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Zusammenfassung

Mit mehr als 1 Million verschiedener Spezies verfligen Insekten Uber die weltweit groRte
Artenvielfalt. Durch ihre Anpassungsfahigkeit kommen sie in nahezu jeder 6kologischen
Nische vor und kénnen zudem fast jedes organische Substrat als Nahrungsquelle nutzen.
Hierflir nutzen sie spezielle enzymatische Systeme, Uber die sie entweder selbst verfligen
oder welche durch mikrobielle Symbionten bereitgestellt werden. Im Bereich der
Lebensmittelbiotechnologie kdnnte dieses biochemische Potential fiir den peptidolytischen

Abbau diverser Pflanzenproteine, wie z.B. von Gluten oder Reisprotein, verwendet werden.

Die insektenassoziierten Pilze Candida pseudorhagii, Mucor fragilis, Penicillium commune,
Penicillium echinolatum, Amylostereum areolatum, Amylostereum chailletii sowie Stereum
sanguinolentum wurden anhand photometrischer Assays hinsichtlich ihrer Peptidaseaktivitat
getestet. Darliber hinaus wurde das Potential der pilzlichen Peptidasen zur Hydrolyse von
diversen lebensmittelbiotechnologisch relevanten Proteinen Uberprift. Im photometrischen
Assay zeigten die Pilze eine eher geringe Peptidaseaktivitdt. Eine schwache peptidolytische
Aktivitat gegenilber den Substraten Gluten, Casein und Reisprotein zeigten nur die Pilze

A. areolatum und A. chailletii.

Im weiteren Verlauf wurde die Peptidaseaktivitat der Getreideschadlinge Tenebrio molitor
(Mehlkafer), Rhizopertha dominica (Getreidekapuziner), Oryzaephilus surinamensis
(Getreideplattkafer),  Sitophilus  granarius  (Kornkafer),  Alphitobius  diaperinus
(Getreideschimmelkafer) und Tribolium castaneum (rotbrauner Reismehlkafer) Uberprift.
Peptidasen der Kafer R. dominica und O. surinamensis zeigten eine effiziente Hydrolyse aller
eingesetzten Substrate. Ein Vergleich von kompletten und entdarmten Kafern belegte, dass

die Peptidasen im Gastrointestinaltrakt der Kafer lokalisiert sind.

Aus dem Kaferextrakt von R. dominica wurde eine Serin-Peptidase mittels FPLC gereinigt. Die
Charakterisierung dieser Peptidase erfolgte auf molekularer Ebene anhand gewonnener
Transkriptomdaten aus R. dominica. Nach heterologer Expression zeigte die Serin-Peptidase
in zymographischen Applikationstests einen Abbau von Gluten und zeichnete sich zusatzlich
durch eine hohe thermische Stabilitait aus. Mittels HPLC wurde die Hydrolyse
allergierelevanter Gliadin-Epitope nachgewiesen. Bevorzugte Hydrolysestellen wurden

hierbei nach Prolin (P) und Glutamin (Q) ermittelt.



Abstract

With more than 1 million different species, insects are the evolutionary most successful
organisms in the world. Due to their adaptability, insects can be found in almost every
ecological niche. Furthermore, they are capable to use almost every organic substrate as a
food source due to special enzymatic systems, which are possessed either by themselves or
by associated microorganisms like bacteria or fungi. The high biodiversity of insect
associated enzymes might be used in the field of food biotechnology. In this work,
peptidases which are urgently required for a specific and efficient hydrolysis of vegetable

pomace and food proteins like casein and gluten were identified.

The insect associated fungi Candida pseudorhagii, Mucor fragilis, Penicillium commune,
Penicillium echinolatum, Amylostereum areolatum, Amylostereum chailletii and
Stereum sanguinolentum were screened for their peptidolytic activity against various food
proteins. In semi native zymograms, the fungi A. areolatum and A. chailletii showed a low
peptidolytic activity against the substrates gluten, casein, and rice protein. However, all fungi

showed limited peptidase activities only.

The grain pests Tenebrio molitor (yellow mealworm), Rhizopertha dominica (lesser grain
borer), Oryzaephilus surinamensis (sawtoothed grain beetle), Sitophilus granarius (wheat
weevil), Alphitobius diaperinus (black fungus beetle) and Tribolium castaneum (red flour
beetle) were tested for their peptidase and peptidolytic activities. The beetles R. dominica
and O. surinamensis showed a highly efficient hydrolysis of all tested food proteins. A
comparison of deveined and complete beetles localized the target peptidases in the gastro

intestinal system of the beetles.

A serine peptidase was purified from R. dominica by FPLC. The characterization of this
peptidase was performed on a molecular level by use of R. dominica transcriptome data.
After heterologous expression, the peptidase showed peptidolytic activity against gluten and
a high thermostability. A hydrolysis of allergy relevant gliadin-
epitopes was shown by HPLC analyses. Preferred hydrolysis positions were detected after

proline (P) and glutamine (Q).
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Ultraviolettstrahlung

vollentsalztes Wasser

Benzyloxycarbonyl-glycyl-L-prolin-p-nitroanilid
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1 Einleitung

1.1 Hintergrund

Enzyme finden in der Industrie bereits vielfaltige Verwendungsmoglichkeiten. Sie kénnen
durch ihre katalytischen Fahigkeiten Prozessschritte Gbernehmen bzw. vereinfachen, fir
welche sonst groRe Mengen an Energie und der Einsatz von Chemikalien erforderlich waren.
So ersetzen Cellulasen und Xylanasen bereits effektiv Chemikalien wie Hypochlorid, welche
zur Bleichung in der Textil- oder Papierindustrie eingesetzt wurden (Poshina et al. 2015,
Thomas et al. 2015). Ein Multienzym-System, bestehend aus einer Peroxidase, einer
Glucoseoxidase und einer Lactase, erwies sich als erfolgreich zur Bleichung von
carotinoidgefarbter Molke und kann somit die chemische Bleichung mittels
Wasserstoffperoxid ersetzen (Szweda et al. 2013). Auch in weiteren technologischen
Anwendungen, wie im Bereich der Waschmittel oder der Herstellung von weichem Leder,
finden Enzyme Verwendung. In Futtermitteln werden z.B. Phytasen eingesetzt, um eine
Zufutterung von Phosphaten an die Nutztiere unndétig zu machen. Ein weiteres
Anwendungsgebiet fiir Enzyme ist die Herstellung biologischer Kraftstoffe ausgehend von

nachwachsenden Rohstoffen.

Die bislang in der Lebensmittelindustrie eingesetzten Enzyme werden hauptsachlich aus
Bakterien (Stressler et al. 2013) oder Pilzen (Rizzello et al. 2007) gewonnen, aber auch
Pflanzen (Schwalb et al. 2012) dienen als vielversprechende Organismen. Insektenassoziierte
Enzyme stellen fir die Lebensmittelindustrie hingegen ein bislang nur wenig erforschtes
Gebiet dar, jedoch wachst die Nachfrage stetig. Insekten verfligen Uber die weltweit hochste
Artenvielfalt. Sie kommen in fast jeder 6kologischen Nische vor und sind auch in extremen
Lebensrdaumen vorhanden. Aus diesem Grund verfligen sie lUber ein weites Spektrum an
biologischen und chemischen Systemen, wie z.B. die Produktion von Abwehrmolekiilen
(Gross et al. 2008), die Resistenz gegeniiber Phosphangas aufgrund metabolischer Enzyme
(Schlipalius et al. 2012) oder die Ausbildung von Stabilitatsproteinen (Bale et al. 2002). Doch
nicht nur Insekten selbst, sondern auch symbiotische Mikroorganismen, wie z.B. Bakterien
oder Pilze, konnen in der Lage sein, fir die Lebensmittelbiotechnologie relevante Enzyme zu
produzieren. Die symbiotischen Beziehungen zwischen Ameisen, Pilzen und Bakterien

wurden in diesem Zusammenhang bereits detailliert beschrieben (Currie et al. 2001). Ein
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weiteres Beispiel liefert der asiatische Laubholzbockkadfer Anoplophora glabripennis. Scully
etal. (2012) identifizierten den Pilz Fusarium solani in Larven dieses Kafers, welcher
ebenfalls durch sein enzymatisches System in der Lage ist, Lignocellulose oder
Polysaccharide aus Zellwdnden enzymatisch abzubauen. Die Suche nach Enzymen mit
neuartigen biochemischen Eigenschaften fiir den Einsatz in der Lebensmittelindustrie in

Insekten bietet daher ein Forschungsgebiet mit enormem Potential.

1.2 Herausforderungen fiir die Lebensmittelindustrie

Besonders in der Lebensmittelproduktion nehmen Enzyme oftmals eine Schlisselrolle ein.
Die Herstellung von Bier, Kase oder Wein ware ohne die Verwendung von Enzymen nicht
denkbar. Auch fir die Herstellung von Lebensmittelzusatzstoffen, Vitaminen oder
Aromastoffen ist der Einsatz von Enzymen unerldsslich. Durch stdndige Fortschritte und
Neuerungen bei der Lebensmittelherstellung, den wachsenden Markt an Fertigprodukten
und auch durch sich andernde Klimabedingungen bedarf es einer stetigen Entwicklung von

neuen Enzymen, um den neuen Anforderungen gerecht zu werden.

Eine weitere Herausforderung liefert die steigende Anzahl an Menschen mit
Nahrungsmittelunvertraglichkeiten oder Allergien. Als klassisches Beispiel dient hierfiir die
Lactase, welche lactoseintoleranten Patienten die Aufnahme von Milchprodukten
ermoglicht. Derzeit werden diverse Lebensmittelunvertraglichkeiten vermehrt in den
Medien thematisiert, wodurch die Bevolkerung auf die jeweiligen Symptome sensibilisiert
wird. So glauben beispielsweise 9% der Bevdlkerung, an einer Glutenintoleranz zu leiden; der
geschitzte Wert liegt jedoch lediglich bei 0,4% (Abb. 1.1). Ahnlich verhilt es sich bei der
Histaminintoleranz, wo etwa 11% Betroffene nach Selbsteinschatzung 3% tatsachlichen
Patienten gegeniiberstehen. Einzig bei der Unvertraglichkeit gegen Fructose liegt die Zahl

der tatsachlichen Erkrankungen weit oberhalb der Selbsteinschatzung der Patienten.
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Abb. 1.1: Einschatzung der Haufigkeit von Lebensmittelunvertraglichkeiten in der Bevolkerung in

Deutschland im Jahr 2014. 2.450 Befragte, 18 - 65 Jahre (Focus 2014)

Die groRte Aufmerksamkeit wird dabei Gluten zuteil. Ein Vergleich der Jahre 2004 und 2014

zeigt, dass das Interesse vor allem in Europa und Siidamerika stark anstieg (Abb. 1.2).

B

2 By

v v

-, F o »,

Abb. 1.2: Weltweites Interesse am Thema Gluten Anfang 2004 (A) und Ende 2014 (B), Regionen mit

hohem Interesse sind blau markiert (http://www.google.com/trends/explore#fg=gluten&cmpt=q)

Die Auswirkung dieser Einschatzung spiegelt sich ebenfalls im Verbraucherverhalten wider.
Wahrend 2010 der Umsatz mit glutenfreien Lebensmitteln 39 Millionen Euro betrug, stieg
der Umsatz im Jahr 2012 bereits auf 54,2 Millionen Euro. Hierbei stieg vor allem der Umsatz

an glutenfreier Tiefkiihlkost, Gebéack, Brot und Snacks um bis zu 34% (Nielsen, 2012).

Die Glutenunvertraglichkeit, auch Zoéliakie genannt, lasst sich bislang nur durch eine strikte
Diat behandeln, welche sich fir Patienten oftmals eintonig und teuer gestaltet. Anders als

bei der Lactoseunvertraglichkeit ldsst sich die Zéliakie bislang nicht durch die Einnahme eines

3
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Enzymprdparats behandeln. Fir die Losung dieses Problems wird dieser Thematik in
mehreren Projekten nachgegangen, erste Forschungsansatze hierzu gibt es ebenfalls bereits

aus dem Bereich der Insektenbiotechnologie (Elpidina et al. 2007, Konarev et al. 2011).

1.3 Zoliakie

Die Zoliakie beschreibt das Krankheitsbild der Glutenunvertraglichkeit. Etwa 1% der
Weltbevolkerung ist von dieser Unvertraglichkeit betroffen, oftmals bleibt sie jedoch
undiagnostiziert. Durch die derzeit wachsende Aufmerksamkeit in den Medien ist davon
auszugehen, dass die Anzahl der Patienten steigt. Die Krankheit betrifft Menschen jeden

Alters, Frauen sind etwa 2-3 Mal haufiger betroffen als Manner (Green et al. 2007).

Ausléser der Zoliakie ist das Getreideprotein Gluten, welches in z.B. Weizen, Gerste und
Roggen vorkommt. Gluten ist reich an den Aminosduren Prolin und Glutamin und daher
nahezu resistent gegeniber einem proteolytischen Abbau im Gastrointestinaltrakt. Gliadin-
und Glutenin-Epitope des Glutens gelangen durch die Darmschleimhaut und l6sen bei
Patienten eine unkontrollierte Immunantwort der T-Zellen aus (Abb. 1.3). Die Intensitat der
Immunantwort ist hierbei von der Anzahl der toxischen Epitope abhangig (Vader et al. 2003).
Es resultieren beispielsweise eine gastrointestinale  Fehlfunktion sowie ein
Darmzottenschwund. Als Folgeerscheinung fiir die Patienten werden Symptome wie

Mangelernahrung, Durchfall und Wachstumsstorungen hervorgerufen.
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Abb. 1.3: Reaktionen im Darm beim Krankheitsbild Zéliakie (nach Green et al. (2007))

Ubernommen mit Erlaubnis des New England Journal of Medicine, Copyright Massachusetts Medical Society

Zum jetzigen Zeitpunkt beschranken sich die Therapiemdoglichkeiten zur Behandlung der
Zoliakie auf eine strikt glutenfreie Diat. Diese gestaltet sich jedoch aufgrund der geringen
Produktpalette als eintonig und kostenintensiv und beeinflusst somit die Lebensqualitat der
Patienten. Eine weitere Problematik stellt die Gefahr der Kontamination der glutenfreien
Lebensmittel dar. Studien belegten, dass bereits 100 mg Gluten ausreichend sind, um bei
den Patienten starke Beschwerden auszultsen (Catassi et al. 1993). Diese Menge ist etwa
dquivalent zu einem hundertstel einer Brotscheibe (Schwalb et al. 2011). Die Glutenzufuhr
sollte demnach nicht Gber einem festgelegten Wert von 20 mg kg™ liegen. Mit Hilfe von
spezifischen Peptidasen, die zéliakierelevante Getreideproteine zu hydrolysieren vermaégen,
konnte eine fiir Patienten risikofreie Produktpalette hergestellt werden oder auch das

Krankheitsbild der Zoliakie enzymatisch behandelt werden.
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1.4 Peptidasen

Peptidasen umfassen etwa 2% aller existierenden Proteine und decken mit 60% den groRten
Teil der industriell eingesetzten Enzyme ab (Polgdr 2005). Hierbei finden sie, meist in
Kombination von mehreren Peptidasen, Applikationen in der Lebensmittelherstellung, z.B.
bei der Herstellung von Wirze und Aromen, zur Konsistenzverbesserung oder zur
Verbesserung von Backeigenschaften. In Waschmitteln oder in medizinischen und

pharmazeutischen Applikationen finden Peptidasen ebenfalls grolle Einsatzgebiete.

Auch in der Insektenbiotechnologie erfahrt die Suche nach Peptidasen grofie
Aufmerksamkeit. Aufgrund seiner GroRe, Verfigbarkeit und seines Status als
Modellorganismus lag der Kafer Tenebrio molitor bei den Untersuchungen bislang im Fokus
und es wurden Dbereits diverse Peptidasen in verschiedenen Regionen des
Gastrointestinaltrakts des Kafers nachgewiesen. Goptar et al. (2012) isolierten
beispielsweise Cystein-Peptidasen aus dem Darm des Mehlkafers T. molitor, welche
spezifisch nach Glutamin hydrolysieren. Ahnliche Peptidasen wurden in den Tribolium-
Spezies Tribolium castaneum und Tribolium confusum nachgewiesen (Vinokurov et al. 2009).
Die vorherrschenden Peptidasen zeigten hierbei Homologien von etwa 97% zu den in
T. molitor identifizierten Peptidasen. In Getreideschadlingen, hierbei speziell in Larven,
wurden insbesondere Cystein-Peptidasen identifiziert. Als moglichen Grund hierfir wird das
natiirliche Vorkommen von Serin-Peptidase-Inhibitoren in Getreide angesehen
(Terra et al. 1996). Insekten lassen sich demnach stark durch das ihnen zur Verfligung
stehende Nahrungsangebot hinsichtlich der Produktion diverser Peptidasen beeinflussen. Sie

liefern somit eine gute Quelle fir die Identifizierung neuartiger Peptidasen.

