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ZOliakie - Ursachen und Perspektiven der Biotechnologie
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Leitprojekt Zoliakie

. Wasist#oliakie?
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Organisation und EigenSchaftépn von Weizenspeicher-
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| Leitprojekt Zdliakie
ZOliakie: Genetische Pradisposition

® 7oliakie (Sprue) ist eine Erkrankung des Dinndarms bei
Patienten mit entsprechender genetischer Pradisposition.

@ Proteine aus Weizen (Gliadine), Roggen (Secaline)
und Gerste (Hordeine) werden daftr verantwortlich
gemacht, die Krankheit Gber eine primare
Immunantwort im Dinndarmbereich auszuldsen.

@ Dadurch wird das Dinndarmepithel so verandert ~ gt
(Zottenatrophie), dass wichtige Nahrungsbestand-v 5%
teile nicht ausreichend absorbiert werden konnen. f‘% N e R NN

@ Die haufigsten Symptome sind Durchfall, Erbrechen
Osteoporose Gedeihstérungen bzw.
Gewichtsverlust, Krebs und auch psychische
Storungen.

& Bei Kindern kann sie zu kérperlicher Unterentwicklung fahren.
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Zoliakie

Therapie: Strikte, lebenslange Gluten-freie Diat, alle
Nahrungsmittel, die Weizen-, Roggen-,
und Gersten-Mehle enthalten durfen
nicht verzehrt werden.

LT \Hi\

CEUTEN FREE
SANS GLLTEN

EN FREE

Diagnose: Antikorpertest, in vitro-T Zell Stimulation
und in vivo Test an Zdliakie-Patienten

Haufigkeit: Deutschland: 0,5-1,0%; weltweit sind
ca. 120 Mill. Menschen betroffen. Pl
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Weizen-Speicherproteine

Gliadine

Gluten

Glutenine

a-Gliadin||B-Gliadin
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Weizen Glutenproteine: HMW- and LMW-Glutenine

HMW Glutenine L MW-Glutenine

* 65- 90 kDa 50 - 70 kDa

» Wichtig fir die Elastizitat des Teigs * Wichtig flur die Elastizitat des Teigs

* 9% - 11% des Glutenproteins o 17% - 24% des Glutenproteins
X-Typ: 58% - 76% aller HMWSs
y-Typ: 24% - 42% aller HMWSs
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| Leitprojekt Zdliakie

Weizen Glutenproteine: Gliadine

Zweidimensionale Struktur
eines a-Gliadins

« 30-70 kDa
* Wichtig fur die Viskositat des Teigs

* 64% - 73% des Glutenproteins
w-Gliadin: frei: 8% - 15%, an Glutenin gebunden: 0,7% - 1,8%

(X a-Gliadin: 30% - 37%
o2’ y-Gliadin: 20% - 26%
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( | Leitprojekt Zéliakie

Molekulare Struktur des Weizen Glutens

* Monomere Struktur
* |ntramolekulare Disulfidbr ticken

GLUTENIN

”_:: GLIADIN * Polymere Struktur

e X- und y-Typ unterscheiden
sich in der Lange der
individuellen Doméanen und
in der Anzahl von Cysteinen,
dieinter- and intramolekular
Disulphidbr tGicken ausbilden.

GLUTEN (GLIADIN + GLUTENIN)

Glutenin: bilden Strang-ahnliche Aggregate
Gliadine: dienen als“ Gleitmittel” zwischen den aggregierten Glutenine
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Ziele des Projektes

Produkt:

® Herstellung eines aus Weizenproteinen basierenden Produktes
ohne die Proteine, die Zé6liakie auslosen.

® Verbesserung der Nahrungsmittelqualitat der etwa 120 Mill. Zdliakie
Patienten
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ﬁ;ﬁ Leitprojekt Zoliakie
Erfolgreicher Abschluld des Projektes soll durch einen oder
mehrere Forschungsansatze erzielt werden

1. Expression von Glutenin in Hefe.

- Uberexpression von HMW and LMW Glutenin im “klein”- und “groR”-
industriellen Mal3stab.

