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Ernahrung und Gesundheit

Gentechnik und
Lebensmittelallergie

Der Einsatz gentechnischer Verfahren bei der Produktion von
Nutzpflanzen und Lebensmitteln wird von Verbrauchern -
vor allem solchen, die unter Allergien leiden — oft als Risiko
wahrgenommen. In diesem Beitrag werden die Risiken, aber
auch die Chancen diskutiert, die sich aus der Anwendung
dieser Methoden ergeben. Im Mittelpunkt stehen die Bewer-
tung des allergologischen Risikos von gentechnisch ver-
anderten Lebensmitteln, der Einsatz gentechnischer Verfah-
ren zur Verbesserung der Diagnostik und Therapie von
Lebensmittelallergien und die Herstellung von neuartigen
Therapeutika und Nahrungsmitteln mit reduziertem aller-
genen Potenzial.

Gerald Reese
Stefan Vieths

Wolf-Meinhard Becker

51



Ernahrung und
Gesundheit

ie Einfihrung von gentech-

nisch veranderten Organis-

men (GVO) in die Lebens-
mittelproduktion hat in der Offent-
lichkeit die Diskussion entfacht,
ob genmodifizierte Lebensmittel
(,Genfood”) die Gesundheit der
Konsumenten gefahrden kénnen.
So wird vor allem die Beflirchtung
gedullert, dass auf GVO basieren-
de Lebensmittel die Entstehung
neuer oder zusatzlicher Allergien
fordern. Mit der Entwicklung und
Veroffentlichung eines Entschei-
dungsbaums zur Allergieabschat-

zung von gentechnisch verander-
ten Lebensmitteln im Jahr 1996
wurde diese Thematik in Fachkrei-
sen zur Diskussion gestellt.

Ein bekanntes Beispiel fiir trans-
gene Nahrungsmittelpflanzen sind
Sojabohnen. Da diese von Natur
aus nur geringe Mengen an Methio-
nin enthalten — eine essenzielle
Aminosaure, die mit der Nahrung
aufgenommen werden muss —, wur-
den auch transgene Pflanzen mit
erhohtem Methioningehalt herge-
stellt. Diese transgenen Sojaboh-
nen exprimierten das Methionin-
reiche 2S-Albumin der Paranuss.
Die immunologische Charakterisie-
rung dieser Sojabohnen mit Seren
von Paranussallergikern ergab je-
doch, dass es sich bei dem transge-
nen Protein um ein potentes Aller-
gen handelte, das seine Allergenitat
auch im Umfeld einer anderen
Pflanze — in diesem Fall die Soja-
bohne - nicht verliert. Diese trans-

genen Sojabohnen wurden daher
nicht vermarktet. Fiir die einen war
diese Episode das Wahrwerden
schlimmster Beflirchtungen und fiir
die anderen der Beweis, dass die
Kriterien, wie sie im Entscheidungs-
baum fiir die Bewertung der aller-
genen Potenz von transgenen Le-
bensmitteln verwendet werden,
den Konsumenten vor einem aller-
genen Risiko schiitzen kdonnen.
Bedeutet dies also, dass mithilfe
des Entscheidungsbaums von 1996
und seiner modifizierten Version
von 2001 die Allergenitat von Pro-
teinen im Allgemeinen und von sol-
chen, die gentechnisch in traditio-
nelle Nahrungsmittel eingefiihrt
werden sollen, vorhergesagt wer-
den kann? Ist also eine definitive
Antwort auf die von Kjell Aas 1978
formulierte Frage ,What makes an
allergen an allergen?” moglich? Die
Antwort auf beide Fragen ist auch
heute noch ein klares Nein. Nach-

Der Entscheidungsbaum

Bestehen Ahnlichkeiten
mit der Aminosauresequenz
bekannter Allergene?

AN
nein

\

Ist die Genquelle
allergen?

nein

mit der Aminosauresequenz

Bestehen Ahnlichkeiten

bekannter Allergene?

Reagiert das transgene Protein
mit IgE-Antikorpern von Allergikern, die
gegen die Genquelle allergisch sind?
(Allergen-specific Serum Screen)

nein

— nein —»

\/

wahrscheinlich
allergen

Reagiert das transgene Protein
mit IgE-Antikérpern von Allergikern, die
gegen die verschiedenste Allergenquellen
sensibilisiert sind? (Targeted Serum Screen)

Induziert das transgene Protein IgE-
Antikorper im Tiermodell?

