Inkubationstemperatur kann die Bildung zwar verringert werden (Rosano und Ceccarelli,
2014), jedoch bleibt ein gewisser Anteil des Zielproteins unléslich. Durch die Reinigung der
rMal d 1 Proteine unter denaturierenden Bedingungen konnte die Ausbeute an Zielprotein ca.
verdreifacht werden, da neben den l6slichen Proteinen auch mogliche fehlgefaltete Proteine aus
den unléslichen IBs miterfasst werden konnten. Zusétzlich wird durch die Auflésung der
dreidimensionalen Struktur und der Auffaltung der Proteine, der Hiss-Tag sterisch freigelegt
und so die Reinigung mittels Affinitatschromatographie verbessert (Rehm und Letzel, 2016).
Die Effizienz der Reinigung konnte anhand der kontaminationsfreien Elutionsfraktionen im
SDS-Gel und durch Western Blot Analyse bestatigt werden. Lediglich eine klare Bande bei der
gewinschten GroRe von 17,5 kDa fir das rMal d 1 war deutlich sichtbar (Abbildung 7).

5.2 Bestimmung der Mal d 1 Konzentration in Apfelproben mittels
ELISA-Tests

Fur die Quantifizierung der Mal d 1-Gehalte unterschiedlicher Apfelsorten und Genotypen
der Kreuzungspopulationen wurde ein indirekt kompetitiver ELISA-Test eingesetzt. Diese
Methode gilt neben anderen Varianten des ELISA, wie dem Sandwich-ELISA (Ahrazem et al.,
2007, Matthes und Schmitz-Eiberger, 2009, Kiewning und Schmitz-Eiberger, 2014) oder dem
direkt kompetitiven ELISA (Karamloo et al., 2001, Marzban et al., 2005, Sancho et al., 2006)
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als eine Standardmethode zur Bestimmung von Nahrungsmittelallergenen, insbesondere PR-10
Proteinen (Kurze et al., 2018a, Kurze et al., 2018b, Picchi et al., 2019). Dabei eignet sich der
indirekt kompetitive ELISA besonders fiir kleine Proteine, wie das Mal d1 (Kizis und
Siragakis, 2014). Durch die Detektion des Antigens mit zwei spezifischen Antikdrpern kann
die Spezifitat und die Empfindlichkeit des Nachweises erhoht werden. Fir Mal d 1 sind eine
Vielzahl von unterschiedlichen Isoformen bekannt, die sich in wenigen Aminoséauren
unterscheiden (Son et al., 1999, Gao et al., 2008, Pagliarani et al., 2013). Auch die Zusammen-
setzung der Isoformen in den unterschiedlichen Genotypen unterscheidet sich stark (Abbildung
21). Um moglichst alle Isoformen zu erfassen und zu quantifizieren, wurde durch die Firma
,,Davids Biotechnologie GmbH* ein polyklonaler Antikdrper hergestellt, welcher gegen das
denaturierte rMal d 1.02 gerichtet war. Polyklonale Antikorper binden an mehrere Epitope des
Proteins und koénnen so auch unterschiedliche Isoformen erkennen. Ein Nachweis dieser
Kreuzreaktion erfolgte im Zuge -einer nachfolgenden Arbeit mittels Western Blot
Untersuchungen mit homologen Proteinen aus Birke, Erdbeere und Pflaume. Sowohl Bet v 1
als auch Fraa 1 und Prud 1 wurden von dem polyklonalen Antikérper erfasst (Romer et al.,
2020). Da die Ahnlichkeit der Aminosauresequenz innerhalb der Isoformen des Mal d 1 gréRer
ist, als zu den homologen Proteinen, kann davon ausgegangen werden, dass eine grof3e Anzahl

der Mal d 1 Isoformen detektiert wird.

52.1 Der Allergengehalt ist abh&ngig von Genotyp und von Umwelt-

faktoren

Viele Eigenschaften der Apfel, wie Aroma und Geschmack, Festigkeit, Farbe oder auch die
Né&hrstoffzusammensetzung, unterscheiden sich stark zwischen den einzelnen Genotypen und
Kultivaren (Mehinagic et al., 2006, Nour et al., 2010). So ist es nicht iberraschend, dass auch
der Mal d 1-Gehalt stark vom Genotyp abhangig ist (Zuidmeer et al., 2006, Matthes und
Schmitz-Eiberger, 2009). Dies konnte auch im Zuge dieser Arbeit bestatigt werden. Die Gehalte
an Mal d 1 der untersuchten Apfelgenotypen schwankte zwischen 0,1 pg/g FG und 40 ug/g FG.
Die meisten Genotypen wiesen jedoch Mal d 1-Konzentrationen in einem Bereich zwischen
0,1 png/g FG und 10 pg/g FG auf. Damit sind die Unterschiede deutlich groRer, als dies bei
homologen Proteinen aus anderen Friichten wie Erdbeeren, Pflaumen oder Tomaten ermittelt
werden konnte (Kurze et al., 2018a, Kurze et al., 2018b, Picchi et al., 2019).

Am Beispiel der untersuchten Genotypen der Selektionsstufe 2 (Abbildung 11) wurde
deutlich, dass, neben der Genotypabhéngigkeit, die Umweltbedingungen, einschlieBlich Klima

und Pathogenbefall den Mal d 1-Gehalt beeinflussen. Diese Wirkung zeigte sich bei jedem
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Genotyp in unterschiedlichem MaRe. Genotypen wie p158, p92, p13 oder p8 wiesen groRe
Varianzen in der Mal d 1-Konzentration tber die drei untersuchten Erntejahre auf. Tendenziell
war dabei der Allergengehalt im Jahr 2018 hoher als 2017 und deutlich héher als im Erntejahr
2016.

Ein Vergleich der Wetterdaten der Erntejahre kann Hinweise liefern, die die ansteigenden
Mal d 1-Gehalte erklaren konnten. Im Jahr 2017 setzte die Apfelblute, aufgrund der warmen
Temperaturen im Marz, deutschlandweit verhaltnisméaRig friih ein (SWR Wissen, 2018). Durch
einen starken Kalteeinbruch mit Schnee und Frost im April kam es jedoch zu grof3en Einbul3en
der Blutenzahlen und Kaltestress. Der Sommer hingegen verlief geméaRigt mit warmen,
trockenen wie auch kihleren, nassen Abschnitten (Deutscher Wetterdienst, 2017). Der Sommer
des Jahres 2018 war wettertechnisch gepragt von sehr hohen Temperaturen und extremer
Trockenheit, besonders in der ndrdlichen Halfte Deutschlands (Deutscher Wetterdienst, 2018).
Diese erhohten Stressbedingungen wahrend der Zeit der Fruchtentwicklung und -reifung, durch
die extremen Wetterbedingungen, steigern die Expression stressinduzierter Proteine. Dennoch
scheinen einige Genotypen, wie p78, p40, p141 und pl198, von diesen starken externen
Bedingungen nicht, oder nur in sehr geringem Mal3e beeinflusst worden zu sein.

Der genotypabhéngige Einfluss der Wetter- und Umweltbedingungen setzt auf dem Weg zu
einem allergenarmen, gut vertraglichen Apfel, die Analyse und Beobachtung des Mal d 1-
Gehaltes Gber mehrere Enterjahre voraus.

Jedoch treten nicht nur zwischen den verschiedenen Genotypen, sondern oft auch zwischen
unterschiedlichen Friichten desselben Baumes Unterschiede in der Expression der Proteine auf
(Marzban et al., 2005, Asero et al., 2006, Matthes und Schmitz-Eiberger, 2009). Um diese
Schwankungen zu berticksichtigen, wurde in dieser Arbeit flr jeden Genotyp eine Mischprobe
aus mindestens drei stichprobenartig ausgewahlten Friichten aus unterschiedlichen Teilen des
Baumes, sowohl der Sonnen- als auch der Schattenseite, generiert.