Peptidasen hydrolysieren nach Einlagerung eines Wassermolekiils Peptidbindungen und
zahlen somit zur Gruppe der Hydrolasen. Entsprechend ihres charakteristischen Zentrums
unterteilt man sie in sechs Untergruppen: Aspartat-, Cystein-, Glutamat-, Metallo-, Serin-
und Threonin-Peptidasen (Lopez-Otin et al. 2008), wobei Serin-Peptidasen mit rund einem
Drittel den groRRten Anteil ausmachen (Hedstorm, 2002). Die durch die Peptidasen erzeugte
Hydrolyse von Peptidbindungen erfolgt unabhangig von der Spezifitat der Peptidase nach
dem gleichen Mechanismus. Die Polarisierung der Amidbindung durch Sdure oder Base

sowie die Aktivierung einer nukleophilen Gruppe fiihren zu einem Angriff an der
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Carbonylgruppe und somit zur Hydrolyse der Peptidbindung. Es entstehen folglich aus
Proteinen und Peptiden, je nach Spezifitdt der eingesetzten Peptidase, freie Aminosduren
oder kirzere Peptidketten. Peptidasen verfligen dabei Uber ein weites Wirkspektrum,

welches sich bis hin zur Verdauung von Nahrstoffen erstreckt.

1.5 Zielsetzung

Wahrend bislang liberwiegend nach Enzymen aus Bakterien, Pflanzen und Pilzen gesucht
wurde, war das Ziel dieser Arbeit, neuartige Peptidasen aus insektenassoziierten Pilzen oder
direkt aus Insekten zu charakterisieren und fiir technologische Verfahren der
Lebensmittelindustrie zuganglich zu machen. Der Fokus der Arbeit lag dabei auf der
Hydrolyse von Gluten, doch auch die Hydrolyse anderer lebensmitteltechnologisch
relevanter Proteine, wie Reisprotein oder Casein durch insektenassoziierte Peptidasen sollte
in einem Screening Uberprift werden.

Das Screening sollte zunachst insektenassoziierte Pilze umfassen, welche zum einen aus dem
Darm des asiatischen Laubholzbockkafers (A. glabripennis) und zum anderen aus den
Bohrlochern der Holzwespe (Urocerus gigas) isoliert wurden. Diese Pilze sollten hinsichtlich
ihrer Peptidaseaktivitdat untersucht werden. Die Aktivitatsbestimmung sollte anhand
photometrischer Assays sowie durch gelelektrophoretische Methoden erfolgen. Analog dazu
sollte ein weiteres Screening mit Insekten, im Speziellen mit Getreideschadlingen,
durchgefiihrt werden. Peptidasen von vielversprechenden Kandidaten sollten nach
Aufreinigung mittels Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) isoliert und anschlielRend
mittels LC-ESI-MS/MS ansequenziert werden. Durch heterologe Expression in einem
geeigneten System sollten die Peptidasen hergestellt und fir Applikationen in der

Lebensmittelbiotechnologie getestet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Tabelle 2.1: Liste der verwendeten Chemikalien

Chemikalie

Reinheit

Hersteller

Acetonitril

Acrylamid-Bisacrylamid-
Stammldsung
(Rotiphorese Gel 40)

Agar-Agar Kobe |

Albumin Fraktion V
Aluminiumsulfat
Ammoniumnitrat
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin, Natriumsalz
Anhydrotetracyclin

Azocasein

L-Asparagin Monohydrat

Bradford-Reagenz, Roti-Nanoquant

Bromphenolblau,
Natriumsalz

Casein

Caseinhydrolysat
Citronensdure

Coomassie Brillantblau G 250

Coomassie Brillantblau R 250

Dinatriumhydrogenphosphat
Dihydrat

Dithiothreitol (DTT)

HPLC gradient grade

40% in Wasser; 37,5:1

reinst
> 98%
kristallin

>99%, p. a.

100% fur die
Molekularbiologie

99%

analytischer Standard
100%

> 99%, reinst

5x Konzentrat

fir die
Gelelektrophorese

> 95%, alkaliloslich

100%,
fiir die Mikrobiologie

>99,5%, Ph. Eur.
reinst
reinst

>99,5%, p.a.

100% fur die
Molekularbiologie

VWR, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Applichem, Darmstadt
Roth

Roth

Applichem

Applichem

Roth

Sigma, St. Louis, USA
Sigma

Applichem

Roth
Roth

Roth
Roth
Roth
Applichem

Applichem

Applichem

Applichem
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Dimethylsulfoxid
Eisen(lll)-chlorid Hexahydrat
Essigsaure

Ethanol

Ethanol

Ethylendiamintetraessigsaure,
Dinatriumsalz (EDTA)

Faktor Xa

D-(+)-Glucose Monohydrat
Gluten

Gluten, Beneo Pro VWG 75
Glycerol

Glycin
Guanidinhydrochlorid
Harnstoff

Hefeextrakt

Imidazol
Kaliumdihydrogenphosphat
Kartoffel-Extrakt

Kupfer(ll)-sulfat Pentahydrat

Lumi-Light Western Blot Substrat

Magnesiumsulfat

Malzextrakt

Mangan(ll)-sulfat Monohydrat
[-Mercaptoethanol

Methanol

299,8%, p.a.

100% p.a.

100% p.a.

HPLC gradient grade
>99,8%, m. MEK vergallt

>99%, p.a.

fiir die Mikrobiologie

80% Protein

99%

reinst
299,7%, p.a.
99,5% p.a.

gepulvert, neutral

Pufferqualitat fur die
Biochemie

>99%, p.a.
fiir die Mikrobiologie

100%

> 99%, getrocknet, reinst
fiir die Mikrobiologie
100%

99%, p.a.

ROTISOLV® HPLC

Roth

Applichem

Roth

Merck, Darmstadt

Schmidt Chemikalien,
Dillenburg

Applichem

Biolabs, Frankfurt
Roth

Roth

Beneo, Tienen, Belgien
Roth

AppliChem

Roth

Roth

Fisher Scientific, Schwerte
Neolab, Heidelberg
Roth

Sigma-Aldrich

Applichem

Roche Diagnostics,
Mannheim

Roth
Sigma-Aldrich
Applichem

Roth

Roth
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N a-Benzoyl-DL-arginin- 4-
nitroanilid-hydrochlorid

Natriumchlorid
Trinatriumcitrat Dihydrat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydroxid (fest)

PageRuler Plus Prestained Protein

Ladder

PageRuler Plus Unstained Protein

Ladder
pASK-IBA33plus Vektor

Pepton aus Soja

Penta-His HRP Conjugate Kit

Phosphorsaure, 85%

Reisprotein RemyPro N80+
®

Roti"-Nanoquant

Saccharin

Salzsaure, rauchend, 37%

Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Trichloressigsaure
Trinatriumcitrat Dihydrat
Tris Pufferan®

Triton X 100

TWEEN®

Zink(ll)-sulfat Heptahydrat

Z-Gly-Pro-4-nitroanilid

298%

100%, p.a.
99%, p.a.
99%, p.a.
Ph. Eur.
100%

10 -250 kDa

10 —-200 kDa

fiir die Mikrobiologie

reinst

5x Konzentrat
>99%
p.a.

299%, BC

10%

> 99%, p.a., ACS
299,3%

reinst

Ph.Eur.

100%

>99.0%

Sigma

Roth
Roth
Sigma
Merck

Merck

Thermo Scientific,
Rockford, USA

Thermo Scientific
IBA, Gottingen
Roth

Qiagen, Hilden

Roth

Beneo-Remy,
Leuven-Wijgmaal

Roth

Roth

AppliChem

Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
AppliChem

Sigma Aldrich
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2.2 Gerite

Tabelle 2.2: Liste der verwendeten Gerate

Gerat Modell Hersteller
Autoklav Laboklav 25 B SHP Steriltechnik, Magdeburg
Autoklav Laboklav 150 MSL SHP Steriltechnik

Membranfilter

Dialyseschlauch

Eismaschine

Elektrophorese-Kammer

Gasbrenner

Gelkammer

Heizbad
IEF-Elektrophoresekammer

Inkubationsschrank

Inkubationsschuttler

Homogenisator

Nanosep Centrifugal
Devices 10K Omega

ZelluTrans Roth Dialyse
Zubehor-Kit

AF 80

Mini Protean Tetra System

Gasprofi 1 micro

Mini Protean Tetra Cell
Typ 2031

Multiphor Il

Loading-Modell 100-800

Mulitron

M-110P

Pall, Dreieich

Roth, Karlsruhe

Scotsman® Ice Systems, Vernon
Hills, USA

Bio-Rad, Hercules, USA
WLD-TEC, Gottingen

Bio-Rad

Kottermann, Uetzel/H&nigsen

GE Healthcare, Miinchen

Memmert, Schwabach

Infors HAT, Bottmingen,

Schweiz

Microfluidics, Westwood, USA
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Magnetriihrer

Pipetten

Prazisionswaage
Inkubationsschiittler

Orbitalschiittler

Roti®-Store-Cryor6hrchen

Spannungsquelle

Spannungsquelle

Sterilbank
Talon® Superflow
Trockenschrank

Turrax-Stab

UV/ViIS-

Spektralphotometer

Vortex
Wasserbad

Waage

Zentrifuge

Zentrifuge

Zentrifuge,
kleiner Rotor,

grofler Rotor

VMS-C4
2-20pL
20-200 pL
100-1000 pL

BP 211D
Orbitron

Gyro-Rocker SSL3

steril

EV262 Electrophoresis
Power Supply

EV231 Electrophoresis

Power Supply

Hera Safe

Cobalt-IMAC
Dry-Line

T 25 digital Ultra-Turrax

Specord 50

Mixer UZUSIO VTX-3000L

WB5mT

Atilon

Microfuge 22 R Centrifuge

Mikro 220R

Avanti J-26 XP,
JA-25.50,
JA-10

VWR, Darmstadt

Peqlab, Erlangen

Sartorius, Gottingen
Infors HAT

Stuart, Staffodshire, England

Roth

Peqlab

Peqlab

Thermo Scientific

GE Healthcare, Uppsala

VWR

IKA ®, Staufen
Analytik Jena AG, Jena

LMS Co, Ltd., Tokio

Labortechnik Medingen,
Arnsdorf

Acculab, Gottingen

Beckman Coulterry, Krefeld

Hettich, Tuttlingen

Beckman Coulder, Brea, USA
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2.3 Puffer

Tabelle 2.3: Zusammensetzung Lysis-Puffer

Substanz Masse / Volumen
5 M NaCl 4,0 mL
1 M Tris, pH 7,6 2,0 mL
EDTA 74,5 mg
0,01% Tween 80 10,0 pL
VE-Wasser ad 0,10 L

Tabelle 2.4: Zusammensetzung Citratpuffer

Substanz Konzentration
Citronensaure 384¢g L
Natriumcitrat-Dihydrat 8,82glL™

Der pH-Wert wurde mit 1 M Essigsaure auf 4,0 eingestellt.

Tabelle 2.5: Zusammensetzung PBS-Puffer

Substanz Konzentration
NaCl 8,00g L™’
KCl 0,20g L™
Na,HPO, 1,24 gLt
KH,PO, 0,27glL"”

13
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2.4 Verwendete Mikroorganismen und Insekten

2.4.1 Insektenassoziierte Pilze

Im Rahmen des LOEWE-Schwerpunkts ,Insektenbiotechnologie” wurden einige Pilze in
Kooperation mit dem Fraunhofer-Institut fiir Molekularbiologie und Angewandte Okologie
(IME) isoliert. Die Ascomyceten Candida pseudorhagii, Mucor fragilis, Penicillium commune
und Penicillium echinolatum wurden vom IME aus dem Darm des asiatischen
Laubholzbockkafers (A. glabripennis) isoliert. Die Basidiomyceten Amylostereum areolatum,
Amylostereum chailletii und Stereum sanguinolentum sind in den Bohrlochern der
Holzwespe (Urocerus gigas) zu finden und wurden von der Friedrich Schiller-Universitat
(FSU) in Jena und dem Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) in Utrecht (Niederlande)

bezogen (Tabelle 2.6).

Tabelle 2.6: Verwendete insektenassoziierte Pilze

Stamm Abkiirzung Herkunft
Candida pseudorhagii CPS LOEWE
Mucor fragilis MFR LOEWE
Penicillium commune PCOM LOEWE
Penicillium echinolatum PEC LOEWE
Amylostereum areolatum AAR FSU
Amylostereum chailletii ACH CBS
Stereum sanguinolentum SSA FSU

14
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2.4.2 Insekten

Ein Teil der verwendeten Insekten (Abb. 2.1) wurde im Rahmen des LOEWE-Schwerpunkts

»Insektenbiotechnologie” zur Verfliigung gestellt. Der Getreideschimmelkafer (Alphitobius

diaperinus), der Kornkafer (Sitophilus granarius) sowie der Mehlkafer (Tenebrio molitor)

stammen aus der Zucht des Instituts fiir Phytopathologie und Angewandte Zoologie der

Justus-Liebig-Universitat GieRen. Die weiteren Insekten stammten aus der Zucht des Julius

Kihn-Institus, Institut fiir 0kologische Chemie, Pflanzenanalytik und Vorratsschutz (JKI) in

Berlin (Tabelle 2.7).

Tabelle 2.7: Verwendete Insekten

Stamm Trivialname Herkunft
Alphitobius diaperinus Getreideschimmelkafer LOEWE
Oryzaephilus surinamensis Getreideplattkafer JKI
Rhizopertha dominica Getreidekapuziner JKI
Sitophilus granarius Kornkafer LOEWE
Tenebrio molitor Mehlkafer LOEWE
Tribolium castaneum Rotbrauner Reismehlkafer  JKI
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Abb. 2.1: a) Larve, Puppe und adulter Kafer von T. molitor, b) adulter Kafer O. surinamensis,

c) adulter Kafer R. dominica, d) adulter Kafer S. granarius, e) adulter Kafer A. diaperinus, f) Larve und

adulter Kafer T. castaneum

Ubernommen aus Mika et al. (2015), Copyright © 2014, Springer-Verlag Berlin Heidelberg

Die Insektenzucht erfolgte auf verschiedenen Getreiden (Tabelle 2.8). Verwendet wurden

hierfur kommerziell erhaltliche Bio-Produkte.

Tabelle 2.8: Verwendete Substrate fir die Insektenzucht

Getreide Hersteller

Bio-Weizenkorner NaturWert, Leer

Bio-Weizenmehl Warenhandel GmbH & Co. KG, Neckarsulm
Maisgrield Theodor Kattus GmbH, Maisach
Haferflocken Peter Kolln KGaA, ElImshorn
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2.4.3 Mikroorganismen fiir die heterologe Expression

Die heterologe Expression der rekombinant hergestellten RdoT3 erfolgte in Escherichia coli
BL DE3-Zellen. Als Leerwert fir die jeweiligen Bestimmungen wurden E. coli pUC 19-Zellen

verwendet (Tabelle 2.9).

Tabelle 2.9: Verwendete Mikroorganismen fir die heterologe Expression

Stamm Herkunft
E. coli BL DE3 Merck Millipore, Darmstadt
E. coli pUC 19 Merck Millipore

2.5 Kultivierung der Pilze

Die Kultivierung der insektenassoziierten Pilze erfolgte in verschiedenen Ndahrmedien. Die
nachstehenden Medien wurden bei 121 °C flir 20 min autoklaviert. Fiir die Herstellung der
entsprechenden Agar-Medien wurde zusatzlich Agar-Agar in einer Konzentration von

15 g L hinzugefligt.

2.5.1 Ndhrmedien und Losungen

Tabelle 2.10: Zusammensetzung Spurenelementlésung

Substanz Konzentration
FeCl,- 6 H,0 0,080 gL"
ZnSO, - 7 H,0 0,000gL"
MnSO, - H,0 0,030gL"
CuSO, - 5 H,0 0,005gL*
EDTA 0,400gL"
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Tabelle 2.11: Zusammensetzung Minimalmedium (MM)

Substanz Konzentration
Ammoniumnitrat 15¢g Lt
KH,PO, 1,5g Lt
MgSO, - 7 H,0 05gL"?
Spurenelementlésung 1,0 mLL™?

Der pH-Wert des Mediums wurde mit 1 M NaOH auf 6,0 eingestellt.

Tabelle 2.12: Zusammensetzung Standardnahrlésung (SNL)

Substanz Konzentration
Glucose - H,0 30,0gL*
L-Asparagin - H,0 45gL*t
Hefeextrakt 30gL?!
KH,PO, 1,5gL?
MgSO, - 7 H,0 05glL*
Spurenelementlésung 1,0mLL?!

Der pH-Wert des Mediums wurde mit 1 M NaOH auf 6,0 eingestellt.

Tabelle 2.13: Zusammensetzung Malzextraktmedium (MPE)

Substrat Konzentration
Malzextrakt 30,0g Lt
Sojapepton 30¢g L?
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Tabelle 2.14: Zusammensetzung Hefe-Pepton-Dextrose-Ndhrmedium (YPE)

Substrat Konzentration
Glucose - H,0 200g L’
Hefeextrakt 10,0 gL™
Sojapepton 20,0g L?
Caseinhydrolysat 50glL™?