Hohe bis geringe Wahrscheinlichkeit eines

Ist das transgene Protein resistent gegen-

nein

liber Pepsinverdau?

jalnein

allergenen Potenzials

Modifizierter Entscheidungsbaum der WHO Expertenrunde Rom, 2001
(verandert nach www.biotech-info.net/allergenicity_report.pdf).
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folgend werden die pathophysiolo-
gischen Grundlagen von Lebens-
mittelallergien kurz erlautert und
der Entscheidungsbaum kritisch ge-
wiurdigt.

Die Typ-1-Allergie

Allergische Erkrankungen beruhen
im Wesentlichen auf vier pathologi-
schen Mechanismen. Im Folgen-
den wird nur auf die durch IgE-Anti-
korper vermittelte Allergie vom
Soforttyp — die sogenannte Typ-1-
Allergie — eingegangen, da sie fiir
die meisten Lebensmittelallergien
wie zum Beispiel Erdnuss- oder Ha-
selnussallergie verantwortlich ist.

Die Typ-1-Allergie ist eine Erkran-
kung des Immunsystems, bei der
sich die fehlgeleitete Abwehrreak-
tion gegen ein harmloses Antigen —
zum Beispiel ein Protein - richtet,
das von den meisten Menschen
toleriert wird. Nach der Sensibilisie-
rung kommt es bei erneutem Kon-
takt mit diesem nun als Allergen be-
zeichneten Antigen zur Freisetzung
von Boten- und Wirkstoffen wie
Histamin, die dann fir die allergi-
schen Symptome verantwortlich
sind. Die Antigene der Typ-I-Allergie
zeichnen sich durch ihre Fahigkeit
aus, Antikorper der Klasse E (Im-
munglobulin E oder IgE) zu induzie-
ren oder spezifisch zu binden. Diese
IgE-Reaktivitat ist flir die allergene
Wirkung eines Antigens eine not-
wendige, aber keine hinreichende
Bedingung, da Antigene erst dann
funktionell als Allergene agieren,
wenn sie zellstandiges IgE auf Baso-
philen und Mastzellen — das sind
spezialisierte Zellen des Immunsys-
tems — vernetzen konnen und eine
Freisetzung von Mediatoren indu-
zieren. Hieraus leitet sich ab, dass
Allergene mindestens zwei Bin-
dungsstellen fiir IgE-Antikorper be-
sitzen mussen, da sonst keine Ver-
netzung stattfinden kann.

Um das Problem eines zusatzli-
ches Allergierisikos durch Lebens-
mittel, die auf gentechnisch veran-
derten Organismen basieren, richtig
abschatzen oder vorhersagen zu
kénnen, muss der Begriff , Allergie-
risiko” definiert werden, da er per
se nicht eindeutig ist. Fir eine klare
Argumentation muss zwischen po-

tenziellem Allergierisiko (englisch:
hazard) und Risikobeurteilung (eng-
lisch: risk) unterschieden werden.
Hier geht es um die Vorhersage des
potenziellen Allergierisikos.

Die Bewertung der potenziellen
Allergenitat gentechnisch verander-
ter Lebensmittel konzentriert sich
grundsatzlich auf (1) den Spender-
organismus als Quelle des einge-
brachten Gens, (2) Vergleiche des
neuen Proteins mit bekannten Aller-
genen und (3) IgE-Reaktivitaten mit
Seren von Allergikern. Resistenz
gegentiber dem Verdauungsenzym
Pepsin oder die Induktion von IgE-
Antikorpern in Tieren konnen als
weitere Parameter zur Bewertung
der allergenen Potenz herangezogen
werden.

Der Entscheidungsbaum -
eine kritische Analyse

Zunachst wird geprift, ob das
Strukturgen, das zur Produktion ei-
nes neuen oder veranderten Pro-
teins in eine Pflanze eingefiihrt
werden soll, einer bereits bekann-
ten Allergenquelle — etwa der Para-
nuss — entstammt. Danach richtet
sich die weitere Vorgehensweise.
Ist der Spenderorganismus eine
bekannte Allergenquelle, so wer-
den die Sequenzen verglichen und,
falls das Protein noch nicht als
Allergen beschrieben ist, mit Seren
von Personen, die gegen den
Spenderorganismus allergisch sind,
auf seine IgE-bindenden Eigen-
schaften untersucht. Fiir Hersteller
transgener Organismen stellt ei-
ne allergene Genquelle ein Aus-
schlusskriterium dar, so dass dieser
,einfache” Fall in der Praxis nur
selten vorkommt.

