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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Der Apfel (Malus Domesticd.. Borkh gehort zu den beliebtesten Obstsorten weltwmit ist
wirtschaftlich von grofR3er Bedeutundie vor allemin letzter Zeit aufgrund einer steigenden
Nachfrage nach nahrstoffreichen Nahrungsmitteln stark zugenoimahen
Die traditionelle Zichtung hat mehr als 7500 Apfelsorten mit einer Reihe wiinschenswerter
Merkmale(z.B. Nahrwert, Aroma, Geschmadik@rvorgebrachtAbgesehen von dgpositiven
nutritiven Eigenschafteenthalten ApfelauchAllergene.In Zentrat und Nordeuropa leiden
viele Patienten mit einer SensibilisierugggenBirkenpollennach dem Verzehr von frischen
Apfeln aneinemsogenanntenralen Allergiesyndrom. Diese Art der Apfelallergie wird durch
eine Kreuzreaktivitat von IglAntikdrpern gegen daHauptbirkenpollenallergen Betl und
das Apfelallergen Madl 1 verursacht. Beide Proteine sind Pathogeasseziierte(PR)-10
Proteineund teilen ein hohes Mal3 an Homologie. Es ist bereits lange bekannt, dass die Schwere
der allergischen Reaktionen ht@ausschliellictauf die individuelle Sensibilitat der Patienten
zurtckzufiuhren ist, sondern viel mehr von der Apfelsorte selbst abhéng\pistiesem
Hintergrundwurden in dieser Arbeit dispezifischerund sensibilisierendeBinflussfaktoren
untersubt, die den sortenspezifischen Grad der Allergenitat bestimimelLangzeitstudien
wurdeder Mald 1 Gehalt wn Genotyperverschiedener Kreuzungspopulatioridrer mehrere
Erntejahre quantifiziert. Die Bestimmung des Allergengehaltes erfolgtittels indirekt
kompetitiven ELISA( Aenzy me l'inked i numnier nVers/endubgeon t ass
rekombinanénrMal d 1.02 undeines polyklonalen Antikorpersler antigenspezifisch, jedoch
nicht epitopspezifisch bintleFir eine Vielzal von Genotypen wurden Madll Gehalte
zwischen 0,1 und 50 pg/grischgewichtbestimmt.Einige Genotypenwiesentiber mehrere
Erntejahre hinweg stabile Mdl1 Gehalte auf und waren somit viimweltfaktoren wenig
beeinflusst, wahrend andere Genotypen stisi&led 1 Schwankungen zwischererschiedenen
Erntejahren zeigten.
Zudem wurden klinischen Studienittels oraler Provokationstesits Kooperation mit dem
Allergie-CentrumCharité in Berlin durchgefuhrt, umerschiedenesenotypen hinsichtlich
ihres allergenen Potentials newerten Dalei ergab sichkeine signifikante Korrelation
zwischen dem Mall 1 Gehalt und der Vertraglichkeit bei allergischen Individueieses
Ph&nomen weist darauf hin, dass naelitereFaktorendas allergene Potential von Apfelsorten
beeinflussen.
Polyphenole sid sekundére Pflanzenstoffe und wurden benegisrfachin der Vergangenheit
mit eing antiallergenenWirkung in Verbindung gebracht. Mittelkolorimetrischer Assays
X1
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wurde der Gesamtpolyphenolgehalt von verschiedenemt@sn bestimmt und mit dem
Mald 1 Gehalt in Relation gesetzt. Es ergaben sich signifikant positive Korrelationen mit
Korrelatiorskoeffizienten (R) von 0,72 und 0,7@as PolyphenolProfil ausgewahlter
Genotypen wurde mittels Flussigkeitschromatographiassenspektrometrie LC-MS)
analysiert.Dabei konnte einsignifikantpositiveKorrelation R=0,51) zwischen derelativen
Konzentration der Flaonoleund dem Malbl 1 Gehalt identifiziert werden.
Weiterhin wurde auch das LigandefBindungsverhalten von dem rekombinanten Protein
rMal d 1.02 untersucht, da dRildung von ProteirLigandenKomplexen zu einer moéglichen
Modulierung der Allergenitéat fihrerdhnen Mal d 1 besitzt eine fur PRO Proteine typische
Sekundarstruktur mit einem grofRen hydrophoben Hohlraum, in welchem verschiedene
Liganden gebunden werden konnen. In dieser Arbeit kormakiembinantesMal d 1.02 im
Komplex mit den Ligandelutathion GSH), oxidiertem Glutathion GSSQ, (+)-Catechin
und QuercetirB-rhamnosidmittels Microscale Thermophoiissidentifiziert werden. Dabei
wurden Bindungsaffinitaten im niedrigen mikromolaren Bereich mit Dissoziationskonstanten
von 35,79uM fur GSH, 0,154uM fur GSSG, 16,39M fir (+)-Catechin und29,51uM fur
Quercetin3-rhamnodil ermittelt. Molekulare Dockingexperimente zeigten, dass die Liganden
(+)-Catechin und QuercetiB-rhamnosid im Inneren des hydrophoben Hohlraums durch
hydrophobe und polare Wechselwirkungen stabilisiert wurden, waliendie GSH und
GSSGrMal d 1.02-Komplexehydrophile Interaktionen und van der Waals Kraftéscheidend
sind Die identifizierten Komplexe miMal d 1.02wiesen auf eine mogliche Transportfunktion
des Proteins im FlavaneBiosyntheseweg hinZudem koénten de GSH/GSS&Protein
Komplexe wchtige CeTransporter bei der Glutathigitransferase abhangigen Anthocyan
Akkumulation in der Vakuole darstellen.
Bei Mald 1 handelt es sich um eine grol3e Proteinfanidi@és Vorkommen von spezifischen
Mal d 1-Isoformenkann das allergene Potential vakpfel-Genotypen beeinfluss. Mittels
Bottomup ProteomikAnalysen wurde die Isoformzusammensetzung von 52 Apésiotypen
untersucht Die Ergebnisse zeigen Unterschiede in der Péfgaformzusammensetzung.
Insgesamtwurden 21 Mald 1 Isoformenmit Hilfe von spezifischen Peptideaindeutig
identifiziert. Ein Vergleichvon Genotypen mit einem niedrigen und hohen allergenen Potential
ergab, dass spezifischieeptide dersoformgruppeMal d 1.11 starkerin gut vertraglichen
Genotypenangereichertwurden Fur Mal d 1.08 wurden zahlreiche signifikant negative
Korrelationen mit dem mittleren Symptomwert aus demivio Daten identifiziert. Dagegen
waren die spezifischen Peptidger Mal d 1.03 Isoformen AAX21002.1 und AAX21008.1
hauptsachlich in alleeyen Genotypen angereichert. Weiterhin konnieZell und BZell
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Eigenschafteffir Peptide der Isoformgruppe Mall.01 postuliert werdermie Ergebnisse der
vorliegenden Arbeizeigenein umfassende&enotypspezifischessron Mald 1 abgeleitetes
Peptidspektrum Die detektierten Peptide besitzen moglicherweise unterschiedliche IgE
Bindungseigenschaften und kénnten daher @dtenzielle molekulare Marker fur die
allergologische Bewertung von Apfelsorten dieriiese Ergebnisse konnen aul3erdendfér
Ziuchtung von hypoallergenen Apfelsortesher Qualitatvichtig sein diemit einer Erhéhung

der Verbrauchersicherhainhergehe wirden
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The gple (Malus Domesticd.. Borkh is one of thefavourite fruits worldwide and t holds
strongeconomic importancavhich has recently increasad a consequence of risidgmand

for nutrientrich foods. Traditional breedingrogramshave produced more than 7,500 apple
varieties withdesirable characteristi¢g.g. nutritional value, flavour, pleasit taste) Aside
from nutrition propertiesseveral allergenic proteins have been identifiedpples. In Central
and Northern Europe, many patiemigh birch tree pollen sensstition also suffer fromoral
allergy syndrome aftehe consumption dfesh apples. This type of apple allergy is caused by
crossreactie IgE antibog responses againgte main birch pollen allergen Betl and the
apple allergen Mall 1. Both proteins arso-called pathogenesiselated(PR)-10 proteins and
they share a high ebree ofsequencehomology. Itis known that the severity of allergic
reactions is nobnly dependent on theensitivity ofsusceptiblendividualsbut alsothe apple
variety itself.In this contextthe specific and sengitg critical factorsinfluencingthe variety
specific degree of allergenicityave beelnvestigated

In long-term studies, the Mal 1 content of various genotypkas beemnalysedver several
harvestyears The allergen content was determingsing an indirect competitiveELISA
(Afenzyme | inked i, rcomnbinand datld.62anda polgchralyadtipoy
with an affinity for the same antigen but different epitopks most genotypesf different
crossbreeding populationdlal d 1 levels ranged between 0.1 and Ogug/g fresh weight
Several genotypesshowed stabléMal d 1 contens over several harvest yearhus being
unaffectedby environmental changesvhereasotha genotypes showed high fluctuations
betweerdifferentharvest yearsin addition, clinical studies using oral provocation téstge
beencarried out in cooperation with the AllergizentrumCharité in Berlin tanvestigate the
allergenic potentiadf differentapplegenotypesNo significant correlatiomvas foundoetween

the Mald 1 content andhe tolerability of allergic individuals.Consequently, thé/al d 1
concentratioralonecannot fullydefinethe allergenicity of apple varietieghusindicatingthat
other factors must be involved.

Polyphenols are secondary planetabolitesand they have beerfrequentlyassociated with
antiallergenicproperties The total polyphenol content of different genotypes was determined
usingcolorimetric assaysl he correlation opolyphenol concentrations and MalL contents
revealedsignificant positive correlations with correlation coefficients (R) of 0.72 and 0.76.

Furthermore, the polyphenol profile wasanalysedfor several genotypes using liquid
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chromatographynass spectrometry (L-®1S). A significantly positive correlatio (R = 051)
between the relative concentration of the dklanls and the Matl 1 contentwasidentified.
Additionally, the ligand bindingbehaviourof the recombinant proteimMal d 1.02 was
investigatedusing Microscale Thermophoiss The binding of ligndscould modulate the
allergenicityof the protein Mal d 1 adopt atypical PR-10 fold, forming a large hydrophobic
cavity capable of bindingarious ligands. In thistudy, the binding of severdigandssuch as
glutathione GSH), oxidised glutathione GSSQ, (+)-catechin and quercetiBirhamnosideo
rMal d 1.02 was detectedBinding affinities in the low micromolar range with dissociation
constants of 35.7@M, 0.157uM, 16.39uM and29.51uM were determinefbr GSH, GSSG,
(+)-catechin andjuercetin3-rhamnsoi@, respectively Molecular dockingpf each compound
to rMal d 1.02showed that (+fatechin and quercetiBirhamnoside wermostly stabilised by
hydrophobic and polar interactions, white GSHGSSGrMal d 1.02complex was associated
with hydrophilic interactions and van der Wadlsrces. The identified complexes with
rMal d 1.02 indicate a possible transport function of the protein in the flavanoid biosynthetic
pathway. In addition, the GSH/GSSG protein complexes can represent important co
transporters inthe glutathioneS-transferas@alependent anthocyanin accumulation in the
vaauole.

Mal d 1 is alargeprotein familythatcomes in a variety of isoform3he presence of specific
Mal d 1 isoforms can influence the allergenic potential of apple genotypes. The isoform
composition of 52 apple genotypes waslysedusing bottoraup prdeomics. Twenty-one
Mal d 1 isoforms were identifiedy specific peptidesA comparison ofow and high allergenic
genotypes showeltigh expression levels specific peptides of the isoforgroupMal d 1.11

in well-tolerated genotype#dditionally, numeous significant negative correlationstween
the mean symptom scoobtained by oral provocation tests and peptides relatstako 1.08
were identified The specific peptides of thélald1.03 isoforns AAX21002.1 and
AAX21008.1 showed higher abundanci@s allergeric genotypes.Moreover, Mal d 1.01
peptideswith T-cell- and Bcell-epitopepropertieshave been postulatedhis studyrepresents
acomprehensivdetection of allergen isoforms and providesagtypespecific peptide/isoform
profiles The detected peptides may have different IgE binding propertiesrapdtentialy
molecular markers foassessingllergenicity in variousapple varietiesThey may also be
importantbreeding hypoallergenic agptultivarsof high quality,thus increasinghe safetyof

allergic consumers
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1. Einleitung

1.1. Der Kulturapfel

Der Kulturapfel (Malus x domestic@orkh) ist eine Sammelbalgfrucht aus deamilie der
RosaceaeDiese Familie umfasst viele der am haufigsten konsumierten Friichte der nordlichen
Hemisphare wie BirnéPyrus communjs ErdbeergFragaria ananasspund die Steinfriichte
Pfirsich (Prunus persicg Aprikose (Prunus armeniacg Pflaume(Prunus domestigaund
Kirsche (Prunus aviun (Dirlewanger et al. 2002; Arumuganathan und Earle 192d)der
GattungMalus gehoérerzwischen 25 un&5 Arten, wobei die bekannteste Art der Kulturapfel
Malus x domesticdarstellt.Malus x domesticgehort zur Unterfamilie Spiraeoideae, Stamm
Pyreae, Subtribus Pyrina®er haploide Chromosomensatzler Pyreae lsteht ausl7
ChromosomefiChevreau et al. 1983)er Kulturapfel wird in den gemaRigten Klimazonen auf
der ganzen Welt kultiviert, sowohl in kalteren Regionen wie etwa Sibirien und Nordchina als
auch in sehr warmen Gebieten wie Kohien und IndonesierNach Bananen und Melonen

ist der Apfel die beliebteste Fruchtveltweit (FAOSTAT, www.faostat.fao.org) Die
Weltproduktionvon Apfelnbetrugim Jahr2020 rundg6 Millionen Tonnen, wobei der grote
Apfelproduzent Chinavar, gefolgt von USA, Turkeund Poler{Abbildung1).

50+

Breitengrad

-901

-100 0 100 200
Langengrad

Weltweite Apfelproduktion [t] E = %880 = = %g'ggg 5 > 730.000

Abbildung 1 Weltweite Apfelproduktion 2020 [t] (FAOSTAT, www.faostat.fao.org).
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Vermutlich wurde der Kulturapfel von Romern und Griecleatiang derSeidenstralaach

Sud und Oseuropa und Nordafrika gebrachan einer dieser Handelswege liegt die Region

Tian Shanin der N&he von Almaty (frGher: Almat a, cbersetzt)in Avat e
Kasachstan. Dort ist das Zentrum der genetischen Diversitat und der Ursprung des Kulturapfels
(Janick 1996)Die erstervalidenBeweise fir den Apfelanbau in Anatolien und Mesopotamien
stammen aus dem zweiten Jahrtausenduwngerer Zeitrechnungr.u.Z) (Luby 2003) Die

Entdeckung der vegetativen Vermehrung durctofén vor 3800 Jahren erleichterte den
Apfelanbau erheblich, da er die Erhaltung und Verteilung einer bestimmten Sorte ermdglichte
(Harris et al. 2002)Seit dem 16. Jahrhundert werden Zwergwurzelstdécke zur Kontrolle der
Baumhohe verwendé€PereiraLorenzo et al. 2009Die ersten gezielten Kreuagenwurden

1806 von Thomas Knight durchgefufidellerhals 2009; Janick 19963eitdem haben Zuchter

nach Sorten mit verbesserter Fruchtqualitat und Lagerfahigkeit sowie einer erhéhten Resistenz
gegen Schadlinge und Krankheiten gesucht, die zu geringeren AnbeitsEnergiekosten

hergestellt werdekonnten. Heute sind mehr als 20.000 unterschiedliche Apfelsorten bekannt.

Nur wenige von ihnen haben jedoch wirtschaftliche Bedeutung erBig8or t en A Go |l d
Del i c(GD,Ad fil ar eAdJfio nuamydeHemlidizeit35 % der europaische®roduktion
aus(https://ec.europa.eu/eurodt@ei einigenSortenwieA Go | d e n  [Aedriaminoyu sSiimi t F
oder A B (BRE hmndeltne§ sich unZufallssamlinge die nicht aus kontrollierten
Kreuzungen stammefdanick 1996)Die Apfelzucht wird durchdie lange Jugendphase von
Apfelbdumen, die zwischen 3 und 10 Jahren abhangig vom Genotyp und den Anbaupraktiken
betragt, und in der keine Nachkommen produziert werden kéhaemtréachtig{Janick 1996;

Hemmat et al. 1994)AulRerdem wirddie Einfihrung eines bestimmten Merkmals in einen

stabilen genetischen Hintergrundurch Selbginkompatibilitéat, die eine Ruckkreuzung
behindertft HegedTs 2006 tinal dufcks ezn he@hésMa® lan Het2r6zQg6tie

erschwet (PereiraLorenzo et al. 2009; Velasco et al. 201Daher kanrsich die Produkton

einer marktfahigen neuen Apfelsoiteermehrere Jahrerstrecker{Schouten et al. 2006)
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1.2. Gesundheitliche Bedeutung des Apfels

Im Allgemeinen ist der Apfel vobesondereernahrungsphysiologischer Bedeutung, da er viele
essenzielle Nahrstoffe wie/itamine, Mineralstoffe, Kohlenhydrate, Ballaststoffe und
Antioxidantien liefert (Tabelle 1) (United States Department of Agricultur®1®) Der
N&ahrwert des Apfels/ird durch verschiedene Zucker, wie etwa Mouand Disacchariden und
groReenMengen des Zuckeralkohols Sorbitol bestinfAyrea et al. 2017)

Tabelle 1 Inhaltsstoffe des Apfels (United States Department of Agriculture 2019).

Inhaltsstoffe Apfel (pro 100 g)

Wasser 85,6 g
Protein 0,26 g
Lipide 0,17 g
Kohlenhydrate 13,89
Ballaststoffe 2449
Kalium 107 mg
Phosphor 11 mg
Calcium 6 mg
Magnesium 5 mg
Vitamin A 3 RE*
Vitamin B1 0,02 mg
Vitamin B2 0,03 mg
Vitamin Bz 0,09 mg
Vitamin Bs 0,06 mg
Vitamin Be 0,04 mg
Vitamin Be 3 ug
Vitamin C 4,6 mg
Vitamin E 0,18 g
Vitamin K 2,2 ug

*RE: Retinol Aquivalente
In einer Vielzahl epidemiologischer Studien konnten positive Auswirkungen auf die
menschlicheGesundheit und das Wohlbefinden durcheaimegelmalige Obstkonsum
dargelegt werden. Einige Studien zeigten, dass der Verzehr von Apfeln mit einem verringerten
Risiko von Krebs, HerKreislaufErkrankungen, Schlaganfall und andere chronische
Krankheiten verbunden ig§Kader 2002; Gerhauser 2008; van Breda und Kok 20&8¢d8nno
et al. 2018)So konnte beispielsweisaekt et al.(2002)zeigen, dass daferzehr von Apfeln
eine Abnahme der Mortalitéat von koronatearzkrankheiten bewirkBondonno et al(2018)
berichteten ebenfalls, dass ein erhdhter Apfelkonsum das Risiko von Herzkrankheiten
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verringert.In der Studie vonGallus et al(2005)wurdeflr Probanden, die een Apfel oder

mehr pro Tag verzehrterein deutlich verringertes Risikoon Krebserkrankungen der
Mundhdhle, des Pharynx, der Speiserdhre, des Kolorektums, des Kehlkopfes, der Brust, des
Eierstocks und der Prostata nachgewiesen im Vergleich zu Probalel@eniger als einen
Apfel pro Tag konsumiertenledrychowski et al(2009) zeigten ebenfallsein signifikant
verringertesRisiko fir Darmkrebsnacheinemtaglichen Verzehr von ApfelrDie natiirliche
Hemmung der Tumorzellproliferation karvor allem auf die hohen Gehalteerschiedene
polyphenolische Inhaltsstoffe, und das damit einhergehende antioxidative Potential,
zuruckgefuhrt werdefEberhardt et al. 2000; Scalzo et al. 2005; van Breda und Kok.2018)
Polyphenolesind sekundare Pflanzenstoffien Apfel betrdgt der Gesamtpolyphenolgehalt
zwischen QL und 1% des Frischgewicht@G) (Li et al. 2021; Lachman et al. 2008)it etwa

22 % tragt der Apfel wesentlich zur Aufnahmen Polyphenolen Gber Frichte lfginson et

al. 2001) Einige der wichtigsten aus Apfel isolierten und identifizierten phenolischen
Verbindungen sid Chlorogensaure, Hydroxyzimtséoyre Epicatechin, Catechin,
Gallaocatechin, Procyanidin, Phloretsiukosid, QuercetirGlykoside und Dihydrochdton
Glykoside (Abbildung 2) (Treutter 2010, 2001Pie genannten Polyphenole verteilen sich auf
die unterschiedlichen Kompartimente der Frucht. Wahrend in der Schale und im Fruchtfleisch
sowohl CatechinePhloridizin als auch Procyanidine gleichermal3en nachgewiesen werden
konnten, befinden sich im Fruchtfleisch bevorzugt die plpeoparsauren, in der Schale die
Queretinderivate und in den Kernen die Dihydrodtaie( Woj dy o et al . 2008
1998; McGhie et al. 2005purchschnittlich befinden sich 26 der Polyphenole in der Schale

des Apfels wobei wiederunder Flavanolgehalt im Fruchtfleisch héhstals in der Schale
(McGhie et al. 2005)
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Abbildung 2 Strukturbeispiele von wichtigen Polyphenolen im Apfel. Strukturen wurden mit Hilfe von
ChembDraw (2.1.11) erstellt.



Einleitung

1.3. Pollen- und Nahrungsmittelallergien

1.3.1. Geschichtlicher Hintergrund zu Allergien

DasAuftretenvon Allergienwird oft alsPhanomen der NeuzeihgeseherDoch tatsachlich
reichen die historischen Dokumentatiodiergischer Reaktionen his die Zeitv.u.Z.zurlck.
Hippokrates, ein griechischer Arzt, beschreibt inddhhundert v.u.Z., einen Zusammenhang
zwischen dem Konsum von Kase und einer allergischen Reaktion. derchhbmische
Philosoph undDichter Lukrez hatte bereitsim erstenJahrhunderv.u.Z.er k an ntdes AWa's
einen MenscheNahrung istjst des anderep b | e s(Ri®i2014)@belieferungeraus dem

alten Persiendokumentieren einersogenanntenRosenschnupfender vermutlich eine
Pollenallergie war undsich bei vielen Menschen im Frihjahr zeigt€ine weitere
Nahrungsmittelallergie wurden 15. JahrhunderinsereiZeitrechnungausder Regierungszeit
Richards des DrittebeschriebenDer englische Konighutze die Symptome einer durch
Erdbeeren ausgeldsten Allergie, um sein Gegentber eines versuchten Giftmordes zu
bezichtigen und den vermeintlichen Téateinrichten zu lassen(Wuthrich 2014) Die
tatsachliche Ursacheon allergischen Reaktionekonnte erst im 19Jahrhundertunserer
Zeitrechnungdurch Charles Harrison Blacklegufgeklart werden. Blackley selbst litt unter
einersogenannteommererkaltung, die von Symptomen wie Niesen, tranenden Augen und
einer laufenden Nase begleitet wurde. Durch Selbstversuche gelang es Blackley nachzuweisen,
dass Pollen die Symptome eines Heuschnupfens ausldsen Kdritbnich 2014)Anfang des

20. Jahrhunderts unserer Zeitrechnatalteder Wiener KinderarzClemens von Pirquéést,
dassdas Veralgichen von tierischem Antiserugegen Pockeru einer Sensibilisierungnd

einer akuten Immunantwort nigilweise schweren Folgdiihrte. Pirqueerkannte, dass diese
Reaktion auf die Bildung vonAntikorpem gegendie im Serumenthaltena Antigene
hervorgerufen wird (Shulman 2017) Pirquet fuhrte daraufhin den Begriff Allergief
(griechisch allos = anderfremd ergon = Arbeitkin, um die AntigepAntikdrperReaktion zu
beschreibeliPirquet 2006)In den darauffolgenden Jahrentwickelte sich das Fachgebiet der
Allergologie zu einer anerkannten medizinischen Fachrichtung zuneinem wichtigen

Forschungsgebiet.
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1.3.2. Pathomechanismus der Allergie

Der Definition nach bezeichnet eindllergie eine Uberempfindlichkeitsreaktion des
Immunsystems awgxogenenormalerweise harmlosubstanze(Galli et al. 2008)Bei desean
allergieauslosendaeAntigenen handelt es sich urAllergene die durch Nahrungsaufnahme,
Inhdation oderdurch die Magenoder Mundschleimhauin das Immunsystem gelangen
kénnen. In der Regel sind Allergene Proteine, Glykoproteine oder Peptide, welche
beispielsweise aus Pollen von Grasemd Baumen sowie aus Lebensmitted (Erdnisse,
Walnusse, Sweellfische, Fische, Kuhmilch, Huhnerei, Soja und Weizst@mmen kdnnen
(Singh und Bhalla 2008Allergische Symptome treten gehéauftatopischerindividuen auf,

die durch ihre genetische Pradisposition eine -\gEmittelte Sensibilisierung entwickeln
(Johansson et al. 2004Nahrungsmittelallergien, aber auch Pollenallergien kénnen dem
Mechanismus einer TypAllergie folgen, die zu einer sofortigen, Igiesteuerten

