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Inhibierung der Fruchtreifung durch Antisense-RNA-Technologie 
Von Peter Eckes* 

Ziel der Pflanzenzuchtung ist es, die Qualitat von Pflanzen 
oder pflanzlichen Produkten zu verbessern. Zu den Quali- 
titskriterien zahlen unter anderem die Resistenz der Pflan- 
zen gegen Pflanzenschadlinge, der Ernteertrag und der Ge- 
schmack der pflanzlichen Produkte. Die Qualitatsmerkmale 
einer Pflanze werden hauptsachlich durch ihr Erbmaterial 
bestimmt. Demzufolge versucht der Pflanzenzuchter durch 
Veranderung des Erbgutes einer Pflanze, neue Eigenschaften 
zu erzeugen. Dies geschieht bisher meist durch Kreuzung mit 
anderen Sorten oder nahe verwandten Spezies und anschlie- 
Bender Selektion des gewiinschten Merkmals. Dies ist ein 
muhsamer und langwieriger ProzeB, da durch das Vermi- 
schen der gesamten Erbinformation zweier Pflanzenarten 
natiirlich auch nicht erwunschte Eigenschaften auf die zu 
verbessernde Pflanze iibertragen werden. Die unerwiinsch- 
ten Eigenschaften miissen dann durch erneute Kreuzungen 
rnit der Mutterpflanze wieder entfernt werden. Deshalb ware 
es vorteilhaft, wenn diese Qualitatsverbesserungen gezielter 
durchgefiihrt werden konnten. 

Hier bietet die Molekularbiologie neue Perspektiven: So 
fuhrte die Einschleusung spezifischer Gene in das pflanzliche 
Genom zu Pflanzen, die neue Merkmale aufweisen, bei- 
spielsweise die Herbizidtoleranz oder den Schutz gegen In- 
sektenbefall. Ebenso ist denkbar, die Pflanze durch gezielte 
Aktivierung oder Inaktivierung bestimmter Stoffwechselwe- 
ge mit neuen Qualitatseigenschaften zu versehen. 

Eine molekularbiologische Methode, die zur Verhinde- 
rung der Expression spezifischer Gene fuhren kann, ist die 
sogenannte Antisense-RNA-Technologie. Das Prinzip dieser 
Methode beruht auf der Bildung einer Antisense-Ribonu- 
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cleinsaure (Antisense-RNA) in einem Organismus. Diese 
Antisense-RNA ist komplementar zur RNA des zu inhibie- 
renden Proteins (Sense-RNA), wodurch die Translation die- 
ser RNA zum Protein blockiert und damit die Auspragung 
einer bestimmten Eigenschaft verhindert wird (Abb. 1). 

G e n  - - 
,,!, , , ,  1 Trarshr ip i ion  

S e n s e - 9 r  IP An ise n s e - R  ;\IA - Doope!strang 
RNA 

Y T r  an sla t i  on blockier t 
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Abb. 1. Modell der Inaktivierung einer Eigenschaft durch Antisense-Wirkung. 

Es gibt prinzipiell zwei Methoden, Antisense-RNA in die 
Zelle einzufiihren. Einerseits wird im medizinischen Bereich 
versucht, kurze, zur Ziel-RNA komplementare Oligonu- 
cleotide direkt in eukaryontische Zellen zu schleusen"], an- 
dererseits versucht man, speziell in Pflanzen, ein Antisense- 
Gen in das Genom einzubauen, von dem dann die Antisense- 
RNA abgelesen wird. Bei der Oligonucleotidmethode ist das 
zielgerichtete Verabreichen ausreichender Mengen und die 
Instabilitat der Nucleotide in der Zelle sehr problematisch. 
Die Methode des Einbaus von Antisense-Genen in das Ge- 
nom birgt, zumindest beim Menschen, neben rein techni- 
schen auch ethische Probleme. Sie ist aber im Bereich der 
Pflanzen durchaus erstrebenswert und wird auch praktiziert. 
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Die Regulation der Genexpression durch Antisense-RNA 
ist ein Vorgang, der auch in der Natur in Prokaryonten vor- 
kommt[21. In dem Bakterium Escherichia coli wird z.B. die 
Replikation von Plasmiden durch Interaktion von Sense- 
und Antisense-RNA kontrolliert. 

Der erste Beweis, daB das Antisense-RNA-Prinzip zur 
Inaktivierung der Genexpression auch bei Eukaryonten ein- 
gesetzt werden kann, wurde 1984 erbracht. Izant und Wein- 
traubL3] konnten zeigen, daB die Expression eines Thymidin- 
Kinase-Gens, das in kultivierte Mausezellen injiziert worden 
war, signifikant reduziert wurde, wenn ein Plasmid, das die 
Antisense-RNA des gleichen Gens produzierte, mitinjiziert 
wurde. Diese Experimente fuhrten zu der Idee, durch Anti- 
sense-RNA die Auspragung natiirlich vorkommender Gene 
in hoheren Organismen zu unterbinden und damit den Pha- 
notyp (Erscheinungsbild) des Organismus zu Bndern. 