Vergleich der
Aminosauresequenzen

Auf Grund von Sequenzahnlichkei-
ten mit bekannten Allergenen hofft
man auf die mdgliche Allergenitat
des fraglichen Proteins schlieen zu
kénnen. Sind diese grol3, kann zu-
mindest eine partielle strukturelle
und immunologische Ahnlichkeit
vermutet werden. Antikorper erken-
nen ein Protein jedoch nicht als

ganzes, sondern immer nur Teilbe-
reiche davon. Diese als Epitope be-
zeichnete Bindungsstellen sind qua-
si die Schnittstellen von Antigen-
struktur und Immunsystem und in
der Regel raumlich im Protein ver-
teilt. Fiir die Allergenitat eines Pro-
teins sind die IgE-bindenden Epito-
pe verantwortlich, die sich aus
sechs bis etwa zwanzig Aminosau-
reresten zusammensetzen. Die Ami-
nosaurereste mussen nicht unbe-
dingt linear aufeinander folgen wie
bei den so genannten kontinuier-

Hauttests liefern wichtige Hinweise
auf Nahrungsmittelallergien.
Foto: Alk-Scherax

lichen Epitopen, sondern kdnnen
voneinander getrennt in der Protein-
sequenz lokalisiert sein (diskonti-
nuierliche Epitope). Schlie3lich neh-
men auch kiirzere Sequenzabschnit-
te im Gesamtprotein eine definierte
raumliche Struktur ein, die bei

der Beurteilung der Reaktivitat kon-
tinuierlicher Epitope berticksichtigt
werden muss. Obwohl von Anti-
korpern erkannte Epitope mehrheit-
lich diskontinuierlich zu sein schei-
nen, konnen auch kurze Peptide
einiger Allergene eine starke IgE-Anti-
Antikorperbindung besitzen, so
dass zumindest in diesen Fallen das
Peptid eine identische oder ahnliche
Konformation aufzuweisen scheint
wie im Gesamtprotein.

Hinsichtlich der Bewertung aller-
gologisch unbekannter Proteine er-
gibt sich hieraus ein Dilemma: Beim
Vergleich von Aminosauresequen-
zen werden diskontinuierliche Epi-
tope und solche, die auf eine natiir-
liche Konformation des Gesamt-
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proteins angewiesen sind, nicht er-
fasst. Gleiches gilt auch fiir aller-
gene Strukturen, die durch post-
translationale Modifikationen, wie
zum Beispiel durch Anheftung von
Zuckermolekulen (Glykosilierung),
gebildet werden. Bestimmte Unter-
gruppen von Allergikern produzie-
ren allergenspezifische IgE-Antikor-
per, die an so genannte kreuzrea-
gierende Kohlenhydrat-Determinan-
ten binden. Solche potenziell aller-
genen Epitope konnen durch Se-
quenzvergleiche nicht identifiziert
werden.

Beim urspriinglichen Entschei-
dungsbaum aus dem Jahr 1996
wurde eine Sequenziibereinstim-
mung von acht aufeinander folgen-
den identischen Aminosauren im
Vergleich mit einem bekannten
Allergen als Hinweis fiir eine mog-
liche allergene Aktivitat angesehen.
Allerdings wurden mittlerweile
auch IgE-reaktive Epitope beschrie-
ben, die nur aus vier (Parvalbumin,
Hauptallergen des Kabeljaus) be-
ziehungsweise sechs aufeinander
folgenden Aminoséauren (Erdnuss-
allergen Ara h 2) bestehen. Fur den
modifizierten Entscheidungsbaum
von 2001 wurden daher folgende
Kriterien flr eine positive Sequenz-
Ubereinstimmung mit bekannten
Allergenen formuliert: Sequenziden-
titat von mehr als 35 Prozent tiber
einem Bereich von 80 Aminosauren
Lange — hierdurch kénnten indi-
rekt auch Konformationsepitope be-
riicksichtigt werden — und/oder
sechs aufeinander folgende identi-
sche Aminosauren. Mit dieser Stra-
tegie werden somit die kiirzesten
beschriebenen sequenziellen IgE-
Epitope noch erfasst. Dieser Vor-
schlag wird von der Industrie je-
doch als nicht praktikabel kritisiert,
da er zu vielen falsch positiven
Ergebnissen fiihrt. Kiirzlich wurde
aber ein Weg gefunden, falsch po-
sitive Ergebnisse durch computer-