Immunartwort fuhrt (Abbildung 3) (Singh und Bhalla 2008; Mygind et al. 2000)

o o0
° Allergene

@) 0 @ o
Q Qo
respiratorisches
Epithel 4 X o - Darmmukosa

Allergen-prasentierende
Zelle (APC)/
dendritische Zelle

Major-Histiokompatibilitds-
Komplex (MHC) und
Allergen

ruhender Lymphozyt (Ty,)

aktivierte Helferzelle (Ty;,)
IL-3,IL-5

’ -4 N3

| vo\
lof 00\4

\

\530) \/L/

eosinophiler IgE Mastzelle
Granulozyt B-Lymphozyt

Abbildung 3 Der Pathomechanismus der Typ I-Allergie (modifiziert nach Urbanek und Nemat 2019).
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Die Entwicklung von Typg-Allergien kann in zweiPhasen unterteilt werderin der
Sensibilisierungphasewird das Individuum einem Allergen ausgesetztyelches uber
dendritische Zellen deEpithelien in den Korper gelangt.aB Auftreten von klinischen
Symptoma bleibt jedoch ausDie Allergenewerden vorden lokalerantigenpréasentierenden
Zellen (APQ aufgenommen unitt Peptide gespalteAPCs sindMakrophagen, EZellen oder
dendritische Zellen, die Peptides prozessierteAllergers auf ihrer Oberflacheden T-
Helferzellen (Th 2 mit Hilfe von Klassell-Molektlen des
Haupthistokompatibilitdtskomplexes (MH@rasentierefChehade und Mayer 2009 aive
nichtaktivierte CD4+ Th, die im peripheren Blut und in stark durchbluteten peripheren
Gewebenzirkulieren kénnen Ubereinen geeigneten ¥Zell-Rezeptor anMHC-Klassell -
PeptidKkomplexe binden, wagiber eine Signe&hskade zur Proliferation vonnativen
spezifische-Lymphozyterund zur Freisetzung von Zytokin@nterleukin (ID-4, IL-13, IL-
5) fahrt (Murphy und Weaver 2018b)Dadurch werden die Bellen dazu stimuliert,
allergerspezfische Immunoglobulin E(IgE)-Antikdrper zu produzierenwelche sich an
Mastzellenrezeptoren heften
Je nach induziertezytokinmilieu wird eine Th1 oder Th2gesteuerte Immunantwartduziert
(Bufe 2003) Zu den THZZytokinen gehdérerinterferon (NF) -gamma, L-2, IL-12 und
Tumornekrosefaktor (TNFb , w @ h r-Zeleddie ZyidkinelL-4, IL-5, IL-9 und IL-13
freisetzenDas ZytokinIL-4 nimmteine Schlusselrolle bei der Produktion von k&, indem
es die Umwandlung zu diesem Isotyp stimulierkennt eindB-Zelle mit ihrem BZellrezeptor
ihr spezifisches Allergenprasentier sie es auf ihrer Zelloberflach@iurphy und Weaver
2018b) Die B-Zellen kénnen mit aktivierten Th2ellen Gber CD44d.igandCD40- bzw.
CD28-CD80-Wechselwirkungen interagieren, wame effiziente BZell-Stimulation bewirkt
und damit ein&mwandlung vorB-Zellenzu antikdrpersekretierend@tasmazelleinduziert
(Chehade und Mayer 2005; Poulsen und Hummelshoj 208%jergleichzu Th2assoziierten
Immunantwort bewirkt eine Thigesteuerte Immunantwort digjE-Synthese Die IgE-
Antikorper binden an den hochaffinen Rezeptor fur IgEc{FR| )  raQbérflacties von
Mastzellerund Basophilen (Granulozyte(®russin und Metcalfe 2006 der Effektorphase,
fuhrt ein erneuteKontakt mit dem Allergezu einerallergischen ReaktiofHessel et al. 2005)
Es kommtzur Bildung von Allergefinduzierten IgERezeptorkomplexen. VW&t das Allergen
mindestens zwei verschiedene Antikérpedoingsstellen auf, tritt ein@uenernetzung von
zweirezeptogebundenen IglAntikdrpern tber ein Allergen auf. Die Ig#&ernetzunguhrt zur
MastzellDegranulationund dem Austreternvon Entzindungsmdiatoen wie Histamin
Leucotrien oderProstaglandin B (Singh und Bhila 2008) Diese Substanzersind fir die
8
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allergische Inflammation und dem Auftreten von Klinisch relevanten allergischen Symptomen
verantwortlich.HistaminverursacheineErweiterung der Blutgefal3e und somit eine Senkung
des BlutdruckedereineKontraktion de glatten Musklatur(Ashina et & 2015; Simons 2004)

Dies kann zu lokalen Entziindungen wie SchwellurdgrSchleimhaute in Mund, Nase, Hals
und RachenMagenDarmBeschwerden und manchmal auchsolhwerenReaktionen wie

Anaphylaxie fihrerfAusukua et al. 2009)
1.3.3. Klassifizierung von Allergenen

1986 wurde von der World Healtbrganisatioreine allgemeingtltige Allergennomenklatur,
eingefuhrt, die Uber die Herkunft und den taxonomischen Namen des Allergens informiert
(Marsh et al 1986) Danachwerden Allergene mit den ersten drei Buchstaben @enus
(Gattung, gefolgt von dem ersten Buchstaluer Spezies und einer chronologischen Nummer
gemal} der Reihenfolge ihrer Charakterisiernegeichne{Chapman et al. 2007; Marsh et al.
1986) Allergene kdnnen flanzlichen und tierischen Ursprungs sesmd meist wasserloslich
und besitzen Molekulargewichte zwischen 10 ¥déDa (Puc 2003)Je nach Applikationsweg
unterscheidet man zwischen indialen Allergenen (z.B. GraserBaum, Getreidepollen),
nutritiven Allergenen (z.B. Kuhmilch, Fisch, Erdniisse) und parenteralen Allergerign (
Insektengifte, AntibiotikajSpeer und Gahr 200Finige der Allergene sind hochallergen und
werdenals Majorallergenbezeichnetwenn in mehr als 5% der getesteten Patienten mit einer
spezifischen Nahrungsmittelallergie eine IgE Sensibilisierung hervorgerufen wirdeBigiew

als 50% Sensibilisierungsrate spricht mamtsprechendron Minorallergenen(Jager und
Withrich  2002) Proteine kdnnen mit Sequenzhomologien von mindestens 30%
Proteinfamilien der basierend auf ihreFunktion und strukturella Eigenschaftenauf
molekularer Ebenan Superfamiliereingeteilt werderiBreiteneder und Radauer 2004) der
Datenbak ASt ruct ur al Cl assificat i orhttpo/cop.Pcot ei n
Imb.cam.ac.uk)sind Gber 5000 Proteinfamilien und tGber 2000 Superfamilien aufgefihrt.
Nahrungsmittelallergengind nur in einigen wenigen dieser Gruppen zu findaispiele fur
Proteinfamilien unduperfamilien von tierischen Allergenen sind die Parvalburde®eFischs

und die Tropomyosine verschiedener Mees und Weichtiere Fast 60% aller pflanzlichen
Nahrungmittelallergene gehdren zu ein®n vier ProteinSuperfamilien. Zu diesen Familien
gehort die ProlamiSuperfamilie, dieCupin-Superfamilie, die Profiline und die Betlv
Superfamilie (Radauer und Breiteneder 200Mie Vertreter derProfiline und Bet 1-
Superfamilie sind wesentlich bei PollenassomierNahrungsmitteallergierdie Prolamin

Superfamilie umfasst Speicherprotewen Getreide Proteasénhibitoren, 2SAlbumine und
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nicht spezifische Lipidtransferproteine. Zu der Cuuperfamilie gehéren zum Beispiel die
Viciline und die LegumingRadauer und Breiteneder 200Bet v 1 verwandte Proteine,
Profiline und Cupinezeichnen sich durcihelikale Strukturen uncb-Faltblattern aus
(Abbildung4 a, b)(Neudecker et al. 2001; Fedorov et al. 19®i¢ Mitglieder der Prolamin
Familie bilden reiné+helikale Strukturen aus, wahrend @msspollenallergen Phl p 3 aus der
Familie der Expansineaus einerreinen b-Faltblattstruktur besteht (Abbildung 4 c, d)
(Schweimer et al. 2008)

Abbildung 4 Strukturen von allergenen Proteinen. Profilin: Bet v 2 (PDB-Code: 1CQA) (a), Bet v 1-
Familie: Pru av 1 (PDB-Code: 1E09) (b), Prolamin: Ara h 6 (PDB-Code: 1W2Q) (c), Expansin: Phl p 3
(PDB-Code: 2INZ) (d).
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1.3.4. Kreuzallergie

Es kann zwischen IgE vermittelten Tyip und Typll-Allergien differenziert werden. Bei
SoforttypReaktionen vom Typ | kommt es bei Erstkontakt zu egsrsibilisierunggegeniber
einem Allergen miBildung von IgE Antikérpern. Diese Form von Allergie tritt bevorzugt bei
kleinen Kindern auf.Eine Nahrungsmittelallergie des Typs Il kommt hauptsachlich bei
erwachsenenPatientenvor und ist eine Folge immunologischer Kreuzreaktivitaten von
Inhalationsallergenen(Breiteneder und Ebner 2000Hauptausléser sindkonservierte
Proteinfamilien inPollen von Baumen, Grasern und Unkraals auch in FrichterDie
zugrundeliegende molekularesache fur ein@ollenassoziierte Nahrungsmittelallergs in

der Kreuzaktivitat von IgEAntikdrpern gegen Pollenallergenmd strukturellen homologen
Proteinenin verschiedenen Nahrungsmittedn finden(KazemiShirazi et al. 2000)Hierbei
sind Kreuzreaktionervon Birkenpollen mit zahlreichenFrichten sowie von Gras oder
Ragweedgdollen mit Friichtenyverschieden&emusartenund Nusserzu nenner{Vieths et al.
2002) Bei Nahrungsmittelallergien im Zusammenhang mit Birkenpollen tritt eine
Kreuzreaktivitat zwischen IgE gegen das Hauptallergen der Birkenpollen (Bet v Heund
strukturell homologen Nahrungsmittelallergenen &asschiedeen Friichten, Nissen wie
Erdnuss der HaselnusHulsenfrichterund Gemuseauf (Tabelle2) (Breiteneder und Mills
2006; Ausukua et al. 2009Bet v 1und Bet v Lverwandte Nahrungsmittelallergene zng
ahnliche IgEBindungsregionen (Epitope) auf ihrer molekularen Oberflache, die
Antikdrperkreuzreaktionen verursachdn. Deutschlandsind tber 12 MillionenMenschen
(nachSelbsteinschatzungpn einer Pollenallergie betroffeB0 % aller Birkenpollenallegiker

sind gegen verschiedene Nahrungsmittel sensibilisietrtei 60% der Betroffenekam es zu
eing entsprechendedanifestation deNahrungsmittelallergiéklimek et al. 2019)Patienten

mit einer pollenassoziierten Nahrungsmittelallergiekébnnen nach dem Verzehvon
pflanzlichen Lebensmittat unterschiedliche allergische Symptome aufweiBem.bekannteste
Vertreter lokalisierter allergischer Reaktionen auf Lebensmittel s t das Aor
Al | er gi e sy ndaufig tindten QuOsEiBvache Reaktionen auf, wie lokaler Jugkreiz
Kribbeln und Schwellungnder Zunge oder der LippeBie Symptome beschrédnken sich auf
den Mund- und Racheraum dadie Epitope gegentber der Magbarm-Passage labil sind.
Gelegenich kann esauchzu schwere Symptome wie Anaphylaxie Asthmaund Urtikaria
kommen(Kondo und Urisu 2009; van Ree 2002; Ausukua et al. 2009)
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Tabelle 2 Pollen-assoziierte Nahrungsmittelallergien (modifiziert nach Ausukua et al. (2009) und
Mastrorilli et al. (2019)).

Pollen Frichte Gemise Nusse

Birkenpollen Kirsche, Aprikose, Pfirsich, Sellerie, Karotte, Tomaten, Haselnuss,
Nektarine, Apfel, Birne, Kiwi, Pastinake, Petersilie, Dill, Walnuss,
Banane, Mango, Ananas Kreuzkiimmel, Koriander, Mandel

Fenchel, Kartoffel, Pfeffer
(gran), Linsen, Erbsen,

Bohnen, Erdniisse

Gréaserpollen Wassermelone, Orange, Tomaten, Kartoffel, Erdnisse
Kiwi
BeifulRpollen Mango, Kiwi, Pfirsich, Litschi  Sellerie, Karotte, Fenchel,

Knoblauch, Koriander,

Brokkoli, Kreuzkiimmel,

Kohl, Erdnisse
Traubenkrautpollen Banane, Wassermelone Kirbis, Gurke, Zucchini

Wermutpollen Apfel, Wassermelone Sellerie, Karotte

1.3.5. Apfelallergie und -allergene

Die Apfelallergie ist eine Iglvermittelte meistbirkenpollenassoziiertand oropharyngeale
Kreuzreaktiommit einer hohen Pravalenz in EuropraDeutschlandbetragtdie Punktpravalenz
der Brkenpollenallergiker unter Erwachsenen%undder ApfelallergikeunterErwachsenen

9 % gemal deErgebnisse der DEGS3tudie die in einem Zeitraum zwischen 2008 u@d 2
durchgefuhrt wurdéHaftenberger et al. 201.3)m Apfel kann zwischen dem Majorallergen
Mal d 1 mit einem MolekulargewiclfMG) von 1718 kDa und den Minorallelgnen Mal d 2

ein thaumatirdhnlichesProtein mit einem MG von 34Da, Mal d 3mit einem MG von %Da

und Mal d 4mit einem von MG 1415 kDa differenziert werderfKrebitz et al. 2003; Hsieh et
al. 1995; Vanelkrebitz et al. 1995; Pastorello et al. 1998ine Apfelallergie tritt haufig bei
Patienten mit Heuschnupfen im Frihjaluf, die durch Pollen von Birkamd Ele verursacht
werden. Die an diesem Pha&nomen beteiligten Allergene heiRen Bet v 1 und Bet v 2 in
Birkenpollen und Mal d 1 und Mal d 4 in ApfefanekKrebitz et al. 1995; Hsieh et al. 1995)
Bet v 2 und Mal 4 gehoren zur Gruppe derofiline. Daskreuzreaktive Syndrom tritt nur in
Gebieten mit signifikanter Exposition gegeniber Birkenpollen aas, ltkil3tin Nord und
Mitteleuropa. Die meisten Apfelallergiker kdnnen verarbeitete Apfelprodukte wie etwa
Apfelmus mit Symptomfreiheit verzehreda essich bei Mal d 1 und Mal d 4 um hitzelabile
und gegen Proteasen instabile Proteine handeé. Allergenitat eines Apfels steht im

Zusammenhang mit Sorte und Reifeg(bidieh et al. 1995; Vieths et al. 1993; Vieths et al.
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1994) Eine AllergiegegeriiberApfeln tritt auch in Mittelmeerlandern wie Spanien, Italien und
Griechenland auf, in denen keine Exposition gegenuber Birkenpollen besielet.
Kreuzreaktivitat mit Graserpollen, die ebenfalls ein ahnliches Profilinallergen aufweisen, kann
in diesen Bereichen die Urdze fir eine Apfelallergie sein. Haufig tritt eine Apfelallergie im
Mittelmeerraum jedoch unabhangig von Pollenallergien auf. In diesen Falledasgst
Lipidtransferprotein Matl 3, ein gegen Hitze und Proteasen resistentes Prdtaindie
allergischeReakionen verantwortlict{Pastorello et al. 1999; Sanchgionge et al. 1999)

1.3.6. Epitope von Allergenen

Ein Epitop oder antigene Determinante bezeichnet die Molekulstruktur innerhalb eines
Allergens, das an der Antikdrperbindung beteiligt(istn Regenmortel 1989; Barlow et al.
1986) Ein Paratop stellt die spezifische Bindungsstelle eines Antikorpers d&rdeameitop

kann als konformationelles (diskontinuierliches) oder alsusezjelles (kontinuierliches)
Epitop aufgebaut seiibbildung5). Ein Konformationsepitop befindet sich auf verschiedenen
Abschnitten einer Aminosauresequenz, die durch Faltung auf der molekularen Oberflache des
Allergens raumlich eng benachbart sind undaammen vom Paratop erkannt werden kénnen.

Im Gegensatz dazu bestehen sequenzielle Epitope aus einem linearen Abschnitt benachbarter
Aminosauren, die eine Antikérperbindungsstelle aufwei8sn.T-Zell-Epitopen handelt es

sich ausschlieB3lich um sequenzadipitope, da Zell-Rezeptoren wahrend einer allergischen
Reaktion nur an Peptide binden, die an der Oberflache von Asgigsentierenden Zellem(t

Hilfe von MHC-Molekulen) prasentiert werddifomés 2010)Dagegen sindB-Zell-Epitope
hauptsachlich konformationell, was auf die Relevanz der strukturellen Homologie zwischen
Allergenen bei pollenassoziierten Nahrungsmittelallergien hinwdist-Manzalawy und
Honavar 201Q)

o o

*

Sequenzielles Epitof  Konformationsepitop

Abbildung 5 Epitop Klassifizierung

Uber die klinisch relevanten Antikorperbindungsstellen ist bisher wenig bel@swurden

nur wenige IgEbindende BZell-Epitope undr-Zell-Epitope von Allergenen verifizie(Pomes
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2010) Mit Strukturmethoden wie Rontgenkristallograpbied NMR-Spektroskopie konnten
IgE-Epitope und Bindungsstellen von Allergenen mit fFsagmenten monoklonaler 1g&1
Antikdrper bestimmt werderF-ur Bet v 1 wurde die Bindung mit denfFabFragment des
monoklonalen murinen IgGAntikdrpers BV16 identifiziert (Mirza et al. 2000) Es wurde
gezeigt, dass déer Antikorperdie SerumlgE-Bindung verringern kanmwas darauf hinweist,
dass das von BV1definierte Epitopmit allergenspezifischen Antikdrperepitopen Uberlappt
(Spangfort et al. 2003)Daneben ist bekannt, dassinzelne Aminosaurerfir die
Antikérperbindung von mehrer@ Allergenen entscheidend sind Dafir wurden
Mutationsvarianten von Allergenen erzeugt, um Aminosauren zu identifizieren, die fir die IgE
Bindung entscheidendind. Zeigen diese Varianten eine verringerte Antikdrperbindung, bei
gleichzeitig unveréaerter Gesamtkonformation des Proteins, konnte die substituierte
Aminosaureeine Schlusseltte bei derErkennung delEpitopkonformation darstelleritr
einige Nahrungsmittelallergene konnten bereits potenzielle-Bgitlestellen identifiziert
werdenBeispielsweise wurden in dem Hauptallergen der Kirsche Pru av 1 die Aminosaurereste
Lys28 und Glu45 und im Sellergieallergen Api get Aminoséurerest Lys44 aéstscheidend

fur die lgeReaktivitat beschriebefNeudecker et al. 2003; Wiche et al. 2Q0Bne weitere
Maglichkeit zur Epitopkartierung stellt die Verwendung der géimalisplayTechnologie dar
(Luzar et al. 2016)Dabei wird eindBakteriophageiBibliothek verwendet, die eine Reihe von
kurzen Peptidemnthalt Auf dem Phagen présentierte Peptide, die albergenspezifischen
Antikdrpern erkannt werden, sind nicht zwangslaufig identisch mit dem eigentliczet-B
Epitop und werden als Mimotope bezeichnet. Diese ahmen die chephigsikalischen
Eigenschaften der Epitope nadhit Hilfe dieser Methode wurdelgE bindende Peptide Bet

v 1 (Ganglberger et al.ab0), Phl p 5 aHantusch et al. 2004)nd Pru p 3Pacios et al. 2008)
identifiziert.In Bet v 1, Gly m 4Ara h 8und Pru a\l wurden drei IgEBindungsregionen mit
konservierten Aminosauren karti€klittag et al. 2006)Diese identifizierten Regionen wurden
durch dieKombinationverschiedener Peptide nachgeahmt, die sowohl von denselben als auch

von unterschiedlichen Patienten erkannt wurden.
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1.3.7. Therapie

Die kausaleBehandlung von Nahrungsmittelallergien besteht insthistenVermeidung von
Allergenen.Dies kann jedoch nur durckine korrekte Lebensmittelkennzeichnung und den
Ausschluss versteckteyder eingeschleppter Spuren von Allergemgewahrleistet werden
(Eigenmann 2001Die Behandlung allergischer Symptome ist sowohl bei Pddisrauch bei
Nahrungsmittelallergien moglich/erschiedenéVledikamente wie Antihistaminikajie den
HistaminH1-Rezeptor blockieren,Adrenalin, Kortikosteroide, HB| ocker -oder
Antagonisten kdnnewlen Ausbruch der allergischen Immunreaktion und s8&ym@mptome
sofort lindern(Sicherer und Teuber 200Murphy und Weaver 2018apPie spezifische
Immuntherapie (SI); auch Hyposensibilisierung genanntjird zur Behandlung von
allergischen Symptomen eingesetzt, diger anderendurch Gras oder Baumpollen sowie
HausstaubmilbeaderKatzenschuppen verursacht wer@€&asca et al. 2020; Cools et al. 2000;
Mothes et al. 2004)Wahrend der SIT werden in depgenanten initialen Steigerungspbe
wiederholt steigende Dosates sensibilisierenden Allergens verabreidii$ schlie3lich die
Erhaltungsdosis erreicht ish derErhaltungsphaseird dieselbe Dosis monatlich Ubemnen
langeren ZeitraurmiehrereJahe) injiziert. Durch die SIT solbie allergeninduzierende TH2
Reaktion zu einem durch TH1 dominierten Zytokinprofil verlagert werden und damit die IgE
vermittelten Reaktionen verringernDie Wirksamkeit der SIT bei pollenbedingten
Nahrungsmittelallergien wde in mehreren Studien analysiddie Ergebnisse sind jedoch
widerspriichlich(Mauro et al. 2011)Bei derBehandlung von Birkenpollinogeatientermit

SIT kanneine Verringerung des oralen Allergiesyoms gegen Apfel oder Haselneseeicht
werden jedochwird haufignureine vortibergehende Verbesserung der Nahrungsmittelallergie
beobachtet.Zur Behandlung von Lebensmittelallergien wurde die SIT zum einen als
sublinguale Immuntherapie (SLITgetestet, bei der die Einnahme des Allergens Uber die
Mundschleimhaut erfolgt und zum anderen als orale Immuntherapi@ 2iter zunehmende
Dosen des allergieauslosenden Nahrungsmittels in nativer Form eingenommen (8geden

et al. 2013; Vazquedrtiz et al. 2013; Pajno et al. 2018; Muraro et al. 20D8¢ SLIT und

OIT finden aufgrund von begrenzten Erfolgsraten und dem Aufitnete betréchtlichen und
systematischerNebenwirkungen keinen routinemafiigen Einsatz bei der Behandlung von
Nahrungsmittelallergie(WazquezOrtiz et al. 2013; Pfaar et al. 2018)

Neben der SIT gibt es weiteMdglichkeitenzur Behandlung vorllergien. So werden in
klinischen Studien gereinigte rekombinante Allergene anstelle von rohen Allergenextrakten
verwende(Pree et al. 2007; Pfaar et al. 2018; Raiead. 2007; Mothes et al. 200Der Einsatz
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von modifizierten rekombinanten Proteinkednnen dieNebenwirkungen der SIT reduzieren
den Therapieverlauf beschleunigand gleichzeitig die Wirksamkeit der SIT verbessern.
Beispielsweise kdnnen hypoailgene Variantewerwendet werdengie nur wenige EZell-
Epitope auf der Oberflache der allergenen Proteine aufwaisgilamit weniger in der Lage
sind Rezeptegebundene IgiAntikbrper querzuvernetzerleichzeitigsollen jedoch did -
Zell-Bindungsstella erhalten bleiben(Pree et al. 2007)Es werden auclrekombinante
Allergene diskutiertdie mit hypoallergenen Fusionsproteinen modifiziert skatke Tejkl et

al. (2015)zeigten, dass bei danmunisierunggG-blockierende Antikdrper induziewurden

die die IgeBindung an die Hauptallergene von Graserpollen hemniNene Ansatzerur
Behandlung von Nahrungsmitteldergien sind die epikutane und intralymphatische
Allergenapplikatiorund die Vewendungvon spezifischa Adjuvantien(Pfaar etal. 2018) Die
intralymphatische Allergenapplikation basiert auf defheorie dass Allergenevon
allergenprasentierenden Zellea einem spezifischen Lymphknotgansportiert werdennd
dorteine Immunantwrt ausldsenDieseTherapieformfuhrte bei Rtienten miteinerAllergie
gegeriiber Grasen und Pollen zu verringerten Heuschnupfensymptomen und einer
Verringerung des spezifischen Serlgi (Senti et al. 2008)AuftretendeSymptomewerden
aulRerdenschneller abemildert Die erzielten Effektaler Immuntherapidielten bis zu drei

Jahre an und die Therapiedauer konnte von 3 Jahren auf 8 Wochaentesderden

16



Einleitung

1.4. Birkenpollenallergene und birkenpollenassoziierte

Nahrungsmittelallergene

1.4.1. PR-10 Familie: Bet v 1 und homologe Proteine

Die Familie derPathogerassoziierta Proteine (engl. pathogenesiselated proteins PR-
Proteing ist im Pflanzenreich weit verbreitet undmfass$ insgesamt 17 KlasserDie
Expression von PRroteinen wird in Pflanzen durch Stressbedingungen wie Verwundung
pflanzlicher Organemikrobieller Befall oder Pilbefall und abiotischeStressfaktorerwie
Kalte, Hitze und Trockenheinduziert (Somssich et al. 1986; Yamagudhinozaki und
Shinozaki 2006; Agarwal und Agarwal 201Baneben gibt es auch FHRoteine, digewebe

oder entwicklungsspezifisch konstitutiv exprimierenden(Breiteneder und Ebner 2000

wird beispielsweise Bet ¥, das Hauptallergen der Weil3birkefula verrucosp konstitutiv
exprimiert, wahrend die Expression seiner Isoformen d8tokss Bakterien und Pilzbefall
Auxinbehandlungsowie Schwermetallenduziert wird (Swoboda et al. 1995a; Hoffmann
Sommergruber 2000; Utriainen et al. 1998; Swoboda et al. 1994; Koistinen et al. 2005; Poupard
et al. 2001) PRProteine besitzen niedrige Molekulargewichte -400 kDa) und sind
vorwiegend in der Vakuole, Zellwand und im Interzellularraum lokalisibie PR10
Proteinfamilie umfasst verschiedene Pollennd Nahrungsmittelallergene, die eine
Sequenzhomologiru Betv 1 aufweiser(Tabelle3).