- Bereitstellung von Proteinen flr in vitro und in vivo Toxizitatstests,

- gereinigte Proteine sollen zu Mais- und Reismehl zugesetzt werden und
die Backeigenschaften untersucht werden

2. Herstellung eines “Backfahigen”-Mais. Mais soll die fir die Backfahigkeit
des Weizens essentiellen HMW und LMW Glutenine exprimieren.

3. Herstellung eines Weizens ohne Toxizitat fur Zéliakie-Patienten
Knock-out von Schlisselgenen die Zéliakie auslésen.

4. Identifizierung von Peptiden die eine Immunomodulation bewirken und
Gliadin-sensitive Menschen schitzen.
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QF;I Leitprojekt Zoliakie

Stabile Transfor atlon von Mais (Zea mays L.) mit

wollakle -auslosendes

Potential zur V'@‘ ng der Backeigenschaften
K

¥

AG |
M. Gahrtz, M. Schroder, S.

Prof. Dr. H. Lorz, Dr. D. BEC-er |
Universitat Hamburg E" ;
Institut fur Allgemeine Botanlk und

Botanischer Garten

Institute of General Botany and Botanical Garden
Biocenter Klein Flottbek
Department of Applied Plant Molecular Biology, AMP 11
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| Leitprojekt Zdliakie
Ziele und Vorhaben des Teilprojekts

Ubertragung der Backeigenschaften von Weizen auf Mais

2 Spezifische Expression von
gﬁl’_; \, einer HMW-Glutenin x-Untereinheit,
’ .\*}"\: einer HMW-Glutenin y-Untereinheit,
T 7 einem LMW-Glutenin, sowie
A ‘ einem modifizierten LMW-Glutenin mit &hnlichen
“; = j. Bindungseigenschaften wie Gliadine
o “H\: o im Endosperm von Mais.
S P Jedes Protein soll mindestens 2 % des gesamten
Endospermproteins im reifen Korn ausmachen. Dies soll zu
N kleberartigen Eigenschaften im Teig flhren.

Institute of General Botany and Botanical Garden
Biocenter Klein Flottbek f%}“
Department of Applied Plant Molecular Biology, AMP 11 i
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Institute of General Botany and Botanical Garden
Biocenter Klein Flottbek
Department of Applied Plant Molecular Biology, AMP 11
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| Leitprojekt Zdliakie

Aus T. aestivum cv. Cheyenne Uber PCR isolierte
Gene von HMW-Gluteninuntereinheiten

Gen Unter- Kommentar
einheit

Glu-Al-1 1Ax2* -

Glu-B1-1b 1Bx7

Glu-D1-1b 1Dx5 Klon p57: Proteinsequenz identisch zu Acc. Nr.
21745 (1Dx5 aus T.a. cv.Cheyenne)

Glu-D1-2b  1Dyl10 Klon p2-44: Proteinsequenz identisch zu Acc. Nr.
CAA31396 (1Dy10 from T.a. cv.Cheyenne)

Institute of General Botany and Botanical Garden ;
Biocenter Klein Flottbek J
Ty

% Department of Applied Plant Molecular Biology, AMP 11
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Institute of General Botany and Botanical Garden
Biocenter Klein Flottbek
Department of Applied Plant Molecular Biology, AMP 11
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Promoteranalysen in Mais

HMW-GUS-nos

Pz - BT it Vzein-CUS nos
[ e T

Institute of General Botany and Botanical Garden
Biocenter Klein Flottbek
Department of Applied Plant Molecular Biology, AMP 11

E-HMW-GUS-nos

yzein-GUS-yzein

WWW.Vvgvg.org
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Histochemischer Nachweis von B-Glucuronidaseaktivitat im
Endosperm transgener Maispflanzen (28 dap)

HMW-GUS-nos E-HMW-GUS-nos

S *

yzein-GUS-nos yzein-GUS-yzein

Institute of General Botany and Botanical Garden
Biocenter Klein Flottbek
Department of Applied Plant Molecular Biology, AMP 11
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Institute of General Botany and Botanical Garden
Biocenter Klein Flottbek
Department of Applied Plant Molecular Biology, AMP 11
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Leitprojekt Zoliakie