Weiterhin ist bekannt, dass die Mal d 1-Proteinkonzentration im Laufe der Fruchtreifung in
den meisten Genotypen ansteigt (Vieths et al., 1993, Schmitz-Eiberger und Matthes, 2011,
Szamos et al., 2011). Der zunehmende Mal d 1-Gehalt kdnnte eine Reaktion auf vermehrte
Stresseinfliisse im Laufe der Fruchtentwicklungszeit sein oder mit der erhéhten Ethylen-
Produktion wahrend der Apfelfruchtreifung zusammenhéngen (Beuning et al., 2004). Neben
biotischen und abiotischen Stressbedingungen konnte auch die Induktion der Genexpression
der PR-10 Proteine durch Phytohormone wie Salicylsdure, Jasmonsdure oder Ethylen

nachgewiesen werden (Seo et al., 2008). Um Unterschiede aufgrund des Reifestadiums der
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Frichte zu vermeiden, wurden alle Friichte pflickreif geerntet und bis zu ihrer Genussreife im
Kihllager bei 4 °C gelagert, bevor sie flr weitere Probenvorbereitungen verwendet wurden.

Der Einfluss von Ethylen auf die Mal d 1 Expression wird ebenfalls als Erklarung der
tendenziell ansteigenden Mal d 1-Konzentration wéhrend der Lagerung der klimakterischen
Frichte diskutiert (Beuning et al., 2004).

52.2 Die Lagerungszeit und -bedingung beeinflusst den Allergen-
gehalt

Die Lagerung von Apfeln gehort im Handel zur gangigen Praxis, um ein ganzjahriges
Angebot von Apfeln zu gewahrleisten. Eine Lagerung unter kontrollierter Atmosphére, wie den
ULO-Bedingungen, wird dabei sehr haufig bevorzugt. Die niedrigen Temperaturen, der
niedrige  Sauerstoffgehalt und der leicht erhohte CO»>-Gehalt verlangsamen
Stoffwechselvorgange, wie die Bildung von Ethylen und somit die weitere Reifung der Friichte
(Anese et al., 2020). Allgemeine Fruchteigenschaften, wie die Textur der Frucht und
sensorische Parameter, konnen durch die Lagerungsbedingung uber einen langen Zeitraum von
mehreren Monaten erhalten werden und ermdglichen so den ganzjéhrigen Verzehr der Friichten
(Afif, 2019).

In Bezug auf die Lagerung der Apfel wird immer wieder der Einfluss auf den Allergengehalt
und die Vertraglichkeit der Frichte diskutiert. Dabei wird meist ein ldngerer
Lagerungszeitraum mit einem generellen Anstieg der Mal d 1-Konzentration in Verbindung
gebracht (Atkinson et al., 1996, Sancho et al., 2006, Matthes und Schmitz-Eiberger, 2009,
Schmitz-Eiberger und Matthes, 2011). Andere allergieauslésenden Lebensmittel wie
beispielsweise Haselnlisse mit ihren Bet v 1-homologen Proteine zeigen keine Anderungen im
Laufe der Lagerung (Wigotzki et al., 2000).

Der tendenzielle Anstieg der Mal d 1-Konzentration wéhrend der Lagerung wird oft mit der
Ethylenproduktion wéhrend der Reifung erklart (Beuning et al., 2004). Daher gilt eine
maoglichst vollstdndige Unterbrechung des Reifungsvorgangs als Ziel auf der Suche nach der
optimalen Lagerungsbedingung. Durch den Einsatz von 1-Methylcyclopropen (1-MCP)
wéhrend der Lagerung kann die Produktion von Ethylen gehemmt werden (Kolniak-Ostek et
al., 2014). Diese Behandlung fuhrte in Studien bereits zu einen reduzierten Mal d 1-Anstieg
wéhrend der Lagerung im Vergleich zu unbehandelten Friichten (Kiewning und Schmitz-
Eiberger, 2014).

Wie schon in friheren Studien beschrieben (Afif, 2019, Koric¢anac et al., 2019) konnte auch

in dieser Arbeit gezeigt werden, dass sich die Entwicklung des Mal d 1-Gehaltes wéhrend der
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Lagerungszeit in den untersuchten Genotypen untereinander unterscheidet (Abbildungen 13,
14 und 15). Einige Genotypen zeigten einen klaren Anstieg des Mal d 1-Gehaltes Uber die
Lagerungszeit und damit ahnliche Ergebnisse wie in der Literatur beschrieben. Bei *Golden
Delicious’ in 2016 und dem Genotyp pl42 in 2017 stieg der Allergengehalt im Laufe der
Lagerungszeit auf bis zu 400 % der urspriinglichen Mal d 1-Konzentration zu Beginn der
Lagerung an (Abbildungen 13 und 14). Andere Genotypen wie z.B. p17 und p86 aus 2016 oder
p158 (2017) zeigten geringere Anstiege im Mal d 1-Gehalt. Jedoch konnte am Beispiel von
Genotyp p13 (2016, Abbildung 13) gezeigt werden, dass durchaus auch gegenteilige Effekte
auftreten konnen. Sowohl unter ULO-Bedingungen als auch in der Uberlagerung im KL nahm
die Mal d 1-Konzentration (ber die Zeit kontinuierlich auf die Halfte der Ursprungs-
konzentration ab. Vergleicht man die Lagerung unter ULO-Bedingungen mit der Uberlagerung
unter normaler Atmosphare, konnte kein signifikanter Unterschied in der Entwicklung des
Mal d 1-Gehaltes festgestellt werden. Lediglich bei p42 (2016) zeigte eine Lagerung im KL
eine konstante Mal d 1-Konzentration, wahrend der Gehalt im ULO-Lager anstieg. Eine
Voraussage der Mald 1-Entwicklung wadhrend der Lagerung bei  anderen
Lagerungsbedingungen ist daher nicht méglich.

Wie sich die unterschiedlichen Entwicklungen der Mal d 1-Gehalte bei der Lagerung
letztendlich auf die Vertraglichkeit der Apfel auswirkt, muss weiter untersucht werden. Einige
Patienten beschreiben eine bessere Vertraglichkeit von frischen Apfeln im Vergleich zu
gelagerten Frichten, jedoch konnte das bisher in keiner Humanstudie eindeutig belegt werden
(Vlieg-Boerstra et al., 2011). Eine vergleichende Untersuchung von unterschiedlich gelagerten
Apfeln zeigte jedoch eine signifikant bessere Vertraglichkeit der Apfel nach ULO-Lagerung im
Vergleich zu einer Kihllagerung unter normaler Atmosphare (Bolhaar et al., 2005). Ob sich
diese Tendenz auch auf Genotypen mit abfallendem Allergengehalt Gbertragen l&sst, muss in

der Zukunft untersucht werden.

5.3 Kein direkter Zusammenhang zwischen Vertraglichkeit und
Mal d 1-Gehalt

Neben der Quantifizierung des Mal d 1-Gehaltes, ist die Durchfiihrung von Humanstudien
von grofRer Wichtigkeit, denn eine direkte Abhangigkeit der Vertraglichkeit und des
Allergengehalts konnte bisher nicht bestatigt werden (Asero et al., 2006, Vlieg-Boerstra et al.,
2011). Auch in der vorliegenden Studie konnte kein direkter Zusammenhang festgestellt
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werden. Im Erntejahr 2017 zeigten die Genotypen p36, p29 und *Golden Delicious’, die mittlere
Mal d 1-Konzentration aufwiesen in der durchgefuihrten Humanstudie die starksten Symptome
(Abbildung 16 A). Dabei wurden Genotypen mit hoheren Mal d 1-Gehalten, wie p13, p59 oder
p22 deutlich besser vertragen. Vergleicht man die beiden etablierten Sorten ’Santana’ und
’Golden Delicious’, so zeigten diese, trotz der sehr ahnlichen Allergengehalte, deutliche
Unterschiede in der Vertraglichkeit. Die signifikant bessere Vertraglichkeit der Sorte *Santana’,
im Vergleich zu *Golden Delicious’ wurde bereits gezeigt (Kootstra et al., 2007). Die Sorte
’Braeburn’ 16ste, trotz deutlich htherem Mal d 1-Gehalt, bei den meisten Patienten nur geringe
Symptome, d&hnlich der gutvertraglichen Sorte ’Santana’ aus. In beiden untersuchten
Erntejahren konnte kein direkter Zusammenhang der Allergenitat und des Mal d 1-Gehaltes
festgestellt werden (Abbildung 16).