Tabelle 3 Wichtige Allergene der PR-10 Proteinfamilie (nach
http://www.meduniwien.ac.at/allfam/list.php?family=AF069, Stand Juli 2021).

Spezies Gattung Allergen AS Sequenz- Uniprot-
identitat mit Eintrag

Betv 1 a [%]
Apfel (Malus domestica) Rosaceae Mald 1 159 56 P43211
Aprikose (Prunus armeniaca) Rosaceae Pruar 1 160 59 050001
Birke (Betula verucosa) Rosaceae Betv 1 160 100 P15494
Birne (Pyrus communis) Rosaceae Pyrc1l 159 57 065200
Erdbeere (Fragaria ananassa) Rosaceae Fraal 160 53 Q31923
Erdnuss (Arachis hypogaea) Fabaceae Arah 8 157 46 Q6VT83
Pfirsich (Prunus persica) Rosaceae Prup1 160 59 Q216Vv8
Sellerie (Apium graveolens) Apiaceae Apigl 154 41 P49372
SiRkirsche (Prunus avium) Rosaceae Pruav 1 160 59 024248

Die Mitglieder der PRLO-Proteinfamilie codieren jeweils gan@enfamilien und kommen in

den meisten Pflanzen in mehreren Isoformen vor. Pminosduresequenzen disoformen
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besitzen untereinander eimohe prozentuale Sequenzidentitdt, kdnnen sich aber in ihrem
allergenen Potential stark unterschei@fearreira et al. 1996; Ahammer et al. 2017b; Soal.
1999) Fur Bet v 1 existieremehr als20 Isoformendie von einer Vielzahl von verschiedenen
Genen exprimiert werdefiUIS, http://www.allergen.orgzuletztaufgerufen am 30.11.2021)
(Schenk et al. 2009; Schenk et al. 2006; Swoboda et al. 1@iBljyperallergene Isoform Bet

v 1 aist in Pollendie vorherrschende Isofor(Ahammer et al. 2017b; Wagner et al. 2008)
Gegensatz zu anderen Isoformen von\BEtbesitzBetv 1 a keine CysteiResteund ist nicht

in der Lage DisulfidbrickeBindungen auszubilderBetv 1| unterschelet sich inneun
Aminosaurereste von Bet v 1 a und gilt als hypoallergene Iso{Bemreira et al. 1996;
Ma r k dHousldy et al. 2003; Swoboda et al. 1995b)

1.4.2. Physiologische Funktion

PR-10 Proteinesind in der Pflanzenwelt weit verbreitet. Jedoch sind spezifische biologische
Funktionen fur die einzelnen Mitglieder der BB Familie weitgehendst ungeklaBisher
wurden Ligandbindungseigenschaftemd Ribonukleaseaktivitéin vitro (RNAseAktivitat)
nachgewieseliKoistinen et al. 2005; Besbes et al. 2019; Bufe 1998; Neudecker et al. 2001;
Mogen®n et al. 2007)Das Bindungsverhalten vddet v 1 undseinenHomologa wurde in

der Vergangenheit mehrfach z.B. mittels Isothermer Titrationskalorimetrie,
Rontgenkristallographiend NMR-Spektroskopi@intersuch{Koistinen et al. 2005; Bufe et al.
1996; Mogensen et al. 2007; Neudecker et al. 200#) hydrophoben Hohlraum im
Proteininneren konnerBetv1l und Pruavl verschiedenelLiganden wie Fettsauren,
Flavonoide, Cytokinine und Pflanzensteroidat Bindungsaffinitditen im mikromolaren
Bereichbinden(Koistinen et al. 2005; Neudecker et al. 2001; Moiseyev et al. 199idege
Studien haben gezeigt, dagsvohlPR-10-Proteineaus Ginsengls auch Bet v iind Fraa 1
RNAseAKktivitat aufweisen und somit moglicherweise zur Pathogenabwebeitragen
(Koistinen et al. 2005; Moiseyev et al. 1997; Bufe et al. 1996; Besbes et al. EQl@)je
RNAseAKktivitat von Betv 1 zusammen mit dem Liganden Querc&i®-sophorosid wurde
eine Schutzfunktio gegen U¥Schaden postulie(Geutter von Loetzen et al. 2014; Bufe et al.
1996) Weiterhin kénnte das deglykosstte Quercetin ein wichtiges Signal zur Pollenkeimung
liefern. Aul3erdembesitzt Betv 1 die Fahigkeit durch Konformationsanderung Membrane zu
binden und zu permeabilisier@dogensen et al. 2002pieses Merkmal wurde erstmals in der
strukturell &hnlichen Superfamilie deLipidtransferdoméanen (START)des humanen
Transportproteins MLN6&eobachtet. Die STARDomane hat eine ahnliche Tersuktur

wie Bet v 1 und kannm hydrophoben Hohlraum im Inneren der Domédnganden wie
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Cholesterin bindefiyer et al. 2001; Miller 2007 Dies lasst eine Transpettnd Lagerfunktion
fur Bet v 1 vermutel(Tsujishita und Hurley 2000)

1.4.3. Stabilitat von PR-10 Proteinen

Im Allgemeinen sind Nahrungsmittelallergene teisiperaturstabil®roteine bekann€rst bei
hohen Temperaturen kommt es zur Denaturierung und danttn#fattungder ProteinéMills

et al. 2003) Oft enthalten PflanzewerstiedeneAllergene, digeweils eine unterschiedliche
Stabilitat aufweiserBirkenpollerverwandte Allergensindin der Regethermolabil Bei der
thermischen Denaturierung kann es zur Inaktivierung von diskontinuierlichen
Konformationsepitopen und der damverbundenen Zerstorung der kgndungskapazitat
kommen(Luttkopf et al. 2000; Jankiewicz et al. 1997; Ballfvéeber et al. 2002)r das
Apfelallergen Mal d 1 konnte die thermische Inaktivierung des Proteins durch Kochen der
Frucht bereitan in-vitro und in-vivo Expefmenten gezeigt werdefBohle et al. 2006)Im
Gegensatz dazu istedlgE-Bindung an Dau c,ldem Allergen in der Karottewenigerdurch
Erhitzen betroffen So hatte eine thermische Behandlung auf Uber 121&@mkeine
Auswirkung auf @ Allergenitat des Protein/Nigotzki 2001)

In vielen Fallenfhren Lebensmittelmatrixeffekte wie enzymatische und nettymatische
Reaktionerwahrend des Erhitzungsvorgangeing verringerta IgE-Bindung(Garcia et al.
2007; Gruber et al. 2004Die nukleophilen Gruppen eines Protekimnenzum Beispielmit
Polyphenolerbzw. den reaktiveren Chinonen reagie(Bjorkstén et al. 1980; Rudeschko et
al. 195b) Im Rahmender Maillard-Reaktion kénnen reaktive Aminosaureketten von
Proteinen mit reduzierenden Zuckeameragieren(Toda et al. 2014)Die Glykierung von
Pruav 1l mit verschiedenen Zuckern wie Glukose oder Ribose reduzierte direlgiivitat
signifikant (Gruber et al. 2004Eine 2tagige Inkubatiordes HaselnussallergarCor a 1 mit
Glukose bei 70C fihrte zu einer Verringerung der Mediatorfreisetzungskapazidée
maoglicherweise auf eine Modifikation der nukleophilen Aminosauren im Zuge der Giggie
zurtckzufuhren isfCucu et al. 2012; Cucu et al. 201&)ir dagekombinante Prav 1 konnte
nach Inkubation milenMonosachariden Glucose und Ribose bei 100°C eine verringerte IgE
Bindungskapazitdt nachgewiesen werd@&ruber et al. 2004)Dartber hinaus wird die
Stabilitat von cytosolischen Proteinen dutathe Makromolekilkonzentrationdreeinflusst

und unterscheidet sich von isolierten Allergenen in wassriger Umgefdimgon 2001)
Weiterhin sinddie meisterPR-10 Proteinebei niedrigen pHWerten wenig stabil und gegen
proteolytischer Spaltungicht resistent(Schimek et al. 2005; Sancho et al. 20JH)r de

Betv 1 homologen Proteine Agil, Mald 1, Coral und Prup 1 wurde eine vollstandige
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Dematurieung bei einem pHWert von 2,5gezeigt(Sancho et al. 2011Ein enzymatischer
Verdau durch Pepsinfuhrte auf3erdem zu einem Verlust ihrer dBBdungskapazitat.
Interessanterweise kam es bei Mal d 1 und Cor a 1.04Reu$inVerdau zu keinem Verlust
ihrer T-Zell aktivierenden Eigenschafté8chimek et al. 2005)

1.4.4. Strukturelle Eigenschaften

Bet v 1 und seine Homologesind globulare Proteine mit Molekilmassen um 17 kDa und
zeichnen sich neben einer hohen Aminosagnesezidentitat auch durch eine identische
Proteinfaltung augAbbildung 6) (Vieths et al. 2002)Bereits 1996 konnte die Struktur von
Betv 1 durch Roéntgenkristallographie uk@rnspinresonanzspektroskogléMR) aufgeklart
werden(Gajhede et al. 1996pie dreidimensionale Struktur des globularen Proteins besteht
aus antiparallelerb-Faltblattstrukturen umgeben von eingb AS langen Gterminalen
amphipathischenJ-Helix. Das b-Faltblatt setzt sichaus sieben antiparallelen Strangen
zusammernnd wird durch zwekurze \tférmig angeordneté-Helices von der @erminalen
UHelix getrennt, wodurch ein offener Hohlraum gebildet wirded®r Holraum ist
uiberwiegend hydrophob und weist drei Offnungen auf der Proteinoberflack@aibéde et

al. 1996) Die dreidimensionale Struktur von Mal d 1 weist mit einer Sequenzidentitat \Bdn 56
die gleiche charakteristische Faltung wie Bétauf (Ahammer et al. 2017a)

Ein wichtiges strukturell es -lEdoeprie pliogphatele.l | t
binding loop) bzw. PSchleife dar, die reich an GlyeResten istAbbildung7) (Ahammer et

al. 2017a) Das Motiv befindet sich in der Aminosauresequenz an Postign5%7undfolgt

dem allgemeinen Aufbau -&-G-G-X-G-X-X-K (Reste 4755). Das Strukturelement ist in
Proteinkinasen  und  Ndeotid-bindenden  Proteinen  vorhanden und  besitzt
Phosphorylierungscharaki@&araste et al. 1990)or diesem Hintergrund wurde dieSthleife
alsmoglicheBinderegion postuliert. €istbisherunklar, ob daveschrieben&trikturelement

fur die biologische Funktion eine Rolle spielt.

Fur Bet v 1 und seine Homologen ist@ilszigeposttranslationale Modifikation die Abspaltung
des NR terminalen Methionins aus massenspektrometrischen Untersuchungen bekannt
(Swoboda et al. 1995apaneben wurde fur RRO c Proteine eine -6lutathionylierung
berichtet(Koistinen et al. 2002)
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-10 Homologen aus verschiedenen Pflanzenfamilien.

Abbildung 7 Sequenzalignment von Bet v 1 mit PR

Von oben nach unten: Betv1a, Mald 1

Pyrc1,Pruavl, Glym4, Arah8

Alng 1, Coral,

Dau ¢ 1. 100 % ubereinstimmende Reste sind schwarz markiert, 80 7 100 % Ahnlichkeit

dunkelgrau und 607 80 % Ahnlichkeit grau. Die hoch konservierte Region mit Glu 46 und der P-Schleife

Apig 1l

ist entsprechend gekennzeichnet (schwarzer Rahmen). Die Sekundarstrukturelemente, basierend auf

der 3D-Struktur von Bet v 1

sind unter dem Alignment dargestellt. Das Alignment wurde mit Hilfe von

Geneious Prime (v. 2021.1.1) (https://www.geneious.com) erstellt.
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1.5. Proteomik in Pflanzen

Der Begri ff AP r wodn&armmR Wikins eingefiitktn@ Beschreibt die
Gesamtheitaller durch ein Genorexprimierte Proteine in eineZelle, einem Gewebe oder
einem Orgaismus Uber seine gesamte Lebens@#itkins et al. 1996)Im Gegensatz zum
Genom welches fur alle Zellen desselben Organismegly ist,ist das Proteom dynamisch

und kann sichzu unterschiedlichen Zeitpunkten seinerqualitativen und quantitativen
Proteinzusammensetzung verandddie Analyse von Proteomeml.h. die Erforschung der
Proteombestandteile und deren Funktionemter definierten Bedingungen zu einem
bestimmten Zeitpunkt wird als Proteomfilengl. proteomics)bezeichnet. Die kleinsten
Einheiten eines Proteomsdiverschiedene funktionelle Proteunal ihre Isoformepdie durch
reversible posttranslationale ModKationen, alternatives SpleiRemnd andere Prozesse
gebildetwerden Proteomevariierenje nach Organismus und kdnnen mehrere Tausend Proteine
umfassenDaruber hinaus kann sich die Haufigkeit verschiedener Proteine in einer Zelle oder
einem Gewebe Uber 1ZrbéfRenordnungen erstrecke@ungblut et al. 2008) Die
Massenspektrometrie (MS) hat sich als hervorragende Tedtiniklie Erforschung des
ProteomdhervorgetanDabei kann zwschen zwei unterschiedlichen Techniken unterschieden
werden (Kelleher 2004) Mit dem Top-down-Ansatz werden intakte Proteine nach
chromatographischer Auftrennung und massenspektrometrischer Fragmentierung identifiziert
und charakterisiert Bottomup Poteomik ist der gebrauchlichste Ansatz fir die
Proteomanalyse, dexuch mittels FlissigchromatographiscfleandemMassenspektrometrie
(LC-MS/MS) kleine Peptide naatemtryptischen Verdau von ProteinanalysieriNilsson et

al. 2010; Zhang et a2013)

In der Vergangenheit wurden Proteoriigchniken vielfach eingesetzt, um Allergene in
verschiedenen Pflanzen zu bestimm@hdem lbergeordneten Ziel die Verbrauchersicherheit
und Lebensmittelqualitéat zu erhoh@mpezPedrouso et al. 2014; Nakamura und Teshima
2013) Die Heterogenitat der Klasse der Allergesmegelt sich in der Datenbank AllerBase
(http://bioinfo.unipune.ac.in/AllerBase/Home.htnduletzt aufgerufen am 29.11.20PImit

2233 verschiedenen Allergenen unterschiedlicher Spezies wWitedam et al. 2017)Vor
diesem Hintergrund ist mit AAll ergenomicsHii
Lebensmittelallergene mittels Hochdurchsatztechnologien systematisch zu analysieren
(Nakamura und Teshima 2013; Wang et al. 2020; L-éferirouso et al. 202(¢ine Vielzahl

von Isoformen, posttranslationalen Modifikateanund strukturelle Veranderungen wahrend

der Verarbeitung, kénnen das allergene Potential beeinfl{espezPedrouso et al. 2020)
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Die 2SAlbumine aus Senf und Haselnuss wendnit eineiKkombinationaus Bottorup- und
Top-down-Proteomik analysiert, um Isoformen und posttranslationale Modifikationen zu
identifizieren(Korte et al. 2017; Hummel et al. 201Korte et al.(2017) zeigten aul3erdem
unterschiedliche Isoform Muster flr verschiedene Sorten eines allergenen Safeiéehin
wurden verschiedene Allergene relativ quantifiziert, um mogligheswirkungen der
Verarbeitung auf die Allergenzusammensetzung zu bestimmetfith8e beispielsweisalas
Rosten von Erdnissenzu keinen Konzentratiosunterschiedender Kklinisch relevanten
Allergene Ara h 2 und 6Gaus der AlbumirSuperfamilie wéhrend ds Entfettenvon
Erdnussmehl die Menge an Oleosinen (Ara h 10 und Ara lurhldlas 108achereduzierte
(Johnson et al. 2016Downs et al.(2016) zeigten mittels Bottom-up Proteomik dass
Walnussallergenenterschiedlich auf die thermische Verarbeitung reagidbabei wardie
Allergen-Detektionmittels LGMS/MS stark vom Protein, von dessen Anfalligkeit gegeniber
dem enzymatischen Aufschluss, dem Grad der thermischen Verarbeitung und der
Probenvorbereitungabhéangig. AuRerdem ermdglichte der Einsatz von Proteomik die
Entwicklung vonneuan Anwendungen zutebensmittelathentifizierung, Allergendetektion
oder aerCharakterisierungon GlutenfraktioneiiProteine aus Gerste, Hafer, Roggen, Weizen)
im Zusammenhan mit Zoliakie (Korte und Bockmeyer 2017) Weiterhin flhrte eine
konventionelle D-PAGE-Analyse mit anschlieRBendem Western Blot Verfahren, das mit Seren
von Allergikern durchgefthrt wurde, und eine M8alyse zur Identifizierung neuer Allergene
(Marzano et al. 2020)nnerhalb der MS echniken stellt digielgerichtete Proteomilefgl.
targetedproteonics) einenbedeutendeAnsatz zum Screening auf bestimmte Proteine mittels
SRM (Aselective reaction monitorifyy und MRM (Amultiple reaction monitoring dar.
Shaheen et a2019)identifizierten im MRMModus wichtige Peptide der Linsenallergene Len

c 1.0101, Len ¢ 1.0102 und LTHei unbekannten proteotypischen Peptiden, kann Shotgun
Proteomik durchgefuihrt werdemjt dem Ziel Peptideu identifizieren, diein Fingerabdruck

flr weiterezielgerichtete Proteomikintersuchungedarstellen kdnne(LopezPedrouso et al.
2020)
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1.6. Ziele der Arbeit

Der Schwerpunkt & Arbeit lag auf der Untersuchung von verschiedeaiargenen
Determinanten des Apfelallergens Mal d Aur Entwicklung von hypoallergenen
Apfelvarietaten In Langzeitstudienwurde eine Vielzahl von Apfel-Genotypen von
Kreuzungspopulatieen aus verschiedenen Kultivarenittels indirekt kompetitivenELISA
(enzyme linked immunosorbent assayf denMal d 1 GehaltuntersuchtErgdnzend dazu
wurdenGenotyperunterschiedither Allergengehaltsklassen, aber vor allem solche, die sich
durch einen konstant niedrigen Allergengehalt Gber mehrere Erntejahre audesicinme
Rahmen von Humanstudien an dem Allergiezentrum Charité in Berter der Leitung von
Prof. Dr. KartChrigian Bergmanmllergologisch bewerteDie dabei erhaltenen-wivo Daten
wurden mit den ermittelten Mdl1l Gehalten in Relation gesetzt.

Zudem wurden ausgewahlte Genotypemittels Flussigkeitschromatographie und
Massenspektrometrieauf ihre PolypheneZusammensetzunguntersucht, um maogliche
Zusammenhéange zwischen einzelnen Metaboliten oder Metabolitklassen und Mal d 1 zu
identifizieren.Die genaue Charakterisierung der Polyphefuidammensetzunauf der Bais
derin-vivo Datenvon der Charitéind der Mad 1 Gehalte erlaubfickschlisse auf mdgliche
antiallergische Wirkungen von Polyphenolen.

Im Gegensatz zum Birkenpollenallergen Bet v 1 und anderebtOFRoteinerwurden fur das
Apfelallergen Mal d 1lbisher keinephysiologischeninteraktionspartneidentifiziert Vor
diesem Hintergrundvurde das Bindungsverhalten von rekombinanten rMal.@2 Inittels
Microscale Thermophoresis analysjenin Hinweise auf die physiologische Funktion von
Mal d 1 zu erhalten.

Mald1l ist als groRe Pteinfamilie bekannt,die sich aus verschiedenen Isoformen
zusammensetzDie Identifizierung von einigen Proteinisoformen auf der Genebene gelang in
der Vergangenherhittels verschiedener molekularbiologischer Methodae Expressiowon
verschiedene Isoformen auf Proteinebene konnte bisher in vielen Féllen nicht bestatigt
werden. In einer umfassenden Proteomikanalyse wurden verschieden€&sApddypen auf

ihre Isoforneusammensetzung untersuahtd Korrelationsanalysen mit den aus Humanstudien

gewonnene Vertraglichkeitsdaten durchgefihrt
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Pflanzliches Material

Alle Apfelgenotypenwurden von der Hochschule Osnabrick in Zusammenarbeit mit der
Zichtungsinitiative Niederelbe GmbH & Co. Kdairch Kreuzung verschiedener Elternsorten
erzeugtjn Osnabrickultiviert und fur die Untersuchungen freundlicherweise zur Verfligung
gestellt Einige wenige Genotypen wurden an den Standorten Bodensee, Esteburg
(Niedersachsen), Frankreich und Italien kultii€iur die Kreuzungnwurden verschiedene
Elternsorten wieGala, SantanalSAN), Pinova, Topaz, RubinetteGolden Delitous,
Delbarestivale Honeycrisp,Retina, Rubens, ElstaGloster, Fuji, Braeburn Dalinbel und
Pinovaverwendet. Nach der Ernte wurden viden meisterGenoty@n Mischproben aus je
einem Viertel von drei reifen Apfeldesselben Genotypgeneriert Die Untasuchung der
biologischen Variabilitét erfolgte anhand von 10 Einzelproben je Genbtyakuumierten
Zustand erfolgte ihre Lagerung b&0 °C. Fir die weiteren Analysen wurden &eben mit
flissigem Stickstth zu einem feinen Pulver gemahlen und his Analysebei-80°C gelagert.
Von einem Teil der Genotypen wurd®n der Hochschule Osnabridkollenmaterialzur
Verfugung gestellt. Dieses wurde ebenfalls mit flissigem Stickstoff zu einem Pulver gemahlen
und bei-80°C gelagert.

Bei den untersuchten Predp handelt es sich um Genotypen der Selektions§tufel 2. Die
Selektionsstufel beschreibtein frilhes Stadium der Ziichtungur Apfel einer bestimmten
Fruchtqualitat, dieden Kriterien vonAussehen Geschmackund Fruchtgro3eentsprachen
gelangten in die Selektionsstu®e Genotypen dieses Stadiums wurden hinsichtlich weiterer
Parameter, wieErtragsleistung, Inhaltsstoffeund Resistenzen gege Krankheitserreger,
bewertet

Fur die Analyse des Mal d Gehaltes wurde ein Kontrollstandardrwendet, der aus
kommerziell erhaltlichen Apfeln der Sorte Jonagold hergestellt wule. jeder
Probenaufarbeitung und ELISMessung wurde ein Standard mitgefuhrt.