gestutzte Verfahren zur Epitopvor-
hersage zu minimieren. Au3erdem
wurde eine neue Strategie zur
Vorhersage der allergenen Potenz
von Proteinen veroffentlicht, die
auf dem Vergleich mit und der
Identifizierung von allergenen Moti-
ven basiert. Diese Strategie ist aber
noch nicht allgemein anerkannt.
Zusammenfassend kann gesagt
werden, dass die modifizierten Krite-
rien zur ldentifizierung struktureller
Ahnlichkeiten allergologisch un-
bekannter Proteine mit bekannten
Allergenen nur eine Annaherung an
die Losung des Problems ermog-
lichen. Die raumliche Struktur kann
nur begrenzt und bestimmte Amino-
saurepositionen, die flr die Bin-
dung von IgE-Antikorpern kritisch
sind, konnen faktisch nicht bertck-
sichtigt werden. Dies liegt auch
darin begriindet, dass fur viele be-
kannte Allergene keine umfassen-
den Informationen Uber IgE-bin-
dende Epitope verfligbar sind. Fer-
ner haben Substitutionsanalysen
gezeigt, dass einzelne Aminosauren-
austausche die Bindungseigen-
schaften von Epitopen in nicht vor-
hersehbarer Weise verstarken
konnen. Dies macht das grundsatz-
liche Dilemma der Sequenzanalyse
im Rahmen der Allergenitatsbe-
wertung unbekannter Proteine deut-
lich: Es kdnnen nur Hinweise auf
ein Allergenitatsrisiko erhalten wer-
den. Wird keine Sequenzahnlich-
keit mit bekannten Allergenen nach-
gewiesen, so kann ein Allergierisiko
—schon wegen der Komplexitat
und Individualitat des Immunsystems
—trotzdem nie vollig ausgeschlos-
sen werden.

Screening auf reaktive
IgE-Antikorper

Stammt das fragliche Protein aus ei-
ner bekannten Allergenquelle, be-
sitzt aber keine Sequenzahnlichkeit
mit bekannten Allergenen, wird es
mit Seren von Patienten, die auf die
entsprechende Allergenquelle sen-
sibel reagieren, auf IgE-Antikorperre-
aktivitat untersucht (Allergen-specific
Serum Screen). Wenn hingegen

das fragliche Protein aus einem nicht
allergenen Spenderorganismus
stammt und auch keine Sequenz-
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Gefilirchtet bei Allergikern: Birken-
pollen im Flug (oben) und stark ver-
groBert (unten). Fotos: Alk-Scherax

ahnlichkeit mit bekannten Allerge-
nen vorhanden ist, wird ein soge-
nannter Targeted Serum Screen mit
Seren von Allergikern durchgefiihrt,
die gegen die verschiedenartigsten
Allergene sensibilisiert sind.

Die fraglichen Proteine mit einer
Sammlung von Allergikerseren auf
IgE-Reaktivitat zu testen, ist prinzi-
piell eine gute ldee. Zur Zeit gibt
es jedoch keine allgemein zugang-
lichen Serumbanken, die Gber eine
umfassende Sammlung von Aller-
gikerseren verfligen. Mit zunehmen-
dem Wissen lber die Haufigkeit
von bestimmten Allergien stellt sich
auch die Frage, wie viele Allergiker-
seren in einem Serum Screen ge-
testet werden missen. Bei der
Haselnussallergie ist zum Beispiel
bekannt, dass nur etwa 1,6 Prozent
aller Haselnussallergiker mit schwe-
ren Symptomen auf ein bestimm-
tes Allergen der Haselnuss reagie-
ren. Wollte man also mindestens



funf dieser Allergikerseren in einem
Serum Screen verwenden, muss-
ten mindestens 314 Seren unter-
sucht werden. Aul3erdem zeigen
neuere Studien, dass das Allergen-
spektrum regional unterschiedlich
ist, das heil3t, dass bestimmte Aller-
genmolekiile in verschiedenen
Regionen der Welt unterschiedlich
haufig von IgE-Antikdrpern der
Allergiker erkannt werden und dass
auch der Schweregrad der Symp-
tome bei Allergien gegen ein be-
stimmtes Lebensmittel regional un-
terschiedlich sein kann.