Wie schon bei anderen untersuchten Genotypen beobachtet (Abbildung 11), zeigten die
Genotypen im Erntejahr 2018 tendenziell hohere Mal d 1-Gehalte (Abbildung 16 B), was auf
den Einfluss des Anbaujahres mit deren klimatischen Unterschieden auf den Allergengehalt
hindeutet. Weitere beeinflussende Faktoren, wie Lagerungszeit oder Reifestadium der Apfel
(Sancho et al., 2006, Schmitz-Eiberger und Matthes, 2011) wurden in dieser Studie konstant
gehalten. Trotz des hoheren Mal d 1-Gehaltes im Jahr 2018, traten bei den Patienten nach oraler
Exposition meist gleichbleibend schwache oder deutlich schwéchere Symptome auf als in 2017.
Eine mogliche Erklarung liefern die durchgehend warmen Temperaturen in den
Sommermonaten des Jahres 2018 (Deutscher Wetterdienst, 2018). Die hitzeempfindlichen
Mal d 1-Proteine in den frischen Friichten am Baum kdnnen durch erhéhte Sonneneinstrahlung
und Hitze bereits denaturieren. Dadurch wird die IgE-Bindung nativer Antikorper der
Allergiepatienten reduziert und nur schwache Symptome ausgeldst. Im ELISA-Test werden
diese Proteine dank des polyklonalen Antikorpers, gerichtet auf das denaturierte rMal d 1,
dennoch detektiert. Lediglich nach Verzehr der sonst gut vertragenen Sorte *Santana’ (Bolhaar
et al., 2005, Vlieg-Boerstra et al., 2013) wurden starkere Allergiesymptome beschrieben.

Neben den Faktoren wie der Abhangigkeit der Vertraglichkeit vom Genotyp, natlrliche
Schwankungen des Mal d 1-Gehaltes innerhalb der Apfel eines Genotyps (Marzban et al.,
2005, Asero et al., 2006), oder Schwankungen desselben Genotyps tGber mehrere Erntejahre
(Vlieg-Boerstra et al., 2011), missen auch weitere Einfliisse in Betracht gezogen werden.

Zum einen spielen die individuellen Immunreaktionen der Patienten durch spezifische
Antikorper eine wichtige Rolle in der Antigenerkennung. So konnen Antikorper
unterschiedlicher Patienten die Isoformen in variierendem Mafe erkennen (Bolhaar et al., 2005,
Holm et al., 2011, Kitzmdller et al., 2015). Auch die Starke der Immunreaktion und die

74



Diskussion

auftretenden Symptome der Patienten konnen sehr unterschiedlich ausfallen. In dieser Studie
traten sowohl ein Anschwellen der Lippen oder Zunge, ein Kribbeln im Mund oder Rachen,
wie auch tranende Augen oder eine geschwollene Mundschleimhaut auf. Einige Patienten
beschrieben bei mehreren Apfelgenotypen multiple Symptome. Die Variation der Schwere der
Symptome der Patienten wurde in Abbildung 16 in Form der KreisgroR3e dargestellt. Dabei wird
deutlich, dass bei p29 (2017) die Schwankungen der Symptomatik zwischen den einzelnen
Patienten sehr groR war, wéhrend die Genotypen p185 (2017) und p92 (2018) von allen
untersuchten Patienten sehr gut vertragen wurden. Um maogliche Interaktionen mit zusatzlichen
Aero-Allergenen und daraus resultierende zusatzliche Reaktionen des Immunsystems zu
minimieren, wurde die Studie in beiden Jahren aulRerhalb der Pollensaison durchgefiihrt. Jedoch
kann aufgrund der Existenz weiterer Apfelallergene aus anderen Proteinfamilien nicht
ausgeschlossen werden, dass eine allergische Reaktion der Patienten auf Proteine wie Mal d 2,
Mal d 3 oder Mal d 4 ebenfalls in deren Symptomatik involviert sind.

Zur Untersuchung der Vertraglichkeit spielt die Wahl des Testsystems in der Humanstudie
eine wichtige Rolle. Es konnte bereits mehrfach gezeigt werden, dass eine Analyse der
Allergenitat von Lebensmitteln, mittels des hdufig angewandten Skin-Prick-Tests oft falsch
positive oder falsch negative Ergebnisse zeigt und so nur schwer eine explizite Aussage uber
die Symptome nach einer oralen Exposition getroffen werden kann (Clark und Ewan, 2003,
Niggemann et al., 2006, Vlieg-Boerstra et al., 2011). Bei einer Untersuchung des IgE-
Antikorper-Titers kann es ebenfalls zu einer erhdhten Fehlerrate in der Voraussage von oralen
Symptomen nach Kontakt mit dem Allergen kommen (Clark und Ewan, 2003, Niggemann et
al., 2006, Song, 2015). Auch im Zuge der Humanstudie an der Charité wurden zuséatzlich zu
den Provokationstests auch Blutproben der Patienten auf Antikdrper untersucht. Dies fuhrte
jedoch zu keinem aussagekraftigen Ergebnis.

Das empfohlenes Verfahren in der Diagnose oraler Allergiesyndrome nach Exposition mit
Nahrungsmittelallergenen, wie den PR-10-Proteinen, stellt der orale Provokationstest nach dem
DBPCFC-Verfahren (engl. double-blind, placebo-controlled food challenge) dar (Niggemann
et al., 2006). Dieser Placebo-kontrollierte orale Provokationstest kann bei der Diagnose einer
Mal d 1-Allergie bei Patienten sehr gut eingesetzt werden (Skamstrup Hansen et al., 2001,
Bolhaar et al., 2005, Kollmann et al., 2013).

Das rMal d 1 kann dabei als geschmacks- und geruchsneutrales, gutlésliches Antigen
dienen (Kollmann et al., 2013). Bei der Identifizierung allergenarmer Apfel-Genotypen kann
das DBPCFC-Verfahren nicht unveréndert angewendet werden, da ein Kontrollapfel ohne

Allergene nicht realisierbar ist. Fir die Beurteilung und Einstufung der Vertraglichkeit der
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Apfel wurde daher die Starke der Symptome nach Verzehr der Genotypen mit den Symptomen
der, allgemein gut vertréglichen Sorte ’Santana’ verglichen.

Die Vertraglichkeit der Apfel ist nicht ausschlieBlich mit der Konzentration des
allergieauslosenden Antigens Mal d 1 gleichzusetzen ist. Jedoch kann durch die
Vorselektionierung die Wahrscheinlichkeit erhoht werden, gut vertragliche Genotypen zu
identifizieren. Der Provokationstest vorselektierter Genotypen bleibt auf der Suche nach gut

vertraglichen Kandidaten in einem Selektionsprozess jedoch essenziell.

5.4 Starke Abhangigkeit zwischen dem Mal d 1-Gehalt und den

Flavan-3-olen

Wie die PR-Proteine, so werden auch sekundére Pflanzenstoffe, wie die Polyphenole, als
Reaktion auf biotischen und abiotischen Stress gebildet (Lattanzio et al., 2006, Agati und
Tattini, 2010, Ullah et al., 2017). Zusétzlich konnte in in vitro Studien (Bronner und Landry,
1985, Kanda et al., 1998, Tokura et al., 2005) wie auch in mehreren in vivo Studien (Akiyama
et al., 2000, Enomoto et al., 2006, Zuercher et al., 2010) ein antiallergener Effekt und eine
Reduzierung der Allergiesymptome durch die Gabe von Polyphenolextrakten nachgewiesen
werden.