Der pH-Wert des Mediums betrug 6,8.

Tabelle 2.15: Zusammensetzung Hefe-Casein-Medium

Substrat Konzentration
Glucose - H,0 200gL*
Hefeextrakt 2,0glL!
Caseinhydrolysat 50¢g L?
Spurenelementlésung 1,0mLL?!

Der pH-Wert des Mediums wurde mit 1 M NaOH auf 7,0 eingestellt.

Tabelle 2.16: Zusammensetzung Kartoffel-Dextrose-Medium (PDE)

Substrat Konzentration
Glucose - H,0 20,0g Lt
Kartoffelextrakt 40¢g L?

Der pH-Wert des Mediums betrug 6,8.

Tabelle 2.17: Zusammensetzung einfacher Magermilchagar

Substrat Konzentration
Milchpulver 50,0 g L™
Agar Agar 10,0g Lt

Der pH-Wert des Mediums wurde mit 1 M NaOH auf 7,2 eingestellt.
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Tabelle 2.18: Zusammensetzung komplexer Magermilchagar

Substrat Konzentration
Glucose - H,0 1,0g L’
Caseinhydrolysat 50glL™?
Hefeextrakt 2,5gL"!
Milchpulver 1,0gL?
Agar Agar 150¢ L*

Der pH-Wert des Mediums wurde mit 1 M NaOH auf 7,0 eingestellt.

2.5.2 Stammbhaltung

Die insektenassoziierten Pilze wurden auf Malzextrakt-Agarplatten (vgl. Tabelle 2.13)
kultiviert. Hierfiir wurde unter sterilen Bedingungen mittig auf die Agar-Platten jeweils ein
etwa 1cm? groRes mit Myzel bewachsenes Agarstiick der Stammkultur positioniert, die
Petrischalen mit Parafilm verschlossen und anschlieBend bei 24 °C im Brutschrank inkubiert.
Nachdem die Platten zu etwa dreiviertel mit Myzel bewachsen waren, wurden sie bei 4 °C
gelagert. In regelmalligen Abstinden wurden neue Agarplatten zur Stammhaltung nach

demselben Prinzip angelegt.

2.5.3 Vorkultur

Fur die Kultivierung in Submerskultur wurde unter sterilen Bedingungen ein 1 cm? groRes
mit Myzel bewachsenes Agarstlick (vgl. 2.5.2) in einen mit 100 mL Ndhrmedium befillten
250 mL Erlenmeyerkolben Uberfihrt und mit einem Ultraturrax-Homogenisator
homogenisiert (15 s, 9.800 rpm). Die Vorkulturen wurden bei 24 °C unter Lichtausschluss fir

14 - 21 Tage im Inkubationsschiittler (24 °C, 150 rpm, Auslenkung 25 mm) inkubiert.
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2.5.4 Hauptkultur

Fir die Anzucht der Hauptkulturen wurde die Vorkultur (vgl. 2.5.3) unter sterilen
Bedingungen mit einem Ultraturrax-Homogenisator homogenisiert (30 s, 9.800 rpm). 20 mL
dieser Suspension wurden zu 200 mL frischem N&dhrmedium in einem 500 mL
Erlenmeyerkolben hinzugefiigt. Die Kultivierung erfolgte bei 24 °C unter Lichtausschluss fiir

28 Tage im Inkubationsschiittler (24 °C, 150 rpm, Auslenkung 25 mm).

2.6 Zucht der Insekten

2.6.1 Kultivierungsbedingungen

Die Zucht der Getreideschadlinge erfolgte nach ihrer Art getrennt in Frischhalteboxen,
welche zu etwa einem Viertel mit Getreide befiillt waren. Die Deckel waren fiir die Bellftung
mit einem Loch versehen, welches mit einer feinmaschigen Edelstahl-Drahtgaze
(Maschenweite 0,1 mm, Drahtstdarke 0,066 mm) verschlossen war. Gelagert wurden die
Insekten bei 24 °C in einer Klimakammer unter Lichtausschluss. Die Auswahl des Getreides

erfolgte fiir jede Art separat (Tabelle 2.19).

Tabelle 2.19: Verwendete Getreidemischungen fiir die jeweiligen Insektenzuchten

Kafer Substratmischung

R. dominica Weizenkoérner (40%) , Weizenmehl (55%), Maisgriel3 (5%)

O. surinamensis Haferflocken (100%)

T. castaneum Weizenschrot (70%), Weizenmehl (20%), Hefe (10%)

T. molitor Weizenmehl (100%), frisches Brot oder Knackebrot (1 Scheibe)
S. granarius Weizenkoérner (100%)

A. diaperinus Weizenmehl (70%), Weizenkorner (15%), Haferflocken (15%)
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2.6.2 Stammbhaltung

Fiir den Erhalt der Zucht wurden die Kafer in regelmadBigen Abstianden von etwa 8 - 12
Wochen umgesetzt. Hierflir wurden Larven und Puppen in ein neues Behdltnis samt frischem
Substrat Uberfiihrt und erneut wie unter 2.6.1 beschrieben gelagert. Die Behalter mit den

alten Kafern wurden aufbewahrt und nach dem jeweils darauffolgenden Umsetzen entsorgt.

2.6.3 Probenaufarbeitung der Insekten

Fir die Durchfihrung der unter den Punkten 2.7 bis 2.11 beschriebenen Experimente
wurden die Getreideschadlinge unter flissigem Stickstoff gemorsert und das entstandene
Pulver anschlieRend in einem Lysis-Puffer (Tabelle 2.3) aufgenommen. Dabei wurden 1 g
Kafer in 5mL Lysis-Puffer suspendiert, bei Abweichungen der Einwaage wurde die
Puffermenge entsprechend angepasst. Der Kaferextrakt wurde anschlieRend fiir 30 min bei
4°C und 18.600 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und aliquotiert bei

-20 °C eingefroren.

2.7 Elektrophoretische Methoden

Das Screening nach peptidolytischer Aktivitdt erfolgte anhand von halbnativen
Zymogrammen, in welche vier verschiedene, lebensmitteltechnologisch relevante Proteine
eingearbeitet wurden: Rinderserumalbumin (BSA), Gluten, Casein und Reisprotein. Des
Weiteren wurden die Pilziiberstande und Kaferextrakte mittels denaturierender SDS-PAGE

charakterisiert.
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2.7.1 Verwendete Puffer fiir die Gelelektrophorese

Tabelle 2.20: Zusammensetzung Probenauftragspuffer, denaturierend

Substanz Masse / Volumen
1 M Tris-HCl, pH 6,8 1,0 mL
SDS-L6sung, 20%-ig 2,0mL
Bromphenolblau 20,0 mg
Glycerol 2,3mL
VE-Wasser ad 8,0 mL

Fir die Herstellung des halbnativen Probenauftragspuffers wurde die SDS-Menge halbiert.

Tabelle 2.21: Zusammensetzung Laufpuffer, denaturierend, 10fach konzentriert

Substanz Konzentration
Tris 30,2gL?
Glycin 1442 g "
SDS 10,0 g L™

Der Laufpuffer wurde vor der Verwendung 1:10 mit VE-Wasser verdiinnt. Fir die Herstellung

des halbnativen Laufpuffers wurde die SDS-Menge halbiert.

Tabelle 2.22: Zusammensetzung Upper Tris, denaturierend

Substanz Konzentration
Tris 60,5g L
SDS 40gL?

Der pH-Wert wurde mit 1 M HCl auf 6,8 eingestellt. Fir die Herstellung des halbnativen

Upper Tris wurde die SDS-Menge halbiert.
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Tabelle 2.23: Zusammensetzung Lower Tris

Substanz Konzentration
Tris 181,7 g L™
SDS 40glLt

Der pH-Wert wurde mit 1 M HCl auf 8,8 eingestellt. Fiir die Herstellung des halbnativen

Lower Tris wurde die SDS-Menge halbiert.

Tabelle 2.24: Zusammensetzung 50 mM Natriumphosphatpuffer

Substanz Konzentration
NaH,PO, - H,0 69glL"’
Na,HPO, - 2 H,0 89gl?

Tabelle 2.25: Zusammensetzung Coomassie-Farbeldsung

Substanz Konzentration
Coomassie CBB G250 50gL"!
Aluminiumsulfat 250,0gL*!
Ethanol (96%ig) 500,0 mL L™
Phosphorsaure (85%ig) 117,5 mL L™

Tabelle 2.26: Zusammensetzung Coomassie-Entfarbeldsung

Substanz Konzentration
Ethanol (96%ig) 100,0 mL L!
Ortho-Phosphorsaure (100%) 20,0 mLL*

Tabelle 2.27: Zusammensetzung SDS-Transferpuffer

Substanz Konzentration
Tris 582¢glL™”
Glycin 2,93glL™
SDS-Losung (10%-ig) 3,75mLL"
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Tabelle 2.28: Zusammensetzung TBS-Puffer

Substanz Konzentration
Tris-HCl 6,05gL*
NaCl 8,76 gL’

Der pH-Wert wurde mit 1 M HCl auf 7,4 eingestellt.

2.7.2 SDS-PAGE

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) erfolgte gemall Laemmli et al. (1970).
Die Konzentration an Acrylamid betrug im Sammelgel 6%, das Trenngel enthielt 12% (Tabelle
2.29). Fur die Elektrophorese wurde die Gelkammer mit so viel 1:10-verdiinntem Laufpuffer
(Tabelle 2.21) versetzt, dass die Geltaschen bedeckt waren. AnschlieRend wurden die
Geltaschen mit den jeweiligen Proben beladen. Fiir die Probenaufarbeitung wurden 15 plL
der jeweiligen Extrakte zunachst mit 10 uL Probenauftragspuffer (Tabelle 2.20) versetzt und
flr 10 min bei 100 °C gekocht. Nach Abkihlen auf Eis wurden die Proben mit 3 uL einer 1 M
DTT-Losung versetzt und in die Geltaschen Uberfihrt. Fir die Bestimmung des
Molekulargewichtes wurden 5 pL eines Proteinstandards (PageRuler unstained protein
ladder, Fermentas, St. Leon-Rot) eingesetzt.

Zu Beginn der Elektrophorese wurde eine Stromstarke von 10 mA pro Gel angelegt. Nach
dem Ubergang der Proben in das Trenngel wurde die Stromstirke auf 20 mA pro Gel erhoht.
Die Elektrophorese wurde beendet, sobald die Lauffront der Proben aus dem Gel hinauslief.
Nach der Elektrophorese wurde das Gel zunachst mit lauwarmem Reinstwasser gewaschen
und anschlieBend mit Coomassie-Farbelosung (Tabelle 2.25) fur 2 - 3 h gefarbt.
Uberschiissige Farbeldsung wurde mit Entfirber (Tabelle 2.26) entfernt. Fir die
Dokumentation wurde das Gel anschlieRend mit Hilfe eines Scanners (Bio-5000, Microtek)

aufgenommen.
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Tabelle 2.29: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels fir die Elektrophorese

Chemikalie Sammelgel Trenngel
Reinstwasser 1,8 mL 2,7 mL
Upper Tris (Tabelle 2.22, pH = 6,8) 750 pL -

Lower Tris (Tabelle 2.23, pH = 8,8) - 1,5 mL
Rotiphorese® Gel 40 450 uL 1,8 uL
APS 10 pL 15 pL
TEMED 4L 7,5 uL

2.7.3 Zymogramme

Die Zymographie mit den jeweils enthaltenen Proteinen erfolgte unter halbnativen
Bedingungen. Hierflir wurde die SDS-Menge der eingesetzten Laufpuffer halbiert. Die Gele
(Tabelle 2.29) enthielten jeweils vier verschiedene Lebensmittelproteine in einer
Konzentration von jeweils 0,1%. Wahrend die Substrate BSA und Casein in Reinstwasser
geldst wurden, mussten die Substrate Gluten und Reisprotein zunachst mit wenigen uL einer
1 M NaOH sowie wenigen Tropfen Ethanol (HPLC gradient grade) gel6st werden. Die Losung
wurde anschlieRend mit 1 M HCI neutralisiert. Fir die Probenvorbereitung wurden 15 plL der
jeweiligen Proben mit 10 pL halbnativem Probenauftragspuffer (Tabelle 2.20) versetzt und
anschlieend in die Geltaschen Uberfihrt. Die Bedingungen der Elektrophorese entsprachen

den unter 2.7.2 beschriebenen Parametern.

Die Behandlung der Gele nach der Elektrophorese erfolgte nach Pereira et al. (2009). Die
Gele wurden hierfiir zunachst fiir eine Stunde in 1%-iger Triton X-100-Losung gelagert und
anschliefend UGber Nacht bei 37 °C in einem 50 mM Natriumphosphatpuffer (Tabelle 2.24)
aufbewahrt. Anschlieend wurde das Gel mit Reinstwasser gewaschen und gemaR 2.7.2 mit
Coomassie gefarbt. AnschlieBend wurde das Gel (falls noétig) mit Entfarberldsung entfarbt

und fir die Dokumentation eingescannt.
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2.7.4 Western-Blots

Fiir die Uberpriifung der heterologen Expression der rekombinanten RdoT3 wurde ein nach
Towbin et al. (1979) modifizierter Western-Blot durchgefiihrt. Die zu untersuchenden
Proteine wurden zunadchst mittels SDS-PAGE (vgl. 2.7.2) getrennt. Eine PVDF-Membran
wurde durch Waschen mit Methanol und SDS-Transferpuffer (Tabelle 2.27) zunachst
aktiviert, das Elektrophoresegel wurde ebenfalls zunachst in SDS-Transferpuffer inkubiert.
AnschlieBend erfolgte der Proteintransfer auf die PVDF-Membran mit Hilfe eines Bio-Rad
Trans-Blot Turbo-Systems fir 30 min bei 25 V und 1 mA. Fir die anschlielende
Immundetektion wurde die Membran zundchst 10 min in TBS-Puffer (Tabelle 2.28)
gewaschen und anschlieBend Uber Nacht mit einer Blocking-Losung (5% Casein in TBS-
Puffer) inkubiert. Der primdre Antikorper (Anti-His Meerrettich-Peroxidase, Qiagen) wurde
mit TBS-Puffer verdiinnt (1:15.000) und nach Entfernen der Blocking-Losung fiir 2 h auf die
Membran gegeben. Anschlieend wurde die Membran 3 Mal mit TBS-Puffer gewaschen und
fir 1 h mit der sekunddren Antikorperlosung (anti-Maus I1gG mit konjugierter
Meerrettichperoxidase, Qiagen, verdiinnt 1:1.000 mit TBS-Puffer) inkubiert. Nach erneutem
Waschen mit TBS-Puffer wurde die Membran mit einem kolorimetrischen Farbereagenz der
Firma Bio-Rad, bestehend aus 4-Chlor-1-naphthol, versetzt. Nach 30-miniitiger Inkubation

wurde die Membran dokumentiert und ausgewertet.

2.7.5 Isoelektrische Fokussierung

Die Bestimmung des isoelektrischen Punktes (pl) erfolgte mittels isoelektrischer
Fokussierung (IEF). Die Durchfiihrung erfolgte mit Hilfe des Systems ServaGel™ IEF 3 — 10
Gel (Serva Electrophoresis). Als Puffer wurden Serva |IEF anode buffer sowie Serva cathode
buffer verwendet und entsprechend der Herstellerangabe in Reinstwasser gel6st. 10 pL der
jeweiligen Proben sowie 5 uL des IEF-Markers 3-10 (Serva Electrophoresis) wurden auf das
IEF-Gel aufgetragen. Fiir die Elektrophorese wurde in den ersten 60 min eine Spannung von
50 V angelegt, gefolgt von weiteren 60 min bei 200 V und abschlieRend 30 min bei 500 V.

AnschlieBend erfolgte die Farbung mittels Coomassie-Farbelosung (Tabelle 2.25).
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2.8 Verwendete Assays

2.8.1 Bestimmung der Peptidase-Aktivitit mittels Azocasein

Die Bestimmung der Peptidaseaktivitat erfolgte mittels eines Azocasein-Assays nach
Kilcawley et al. (2002). Zu 80 pL Kulturiiberstand wurden 320 pL Azocasein-Reagenzlosung
(vorgewarmt auf 37 °C) hinzugegeben. Die Azocasein-Reagenzlosung bestand aus 240 plL
0,1 M Tris-HCI-Puffer, pH 6,0 und 80 pL einer 0,5%-igen wassrigen Azocasein-Losung. Der
Reaktionsansatz wurde 15 min bei 37 °C inkubiert und das nicht umgesetzte Azocasein durch
Zugabe von 600 plL 3%-iger TCA gefallt. Die ReaktionsgefalRe wurden direkt im Anschluss fir
10 min auf Eis gestellt. AnschlieRend wurde fir 10 min bei 4 °C und bei 14.000 rpm
(14.565 g) zentrifugiert. Die klaren Uberstinde wurden photometrisch bei 366 nm

vermessen.