Zusammenfassung der Mais-Transformationsexperimente

Plasmid BASTA Anzahl Pflanzen | Anzahl exprimierender
resistente mit Volllange- Pflanzen
Pflanzen integration getestet/positiv
getestet/positiv
pHMW-Dx5z 12 10/2 1/0
pHMW- 54 54/27 6/5
Dy10z
pHMW-a3z 11 - -
pHMW- 21 19/3 -
a3A2Cz

Institute of General Botany and Botanical Garden

Biocenter Klein Flottbek

Stand: (01.06.03)

Department of Applied Plant Molecular Biology, AMP 11
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Weizen HMW-Dy10 Expression in Mais
A A188 B H99

0.0 ‘bl ' ‘ 040'—‘—1

1.0 4

Az1o

gl

Dy10 exprimierender Mais

Institute of General Botany and Botanical Garden
Biocenter Klein Flottbek
Department of Applied Plant Molecular Biology, AMP 11
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_ Leitprojekt Zdliakie

Status quo und zukunftige Ziele des Maisprojektes

« Klonierung von HMW Glutenin x- und y-Untereinheiten und ‘/
Promotoranalysen sind abgeschlossen.

» Stabile Transformation von Mais mit Weizenspeicherproteinen steht vor dem (\/)
Abschlul3. Erste exprimierende Linien wurden identifiziert.

« Kombinationszlichtung von transgenen Maislinien mit unterschiedlichen
Weizenspeicherproteingenen. (Monsanto)

» Untersuchung der Backeigenschaften und Toxizitatstests

(H. Wieser, Deutsche Forschungsanstalt fir Lebensmittelchemie, Garching);
(P. Ciclitira, St. Thomas*‘ Hospital, London)]

Institute of General Botany and Botanical Garden :
Biocenter Klein Flottbek -
Department of Applied Plant Molecular Biology, AMP 11 E .
=1

WWW.VVEVE.org
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( | Leitprojekt Zéliakie

Gentechnische Erzeugung von Weizen
ohne Zoliakietoxizitat

AG |
A. Folck, P. Knies, S. Amati,
Prof. Dr. H. Lorz, Dr. D. Becker

Universitat Hamburg
Institut far Allgemeine Botanik und
Botanischer Garten

Institute of General Botany and Botanical Garden
Biocenter Klein Flottbek
Department of Applied Plant Molecular Biology, AMP 11
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Inhibierung der Genexpression

N Vivo o)
M utagenese
Promotor Term.
(Oligonukleotide) l
//I/// Posttranskriptional
MRNA 22, GeneSilencing

(RNAI)

s
=

Gliadine

Institute of General Botany and Botanical Garden
Biocenter Klein Flottbek
Department of Applied Plant Molecular Biology, AMP 11
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Leitprojekt Zoliakie

Sequenzhomologien im 5 Bereich der Gliadingene

Translationsstart
a-/B-Gliadine
5' - GGTCAATACAAATCCACCATGAA ACCTTTCTCATCCTTGCCCTCCTTGCTATCG 3
5' - G TCAATACAAATCCACCATGAAGACCTTTC CATCCTTGCCCTCCTTGCTAT G- 3
5' - GGTCAATA AAATCCACCATGAAGACCTTTCTCATCCT GCCCTCCTTGCTATCG 3
5' - GGTCAATACAAATCCA CATGAAGACCTTTCTCATCCTTGCCCTCCTTGCTATCG 3¢
5' - G TCAATACAAAT CCACCATGAAGACCTTTCTCATCCTTGCCCTCC TGCTAT G 3¢

y-Gliadine

cl ass
cl ass
cl ass
cl ass
cl ass

5 - AGTTAACGCAAATC ACCATGAAGACC- - TTACTCATCCTGACAATCCT TGCGATGGCAA- 3
5° - AGTTAACGCAAATCCACCATGAAGACC- - TTACTCATCCT ACAATCCTTGCGATGGCAA- 3
5° - AGTTAACGCAAATCCACCATGAAGACC- - TTACTCATCCTGACAATCCTTGCGATGGCAA- 3°