Der Genotyp p186 wurde in p211 umbenannt.
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2.1.2. Chemikalien

Tabelle 4 Chemikalien

Chemikalie

Summenformel

Hersteller

Acrylamid/ Bisacrylamid (30 %)
Agar

Aktivkohle

Aluminiumsulfat Hexadecahydrat
Ameisensaure
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin Natriumsalz

Biochanin A

Bovines Serumalbumin (BSA)

Brillant Blau G 250

5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat (BCIP)
(+)-Catechin

Chloramphenicol

L-Cystedw O

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dimethylformamid (DMF)

Dinatriumhydrogenphosphat

Ethylenediamintetraessigsaure Dinatriumsalz
(EDTA)
(+)-Epicatechin

(-)-Epicatechin
Essigsaure
Ethanol

Fast Blue B (FBB) Salz

Folin-Ciocalteu (FC) Reagenz

Gallussaure

Glutaminséaure

C3HsNO/ C7H10N20:2

Al2(SO4)3 x 16 H20

CH202
(NH4)2S20s
CisH1sN3NaO4S

C47H4gN3NaO7S2

CsHsNO4BrCI
C15H1406
C11H12CI2N205
C3H7NO2S
C2HeOS

CsH7NO

NazHPO4

C10H16N20s

C15H1406
C15H1406
C2H402
C2HsOH

C14H12N40O2Cl2 x
ZnCl

C7HeOs
CsHgNO4
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Carl Roth, Karlsruhe
Fluka, Buchs (St. Gallen)
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
BioRad, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Merck KGaA,

Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Hausinterner Standard
Fluka, Buchs (St. Gallen)
Carl Roth, Karlsruhe
VWR International
GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

VWR International
GmbH, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA
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Chemikalie Summenformel Hersteller
Glutathion oxidiert (GSSG) C20H32N6012S2 Carl Roth, Karlsruhe
Glutathion reduziert (GSH) C10H17N306S Carl Roth, Karlsruhe
Glycin C2HSNOF Carl Roth, Karlsruhe
Hefeextrakt Carl Roth, Karlsruhe
Imidazol CsHaNs Carl Roth, Karlsruhe
Isopropanol CsHsO Carl Roth, Karlsruhe
Isopropyl-b-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG) CoH1805S Carl Roth, Karlsruhe
2 x Laemmli Puffer Bio-Rad, Taufkirchen
Kaliumchlorid KCI Carl Roth, Karlsruhe
Magnesiumchlorid MgCl2 Merck KgaA,
Darmstadt
Magnesiumchlorid, 50 mM MgCl2 New England
Biolabs GmbH,
Frankfurt am Main
Methanol CHsOH VWR International
GmbH, Darmstadt
Methanol LC-MS Chromasolv MeOH Sigma-Aldrich, St. Louis,

Milchpulver
Monolith His-Tag Labeling Kit RED-tris-NTA 2"d

Generation

Natriumacetat Trihydrat

Natriumcarbonat

095 %
Natriumdi hydrogenphosp

Natriumchl orid

Natriumdodecyl sul fat (
Natriumhydrogencarbonat

Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat

Natriumhydroxid

Nickelchlorid Hexahydrat
p-Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT)
PageRul erE Prestained
(GroRenstandard 10-180 kDa)
ProfinityElag-Rd$inC Hi s

Pepton aus Casein
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

C2H3sNaO:2x 3 H20
Na2COs

NacCl

NaHz2PO4
C12H2sNa04S
NaHCO3
NaH2PO4x H20

NaOH
NiCl2 x 6 H20

CU I9F CIANG @2

C7H7/FO2S
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USA

Carl Roth, Karlsruhe
Nanotemper
Technologies GmbH,
Minchen

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Merck KGaA,
Darmstadt

Hanns Nierle, Freising
Fluka, Buchs (St. Gallen)
Carl Roth, Karlsruhe
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA
Bio-Rad Laboratories
GmbH, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
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Chemikalie Summenformel Hersteller
o-Phosphorséure (85 %) H3PO4 Merck KGaA,
Darmstadt
Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) (CeHaNO)N Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA
PureYieldE Plasmid Min Promega, Mannheim
Pyrocatechin CsHsO2 Merck KGaA,
Darmstadt
Quercetin-3-O-rhamnosid C21H20011 Hausinterner Standard
Roti-Nanoquant Carl Roth, Karlsruhe
Salzs2ure 032 % HCI Carl Roth, Karlsruhe
Schwefelséure H2S04 Merck KGaA,
Darmstadt
3, 3 6-Teambtldylbenzidin (TMB) CisH20N2 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) CeH16N2 Carl Roth, Karlsruhe
099 %
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) C4H11NOs3 Carl Roth, Karlsruhe
Triton-X-100 C14H220(C2H4O)nmit  Carl Roth, Karlsruhe
n=9-10
Trypton aus Casein Carl Roth, Karlsruhe
Tween-20 CsgH114026 Carl Roth, Karlsruhe
Urea CHWNFO Carl Roth, Karlsruhe
2.1.3. Medien

LB-Medium (pH 7)

LB-Agar (pH 7)

10 g/L Natriumchlorid
10 g/L Trypton
5 g/L Hefeextrakt

10 g/L Natriumchlorid
10 g/L Trypton

5 g/L Hefeextrakt

15 g/L Agar

28



Material und Methoden

2.1.4. Puffer und Lésungen

Tabelle 5 Puffer und Losungen

Puffer/ Lésung Herstellung

Proteinaufreinigung von rekombinanten Proteinen

Ruckfaltungspuffer 10 mM NaH2PO4 x H20
10 mM NazHPO4
0,5 M NaCl
5 mM Imidazol
Natriumcarbonatpuffer (pH 9) Lésung | 10 mM NaHCOs
Lésung 11 10 mM Na2COs3

Lésung | mit Lésung Il auf pH 9 einstellen

Bindungspuffer (mit HCI auf pH 7,5) 50 mM TRIS
220 mM NacCl
10 mM Imidazol

Elutionspuffer (mit HCI auf pH 7,5) 50 mM TRIS
220 mM NacCl

250 mM Imidazol

Regeneration His-Tag Resin

Natriumphosphatpuffer (pH 7,5) Lésung I: 0,2 M NazHPO4
Loésung II: 0,2 M NaH2PO4 x H20
Losung Il mit Lésung | auf pH 7,5

NaCl-Losung 3 M NaCl
EDTA-L6sung (pH 8) 0,6 M EDTA
Losung | 25 mL Natriumphosphatpuffer

10 mL NaCl (3 M)
33,3 mL EDTA (0,6 M)
Mit ddH20 auf 100 mL auffullen
Ldsung Il 70 % Ethanol
Lésung Il (pH 8) 25 mL 0,2 M Natriumphosphatpuffer
10 mL NaCl (3 M)
Mit ddH20 auf 100 mL auffullen

Losung IV (pH 4) 50 mM Natriumacetat
0,3 M NaCl
Lésung V (pH 6) 0,2 M NiCl2 x 6 H20
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SDS-PAGE
10 x Oberpuffer 25 mM TRIS
1,92 M Glycin
34,7 mM SDS
Oberpuffer 10 x Oberpuffer 1:10 mit ddH20 verdiinnen
Kolloidale Coomassie Farbeldsung 5 % Al2(SOa4)3

20 % Ethanol
0,1 % Brillant Blau G 250
2 % HsPO4
Entfarbelésung 10 % Ethanol
7 % C2H402
Nach Verwendung der Losung Regeneration
Uber Aktivkohlefiltration

Western Blot

Semidry Blotting Puffer 25 mM TRIS

200 mM Glycin

20 % Methanol
Blockierungspuffer 5 % BSA in Waschpuffer
Waschpuffer 20 mM TRIS

140 mM NacCl

0,1 % Tween 20
Detektionspuffer 100 mM TRIS

100 mM NacCl

5 mM MgCl2
NBT 5% NBT in 70 % DMF
BCIP 135 mM BCIP in ddH20

Mal d 1 Extraktion aus Apfeln und Detektion mittels ELISA

Extraktionspuffer (pH 8) 6 M Harnstoff
20 mM TRIS
220 mM NacCl
5 mM Imidazol
PBS-Puffer (pH 7,4) Lésung | 10 mM NazHPO4, 150 mM NaCl
Losung I 10 mM NaH2PO4

Losung | mit Lésung Il auf pH 7,4 einstellen

PBS-T-Puffer PBS-Puffer (pH 7,4)

0,05 % Tween-20
Bicarbonatpuffer (pH 9,6) 30 mM Naz2COs

70 mM NaHCOs
Blockierungspuffer 1 % BSA in PBS-Puffer bzw.

2 % Milchpulver in PBS-Puffer
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Polyphenoloxidaseaktivitat (PPO)

Extraktionspuffer (pH 6,5) 32 mM NaHzPO4 x H20
18 mM NazHPO4
0,25 % Triton-X-100

1% PVPP
Phosphatpuffer (pH 6,5) 32 mM NaH2PO4 x H20

18 mM NazHPO4
Pyrocatechin-Lésung 50 mM Pyrocatechin in Phosphatpuffer (pH 6,5)

Gesamtpolyphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu

Standard-Lésung 1 mg/mL Gallusséaure in 50% Methanol
Folinlésung Folin-Reagenz 1:10 mit ddH20 verdinnen
Natriumcarbonatldsung 1 M Naz2COs

Gesamtpolyphenolgehalt mittels FBB-Assay

FBB-LOsung 0,1 % FBB in ddH20
5 min Ultraschallbadbehandlung
Natriumhydroxid-Lésung 5 % NaOH in ddH20

Analyse von Polyphenolen mittels LC-MS

Standard-Ldsung 50 mg Biochanin A in 250 mL Methanol

2.1.5. Gentechnisch veranderte Organismen

Tabelle 6 Gentechnisch veranderte Organismen

Bakterienstamm Hersteller

E.coli BL21 (DE3) pLysS pQE-70 Mal d 1.02 Hausinterner Bakterienstamm
E.coli BL21 (DE3) pLysS pQE-70 Betv 1.01 Hausinterner Bakterienstamm
E.coli BL21 (DE3) pLysS pQE-70 Prud 1 Hausinterner Bakterienstamm
E.coli BL21 (DE3) pLysS pQE-70 Fraa 1.02 Hausinterner Bakterienstamm

2.1.6. Antikdrper und Enzyme

Tabelle 7 Antikorper

Antikdrper Konzentration Hersteller

Anti-Mal d 1 929 pg/mL Davids Biotechnologie GmbH,
Regensburg

Anti-Mal d 1 1200 pg/mL Davids Biotechnologie GmbH,
Regensburg

Anti-Kaninchen-Alkalische 1 mg/mL Carl Roth, Karlsruhe

Phosphatase (AP)

Anti-Kaninchen-Meerrettich- 4-11 pg/mL Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Peroxidase (HRP)
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Tabelle 8 Enzyme

Enzyme Hersteller

DNAse Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Lysozym Fluka, Steinheim

2.1.7. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 9 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Hersteller

9%-we l | Mi krotiterpl att e Brand GmbH & Co.KG, Wertheim
96-well Mikrotiterplatte Greiner Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Transfermembran Roti PVDF Carl Roth, Karlsruhe

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

ZelluTrans Dialyseschlauch MWCO: 3,5 kDa Carl Roth, Karlsruhe

Telos Filtration Column Kinesis Scientific Experts, Wertheim
Telos Column Caps Kinesis Scientific Experts, Wertheim
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2.1.8. Gerate

2.1.9. Flussigkeitschromatographie-Elektrosprayionisations-

Massenspektrometrie

Tabelle 10 Flussigkeitschromatographie-Massenspektrometrie (LC-MS) Einstellungen

HPLC-System

Agilent 1100 Series, Agilent Technologies,
Kalifornien, USA

Pumpe

Injektor
Injektionsvolumen
Trennséaule

Vorsaule

Saulentemperatur
FlieRmittel

Flussrate
Gradient

DAD

Quaternary pump G1311A (Agilent)
Sample injector G1313A (Agilent)

5L

Luna, 3 u, C18(2), 100A, 150 x 2 nm
(Phenomenex, Aschaffenburg)

Security Guard Cartridges C18 4 x 2 mm
(Phenomenex)

28 °C

Flielmittel A: 0,1 % Ameisensaure in H20
Flielmittel B: 0,1 % Ameisensaure in MeOH
0,2 mL/min

07 50 % B in 30 min

507 100 % B in 5 min

100 % B for 15 min

1007 0% B in 5 min

0 % B for 10 min

Laufzeit: 65 min

Diodenarray Detector G1315B (Agilent)

MS, Esquire 3000plus

Bruker Daltonik GmbH, Bremen

Spraygas
Trockengas
Auflésung
Scanbereich
Polaritat

ICC Target

Max. Akkumulationszeit
Zielmasse (SPS)
Kapillarenspannung
Endplattenspannung
MS/MS
Kollisionsgas

Kollisionsspannung

Nitrogen (30,0 psi)

Nitrogen (9 L/min; 330 °C)
13000 m/z/s

50-975 m/z

Positiv, negativ; alternierend
30000 (positiv) or 1000 (negativ)
200 ms

400 m/z

+ 4000 V

+ 3500

Auto-tandem MS

Helium (4,21 x 10® mbar)
1V

33



Material und Methoden

lonenfalle

Skimmer +40V
Cap Exit +121V
Oct 1 DC 12V
Oct 2 DC 1,7V
Trap Drive 49,8
Otc RF 150 Vpp
Lens 1 5V
Lens 2 60V

2.1.10. Sonstige Geréate

Tabelle 11 Gerate

Geréat Modell Hersteller
Autoklav Fedegari FVA3/A1 IBS Tecnomara, Fernwald
Milli-Q-Anlage TKA MicroPure Thermo Fisher Scientific,

Gefriertrocknungsanlage

Blotapparatur

Elektrophoreseapparatur

Spannungsgenerator
Spannungsgenerator
Magnetruhrer
Magnetruhrer
Schuttler

Analytische Waage

Analytische Waage
Prazisionswaage
Kuhlzentrifuge
Zentrifuge

Zentrifuge
Mini-Zentrifuge
Rotationsschdttler
Rotations-
Vakuumkonzentrator
Microplate reader

NanoDrop

Waltham, USA

P10K-L Dieter Piatkowski
Forschungsgerate,
Petershausen

V10-SDB Biostep GmbH, Jahnsdorf

MINI-Vertical Electrophoresis Carl Roth, Karlsruhe

Unit CRTV100

E835, CVv245 Consort, Turnhout, Belgien

EV245 Consort, Turnhout, Belgien

RSM-01HS Phoenix Instruments, Garbsen

RH basic 2 IKA, Staufen

DOS-10L neolLab, Heidelberg

SCALTEC SPB61

Scout Pro SP U4001
TP 214

SCALTEC Instruments,
Heiligenstadt
Ophaus, Pine Brook

Denver Instrument, Bohemia

Eppendorf 5415R Eppendorf, Hamburg
Rotina 380R Hettich, Bach (Schweiz)
Sigma 4K15C Sigma-Aldrich, Weilheim
Argosflexifuge Biozym, Oldendorf

Rotary Mixer

A. Hartenstein, Wirzburg

RVC 2-18 Martin Christ GmbH, Osterode am
Harz
CLARIOstar BMG Labtech, Ortenberg

ND1000 Spectrophotometer
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Gerat

Modell

Hersteller

Mikrotiterplatten-Waschgeréat
Photometer

Mixer

Vortexer

ULTRA TURRAX
pH Meter
Ultraschallbad

Ultraschall-Sonde

Sterilbank
Schittelinkubator

Monolith

VakuumbeutelverschlieRBer

Columbus
evolution100
Personal Blender PB 250

Vortex-Genie 2 G-560E
T18 basic

pH 50+ DHS

Sonorex Super
Sonoplus Ultraschall-
Homogenisator

Hera Safe

3032

NT.115

Model 9937

TECAN, Mannedorf, Schweiz
Thermo Electron Corporation
Tribest Corporation, Anaheim,
USA

Scientific Industries, Bohemia
IKA, Staufen

XS Instruments, Carpi
BANDELIN electronic, Berlin

Bandelin Electronic, Berlin

Heraeus Holdung, Hanau

GFL Gesellschaft fiir Labortechnik

mbH, Burgwedel

Nanotemper Technologies GmbH,

Minchen

Finether, Guangdong, China

2.1.11. Software

Tabelle 12 Software

Software Hersteller
ChembDraw, 20.1.1 PerkinElmer Informatics
Citavi 6 Swiss Academic Software, Schweiz

ClarioStar 5.21R2

MARS DataAnalysis Software 3.20R2

DataAnalysis 6.2
QuantAnalysis 6.2
Geneious Prime v. 2021.2.2
Rstudio 3.6

Sublime Text

MO.Control Software v1.6.1

BMG Labtech
BMG Labtech

Bruker Daltonics

Bruker Daltonics

Biomatters Ltd, Auckland, Neuseeland
R Studio Team, Boston, USA
Sublime HQ Pty Ltd, Sidney, Australien

Nanotemper Technologies GmbH, Miinchen

MO.Affinity Analysis Software v2.3 Nanotemper Technologies GmbH, Minchen
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2.2. Methoden

2.2.1. Plasmid-DNA-Extraktion

Die Isolierung von Plasmi®NA erfolgte ausE.coli mi t Hil fe des APure
Mi ni pr e p All8 yesveneateit Puffer wurden vom Hersteller bereitgestetitwurden

5mL LB-Medium mit den Antibiotika Ampicillin (100 pg/mL) und Chloramphenicol

(34 pg/mL) mit demE.coli StammBL21 (DE3) pLysS pQE70 Mal d 1.0Zbeimpftund tber

Nacht bei 37°C und 15(m inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (4°C, 16§00

30s) geerntetDas Pellet wurde in 600L ddH:O ruckgeltst. Die Plasmitbolation erfolgte

mit kleinen Modifikationerentsprechenden Anweisungerles HerstellersZzunéchst wurde

der Suspensiod00OL ALy s i sugegebenDiee Suspension wurde durchntaliges

Invertieren gemischt. AnschlieBend wurden 80 ANeutr al i zati on Sol u
vermischtundzentrifugiert (3 min, 1600g, 4A C) . Der | berstand wurde
Mi ni col umni gegebers 16000, 4°Cr B folgtef nachpeinandar dig 2 O
Zugabe von 200L AEndot oxin RemOkaACWasmA Wash@00D:e
inkubierten die Losungenauf der Silica-Membran fur jeweils funf Minuten und wurden
arschlieBendzentrifugiert (5s, 16000y, 4 °C). Die Elution erfolgte durch eine zweimalige
Inkubation je funf Mimtenmitje 150L AE|l uti on Buf fer § 1600000 Zent |
4 °C). DieKonzentratiorder extrahierten DNAvurde mittels NanoDrop bestimmt.

2.2.2. Herstellung des rekombinanten Proteins

2.2.2.1. Kultivierung von Escherichia coli

Die Kultivierung vonE.coli erfolgteauf einer LB Agar-Platte mit den AntibiotikeéAmpicillin
(100pg/mL) und ChloramphenicoBé pg/mL). Die Inkubation fand tber Nacht bei 37°C im
Brutschrank statt. Zur heterologen Expression von rekombinanten Proteinen wurden zun&chst
25mL LB-Medium mit den Antibiotika Ampicillin (100 pg/mL) und Chloramphenicol

(34 ug/mL) mit einer Einzelkolonie des Stammes beimpft und bei 37°C undobdthkubiert.

Am néchsten Tag wurden 1000 mL {NBediummit den Antibiotika Ampicillin (100 pg/mL)

und Chloramphenicol (3dg/mL) mit 15 mL Vorkultur beimpft und bis zum Erreichen einer
ODeoovon 0,6 inkubiert. Die Proteinexpression wurde durch Zugabe wol [IPTG induziert

und anschlieRend bei & und 150 pm flr weiterel8 Stunden inkubiert. Die Zellen wurden
durch Zentrifgation (B min, 4°C, 5000g) geerntet und die Bakterienpellets b&d0 °C

eingefroren.
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2.2.2.2. Zellaufschluss

Bei-80 °C gelagerte Bakterienpellts wurden inrh2 BindungspufferZ.1.4 resuspendiert. Es
folgte der Zusatz vo60 pL PMSF (100 mM), 6ng Lysozym, 24QuL MgCl. (50 mM) und

1 uL DNAse. Die Suspension wurde Adinuten bei Raumtemperatur (RT) invertiert. Der
Zellaufschluss erfolgte durch Ultraschall (3 xiln, 50% Energie). Die Zellsuspensigrurde
zentrifugiert B0 min, 4°C, 10000y). Das RohprotekiExtrakt mit dem léslichen Protein und
anderen loslichen Zellbestandteilen, wurde in ein frisches Gefald UberfuhrkiDkstand

ent hiel't die unl®°slichen Proteine in Form
rekombinante rMatl 1.02wurdesowohl aus der |8slichen als auch unldslichen Fraktion isoliert

und aufgereinigt.
2.2.2.3. Aufschluss Einschlusskérper

Der Rickstandnit den Einschlusskorpern aR£.2.2wurde in 12mL Extraktionspuffer2.1.4
resuspendiert und Uber Nacht im Rotationsschiittler bei 4°C inkubiert. Die Losung wurde
zentrifugiert (30min, 4°C, 21000 g) und der Uberstand iiber Nacht bePGl gegen
Ruckfaltungspuffer 4.1.4 dialysiert (MWCO 3,5 kDa) AnschlieRend wurde das Dialysat
zentrifugiert 80 min, 4°C, 21000g) und der Uberstand, der das Rohprotein der

Einschlusskorper enthielpgetrennt und zur Aufreinigung eingesetzt.
2.2.2.4. Proteinaufreinigung mittels His-Tag-Affinitatschromatographie

Die Aufreinigung erfolgte mittels ImmobilisiertddetallionenrAffinitatschromabgraphie
(IMAC). Dabei bindet der @rminale 6x HisTag reversibel anas mit Nickellonen beladene
Resin Das erhaltene Rohprotein aus der I6slichen Fraktion wurde auf das Rediergege
Uber Nacht bei 4C in dem Rotationsschuttler inkubiert. Das Rohprotein aus den
Einschlusskorpern wurde ebenfalls auf das Resin gegefubitir 2 Stunden bei 4C in dem
Rotationsschattler inkubiedim Anschluss wurde das ungebundene Protein diwelimaliges
Waschen mit je 1L Bindungspuffer 2.1.4 entfernt. Die Elution der gebundeniroteine
erfolgte durch eine finfmalige Inkubation je fiMfnuten mit je 400uL Elutionspuffer. Die
Elutionsfraktionen wurdemgetrennt voneinander aufgefangen. Das Resin wurde mmilL10
Bindungspuffer gewaschen und auf %@es Ethanol bei 2C gelagert. Die
Proteinkonzentratiaan jeder Elutionsfraktion wurde nach Bradford.4.3 bestimmt. Die
Reinheit der einzelnen Fraktionen wurde mittels SIA&SE Gberprif2.2.4). Die Identitat der
isolierten Proteine wurde mittels Westdlot-Verfahren analysiert (2.2.5. Alle
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Elutionsfraktionermit messbaren Proteinkonzentratiomaurden vereinigt und Gber Nacht bei
4 °C gegen Natriumcarbonatpuffér.{.4 dialysiert. Das gereinigte Pesh wurde lyophilisiert
und bei- 20 C gelagert.

2.2.2.5. Regeneration His-Tag-Resin

Das HisTagResin wurde nach dreimaliger Verwendung regeneriert. Zunachst wurde das
Resin zwei Mal je Minutenbei RT mit 5SmL von Lésung [(2.1.4) inkubiert. In einem weiteren
Schritt wurde das Resin in Losung2L 1.4 fur 20Minutenbe 4 °C in einem Rotationschuttler
inkubiert und anschlieRend mit bl ddHO und 10mL Ldsung Il 2.1.4 gewaschenDas

Resin wurde dann fur futMinutenbei RT mit Losung 4 und 1ginutenmit Losung V 2.1.4

bei 4°C auf dem Rotationsschuittler inkubiert. Zuletzt wurde das Resiheinandemit 5 mL

von Loésung IV 2.1.4), 10 mL ddHO und 5mL EquilibrierungspufferZ.1.4 gespiilt.

2.2.3. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Elutionsfraktionen wurden 1:20 urghf. 1:40 mit ddHO verdinnt. Drei technische
Replikate von je 5@iL wurden auf eine 9&Vell-Platte gegeben. Als Blindwert wue@50uL

ddH20 verwendet. Es wurden 2@ Roti-Nanoquar_6sung zu den Protererdiinnungen
gegeben. Nach einer finfmindtigen Inkubation erfolgte die photometrische Messung am Plate
Reader bei 598m gegen di&Vellenlange von 45@m. Die Proteinkonzentration wurddoér

eine Standardkurve in einem Konzentrationsbereich von 0 bigd/@tL. mit BSA bestimmit.
2.2.4. SDS-PAGE

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte mittels denaturierendd? B

Es wurde ein Polyacrylami@el hergestellt. Dazu wurde ein%iges Sammelgel und ein
10%iges Trenngel nacfabelle 13 eingesetzt Die Proben wurden mit dd® auf eine
Proteinkonzentration von3ug verdinnt und mit 2 x LaemmiRuffer versetzt. Anschlie3end
wurden die Proben zur Denaturierunginuten bei 95°C erhitzt. Es wurden je 300 uL

Probe, sowie @L ProteinMarker auf das Gel geladen und in 1 x Oberpuffer bei\00
gelektrophoretisch geennt. Die Proteinbanden wurden mit kolloidaler Farbeldsung Giber Nacht
visualisiert. Das Entfarben des Gels erfolgte durch mehrmaliges Waschen mit der
Entfarbelésung4.1.4).
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Tabelle 13 Herstellung des SDS-PAGE-Gels

Gel Herstellung

7 % Sammelgel (Menge fur 2 Gele) 3,7 ml Wasser
1,4 ml 30 % Acrylamid
750 €1 1,5 M Tris (pH 8,8)
60 €1 10 % SDS
60 €1 10 % APS
10 el TEMED
12 % Trenngel (Menge fur 2 Gele) 4,9 ml Wasser
6 ml 30 % Acrylamid
3,8 ml 1,5 M Tris (pH 8,8)
150 €1 10 % SDS
150 €1 10 % APS
6¢ | TEMED

2.2.5. Western Blot

Der immunospezifische Nachweis der rekombinanten Proteine erfolgte mittels Antikdrper
basierten Verfahren des Westdlots. Nach Auftrennung der Proteinproben mittels SDS
PAGE wurde das Gel fur Idinutenin einem Semidry Blotting Puffe2(1.4 inkubiert. Die
PVDFMembran wurdesineMinute in Ethanol aktiviert und weiterfinf Minutenin Semidry
Blotting Puffer inkubiertVier Filterpapiere wurden mit Semidry BlotfjriPuffer benetzt. Von

der Anode zur Kathode wurden nacheinander zwei Filterpapiere, die Membran, das SDS
PAGEGel und zwei weitere Filterpapiere gestapBie Ubertragung der Proteinbanden auf
eine PVDFMembran erfolgte bei 0,8 mA/crfur 50Minuten AnschlieRend wurde die
Membran tUber Nacht bei°€ in Blockieungspuffer(2.1.4 inkubiert. Es folgte das dreimalige
Waschen a funMinuten mit einem Waschyffer (2.1.4. In einem nachsten Schritt wurde die
Membran in 0,75ug/mL polyklonalen Primarantikdrper (Ankilal d 1) in Blockieungspuffer

fur eine Stunde bei 4C inkubiert. Nach erneutem Waschenx(8 min) wurde die Membran

fur eine Stunde bei RT in Blockiemgspuffermit 0,2ug/mL Sekundarantikbrper (Anti
KanincherAP) inkubiert. Die Membran wurde anschlieBend grindlich mit Waschpuffer
(4x5min) und mit Detektbnspuffer (2 5min) (2.1.4 gespult. Schliel3lich wurde ie
Membran in 20nL Detektionspuffer mit 5L NBT und 25uL BCIP im Dunkeln entwickelt.
Nach Visualisierug der Banden wurde die FarbreaktiomatuSpulen mit ddkD gestoppt.
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2.2.6. Bestimmung des Mal d 1 Gehaltes mittels indirekt kompetitiven
ELISA

2.2.6.1. Proteinextraktion aus Apfeln

Die Proteinextraktion erfolgte nadRomer et al.(2020) Es wurde 1g Apfelpulver unter
standiger Kuhlungnit flissigem Stickstofin ein 15mL Zentrifugenréhrchen eingewogen.
Anschlief@nd wurde 3 mL Extraktionspuffer zugeben und fir 4 Stunden b%t 4n einem
Rotationsschuttler inkubiert. Das Gemisch wurde zentrifugiert(i®0 4 °C, 5525 g) und der
Uberstand in ein frisches GefaR Uberfuhrter DExtrakt wurde Uber Nacht gegen
Natriumcarbonatpuffer dialysiert (MWCO 3,5 kDa)lach der Dialyse wurdeeddialysierte
Extrakt zentrifugiert (10min, 4°C, 16000g) und der Uberstand wurde zur Analyse mittels
indirekt kompetitiven ELISA eingesetzt. Bei jeder Probenextraktion wurde ein Apletsta
mitgefuhrt, der in gleicher Weise wie die Proben extrahiert wurde. Damit wurden
tagesabhangige Schwankungen ausgeglicimeheine Vergleichbarkeit dé&trgebnisse Uber

dengesamten Messzeitraum von drei Jatyewahrleistet

2.2.6.2. Analyse des Mal d 1 Gehaltes mittels indirekt kompetitiven ELISA

Die Quantifizierung des Mal d 1 Gehaltes erfolgte mit kleinen Modifikationen nach der
beschriebenen Methode vdtomer et al.(2020) Das rekombinanteMal d 102 aus den
Einschlusskrpern wurde in einer CysteinlosungniM) rickgeldst. Di&k onzentration wurde
nach BradfordZ.2.3 oder mittels UV/VIS unter Verwendung eines Extiokskoeffizienten

von 0,849mL mg? cm! bestimmt.