Fur Pflanzen wurde dies erstmals im Jahre 1988 publi- 
ziert14]. In einer Petunie wurde das Chalcon-Synthase-Gen, 
dessen Genprodukt an der Bildung der Bliitenpigmente we- 
sentlich beteiligt ist, durch Einschleusen eines Chalcon-Syn- 
thase-Antisense-Gens ausgeschaltet. Daraus resultierten 
Petunienpflanzen, die, entsprechend dem Grad der Geninak- 
tivierung, unterschiedlich starke Verluste der Blutenpigmen- 
tierung aufweisen (Abb. 2). 

Einer amerikanischen Arbeitsgruppe ist es kiirzlich gelun- 
gen, den ReifungsprozeS von Tomatenfruchten rnit der Anti- 
sense-RNA-Technologie zu unterdrii~ken[~]. Der Reifezu- 
stand ist ein wichtiges Kriterium fur die Lager- und 
Transportfahigkeit von Friichten wie Bananen, Pfirsichen, 
Orangen oder Tomaten. Diese Friichte werden im unreifen 
Zustand geerntet, reifen wahrend des Transportes und miis- 
sen dann sofort an den Endverbraucher weitergegeben wer- 
den. Langere Transportzeiten oder ungenugende Kiihlung 
fuhren dazu, daB die Fruchte erst im iiberreifen oder gar 
angefaulten Zustand zum Handler kommen und dann nicht 
mehr verkauft werden konnen. Speziell in wirmeren Klima- 
ten resultieren daraus grol3e Ernteverluste. 

Der ReifungsprozeB der Tomate wird durch den Si- 
gnalstoff Ethylen induziert. Ethylen wird uber mehrere Zwi- 
schenprodukte in der Pflanze aus Methionin gebildet. Der 
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Ethylenbiosynthe- 
se wird von dem Enzym Aminocyclopropancarbonsaure- 
Synthase (ACC-Synthase) katalysiert. Dabei wird S-Adeno- 
sylmethionin in 1-Aminocyclopropan-I-carbonsaure, den 
direkten Vorlaufer des Ethylen, umgewandelt. Der amerika- 
nischen Arbeitsgruppe gelang es, die Bildung der ACC-Syn- 
thase in transgenen Tomatenpflanzen spezifisch zu inhibie- 
ren, so daR der Anteil an Ethylen in den Friichten um 99.5 O h  

reduziert wurde und damit die Reifung ausblieb. 
Bei ihren Versuchen gingen die Autoren folgendermaBen 

vor: Ein isoliertes ACC-Synthase-Gen aus Tomaten wurde 
als cDNA in invertierter Orientierung unter die Kontrolle 
eines in Pflanzen konstitutiv wirkenden Promotors (35s- 
Transkript-Promotor des Blumenkohlmosaik-Virus) ge- 
bracht. Dieses Konstrukt wurde rnit molekularbiologischen 
Methoden in das Genom von Tomatenpflanzen integriert 
und sollte die ACC-Synthase-Antisense-RNA exprimieren. 

Von dreiundvierzig so produzierten transgenen Pflanzen 
zeigten drei eine starke Reduktion der C,H,-Synthese und 
eine Verzogerung der Fruchtreife. Molekularbiologische 
Analysen wurden an homozygoten (mit gleichen Erbanlagen 
versehenen) Nachkommen derjenigen Pflanze durchgefiihrt. 

Abb. 2. Bliiten von Petunienpflanzen rnit unterschiedlichem Grad der Inakti- 
vierung der Synthese der Chalcon-Synthase durch Antisense-RNA [7]. 

die die stlrkste Inhibition der C,H,-Synthese aufwies. 
DNA-Untersuchungen mit der sogenannten Southern-Blot- 
Methode zeigten, daR im Genom dieser transgenen Pflanzen 
zehn Kopien des ACC-Synthase-Antisense-Gens integriert 
waren. Vom natiirlich vorkommenden ACC-Synthase-Gen 
war bekannt, daS es nur einmal im Genom vorliegt. Wie 
erwartet produzierten die transgenen Friichte, im Gegensatz 
zu Friichten von nichttransgenen Kontrollpflanzen, ACC- 
Synthase-Antisense-RNA. Die entsprechende Sense-RNA 
konnte in transgenen Tomaten, wiederum verglichen mit 
Kontrollpflanzen, nur noch in auBerst geringen Mengen de- 
tektiert werden. Die RNA eines Polygalacturonase-Gens, 
dessen Genprodukt ebenfalls an der Fruchtreifung beteiligt 
ist, wurde nicht beeinflul3t. 