Analog erfolgte die Bestimmung eines Blindwertes. Hierflr wurde die Peptidaseaktivitat des

Kulturiberstandes zuvor durch 15 minitiges Kochen in einem Wasserbad inaktiviert.

Die Peptidaseaktivitat wurde nach folgender Gleichung berechnet:

AU ml:l _ AE366nm -60min
VKuIturuberstand ’ 15 ml n- 0,01
Wobei: AU = Arbritary unit
AE366 nm = Extinktion Probe — Extinktion Blindwert
Vkulturiberstand = 0,08 mL

1U Enzymmenge, welche eine Extinktionsdifferenz von 0,01

innerhalb einer Stunde hervorruft
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2.8.2 Bestimmung der Prolyl-spezifischen Peptidaseaktivitit

Die Bestimmung der Prolyl-spezifischen Peptidaseaktivitdt (PsP-Aktivitdt) erfolgte gemaR
Swajcer-Dey et al. (1992) mit Hilfe des Substrats Benzyloxycarbonyl-Glycyl-L-Prolin-p-
Nitroanilid (Z-Gly-Pro-pNA). Das Prinzip der Messung beruht auf der Zunahme der
Absorption bei 410 nm und 37 °C durch die Bildung von p-Nitroanilid (€410 nm:
10.000 M* cm™, Lottenberg et al. 1983).

Zu 890 uL 0,05 M Citratpuffer (Tabelle 2.4, pH 4,0) wurden bei 37 °C 100 pL Kulturiiberstand
gegeben. Nach Zugabe von 10 plL Substrat (8 mM in Methanol) wurde der Anstieg der
Extinktion bei 410 nm in Abhangigkeit von der Zeit (Messdauer: 15 min) gemessen. Die PsP-
Aktivitat ist definiert als die Menge an Enzym, die 1 umol Z-Gly-Pro-pNA pro Minute

hydrolysiert. Die PsP-Aktivitat berechnet sich anhand folgender Formel:

V-F-AE
ULt =——"—--10°
v-g-d
Wobei: V= Volumen in der Klivette
F= Verdiinnungsfaktor

AE = Zunahme der Extinktion
v=Volumen der Probe
€ = Extinktionskoeffizient von p-Nitroanilin (10.000 Mtem™)
d = Schichtdicke der Kiivette

10°=  Umrechnungsfaktor 1 U = 1 umol-min™

2.8.3 Bestimmung der Arginin-spezifischen Peptidaseaktivitit

Die Arginin-spezifische Peptidaseaktivitait wurde mit dem Substrat N-a-Benzoyl-L-arginin p-
nitroanilid (BApNA) bestimmt. Die Durchfihrung des Assays erfolgte nach Zhu et al. (1999).
Das Substrat wurde zundchst in DMSO geldst und anschliefend mit 0,1 M Tris-HCI-Puffer

(pH 8,0) auf eine Konzentration von 0,5 mg mL " eingestellt. 95 pL dieser Ldsung wurden in
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eine 96-Well-Platte pipettiert und mit 5 pL Enzymldsung versetzt. AnschlieRend wurde die
Kinetik bei 410 nm und 37 °C fur 15 min aufgenommen. Die einzelnen Messpunkte hatten
einen zeitlichen Abstand von 31 s. Die Messung sowie die Berechnung der Enzymaktivitat

erfolgten gemaR 2.8.2.

2.8.4 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Proteinbestimmung erfolgte nach einem von Bradford (1976) entwickelten
photometrischen Assay und basiert auf der Farbung der Proteine mittels des Farbstoffs
Coomassie  Brilliant  Blue-G250. Durchgefihrt wurde die Bestimmung der
Proteinkonzentration in Mikrotiterplatten am Plattenleser. Pro Ansatz wurden 50 plL
Probelésung mit 200 pL Roti®—Nanoquant Arbeitslésung (1:5 Verdinnung des Roti®-
Nanoquant 5x Konzentrats mit Reinstwasser) versetzt. Nach 10-miniitiger Inkubationszeit
wurden die Extinktionen der Proben bei 450 und 590 nm bestimmt. Parallel angesetzt und
analog behandelt wurden jeweils Kalibrierlosungen mit bekannten BSA-Konzentrationen (0 —
100 pg mL?). Fur die Erstellung der Kalibriergeraden wurde der aus den Extinktionen bei
590 und 450 nm berechnete Quotient gegen die Proteinkonzentrationen der BSA-
Kalibrierl6sungen aufgetragen (Abb. 2.2). Nach Ermittlung einer Regressionsgeraden liel} sich

die Proteinkonzentration der Proben ermitteln.
2,5 ~
2,0 - .
1,5 -

1,0 -

Extinktion 590 nm/450 nm
*

0,5 -

0,0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Proteinkonzentration [ug mL1]

Abb. 2.2: Kalibriergerade zur Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford.

Gleichung der Regressionsgeraden y = 0,035x +0,5583, R? = 0,9928
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2.8.5 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry

Neben der Proteinbestimmung nach Bradford wurde ein modifizierter Lowry-Assay unter
Verwendung des pc™ (detergent compatible)-Protein-Assay Kits von Bio-Rad verwendet
(Lowry et al. 1951). Zu 5 uL der Proben- bzw. Standardlésungen wurden je 25 plL einer
alkalischen Kupfer-Tartrat-Losung und anschlieend 200 uL Folin-Reagenz hinzugefiigt. Nach
15 mindtiger Inkubation wurden die Extinktionen bei 720 nm vermessen. Die Auswertung

erfolgte analog zu 2.8.4 mittels einer mit BSA erstellten Kalibriergeraden (Abb. 2.3).

0,4 -
0,35 -
0,3 -
0,25 -
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 A

O T T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

Proteinkonzentration [ug mL?]

Extinktion 750 nm

Abb. 2.3: Kalibriergerade zur Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry. Gleichung der

Regressionsgeraden y = 0,213x +0,0492, R? = 0,9973

Anhand der ermittelten Peptidaseaktivitdt und des Proteingehaltes wurde die spezifische

Aktivitat nach folgender Gleichung bestimmt:

Peptidasektivitat [AU-mL™]
Proteingehalt [ug-mL]

spezifische Aktivitat [AU ug™* Protein]=

31



Material und Methoden

2.9 Bestimmung des Peptidase-Typs mittels Inhibierungsversuchen

Die Bestimmung des Peptidase-Typs erfolgte anhand verschiedener Inhibitoren in
Kombination mit dem Azocasein-Assay. Mittels verschiedener Inhibitoren (Tabelle 2.30)
wurden die Kaferextrakte von R. dominica und O. surinamensis auf die Anwesenheit von

Serin-, Cystein-, und Metallo-Peptidasen untersucht.

Tabelle 2.30: Eingesetzte Inhibitoren zur Bestimmung des Peptidase-Typs

Inhibitor Eingesetzte Konzentration Inhibierung von
0,50 mM
AEBSF Serin-Peptidasen
0,05 mM
10,00 uMm
E-64 Cystein-Peptidasen
5,00 uM
2,00 mM
EDTA Metallo-Peptiasen
0,50 mM

50 pL der Kaferextrakte wurden mit 50 uL der jeweiligen Inhibitorlésungen versetzt und fir
16 h bei RT inkubiert. Anschlielend wurde die Peptidaseaktivitdat dieser Losungen mittels
Azocasein gemal 2.8.1 gemessen. Als Vergleichswerte wurden 50 pL der Kaferextrakte mit
50 uL Wasser gemischt und ebenfalls fiir 16 h bei RT inkubiert. Analog zu den jeweiligen
Messungen wurden Blindwerte angefertigt, fiir welche der Kaferextrakt fir 10 min bei

100 °C inaktiviert wurde.

2.10 Enzymreinigung mittels FPLC

Die Kaferextrakte von R. dominica und O. surinamensis wurden mittels Fast Protein Liquid
Chromatography (FPLC) gereinigt. Bei der verwendeten FPLC handelte es sich um das FPLC-
System BiolLogic DuoFlow. Die Proteine wurden bei 280 nm detektiert, Fraktionen wurden
mittels  Biologic  BioFrac  fraction collector = gesammelt. Zunidchst wurden
Optimierungsversuche mit drei verschiedenen lonenaustauschersaulen durchgefiihrt.

Eingesetzt wurden ein schwacher (HiTrap DEAE FF, Sdulenmaterial: -N*(C,Hs),H) sowie ein
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starker (HiTrap Q FF, Siulenmaterial: -N*(CH3)3) Anionenaustauscher und ein schwacher
Kationenaustauscher (HiTrap SP FF, Sadulenmaterial: -CH,CH,CH,SO5-0). Des Weiteren
wurden die mit den lonenaustauschern gewonnenen Fraktionen mittels hydrophober
Interaktionschromatographie  (HIC) gereinigt. Verwendet wurden hierbei eine
hochsubstituierte Sepharose-Matrix, welche jeweils mit Butyl-, Phenyl- und Octyl-Liganden
versetzt war. Die Sdulen stammten von GE Healthcare, das Volumen dieser Saulen betrug
jeweils 1 mL. Die zugehorigen Methoden sind den Tabellen 2.31 bis 2.33 zu entnehmen.
Wahrend der jeweiligen Laufe wurden Fraktionen mit einem Volumen von jeweils 1 mL

gesammelt.

Tabelle 2.31: FPLC-Gradient schwacher Anionenaustauscher fiir die Reinigung des Extraktes von
R. dominica. Puffer A= 50 mM Natriumacetat-Puffer, pH 6,0 (Tabelle 2.34), Puffer B = 50 mM
Natriumacetat-Puffer mit 1 M NaCl, pH 6,0 (Tabelle 2.35)

Volumen Beschreibung Puffer A Puffer B Fluss
[mL] [%] [%] [mL min™]
0,0 Isokratischer Fluss 100 0 1,00
2,0 Injektion Probe 100 0 1,00
4,0 Isokratischer Fluss 100 0 1,00
14,0 Linearer Gradient 10090 0~>10 0,75
15,0 Isokratischer Fluss 90 10 0,75
22,0 Linearer Gradient 9080 10220 1,00
23,0 Isokratischer Fluss 80 20 2,00
26,0 Linearer Gradient 80~>70 20—~>30 1,00
27,0 Isokratischer Fluss 70 30 2,00
29,0 Linearer Gradient 70->60 3040 1,00
30,0 Isokratischer Fluss 60 40 2,00
32,0 Linearer Gradient 60—~>0 40->100 1,00
35,0 Isokratischer Fluss 0 100 1,00
37,0 Isokratischer Fluss 100 0 1,00
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Tabelle 2.32: FPLC-Gradient starker Anionenaustauscher fiir die Reinigung des Extraktes von

O. surinamensis. Puffer A = 50 mM Natriumacetat-Puffer, pH 6,0 (Tabelle 2.34), Puffer B = 50 mM

Natriumacetat-Puffer mit 1 M NaCl, pH 6,0 (Tabelle 2.35)

Volumen Beschreibung Puffer A Puffer B Flussrate
[mL] [%] [%] [mL min]
0,0 Isokratischer Fluss 100 0 1,0
1,0 Injektion Probe 0,5
2,0 Isokratischer Fluss 100 0 0,5
4,0 Linearer Gradient 100 - 60 0->40 0,5
6,0 Isokratischer Fluss 60 40 0,5
10,0 Linearer Gradient 60—->20 40->80 0,5
11,0 Isokratischer Fluss 20 80 0,5
12,0 Linearer Gradient 200 80~>100 0,5
13,0 Isokratischer Fluss 0 100 0,5
15,0 Linearer Gradient 100 0 0,5

Tabelle 2.33: FPLC-Gradient zur hydrophoben Interaktionschromatografie. Puffer A = 50 mM

Natriumphosphatpuffer, pH 7,0 (Tabelle 2.36), Puffer B = 50 mM Natriumphosphatpuffer mit 1 M

Ammoniumsulfat pH 7,0 (Tabelle 2.37)

Volumen Beschreibung Puffer A Puffer B Flussrate
[mL] [%] [%] [mL min™]
0,0 Isokratischer Fluss 0 100 1,0
1,0 Injektion Probe 0,5
2,0 Linearer Gradient 040 100 = 60 0,5
4,0 Isokratischer Fluss 60 40 0,5
6,0 Linearer Gradient 40->80 6020 0,5
10,0 Isokratischer Fluss 80 20 0,5
11,0 Linearer Gradient 80—~>100 200 0,5
12,0 Isokratischer Fluss 100 0 0,5
13,0 Isokratischer Fluss 0 100 0,5
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2.10.1 Verwendete Puffer fiir die FPLC

Fir die Reinigung mittels FPLC wurden in Abhdngigkeit der eingesetzten Saule verschiedene

Pufferlosungen hergestellt.

Tabelle 2.34: Zusammensetzung 50 mM Natriumacetat-Puffer, pH 6,0

Substanz Volumen
50 mM Essigsaure 200 mL
50 mM Natriumacetat 800 mL

Der pH-Wert wurde mit 0,1 M NaOH auf 6,0 eingestellt.

Tabelle 2.35: Zusammensetzung 50 mM Natriumacetat-Puffer, pH 6,0 mit 1 M Natriumchlorid

Substanz Masse / Volumen
50 mM Essigsaure 200 mL
50 mM Natriumacetat 800 mL
Natriumchlorid 58,47 g

Der pH-Wert wurde mit 0,1 M NaOH auf 6,0 eingestellt.

Tabelle 2.36: Zusammensetzung 50 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 7,0

Substanz Volumen
50 M Natriumdihydrogenphosphat 423 mL
50 M Dinatriumhydrogenphosphat 577 mL

Der pH-Wert wurde mit 0,1 M NaOH auf 7,0 eingestellt.

Tabelle 2.37: Zusammensetzung 50 mM Natriumacetat-Puffer, pH 7,0 mit 1 M Ammoniumsulfat

Substanz Masse / Volumen
50 mM Essigsaure 423 mL

50 mM Natriumacetat 577 mL
Ammoniumsulfat 132,14 ¢g

Der pH-Wert wurde mit 0,1 M NaOH auf 7,0 eingestellt.
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2.11 Erfassung des Peptidabbaus mittels HPLC

Die Messung des Abbaus zweier zoéliakierelevanter Peptide erfolgte gemafl GelRendorfer
etal. (2011) mittels HPLC. Vader et al. (2003) ermittelten anhand von Patienten mit Zoliakie
die Toxizitat verschiedener Getreideproteine. Die Auswahl der Peptide in dieser Arbeit

erfolgte basiernd auf diesen Ergebnissen.

Die fur den Abbau eingesetzten Peptide wurden von Proteogenix SAS (Oberhausbergen,
Frankreich) bezogen. Verwendet wurden ein zoliakierelevantes Peptid aus Weizen (P1,
PQPQLPYPQPQLPY, Molekulargewicht: 1.665,92 g mol'l, Reinheit: 98,7%) sowie ein
zoliakierelevantes Peptid aus Gerste (P2, SQQQFPQPQQPFPQQP, Molekulargewicht
1.910,09 g mol™, Reinheit: 98,0%).

Fiir den Abbautest wurden 1 mg der jeweiligen Peptide in 5 mL Reinstwassser geldst. Zur
Hydrolyse von P1 wurden 90 pL Substratldsung mit 60 pL Enzymlésung und 10 plL
Saccharinlésung (eingesetzt als interner Standard, 0,4 mg mL™) versetzt und fiir 30, 60 und
90 min bei 25 °C auf einem Thermoschiittler bei 600 rpm inkubiert. Analog wurden fiir den
Abbautest von P2 100 uL Substratlosung mit 100 puL Enzymlésung und 10 plL Saccharinlésung

versetzt und unter den o.g. Bedingungen inkubiert.

Nach Ende der jeweiligen Inkubationszeit wurde die Reaktion durch Erhitzen auf 100 °C fir
15 min gestoppt. Nach Zentrifugation fiir 20 min bei 14.000 rpm (14.565 g) wurde der
Uberstand entnommen und fiir die Analyse mittels HPLC eingesetzt.

Parallel wurden Proben nach 0 min Inkubationszeit als Blindwert angefertigt. Hierfiir wurde
das Enzym mit dem internen Standard versetzt und fir 15 min bei 100 °C inaktiviert. Nach
Zugabe des jeweiligen Peptids wurde die Probe erneut fir 15 min bei 100 °C inaktiviert. Der
Leerwert bestand aus Wasser und der Enzymldsung und wurde nach 15 min bei 100 °C nach

Zentrifugation mittels HPLC gemessen.