In dieser Arbeit konnten bei der Untersuchung der Polyphenolgehalte der Apfelgenotypen
Vertreter von funf Polyphenolgruppen identifiziert und tiber Biochanin A als internen Standard
relativ quantifiziert werden. Dabei wurden finf Zimtséurederivate identifiziert. Die
Chlorogensaure gehort dabei zu den wohl bekanntesten Zimtsaurederivate in Apfeln (Awad et
al., 2000, Kahle et al., 2005). Es konnten zwei Isomere der Chlorogensdure ermittelt werden,
die sich in der Retentionszeit unterschieden, jedoch dasselbe typische Fragmentierungsmuster
aufwiesen. Chlorogenséure weist ein hohes antioxidatives Potential auf und bildet sich
vermehrt in mit Apfelschorf oder anderen pilzlichen Erkrankungen infizierten Blattern
(Nakatani et al., 2000, Mikulic-Petkovsek et al., 2003).

Bei den Anthocyanen konnten als Hauptkomponente ein Cyanidin-hexosid identifiziert
werden. Mit Hilfe der Standardsubstanzen Cyanidin-3-O-glucosid und Cyanidin-3-O-
galaktosid wurde versuchte, eine eindeutige ldentifizierung zu ermdglichen. Eine Auftrennung
der Substanzen bezlglich der Retentionszeit, durch die genutzte Methode, war nicht méglich.
Jedoch handelt es sich hierbei vermutlich um das Cyanidin-3-O-galaktosid, welches als

Hauptkomponente in rotschaligen und rotfleischigen Apfeln bereits mehrfach beschrieben
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wurde (Vrhovsek et al., 2004, Sadilova et al., 2006, Espley et al., 2019). Zuséatzlich konnten
auch ein weiteres Hexosid und mehrere Cyanidin-pentoside identifiziert werden. Es konnten
keine weiteren Anthocyane wie Pelargonidin-Derivate in Erdbeeren (Garzon und Wrolstad,
2002) oder Delphinidin-Derivate in Granatapfel (Noda et al., 2002) nachgewiesen werden.

Die zu den Flavonolen zahlenden Quercetin- und Kaempferolderivate konnten ebenfalls
detektiert und quantifiziert werden. Dabei dominieren klar die Quercetinderivate (Hollman und
Arts, 2000, Tsao et al., 2003, Boyer und Liu, 2004, Kahle et al., 2005). Quercetin gilt als die
Substanz mit einer verhéltnisméalig hohen antioxidativen Aktivitéat, bezogen auf alle Flavonoide
(Ververidis et al., 2007). Die beiden detektierten Kaempferol-glycoside konnten in allen
Genotypen in nur sehr geringen Mengen von wenigen ppm eg. IS detektiert werden.

Zu den Hauptkomponenten der Polyphenole in Apfeln gehoren, neben der Chlorogensaure,
die Flavan-3-ole mit ihren Vertretern Epicatechin, Catechin und den dimeren Strukturen der
Proanthocyanidine (Podsedek et al., 2000). Dabei ist besonders die Konzentration von
Epicatechin sehr hoch (Podsedek et al., 2000, Manach et al., 2004, Han et al., 2019) was in
dieser Arbeit bestatigt wurde (Abbildung 20). Epicatechin machte in allen Genotypen in beiden
Jahren mit 38 % - 56 % des gesamten Flavanolgehaltes den grofiten Anteil aus, gefolgt von
Procyanidin B1 mit bis zu 50 %.

Auf der Suche nach allergenarmen Apfeln und dem mehrfach beschriebenen
Zusammenhang zwischen dem Gesamtpolyphenolgehalt und der Vertraglichkeit wurden auch
in dieser Arbeit mogliche Korrelationen analysiert (Schmitz-Eiberger und Matthes, 2011,
Kiewning et al., 2013, Kschonsek et al., 2019b). Die einzelnen Genotypen unterschieden sich
sehr stark in ihren Polyphenol-Gehalten (Mainla et al., 2011). Es konnte kein direkter
Zusammenhang zwischen dem Mal d 1-Gehalt und der Gesamtpolyphenolkonzentration
festgestellt werden (Abbildung 17). Weiterhin wurde keine direkte Korrelation zwischen der
Vertréglichkeit der Genotypen und dem Gesamtpolyphenolgehalt gefunden. Die Sorte
’Santana’ zeigte eine gute Vertraglichkeit und wies in beiden Jahren eine der hdchsten
Gesamtpolyphenolgehalte aller untersuchten Genotypen auf. Jedoch zeigten die Patienten auch
nach dem Verzehr von p40 in beiden Jahren kaum Allergiesymptome. Betrachtet man den
Gesamtpolyphenolgehalt dieses Genotyps, so ist dieser in beiden Jahren der niedrigste aller
gemessenen Proben. Der in beiden Jahren gut vertrdgliche Genotyp pl185, lag im
Gesamtpolyphenolgehalt 2017 im oberen Bereich der Konzentration, wéahrend er 2018 einen
der niedrigsten Gehalte aufwies.

Bei der Betrachtung der einzelnen Polyphenolgruppen stellte sich heraus, dass der Flavan-

3-ol-Gehalt eindeutig mit dem Allergengehalt korrelierte (Abbildungen 18 und 19). Genotypen
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mit niedrigem Mal d 1-Gehalt zeigten ebenfalls einen niedrigen Gehalt an Flavan-3-olen,
wéhrend Genotypen mit einem hohen Gehalt des Proteins auch hohe Gehalte an Flavan-3-olen
aufwiesen. Dies konnte mit der Berechnung des Korrelationskoeffizienten, ermittelt mit der
Spearman Rangkorrelation, von 0,76 in 2017 und 0,8 in 2018 bestatigt werden. Schmitz-
Eiberger et al. (2003) konnten ebenfalls eine positive Abhangigkeit des Mal d 1-Gehaltes mit
dem Gehalt an Catechin nachweisen (Schmitz-Eiberger et al., 2003, Schmitz-Eiberger und
Matthes, 2011). Der Flavan-3-ol-Gehalt hatte jedoch keinen Einfluss auf die Konzentration und
IgE-Bindungsaffinitat von Mal d 1 (Kiewning et al., 2013). Lediglich die Genotypen p29, p36
und die Vergleichssorte *Santana’ im Jahr 2017 passten nicht zu dieser Tendenz. Bei p29 und
p36 konnte trotz niedrigerem Mal d 1-Gehalt im Vergleich zu ’Santana’ ein hoherer Flavan-3-
ol-Gehalt gemessen werden. Erste Vermutungen deuteten auf einen Einfluss des Flavan-3-ol-
Gehaltes auf die Vertraglichkeit hin, da *Santana’ mit geringem Flavan-3-ol-Gehalt deutlich
besser vertragen wurde als die beiden Genotypen p29 und p36 mit hohen Konzentrationen.
Jedoch konnte diese Vermutung im Weiteren nicht bestatigt werden. Bezuglich der
Vertréglichkeit deutet einiges darauf hin, dass neben einer geringen Mal d 1-Konzentration
auch ein niedriger Gehalt an Flavan-3-olen essenziell ist.

Die positive Korrelation der Mal d 1-Konzentration mit den Flavan-3-ol-Gehalten gibt
Hinweise auf eine Protein-Liganden Assoziation wie dies bereits fiir Bet v 1 und Quercetin-
sophorosid (Seutter von Loetzen et al., 2014) oder fir unterschiedliche Isoformen des Fra a 1
mit Quercetin-3-O-glucuronid, Myricetin bzw. (+)-Catechin (Casanal et al., 2013b) gezeigt
wurde. Bei den Flavan-3-olen kénnte es sich somit um die natlrlichen Liganden der Mal d 1-
Isoformen handeln.