Resistenz gegen
Verdauung mit kunstli-
chem Magensaft

Dieser Ansatz geht von der Hypo-
these aus, dass die Sensibilisierung
gegen Lebensmittel tiber den Ma-
gen-Darmtrakt erfolgt und die Stabi-
litat einzelner Proteine gegeniiber
Verdauungsenzymen eine Voraus-
setzung ist, um eine Immunantwort
hervorzurufen, da das intakte Aller-
gen oder ein groBeres Bruchstlick
davon das immunkompetente
Gewebe der Darmschleimhaut er-
reichen muss. Dies trifft wahrschein-
lich fiir die , klassischen” Lebens-

mittelallergene wie zum Beispiel
die Proteine der Erdnuss zu, die pri-
mar eine allergische Sensibilisie-
rung induzieren konnen. Allerdings
wird hier eine grof3e Gruppe von
Lebensmittelallergenen aul3er Acht
gelassen, die Allergien aufgrund
von Sensibilisierungen gegen struk-
turell ahnliche , kreuzreaktive”
Pollenallergene verursachen. Die
Apfelallergie in Zentraleuropa wird
zum Beispiel durch IgE-Antikorper
gegen das Birkenpollenhauptaller-
gen Bet v 1 verursacht. Die Sensi-
bilisierung wird in diesem Fall nicht
durch das Essen eines Apfels Giber
den Verdauungstrakt, sondern
durch direkten Kontakt der Birken-
pollenproteine mit den Immun-
zellen des Respirationstraktes aus-
gelost. Diese Pollenallergene und
ihre Gegenstlicke in Lebensmitteln
sind haufig nicht besonders stabil,
so dass transgene Proteine, die mit
solchen Pollenallergenen verwandt
sind, vermutlich auch keine hohe
Resistenz gegeniiber Verdauungs-
enzymen (Proteasen) aufweisen
werden. Zu solchen Tests ist auch
anzumerken, dass sie mit Reinsub-
stanzen durchgefiihrt werden. Inter-
aktionen mit der Lebensmittelmatrix
und die Individualitat des Verdau-
prozesses werden ignoriert und die

Uberlagerte dreidimensionale Strukturen des Birkenpollenallergens Bet v 1 (rot)
und des homologen Allergens der Kirsche Pru av 1 (blaugriin). Die Allergie gegen
Kirsche wird in diesem Fall durch kreuzreagierende Antikdrper verursacht, die
gegen das Birkenpollenallergen gerichtet sind. Die Symptome entstehen an der
Mundschleimhaut direkt nach dem Verzehr des Lebensmittels.

Bildung immunologisch aktiver
Fragmente nicht berticksichtigt. Es
kann also bei fehlender Resistenz
gegen Verdauungsenzyme ein mog-
liches Allergierisiko nicht ausge-
schlossen werden.

Tiermodell

Der prinzipielle Vorteil eines Tier-
modells zur Beurteilung der Allerge-
nitat von transgenen Proteinen ist,
dass die Untersuchungen in einem
kompletten Immunsystem durchge-
fahrt werden kénnen. Haufig wird
ein Ratten-Modellsystem verwen-
det, dessen Tauglichkeit jedoch
noch nicht allgemein anerkannt ist.
Zudem besteht der generelle Ein-
wand, dass Ergebnisse aus Tierver-
suchen nur eingeschrankt auf

den Menschen lbertragen werden
konnen und daher aus solchen
Untersuchungen keine sicheren Vor-
hersagen Uber die Allergenitat ei-
nes transgenen Proteins moglich
sind.