Die HPLC-Analyse erfolgte mit Hilfe einer Jasco-HPLC, welche mit einem DG-2080-53
Degaser, einer LG-2080-02S-Pumpe und einem UV-2075-Plus UV-Detektor ausgestattet war.
Die Proben wurden Uber einen Autosampler (231 Sampling XL injector) durch eine 20 pL-
Schleife injiziert. Fur die Trennung wurde eine EC 250/4 Nucleosil 100-5-Cig-Saule

(Macherey-Nagel) verwendet. Als Eluenten dienten Reinstwasser mit 0,1% TFA (Eluent A)
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und Acetonitril mit 0,1% TFA (Eluent B). Die Flussrate betrug 1,26 mL min™, die Peptide

wurden bei 210 nm detektiert. Die verwendete Methode ist Tabelle 2.38 zu entnehmen.

Tabelle 2.38: HPLC-Gradient zur Untersuchung des Peptidabbaus. Eluent A = Wasser mit 0,1% TFA,
Eluent B = Acetonitril (HPLC gradient grade) mit 0,1% TFA

Zeit Beschreibung Eluent A Eluent B
[min] [%] [%]

0-13 Isokratischer Fluss 100 0
13-13,1 Linearer Gradient 100 - 65,5 0-> 34,5
13,1-17 Isokratischer Fluss 65,5 34,5
17-17,1 Linearer Gradient 65,5 > 10 34,5 2 90
17,1 - 18 Isokratischer Fluss 10 90

18 -18,1 Linearer Gradient 10 - 100 90->0
18,1 - 23 Isokratischer Fluss 100 0

33 Ende der Methode

2.12 Sequenzierung der Peptid-Fragmente nach Hydrolyse der
Peptide P1 und P2 durch Enzymextrakte

Die wahrend der Hydrolyse durch die Kaferextrakte generierten Peptid-Fragmente wurden in
50% Methanol mit 1% Ameisensdure gelost. Die Losung wurde direkt mittels eines
Quadrupol Orbitrap Hybrid-Massenspektrometers ('Q Exactive', Thermo Fisher Scientific)
analysiert. Die Probenzufuhr erfolgte (iber eine Nanospray-Quelle (Thermo Fisher Scientific).
Die signifikanten Peaks des MS* Ubersicht-Scans (Auflésung 140.000 bei m/z 200) wurden
mittels HCD fragmentiert (Auflosung 35.000 bei m/z 200). Die Kollisionsenergie wurde
individuell festgelegt, um eine bestmogliche Fragmentierung zu erhalten. Die

Peptidsequenzen wurden manuell durch de novo Sequenzierung ermittelt.
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2.13 Sequenzierung von Proteinbanden einer denaturierenden SDS-
PAGE

Die Gelbanden wurden ausgeschnitten und nach einem Standardprotokoll (Shevchenko
et al. 2006) fur die weitere Analyse aufgearbeitet. Die Messungen mittels LC-ESI-MS/MS
erfolgten an einem Q Executive Massenspektrometer. Dieses war (ber eine Nanospray-
Quelle mit einer UHPLC (Ultimate, Dionex/LCPackings, Idstein, Germany) verbunden. Die
Peptide wurden auf einer Trap-Sdule (Dionex, C18 PepMap, 5 mm, i.d. 300 um) fokussiert
und anschlieBend auf einer analytischen Sdule (Dionex, Acclaim Pepmap 100, 15 cm, i.d.
75 um, C18, 3 um, 100 A) getrennt. Als Eluenten dienten 2% Acetonitril (Eluent A) und 80%
Acetonitril mit jeweils 0,1% Ameisensdure (Eluent B). Der lineare Gradient verlief von 5 auf
45% B in 42 min. Die Daten wurden mit Hilfe der Software Xcalibur 2.2 SP1 und Tune 2.0 SP2
aufgenommen. Die Messung erfolgte im Positivmodus mit folgenden Parametern:
Kapillarspannung 2 kV, Temperatur 280 °C. Die Full-Scan MS-Messungen wurden im Bereich
von m/z 400 — 2.000 mit einer Auflésung von 140.000 (bei m/z 200) durchgefihrt. Die funf
intensivsten Signale wurden fir MS? Experimente verwendet, die mit einer Auflésung von
30.000 (bei m/z 200) vorgenommen wurden. Die HCD-Fragmentierung wurde mit einer
Kollisionsenergie von 30% durchgefliihrt. Das Gerat wurde unmittelbar vor der Messung mit
der Standardlosung des Herstellers kalibriert. Die Datenauswertung erfolgte mit der
Software Thermo Proteome Discoverer 1.4. Vergleichbare Fragmentierungsspektren
(Toleranz von 4 ppm und 1,2 min) wurden anhand des m/z-Verhaltnisses gruppiert. Die
Datenbanksuche wurde mittels Sequest (Eng et al. 1994) und der Trankskriptomdaten von
R. dominica durchgefiihrt. Die Massentoleranz betrug 4 ppm fir die Vorlauferionen und
0,01 Da fiur die Fragment-lonen. Alle von der Software ausgegebenen ldentifizierungen
wurden manuell tiberpruft.

Die Homologie-Suche der identifizierten Peptidsequenzen erfolgte mittels BLAST2GO
(Conesa et al. 2005), wobei Proteine mit peptidolytisch relevanter Aktivitdt ausgewahlt

wurden.
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2.14 Abbau von Pflanzenproteinen

2.14.1 Nachweis mittels SDS-PAGE

Der Abbau von Proteinbanden wurde durch Inkubation von Reisprotein und Gluten mit den
Extrakten aus R. dominica und O. surinamensis und anschlieBRender SDS-PAGE-Analyse
untersucht. Als Substrat wurde eine Reisprotein-Losung nach 2.7.3 hergestellt. Die Extrakte
aus R. dominica und O. surinamensis wurden 1:5 verdiinnt, anschlieBend mit dem gleichen
Volumen an Reisprotein- bzw. Glutenlosung versetzt und fiir 3 h bei 25 °C und 800 rpm
inkubiert. Analog wurden Blindwerte mit hitzeinaktivierten Kaferextrakten generiert.

AnschlieBend wurden die Proben gelelektrophoretisch gemal 2.7.2 getrennt.

2.14.2 Verbesserung der Loslichkeit von Reisprotein

Die Verbesserung der Loslichkeit von Reisprotein durch Kaferpeptidasen aus R. dominica und
O. surinamensis wurde Uberprift. Hierflir wurden die Extrakte der jeweiligen Kafer zunachst
1:10 verdiinnt und 200 pL des verdilinnten Extraktes mit je 5 mg Reisprotein versetzt. Die
Proben wurden auf dem Inkubationsschittler bei 25 °C und 800 rpm inkubiert. Nach 0, 1, 2,
3,4,5, 24, 30, und 48 h wurden die Proben homogenisiert und bei 14.000 rpm (14.565 g) fir
10 min zentrifugiert. 5 uL des Uberstandes wurden entnommen und zur Proteinbestimmung
nach Lowry (vgl. 2.8.5) eingesetzt. Analog wurden Blindwerte mit hitzeinaktivierten

Kaferextrakten gefihrt.
Die Proteinloslichkeit wurde wie folgt berechnet:

o ) Proteingehalt Uberstand
Loslichkeit[%]=

Gesamtproteingehalt der Probe
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2.15 Heterologe Expression der rekombinanten RdoT3 in E. coli

2.15.1 Verwendete Medien und Puffer fiir die heterologe Expression

Tabelle 2.39: Zusammensetzung LB-Medium

Substanz Konzentration
1
Trypton 100gL
Hefeextrakt 50glL*t
Natriumchlorid 10,0g L™

Tabelle 2.40: Zusammensetzung TB-Medium

Substanz Konzentration
Trypton 10,0gL"
Hefeextrakt 50gL*t
Natriumchlorid 10,0g L*
D-(+)-Glucose - H,0 2,2¢g L?

Tabelle 2.41 Zusammensetzung 6M Guanidiumchloridpuffer

Substanz Konzentration
Guanidiniumchlorid 573,18 g L’
Tris-HCI 3,15gL*

Der pH-Wert wurde mit 1 M HCl auf 7,5 eingestellt.

Tabelle 2.42: Zusammensetzung 6 M Harnstoffpuffer

Substanz Konzentration
Harnstoff 360,36 g L™
Tris-HCl 3,15g L™
NaCl 584glL"t

Der pH-Wert wurde mit 1 M HCl auf 7,5 eingestellt.
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Tabelle 2.43: Zusammensetzung Imidazolpuffer

Substanz Konzentration
Harnstoff 360,36 g L
Tris-HCl 3,15g L™
NaCl 584glL!
Imidazol 13,62 gL

Der pH-Wert wurde mit 1 M HCl auf 7,5 eingestellt.

Tabelle 2.44: Zusammensetzung Dialysepuffer

Substanz Konzentration
NaCl 8,77gL"’
Tris-HCl 3,15gL"

Der pH-Wert wurde mit 1 M HCl auf 8,5 eingestellt.

2.15.2 Transformation und Expression

Die rekombinante Herstellung der RdoT3 sowie die Klonierung der cDNA in den
Expressionsvektor pASK-IBA33plus erfolgte durch Eurofins, Hamburg. Die anschlielende
Expression erfolgte in E. coli BL DE3-Zellen. In Vorversuchen sollte zunachst getestet werden,
bei welcher Temperatur und zu welchem Zeitpunkt die maximale Enzymmenge exprimiert

wird.

Fur die Transformation wurde 1 plL des Plasmids (32 ng mL™?) in 1,5 mL Eppendorf-Cups mit
50 pL BL21 DE3-Zellen versetzt und fiir 30 min auf Eis gelagert. Fir die Aktivierung wurden
die Zellen bei 42 °C fiir 45 s einem Hitzeschock ausgesetzt. AnschlieBend wurden 250 pL LB-
Medium (Tabelle 2.39) hinzugefligt und fir 60 min bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert.
Danach wurden die Zellen auf einer mit Ampicillin (Stammldsung: 300 mg mL™,
Endkonzentration der Platte 150 pg mL™) versetzten LB-Platte ausplattiert und bei 37 °C
inkubiert. Die auf der Platte angewachsenen Kolonien wurden in eine Flissigkultur

(Ubernachtkultur) Giberfiihrt. Als Medium wurden 400 mL LB-Medium mit Ampicillin versetzt
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(Endkonzentration im Nahrmedium 150 pg mL"). Die Kolben wurden bei 37 °C auf dem
Inkubationsschiittler (160 rpm) Giber Nacht inkubiert. Die Ubernachtkulturen wurden auf
eine optische Dichte von 0,5 verdinnt und fiir die weitere Expression verwendet. In
Vorversuchen mit verschiedenen Temperaturen wurde ermittelt, dass die Expression fiir 4 h
bei 28 °C am besten verlief. 20 mL der zuvor verdiinnten Ubernachtkultur wurden zu 400 mL
TB-Medium (Tabelle 2.40) und Ampicillin (Endkonzentration im Ndahrmedium 150 ug mL?)
gegeben und nach 30 miniitiger Inkubation bei 37 °C flir weitere 30 min bei 28 °C geschittelt
(180 rpm). AnschlieBRend wurden die Kolben mit Anhydrotetracyclin induziert (Stammldsung:
2 mg mL™?, eingesetztes Volumen 40 pL). Nach der Induktion wurden die Zellen bei 28 °C fir

weitere 4 h auf dem Inkubationsschittler kultiviert (180 rpm).

Der Kulturiiberstand wurde fiir 10 min bei 75.000 g (24.934 rpm) zentrifugiert und die
Pellets fir die weitere Aufarbeitung verwendet. Die Pellets wurden mit 20 mM Tris-Puffer
resuspendiert und in einem Gefal} vereinigt. Mit Hilfe eines Homogenisators wurden die
E. coli-Zellen anschlieBend mehrere Male aufgeschlossen. Das so entstandene Homogenisat
wurde erneut bei 75.000 g (24.934 rpm) fir 30 min zentrifugiert und jedes entstandene
Pellet danach in 35 mL eines 6 M Guanidiumchloridpuffers (Tabelle 2.41) geldst und (iber
Nacht auf einem Magnetriihrer gerihrt. Im Anschluss wurde die Losung erneut fiir 30 min
bei 75.000 g (24.934 rpm) zentrifugiert und der Uberstand anschlieBend fiir die Reinigung
mittels FPLC (vgl. 2.15.3) eingesetzt.

2.15.3 Reinigung der Serin-Endopeptidase RdoT3 mittels FPLC

Die am Vortag gewonnene Losung wurde anhand einer selbst gepackten Saule (ECOplus frit
set for SR-revision, 1.D. 15 mm Glas, 10 um, Kronlab, Sinsheim) gereinigt. Als Sdulenmaterial
wurde TALON® Superflow Metak Affinity (Clontech, Mountain View, USA) verwendet. Das
Sdulenmaterial hatte eine Hohe von ca. 5 cm. Tabelle 2.45 zeigt den fiir die Reinigung
verwendeten Gradienten. Eluiert wurde die Probe mit Hilfe eines 6 M Harnstoffpuffers
(Tabelle 2.42) sowie eines Imidazolpuffers (Tabelle 2.43). Wahrend des gesamten Laufes

betrug der Fluss 5 mL min ™.
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Tabelle 2.45: FPLC-Gradient

Zeit Beschreibung Harnstoffpuffer Imidazolpuffer
[min] [%] [%]

0 Beladen der Saule 0 0

0 Start 100 0

19,99 Linearer Gradient 100> 0 0 - 100

20 Isokratischer Fluss 0 100

39,99 Linearer Gradient 0 - 100 100> 0

40 Isokratischer Fluss 100 0

60 Ende der Methode

Sobald ein Peak im Chromatogramm sichtbar wurde, wurden manuell Fraktionen von 2 mL

gesammelt und fir die weiteren Versuche verwendet.

2.15.4 Riuckfaltung

Die unter 2.15.3 gewonnenen RdoT3-Fraktionen wurden vor der weiteren Verwendung
zunachst riickgefaltet. Hierfir wurden fir die gewonnenen Hauptfraktionen der
Chromatographie zunachst vereinigt und mit /-Mercaptoethanol versetzt (Endkonzentration
in der Losung 3% v/v). AnschlieRend wurden die Proben fiir 20 min im Wasserbad bei 37 °C
inkubiert und dann in einen Dialyseschlauch Uberfihrt. Die Dialyse erfolgte (iber Nacht bei
4 °C; auf 6 mL Probe kamen 4 L Dialysepuffer (Tabelle 2.44). Nach der Dialyse wurde das
Enzym dem Dialyseschlauch entnommen und ausgefallenes Protein bei 14.000 rpm
(14.565 g) fiir 30 min bei 4 °C abzentrifugiert. Die Konzentrierung der Losung erfolgte durch
Membranfilter (Pall Nanosep® centrifugal device, 10K Omega membrane, Sigma-Aldrich, St.

Louis, USA).
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2.15.5 Aktivierung der Serin-Endopeptidase RdoT3 durch Faktor Xa

Anhand der Aminosauresequenz der RdoT3 war nach einem Abgleich mit Daten einer
Peptidase der Feuerameise Solenopsis invicta (Botos et al., 2000) davon auszugehen, dass es
sich bei den ersten 29 Aminosdauren um ein Pro-Peptid handelte. Fiir die Abspaltung des Pro-
Peptids wurde die Peptidase Faktor Xa (FXa) eingesetzt. Hierfir wurden 20 uL der gemaR
2.15.4 gewonnenen RdoT3 in Vorversuchen mit jeweils 1 uL FXa versetzt und fir 2, 7 und
22 h bei 24 °C und 200 rpm auf dem Inkubationsschiittler inkubiert. Das beste Ergebnis
zeigte sich hierbei nach 2 h Inkubationszeit der Pobe mit FXa. Diese Bedingungen wurden fir

die Aktivierung des Enzyms verwendet.

2.16 Optimierungsversuche

Optimierungsversuche wurden bzgl. der Temperatur und des pH-Wertes durchgefiihrt. Als
Basis hierflir diente der Azocasein-Assay (vgl. 2.8.1). Zunachst wurde das pH-Optimum
bestimmt. Analog zu 2.8.1 wurde die 0,5%-ige wassrige Azocasein-Losung mit 0,1 M Tris-HCl-
Puffer versetzt. Fiir die Optimierungsversuche wurde der Tris-HCI-Puffer auf die pH-Werte
3,0 — 10,0 mit einem jeweiligen Abstand von 0,5 eingestellt. Anschlielfend wurde der Assay

wie unter 2.8.1 weiter durchgefihrt.

Zur Bestimmung des Temperaturoptimums wurde die Probe gemaR 2.8.1 bei verschiedenen
Temperaturen inkubiert. Getestet wurden Temperaturen im Bereich zwischen 20 °C und

80 °C bei pH 6.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse zum Screening der insektenassoziierten Pilze

Die insektenassoziierten Pilze C. pseudorhagii, M. fragilis, P. commune, P. echinolatum,
A. areolatum, A. chailletii und S. sanguionolentum wurden auf ihre Peptidaseaktivitat
getestet. Die Pilze wurden zunachst in einem Screening auf Milchagarplatten hinsichtlich
ihrer peptidolytischen Aktivitat getestet. Im Anschluss wurden die Pilze in Submerskultur
(vgl. 2.5.3 und 2.5.4) Uberflhrt und die Peptidaseaktivitat in den Kulturiiberstanden wahrend
des Kulturverlaufs mittels Azocasein-Assay (vgl. 2.8.1) bestimmt. Des Weiteren wurden die
Kulturliberstande auf PsP-Aktivitdit getestet sowie die Gesamtproteinkonzentration im
Kulturiiberstand nach Bradford (vgl. 2.8.4) ermittelt. Kulturiberstdnde mit der hochsten
Aktivitdit wurden gelelektrophoretisch anhand von Gluten-Zymogrammen (vgl. 2.7.3)
untersucht. Zusatzlich wurde der Abbau zweier zoliakierelevanter Peptide gemessen (vgl.