Die Aktivitat der PPO mit den beiden katalytischen Reaktionen der Cresolase- und der
Catecholase-Aktivitat scheint eine wichtige Rolle fur die Allergenitat des Mal d 1 und anderer
homologer Proteine zu spielen. Apfel mit einer hohen PPO Aktivitat wiesen einen niedrigen
Mal d 1-Gehalt auf wihrend Apfel mit einer niedrigen Aktivitit des Enzyms, deutlich hohere
Konzentrationen an Mal d 1 zeigten (Kiewning et al., 2013). Die Flavan-3-ole Catechin und
Epicatechin fungieren als Substrate fur die PPO aus Apfeln (Rocha und Morais, 2001, Garcia
et al., 2007). Bei hoher Enzymaktivitdt werden vermehrt die Flavan-3-ole zu oxidierten
Produkten umgesetzt. Diese oxidierten Carbonylverbindungen koénnen, am Beispiel von
Pruav 1 aus Kirschen, die Tertidrstruktur und so die Konformation der Epitope verdndern
(Gruber et al., 2004). Die Konzentration an freien, detektierbaren Flavan-3-olen wird durch
diesen Prozess verringert was den ermittelten Ergebnissen und dem direkten Zusammenhang

zwischen der Mal d 1-Konzentration und dem Gehalt an Flavan-3-olen entspricht.
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5.5  Spezifische Peptide und Isoformen des Mal d 1

Die Tatsache, dass Mal d 1, wie viele andere PR-10-Proteine, von einer Vielzahl an Genen
kodiert wird, und somit mehrere Isoformen des Proteins existieren, ist bereits seit vielen Jahren
bekannt (Swoboda et al., 1995, Gao et al., 2005, Lebel et al., 2010). Fur *Golden Delicious’
sind 31 Gene auf unterschiedlichen Chromosomen beschrieben (Pagliarani et al., 2013). Die
Expression der einzelnen Gene ist dabei sowohl abhangig von Genotyp (Gao et al., 2008), dem
Pflanzenorgan (Marzban et al., 2006, Pagliarani et al., 2013, Zhang et al., 2015), dem
Reifungsgrad (Atkinson et al., 1996), wie auch dem Stresseinfluss durch Kélte oder Pathogen-
Befall (Botton et al., 2008). Jedoch kdnnen die fir eine allergische Reaktion relevanten
Proteinisoformen nicht anhand der Genanalyse untersucht werden (Schenk et al., 2010). Einige
Gene zeigen eine starke Variabilitat in ihren resultierenden Isoformen So konnten fir das Gen,
das Mal d 1.06C kodiert, sechs unterschiedliche allelische Varianten und fur das Gen
Mal d 1.06B flnf Proteinvarianten in verschiedenen Kultivaren charakterisiert werden (Gao et
al., 2008). Dies fihrt zu einer hohen Anzahl von Uber 100 bekannten variierenden
Aminoséuresequenzen fir das Mal d 1. Aufgrund der Diploidie der meisten Apfel sind dabei
jedoch maximal zwei Varianten flr jeden Genotyp maoglich.

Obwohl tber die biologische Funktion vieler PR-10-Proteine noch vieles unklar ist, gibt es
uber die unterschiedlichen Eigenschaften der Proteine mit deren verschiedenen Isoformen
bereits einige Erkenntnisse. Die Anderung einzelner Aminosduren kann die
Bindungseigenschaften der Proteine bezlglich naturlicher Liganden beeinflussen. Bei dem
homologen PR-10 Protein aus Birkenpollen, Bet v 1, konnten klare Unterschiede in der
Bindungsspezifitat und die bindenden Liganden festgestellt werden (Seutter von Loetzen et al.,
2015). Auch Untersuchungen des Fraa 1, dem Hauptallergen in Erdbeeren, zeigten, dass
Liganden wie Catechin oder Myricetin in die Bindungstasche bestimmter Isoformen des
Proteins binden (Casanal et al., 2013b). Zusétzlich werden durch kleine Punktmutationen in der
Aminoséuresequenz die physikalischen Eigenschaften wie die pH-Stabilitdt der Proteine
beeinflusst (Machado et al., 2016). Ebenso kann die Allergenitat durch die IgE-
Bindungskapazitat durch solche Mutationen in Epitopregionen herabgesetzt werden (Kofler et
al., 2012, Orozco-Navarrete et al., 2019). Dies erfolgt hauptsachlich durch die Anderung der
dreidimensionalen Strukturepitope durch Veranderungen der Aminosauresequenz (Neudecker
etal., 2003, Holmet al., 2011). Bet v 1 weist, neben dem linearen T-Zell-Epitop an der Position
142-156 (Jahn-Schmid et al., 2005), ein hochkonserviertes Strukturepitop BV16 auf, welches

die Aminoséduren der glycinreichen Schleife zwischen den Faltblattstrukturen $2 und g3 und
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weitere konservierte Aminosduren beinhaltet und so etwa 10 % der Proteinoberflache
einschlieRt (Spangfort et al., 2003). Analog dazu findet sich in der Mal d 1-Proteinstruktur
ebenfalls ein Motiv, welches 13 dieser 16 konservierten Aminosduren aufweist (Holm et al.,
2011, Ahammer et al., 2017) und dessen IgE-Bindungsaffinitat durch einzelne Mutationen stark
herabgesetzt werden kann (Holm et al., 2011). Schirmer et al. (2005) konnte noch weitere
Strukturepitope in Allergenen der PR-10 Proteinfamilie nachweisen und nutzte diese
Erkenntnisse zur Erklarung der Kreuzreaktivitdt des Hauptallergens des Selleries, Api g1
(Schirmer et al., 2005). Jedoch gibt es auch zwischen den Isoformen des Sellerieallergens groRRe
Unterschiede in der Bedeutung einzelner IgE-Epitopregionen (Wangorsch et al., 2007).

Da in den Humanstudien einige Genotypen trotz ahnlichem Mal d 1-Gehalt starke
Unterschiede in den Symptomen der Patienten aufwiesen, deutete dies auf Unterschiede in der
Isoformzusammensetzung der einzelnen Genotypen hin. Um dies zu untersuchen wurden LC-
MS/MS Analysen nach tryptischen Verdau der Proteine der beiden Vergleichssorten *Golden
Delicious’ und *Santana’ durchgefihrt. Die Apfelsorten wiesen in der Humanstudie 2017 trotz
ahnlicher Mal d 1-Gehalte, starke Unterschiede in der Vertraglichkeit auf (Abbildung 16A)
Ahnliche Analysenansatze wurden bereits fir die Untersuchung von Bet v 1- und Mal d 1-
Isoformen durchgefiihrt (Swoboda et al., 1995, Helsper et al., 2002, Schenk et al., 2006).
Jedoch erfassten diese Analysen nicht gleichzeitig alle mdglichen Isoformen. Die hohe
strukturelle Ahnlichkeit der Proteine und die dadurch resultierende geringe Wahrscheinlichkeit,
die individuellen Peptide detektieren zu kdnnen, erschweren die Analyse.

Durch die Analyse der Peptide mittels LC-MS/MS konnten insgesamt 117 Peptide
identifiziert werden, die den Sequenzen der Mal d 1-1soformen zugeordnet werden konnten.
Einige dieser Peptide konnten ausschlielich in einer der beiden Sorten identifiziert und
teilweise sogar spezifisch einzelnen Isoformen zugeordnet werden (Abbildung 21). Nach dem
Abgleich der Position der identifizierten Peptide im Protein mit der Immun Epitop Datenbank
IEDB (www.iebd.org) konnten einige Aminosduresequenzen ermittelt werden, die in bereits
beschriebenen Epitopregionen lokalisiert sind (Abbildung 23). So beinhalten die Peptide
SIEILEGDGGVGTVQK (’Santana’, Position 41 — 56) und TVEILEGDGSVGTIK (’Golden
Delicious’, Position 41 — 55) die Aminoséduren der Glycin-reichen Schleife (Abbildung 23),
welche als Bestandteil des konservierten BV16 Epitops in Bet v 1 bekannt ist (Spangfort et al.,
2003, Schirmer et al., 2005). Mutationen der Aminosauren 144N, L451 und D48N des Mal d 1
fihrten zur Erhohung der Oberflachendhnlichkeit zu Bet v 1, wodurch die Ausschittung von

Histamin in Basophilen Aktivierungstests signifikant erhoht wurde (Holm et al., 2011). Somit
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scheinen diese Aminosauren in der Kreuzallergenitat zwischen Betv 1 und Mald 1 eine
bedeutende Rolle zu spielen.