Anderung des Allergen-
spektrums der Wirtspflanze

Neben der moglichen Allergenitat
eines transgenen Proteins besteht
die Maoglichkeit, dass durch die Integ-
ration des neuen Gens die Expres-
sion von pflanzeneigenen Proteinen
verandert wird. Dadurch kdnnte
sich zum Beispiel bei einer transge-
nen Sojapflanze die Menge der
bekannten Allergene erhdhen. In
den bisher durchgefiihrten Studien
wurde ein solcher Effekt jedoch
noch nicht beobachtet. Ferner ist
denkbar, dass Proteine, die im Wild-
typ in nur geringer Menge vorkom-
men, in der transgenen Pflanze in
so hohen Mengen produziert wer-
den, dass im Laufe der Zeit diese
,hatirlichen” Proteine die Ursache
fur neue Allergien sein konnten.
Auch dieser Fall ist jedoch bis heute
nicht beschrieben worden. Sehr
umfangreiche Studien waren notig,
um eine durch ein Fremdgen ver-
ursachte Anderung der Proteinex-
pression von der natlirlichen Varia-
bilitat der Proteinsynthese in den
verschiedenen Nutzpflanzen sicher
differenzieren zu kénnen.
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Neue Ansatze zur Diag-
nostik und Therapie von
Lebensmittelallergien

Molekularbiologische Methoden
konnen auch zur Verbesserung

der Diagnostik und Therapie von
Lebensmittelallergien eingesetzt
werden. In der biomedizinischen
Forschung werden Allergene seit
mehr als zehn Jahren gentechnisch
in E.coliund anderen Organismen
hergestellt. In Zukunft werden sie
moglicherweise die rohen natlir-

E. coli-Bakterium unter dem Mikroskop:
Neben anderen Organismen dienen

E. coli als Produzenten rekombinanter
Allergene fiir Diagnose und Therapie
von Lebensmittelallergien.

Foto: G. Wanner

lichen Allergenextrakte, die unver-
meidlich auch nicht allergene
Proteine und andere Begleitstoffe
enthalten, in der Diagnostik und der
Immuntherapie der Typ-1-Allergie
weitgehend ersetzen konnen. In
Studien zur Verbessung der in vitro
Diagnostik werden zunehmend re-
kombinante Einzelallergene zur
Beurteilung des Sensibilisierungs-
musters eingesetzt. Dieses als
»Component-resolved Diagnosis”
bezeichnete Verfahren zeigt gegen-
Uber der Verwendung von Allergen-
extrakten eine deutlich hohere
Sensitivitat und Spezifitat. Auch bie-

Escherichia coll

ten Organismen.

Strategie zum Nachweis von gentechnisch verédnder-

Nachweis von transgenen Pflanzen - Claudia Harms

fligung stehen. Mit der isolierten DNA kénnen dann

FTRgeESiung ARRIYUaCes Vonplnn durch verschiedene in vitro Amplifikationsmethoden
MO _ qualitative und quantitative Bestimmungen durchgefiihrt
ardhale? Soraening werden. Grundlegende Methode fiir alle Arten der DNA-
1 Amplifikation ist die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR).
AT Idartifiziarung / Screening und Identifizierung
mim—? Ahmachl s Qualitative PCR-Tests ermdglichen eine Ja-/Nein-Aus-
1 sage Uber das Vorhandensein von GVO, wobei sich
Grereweil iLr ; Screening-Analysen besonders fiir Proben unbekannter
Wﬂll ﬂm Ouantifiziening Zusammensetzung eignen. Es wird auf DNA-Sequenzen

getestet, die typischerweise in gentechnisch modifizier-
te Pflanzen eingebracht werden. Zu nennen sind hier
insbesondere der Promotor 35S aus dem Blumenkohl-
mosaikvirus und der Terminator NOS aus dem Boden-

Gentechnisch veranderte Organismen (GVO) oder
Bestandteile davon konnen in Lebens- und Futtermit-
teln, in Rohstoffen oder in Saatgut durch verschiedene

Am besten bewahrt hat sich der Nachweis auf Ebene
der DNA, da diese nahezu unabhangig vom Verarbei-
tungsgrad der Probe analysiert werden kann. Proteine
hingegen denaturieren wahrend der Verarbeitung in
zunehmendem Male und lassen sich oft nicht mehr
eindeutig identifizieren.