Die Ethylenproduktion in Tomatenfriichten beginnt 48 bis 
50 Tage nach der Befruchtung, nach weiteren zehn Tagen 
sind die Fruchte rot und ausgereift. In den Friichten mit 
Antisense-RNA war die C,H,-Synthese um 99.5 % reduziert 
und selbst 120 Tage nach Befruchtung waren diese noch 
nicht gereift. Der ReifungsprozeB der transgenen Fruchte 
konnte durch mehrtagiges Begasen mit Ethylen oder Propy- 
len (ie 10 pl pro L Luft) ausgelost werden. Ein- oder zweita- 

~giges Begasen fiihrte nicht zu diesem Ergebnis. Nach sieben- 
tagigem Begasen waren die Friichte rot und weich und 
hatten ihr naturliches Aroma entwickelt. Expression der 
Antisense-RNA und Inhibierung der Sense-RNA wurde 
durch die Begasung nicht beeinflufit. Die Umkehrung der 
Antisense-Wirkung durch Begasen rnit C,H, zeigt, daB 
Ethylen ein Ausloser der Fruchtreife ist und nicht nur ein 
Beiproduk t. 

Die vorliegenden Experimente sind ein Beispiel, wie die 
Synthese eines Stoffwechselproduktes in Pflanzen durch die 
Antisense-RNA-Technologie effizient blockiert werden 
kann. Aufgrund der sehr geringen Halbwertszeit von ca. 25 
Minuten eignet sich die ACC-Synthase gut fur diese Metho- 
de, da standig neues Enzym nachproduziert werden muR. 
Inhibierung der Translation (Proteinbiosynthese) fuhrt dann 
sehr schnell zu einem Mangel an Enzym. 

Eine mit der Ethylenproduktion in Tomaten vergleichbare 
Inhibierung gelang Hamilton et aLC6' durch Inhibierung der 
Synthese der ACC-Oxidase, dem Enzym, das ACC in Ethy- 
len umwandelt. Dies wurde ebenfalls durch Antisense-RNA- 
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Technologie erreicht. Die Moglichkeit, die durch Antisense- 
RNA verhinderte Fruchtreifung durch Begasen der Friichte 
mit Ethylen wieder zu aktivieren, macht gerade dieses Sy- 
stem kommerziell attraktiv. Da nun der genaue Zeitpunkt 
der Fruchtreife bestimmt werden kann, werden die Verluste 
durch Verfaulen der Friichte aufgrund langer Transportzei- 
ten oder mangelhafter Kiihlung reduziert. 

Die Antisense-RNA-Technologie ist zum Ausschalten un- 
gewiinschter Genaktivitaten theoretisch breit anwendbar, 
und entsprechende Versuche werden demzufolge auch in vie- 
len molekularbiologischen Arbeitsgebieten durchgefiihrt. So 
wird beispielsweise versucht, die Gene human- oder pflan- 
zenpathogener Viren durch entsprechende Antisense-Mole- 
kiile zu blockieren, um so eine Ausbreitung des Virus zu 
verhindern; Antisense-Molekiile konnten ebenfalls zum Ab- 
schalten von Onkogenen fuhren und damit fur die Krebs- 
therapie relevant sein. Diese Versuche sind allerdings noch 
lange nicht kommerziell anwendbar, da der Grad der Wirk- 
samkeit noch nicht ausreichend vorhersagbar ist. Damit ist 
ein allgemeines Problem der Antisense-Technologie verbun- 
den, namlich darj der Mechanismus in hoheren Organismen 
noch ziemlich unverstanden ist. Die gangige Vorstellung ist, 
darj die Sense-RNA an die komplementare Antisense-RNA 
bindet und darj das entstehende doppelstrangige Molekul 
sehr schnell durch Nucleasen abgebaut wird. Anders als 

in bakteriellen Systemen konnte bisher jedoch nicht die 
Existenz einer Doppelstrang-RNA aus Sense- und Antisen- 
se-RNA eindeutig nachgewiesen werden. Neuerdings hat 
man entdeckt, da8 nach Einschleusen von zusatzlichen 
Sense-Genen in das Genom von Pflanzen ebenfalls eine 
Tnaktivierung der Genexpression, beobachtet werden kann, 
so da8 das gesuchte Prinzip der Antisense-Wirkung noch 
komplexer wird. 

Trotzdem zeigt das Beispiel der Inhibition der Fruchtreife 
mit der Antisense-RNA-Technologie, daB Prinzipien, die in 
der Natur gefunden werden (z.B. Kontrolle der Plasmidre- 
plikation durch Antisense-RNA in Bakterien), nach Modifi- 
kation durch molekularbiologische Methoden auf andere 
Systeme (z.B. Pflanzen) iibertragen werden und zu einer Ver- 
besserung von Qualitatseigenschaften fiihren konnen. 
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