Die Peptide LIENYLLEHQDAYN und LVENYLLEHQDAYN (beide aus ’Santana’, Position
147 — 160) wiesen die konservierten Aminosauren Y151 und L152 auf, welche in einem
Strukturepitop mehrerer Bet v 1-homologen Proteine bereits beschrieben wurden (Schirmer et
al., 2005). Zudem konnte auch bei der Untersuchung einzelner Peptide auf ihre IgE-
Bindungsaffinitat dieser Bereich als Epitop identifiziert werden (Kitzmuller et al., 2015,
Gadermaier et al., 2018). Die Position 142 — 156 wurde als relevanteste Epitopregion in Bezug
auf die Kreuzreaktion mit Bet v 1-homologen Proteinen beschrieben (Jahn-Schmid et al.,
2005).

Ahnliche Ergebnisse lieferten auch die Peptide GVFTYETEFISVIPPPR (*Santana’, Position
2—18) und GVLTYETEYASIIPPAR (’Golden Delicious’, Position 2 — 18). Diese Peptide tragen
an den Positionen G2, V3, E9, und S12 jeweils vier konservierte Aminosduren, die laut
Schirmer et al. (2005) in Strukturepitopen des Bet v 1 zu finden sind. Zudem Uberlappt dieser
Bereich des Peptids mit Epitopen, welche in der Immun Epitop Datenbank aufgefiihrt werden
(Geroldinger-Simic et al., 2013, Kitzmuller et al., 2015, IEDB Immune Epitope Database,
2019).

Das Peptid LYYALVLDADNLLPK (Position 19 — 33), welches nur in Golden Delicious’
identifiziert werden konnte, ist in einem Teil des Proteins lokalisiert, welcher bereits mehrfach
als Epitopregion beschrieben wurde (www.iedb.org). Ein Grund fiir die hohe Bindungsaffinitat
des Peptids zu Antikorpern konnten laut Schirmer et al. (2005) die Aminosauren D27, D29,
P33 und K34 sein. Dieser Bereich ist ein wichtiger Bestandteil eines Strukturepitops in Bet v 1
und an der IgE-Antikdrpern beteiligt.

Die Kenntnisse uber Epitopregionen und konservierte Aminosdauren, die in eine
Antikorperbindung involviert sind, kénnen Aufschluss tber das allergene Potential der
jeweiligen Isoform geben. Da jeder Patient sehr individuell auf einzelne Epitope reagiert, ist
neben der Analyse der Peptide, die Durchfiihrung von Humanstudien unerlésslich (Holm et al.,
2011, Kitzmller et al., 2015). Zudem missen weitere Faktoren wie den Einfluss von Hitze,
z.B. durch das Verarbeiten der Lebensmittel, berticksichtigt werden. Dadurch kann, abhé&ngig
vom Protein, das allergene Potential verstarkt oder verringert werden (Davis et al., 2001,
Verhoeckx et al., 2015). Im Falle der Erdnuss steigt die allergene IgE-Bindung und die Schwere
der allergischen Symptome nach dem Rdsten um bis auf das 90-fache im Vergleich zu rohen
Nissen an. Grund dafir ist die Bildung von Maillardprodukten der meist hitzestabilen
Allergene, z.B. Ara h 1 und Ara h 2 (Maleki et al., 2000) und die Bildung neuer B-Zell-Epitope
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(Davis et al., 2001). Bei den hitzelabilen PR-10-Proteinen verringert sich das allergene
Potential bei der Verarbeitung und Hitzeeinfluss meist, aufgrund der Verénderung der
Konformation und einem dadurch resultierenden Verlust der Strukturepitope (Verhoeckx et al.,
2015, Kurze et al., 2018a, Kurze et al., 2018b). Dies ermdglicht den Allergiepatienten einen
meist symptomfreien Verzehr von prozessierten und erhitzten Apfelprodukten (Bolhaar et al.,
2005).

5.6 Chancen in der Ziichtung

In der konventionellen Ziichtung wurden die Sdmlinge zunéchst ausschlieflich nach
phénotypischen Merkmalen oder ihres Verhaltens gegenuber Krankheitserregern selektiert.
Aufgrund der komplexen, meist multigenen Kontrolle dieser Merkmale, gestaltet sich die
Zichtung als sehr zeitintensiv und schwer vorherzusehen (Kumar et al., 2012). Basierend auf
der stets wachsenden Anzahl an molekularen Methoden, kann die Selektion bereits zu einem
deutlich friheren Zeitpunkt erfolgen (Peil et al., 2011). Die markerbasierte Selektion
(MAS — marker assisted selection) und die Analyse sogenannter Quantitative Trait Loci (QTL)
ermoglicht die Identifizierung bestimmter Genmarker, z.B. fur Resistenzen gegenulber
Krankheitserregern oder eine rote Fruchtfleischfarbe, nach DNA-Extraktion der S&mlinge
(Kumar et al., 2012). Da es sich jedoch bei dem Mal d 1 um eine Genfamilie handelt, bleibt
eine markerbasierte Selektion nach dem Allergengehalt schwierig.

Ein weiterer Faktor, der die Effizienz der konventionellen Ziichtung von Apfeln in hohem
Male beeinflusst, ist die Tatsache, dass es etwa 4-10 Jahre dauert bis ein Sdmling zum ersten
Mal Bliten tragt. Diese Zeitspanne zwischen der Auskeimung bis zur Blute bezeichnet man als
juvenile Phase (Visser, 1964). Daher gab es einige Versuche diese Zeitspanne zu verkirzen.
Der Einsatz bestimmter Wurzelunterlagen zeigte erste Ergebnisse (Visser, 1964, Fischer,
1994). Durch eine definierte zusétzlichen Beleuchtungszeit im Gewachshaus konnte diese
Phase auf etwa ein Jahr verkirzt werden (Peil et al., 2011). Durch Einbringen eines Bliten-
induzierenden Gens aus der Birke konnte die juvenile Phase sogar auf wenige Monate reduziert
und im ersten Anbaujahr bereits erste Friichte geerntet werden (Flachowsky et al., 2009,
Flachowsky et al., 2011). Diese Methode ermdglicht es, die Zlchtungsperioden deutlich zu
verkurzen und eine konventionelle Einkreuzung von Zielgenen, wie Krankheitsresistenzen aus
Wildapfelformen zu beschleunigen. Aufgrund der Mendelschen Vererbungslehre, entstehen
dabei auch nicht-transgene Nachkommen, welche das gewinschte Zielgen enthalten
(Flachowsky et al., 2009).

82



Diskussion

Basierend auf dem geltenden Européischen Lebensmittelrecht, Verordnung 1830/2003, ist
eine Vermarktung transgener Pflanzen nicht zulédssig. Da bei diesem beschleunigten
Ziuchtungsansatz von Flachowsky et al. (2009) ebenso nicht-transgene Friichte entstehen,
konnten Apfel dieser Art in Zukunft zugelassen werden.

Der Einsatz friihblithender Genotypen kann auch bei der Ziichtung allergenarmer Apfel zu
einer Zeitersparnis in den Zichtungsperioden fuhren. Bei der Suche nach gut vertréglichen
Genotypen bleibt aufgrund des komplexen Zusammenspiels mehrerer Einflussfaktoren auf die
Vertraglichkeit, die konventionelle Selektion nach dem Allergengehalt, des Flavan-3-ol-
Gehaltes wie auch weitere Fruchtparameter weiterhin von grof3er Wichtigkeit. Dadurch kann

die Wahrscheinlichkeit der Identifizierung geeigneter Kandidaten erhéht werden.
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Anhang

7 Anhang

7.1 Mal d 1-Gehalte Selektionsstufe 1

Anhang 1 Mal d 1-Gehalte aller Genotypen der Selektionsstufe 1 aus 2016 Konzentrationen in
pg/g Frischgewicht (FG) ermittelt mit dem indirekten kompetitiven ELISA. * Standardabweichung (SD)