In einem ersten Schritt wurde eine-@&ll-Platte mit 10QuL rMal d 102 beschichtet. Die
Beschichtungskonzentration war abhangig von der jeweiligen Proteincharge und betrug
zwischen 0,3 und 0,5 pg/miMal d 102 Die Verdiunnung auf die gewiinschte Konzentration
erfolgte mittelsBicarbonantpuffe(2.1.4. Fur den Blindwert wurdezwei Wells mitje 100 pL
Bicarbonatpuffer beschichtet. Die Platte wurde b&C4iber Nacht inkubiert. Es folgte ein
dreimaliges Waschen mit je 3pQ PBST Puffer AnschlieBend wurden die freien
Bindungsstellen der Wells mit 2QQ. einem 1 %igen BSA- bzw. 2%igen Milchpulver-
Blockierungspuffefur 1 Stunde bzw. 2 Stundélockiert.Die Wells wurden erneut mit 3Q0
PBST Puffer gewaschen. Es wurde eine Standarakumit den Konzentrationen 0,0002,
0,001, 0,01, 0,1, 1, 10 und @a/mL erstellt und je 5QL in je zwei Wells UberfuhrtAls
Blindwertwurden 5QuL PBST verwendetJedes Apfelextrakt wurde in der Regel unverdinnt

und in einer 1:1 Verdunnungrwendet. Dbei wurde je Verdinnung drei Replikate je pl
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in die Wells pipettiert. In Féllen von stark konzentrierten Proben wuedeveichende
Verdunnungen hergestellt, um eine Quantifizierung des MabedHaltes im linearen Bereich
zu gewabhrleisternZusatzlich warde in jedes Well 5L polyklonaler Priméarantikdrper (anti
Mal d 1) in einer Konzentration von 0,75 pg/nmitantiva ¢ 1= 929ug/mL) bzw. 2pg/mL
(Canti Mard1= 1200pg/mL) pipettiert und fiir eine Stunde bei 4°C inkubiert. Die Platte wurde
viermal mitje 300pL PBST Puffer gewaschen. AnschlieRend wurd®0puL von 1pg/mL
Sekundarantikorper (ananincherHRP) in die Wells pipettiert und die Platte wurde fur eine
weitere Stunde bei Rifikubiert. Nach funf Waschschrittemt je 300uL PBST wurde in jedes
Well 100puL des Substrats TMB pipettiert. Dabdl@imes zu einem Farbumschlag von farblos
zu blau. Die Farbintensitat \ief indirekt proportional zum Mal d Gehalt der Probe. Nach
auseichender Farbentwicklung wurde denzymatischeReaktion in der Regel nach 5
10 Minutendurch Zugabe vo@00pL H>SQ4 (2 M) gestopptDabei kam es zu einem erneuten
Farbumschlag von blau nach gelb. Die Absorption wurde bei einer Wellenlange vam450

gegen die Referenzwellenlange von 688 am Plate Readgemessen.

2.2.6.3. Datenanalyse

Die Mal d 1 Gehalte wurden in Form von Boxplots graphisch dargestellt. Zur Bestimmung von
statistisch signifikanten Ergebnissen wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA)
durchgefuhrt. Das Signifikanzniveau wurde mit 90,05 festgelegt. Basierend aiu der
einfaktorielle Varianzanalyse wurdgraarweise Vergleichaittels Tukey-Kramer postoc

Test (implementiert in dem T u k e y HFBriktfop i RStudip fur unbalancierte Daten
verwendetDie statistische Datenanalyse erfolgig R (v3.6.3)(RStudio Team 2020)

2.2.7. Lagerungsexperimente

An der Hochschule Osnabriick wurden umterLeitung von Herr Prof. Dr. Werner Dierend
Lagerungsversuche durchgefiihrtali2i wurdeder Einfluss vonzwei unterschiedlichre
Lagerungsbedingungeauf den Mal d XGehaltuntersucht. In einelltra Low Oxygen (ULO
Lagerung wurden die Apfel bei 2°& unter kontrollerter Atmosphare mit 1% Oy, 1% CO,
gelagert.Durch diese Bedingungen konnte der Reifung der Apfel gezielt entgegengewirkt
werden.Die Auslagerungstermine erfolgtéiber einen Zeitraurmon 23 Monatenjeweils mit
einem Abstand von etwa vier Wochen zueinaridiabellel4). Von jedem Genotyp wurden 10
Apfel einvakuumiert{0 °C) und zu einer Mischprobe verarbei@¢i der Kiihllagerung (K.
wurden die Apfel bei 4C unter normaler Atmosphéare gelag®te Genotypen aus dem KL
wurden an drei Terminen im Abstandrvetwa vier Wochen nach Erreichen der Genussreife
41



Material und Methoden

ausgelagerTabellel5). Nach der Auslagerung wurden von jedem Genotyp Mischproben aus

etwa drei Apfeln erstellt. Dieseurden einvakuumiert und be20 °C gelagert.
Tabelle 14 Auslagerungstermine (ULO-1, ULO-2, ULO-3, ULO-4) fur die Lagerungsversuche unter

ULO-Bedingungen

Erntejahr Genotyp ULO-1 ULO-2 ULO-3 ULO-4

p78 16.01.2020 18.02.2020 30.03.2020 08.05.2020
p92 23.01.2020 18.02.2020 30.03.2020 08.05.2020

2019 p168 09.01.2020 18.02.2020 30.03.2020 -
p185 09.01.2020 18.02.2020 30.03.2020 08.05.2020
P211 09.01.2020 18.02.2020 30.03.2020 08.05.2020
p78 28.01.2021 25.02.2021 06.04.2021 -
p92 28.01.2021 25.02.2021 06.04.2021 -

2020 p168 28.01.2021 25.02.2021 06.04.2021 -
p185 28.01.2021 25.02.2021 06.04.2021 -
p211 28.01.2021 25.02.2021 06.04.2021 -

Tabelle 15 Auslagerungstermine (KL-1, KL-2, KL-3) fur die Lagerungsversuche unter KL-Bedingungen

Genotyp Genussreife KL-1 KL-2 KL-3

p8 13.12.2016 10.01.2017 07.02.2017 07.03.2017
pla 21.11.2016 10.01.2017 07.02.2017 07.03.2017
pl9 13.12.2016 10.01.2017 07.02.2017 07.03.2017
p36 21.11.2016 10.01.2017 07.02.2017 07.03.2017
p78 29.11.2016 10.01.2017 07.02.2017 07.03.2017
pl24 21.11.2016 10.01.2017 07.02.2017 07.03.2017
p125 21.11.2016 10.01.2017 07.02.2017 07.03.2017
p128 21.11.2016 10.01.2017 07.02.2017 07.03.2017
pl149 04.11.2016 10.01.2017 07.02.2017 07.03.2017
pl158 21.11.2016 10.01.2017 07.02.2017 07.03.2017

2.2.8. Orale Provokationstests

Die Humanstudie wurde anme\llergie-CentrumCharité inBerlin unter der Leitung von Prof.

Dr. med. KardChristian Bergmann durchgeful{Becker et al. 2021; Chebib et al. 202R)e
Durchfihrung der Studie wurde durch die Ethikkommisgien Charité(Nr. EA1/311/19)
genehmigtDie Studiefand aul3erhalb der Birkenpollensaisstatt Es nahmen ausschlief3lich
Patienten mit einer Birkenpollenallergie und einem oralen Allergdrsyn gegeiiberApfeln

teil. Die Studie umfasst&0 bis 21 Probanden, darunter Frauen und Manner in einem Alter

zwischen 25 und 60 Jahrebie Probanden verkostetamter medizinischer Beobachturigy,
42



Material und Methoden

Rahmen eines oralen Provokationstests verschiedenel-@pfetypen. Die Verkostung
erfolgte schrittweise in aufsteigenden Apfelmengen von etwg, 2Ig, 80g und den
Apfelrest Die Dokumentation der Symptome erfolgtei2BO Minutennach jeder Apfeldosis.
Zur Bewertung der Symptomeurdeeine VierPunkte Skala von null bis drei verwendet, wobei
null das Fehlen von Symptomeseschreibt, wahrend eine Symptomstarke wdoei das
Auftreten von schweren Symptomanzeigt In der Regel wurd cer ole Provokationstest
beim Auftreten von klinischen Symptomen mit einem Schweregyagwei abgebrochen. Fir
jeden Genotypen wurde der Mittelwert aller Symptompub&technet, um eine Einteilung der

Genotypen entsprecheitdesallergenen Potentieizu ermdglichen
2.2.9. Polyphenoloxidaseaktivitat

2.2.9.1. Extraktion der Polyphenoloxidase

Die Extraktion der Polyphenoloxida@ePQ erfolgte naciKschonsek et a(2019a) Es wurde

1 g Pobe eingewogen und mit 7paL Extraktionspuffer(2.1.4 versetzt. Das Gemisch wurde
fur eine Stunde bei 4C inkubiert.Die Probewurdemit einem Ultraturrex homogenisiarhd
anschlieRend zentrifugiert (30in, 55259, 4°C). Der Uberstand wurdabgenommennd
erneut zentrifugiert (3tin, 21000g, 4 °C). AnschlieRend wurde dédare Uberstand fiir das
PPOAssay eingesetzt.

2.2.9.2. Polyphenoloxidase-Assay

Das PP@Assay wurde naclsiguemoto und Gu2017) durchgefuhrt.Dazu wurde 10QiL

50 mM Phosphatpuffer (pH 6,5) und B8 der Probezusammernn je sech3Nells pipettiert.
Die Mischung wurde bei RT figineMinute inkubiert 67 pL einer frisch zubereitete Lésung
von Pyrocatechin (56M) wurde zugegeben. Die Extinktion bei 42®& wurde Uber einen
Zeitraum von dreMinutenalle 10s gemessen. Als Blindwert dient&33uL Phosphatpuffer
und 67pL Substrat. DiggemesseneBxtinktionswerte wurden gegen die Zeit aufgetradpesr.
lineare Bereich der Aktivitatskurve wurde verwendain die PP@Aktivitdt zu berechnen
(Unitsy/min/g). Eine PPO Aktivitaseinheitwurde mit einer Absorptionszunahme von 0,001 pro

Minute definiert.
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2.2.10. Kolorimetrische Methoden zur Bestimmung des

Gesamtpolyphenolgehaltes

2.2.10.1. Extraktion der Polyphenole

Die Extraktion der Polyphenole erfolgte naRimg et al.(2013) Es wurde 0,5 g Probe in ein

1,5 mL Eppendorf Safeock Tube engewogen und mit 500 pL Methanol versetzt. Das
Gemisch wurde mittels Vortex homogenisieriniih), weitere 10Minutenim Ultraschallbad
behandelt, gefolgt von einer Zentrifugation bei 16@)04°C, 20Minuten. Der erhaltene
Uberstand wurde in ein neues 2 @efaR tberfuhrt. Der Rickstand wurde drei weitereeMal
wie beschrieben extrahiert. Die jeweiligen Uberstande wurden vereint und in einem
Rotationsvakuumkonzentrator bisrZlrockene eingeengkine vollstandige Trocknung des
Ruckstands erfolgte durch eianschlieRende Gefriertrocknublger Rickstand wurde inrhL

50 %iges Methanol rickgelost.
2.2.10.2. Folin-Ciocalteu-Assay

Die Folin-CiocaltaedAnalyse wurde zur Ermittlung des GesamtpolyphenolgehdRe€3
herangezogemie Bestimmung des PG erfolgte nach einer Methodedtamd (2013) In einer
96-Well Mikrotiterplatte wurde in jedes Well 3L Probe, 10uL FC-Reagenz und 8@L
NaCOs (1M) gegeben und 2 Stunden bei RT im Dunklen inkubiert. Als Blindwert waurde
10 uL 50 %iges Methanoan Stelle vorlO uL Probeeingesetzt. Jede Probe wurde unverdiinnt
als auch verdinnt (1:1) in je drei Wefigetiert. Die Quantifizierung erfolgte tUber eine 6
PunktKalibrierungsgerade mit Gallussaure als Standardsub$taneurde eine Stammldsung
mit der Konzentration 1000g/mL angesetztDie Konzentrationen wurden im Bereich

zwischen 0 und 400g/mL gewéahltDie Messung erfolgte bei 76tm.
2.2.10.3. Fast Blue B-Assay

Das FBBAssay wurde nachester et al(2012)durchgefihrtEs wurden 1ImL Probe (110,

1:20 verdiinnt), 10QL 0,1 % FBB-L6sung und 10QiL 5% NaOH in ein 2nL Gefal¥pipettiert

und 90Minutenbei RTinkubiert.Als Blindwert wurde ImL 50%iges Methanol verwendet.

Als Standard fur die Kalibrierung wurden sieben Losungen mit Konzentrationen von 0 bis

600pg/mL Galussaur€é1000ug/mL) eingesetztDie Absorption wurde bei 42@m bestimmit.
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2.2.11. Qualitative und quantitative Bestimmung von Polyphenolen mittels
LC-MS

2.2.11.1. Extraktion der Polyphenole aus Apfeln

Die Extraktion der Polyphenole erfolgte naimg et al.(2013) Es wurden 0,5 Apfelpulver

in ein 1,5 mL EppendorfafeLock Tubeeingewogen und mit 250 einer methanolischen
Losung des internen Standards Biochanin A (c= 0,2 mg/mL) verBéitztie Extraktion von
Polyphenolen aus Pollen wurden Og@8es PollenmaterialingewogenDas Gemisch wurde
mittels Vortex homogenisiert hin) und anschlieRend mit weiteren 250 Methanol versetzt.
Die Proben wurdeaineMinute gevortextundweitere 1(Minutenim Ultraschallbad behandelt,
gefolgt von einer Zentrifugation bei 160904°C,20 Minuten.Der erhaltene Uberstand wurde
in ein neues 2 mL Gefal3 uberfuhrt. Der Ruckstand wurde drei weiteeavNgabeschrieben
extrahiert. Die jeweiligen Uberstandeurden gesammelt und vereint und in einem
Rotationsvakuumkonzentrator bisrZlrockene eingeengkine vollstandige Trocknung des
Ruckstands erfolgtdurch eine anschlieRende GefriertrocknubDgs Extrakt wurde in 35 pL
ddHO resuspendiert und mittels lex homogenisiert (inin). Es folgte die Behandlung im
Ultraschallbad (1@Gnin) und die Zentrifugation (16006, 4°C, 20min). Der klare Uberstand
wurde in ein 20QL Insert in einem 1,mL Braunglafidschcheniberfihrt und mittels LEMS

analysiert.

2.2.11.2. Qualitative Bestimmung von Polyphenolen

Alle Polyphenole wurde anhand von Retentionszeit/zWerte und Fragmentierungsmuster
identifiziert (Tabelle 16). Dazu wurden die erhanen Spektren mit einémternen Datenbank
und geeigneten Literaturdatéilalec et al. 2014; Alons8alces et al. 2004b; Balazs et al.

2012)abgeglichenum einesichereZuordnung der Peaksi gewahrleisten
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Tabelle 16 Identifizierte Metabolite mittels LC-MS , ihre Klassen-Zuordnung, Retentionszeiten (tr) und
Fragmentierungsmuster.

Klasse Metabolit Abkirzung  tr +/- miz MS2
[min]
Flavanole Catechin Cat 20,3 - 289 245
Epicatechin Epi 24,3 - 289 245
Procyanidin Procy 29,6 - 577 425, 289, 451,
560
Procyanidin B Procy B1 18,6 - 577 425, 289, 451,
560
Procyanidin B2 Procy B2 21,7 - 577 425, 289, 451,
560
Flavonole Quercetin-Galactosid Qu-Gal 33,6 - 463 303
Quercetin-Glucuronid Qu-Glu 35,0 - 477 301
Quercetin-Rhamnosid Qu-Rh 36,3 - 447 301
Quercetin-Rutinosid Qu-Ru 33,7 - 609 301
Quercetin-Xylosid Qu-Xy 34,6 + 435 303
Quercetin-Arabinosid Qu-Ar 35,8 + 435 303
3,4-Dihydroxyflavon DHF 38,4 - 269 269,225,121
Kaempferol-Arabinosid Ka-Ar 37,3 - 417 285,175
Anthocyane Cyanidin-Hexosid 1 Cy-Hex 1 22,2 + 449 289
Cyanidin-Hexosid 2 Cy-Hex2 24,2 + 449 289
Cyanidin-Pentosid 1 Cy-Pen 1 24,3 + 419 287
Cyanidin-Pentosid 2 Cy-Pen 2 26,8 + 419 287
Cyanidin-Pentosid 3 Cy-Pen 3 28,6 + 419 287
Cyanidin-Pentosid 4 Cy-Pen 4 32,1 + 419 287
Cyanidin-Pentosid 5 Cy-Pen 5 33,8 + 419 287
Cyanidin-Pentosid 6 Cy-Pen 6 37,9 + 419 287
Zimtsaurederivate Chlorogensaure Chlsre 22,6 - 353 191
(ZSD)
Chlorogenséaure- Chlisre-Glc 32 - 515 470, 353
Glucosid
Chlorogenséaure-Dimer  Chlsre-Di 22,6 - 707 353
Neochlorogensaure Neochlsre 24,7 - 353 191,173
Cumaroyl-Chinasaure Cu-Chsre 25,5 - 337 173
Cumarsaure-Glucose- Cu-Glc-Es 21,3 - 325 163, 145, 187,
Ester 235, 267
Ferulasaure-Glucose- Fe-Glc-Es 24,3 - 355 193,217,175
Ester
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Klasse Metabolit Abkirzung tr +/- miz MS2
[min]
Dicumaryl-Hexose Dic-Hex 37,6 - 471 307, 163, 325,
187, 145
Dihydrochalkone Phloridzin Phl 34,2 - 435 273,167
(DHC)
Phloretin-2-Xylosyl- Phl-2-Xy- 32,6 - 567 273,167
Glucosid Glc
Sonstige Apfelsaure Apfsre 3,1 - 133 133,115
Citronenséaure Citsre 51 - 191 173,111
Chinasaure Chisre 23 - 191 191,111,173
Tryptophan Trp 15,5 - 205 188
Phenylalanin Phe 10,6 + 166 120
Glutathion reduziert GSH 4,0 + 308 179, 162, 233,
116
Glutathion oxidiert GSSG 8,5 + 613 484, 355
Interner Standard Biochanin A 40,2 283 283

2.2.11.3. Quantitative Bestimmung von Polyphenolen

Die Quantifizierung der identifizierten Metabolite erfolgte Uber die MSBUr relativ zum

internen Standar@S) Biochanin Anach folgendeFormel(1):

5

o —— p
@)

Es qgilt:

& relative Konzentration [ppm IS epu

0 Peakflache Analyt [mAU]

0 Peakflache interner Standard [mAU]

0O Einwaage Probe [mg]

a Masse interner Standard [ug]
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2.2.12. Liganden-Bindungsstudien

2.2.12.1. Microscale Thermophoresis

Microscale Thermophoresis wurde durchgefuhrt, um Liganden von rMal .@2 Xu
identifizieren(Chebib und Schwab 202Das Protein rMal d .02 (aus detdslichen Fraktion,
siehe 2.2.2.4 wurde mit einem His-Tag-Markierungsit RED-tris-NTA 2nd Generation
(Nanotemper Technologies GmbH, Minchen, Deutschlarakiert Alle Losungen wurden

in 200uL ReaktionsgefalRe angesetzt, um Adsorptionseffekte zu minimieren.

Die Markierungwurdegemaldem HerstellerprotokoliurchgefiihrtDabei wurde ds Protein
rMal d 102bis zu einerEndkonzentration voatwa960 nM in PBST-Pufferverdinnt. Ebenso
wurde derFluoreszenzfarbstofRED-tris-NTA in PBST auf eine Endkonzentration von
100nM verdinnt AnschlieBend wurde@0 pL rMal d 102 (~960 nM) mit 90 pl RED-tris-
NTA (100 nM)gemischt un@0 Minutenauf Eisim Dunkleninkubiert DasmarkierteProtein
wurdezentrifugiert(10 min, 4 °C und 1500@) und der Uberstanaiurdein ein frischesGefan
Uberfuhrt.

Die MST-Messungen wurden mifluoresznzmarkiertenrMal d 102 und folgenda
Ligandenkadidaten durchgefuhrt GSH, GSSG Glycin, Glutaminsaure, Quercet3+O-
rhamnosid, (+Catechin und (¥/)-Epicatechin.Dabei wurdenGSH, GSSG,Glycin und
Glutaminsaure in PB®uffer gelost, wahrenQuercetin3-O-rhamnosid in Bicarbond®uffer
geléstwurde (+)-Catechin und (+)-Epicatechin wurden in DMSO gel6st. Alle Liganden
wurdenin PBST bis zur jeweiligen Zielkonzentratiomerdinnt.Dadurch betrugn jedem
Assayder Anteildes organischen Losgsmittels unter 5 %.

Es wurde eine Verdinnungsreinen jedem Liganden hergestellt. Dazu wurde in je funfzehn
200puL GefaRRe 1QL des Assaypuffers vorgelegt. Ein Gefal3 enthielt 20 uL des Liganden. Es
wurde eine 2 serielle Verdinnungsreihe hergesteliigjem beginnend von dem Gefald mit
dem Liganden je 1(L in das nachste Gefal3 tberfihrt wurdleschlie3endvurden wiederum
10puL der vorausgegangenederdinnung ins nachste Reaktionsgefal3 gegeben. Aus dem
letzten Reaktionsgefald wurden 10 pL entnommen unaoréen.