Bei der Isolierung der Erbsubstanz aus pflanzlichem
Material wird eine flir das jeweilige Probenmaterial
optimierte Extraktionsmethode verwendet und so
gewabhrleistet, dass ausreichende DNA-Mengen zur Ver-

molekularbiologische Methoden nachgewiesen werden.

bakterium A. tumefaciens. Diese Sequenzen dienen als
Regulationselemente — als , Ein”- beziehungsweise
~Aus”-Schalter. So ist mithilfe dieser beiden Regulator-
sequenzen der Nachweis sehr vieler verschiedener
GVO-Pflanzen wie zum Beispiel gentechnisch verander-
te Soja-, Mais-, Raps-, Kartoffel-, Kiirbis-, Tomate-, Pa-
paya-, Tabak- und Radicchiosorten moglich.

Im Gegensatz zu Screening-Verfahren werden bei
der Identifizierung von gentechnisch veranderten
Organismen nicht die allgemeinen Regulatorsequenzen
nachgewiesen, sondern Modifikations-spezifische be-
ziehungsweise Event-spezifische Sequenzen. Event-spe-
zifische Tests haben die hochste Spezifitat, da sie den
Ubergang eines kiinstlich in die Pflanze eingebrachten
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Nachweis von transgenen Pflanzen (Fortsetzung)

Genkonstrukts in die natlirlicherweise vorhandene ge-
nomische Pflanzen-DNA nachweisen. Im Gegensatz
dazu sind Modifikations-spezifische Tests fiir eine be-
stimmte gentechnische Modifikation spezifisch; sie
konnen diese Modifikation aber nicht nur in einer, son-
dern in mehreren Pflanzensorten nachweisen. So ist
zum Beispiel der Nachweis fiir LibertyLink sowohl bei
LibertyLink™-Mais als auch bei LibertyLink™-Raps
moglich.

Sowohl bei Screening- als auch bei Identifizierungs-
verfahren kann die amplifizierte DNA nach elektropho-
retischer GroBentrennung in einem Gel sichtbar ge-
macht werden. Der Vergleich mit einer Kontroll-DNA
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Prinzip der quantitativen realtime PCR: Bei dieser Technik
wird die 5'-Exonukleaseaktivitat der Tag-DNA-Polymerase
genutzt, die wahrend der PCR-Amplifikation Oligonukleo-
tide, die ,den Weg versperren”, abbaut. Es wird eine
Oligonukleotid-Sonde verwendet, die an einen Sequenz-
abschnitt zwischen den beiden Amplifikationsprimern
binden kann und besondere Eigenschaften besitzt: Sie
enthalt zwei kovalent gebundene Farbstoffe, ein Fluoro-
chrom (,,Reporter”, R) und einen sogenannten , Quen-
cher” (Q). Bei Bestrahlung der intakten Sonde mit kurz-
welligem Licht wird die Fluoreszenz-Emission des
Reporter-Farbstoffes wegen seiner raumlichen Nahe zum
Quencher aufgrund von Fluoreszenz-Energietransfer
unterdriickt. Kommt es jedoch zum Abbau der Sonde,
wird die Verbindung zwischen Reporter und Quencher
unterbrochen und die Fluoreszenz wird nicht mehr un-
terdriickt. Da die Sonde zur GVO-Sequenz komplemen-
tar ist, wird das Signal sequenzspezifisch erzeugt. Die
Fluoreszenz des in jedem einzelnen PCR-Zyklus frei-
gesetzten Reporters wird gemessen und dient als MaR3
fiir die Akkumulation des spezifischen PCR-Produkts.
Grafik: GeneScan/H. Guldner

zeigt, ob das gesuchte DNA-Fragment in der Pflanzen-
probe vorhanden ist.

Quantitative Verfahren

Um feststellen zu kdnnen, ob Grenzwerte zur Kenn-
zeichnungspflicht von gentechnisch veranderten
Organismen eingehalten wurden, muss eine quantitati-
ve Analyse durchgefiihrt werden.