2016

Genotyp c[ug/g FG] SD* Genotyp c[ug/g FG] SD*
176 3.184 1.241 25 190 23.217 5.384
2 27 4,114 0.619 26 36 0.543 0.152
2 31 12.817 3.577 26_62 0.679 0.420
2 66 6.279 1.362 26 149 8.537 2.379
2 75 5.639 2.657 26 170 11.367 0.762
2 152 3.376 1.089 26 171 27.125 7.731
2180 2.453 0.601 26187 1.287 0.247
2189 2.386 0.530 27 27 28.904 3.092
2 190 8.151 0.713 27 38 19.699 3.567
2193 4.899 1.235 27 81 0.554 0.344
321 5.037 1.406 27108 6.180 0.482
3 31 5.320 1.434 27 153 7.538 0.735
3 58 5.356 0.801 28 2 16.551 3.335
3107 5.369 0.719 28 41 8.770 0.562
3124 3.135 1.339 28 78 1.658 0.464
4 45 3.543 0.661 28 83 1.350 0.341
4 69 8.826 1.457 28 93 2.484 0.711
4 123 2.379 0.343 29 184 6.136 2.536
8 87 8.846 3.747 31 36 2.370 0.407
8 141 10.539 1.275 31 42 4.855 1.252
9 33 4.695 1.257 31 46 4,023 1.260
9 85 13.560 1.926 31 59 4,745 0.756
10 _37 2.238 0.605 31 74 1.379 0.259
10 39 3.260 1.604 31 75 3.320 0.591
10 178 3.897 0.909 31 96 5.896 0.933
11 133 1.970 0.708 31 112 13.722 4,108
11 191 9.171 2.547 31 119 2.253 0.583
12 7 5.474 1.429 31 139 15.796 2.373
14 8 3.156 2.001 31 162 4,341 0.536
14 149 3.608 1.225 31 179 4,338 0.364
16 164 0.376 0.197 31 180 6.126 0.526
16 175 4.058 0.903 32 4 4.823 0.298
16 192 1.270 0.382 32_20 11.694 3.133
16 195 6.020 0.812 32 22 2.560 0.469
17 33 2.143 0.640 32 82 2.755 0.527
17 51 6.625 0.855 32 85 7.019 1.038
17 60 3.229 0.946 32 104 26.040 2.027
17 102 29.953 6.884 32 134 7.937 1.745
17 162 5.299 0.496 32_145 3.076 1.076
18 42 4.297 0.905 33 11 1.850 0.564
18 48 11.697 1.967 33 23 2.987 0.611
18 52 8.056 0.363 33 24 6.257 1.136
18 71 23.203 4.024 33 27 3.597 0.536
18 106 8.681 2.269 33 28 3.345 0.662
18 116 11.818 0.524 33 39 22.462 3.621
18 130 2.389 0.684 33 50 6.914 1.109
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2016

Genotyp c[ug/g FG] SD* Genotyp c[ug/g FG] SD*
18 131 16.996 1.871 33 84 6.090 0.552
18 135 3.137 1.215 33 92 6.600 1.338
18 142 2.444 0434 33 143 5.343 1.628
18 145 2.722 0.633 33 156 8.248 1.168
18 153 6.084 0.171 34 73 10.920 1.057
18 165 1.274 0.478 | 34 90 14.559 1.418
18 179 3.176 0.494 35 54 13.081 1.822
19 15 8.139 2.315 35 85 4.081 1.134
19 20 0.333 0.290 35 92 14.177 1.715
19 49 12.135 4.023 35 96 9.062 1.452
19 69 0.254 0.129 35 100 6.381 1.015
19 70 2.406 0.708 35 134 0.709 0.242
19 128 3.523 0.410 35 135 2.538 0.633
19 137 9.999 3.533 36_39 17.137 1.925
19 168 4,572 0.542 36_90 8.310 1.047
19 191 4,574 1.235 37_25 2.569 0.370
20 32 19.255 4,114 74 2 6.162 1.592
20 45 2.626 0.634 74 198 13.789 2.576
20 75 4,178 1.354 74 203 2.370 0.333
20 88 3.173 0.565 74 204 1.433 0.472
20 98 3.482 0.623 75 33 8.106 1.088
20 104 0.749 0.184 75 59 2.396 1.064
20 135 0.856 0.101 89 7 20.912 2.044
20 161 3.954 1.279 89 59 5.326 1.248
21 16 5.873 0.500 89 96 2.413 0.604
21 20 6.789 1.135 89 172 7.448 1.149
21 55 0.643 0.195 89 173 9.245 1.287
21 73 2.110 0.517 90_14 2.638 0.351
21 87 10.042 2.304 91 178 8.183 0.901
21 93 2.597 1.284 92 173 0.702 0.402
21 96 2.099 0.367 94 61 8.948 1.029
21 150 9.960 4,088 96_70 10.146 1.866
21 153 6.525 0.335 96_80 4,767 0.686
21 163 5.553 1.079 96 112 3.914 0.562
22 28 4,122 0.838 96 139 23.239 5.806
22 42 0.543 0.236 97 99 5.207 0.543
22 70 1.910 0.783 102_77 0.130 0.038
22 138 5.719 3.597 102_159 1.270 0.444
22 166 12.891 1.850 103 41 1.355 0.643
23 45 11.947 2.517 104 37 0.344 0.451
23 49 7.153 1.819 105 _38 4.816 0.270
23 135 9.538 2.202 105_100 6.218 0.517
24 26 0.913 0.232 105_156 1.114 0.246
24 30 0.980 0.240 106 11 5.733 1.600
24 168 2.806 1.201 106_18 1.764 0.510
24 177 24.354 3.264 106_37 8.701 1.309
24 184 5.736 1.088 106_48 3.780 0.528
25 22 3.936 0.531 106_85 7.475 3.116
25 25 4.739 0.213 106_92 12.045 1.075
25 39 20.586 2.920 107 _7 6.681 2.334
25 61 6.732 0.625 107_87 1.703 0.142
25 64 2.546 0.806 107_116 1.594 0.365
25 74 2.997 0.551 107_177 6.448 1.427
25 178 2.666 0.764
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Anhang 2 Mal d 1-Gehalte aller Genotypen der Selektionsstufe 1 aus 2017 Konzentrationen in
Kg/g Frischgewicht (FG) ermittelt mit dem indirekten kompetitiven ELISA. * Standardabweichung

(SD)
2017
Genotyp c[ug/g FG] SD* Genotyp c[ug/g FG] SD*
5 61 11.013 3.084 43 69 5.975 0.757
10 178 9.407 0.388 43 90 5.384 0.662
12 33 0.384 0.159 44 26 5.315 0.540
14 85 5.095 1.054 46 71 7.495 0.781
17 78 13.453 1.198 46 123 6.164 1.138
17 93 13.802 1.360 47 49 6.943 0.921
20 12 9.565 0.792 47 68 13.009 0.846
21 19 12.003 1.284 48 24 5.196 1.999
23 18 7.604 0.920 49 131 0.703 0.060
24 24 0.687 0.123 50_55 6.617 1.340
25 3 5.396 0.954 50 63 10.689 0.923
25 128 7.781 0.914 51 95 13.246 2.507
25 135 7.115 0.699 52 93 15.060 2.567
25 157 3.980 0.399 52 114 10.463 0.847
28 24 5.266 0.223 52_147 5.826 0.627
30_151 0.700 0.061 53 53 6.231 0.389
31 180 6.088 0.887 53 59 8.684 0.500
32_116 6.965 2.076 53 93 10.451 0.861
32_150 7.137 2.199 53 103 12.413 1.286
33 37 3.265 0.724 53 114 4.235 0.361
33 91 10.482 0.617 53 122 8.448 0.878
33 94 21.392 3.395 53 128 1.001 0.092
34 51 10.616 1.201 55 77 12.410 1.076
34 125 7.805 1.493 55 131 4,946 0.406
35 96 9.646 1.014 56_35 2.406 0.664
35 144 13.188 0.912 59 10 0.999 0.047
36_33 4,747 1.084 59 12 5.956 0.545
40 50 5.638 0.919

7.2 Mal d 1-Gehalte Selektionsstufe 2

Anhang 3 Mal d 1-Gehalte der Genotypen der Selektionsstufe 2 der Erntejahre 2016, 2017 und
2018. Konzentrationen in pg/g Frischgewicht (FG) ermittelt mit dem indirekten kompetitiven ELISA.
* Standardabweichung (SD)