Die Endkonzentratiovon GSSGbetrug100 pM bis 3,05 nM und 500 uM bis 15,25 nMir
GSH (+)-Catechin und (¥/)-Epicatechin betrug der Konzentrationsbereich zwischen
0,001uM bis 30,52 nMundfir Quercetin3-O-rhamnosidvon 500 uMbisl5,25 nM.Dagegen
wurden die Aminosauren Glutaminsdure und Glycineinem Konzentrationsbereich von
12mM bis 366 nM bzw. 24,29 mM bis 741,27 ndthgesetztAllen Verdinnungen wurden

10l fluoreszenmarkiertes rMal d D2 zugegebenDie Reaktionen wurden auf Eis fir
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mindestens 3Minuteninkubiert undanschlieBengeweilsin die Kapillaredurch Kapillarkréafte
Uberfuhrt

Alle Messungen wurden mit einem Monolith NT.1Egrét bei 60 % LED und hoher MST
Leistung durchgefuhrt. Bei jedeAnalyse wurde sichergestellt, dass die Intensitat des
fluoreszierenden Zielmolekils tGber >200 Counts mit Variationen <20 % lag und keine
Proteinaggregation auftratDie Messungen erfolgten in mindestens zwei voneinander
unabhangigetechnischen Replikatefir GSSG wurden zwei technische Replikate fir jeden
Konzentrationsbereich unabhéngig voneinander pipettiert und die Messungen wurden bei einer
MST-on Time von 2& analysiert. Fir GSH und Querce®O-rhamnosid wurden vier bzw.
drei technische Replikageemessen und analysiert. Hierbei wurde eine M8Time von 1G
verwendet. Drevoneinander unabhangigechnsche Replikate wurdevon Catechin mit rMal

d 102 gemessen unehit einer MSTFon Timevon 20s analysiert

(+)-Epi c at e c fpicateamwdrdef augheweils dreifach analysienyobei dieMST-
onTime 20 s bzw. 2,5 getrugenGlutaminsaure und Glycin wurden in einem einzigen Lauf
bei einer MSTon Timevon 20 s analysierGenerelwurde die MSTOn Time gewéhltdie ein
SignatRauschVerhalnis von mindestensechs erzielteind damit eine préazise Bestimmung
derDissoziationskonstante gKermaoglichte

Laut Herstellerprotokolkommt es beGSHin Konzentrationen Uber 10 miu Interferenzen
mit dem Farbstoff REBris-NTA. Daher wurderKontrollexperimentemit einem markierten
Kontrollpeptid (His-Peptid) und GSH,GSSG und Cystein durchgefuhrt, um mdogliche
Interaktionen mit dem Markierungsfarbstoff zu analysieBs lyophilsierte Kontrollpeptid
wurdein PBSTT riickgel6stund aufeine Endkonzentration va200 nMverdunnt RED-tris-

NTA wurde in PBST auf eine Endkonzentration vda®0 nMverdiinnt Anschlie3end wurden

90 ul des Peptids (200 nM) zu 90 pl des Farbstoffs (100 nMEelgenund 30Minuten im
Dunkeln inkubiert. Eine 18 1:2 Verdiinnungsreihe wurde wiereits weiter obebeschrieben
hergestellt Die Endkonzentratioon GSH und Cysteirbetrug0,001uM bis 30,52nM und

von GSSG von 0,002 uM bis 61,04 nM. GSH, Cystein @SSG wurdefeweils in einem
Einzellauf bei einer MSn Timevon 5s, 5s bzw. 1,5 analysiert Der Ky wurdenachdem
Massenwirkungsgesetz gemal Forme2) berechnet
(https://lwww.manualslib.com/manual/1556718/NdaremperMonolith-Nt115.html; zuletzt
aufgerufen am 10. November 2021).
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Es qgilt:

"Q = Thermophoresesignaiinteil der teilweise gebunden ist

Y¢ @ ¢ G=iNiedrigstes Signal Fluoreszenzmarkiertes Proteins im ungebundenen Zustand
6 & &¢=¢Absolute Konzentration des Liganden

YOI "QQ o=0Absolite Konzentration des fluoreszenzmarkieReoteins
2.2.12.2. Molekulare Dockingexperimente

Es wurden in silico Experimente mittels AutoDock Vina v1.1.2 (http://vina.scripps.edu/;
zuletztaufgerufen am 22. September 2021) durchgefiihott und Olson 2010Dabei wurden
die Komplexealler bekannterLiganden(GSSG, GSH, «)-Catechin, (+/)-Epicatechin und
Quercetin3-O-rhamnosigl und rMal d 102 generiert. Das rekombinante Protein wurde mit
Hilfe von SWISSMODEL (https://swissmodel.expasy.org/interaktayletzt aufgerufen am
26. Juli 2021) konstruierDie Vorbereitung de ProteisrMal d 1L02und de Ligandenauf das
Dockingwurden mit AutoDockTools v1.5.6 (http://autodock.scripps.edu/resourceslisetizt
aufgerufen am 22.09.2021prgenommenDabei wurden m Protein alleWassermolekiile
entfernt Kollman-Ladungenberecimetund polare WasserstefhinzugefugtDie hydrophobe
Tasche des Proteins wurde  mit Hilfe von BiteNet
(https://sites.skoltech.ru/imolecule/tools/bitenetjletzt aufgerufenam 4. August 2021)
bestimmt(Kozlovskii und Popov 2021 Die Gitterbox (3636/34)wurde Uber die hydrophobe
Tasche des Proteins gelegnschlieend generiertsutoDockVinaflr jeden Liganénneun
maogliche Konformationen im Komplex mit rMdl 1L02 Die Berechnung delk¢-Wertes mit
denBindungsenergielf se @¢maR AutoDockVinarfolgte nach Gleichung3) (Seutter von
Loetzen et al. 2014)Die generierten Komplexevurden mit Hilfe von Discovery Studio
v21.1.0.20298 Https://discwer.3ds.com/discovergtudiovisualizerdownload  zuletzt
aufgerufen am 22.09.202¥)sualisiert

o 0 ©))

Es qilt:
R = 1,986 cal/mol*KundT = 298,15 K
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2.2.13. Proteomik-Analysen mittels LC-MS/MS

2.2.13.1. Proteinextraktion

Es wurde 1g Apfelpulver eingewogen und na2lR2.6.1extrahiert. [2rklare Extrakt wurde mit

der vierfachen Mengean eiskaltem Acetoversetzt und tiber Nacht b&€0 °C inkubiert(Romer

et al. 2020) AnschlieRend wurde das Sediment durch Zentrifugation (20 min, 4°C,d)525
abgetrenntDas Sediment wurde funfmal mit In3_ eiskaltem Aceton (98) gewaschen.
Zwischen jedem Waschritt erfolgte eine fiinfminttige td&mgation (4"C, 16000 g). Das
gewaschene Sediment wurde im Heizblock betG&etrocknet. AnschlieRend wurden die
Proteine aus dem Rickstand in 1002 x LaemmliPuffer resolubilisiertDie Proben wurden

funf Minutenbei 95°C erhitzt und fir 2Minutenzentrifugiert (50009, 4 °C). Der Uberstand
wurde abgenommen. Die weitere Probenvorbereitung erfolgte am Bayerischen Zentrum fir

Biomolekulare Massenspektrometrie (BayBioMS) geiRafher et al(2020)
2.2.13.2. Sequenzierung der Proteinisoformen mittels LC-MS/MS

Die tryptischen Peptidevurdenam BayBioMSZentrummittels LGMS/MS analysiert gemaf
Romer et al(2020)

2.2.13.3. Datenanalyse

Die Proteindentifizierung erfolgte tber die Sunlaschine MaxQuar(Cox und Mann 2008)

mit einem Dagnabgleichgegen eine FASTAatei, die das Proteom voMalus domesticé..
Borkhenthielt(Chebib et al. 2022Pie Fasta Datei enthielt 52099 Proteinsequenzen und wurde
vom National Center for Biotechnolpdnformation (NCBI; https://www.ncbi.nim.r.gov)
heruntergelade(Romer et al. 2020)Die Suchparameter beinhalteten Massené&nderungen fur
die Carbamidomethylierung an Cystddesten fur die sichere Modifikation und fur die
Oxidation der MethionifReste alspotenzielle Modifikation. Korrelationsanalysen wurden
nach der Pearson Methode durchgefiifiPearson 1895; Cohen 197Die hierarchische
Clusteranalyse wurde nach der Methode von Ward durchgd€ilard 1963) Dabei ersetzte

die Zahl sechs, ein Wert nahe der niedrigsten detektierten Intensitat, fehlende Werte im LC
MS/MS-DatensatzDie statistischen Analysen wurden mit R (v3.6.3) durchgef(lR8tudio
Team 2020)
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2.2.13.4. Erstellung des phylogenetischen Baums

Von allen Mal d Isoformen wurde ein phylogenetischer Baum nach dem Verfahren der
NeighbourJoining-Methode erstellt(Saitou und Nei 1987)Die Generierung des Baums
erfolgte mit Geneious Prim@. 2021.22) (https://www.geneious.cojyund die Anncation
mittels iTOL (v. 6; Letunic und Bork(2021) (Chebib et al. 2022)Als genetisches
Distanzmodell wurde JukeéSantor gewahlt. Zur besseren Visualisierung wurden die
Verzweigungen transfmiert. Dadurch ist eine Wgabedes Malstabs nicht mdglich. Die
Unterteilung in Mal d 1 Gruppen erfolgte gemaR den Eintragen der /D@tnbank. Bei
Proteinisoformerfir die keine Guppenzuordnungema NCBFDatenbank mdglich war,

erfolgte die Zuordnung nach ihren phylogenetisctierwandtschaftsverhaltnissen
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3. Ergebnisse

3.1. Herstellung und Reinigung des rekombinanten Proteins
rMal d 1.02

Fur die Bestimmung des Allergengehaltes mittels ELU®A fur die Ligandenstudien mittels
Microscale Thermophoresis wurdekombinantesMal d 1.02 in E.coliBL21 (DE3) pLysS
Zellenproduziert

Im Gegensatz zu dem aus der loslichen Fraktion gewonndviahd 1.02 wurde das

rMal d 1.02aus den Einschlusskorpeunter denaturierenden Bedingungen solubilisiert und in
einem folgenden Dialyseschritt renaturiert. In beiden Fallen erfolgte die Aufreinigung mittels
Metallaffinitatschromatographiébbildung 8 zeigt die qualitative Analyse der Proteine tber
SDSGelelektrophorese mit Coomass$iérbung und dedazugehorigewWestern Blot fur (a)

die Proteine aus der l6slichen und (b) die Proteine aus der unldslichen Fraktion.

ak1D85;M1234567891011 M 1 234 5 6 7 8 9 10

~7C

~4(
~3¢

£l

~28

kDa M 1 2 3 4 5 6 7 89 1IC M1 234 5 6 7 8 9 10

Abbildung 8 SDS-PAGE und Western-Blot von rMal d 1.02 der I6slichen (a) und unldslichen (b) Fraktion.
(a) M: Marker; 1-5: Elutionen von Kultur 1; 6-10: Elutionen von Kultur 2; 11: Durchfluss. (b) M: Marker;
1-5: Elutionen von Kultur 1; 6-10: Elutionen von Kultur 2.
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Die SDSPAGE Analyse zeigt fur die Proteine aus der l6slichen Fraktion in allen
Elutionsfraktionen weitere Banden neben derMial d 1 charakteristischeBande bei ca.&

kDa. Im Gegensatz dazu zeiglas Gel der SDSPAGE von den Einschlusskorper
ausschlief3lich didal d 1 Bande in der jeweiligen ElutionsfraktioBowohl die Proteine aus

der I6slicherals auctunldslichen Fraktion konnten mittels West@lot-Analyse eindeutig als

Mal d 1 identifiziet werden.Das aus den Einschlusskérpern gewomnBrotein wurde
aufgrund des hohen Reinheitsgrades sowohl zur Produktion des polyklonalen Antikdrpers
eingesetzt als auch zur Bestimmung des Allergengehaltes mittels indirekt kompetitiven ELISA.
Dagegen wurdé&lr die Ligandenstudien das Protein aus der loslichen Fraktion verweiadet
dasrMal d 102in dieser Fraktiorbereits in nativer Form vag Eine richtig gefaltete native
Proteinstruktur ~ besitzt die fir die biologische  Funktionalitat  wichtige

Ligandenbindungsstellen.

3.2. Bestimmung des Mal d 1 Gehaltes mittels indirekt kompetitiven
ELISA

Im Rahmen dieser Arbeit wurdenliangezeitstudieApfel-Genotypen tiber mehrere Jahre auf
ihren Allergengehalnittels indirekt kompetitiven ELISAIntersuchtum dieAbhangigkeit von
Genotyp undMal d 1 Gehalt zuanalysiererundum solche Genotypen mit konstant niedrigen
Mal d 1 Gehalte zu identifizieren Anhard ausgewahlter Genotypen wurde auf3erdem der
Einfluss verschiedener Lagerungsbedingungen untersucta#s &llergene Potential

verschiedener Genotypen wurde mit Hilfe von Humanstudien bewertet.
3.2.1. Mal d 1 Konzentrationen in Genotypen der Selektionsstufe 1

Die Sdektionsstufe 1 enthalt dianhand von verschiedenen Parametern von den Ziichtern
vorselektierteiNachkommen der KreuzungspopulagonVerschiedene Genotypen der ersten
Selektionsstufe wurden mehrerenzum Teilaufeinanderfolgendedahren auf ihreMal d 1
Gehalt untersuchAbbildung9 zeigt dieMal d 1Konzentrationewon Genotypenn denJahre

2017, 2019, 2020nd Abbildung 10 die Mal d 1 Gehaltein denJahre 2018, 2019und 2020.
Weitere Ergebnisse aus der Selektionsstufe 1 sirinhang unteb.3aufgeflihrt.Es konnte
signifikante Unterschiede imllergengehalt zwischen den Genotypen underhalb eines
Genotypstiber mehrere Erntejahre beobachtet werdgr. Konzentrationsbereich flalle
untersuchten Proben aus dem Jaht72(h = 85) lag im Durchschnitt zwischen 0,38 und
13,5ug Mal d 1/ g FG. Die Genotypen aus dem Jahr 2018 107) zeigten durchschnittliche

Konzentrationen zwischen 0,54 und 38,@Mal d1/gFG, aus dem Jahr 201@ = 26)
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Konzentrationen zwischen 0,50 und 29,81Nlgl d 1/ g FG und aus dem Jahr 20@0= 31)
Konzentrationen zwischen 1,28 und 38,07Nlgl d 1/ g FG. Einige Genotypen zeigteitber
die Bntejahre2017 bis 2020 einen Anstieg des AllergengehalBntyp24-30,39-77, 54
105, 2456, 2837, 53157 und 48-38) (Abbildung 9). Wahrend viele Genotypen vor allem
zwischen den Erntejahren 2017 und 2019 einen Anstieljlaind 1 Gehalt \erzeichneten,
erwies sich deMal d 1 Gehalt desGenotys 24-30 zwischen den beiden Jahren als stabil
Weiterhin zeigten einige Genotypen in den Jahren 2018, B8d#2020 eine signifikante
ZunahmedesMal d 1 Gehaltes Genotyp26-62, 2614 und 21-55) (Abbildung 10). Andere
Genotypen zeigten wiederum eine signifikante Abnahme des Allergengehaltes, wiz6etwa
39, 53128, 278 und 49131 (Abbildung 10). Es lasst sich kein allgemeingultiger Trend
erkennen. Die Entwicklung désal d 1 Gehaltes ist malRgeblich vom Genohgeinflusst.

Daneben &nnteauch ein Umwelteinfluss festgestellt werden, was an der Variaticvialet 1

Gehaltefur denjeweiligen Genotypen tber die verschiedenen Erntejahre erkennbar ist.
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Abbildung 9 Mal d 1 Gehalte verschiedener Genotypen aus Selektionsstufe 1 in den Erntejahren 2017,
2019 und 2020. Die Boxen sind nach aufsteigendem Median von weil3 tber hellblau bis dunkelblau
geféarbt. Paarweise Vergleiche wurde mit dem Post Hoc Test Tukey-Kramer HSD durchgefihrt.
Unterschiedliche Kennbuchstaben zeigen einen signifikanten Unterschied mit p < 0,05.
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Abbildung 10 Mal d 1 Gehalte verschiedener Genotypen aus Selektionsstufe 1 in den Erntejahren 2018,
2019 und 2020. Die Boxen sind nach aufsteigendem Median von weil3 Uber hellblau bis dunkelblau
gefarbt. Paarweise Vergleiche wurde mit dem Post Hoc Test Tukey-Kramer HSD durchgeftihrt.
Unterschiedliche Kennbuchstaben zeigen einen signifikanten Unterschied mit p < 0,05.
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3.2.2. Mal d 1 Konzentrationen in Genotypen der Selektionsstufe 2

3.2.2.1. Ausgewahlte Elternsorten und Apfel-Klone

Innerhalb der Selektionsstufe 2 wurdesrschiedene Elternsorten aus dem Erntejahr 2018 auf
ihrenMal d 1Gehalt untersuct{Abbildung11). Die Allergergehalte der Elternsorten variien
sehr starkmit Mal d 1 Gehalten zwischen 3,37 und 70,97 ydgal d 1 g FG. Die Sorten
Delbarestivale, Fuji und Pinova sind Beispiele fur Sorten mit einer niediignd 1

Konzentration, wahrend die Sorten HoneycrunchcdRe und Retina die hochsten Gehalte
aufwiesen.
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Abbildung 11 Mal d 1 Gehalte ausgewahlter Genotypen der Selektionsstufe 2 aus dem Erntejahr 2018.
Jede Box setzt sich aus den Bestimmungen von mindestens funf technischen Replikaten zusammen.

3.2.2.2. Rotfleischige und weil3fleischige Genotypen verschiedener Standorte

Weiterhin wurden neben weildfleischigen Genotypen auch rotfleischige Genotgpen
verschiedenenbaugebietermuf ihren Mal d1 Gehalt untersuchtAbbildung 12). Darunter
waren neun weil3fleischige und acht rotfleischige Probenaus Esteburg (Jork in
Norddeutschland) 15 rotfleischige und zwei weil3fischige Genotyperaus Frankreich
(Westfrankreich) sowie ein rotfleischiger Genotyp aus Italien usechs weil3fleischige
Genotypen vom Standort BodensBe ermittelterMal d 1 Gehalteron rotfleischigen Apfeln
bewegten siclewischen 0,23 und 30,56 ug/gGEF Betrachtet man nur die untersuchten
rotfleischigen Proben vom Standort Esteburg und Italegen alle rotfleischigen Genotypen
unter einerMal d 1 Konzentration von 4 ug/g FG. Die héchsten Gehalte konnten fir
rotfleischige Genotypen des Standorteskraich ermittelt werden. Dabei besitzen die sechs

Genotypen RA0,RF13, RF11, RF14, RF18, RF17 Gehalte Gber gg/g FG. In der Gruppe
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der weiffleischigen Apfel wurden Gehalte zwischk8 und 25,51g/g FGermittelt. Dabei
zeigtendie GenotypenWF-16, WF12) der Standoré Frankreichund Bodensedie héchsten
Gehalte.
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Abbildung 12 Rotfleischige (links) und weiRfleischige (rechts) Apfel aus dem Erntejahr 2018 und 2019
von den Standorten Bodensee (B), Esteburg (E), Frankreich (F) und ltalien (I). Genotypen aus dem
Erntejahr 2018 sind in der Bezeichnung kenntlich gemacht; alle Gbrigen Genotypen stammen aus dem
Erntejahr 2019. Jede Box setzt sich aus den Bestimmungen von mindestens funf technischen
Replikaten zusammen. ldentische Genotypen, die an unterschiedlichen Standorten angebaut wurden,
sind mit einem Kreis derselben Farbe neben der Proben-Bezeichnung kenntlich gemacht.

Einige Genotypen wurden arerschiedenerStandorten angebaut undesen signifikante
Unterschieden ihrem Mal d 1Gehaltauf. DerMal d 1 Gehalvon RF4 aus ltalien zeigte einen
signifikant niedrigererMal d 1 Gehalt als diegleichen Genotypen RR2 und RF15 der
Standorte Esteburg und Frankreigluch der Genotyp RFL8 aus Frankreich wies hohevial

d 1 Gehaltauf als der dquivalentgenotypaus Esteburg. Weiterhuwurden vondenGenotyp
Paaren WH (Esteburg) WF-13 (Bodensee)WF2 (Esteburg)/ WH.1 (Bodensee), W&
(Esteburg)/ WFLO (Bodenseedind WF3 (Esteburg)/ WHL2 (Bodenseejeweils signifikant
hohereMal d 1 Gehaltdur den GenotypdesStandoresBodensedestimmt
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3.2.3. Biologische Variabilitat des Mal d 1 Gehaltes

Fur die Beurteilung der biologischen Variabilitat &l d 1Gehaltes wurdeje 10 biologische
Replikate von siebenGenotygn Uber zwei Jahre auf ihren Allergengehalt untersucht
(Abbildung 13, Abbildung 14, Abbildung 15). Weitere Ergebnisse zuntra-Variabilitat des
Mal d 1 Gehaltes sind im Anhang unt&r5 zu finden.Der Genotyp p22 zeigtm Erntejahr
2019 durchschnittliche Allergengehalte zwischen 1,13 und 11,34 pg/g FG und im Erntejahr
2020 Allergengehalte zwischen0®,und 17,46 pg/g FG.Die Variabilitat von p22 war tber
beideJahrevergleichbayauch wenn insgesamt hoh&fal d 1 Gehak fur dasErntejahr2020
bestimmt wurdenAhnlich verhieltes sich fur den Genotyp p2derin beiden Jahren &hnlieh
biologische Schwankungen zediAbbildung 13). Die Mal d 1 Gehalteron denGenotypen
pl88 pl43und p34 im Jahr 2019ariieten umdasbis zu 4fache wobei teilweise hohe
Schwankungen zwischen den Einzelmesswdrgaiachtet wurdef@bbildung 13, Abbildung
14). Im Erntejahr 2020 zeigten d®&enotyperp188, p143 und p34 dagegéhnlicheMal d 1
Gehaltezwischendenanalysierterbiologischen Replikate(Abbildung13, Abbildung14). Im
Gegensatz daaniesder Genotyp pl2éineniedrigereintra-Variabilitat mit Mal d 1Gehalten
zwischen 7,77 und 11,46y Mald 1/gFG im Jahr 2019uf, wahrend im Erntejahr 2020
deutlich starkere Variationeim Mal d 1 Gehaltmit Werten zwischen 4,38 und 15,i4d
Mal d 1/g FG ermitteltwurden(Abbildung14). Die untersuchten Replikate dégnotys p160
zeigen Uberwiegendonstant niedrige Werte Uber beide Erntejaiitebildung 15). Nur im
Jahr 2019vurdeein biologisches Replikaton p160mit einem deutlich h6heren Wert von tber
10pg/g FG identifiziert Zusammenfassend kann festgestellt werden, dassidlogische
Variabilitdt des Mal d 1 Gehalteg nach Geotyp unterschiedlich starkariiert und fur

denselben Genotyp Uber zwei Erntejafichtimmerin gleicher Weise ausgepragt ist.
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Abbildung 13 Mal d 1 Gehalte von zehn biologischen Replikaten der Genotypen p22, p27 und p188 lber
zwei Erntejahre (2019, 2020). Jede Box setzt sich aus den Bestimmungen von mindestens funf
technischen Replikaten zusammen. Die Boxen sind nach aufsteigendem Median von weil3 Uber hellblau
bis dunkelblau gefarbt. Paarweise Vergleiche wurden mit dem Post Hoc Test Tukey-Kramer HSD
durchgefthrt. Unterschiedliche Buchstaben zeigen einen signifikanten Unterschied mit p < 0,05.
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Abbildung 14 Mal d 1 Gehalte von zehn biologischen Replikaten der Genotypen p143, p124 und p34
Uber zwei Erntejahre (2019, 2020). Jede Box setzt sich aus den Bestimmungen von mindestens funf
technischen Replikaten zusammen. Die Boxen sind nach aufsteigendem Median von weil3 Uber hellblau
bis dunkelblau gefarbt. Paarweise Vergleiche wurden mit dem Post Hoc Test Tukey-Kramer HSD
durchgefthrt. Unterschiedliche Buchstaben zeigen einen signifikanten Unterschied mit p < 0,05.
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Abbildung 15 Mal d 1 Gehalte von zehn biologischen Replikaten des Genotyps pl60 Uber zwei
Erntejahre (2019, 2020). Jede Box setzt sich aus den Bestimmungen von mindestens flinf technischen
Replikaten zusammen. Die Boxen sind nach aufsteigendem Median von weild Uber hellblau bis
dunkelblau gefarbt. Paarweise Vergleiche wurden mit dem Post Hoc Test Tukey-Kramer HSD
durchgefuhrt. Unterschiedliche Buchstaben zeigen einen signifikanten Unterschied mit p < 0,05.

3.2.4. Einfluss der ULO-Lagerung auf den Mal d 1 Gehalt

Fir eine kleine Auswahl von Genotypen wurde der Einfluss der Lagerung unter ULO
Bedingungen Uber zwei Erntejahre (2019, 2020) untersucht. Dabei derdéal d 1 Gehalt

im Jahr 2019 Uber vier (bzw. drei ffil68) und im Jahr 2020 Uber drei Auslagerungstermine
bestimmt Abbildung 16). Die Genotypen p185, p211 und p168 zeigten Uber den gesamten
Lagerungszeitraum kaum sighifinte Unterschiede in ihren Mal d 1 Gehalten. Dabei konnten
fur die Genotypen p185 (2019, 2020) und p211 (2019) eine signifikante Abnahme des Mal d 1
Gehaltes ermittelt werden, wahrend der Mal d 1 Gehalt von p168 signifikant zunahm.