A-1 nRNA

A-11 nRNA
A-111 nmRNA
A-V  nRNA
A-1V nRNA

ML3713
MB6999
ML6064

Institute of General Botany and Botanical Garden
Biocenter Klein Flottbek
Department of Applied Plant Molecular Biology, AMP 11
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Leitprojekt Zoliakie

NI/

Transformationskonstrukte

A) pGliadinRNAI

Ubiquitin P. Gli-sen>{nos T.

B) pGliadinintron

Ubiquitin Gn-sen>nosr

C) pGliadinSense/Antisense

Ubiquitin P. ><3Ii-antiOcsT. Ubiquitin P. >Gli- JNosT.

Institute of General Botany and Botanical Garden -
Biocenter Klein Flottbek
Department of Applied Plant Molecular Biology, AMP 11 ' .
1
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Weizen: In vitro Kultur und Transformation

In vitro Kultur
(12-15 Wochen)

. o
%ﬂrticle bombardment

*

Unreife Embryonen

~ 6 Monate
Selektion

Institute of General Botany and Botanical Garden -
Biocenter Klein Flottbek
Department of Applied Plant Molecular Biology, AMP 11 .
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Inhibierung der Gliadin Expression durch RNAI

e Klonierung der pGliadinRNAIi-Konstrukte ‘/
* Stabile Weizen Transformation \/

 Analyse der transgenen Weizenpﬂanzen(‘/)

Bisher
180
unabhangige
transgene
T,-Pflanzen
In der Analyse

Institute of General Botany and Botanical Garden =
Biocenter Klein Flottbek &ﬁr‘
Department of Applied Plant Molecular Biology, AMP 11 Ty
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% ~ Leitprojekt Zoliakie
Eliminierung der a-Gliadinein Weizen (HPLC)

T. aestivum cv. Florida
T. aestivum cv. Florida # 6, transgen

Fef. (4) | &AM

4| "fwl .t ¥ iii “‘ ‘

| )| i !
I | | 1\.1.} IJL| II ll | ) L"
H— ‘-"-u_-_..".q..! T. aestivum cv. Rektor —

T

[ ﬂ-"
L '.J'u ' , Ly

Institute of General Botany and Botanical Garden
Biocenter Klein Flottbek
Department of Applied Plant Molecular Biology, AMP 11
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Globulin-Gliadin-Glutenin Extrakte
12,5 % SDS-PAGE, Coomassie-Féarbung

M  Gobuline Gliadine Glutenine

85 KDa _

20K Da Globuline -NaCl Extrakt

60 KDa Gliadine-Ethanolextrakt

50 KDa Glutenine -Reduzierender
Extrakt

40 KDa wt -Wildtyp Florida
48/4, 48/27, 48/28 -
Transgene Pflanzen

30 KDa
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_ Leitprojekt Zdliakie

Status quo und zukunftige Plane des Weizenprojektes

» Klonierung und Transformation von RNAI Konstrukten zur Eliminierung der \/
a -Gliadine.

* Die molekulare Analyse der transgene Pflanzen und deren Nachkommen
zeigte in vielen Linien eine vollstandige Reduktion der a-Gliadine. \/

» Klonierung und Transformation neuer RNAi Konstrukte zur Eliminierung der (\/)
y- und w-Gliadine.

* Kreuzungen von Gliadin , Null* Linien.

» Untersuchungen der Backeigenschaften transgener Linien

(H.Wieser,Deutsche Forschungsanstalt flir Lebensmittelchemie, Garching);
und toxikologische Tests (P. Ciclitira, St. Thomas‘ Hospital, London).

Institute of General Botany and Botanical Garden :
Biocenter Klein Flottbek -
Department of Applied Plant Molecular Biology, AMP 11 E .
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