2.11).

3.1.1 Kulturfithrung der insektenassoziierten Pilze

Bei der Kultivierung auf Agarplatten zeigten die Pilze ein sehr unterschiedliches Wachstum
(Abb. 3.1). A. areolatum zeigte ein sehr schnelles und hinsichtlich der Ausbildung des Myzels
sehr feines Wachstum, A. chailletii zeigte ein langsameres, wenngleich sehr dichtes
Mycelwachstum. Bei dem Pilz S. sanguinolentum war ein sehr langsames und feines

Wachstum des Mycels zu beobachten.

Abb. 3.1: MPE-Agarplatten nach 9 Tagen im Inkubationsschrank bei 24 °C (A: A. areolatum,

B: S. sanguinolentum, C: A. chailletii)
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Nach Uberfiihrung der Pilze in Submerskultur zeigte der Pilz A. areolatum das geringste
Wachstum und fiel zudem durch seine dunkle Farbung auf (Abb. 3.2). Bereits zu Beginn der
Kulturfihrung (Tag 2) wies der Kulturtberstand eine deutlich dunklere Farbung auf, welche
sich im weiteren Verlauf intensivierte. Die FllUssigkulturen der Pilze A. chailletii und

S. sanguinolentum zeigten ein deutlich besseres Wachstum in den jeweiligen Medien.

Abb. 3.2: Kulturkolben der Pilze A. areolatum, A. chailletii und S. sanguinolentum an Kulturtag 9.
Reihe A: MM-Medium, Reihe B: PDE-Medium, Reihe C: SNL-Medium, Reihe D: MPE-Medium; Spalte |

+ II: A. areolatum, Spalte Il + IV: A. chailletii, Spalte V + VI: S. sanguinolentum
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3.1.2 Ergebnisse des Screenings auf Agarplatten

Mit Hilfe des Screenings auf Magermilch-Agarplatten wurde eine Hydrolyse der im Agar
enthaltenen Proteine sichtbar gemacht. Hierflir wurde der Pilz auf einfache und komplexe
Milchagarplatten (Tabellen 2.17 und 2.18) gesetzt und flir mehrere Tage inkubiert
(vgl. 2.5.2).

Abb. 3.3: Screening nach Peptidaseaktivitat auf Agarplatten. Obere Reihe: komplexer Milchagar,
untere Reihe: einfacher Milchagar. A: M. fragilis, B: C. pseudorhagii, C: P. commune,

D: P. echinulatum, E: A. chailettii, F: A. areolatum, G: S. sanguinolentum

Drei von sieben Pilzen erzeugten in den entsprechenden Agarplatten Hydrolysezonen
(Abb. 3.3). Dabei handelte es sich um die aus den Bohrléchern der Holzwespe isolierten Pilze
A. chailettii, A. areolatum und S. sanguinolentum. Die Pilze, welche aus dem Darm des
asiatischen Laubholzbockkafers isoliert wurden, zeigten im Agarplatten-Screening keine

Aktivitat.
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3.1.3 Photometrisch ermittelte Peptidaseaktivitit

Die Bestimmung der Peptidaseaktivitat in den Submerskulturen wahrend des Kulturverlaufs
erfolgte anhand des Azocasein-Assays (vgl. 2.8.1). Dabei zeigte sich ein dem Screening auf
Agarplatten adhnliches Bild. Die Pilze, welche aus dem Darm des asiatischen
Laubholzbockkéafers isoliert wurden (Abb. 3.4 A — D), zeigten im Gegensatz zu den der
Holzwespe assoziierten Pilzen (Abb. 3.5 A — C) nur eine relativ geringe Aktivitat. Die
Messungen erfolgten jeweils in Doppelbestimmung; pro Probe wurde ebenfalls ein separater
Blindwert angefertigt. Die Messung der Peptidaseaktivitaten erfolgte in verschiedenen

Nahrmedien (vgl. 2.5.1).

Der Pilz M. fragilis zeigte Uber eine Kulturdauer von 23 Tagen eine maximale
Peptidaseaktivitat von 86 AU mL" im SNL-Kulturmedium an Kulturtag 12 (Abb. 3.4 A). Die
Hefe C. pseudorhagii zeigte mit maximal 45 AU mL™ im Hefe-Casein-Medium generell eine
geringere Peptidaseaktivitat (Abb. 3.4 B). Die Pilze P. commune und P. echinulatum (Abb. 3.4
C und D) unterschieden sich deutlich hinsichtlich ihrer Peptidaseaktivitdt. Wahrend
P. commune an Kulturtag 7 eine Aktivitdt von 136 AU mL™ im PDE-Medium erreichte, wurde
im Kulturiiberstand von P. echinulatum eine maximale Aktivitdt von 80 AU mL™ am ersten

Kulturtag im MPE-Medium nachgewiesen.
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100 -
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Abb. 3.4: A: Peptidaseaktivitat des Pilzes M. fragilis (MFR). Die Kulturdauer betrug 23 Tage;
B: Peptidaseaktivitat des Pilzes C. pseudorhagii (CPS). Die Kulturdauer betrug 23 Tage;
C: Peptidaseaktivitat des Pilzes P. commune (PCOM). Die Kulturdauer betrug 10 Tage;
D: Peptidaseaktivitat des Pilzes P. echinulatum (PEC). Die Kulturdauer betrug 11 Tage.
Die Bestimmung der Peptidaseaktivitaten erfolgte mittels Azocasein-Assay, Fehlerbalken

entsprechen der Standardabweichung
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Die den Bohrléchern der Holzwespe assoziierten Pilze zeigten generell hohere Aktivitdten
(Abb. 3.5 A — C). Der Pilz A. areolatum (Abb. 3.5 A) zeigte im MPE-Medium eine maximale
Peptidaseaktivitit von 1.840 AU mL' am 9. Kulturtag. Der Pilz A. chailletii zeigte mit
1.910 AU mL" bereits zu Beginn der Kulturfiihrung eine deutlich groBere Peptidaseaktivitat
und erreichte im MPE-Medium maximal 3.017 AU mL™ (Abb. 3.5 B). Ahnlich zu A. chailletii
zeigte der Pilz S. sanguinolentum die héchste Peptidaseaktivitat zu Beginn der Kulturfliihrung

(Abb. 3.5 C). Die maximale Aktivitdt von 8.650 AU mL™ wurde im MPE-Medium an Tag 2

gemessen.
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Abb. 3.5: A) Peptidaseaktivitat des Pilzes A. areolatum (AAR). Die Kulturdauer betrug 28 Tage
B) Peptidaseaktivitat des Pilzes A. chailletii (ACH). Die Kulturdauer betrug 28 Tage;
C) Peptidaseaktivitat des Pilzes S. sanguinolentum (SSA). Die Kulturdauer betrug 28 Tage.
Die Bestimmung der Peptidaseaktivitaten erfolgte mittels Azocasein-Assay, Fehlerbalken

entsprechen der Standardabweichung

Neben der Bestimmung der Peptidaseaktivitat mittels Azocasein wurde die PsP-Aktivitat (vgl.
2.8.2) in den jeweiligen Kulturiberstanden ermittelt. In keinem der Pilze war jedoch Prolyl-

spezifische Aktivitat nachweisbar.

3.1.4 Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration nach Bradford

Die Gesamtproteinkonzentration der Pilzkulturiiberstande wurde kulturbegleitend mittels
Bradford-Assay bestimmt (vgl. 2.8.4). Untersucht wurden die unter 3.1.2 erwdhnten Proben

der Pilze A. areolatum, A. chailletii und S. sanguinolentum der Kulturtage 2 — 21.

Die Proteinkonzentration im Kulturiiberstand von A. areolatum (Abb. 3.6) zeigte im Laufe der
Kultivierung im MPE-Medium einen steten Anstieg und erreichte im untersuchten Zeitraum
einen Maximalwert von 135 pug mL™”. Die Proteinkonzentration im SNL- und PDE-Medium
nahm ab Tag 9 ab, wobei der Proteingehalt im PDE-Medium ab Tag 14 auf 0 ug mL™ sank. Im
MM-Medium wurde Uber den gesamten Kulturverlauf ein nahezu konstanter Wert zwischen

25 und 30 ug mL? gemessen.
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Abb. 3.6: Proteinkonzentration im Kulturiiberstand von A. areolatum wahrend der Kultivierung. Die
Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach Bradford, Fehlerbalken entsprechen der

Standardabweichung

Bei der Messung der Proteinkonzentration im Kulturiberstand von A. chailletii (Abb. 3.7)
zeigte sich im SNL- und MPE-Medium im Verlauf der Kulturdauer eine Zunahme der
Proteinkonzentration. Im MPE-Medium wurde ein maximaler Wert von 74 ug mL™ erreicht,

im SNL-Medium betrug die Proteinkonzentration an Tag 21 84 ug mL™.

100 -

—&— MPE

Proteinkonzentration ACH [ug mL1]

Kulturdauer [d]

Abb. 3.7: Proteinkonzentration im Kulturliberstand von A. chailletii wahrend der Kultivierung. Die
Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach Bradford, Fehlerbalken entsprechen der

Standardabweichung
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Bei S. sanguinolentum (Abb. 3.8) wurde im MM-Medium eine Proteinkonzentration von 15
bis 20 pg mL™? bestimmt. Die maximale Proteinkonzentration im Kulturiiberstand von
S. sanguinolentum mit 373 ug mL? wurde im MPE-Medium an Tag 16 gemessen. Die
vergleichsweise hohen Werte der Proteinkonzentration korrelierten mit der
Peptidaseaktivitdt (Azocasein-Assay). Auch hier zeigte S. sanguinolentum im MPE-Medium

die maximale Aktivitat.
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Abb. 3.8: Proteinkonzentration im Kulturiiberstand von S. sanguinolentum wahrend der Kultivierung.
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach Bradford, Fehlerbalken entsprechen der

Standardabweichung

Anhand der ermittelten Peptidaseaktivitdt und des Proteingehaltes wurde die spezifische
Aktivitat der Pilze A. areolatum, A. chailletii und S. sanguinolentum bestimmt. Fir
A. areolatum (Abb. 3.9 A) wurden die geringsten spezifischen Aktivitdten ermittelt. Die
maximale spezifische Aktivitat von 19 AU pg™ Protein wurde an Tag 9 im MPE-Medium
ermittelt. Bei A. chailletii (Abb. 3.9 B) zeigten sich die besten Ergebnisse im PDE-Medium mit

einer maximalen spezifischen Aktivitit von 228 AU g

Protein an Kulturtag 18. Bei
S. sanguinolentum wurden die héchsten spezifischen Aktivititen mit 187 bzw. 175 AU pg ™

Protein im MPE sowie im SNL-Medium zu Beginn des Kulturverlaufs ermittelt (Abb. 3.9 C).
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Abbildung 3.9: Vergleich der spezifischen Aktivitaten im Kulturverlauf der Pilze A. areolatum (A),
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3.1.5 Gelelektrophoretische Untersuchung der Kulturiiberstiande der
insektenassoziierten Pilze

Wie unter 3.1.2 und 3.1.3 beschrieben, zeigten nur die Pilze A. areolatum, A. chailletii und
S. sanguinolentum  im  Agarplattenscreening und im  photometrischen  Assay
Peptidaseaktivitdt. Aus diesem Grund wurden die weiteren Analysen auf diese Pilze

beschrankt.

Fiir den Nachweis des peptidolytischen Abbaus diverser Proteine wurden Zymogramme mit
den Substraten BSA, Casein, Guten und Reisprotein angefertigt und mit Kulturiiberstanden
beladen (vgl. 2.7.3). Als Proben wurden die Pilzkulturiiberstande jedes Kulturmediums am

Tag maximaler Aktivitat aufgetragen (Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1: Ausgewahlte Proben fiir die gelelektrophoretische Untersuchung

Kulturdauer Peptidaseaktivitat
Nr. Stamm Nahrmedium
[d] [AU mLY]
1 S. sanguinolentum MPE 2 8.650
2 S. sanguinolentum SNL 4 3.975
3 S. sanguinolentum PDE 4 5.015
4 S. sanguinolentum MM 28 599
5 A. chailletii MPE 2,5 3.017
6 A. chailletii SNL 2,5 2.199
7 A. chailletii PDE 25 2.681
8 A. chailletii MM 25 395
9 A. areolatum MPE 9 1.840
10 A. areolatum SNL 23 1.018
11 A. areolatum PDE 23 310
12 A. areolatum MM 14 311
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Abb. 3.10: Zymogramme mit den Substraten BSA, Casein, Gluten und Reisprotein, beladen mit den in
Tabelle 3.1 beschriebenen Kulturliberstdnden von S. sanguinolentum (1 - 4), A. chailletii (5 - 8) und

A. areolatum (9 - 12)

Obwohl S. sanguinolentum bei der Messung der Peptidaseaktivitdit mittels Azocasein die
hochsten Aktivitaten besaR (Tabelle 3.1), zeigte keine der aufgetragenen Fraktionen einen
Abbau der eingearbeiteten Substrate (Abb. 3.10). Bei A. chailletii waren alle aufgetragenen
Proben in der Lage, Casein zu hydrolysieren. Die Substrate Gluten und Reisprotein hingegen
wurden nur von Probe 5 hydrolysiert. A. areolatum zeigte die niedrigsten
Peptidaseaktivititen im Azocasein-Assay (Tabelle 3.1), dennoch erzeugten alle
aufgetragenen Proben Hydrolysezonen fiir die Substrate Casein, Reisprotein und Gluten. Das

Substrat BSA wurde durch keine aufgetragene Probe hydrolysiert.
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3.1.6 Peptidabbau mit Pilzkulturiiberstinden

Neben der Bestimmung der Peptidaseaktivitait und dem peptidolytischen Abbau
verschiedener  lebensmittelbiotechnologisch relevanter  Proteine  wurden die
Pilzkulturliberstande ausgewadhlter Proben (Tabelle 3.2) auf den Abbau zweier

z6liakierelevanter Peptide getestet (vgl. 2.11).

Tabelle 3.2: Fir den Peptidabbau verwendete Pilzkulturiberstande

Kulturdauer Peptidaseaktivitat
Stamm Nahrmedium L
[d] [AU mL"]
A. areolatum SNL 23 1.018
A. chailletii MPE 2,5 3.017
S. sanguinolentum MPE 2 8.650

Die Proben wurden jeweils fiir 30 und 90 min mit dem jeweiligen Peptid bei 37 °C inkubiert,
die Inkubationszeit von 0 min erfolgte mit vorher bei 100 °C abgekochtem Kulturiiberstand

und diente somit als Blindwert.

Das Weizenpeptid P1 wurde durch den Kulturiiberstand von A. areolatum abgebaut. Das
Signal des Peptids im HPLC-UV-Chromatogramm (Abb. 3.11 A; 14,7 min) wurde mit
zunehmender Inkubationszeit kleiner. Zugleich wurde ein Abbauprodukt bei 14,3 min
sichtbar. Fiir den Abbau des Gerstenpeptids P2 durch A. areolatum zeigte sich ein dhnliches
Bild (Abb. 3.11 B). Im Unterschied zu P1 eluierten die Abbauprodukte jedoch spater als P2
bei 13,3 min.
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Abb. 3.11: A: Abbau des Weizenpeptids P1 mit Kulturiiberstand von A. areolatum im SNL-Medium.

B: Abbau des Gerstenpeptids P2 mit Kulturiiberstand von A. areolatum im SNL-Medium.