Der Mal d 1 Gehalt vodem Genotyp p78 aus dem Erntejahr 2019 nahm zwischen dem ersten
und zweiten Auslagerungstermin signifikant ab, zeigte jedoch keine weiteren signifikanten
Unterschiede zwischen dem zweiten und vierten Auslagerungstermin. Im Jahr 2020 wurde fur
p78 zunachstine Abnahme der Mal d Konzentration von 5,1 auf 2,1 |Mal d 1/gFG
festgestellt, gefolgt von einer Zunahme im dritten Auslagerungstermin mit einem Gehalt von
9,06ug Mal d 1 /g FG. Ahnlich verhielt es sich fir den Genotyp p92. Im Jahr 2019 wurden
vom ersten bis dritten Auslagerungstermin sinkende Tendenzen des Mal d 1 Gehaltes
beobachtet, gefolgt von einer leichten Erh6hung, die sich jedoch nicht signifikant von dem
Gehalt des ersten Auslagerungstermins unterschied. Im Folgejahr wurde fir den Ganotyp |
Verlauf der Lagerung eine signifikante Erhohung des Allergengehaltes von 10,96 auf
17,21pg Mal d 1/g FG bestimmit.
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Insgesamt zeigten die Ul-Dagerungsversuche eine genotypabhangige Entwicklung des

Mal d 1 Gehaltes mit zunehmender Lagerung, wobei inrdeisten Fallen eine abnehmende
Tendenz oder keine Veranderung des Mal d 1 Gehaltes festgestellt werden konnte.
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Abbildung 16 Mal d 1 Gehalte verschiedener Genotypen wéahrend der ULO-Lagerung. Im Jahr 2019
wurden von vier und im Jahr 2020 von drei Auslagerungsterminen die Mal d 1 Gehalte bestimmt. Jede
Box setzt sich aus den Bestimmungen von mindestens funf technischen Replikaten zusammen. Die
Boxen sind nach aufsteigendem Median von weil3 Uber hellblau bis dunkelblau gefarbt. Paarweise

Vergleiche wurden mit dem Post Hoc Test Tukey-Kramer HSD durchgefiihrt. Unterschiedliche
Buchstaben zeigen einen signifikanten Unterschied mit p < 0,05.
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3.2.5. Einfluss der Kihllagerung auf die Mal d 1 Konzentration

Der Bnfluss de Kuhllagerungwurde anhand von zehn Genotypen aus dem Erntejahr 2016
untersuch{Abbildung17). Dabei wurde die Genussreife der eingelagerten Aygielem esten
Auslagerungstermin bereits wetwaeinenbis maximalzwei MonatdiberschrittenDie weitere
Entwicklung desVal d 1 Gehaltesvurde in den folgenden zwei Monatanje zwe weiteren
Auslagerungsterminen bestimniDie genauen Auslagerungstermine sindKapitel 2.2.7
(Tabellel5) zufinden

Es wurden signifikante Unterschienwischen den Mal d Gehalten im Verlauf der Lagerung
festgestellt. Die Genotypen plg78und p149 zeigten eine signifik@Abnahme de#al d 1
GehaltesDerMal d 1 Gehaltron p14 sank auf etwa 46, von p149 auB82 % und vonp78 auf
17 % des urspringlichen Gehaltégidere Genotypen wie p128 und p19 zeigten zunachst eine
ZunahmehresMal d 1 Gehaltes, gefolgt von einer Abnahme im dritten Auslagerungstermin
wobei derhier bestimmteGehalt signifikant hoher wam Vergleich zu dem Wert aus dem
ersten Auslagerungstaim. Die Genotypen pl125, p158, p124 und E&tchnetersich Uber
einen signifikanten Anstieg deMal d 1 Konzentration asi Dabei verdoppelten bis
vervierfachten sich die Gehalte mit zunehmender Lageru

Zusammenfassend kam es je nach Genotyp zu eindiZxb Zunahme des Mal d 1 Gehaltes

bei Uberschreitung der Genussreife unter Kiihllagerungsbedingungen.
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Abbildung 17 Entwicklung des Mal d 1 Gehaltes von Genotypen aus dem Jahr 2016 mit zunehmender
Lagerung Uber drei Auslagerungszeitpunkte unter Kuhllagerungsbedingungen (KL1-3). Jede Box setzt
sich aus den Bestimmungen von mindestens funf technischen Replikaten zusammen. Die Boxen sind
nach aufsteigendem Median von weild Uber hellblau bis dunkelblau gefarbt. Paarweise Vergleiche

wurden mit dem Post Hoc Test Tukey-Kramer HSD durchgefihrt. Unterschiedliche Buchstaben zeigen
einen signifikanten Unterschied mit p < 0,05.
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3.2.6. Klinische Studie mittels oraler Provokationstests

Ausgewahlte Genotypen wurden von Birkenpollenallergikern mit einem oralen
Allergiesyndromauf ihre Vertraglichkeitmittels oralerProvokationstests an uheAllergie-
CentrumCharité in Berlinuntersucht Bei den Ublichen Symptomen handedis sich um
Kribbeln, Jucken und Anschwellen von Lippen, Mund und Zunge, sowie dem Anschwellen der
Mundschleimhaut. Diese kdnnen in der Intensitiit Patient zu Patiestarkvariieren.ln einer
Skala vonnull bis dreibewerteten die Patienten die Starke ihrer Symptome, walledas
Ausbleiben von Symptomen und drei das Auftreten von besonders nst8gkaptomen
beschreibt.Fur die Auswertung der Hummtests wurdenie GesamiSymptome nach der
Verkostung von 8@ und dem Apfelrest gemittelt und mitrgeweiligengemesseneklal d 1
Konzentrationn RelationgesetztFinf Genotypen, disich bereitsiiber mehrere Jahre durch
einen niedrigen Allergesehalt und eine gute Vertraglichkaiiszeichnetenyurden voretwa

20 Probanden verkostéAbbildung 18). Weiterhin wuden Humantests mit einer kleineren
Probandenanzahl durchgefuhrt, um einen moglididah d 1-Schwellenwert zu definieren,
dessen Uberschreitung mit eirerhohten Symptomatierbunden istAbbildung 19). Viele

der Genotypen wurden von den Probanden gut vertragenetwa pl68, p18bind p92
(Abbildung18). Dabei traten keinbis ledidich schwache Symptonauf. Die Mal d 1 Gehalte
von gut vertraglichen Genotypdagen zwischen 1,35 und 22,08/g FG. Die Genotypen
p211, p78, pl97, p42, p128 und p9 wurden von den Patiemtddurchschnittschlechter
vertragenAbbildung 18, Abbildung19).
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Abbildung 18 Ergebnisse der klinischen Studie mittels oraler Provokationstests. Die Farbe beschreibt
die Symptom-Stéarke und die GréRe der Kreise die Inter-Patienten Variabilitat.
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Abbildung 19 Ergebnisse der klinischen Studie mittels Provokationstests zur Ermittlung eines
Schwellenwertes. Die Farbe beschreibt die Symptom-Starke und die GréRe der Kreise die Inter-
Patienten Variabilitat.

Es ist auffallig, dass einige der aufgefuhrten Genotypen nach dem Verzehr des Apfelrestes
besser vertragen wurden als nach dem Verzehr van B@abei muss beachtet werden, dass
Patienten mit einer hohen Symptomatik die Verkostung nach&@@rachen. Im Gegensatz
dazu wurde p128 nach dem Verzehr vong8@n Durchschnitt gut vertragen und erst der
Verzehr des weiteren Apfelrestes filhrte zu einer starkeren Symptomatik.

Der Genotyp p21tviesunterallen verkosteteApfel-Genotypen den geringsten Mal G&halt

von unter lug/g FG auf. Dieser Genotyp wurde im Durchschnitt zwaniger gut vertragen,
zeigtejedoch eine grof3e intétatienterVariabilitat, indem einige Patienten keine und andere
wiederum eine starke Sytomatik aufwiesenAlle weiteren schlecht vertragenen Genotypen
zeigten Allergengehalteon tiber 9 pgMal d 1/g FG.Der Genotyp p197 l6ste bei den Patienten
die gravierendstenSymptome aus. Allein 5% der Patienten zeigten klinisch relevante
Symptome.

Die Ergebnisse zeigen keinen Zusammenhang zwischen Allergengehalt und Vertraglichkeit
Damit kann festgestellt werden, dadie Allergenitateines Genotygnicht ausschlief3lich von
demMal d 1 Gehaltabgeleitet werden kann. Es wurde gezeigt, dass Genotgjiezinem
niedrigen AllergerGehaltnicht zwingend zu einer geringeren Allergenitat fihren, genauso wie
Genotypen mit einem hoheval d 1 Gehalt von Allergikern nicht unbedingt schlechter

vertragen werden.
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3.3. Polyphenole

Im Rahmen dieser Arbeit wurd®n verschiedenen Genotypen @& und ihrePPOAKktivitat
mittels photometrischer Assays bestimmt. Die relative Quantifizierung von Polyphenolen
erfolgte relativ zum internen Standard Biochanin rAittels LGMS. Dabei wurden30
Sekundarmetabolite aus déflassen Flavanole, Flavonole, AnthocyaneDZ&nd DHC
identifiziert (Takelle 16). Da der PG nur von einer kleinen Auswahl von Genotypen mittels
photometrischem Assay bestimmt wurde, erfolgte dieBe&immung fur die mittels L&AS
gemessenen Proben durch Addition der plognolgehalte. Der dabei ermittelte Wert wurde

fur die Korrelationsanalyse herangezogen.

3.3.1. Polyphenoloxidaseaktivitéat

Die PPQOAKktivitdt wurde von 38 Genotypen die im Rahmen vormHumanstudia getestet
wurden (201§Romer et al. 2020)2019), bestimm(Abbildung 20). Abbildung 20 zeigt die
verschieglenenEnzymAktivitaten der analysierten Genotypém Abhangigkeitder mittleren
Vertraglichkeitgemall den HumanstudieBs konnten Unterschiede in der enzymatischen
Aktivitat zwischen verschiedenen Genotypen festgestellt weFierdie Genotypen aus 2018
wurden PP@Aktivitaten zwischen 143 und 2600 Units/min/g bestinfAtibildung20 a). Die
ermitteltenPPGAKktivitaten der Genotypen aus 2018ewegten siclzwischen449 und 2000
Units/min/g (Abbildung 20 b). Es konnte kein Zusammenhang zwischen fAROvitat,

Allergengehalt und Vertraglichkeit festgestellt werden.
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Abbildung 20 Polyphenoloxidaseaktivitat verschiedener Apfelgenotypen aus dem Erntejahr 2018 (@)
und 2019 (b). Alle Genotypen sind gemal ihres Allergengehaltes nach aufsteigender Reihenfolge
sortiert. Die Farbe der Boxen beschreibt die Symptom-Stéarke. Allergengehalte und Symptom-Werte der
Genotypen aus 2018 wurden von Romer et al. (2020) fur die Bewertung herangezogen.
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3.3.2. Gesamtpolyphenolgehalt

Weiterhin wurde deGesamtpolyphenolgehalPG) von insgesamt 3&enotypen bestimmt
Die Gehalte wurden unter Verwendung von zwei Assays ermittelt, Fii&#ssay unddem
FBB-Assay In Abbildung 21 (Genotypen aus der&rntephr 2018)und Abbildung 22
(Genotypen aus deirntephr 2019)sind alle PG der einzelnen Genotypen in Abh&ngigkeit
ihrer mittleren Vertraglichkeit geméafer Humanstudia 2018 (Romer et al. 2020)nd 2019
zusammengefasstFiur die Genotypen aus 2018 wurden Gehalte zwisch@d und
1274ug Gallussaure AquivalenteGAE)/g FG mittels E-Assay (Abbildung 21a) und
zwischen 611 und 42Q0g GAE/g FG mittelsFBB-Assay(Abbildung 21b) quantifiziert.Die
PG der Genotypen aus 2019 bewegen sich zwischen 207 und d GRHig FG gemal €-
Assay (Abbildung 22a) und zwischen 762 und 596if) GAE/gFG gemaRFBB-Assay
(Abbildung 22b). Die Ergebnisse aus dem Fahd FBBAssay korrelieten signifikant positiv
miteinander (R= 0,93). Insgesamt sind die mittels F&Bay ermittelten Gehalte um bis zu 5
fach hoher als die mittels F&ssay bestimmten Konzentration&ie PG nach beiden Assays
zeigen einen deutlichen Trend, nach dem die PG mit steigendem Allergengateaiinen
Dies konnte durch eine Korrelationsayssd bestatigt werden. Sowohl fur diemitteltenPG
aus demFC-Assayals auchfur die aus demFBB-Assay ergben sich signifikantgositive
Korrelationen mit dem Allergengehalimit Korrelationskoeffizientenvon 0,72 und 0,76
(Abbildung 23a, b). Es konnte keinesignifikante Korrelation zwischen dem PG und der

Vertraglichkeit der einzelnen Genotypemmitteltwerden.
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Abbildung 21 Gesamtpolyphenolgehalt (PG) verschiedener Apfelgenotypen aus dem Erntejahr 2018.
Der PG wurde mittels FC-Assay (a) und FBB-Assay (b) bestimmt. Alle Genotypen sind gemaR ihres
Allergengehaltes nach aufsteigender Reihenfolge sortiert. Die Farbe der Boxen beschreibt die
Symptom-Starke. Allergengehalte und Symptom-Werte der Genotypen aus 2018 wurden von Romer et
al. (2020) fur die Bewertung herangezogen.
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Abbildung 22 Gesamtpolyphenolgehalt (PG) verschiedener Apfelgenotypen aus dem Erntejahr 2019.
Der PG wurde mittels FC-Assay (a) und FBB-Assay (b) bestimmt. Alle Genotypen sind gemaR ihres
Allergengehaltes nach aufsteigender Reihenfolge sortiert. Die Farbe der Boxen beschreibt die
Symptom-Starke.
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Abbildung 23 Spearman-Korrelationsanalyse zwischen dem Mal d 1 Gehalt und dem
Gesamtpolyphenolgehalt mittels FC-Assay (a) und FBB-Assay (b). Allergengehalte von den Genotypen
aus 2018 wurden von Romer et al. (2020) fur die Berechnung herangezogen.

3.3.3. Quantifizierung der Polyphenole mittels LC-MS

Die PolyphenoNerteilung wurdevon insgesamt 60 €notypen mittels L&VIS bestimmt.
Diese umfassen weiRfleischige und rotfleische Apfel der Standdstebriick Esteburg
(NiedersachenBodenseekrankreich und ItalierEs wurden insgesamt 34 Polyphenole relativ
zum internen Standard quantifizierAbbildung 24 zeigt in Form einer Heatmapie
PolyphenolZzusammensetzurgjler analysierteenotypenDabei steht eine rote Farbung fur
den hochsten quantifizierten GehaltesrMetaboliterim Vergleich zu anderen Genotypend

blau fur den geringstequantifizierten Gehalt eines Metaboliten im Vergleich zu anderen
Genotypen

Im Folgendenwird auf die Poylphenolzusammensetzung der einzedmatysierterProben,
sowie auf die Uterschiede zwischen weil3fleischigen und rotfleischigen Genotypen
hinsichtlich ihres Polyphend?rofilsim Detail eingegangen.

Rotfleischige Genotypen der Standorte Esteburg, Italien und Frankreich fanden sich
weitgehend in einem grof3en Cluster zusammenbgleich diesesvereinzelt durch
weil3fleischige Proben unterbrocherurde. Das Cluster ist inAbbildung 24 durch eine
gestrichelteschwarzédmrandung hervorgehobe@harakteristisch fur dieses Cluster sind die
auffallend niedrigen FlavaB-ol-Gehalte. Die relativen Konzentrationen dieser Klasse
bewegtensichfr rotfleischige Apfezwischen 56 un@50 ppm IS equ. Davon ausgenommen
sind die Genotypen RE 2019 (Esteburg)nd RF18_2019 (Frankreich) mit Gehalten von 738
und 709 ppm IS equ. Weil¥fleischiBeobennnerhalbdes Clusters igsen FlavarB-ol-Gehalte

zwischen82 und 109 ppm IS equ addei allen tbrigen weil3fleischigen Proben aul3erhalb des
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Clusters wurden Konzentrationen zwischen 632 und 1185 ppm I|®remftelt, wobei die
Genotypen p9, p92 und pl®snabrick)aus dem Erntejahr 201&ie hotsten Gehalte
zeigten.

In der Klasse der Flavonole ergab sich eine grof3e Variation zwischen den einzelnen Genotypen.
Ein Flavonoispezifisches Muster zwischen rotfleischigen und weiRfleischigen Apfeln lieR sich
nicht ableiten. Dabei wiesen die GenotypeRR 2019 (Frankreich), p9_2019 (Osnabrtick)

und p92_2019 (Osnabrick) die hochsten Flavonolgehalte mit bis zu 1042 ppm IS equ auf. Die
niedrigsten Gehalte wurden fir die Genotypen -Y0F2019 (Osnabriick), WE 2019
(Esteburg) und Wi5_2019 (Esteburg) ermittahit Werten von 180, 297 und 341 ppm IS equ.

Fur viele der untersuchten Proben machen die MetaboliteBaDund QuAr mit 20-30 % den
groldten prozentualen Anteil am Gesamtflavonolgehalt aus. Weiterhin zeichneten sich die
Proben aus Esteburg durch einhit niedrige Gehalte an Q@lu und besonders hohen
Gehalten an Q#Rh aus.

Als wichtigste Vertreter der Anthocyane konnten in den untersuchten GenotygdaxCl,
Cy-Hex 2, CyPen 1, CyPen 2, CyPen 3, CyPen 4 identifiziert und quantifiziert werden. Fur

die rotfleischigen Proben wurden hohe GesamtantheKypazentrationen ermittelt. Sie
wiesen Gesamtanthocy#@ehalte von bis zu 2940 ppm IS equ auf. Die Probei&R2019
(Frankreich), RFL1_2019 (Frankreich) und R¥ 2019 (Frankreich) zeigten die niedriyst
Konzentrationemit 174, 323 und 326 ppm IS equ. Fiir weifleischige Apfel konnten Gehalte
zwischen 134 und 1470 ppm IS equ bestimmt werden. Dabei waren die CyRemndoside in
weildfleischigen Genotypen deutlich weniger vertreten, wobeP€y 4 den megenmalig
wichtigsten Metaboliten in dieser Klasse darstellte.

In der Gruppe der ZSD war Chlorogensaure der Hauptvertreter und machte durchschnittlich
40% des ZSBGesamtgehaltes aus. Die Genotypen p9 2019 (Osnabrick) und p128 2019
(Osnabriick) enthieltenesonders hohe ZSBehalte. Obgleich sich fur die Analyten Chilsre,
Di-Chlsre und Neochlsre grof3e Variationen zwischen den einzelnen Proben ergaben, waren die
Substanzen Chlsi®lc, CuChsre und Cislc-davon vergleichsweise wenig betroffen, nicht

zuletzt agh wegen ihrer insgesamt geringeren Akkumulation.
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Abbildung 24 Heatmap der relativen Polyphenolgehalte von weil3fleischigen (WF) und rotfleischigen
(RF) Genotypen aus dem Erntejahr 2019 und 2020 von den Standorten Esteburg, Bodensee,
Osnabrick, Frankreich und Italien. Die unterschiedlichen Standorte sind in der linken Spalte farblich
gekennzeichnet. Die Farbskala der Metabolitgehalte umfasst die Werte 0 % (blau) bis 100 % (rot), wobei
100 % der hochsten relativen Konzentration innerhalb eines Metaboliten entspricht. ldentische
Genotypen, die an unterschiedlichen Standorten angebaut wurden, sind mit einem Kreis derselben
Farbe neben der Proben-Bezeichnung kenntlich gemacht. Rotfleischige Genotypen sind mit einem roten
Rechteck hervorgehoben.
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Die Vertreter deDHC warenbis auf wenige Ausnahmen im obe(&43-649ppmIS equ)und
unteren (74-146 ppmIS equ) Konzentrationsbereichin ahnlichen Gehalten in allen Proben
enthalten Die Proben p197_ 2019 (Osnabrick), p9 2019 (Osnabriick),15RE019
(Frankreich) RF19 2019 (Frankreich)nd RF6_2019 (Frankreichgnthieltenin der Summe
deutich héhere DHC Gehalt¢>500 ppm IS equpls andere Probemagegenwarendie
niedrigsten Konzentrationen mit 74 und 85 ppm IS equ ¥1RR2019 (Frankreich) und WF
13 2019 (Bodensee) zu finden.

Die Primarmetaboliten, wie Apfsre und Citsre, vatéernurin geringem AusmaR zwischen
den einzelnen Proben. In den untersuchten Pral@mf\pfsre in Konzentrationen zwischen
54ppm IS equ in p165 2019 (Osnabrick) und 249 ppm IS equ in p168_2019 (Osnabrick)
enthaltenCitsrewurde in relativen Konzentrationewischen 12 ppm IS equ in RFL_2019
(Frankreich)und 71 ppm IS equ in p128 2019 (Osnabriick) undlRR2019 (Frankreich)
bestimmt Bei Chsre konnten Gehalte zwischen 6 ppm IS equ irOWAD19 (Esteburg) und
188 ppm IS equ in p19_2019 (Osnabriekjittelt werden.

Bei denGenotypPaarea RF~1 2019 (Esteburg) und RE8 2019 (Frankreich), sowie RF
2 2019(Esteburg), R _2019(Italien) und RF15 2019(Frankreich)handelt es sicieweils
um dieselben Genotypen von verschiedenen Standorten. Weitere §iadr WF2_ 2019
(Esteburg) und WH.1 (Bodensee), WE_2019(Esteburg) und WHAO0O 2019Bodensee, WF

3 2019 (Esteburg) und WH2 2019 (Bodensee), WHE_2019(Esteburg) und WA3 2019
(Bodensee), Wi 2019 (Esteburg) und WH4 2019 (Bodensee)Es zeigte sichdas sich
gleiche Genotypen von unterschiedliche Anbaugebiete in ihrer Polyphenal
ZusammensetzungnterschiedenEinige Genotypen wie etwa WHF 2019 (Bodensee) und
WF-5_2019(Esteburg), sowie RE8 2019(Frankreich) und RA._2019(Esteburgxlusterten
zusammen und baBendamit einahnlichesdMetabolitProfil. Im Gegensatz daatlusterterdie
Proben WF2_2019 aus Esteburg und VWIE 2019 vom Bodensemit gréRerem Abstand
zueinander, was aefn unterschiedliches Polypheritofil hinwies Eine eindeutige tndort
Gruppierung kann demnach nicht abgeleitet werden. Fir eine tiefergehende Analyse des
StandorEinflusses musste die Probenanzahl pro Standort deutlich erhoht werden.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, daa#leim AnalytKlassen die Synthese von
Polyphenolen stark vom Genotymd Phéanotypbhangig istDabei ist zu erkennen, dass
manche Genotypen hohe Gehalte innerhalb einer Substanzklasse oder tber messere Kla

hinweg besitzen, wogegen andere nur einzelne Vertreter verschiedener Gruppenranreiche
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3.3.4. Einfluss der Kuhllagerung auf die Polyphenol-Zusammensetzung

Der Einfluss deKuhllagerungauf das Polyphenolprofil wurde anhand von 10 Genotyjen

drei Auslagerungszeitpunkteach Erreichen der Genussraifgersuchtlm Folgenden werden
die Gehalte einzelner Polyphenolgruppen Ubetdgerungssadien separat vorgestellt.

Die Gehalte derFlavan3-ole der Genotypen pl24, pl125, pl4 und pl49 zeigten keine
Untershiede zwischen den einzelnesgerungstadienAbbildung25). Anders verhielt es sich

fur die Genotypen p128, pl19, p36 und p78. Hier kam es zu einer Abnahme der3-tdvan
Gehalte,inshesondere der Procy Bl UnderB2. Die Genotypen p8 und pl58 zeigten eine
Abnahme zwischen dem ersten und zweRkerslagerungszeitpunkivobei der Flavai3-ol-
Gehalt zwischen dem zweiten und dritttagerungsstadiunwiedeum zunahm.In allen
Genotypen blieben die Konzentrationen der Analyten Epi und Procy relativ korstant.

Gegensatz zu Epi wurde Cat kaum akkumuliert
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Abbildung 25 Relative Konzentrationen der Flavan-3-ole (ber drei Auslagerungszeitpunkte unter
Kuhllagerungsbedingungen (KL1-3) in 10 verschiedenen Genotypen.
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Die FlavonolGehalte&nderten sich nur unwesentlichden Genotypen pl2gédp36wéhrend
derLagerung Abbildung26). Eine Konzentrationserhohungurdein den Genotypepl24und

p8 ermittelt, wahrenctine Konzentrationsanahmefur p14, p149und pl19festgestellt wurde
77



Ergebnisse

Ahnlich wie bei den FlavaB3-olen kam es auch hier zwischeend ersten und zweiten

Auslagerungszeitpunkoft zu einer Erhohung der FlavorGkehalte, bevor diesemi

LagerungstadiumKL -3 wieder abfielen(p125, p158, p78)Die Verhaltnisse zwischen den

Analytenverhielten sich weitestgehekdnstant, wobei Qal den gréf3ten Anteil ausmachte.
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Abbildung 26 Relative Konzentrationen der Flavonole (ber drei Auslagerungszeitpunkte unter
Kuhllagerungsbedingungen (KL1-3) in 10 verschiedenen Genotypen.

Der Anthocyangehahahm in den meisten Fallen wahrend ldegerungab. Dabeiverringere

sich vor allem der Gehalt &y-Pen 13 wie am Beispiel von p125 besonders gut zu erkennen

ist (Abbildung 27).
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Abbildung 27 Relative Konzentrationen der Anthocyane uUber drei Auslagerungszeitpunkte unter
Kuhllagerungsbedingungen (KL1-3) in 10 verschiedenen Genotypen.

Die Synthese von GSH zeigte signifikanténterschiede in verschiedenen Genotypen
(Abbildung 28). Fiur p125 konnte eine signifikante Zunahme vom ersten bis zum zweiten
Auslagerungszeitpunkteobachtet werden, wge eine signifikante Abnahme zwischen dem
zweiten und dritteAuslagerungstermirDie Genotygnpl158und p36wieseneinesignifikante
Zunahme an GSH vom ersten bis zum drittexgerungsstadiunauf. Dagegen zeigt der
Genotyp p8 eine deutliche Abnahme in der GSdhzentration. Fir den Genotyp p78 nahm
der Anteil an GSGsignifikant im Laufe deLagerungzu.
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Kihllagerungsbedingungen (KL1-3) in 10 verschiedenen Genotypen.

Die Substanzklassen DHC, ZSD und sonstige Polyphenole zegjten tUberwiegend

gleichmalige

entsprechenden Abbilkhgen sind im AnhangdAhhang Abbildungll, Anhang Abbildungl2,

Polyphenol

Akkumulation

Anhang Abbildundl3) zu finden.
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3.3.5. Korrelationen

Fur alleuntersuchten Proben wurden Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman zwischen
den relativen MetaboliGehalten, sowiewischenden Metabolitgrupperdem PG und dem

Mal d 1 Gehalberechne{Abbildung?29). Der Rangkorrelationskoeffizient jlRann zwischen

+1 und-1 liegen. Je hoher bzw. niedriger der Wert ist und sich an +1-izannahert, desto
groler ist die direkte bzw. in@ikte Korrelation Abbildung 30 zeigt ergéanzend zAbbildung

29 einigeKorrelationen mit den zugehérigen Korrelationskoeffizienten.