Beim quantitativen realtime-Verfahren bindet eine
kurze DNA-Sonde an das PCR-Produkt, die sowohl
mit einem Reporter- als auch mit einem Quencher-
Fluoreszenzfarbstoff markiert ist. Durch eine besonde-
re Eigenschaft der Tag-Polymerase wird diese Sonde
bei der Amplifikation zerschnitten, so dass Quencher
und Reporter raumlich voneinander getrennt werden
und ein Fluoreszenzsignal abgegeben wird. Die mit
Hilfe einer CCD-Kamera erfasste Fluoreszenzintensi-
tat verhalt sich der Anzahl der durchgefiihrten PCR-
Zyklen direkt proportional und wird wahrend der PCR
direkt im Reaktionsgefal? gemessen. Aus Material mit
bekannten Konzentrationen, zum Beispiel Spezies-
spezifischer DNA, werden Kalibrierungskurven erstellt.
Der prozentuale Anteil an transgenem Material wird
Uiber das Verhaltnis von GVO-DNA zu Spezies-spezifi-
scher DNA berechnet.

Besonders wichtig bei diesen Methoden ist die
Nachweisgrenze. Die Bestimmung und Angabe der
Nachweisgrenze muss fiir jede Probe gesondert vorge-
nommen werden, da dieser Wert letztlich von der
Menge an DNA abhangt, die aus der Probe extrahiert
werden konnte. Bei Saatgut und Rohstoffen wie zum
Beispiel Mehl kann eine Nachweisgrenze von 0,01 Pro-
zent erreicht werden, wohingegen bei hoch verarbeite-
ten Proben wie Maisstarke der entsprechende Wert
zwischen 0,1- 0,3 Prozent oder noch hoher liegen kann.
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sundheit

Molekularbiologische Methoden ver-
bessern die Diagnostik von Lebens-
mittelallergien. Foto: Bernd Miller

tet der Einsatz rekombinanter Aller-
gene die Moglichkeit, Patienten mit
einem maligeschneiderten und
exakt standardisierten ,Allergen-
cocktail” zu desensibilisieren und
so die Allergie effizienter zu behan-
deln, als das mit nattrlichen Aller-
genextrakten moglich ist. Gentech-
nisch lassen sich Allergene mit
reduzierter Allergenitat und gleich-
zeitig erhaltener therapeutischer Ak-
tivitat herstellen. Mit ihnen kann
moglicherweise die Entwicklung ei-
ner effizienteren Immuntherapie
ohne Nebenwirkungen gelingen.
Dies ware insbesondere bei der Le-
bensmittelallergie wichtig, fiir die
es bislang noch keine an den Krank-
heitsursachen angreifende Thera-
piemethode gibt.

Reduktion der Allergenitat
Inzwischen gibt es Ansatze, die ,na-

tirliche” Allergenitat von Pflanzen
beziehungsweise Pflanzenbestand-
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teilen mit gentechnischen Methoden
zu reduzieren. Mit der so genannten
~Antisense-Strategie”, bei der ein
Gen in umgekehrter Anordnung in
den Wirtsorganismus kloniert wird,
oder durch RNA-Interferenz-Technik
kann die Biosynthese von Proteinen
—zumindest zum Teil — unterdriickt
werden. Die Expression eines Aller-
gens in transgenem Reis konnte so
auf 15 Prozent der urspriinglichen
Menge reduziert werden.

Allerdings treten bei der Unter-
drickung von Allergenen in gen-
technisch veranderten Pflanzen
zahlreiche Probleme auf. So ist es
zum Beispiel kaum maoglich, die
Expression eines Proteins vollstan-
dig zu unterdricken. Unklar ist
auch, wieviel ,Rest-Allergen” fiir
einen Allergiker noch vertraglich
oder schon gefahrlich ist. Ferner
enthalten viele Lebensmittel mehre-
re oder sogar zahlreiche Allergene,
die — wenn Gberhaupt — nur mit
immensem Aufwand gleichzeitig
unterdriickt werden kénnten. Und
dann ist noch zu berlicksichtigen,
dass das oder die Allergene in
der Pflanze eine physiologische
Funktion haben und die Unterdri-
ckung ihrer Expression Probleme
bei der Vitalitat dieser ,hypoallerge-
nen” Pflanze nach sich ziehen kon-
nen. Zur Erhaltung der vollen bio-
logischen Funktion solcher Pflanzen
missten die Allergene gegebenen-
falls durch homologe, nicht aller-
gene Proteine ersetzt werden. Aller-
dings besteht dann aber wieder
das Risiko einer Neusensibilisierung
gegen diese Proteine.
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