Anhand einer graphischen Auswertung des Peptidabbaus durch A. areolatum (Abb. 3.12) lieR
sich das Ergebnis der erreichten Hydrolyserate deutlicher erfassen. Nach 30 min
Inkubationszeit wurden 36,6% P1 und 51,0% P2 hydrolysiert, nach 90 min erhdhten sich die
Hydrolyseraten auf 74,7% fir P1 und 71,3% fiir P2. Somit wurde durch den Kulturiiberstand

von A. areolatum ein deutlicher Abbau der z6liakierelevanten Peptide P1 und P2 erzeugt.
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Abb. 3.12: Graphische Darstellung zum Abbau von P1 und P2 mit Kulturliberstand von A. areolatum

Im Unterschied zu A. areolatum wurde bei A. chailletii auch nach 90 min Inkubationszeit kein
Abbau des Weizenpeptids P1 beobachtet (Abb. 3.13 A). Die HPLC-UV-Chromatogramme des
Abbaus von P2 (Abb. 3.13 B) zeigten hingegen ein dhnliches Bild wie beim Abbau von P2
durch A. areolatum. Nach 30 min und 90 min wurde ein deutlicher Abbau des

Gerstenpeptids P2 sichtbar und es trat auch hier ein neuer Peak bei 13,3 min auf.
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Abb. 3.13: A: Abbau des Weizenpeptids P1 mit Kulturiiberstand von A. chailletii im MPE-Medium. B:

Abbau des Gerstenpeptids P2 mit Kulturiiberstand von A. chailletii im MPE-Medium

Bei P2 betrug die Abbaurate nach 30 min 69,2% und nach 90 min 85,5% (Abb. 3.14).
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Abb. 3.14: Graphische Darstellung des Peptidabbaus von P1 und P2 mit Kulturiiberstand von
A. chailletii

Mit dem Kulturiiberstand von S. sanguinolentum wurde der Uberstand mit der insgesamt
hochsten Peptidaseaktivitat fiir den Peptidabbau eingesetzt (vgl. Tabelle 3.2). Im HPLC-UV-
Chromatogramm wurde ein Abbau des Peaks P1 nach 30 und 90 min beobachtet (Abb. 3.15
A). Beim Abbau von P2 durch S. sanguinolentum zeigte sich im Vergleich zu den anderen

Pilzen ein neues Bild (Abb. 3.15 B). Nach einer Inkubationszeit von 30 min wurde analog zu
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A. areolatum und A. chailletii ein neuer Peak bei 13,3 min beobachtet. Nach 90 min
Inkubationszeit war dieser Peak jedoch nicht mehr zu detektieren. Stattdessen traten im
Bereich von 12 min und damit vor P2 neue Peaks auf, die bei den anderen beiden Pilzen
nicht detektiert wurden. Somit wurde mit S. sanguinolentum ein anderes Hydrolysemuster

des Gerstenpeptids P2 beobachtet.
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Abb. 3.15: A: Abbau des Weizenpeptids P1 mit Kulturtiberstand von S. sanguinolentum im MPE-
Medium. B: Abbau des Gerstenpeptids P2 mit Kulturiberstand von S. sanguinolentum im MPE-

Medium

Die graphische Auswertung zur Hydrolyse von P1 und P2 durch S. sanguinolentum
(Abb. 3.16) zeigte einen Abbau von 31,1% nach 30 sowie nach 90 min Inkubationszeit. Bei P2

wurde eine deutliche Hydrolyse nach 30 und 90 min detektiert.
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Abb. 3.16: Graphische Darstellung zum Abbau von P1 und P2 mit Kulturiberstand von

S. sanguinolentum

3.1.7 Zusammenfassung zum Screening der insektenassoziierten Pilze

Funf aus dem Darm des asiatischen Laubholzbockkafers isolierte Pilze wurden auf
Milchagarplatten und in Submerskultur kultiviert. In beiden Fallen wurde keine deutliche
Peptidaseaktivitdat nachgewiesen. Die Pilze wurden deswegen fir die weiteren Analysen
ausgeschlossen. Die Pilze, welche aus den Bohrlochern der Holzwespe isoliert wurden,
zeigten sowohl im Agarplattenscreening als auch im photometrischen Assay zur Bestimmung
der Peptidaseaktivitat aussichtsreiche Ergebnisse. Besonders der Pilz S. sanguinolentum
zeigte hohe Aktivitditen im Azocasein-Assay. Die Ergebnisse der Zymogramme zeigten
jedoch, dass kein eingesetzter Kulturiberstand von S. sanguinolentum in der Lage war, die
eingearbeiteten Substrate BSA, Casein, Gluten und Reisprotein zu hydrolysieren. Als
effizientester Pilz erwies sich hier A. areolatum, welcher jedoch im Azocasein-Assay die
geringste Aktivitat zeigte. Durch jeden seiner eingesetzten Kulturiberstdande wurden
deutliche Hydrolysezonen im Gel erreicht. A. chailletii, welcher hinsichtlich seiner Aktivitat
zwischen den beiden anderen Pilzen lag, zeigte keine Hydrolyse von BSA im Gel, Gluten und
Reisprotein wurden nur durch Kulturtiberstand aus dem SNL-Medium hydrolysiert.

Die Ergebnisse des Peptidabbaus zeigten eine deutliche Hydrolyse der Peptide P1 und P2
durch den Kulturiiberstand von A. areolatum. A. chailletii hingegen zeigte lediglich einen
deutlichen Abbau des Peptids P2. S. sanguinolentum zeigte nach 90 min ebenfalls einen
effizienten Abbau beider Peptide. Zusatzlich wurde hierbei ein im Vergleich zu den anderen
Kulturliberstanden anderes Abbaumuster im HPLC-UV-Chromatogramm sichtbar.
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3.2 Ergebnisse zum Screening der Getreideschddlinge

Getreide- und Vorratsschadlinge, die sich hauptsachlich von den Zielsubstraten dieser Arbeit
erndhren, wurden auf Peptidaseaktivitdt gescreent. Das Screening erfolgte anhand der
gleichen analytischen Methoden wie das Screening der insektenassoziierten Pilze. Fur die

Durchfiihrung der Analysen wurden Kaferextrakte verwendet (vgl. 2.6.3).

3.2.1 Photometrisch ermittelte Peptidaseaktivitit

3.2.1.1 Bestimmung der Peptidaseaktivitiat mittels Azocasein-Assay

Im Unterschied zu den insektenassoziierten Pilzen wurde fiir die Getreideschadlinge pro
hergestellte Charge einmalig die Peptidaseaktivitdt mittels Azocasein-Assay (2.8.1) ermittelt.
Dariber hinaus wurden die ermittelten Peptidaseaktivititen flir eine bessere
Vergleichbarkeit untereinander zusatzlich auf das Gewicht der Kafer bezogen (Tabelle 3.3).
Die so ermittelte Peptidaseaktivitat variierte je nach Zusammensetzung der Kafer teilweise
sehr deutlich. O. surinamensis zeigte, gefolgt vom adulten T. molitor sowie R. dominica, stets
die hochste Peptidaseaktivitdit. Die mit Abstand geringste Peptidaseaktivitit zeigte

T. castaneum.

Tabelle 3.3: Ermittelte Peptidaseaktivitaten in den Extrakten der Getreideschadlinge

Probe Peptidaseaktivitit [AU mg™]
R. dominica 61+1
O. surinamensis 134+ 2
T. molitor (Larve) 44 +3
T. molitor (Kafer) 107 +6
S. granarius 44+ 8
A. diaperinus 43 +3
T. castaneum 11+2
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3.2.1.2 Bestimmung der Prolyl-spezifischen Peptidaseaktivitit

Die Kafer wiesen eine geringe PsP-Aktivitat auf. Die hochste Aktivitdat wurde mit
1,2-10° Umg™ fur R. dominica gemessen (Tabelle 3.4). Die Kifer T. castaneum und
O. surinamensis. T. molitor, S. granarius sowie A. diaperinus zeigten die geringste PsP-

Aktivitat.

Tabelle 3.4: PsP-Aktivitdaten in den Extrakten der Getreideschadlinge

Probe PsP-Aktivitit [U mg™]
R. dominica 1,2 1073
O. surinamensis 4,4 - 107
T. molitor (Larve) 9,9-10°°
T. molitor (Kafer) 4,6-10°°
S. granarius 1,210
A. diaperinus 8,8: 10°°
T. castaneum 3,2-10™

3.2.2 Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration nach Bradford

Die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration nach Bradford gestaltete sich aufgrund
der komplexen Matrix der Kafertiberstiande schwierig. Bestandteile wie Fett oder Teile des
Chitinpanzers, welche nicht durch Zentrifugation abgetrennt werden konnten, behinderten
den Assay und fihrten zu Tribungen. Bestimmt wurde demnach der Anteil an l6slichem
Protein der Kafer. Fir die Messung wurden die Kaferextrakte in einer 1:100-Verdlinnung

gemessen (Tabelle 3.5).
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Tabelle 3.5: Ergebnisse der Bestimmung des Gesamtproteingehaltes in den Kaferextrakten nach

Bradford
Insekt Proteinkonzentration
[ug-mg™]
R. dominica 32+1
O. surinamensis 25+2
T. molitor (Larve) 46 £ 4
T. molitor (Kafer) 56+ 3
S. granarius 41+2
A. diaperinus 322
T. castaneum 181+8

Die héchste spezifische Peptidaseaktivitit von 5.360 AU mg™ wurde in O. surinamensis
nachgewiesen (Abb. 3.17). R. dominica und T. molitor (Kafer) zeigten mit etwa 1.910 AU mg'1
die zweitstarksten spezifischen  Peptidaseaktivititen. Im  Vergleich zu den
insektenassoziierten Pilzen wurden deutlich hohere spezifische Peptidaseaktivitdten

nachgewiesen.
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Abb. 3.17: Spezifische Peptidaseaktivitat der Kaferextrakte
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3.2.3 Gelelektrophoretische Untersuchungen von Extrakten aus
Getreideschadlingen

Anhand von Zymogrammen wurde die peptidolytische Aktivitdit der Kafer gegen
verschiedene Proteine getestet (vgl. 2.7.3). Die Kaferextrakte wurden hierfir auf eine
Peptidaseaktivitat von 1 AU mL " verdiinnt; dies entsprach einer Aktivitit von 0,025 AU pro

Geltasche.

Die Gele zeigten einen peptidolytischen Abbau der Substrate durch nahezu alle Kafer
(Abb. 3.18). Lediglich T. castaneum und S. granarius zeigten keinen Abbau der
eingearbeiteten Proteine. Obwohl die Extrakte auf gleiche Konzentrationen hinsichtlich der
Peptidaseaktivitat verdiinnt wurden, zeigten sich in den Gelen starke Unterschiede in den
jeweiligen Hydrolysemustern sowie in der Intensitdt der Hydrolysebanden. Mit den
Extrakten von O. surinamensis und R. dominica war in allen Zymogrammen die starkste
peptidolytische Aktivitat zu erkennen. Mit den Extrakten von T. molitor und A. diaperinus
wurden jeweils einzelne aktive Banden auf verschiedenen Hohen sichtbar. Bei T. molitor
zeigten sich zusatzlich unterschiedliche Hydolysebanden in den verschiedenen

Entwicklungsstufen der Kafer.

Reisprotein

1 2 3 4 D 6 @ 1 2 3 4 5 6. %

Abb. 3.18: halbnative Zymogramme mit den Substraten Gluten, Casein, Reisprotein und BSA. Als
Proben wurden aufgetragen 1: R. dominica, 2: O. surinamensis, 3: T. molitor (Larve), 4: T. molitor

(Kafer), 5: S. granarius, 6: A. diaperinus, 7: T. castaneum
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3.2.4 Peptidabbau mit Extrakten aus Getreideschidlingen

Die Extrakte der Getreideschadlinge wurden fir den Abbau der Peptide P1 und P2
verwendet. Die Probenaufarbeitung erfolgte wie unter 2.11 beschrieben. Der Abbau wurde
nach 30 sowie 90 min analysiert; vereinfacht graphisch dargestellt wurde der Abbau nach
90 min (Abb. 3.19). Nach 90 min zeigten alle Getreideschaddlinge einen Abbau eines oder
beider Peptide. Mit Extrakten der Kafer O. surinamensis, T. molitor (Larve), A. diaperinus
sowie R. dominica gelang der Abbau beider Peptide. T. molitor (Kafer) und T. castaneum
zeigten lediglich einen Abbau von P1, mit dem Extrakt aus S. granarius wurde ausschlieRlich
ein Abbau von P2 nachgewiesen. Insgesamt wurden durch die Extrakte der Kafer

0. surinamensis und R. dominica maximale Hydrolyseraten erzielt.

100
M Hydrolyse P1

W Hydrolyse P2
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Abb. 3.19: Abbau der Peptide P1 und P2 nach 90 min durch die Extrakte der Getreideschadlinge
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O. surinamensis, T. molitor (Larve und Kafer), T. castaneum, S. granarius, A. diaperinus und

R. dominica
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3.2.5 Zusammenfassung der Ergebnisse zum Screening der
Getreideschadlinge

Aus einer zusammenfassenden Betrachtung der Ergebnisse des Screenings (Tabelle 3.6)
wurde deutlich, dass die Kafer S. granarius und T. castaneum fir weitere Analysen
ungeeignet waren. Zwar wurde in T. castaneum die dritthochste PsP-Aktivitat ermittelt,
jedoch war die mittels Azocasein-Assay ermittelte Peptidaseaktivitat (PA) verhaltnismaRig
gering. Beide Kafer waren zudem nicht in der Lage, die eingearbeiteten Proteine in den

jeweiligen Zymogrammen zu hydrolysieren.

Tabelle 3.6: Ubersicht Uber die wihrend des Screenings der Getreideschidlinge ermittelten

Ergebnisse. Angaben von PA in [AU mg™], PsP in [U mg™], spezifische Aktivitat in [AU mg'Protein]

Casein Reis- Gluten BSA PA PsP Spezif. Aktivitat
protein
R. dominica + + + + 61 1,2-10'3 1.906
O. surinamensis + + + + 134 4,410* 5.360
T. molitor (Larve) + + + + 44 9,9-10° 957
T. molitor (Kafer) + + + + 107  4,6-10° 1.911
S. granarius - - - - 44 1,2-10'5 1.073
A. diaperinus + + + + 43 8,8:10° 1.344
T. castaneum - - - - 11 3,210 61

+: Hydrolysebanden im Zymogramm, -: keine Hydrolysebanden im Zymogramm,

AU bzw. U mg™: Aktivitat pro mg gemorserter Kafer

Die besten Ergebnisse lieferten die Extrakte der Kafer R. dominica, O. surinamensis und
T. molitor (adulte Kafer). Alle Kafer zeigten eine sehr effiziente Hydrolyse der in den
Zymogrammen eingearbeiteten Substrate und zeigten ebenfalls hohe Peptidaseaktivitaten.
Herausragend war hierbei R. dominica, der die hochste PsP-Aktivitdt aufwies.

Im Vergleich zu den insektenassoziierten Pilzen zeigten die Getreideschadlinge bessere
Ergebnisse. Es wurden intensivere Hydrolysebanden in den jeweiligen Zymogrammen
sichtbar. Zusatzlich zeigten die Getreideschadlinge &hnliche Abbauraten der
zOliakierelevanten Peptide. Im Vergleich zu den insektenasoziierten Pilzen war hier verstarkt
der Abbau von P1 zu beobachten. Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurde die weitere Arbeit

mit Extrakten aus R. dominica und O. surinamensis fortgesetzt.
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3.3 Inhibierungsversuche

Anhand von Inhibierungsversuchen wurden die in den Kaferextrakten identifizierten
Peptidasen hinsichtlich ihres reaktiven Zentrums genauer charakterisiert. Als Inhibitoren
wurden EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure) fiir die Hemmung von Metallo-Peptidasen,
AEBSF (4-(2-Aminoethyl)benzensulfonylfluorid) fir die Hemmung von Serin-Peptidasen und
E-64 (N-[N-(L-3-(E)-Carboxyiran-2-carbonyl)-L-leucyl]-agmatin) fir die Hemmung von Cystein-
Peptidasen eingesetzt. Es wurden verschiedene Konzentrationen jeweils in einer

Doppelbestimmung (vgl. 2.9) getestet.

Ohne Einfluss eines Inhibitors wurde im Extrakt von R. dominica eine Peptidaseaktivitat von
1.260 AU mL" ermittelt (Abb. 3.20). Die Zugabe von 2 mM EDTA lieR die Peptidaseaktivitit
auf 882 AU mL" sinken, nach Zugabe von 0,5 mM AEBSF fiel die Aktivitat auf 557 AU mL™.
Lediglich AEBSF zeigte bei Einsatz einer hoheren Inhibitorkonzentration einen starkeren
Einfluss auf die Peptidaseaktivitit. Die Inkubation des Extraktes von R. dominica mit
verschiedenen Konzentrationen des Inhibitors E-64 rief keine Absenkung der

Peptidaseaktivitat hervor.
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Abb. 3.20: Graphische Darstellung der Peptidaseaktivitdten der Extrakte von R. dominica. Vergleich

der Aktivitdten ohne und mit den Inhibitoren EDTA, AEBSF und E-64
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Ohne Inhibitor betrug die Peptidaseaktivitit der Extrakte von O. surinamensis 1.790 AU mL™.
Nach Inkubation mit 2 mM EDTA sank die Peptidaseaktivitit auf 1.465 AU mL’, die
Inkubation mit 0,5 mM AEBSF lieR die Aktivitat auf 857 AU mL™ absinken (Abb. 3.21).
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Abb. 3.21: Graphische Darstellung der Peptidaseaktivitdten der Extrakte von O. surinamensis.