&)
i®) —_ @ 7] O]
om—= s XXCcccc T 208 X -
223002ex%, L2808 L 5556560 4508 8D
BBLPPSS S S I g r ALl CEC O SIECBEC 2L cNVTO
oo o OCO0CONOX000000000Z00an<CO00FA00Za
Cat @0 000 1
Epi @o® °
Procy @@ ®
Procy B1 @@ 0.8
Procy B2 @
Qu-Gal @ 0000 © L)) e o0
Qu-Glu @@ ® ®
QuURn@® o®- @ [ ] [ ) ® ® o€
Qu-Ru @
Qu-Xy @@ @ ® ®
QU-AF . . . . . . - 04
DHF @
Ka-Ar @ ® L J L [ ]
Cy-Hex 1 @ ® ®
Cy-Hex2 @® - 02
Cy-Pen 1 @@ ®
Cy-Pen2 @ ®
Cy-Pen3 @ -
Cy-Pen4 @ [ ] [ ]
Chisre @ ®@® ® ® ®
Chlsre-Glc @
Chlsre-Di @ ® ® ® L 02
Neochlsre @
Cu-Chsre @
Cu-Glc-Es @
Phl @@ e | [ ™
Phl-2-Xy-Glc @ @
Apfsre @ @
Citsre @ 06
Chisre @
Trp @@
Phe @
GSH @ 08
GSSG @
Mal d1 @
PG @

Abbildung 29 Korrelations-Matrix der Metabolit-Gehalte der untersuchten Genotypen nach Spearman.
Die Punkte zeigen den Rangkorrelationskoeffizienten. Je besser er sich an +1 bzw. -1 annahert, desto
dunkler sind die Punkte in Rot bzw. Blau eingeféarbt. Rote Punkte zeigen einen direkten Zusammenhang
an, wahrend blaue Punkte auf eine indirekte Korrelation hinweisen. Je gréRer die Punkte sind, desto
signifikanter (pO0,05) ist die jeweilige Korrelation.

Zwischen den einzelnen Metaboliten wurderschiedene positive Korrelationen identifiziert.
In der Klasse der FlavaBrole ist ein auffalliges Korrelationsmuster zu erkennen. Dabel
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korrelieren die einzelnen Mitglieder dieser Klasse stark signifikamereinander. Mit
steigenden Cafonzentrationen steigen auch die Gehalte an Procy, Procy BProcyg B2.
Die Korrelationskoeffizienten liegen hier zwischen 0,84 und 0,87. Innerhalb der Procyanidine
ergaben sichweiteresignifikant positive Korrelationemit Korrelationskoeffizienten zwischen
0,85 und 0,93 Der Zusammenhang zwischen Cat und EBpiie zwischen Epi und den
Procyanidineniél etwasschwacher au@R= 0,480,71)
Innerhalb der Flavonole esen QuGal und QuAr mir R= 0,86 die hdchste Korrelation auf.
Qu-Gal zeige auch mit QuRh, QuRu, QuXy und KaAr einensignifikantenZusammenhang
mit R= 0,6 0,79. Eine ahnlich gut&orrelationwiesen die weiteren QuercetMetabolite
untereinander auf, wie beispielsweise-Rlumit Qu-Xy (R= 0,59), QuAr (R= 0,71)undKa-
Ar (R=0,7) sowie QuXy mit Qu-Ar (R= 0,81)undKa-Ar (R= 0,68).
Den starkste Zusammenhang unter den Anthocyanen eeigs Paar GyPenl/ CyPen 2 mit
R= 0,74. Weitere Korrelationen wurdg@weils zwischen CyHex 1 und CyHex 2, CyPen 1,
Cy-Pen 2, CyPen 3 Cy-Pen 4 mieinemR von jeweils0,32, 0,41, 0,47,0,58,39identifiziert.
Auch Cy-Hex 2 korreliere mit den Pentosiden Gyen 1 und CGyPen 2 (R= 0,50, 0,53). Etwas
schwachefiel die Korrelationzwischen CyPen 2 und CyPen 3 (R= 0,48wus sowie zwischen
Cy-Pen 3 und CyPen 4 (R=0,3).
In der Gruppe der ZSD fanden sich pesitKorrelationen zwischeden Metabol#Paaren
Chlsréd Chlisreglc (R= 0,38), Chlisre/Chls#®i (R= 0,85), Chlsre/Neochlsre (R= 0,63) und
ChlsreDi/ Neochlsre (R= 0,6).
Fur die beiden Mitglieder der DHC ergab sich ein direkter ZusammenhanB=-m0,66.
Insgesamt kann festgehalten werden, dass sich starkere Korrelationen zwischen den
Metaboliten derselben Klasgeigenals zwischen Metaboliten verschiedener Substanzklassen.
Neben denKorrelationeninnerhalb der Sudbanzklassen ergeben sich auch signifikante
Zusammenhange zwischen den Metaboliten und denDRGer korrelies mit den Gehalten
von Qu-Gal (R=0,74), QtRh (R=0,56), QtXy (R= 0,58), QuAr (R=10,7), KaAr (R=0,62),
Cy-Hex 1 (R=0,6), CyPen 4 (0,64), Chlisre (R=0,55), Chi®e(R= 0,57), Phl (R 0,73) und
Phi2-Xy-Glc (R=0,52). Die aufgefliihrten Metabolite variieren in ihren Gehalten zwischen den
Genotypen und eignen sich daher als moégliche MarkdrdiiePG.
Fir das gesamte Datenset wurden aul3erdeMalid 1 Gehaltdestimmt(3.2). Diese wurde
herangezogen, um mogliche Korrelationen mit geantifiziertenPoylphenola zu berechnen.
Es ergaben sichinige positive Korrelationen zwischeal d 1 und einzelnen Metaboliten,
sowie Metabol#Klassen.Mal d 1 zeigt einen direkten Zusammenhang mit der Klasse der
Flavan3-ole (R= 0,42) Dabei korrelieren Cat (R= 0,48) und Prd&82 (R= 0,5) am starksten
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mit dem Allergengehalt, wahrend Epi keine Wechselwirkung Mdd d 1 aufwies Die
Flavonolekorrelierten ebenfalls stark mit deltal d 1 Gehal(R= 0,51) Diese Korrelation
wurde dabeivon QuGal (R= 0,49), QtAr (R= 0,53) und KaAr (R= 0,54) malRgeblich
gesteuertEinesignifikanteWechselwirkung mit dem Allergengehalt ist auch daim PG (R=
0,38) zu beobachten, auch wenn diese etwas schwacher ausfallt im Vergleich zu den bereits
Aufgefuhrten Neben den positiveKorrelationenergaben siclzwischen Mal d 1 un@y-Hex
2 (R=-0,37), CyPen 1 (R=0,49), CyPen 2 (R=0,48) und Apfsre (R=0,49)jeweilsnegative

Korrelationen.
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Abbildung 30 Korrelationen nach Spearman zwischen den Gehalten von verschiedenen Metaboliten,
sowie zwischen den Gehalten von Metabolit-Klassen und Mal d 1.
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3.4. Biophysikalische Charakterisierung von Protein-Ligand-

Interaktionen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Ligane@mdungsstudien zwischen dem rekombinanten
Protein rMald 1.02 und ausgewéhlten Flavonoiden, sowie Glutathion in reduzierter und
oxidierter Form mittels Microscale Thermophoresis (N1S®lirchgefiihrt.Dazu wurde das
rekombinante Protein fluoreszenzmarkiéte Analyse der Bindungsstéarkker detektierten
Bindungen erfolgte Uber die Bestimmung der jeweiligen DissoziationskonstagteD{&
Ergebnisse wurden bereits veroffenttigGhebib und Schwab 2021)

3.4.1. Quantitative Analyse der Ligand-Bindungsstudien

Die Durchfuhrung von MSExperimenten erméglichte die Identifizierung von spezifischen
Ligandenbindungedes Proteins rMal d.Q2 im niedrigen mikromolaren BereicAbbildung
31undAbbildung32zeigendie gemesseneapillarscans, Thermophoresekurven (bzw. MST
Spuren) und Bindungskurven. Es wurden Kapillarscans durchgefuhrt, um unerwinschte
Abweichungen in der Konzentration des Fluorophores und mdogliche Adhéasionseffekte des
Proteins ardas Kapillarmateriafriihzeitig zu detektiererAbbildung 31 und Abbildung 32
zeigenfir alle Messungen gleichméRige Kapillarscans mit Fluoreszenz Counts Upen2tio

die Fluoreszenzintensitat hoch genug ausfiel, um ausgewertet zu wekdeh de
Thermophoresekurven verlieferegelméalig weshalb maogliche Agggationseffekte des
Proteinsausgeschlossen wurden. Die erhobenen Daten lieferten zudem Uberwiegend Signal
RauschVerhéltnise (S/N) von Uber 10, was auf exzellente As€2gdingungen hinves. Die
MST-Messungen denmstrierten, dasét)-Catechin an rMatl 1.02 mit einem ky von 16,39+

5,35 uM bindet (Abbildung 31), wahrend (+Epicatechin und -f-Epicatechin geringe
Affinitaten zeigen mit Ki6 s v o nx 31,63gM Um@663,88 393,46uM (Abbildung 32).
Quercetin3-rhamnosidbindet mit einenKq von 29,51+ 7,75 uMan rMald 1.02 Weiterhin

wurde die Bindung von GSH und GSSG zu rM#L.02 detektiert. Dabei zeigte GSH eine
mittlere BindungsHinitat mit einem kg von 35,79 12,76uM. Eine hohe Affinitatzum
Protein wurde fir GSS&stgestellmit einem niedrigen kWert von 157,2% 87,74nM. Die
Bindungskurve von (+Latechinzeig einenidealensigmoidalen Kurvenverlauf mit einem
auftretenden Plateau bei niedrigen umel hohen Ligandenkonzentrationen. Bei niedrigen
Ligandenkonzentrationen liegt das Protein ungebunden vor, wahrend betditbungder
Ligandenkonzentration die Sattigung dest@ires mit dem Liganderzunimmt Viele der

Bindungskurven zeign keine oder kaum eine Sattigung im gebundenen Zysteedes
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beispielweise be{+/-)-Epicatechinder Fall war. Hier lag keine Sattigung im gebundenen
Zustandvor. Dadurch resultierten hohes¢andardabweichunggedie eine prazise Bestimmung

des K-Wertes nicherlaubtenJedoch kangeschlussfolgemerden, dass (#+Epicatechin im
hohen mikromolaren Bereich an rMal.02 bindet.

Fur GSSG wurden zwei Konzentrationsbereiche mit 500 uM @) 100 uM (II) GSSG als
hochste Assaykonzentrationuntersucht da cr Assay mit einer maximalen
Ligandenkonzentration von 500 uM kaum &ilateaum ungebundenen Zustaadigte Dies

istauf die hohe Affinitat von GSSG zum Proteurtckzufihren. Ein deuth ausgewogeneres
Verhéltnis zwischen den gebundenen undebundenedustand de®roteinsvurde mit einer
niedriggen maximalen Ligarehkonzentration von 100M erreicht.

Weiterhin wurden die einzelnen Komponenten von GSH (Glycin, Glutaminsaure, Cysiiein)
ihre Affinitat zu rMald 1.02 untersucht, um zu klaren, ob eine Spezifitat fir die einzelnen
Aminosauren besteht. Es wurde keine Bindung von Glutaminsaure und lediglich eine schwache
Bindung von Glycin detektierpbildung32). Die Bindungsaffinitat von Cystein konnte nicht
bestimmt werden, da eine Wechselwirkung zwischen flanresierendenFarbstoff und
Cystein beobachtet wurdeAl§bildung 33). Ein Kontrollexperiment zwischen einem
fluoreszenzmarkierten Kontrollpeptid und Cystein bestétigte die Wechselwirkung, indem eine
Bindungskurve erhalten wurdeGemalR dem Herstellerprotokoll interferiert GSH in
Konzentratbnen unter 10 mM nicht mit dem 8teszerendenFarbstoff. Zur Absicherung
wurden Kontrollexperimente zwischen GSH, GSSG unatélszenzmarkiertem Kontrollpeptid

durchgefuhrt. Hierbei konntekeine Interaktioenfestgestellt werde(Abbildung33).
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Abbildung 31 Die Wechselwirkung des Proteins rMal d 1.02 mit verschiedenen Liganden. Kapillarscan
(links), MST-Spuren (Mitte) und Dosis-Wirkungskurven (rechts) von fluoreszenzmarkiertem rMal d 1.02
und (+)-Catechin (a), Quercetin-3-rhamnosid (b), GSH (c), GSSG (I) (d), und GSSG (ll) (e). Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung der durchgefiihrten technischen Replikate an. Die

jeweilige Dissoziationskonstante und das Signal-Rausch-Verhaltnis (S/N) sind

Wirkungskurve (rechts) angegeben (Chebib und Schwab 2021).
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Abbildung 32 Die Wechselwirkung des Proteins rMal d 1.02 mit verschiedenen Liganden. Kapillarscan
(links), MST-Spuren (Mitte) und Dosis-Wirkungskurven (rechts)von fluoreszenzmarkiertem rMal d 1.02
und (+)-Epicatechin (a), (-)-Epicatechin (b), Glutamins&ure (c) und Glycin (d). Die Fehlerbalken geben
die Standardabweichung der durchgefiihrten technischen Replikate an. Die jeweilige
Dissoziationskonstante und das Signal-Rausch-Verhéltnis (S/N) sind in der Dosis-Wirkungskurve
(rechts) angegeben (Chebib und Schwab 2021).
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Abbildung 33 Kapillarscan (links), MST-Spuren (Mitte) und Dosis-Wirkungskurven (rechts) von
fluoreszenzmarkiertem Kontrollpeptid und Cystein (a), GSH (b), GSSG (c). Die Dissoziationskonstante

und das Signal-Rausch-Verhaltnis (S/N) ist in der Dosis-Wirkungskurve angegeben (Chebib und
Schwab 2021).

3.4.2. Molekulare Dockingexperimente

Um die in den experimentellen Untersuchungen beobachteten Ligandenbindungen in silico zu

analysieren, wurden molekulare Dockingexperimera@ischen dem rekombinanten

rMal d 1.02 und den verschiedenen Liganden -Ggtechin, Querceti8-rhamnosid, (+)
Epicatechin, {)-Epicatechin, GSH und GSSG durchgefuRiir die DockingVersuche wurde
das Programm Autodock Vina verwendet. Die ErgebrilgsseDockingSimulationenwurden
mit dem Programm Desvery Studio visualisiemind sind in Abbildung 34 und in Abbildung

35 zusammengefasst. Die ¢ wurden aus den von AutoDock Vina bestimmten

Bindungsenergien berechné&tir alle untersuchten Ligandemurdenniedrige Kid s

zwi schen

0,25 undl4,35uM ermittelt Damitsindnahezu allén silico bestimmten¥®0 s ni edr i ger
experimentell bestimmterDie erhaltenen Strukturen der verschiedenen Ligandkomplexe
zeigen mogliche Eigenschaften des Bindungsmechanismus auf. Allgenuedenwdie

Molekile rMal.02 Uber

polare

in Hohlraum von
('-Si g ma,-Alkyl) ’
(Wasserstoffbriickenbindungen, vderWaalsKréfte), die eine stark kohasive Umgebung
generieren,stabilisiert. Die Bindung von (+)-Catechinan rMal d 1.02 ergab sich durch

Wassestoffbriickenbindungen mit deAminosaurereste Ala92/al134, Tyrl102 und Gly137.

dem hydrophoben hydrophobe

Wechselwirkungen und Wechselwirkungen

Das an rMalb 1.02 gebundene(+)-Epicatechinwurde durch Wechselwirkungen mit den
Aminosaureresten Phe24, Lys138 und Alal4l stabiljsied@ihrend die Bindung vofg)-
Epicatechindurch Wechselwirkungen mit den Aminosaureresten 9®laVal100, His133,
Vall34, Gly137 und Alal4dhassoziiertist. Die Interaktion zwischeQuercetin3-rhamnsoid
und rMald1.02 wurde gemall den Dockingexperimenten Uberwiegend durch
Wasserstoffbriickenbindungemterstitzt Aul3erdem wurdermn allen FlavonoieKomplexen
“-Sigma und -Alkyl Wechselwirkungen identifizierdie die hydrophoben Wechselwirkungen

des Liganden in der Bindungstasche von rial02 begunstigenDie hohe Affinitat zwischen
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GSSG und rMatl1.02 konnte auf insgesamt sieben Wasserstoffbriicketimgen
zurtckgefuhrt werden. Dabeiarendie Aminosaurereste Phe24, Tyr83, Lys86, Lys138 und
Alal41 beteiligt. Letztere zeigaulRerdem eine Alkylinteraktion mit der Disulfidbindunglie
maoglicherweise den Ligaediransfer zu der Bindungsstelle des Proteins begtinstigt. Bei der
Bildung des GSHProteinKomplexes sind lediglichdrei Wasserstoffbriickenbindungen
beteiligt Dies kbnnte die geringere Affinitdt von GSim Vergleich zu GSS&um Protein

rMal d 1.02 erklaren.

Es konnte gezeigt werden, dass hydrophobe  Wechselwirkungen und
Wasserstoffbriickenbindungen die Bindungsstrukturen begiinsiigerjvor allemvander
WaalsKréfte und " -Wechselwirkungen entscheidend zu der Stabilisierung der Flavonoid
Komplexe beitagen.

90



Ergebnisse

] vander Waals I  Amid-Pi Stapelung
- Wasserstoffbriickenbindung [ 1 Pi-Alkyl/ Alkyl

- Pi-Sigma - Donor-Donor

Abbildung 34 3D- (links) and 2D- (rechts) Wechselwirkungsmodell von rMal d 1.02 im Komplex mit (+)-
Catechin (a), Quercetin-3-O-rhamnosid (b), (+)-Epicatechin (c) (Chebib und Schwab 2021).
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[ ] vander waals I  Amid-Pi Stapelung
I wasserstoffbriickenbindung L1 Pi-Akyll Alkyl
- Pi-Sigma - Donor-Donor

Abbildung 35 3D- (links) and 2D- (rechts) Wechselwirkungsmodell von rMal d 1.02 im Komplex mit (-)-
Epicatechin (a), GSSG (b) und GSH (c) (Chebib und Schwab 2021).
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3.5. Proteomik-Analysen zur Identifizierung von Mal d Proteinen

Die Prdeomik Untersuchungen mittels EXS/MS wurden amBayerischen Zentrum fir
Biomolekulare Massenspektrometrie (BayBioM8lrchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden
bereits veroffentlich(Chebib et al. 2022)

3.5.1. Mal d Isoformen

Zur ldentifizierung von Mal d Proteinevia LC-MS/MS wurden alle Proteinsequenzen von
Malus domesticd.. Borkh aus der NCBI(National Center for Biotechnology Information)
Datenbankwww.ncbi.nlm.nih.goy extrahiert undm Dateformat FASTAzusammengefasst
(Romer et al. 2020Die FASTA-Datei setzte sich aus 113 Mal d 1 Isoformen, 10 Mal d 2
Proteinen, 9 Mal d 3 Proteinen und 15 Mal d 4 Proteinen zusati#bbilddung36). Innerhalb

der Gruppen vorMal d 101 bis Mal d 1.1bewege sich die prozentle Sequenzhomologie
zwischen @ und 99 % Tabellel?). Die Mal d 1.12Proteine zeigten eine prozentuale paarweise
Identitat von nur 566.

Tabelle 17 Prozentuale Sequenzhomologie von Mal d 1-4 Isoformen innerhalb der jeweiligen

Proteingruppe (Chebib et al. 2022). Die Berechnung der prozentualen paarweisen Ildentitat erfolgte
mittels Geneious Prime (v. 2021.1.1) (https://www.geneious.com).

Mal d 1-4 Paarweise Sequenzhomologie [%] zwischen den
Isoformen einer Proteingruppe
Mal d 1.01 98
Mal d 1.02 99
Mal d 1.03 95
Mal d 1.04 97
Mal d 1.05 99
Mal d 1.06 94
Mal d 1.07 99
Mal d 1.08 -
Mal d 1.09 99
Mal d 1.10 99
Mal d 1.11 95
Mal d 1.12 56
Mal d 2 80
Mal d 3 81
Mal d 4 85
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Abbildung 36 Phylogenetische Analyse von Mal d Proteinen und ihren Isoformen gemaf der NCBI-
Datenbank (Chebib et al. 2022). Mal d-Gruppennummern sind in der Legende links und neben den
Gruppen entsprechend angegeben. Isoformen, die durch mindestens ein spezifisches Peptid
identifiziert wurden, sind fettgedruckt. Isoformen, die lediglich durch unspezifische Peptide detektiert
wurden, sind durch gestrichelte Linien markiert. Der phylogenetische Baum wurde mit Geneious Prime
(v. 2021.1.1) (https://www.geneious.com) erstellt und mit Hilfe von iTOL (v. 6; Letunic und Bork (2021))
annotiert (2.2.13.4).

3.5.2. LC-MS/MS Datenevaluierung

Im Rahmen von Proteomiknalysen wurden 52 Apfebenotypen mittels LS untersucht.
Insgesamt wurde0.941 tryptische Peptideidentifiziert, wovon 195 Peptide Mal d 117
Peptide Mal d 214 Peptide Mal d und 18 PeptidéMal d 4 zugeordnet werdekonnten
(Abbildung 37 a). Dabei war der Anteil von spezifischen Peptiden, dieimeinereinzigen
Isoformenthalten sinddeutlich geringer. Fiur Mal d 1 wurden 40 spezifische Peptide detektiert,
wahrend lediglich Zpezifische Peptide fur Mal d uhd 2spezifische Peptid&ir Mal d 4
identifiziert wurden Abbildung37 a). Fir einen Grol3teil der detektierten Peptide konnte keine

eindeutige Peptidsoform Zuordnung getroffen werden. Sad48 Peptiden zwei Isoformen
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17 Peptide in drei Isoformen, 20 Peptide in vier Isoformen und 66 Peptide in mindestens 10
Isoformen enthalterApbildung37b). Die Peptidlangdetrug fir alle Peptide zwischen sieben
und 37 Aminosaurempbildung37 c), wobei Peptide mit einékminosaureanzahl von 11, 14

und 15 am haufigsten vorhanden waren.

o

a Peptid-Verteilung b Peptid-Protein Zuordnung
250 o EMald1 @Mald2 BMald3 BMald 4
© 500 195
) B Gesamtanzahl der Peptide ) 60
o
Q £ 50
— 150 )
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2 g
< 40 g 20
17 14 18 < 1 i
0 3 2 i I
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40 EMaldl EMald2 @Mald3 BMald4
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S 30
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Abbildung 37 Allgemeine Informationen zu den detektierten Peptiden mittels LC-MS/MS (Chebib et al.
2022). Gesamtanzahl und Anzahl spezifischer Peptide der jeweiligen Proteine Mal d 2, Mal d 3 und Mal
d 4 (a). Anzahl der Peptide, die einem oder mehreren Proteinen zugeordnet werden konnten (b).
Peptidlangen-Verteilung (c).

Die Lokalisierung von Peptidevariierteinnerhalb derAminosauresequeen. Fir Mal d 1
wurden Peptide aus allen Regionen der Sequenz erfalibitdung38). HohePeptidanzahlen
dominierten did?ositionen zwischen den Aminosaurer3® 4155, 4156 und 105115 Auch

die detektierten Peptide von Mal d 2 deskeinen grof3en Teil der Primarstruiail, wobei in
dem Bereich zwischen den Aminosaure@6lund 89162 keine Peptideletektiertwurden
(Abbildung 39 a). Fur Mal d 3 waren alle erhaltenen Peptide zwisatem Aminosauren 43
und 115 lokalisier{Abbildung 39 b). Mal d 4 zeigte eine relativ gleichmafige Verteilung der

identifiziertenPeptide Abbildung39c).
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Peptidposition innerhalb der Mal d 1 Proteinsequenzen
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Abbildung 38 Peptidpositionen innerhalb von Mal d 1 Proteinsequenzen (Chebib et al. 2022).
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Abbildung 39 Peptidpositionen innerhalb von Mal d 2 (a), Mal d 3 (b) und Mal d 4 (c) (Chebib et al. 2022). Die Abbildungen wurden mit Geneious Prime (v. 2021.1.1)
(https://lwww.geneious.com) generiert.
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3.5.3. Definition von Genotyp-Gruppen

Fur die statistische Auswertung der Proteomiklessungen wurden alle untersuchten
Genotypen in drei Gruppen untert¢Abbildung40). Gruppe lumfasstealle gut vertéglichen
Genotypen mit einem Symptomwert von unter 1,4. GrupeetHieltalle Genotypen mit einem
mittleren Symptomwert zwischen 1,4 und @ in Gruppe Il wurdenalle Genotypen mit
einem mittleren Symptomwert von Uber IzdsammengefassDie in vivo-Daten zu den

Genotypen aus den Erntejahren 2017 und 2018 wurdeRommer et al(2020)herangezogen.

Abbildung 40 Einteilung der analysierten Genotypen gemal ihres allergenen Potentials (Chebib et al.
2022). Genotypen der Gruppe | besitzen einen mittleren Symptomwert von < 1,4, der Gruppe Il einen
mittleren Symptomwert zwischen 1,4 und 1,7 und der Gruppe Il einen mittleren Symptomwert von tber
1,7.

3.5.4. Hierarchische Clusteranalyse

Es wurde eine hierarchische Clusteranalyse basierend auf dBSINS Daten angefertigt.
DabeiwurdenProben mit ahnlichen Peptidmustern zusammengefasst und in Cluster gruppiert
(Abbildung 41). Innerhalb eines Clusters zeigen die Genotypen ein ahnliches Mal d
Peptidmusgr. Fur alle Genotypen wurden je zwei biologische Replikate untersucht. Die Proben
des Entejahres 2017 zeign einige Variationen zwischen den Replikaten hinsichtlich ihres
Peptidprofils, wahrend die Replikate damalysierterProben aus deErntejahre 2018 und

2019 nahezu vollstandipusammenclustertetm DendrogramnwurdenProben, die gemal

der Humanstudien ein niedriges, mittleres und hohes allesg@wtential besitzen
entsprechend jeweils blau, schwarz und rot mark®@&iobildung 41). Die Proben aus dem
Erntejahr 2017 wurden getrennt von den Proben aus den Erntejahren 2018 und 2019 mittels
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