2016 2017 2018
Genotyp ¢ [ug/g FG] SD* c[ug/g FG] SD* c[ug/g FG] SD*
pl 7,018 0,419
D2 2,260 0,690
D3 4,882 0,595
p4 4,443 0,697 21,711 3,864
p6 7,864 0,564 0,289 0,075
p7 3,785 0,988 8,204 1,089
p8 2,188 0,316 5,700 1,554 12,837 1,167
P9 3,805 0,560
p 10 1,334 0,407 0,594 0,172 2,000 0,143
pl1 2,941 0,182
p 12 3,843 0,838
p 13 3,473 0,690 5,526 1,297 10,100 0,907
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2016 2017 2018
Genotyp ¢ [ug/g FG] SD* c[ug/g FG] SD* c[ug/g FG] SD*
p 14 7,969 1,251
p 15 0,311 0,111 2,055 0,454
p17 1,287 0,191
p 18 4,117 0,610 6,923 0,827
p 19 7,115 1,572
p 20 1,603 0,378 4,789 0,946
p 21 5,793 2,229 7,740 2,313
p 22 1,679 0,451 8,285 1,178
p 23 3,526 0,528 6,185 1,114
p 25 6,149 0,752 8,805 1,159
p 26 4,295 0,911 8,530 0,902
p 27 7,173 1,688 9,766 0,858
p 28 4,277 0,957 2,567 0,561
p 29 0,284 0,252 1,973 0,469 7,608 0,337
p 31 13,211 1,292
p 33 3,930 1,155
p 34 5,249 1,223 16,079 0,700
p 35 9,809 0,907
p 36 1,561 0,496 1,625 0,078 15,292 1,922
p 39 3,095 0,729
p 40 0,796 0,176 0,495 0,311 1,447 0,192
p 42 3,307 0,964 9,416 1,022
p 45 4,368 0,655 3,733 0,973
p 46 8,545 1,083
p 47 1,819 0,764 12,027 1,535
p 48 2,712 0,894 6,322 0,748
p 49 6,673 0,871
p 50 6,111 0,606
p 55 14,265 2,367
p 56 2,861 0,393 12,348 2,089
p 57 2,647 1,379
p 58 2,221 1,162 6,281 0,748
p 59 2,751 0,883 7,076 0,636 8,664 1,096
p 61 5,669 0,536
p 62 9,099 0,649
p 63 9,676 1,096
p 65 2,281 0,635 9,802 2,890
p 67 4,662 1,091
p71 4,040 0,565
p 74 3,857 1,009
p75 4,656 0,932
p 76 0,802 0,315
p77 7,412 1,404
p78 0,431 0,060 0,338 0,058 0,822 0,062
p 86 10,411 1,323
p 89 4,684 0,490 14,039 0,524
p 92 3,038 0,328 2,945 0,207 8,506 1,244
p 93 5121 0,460 5,216 0,118
p 97 1,635 0,695 18,273 1,554
p 101 5,534 0,581 6,371 1,260
p 102 3,152 0,669 3,987 1,406
p 104 6,176 0,959
p 105 5,096 1,282 21,174 0,829
p 106 3,491 0,385
p 107 4,478 0,663 0,574 0,106
p 108 4,013 0,430
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2016 2017 2018
Genotyp ¢ [ug/g FG] SD* c[ug/g FG] SD* c[ug/g FG] SD*
p 110 1,654 0,983 5,791 0,755
p 111 1,572 0,462 | 5,610 1,279
p 116 1,393 0,417 1,084 0,238
p 118 2,868 0,446
p 120 0,886 0,191 4,413 0,621
p 124 1,880 0,297 4,036 0,606 4,681 0,201
p 125 0,561 0,101 1,225 0,813
p 126 1,180 0,160 7,991 1,043
p 127 2,275 0,490
p 128 2,012 0,563 2,088 0,673
p 129 0,946 0,105 6,749 1,551
p 131 0,659 0,233
p 134 3,045 1,380 10,184 1,490
p 135 1,978 0,406 21,903 0,873
p 136 6,702 1,082
p 141 0,583 0,088 0,707 0,188 0,331 0,017
p 142 13,690 1,269 18,432 5,151
p 143 33,053 5,238
p 144 4,676 0,530 5,324 0,879
p 145 1,941 0,362 5,511 0,898
p 146 1,527 0,237
p 147 3,844 1,318 1,709 0,156
p 149 9,068 1,453 0,691 0,076
p 150 0,966 0,341 5,860 2,168
p 151 7,710 0,686 11,152 0,102
p 152 6,360 1,699 2,402 0,896
p 153 1,457 0,333 18,547 3,591
p 154 1,100 0,596 11,738 0,599
p 155 7,639 1,052 0,882 0,096
p 156 1,569 0,309
p 157 1,143 0,310 10,909 0,795
p 158 0,666 0,093 4,990 0,938 13,698 1,108
p 159 4,720 0,623 9,489 1,000
p 160 0,375 0,281 0,597 0,211
p 161 1,331 0,293 0,813 0,164
p 162 2,257 0,847 3,201 0,300
p 163 13,146 3,100 1,918 0,483
p 165 7,679 3,944 23,085 2,415
p 167 10,496 0,511 18,638 1,671
p 168 0,484 0,158
p 169 24,684 2,514 10,782 0,226
p 170 9,080 1,161
p 172 1,950 0,787 4,035 0,666
p 173 3,536 1,117
p 174 4,369 1,662
p 176 4,809 1,184 8,448 0,752
p 177 12,363 3,879 15,021 2,946
p 179 3,236 0,407
p 180 4,256 1,155 9,281 0,685
p 181 1,677 0,456 2,750 0,589
p 182 7,527 1,601
p 183 38,936 6,763 7,288 0,714
p 184 2,856 0,351
p 185 0,209 0,000 0,356 0,207 2,133 0,192
p 186 1,019 0,158 1,534 0,315 0,623 0,181
p 187 3,810 1,873 9,957 1,280
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2016 2017 2018
Genotyp ¢ [ug/g FG] SD* c[ug/g FG] SD* c[ug/g FG] SD*
p 188 2,279 0,411 6,206 0,701 9,737 0,938
p 189 0,385 0,186 3,643 0,404
p 190 8,024 1,491 5,990 0,402
p 191 13,785 1,001
p 192 3,754 0,829 5,689 0,778
p 193 0,409 0,247 0,295 0,190 0,685 0,113
p 194 0,144 0,139 5,731 1,100
p 195 4,454 0,125 6,171 0,343
p 196 1,682 0,154 3,128 0,245
p 197 10,468 0,730 20,476 1,402
p 198 1,694 0,471 0,474 0,195 0,860 0,074
p 199 9,774 0,307
p 200 1,799 0,436 26,223 1,673
p 201 0,416 0,231 5,284 1,285
p 202 2,463 0,882 4,299 0,594
p 203 4,413 0,497 6,722 0,729
p 204 0,440 0,198 8,364 0,367
p 205 4,724 0,561 7,864 0,269
p 206 3,573 0,387 3,213 0,858
p 208 5,863 1,094 25,547 2,784
p 209 5,346 1,385 11,864 3,097
p 210 2,528 0,685
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7.3 Konzentrationen weiterer Polyphenolgruppen
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Anhang 4 Ergebnisse der Anthocyane 2017 (A) und 2018 (B) Die Genotypen sind in beiden Jahren
jeweils nach aufsteigendem Mal d 1-Gehalt sortiert.
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Anhang 5 Ergebnisse der Flavonole aus 2017 (A) und 2018 (B) Die Genotypen sind in beiden Jahren
jeweils nach aufsteigendem Mal d 1-Gehalt sortiert.
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Anhang 6 Ergebnisse der Zimtsaurederivate aus 2017 (A) und 2018 (B) Die Genotypen sind in
beiden Jahren jeweils nach aufsteigendem Mal d 1-Gehalt sortiert.
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Anhang 7 Ergebnisse der Dihydrochalkone aus 2017 (A) und 2018 (B) Die Genotypen sind in
beiden Jahren jeweils nach aufsteigendem Mal d 1-Gehalt sortiert.
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