Vergleich der Aktivitaten ohne und mit den Inhibitoren EDTA, AEBSF und E-64

3.4 Lokalisierung der Peptidaseaktivitit

Der Darm der Kéafer (Abb. 3.22) wurde herausprapariert und die Peptidaseaktivitdt der
entdarmten Kafer mit der Peptidaseaktivitdt der kompletten Kafer verglichen. Die Messung
der Peptidaseaktivitdt in den herauspraparierten Darmen direkt war aufgrund des zu
geringen Probematerials nicht moglich. Neben der photometrischen Bestimmung der
Peptidaseaktivitdit wurden die Extrakte der kompletten und entdarmten Kafer mittels

Zymogrammen untersucht.
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Abb. 3.22: Herauspraparierte Darme von O. surinamensis (A) und R. dominica (B)

Tabelle 3.7: Vergleich der Peptidaseaktivitdten in Extrakten entdarmter und kompletter Kafer von

R. dominica und O. surinamensis

Insekt Peptidaseaktivitit [AU mg™]
entdarmte Kafer komplette Kafer

R. dominica 2 8

O. surinamensis 2 38

Alle aufgetragenen Proben bewirkten eine Hydrolyse in Zymogrammen (Abb. 3.23). In den

Extrakten der kompletten Kafer waren allerdings grofRere Hydrolysezonen zu beobachten.
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O. surinamensis  R. dominica O. surinamensis  R. dominica
A B A B A B A B

BSA
O. surinamensis  R. dominica O. surinamensis  R. dominica
A B A B A B A B

Reisprotein

Abb. 3.23: Zymogramme mit Extrakten von entdarmten (A) und kompletten (B) Kafern von

O. surinamensis und R. dominica

3.5 Enzymreinigung

3.5.1 Reinigung des Kaferextraktes von R. dominica

Fiir die Isolierung der Peptidasen wurde der Extrakt von R.dominica mittels FPLC
lonenaustauschchromatographie (IEX) gereinigt. Nach einer Methodenoptimierung wurde
der Kaferextrakt von R. dominica (Peptidaseaktivitait = 9.950 AU mL'l) in einer 1:10-
Verdliinnung an einem schwachen Anionenaustauscher chromatographiert (vgl. 2.10 und
Abb. 3.24). Die Fraktionen 4 bis 37 wurden auf Peptidaseaktivitdt und Prolyl-Spezifitat
getestet. Des Weiteren wurde der Abbau von P1 und P2 bestimmt und die proteolytische

Aktivitat anhand von Zymogrammen getestet.
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Abb. 3.24: FPLC-Chromatogramm des Extraktes von R. dominica mittels schwachem

Anionenaustauscher

Von jeder der gesammelten Fraktionen wurden der Proteingehalt, die Peptidaseaktivitat

sowie die PsP-Aktivitdt bestimmt. Die Proteingehalte (Abb. 3.25) korrelierten mit der UV-

Absorption. Das Maximum betrug 72 pug mL™ in Fraktion 19, das Minimum wurde mit

15 g

100
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25

Proteingehalt [ug mL1]

mL™ in Fraktion 37 nachgewiesen.
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Fraktionen

Abb. 3.25: Bestimmung des Proteingehaltes in den mittels FPLC gewonnenen Fraktionen
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Die Messung der Peptidaseaktivitdt (Abb. 3.26) zeigte nur in wenigen Fraktionen Aktivitat.
Vor Beginn des Gradienten wurde in Fraktion 11 eine Peptidaseaktivitat von 307 AU mL™
nachgewiesen. Die maximale Peptidaseaktivitat wurde im Bereich der grofSten UV-Detektion
mit 754 AU mL " in Fraktion 18 gemessen. In den Fraktionen 25 — 35, welche lediglich kleine

Peaks zeigten, wurden Aktivitdten von 30 bis 83 AU mL™ nachgewiesen.
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Abb. 3.26: Bestimmung der Peptidaseaktivitat in den mittels FPLC gewonnenen Fraktionen

Bei der Bestimmung der PsP-Aktivitdt wurden lediglich sehr geringe Werte von maximal

0,3U L ermittelt.

Fir die weitere Reinigung des Kaferextraktes R. dominica wurde die hydrophobe
Interaktionschromatographie (HIC) genutzt. Hierbei wurden die nach der Reinigung mittels
IEX gewonnenen Fraktionen 17 und 18 vereinigt und auf die Saule geladen. Abweichend zur
IEX wurde durch die eingesetzten Liganden Butyl, Phenyl und Octyl keine Reinigung des
Extraktes von R. dominica erreicht. Bei allen drei Liganden eluierte die aufgetragenen
Proteine bereits vor Beginn des Gradienten von der Saule. Ebenfalls kein Ergebnis lieferte die

Reinigung Uber einen Kationentauscher.
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3.5.1.1 Applikationstest der gereinigten Fraktionen von R. dominica

Die in dem FPLC-Lauf (Abb. 3.24) gesammelten Fraktionen wurden auf Gluten-Zymogramme
aufgetragen. Die Auswertung der Zymogramme zeigte leichte proteolytische Aktivitat in
Fraktion 3 sowie in den Fraktionen 18 bis 19. Trotz der schwachen Peaks im FPLC-
Chromatogramm zeigten auch die Fraktionen 25, 29 bis 32 sowie 34 und 35 in den
Zymogrammen deutliche Hydrolysebanden. Nach Abgleich mit dem FPLC-Chromatogramm
wurden die Fraktionen entsprechend der detektierten Peaks vereinigt und auf ein Gluten-
Zymogramm aufgetragen. In dem Gel waren lediglich in Fraktion 25 sowie den gepooolten
Fraktionen 29 + 30, 31 + 32 sowie 34 + 35 (nachstehend A, B, C und D benannt) klare
Hydrolysebanden erkennbar (Abb. 3.27). Trotz der mit maximal 84 AU mL" verhiltnismaRig
geringen Peptidaseaktivitat lag der Fokus der weiteren Charakterisierung auf diesen

Fraktionen.

252627282930313233 34 35

Abb. 3.27: links: Auszug FPLC-Chromatogramm (Abb. 3.24). rechts: Gluten-Zymogramm mit Fraktion

3 (1), 5 (2), gepoolten Fraktionen 7+8 (3), Fraktion 9 (4), Fraktion 17 (5), gepoolten Frakionen 18 + 19

(6), Fraktion 25 (A), gepoolten Fraktionen 29+30 (B), gepoolten Fraktionen 31+32 (C) sowie gepoolten
Fraktionen 34+35 (D)
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Die weitere Charakterisierung der Proben A bis D erfolgte anhand des Peptidabbaus von P1
und P2. Die Fraktionen wurden hier unverdiinnt eingesetzt. Der Abbau der Peptide P1 und
P2 wurde nach 90 min nur durch die Fraktionen B und C erzeugt (Abb. 3.28). Wahrend
Fraktion B lediglich einen Abbau des Weizenpeptids P1 von 65,5% zeigte, war mit der
Fraktion C sowohl ein Abbau von Peptid P1 mit 34,5% als auch der Abbau von P2 mit 7,5%
nachweisbar. Die zugehoérigen Chromatogramme sind Anhang 7.1, Abb. 7.1 — 7.8 zu
entnehmen. Die inkubierten Proben der Fraktionen B und C wurden anschliefend fir die

Identifizierung der entstandenen Peptidfragmente mittels LC-ESI-MS/MS sequenziert (vgl.

2.12).
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Abb. 3.28: Abbau der Peptide P1 und P2 nach 90 min durch Extrakt von R. dominica sowie durch die

mittels FPLC gereinigten Fraktionen A—D

Die Uberpriifung der Reinheit der aktiven Fraktionen B und C erfolgte anhand einer
denaturierenden SDS-PAGE. Insgesamt wurden 4 Banden mit Molekulargewichten von 23,5
und 28,5 kDa detektiert und analysiert (Abb. 3.29). Die Banden 1 und 2 stammten aus der
mittels FPLC gereinigten Fraktion B, die Banden 3 und 4 wurden in Fraktion C detektiert. Die
Banden der Fraktionen B und C wurden aus einer denaturierenden SDS-PAGE ausgeschnitten

und mittels LC-ESI-MS/MS ansequenziert (2.13).
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Abb. 3.29: Denaturierende SDS-PAGE mit den Fraktionen B und C. Als Vergleich wurde der Extrakt

von R. dominica in einer 1:100-Verdinnung aufgetragen

Fur eine Detektion des Glutenabbaus wurden die Fraktionen B und C sowie der Kaferextrakt
von R. dominica mit Glutenlésungen inkubiert (vgl. 2.14.1). Fir die Probenaufarbeitung
wurden die Glutenlésungen | (3,7 mg mL™) und Il (2,4 mg mL") jeweils mit den nach FPLC
gereinigten Fraktionen B und C sowie mit nicht gereinigtem Extrakt von R. dominica (1:10
verdiinnt) versetzt und fir 30 bzw. 90 min bei 37 °C inkubiert (Tabelle 3.8). Fur Fraktion B
wurde eine Peptidaseaktivitit gegen Azocasein von 2,13 AU mL' ermittelt, die
Peptidaseaktivitat von Fraktion C betrug 1,25 AU mL™. Der als Vergleich eingesetzte Extrakt

von R. dominica besaR in seiner 1:10-Verdiinnung eine Peptidaseaktivitat von 1.020 AU mL™.
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Tabelle 3.8: Inkubationsschema der Fraktionen B und C mit Glutenlésungen | und Il

Inkubationszeit

Nr. Glutenlésung FPLC-Fraktion R. dominica reinst H,O
[min]

1 | (100 pL) - - 50 pL -
2 | (100 pL) - - 50 pL 90
3 | (100 pL) - 100 pL - 90
4 | (100 pL) 50 pL Fraktion B - - 30
5 | (100 pL) 50 ul Fraktion B - - 90
6 | (100 pL) 50 pl Fraktion C - - 30
7 | (100 pL) 50 uL Fraktion C - - 90
8 - 50 pl Fraktion C - - -
9 - 50 pL Fraktion B - - -
10 [1 (100 pL) - - 50 pL -
11 [1 (100 pL) - - 50 pL 90
12 [ (100pL) - 100 pL - 90
13 II (100uL) 50 uL Fraktion B - - 30
14 II (100uL) 50 pL Fraktion B - - 90
15 II (100uL) 50 pL Fraktion C - - 30
16 II (100uL) 50 uL Fraktion C - - 90

Nach der Elektrophorese waren bei den Proben 3 und 12 keine Banden im Gel zu erkennen
(Abb. 3.30). Hierbei handelte es sich um die Glutenlésungen A und B, welche mit dem
kompletten Kaferextrakt versetzt wurden und anschlieend fiir 90 min bei 37 °C inkubiert
wurden. In den Proben 8 und 9 waren ebenfalls keine Banden im Gel zu sehen. Hierbei
handelte es sich um die reinen Fraktionen B und C. Der Versuch zeigte einen deutlichen
Abbau beider Glutenlosungen durch den ungereinigten Kaferextrakt von R. dominica. Nach
Inkubation der Glutenldsungen mit den jeweiligen gereinigten FPLC-Fraktionen wurde zwar
kein Abbau der Proteinbanden des Glutens erkennbar, es kam jedoch zu einer deutlichen

Intensitatsabschwachung der detektierten Banden.
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Abb. 3.30: Denaturierende SDS-PAGE der gereinigten IEX-Fraktionen B und C nach Inkubation mit
Glutenlésungen | (1-7) und Il (10-16). Die aufgetragenen Proben der Positionen 1 bis 16 sind Tabelle

3.8 zu entnehmen

79



Ergebnisse

3.5.2 Reinigung des Kaferextraktes von O. surinamensis

Die Isolierung der Peptidasen aus dem Kaferextrakt von O. surinamensis erfolgte analog zu
dem Schema bei R. dominica. Der Kaferextrakt (Peptidaseaktivitat = 19.700 AU mL™) wurde
in einer 1:10-Verdiinnung injiziert und unter den in 2.10 (Tabelle 2.32) beschriebenen

Bedingungen eluiert (Abb. 3.31).
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Abb. 3.31: FPLC-Chromatogramm des Extraktes von O. surinamensis mittels starkem

Anionenaustauscher

Analog zu R. dominica wurden die wahrend der Reinigung gesammelten Fraktionen

hinsichtlich ihres Proteingehalts sowie ihrer Peptidase- und PsP-Aktivitat getestet.

Der Proteingehalt der jeweiligen FPLC-Fraktionen (Abb. 3.32) korrelierte gut mit dem FPLC-
Chromatogramm. Der héchste Proteingehalt wurde mit etwa 45 pg mL™ in den Fraktionen 4
und 14 gemessen. In den Fraktionen 22 bis 25 wurde ein Proteingehalt von 6,6 ug mL™"

ermittelt.
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Abb. 3.32: Proteingehalte der mittels FPLC gewonnenen Fraktionen

Die mittels Azocasein-Assay ermittelte Peptidaseaktivitat spiegelte ebenfalls den Verlauf des
FPLC-Chromatogramms wider (Abb. 3.33). Die hochste Peptidaseaktivitdat wurde mit
315 AU mL™ in Fraktion 15 gemessen. Zum Ende des ersten Peaks vor Beginn des Gradienten
(Fraktion 8) wurde eine Peptidaseaktivitit von 228 AU mL™ nachgewiesen. Im Bereich des
dritten Peaks (Fraktionen 24 bis 26) betrug die Peptidaseaktivitit 73 AU mL™. Analog zu
R. dominica wurde die PsP-Aktivitdt in den einzelnen Fraktionen gemessen. Mit einer

maximalen PsP-Aktivitit von 0,4 U L' waren die ermittelten Konzentrationen sehr gering.

500 -
400 -
300 -
200 ~

100 -

Peptidase-Aktivitat [AU/mL]

23456 7 8 9101112131415161718192021222324252627282930313233

Fraktionen

Abb. 3.33: Peptidaseaktivitat der mittels FPLC gewonnenen Fraktionen
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3.5.2.1 Applikationstest der gereinigten Fraktionen von O. surinamensis

Die gewonnenen Fraktionen wurden hinsichtlich ihrer peptidolytischen Aktivitat im Gel
untersucht. Hierfiir wurde ein Reisprotein-Zymogramm verwendet. Nahezu alle auf das Gel
aufgetragenen Fraktionen zeigten peptidolytische Aktivitdit im Gel (Abb. 3.34). Die
verschiedenen Hydrolysemuster der jeweiligen Fraktionen lieRen auf eine Vielzahl

verschiedener Peptidasen schlielRen.

UV [AU]

2 3 45 6 7 8 91011 1213 141516 17 1819 2021 2223 2425 26 27 28 29 30 31 32 33
Fraktion

Abb. 3.34: Reisprotein-Zymogramm mit wahrend der Reinigung von O. surinamensis gesammelten

FPLC-Fraktionen

Die Auswahl aussichtsreicher Fraktionen fiir weitere Applikationstests gestaltete sich im Fall
von O. surinamensis deutlich schwieriger als bei R. dominica. Anhand des Reisprotein-
Zymogramms liell sich keine ausreichende Reinigung erkennen. Auf die Durchfiihrung des
Peptidabbaus und weitere gelelektrophoretische Untersuchungen zur Charakterisierung der

jeweiligen Fraktionen wurde daher verzichtet.

3.6 Transkriptomanalyse

Ausgehend von den im Rahmen der Enzymreinigung gewonnenen Ergebnissen wurde fir die
molekulare Charakterisierung der Peptidasen eine Transkriptomanalyse des Kafers
R. dominica durchgefiihrt. Alle Schritte der Transkriptomanalyse (RNA-Isolierung aus
R. dominica, Transkription der mRNA in cDNA, 454-Sequenzierung der cDNA) wurden durch
die Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) durchgefiihrt. Die Auswertung
der gewonnenen Daten erfolgte durch das Fraunhofer-Institut fiir Molekularbiologie und
Angewandte Oekologie IME.

82



Ergebnisse

3.7 Sequenzierung

3.7.1 Peptidsequenzen nach Peptidhydrolyse

Die Peptide P1 und P2 wurden nach Inkubation mit den unter 3.6.2 aus R. dominica

gereinigten Fraktionen B und C mittels LC-ESI-MS/MS sequenziert (2.13). Das durch die

Fraktion B erzeugte Hydrolysemuster (Tabelle 3.9) zeigte fur P1 eine stark préaferierte

Schnittstelle zwischen Glutamin (Q) und Prolin (P). Ebenso konnte je eine Spaltstelle nach

Tyrosin (Y) und Leucin (L) ermittelt werden. Fraktion C lieferte ein vergleichbares

Hydrolysemuster, es erfolgte jedoch keine Hydrolyse nach Tyrosin.

Fiir das Peptid P2, welches sehr glutaminreich ist, wurden generell weniger Peptidfragmente

gefunden. Dies spiegelte sich auch in den geringeren Abbauraten (Abb. 3.28) wider.

Fraktion B hydrolysierte P2 an vier verschiedenen Stellen, dreimal davon nach Prolin und

einmal nach Glutamin. Fraktion C spaltete P2 jeweils zweimal nach Prolin und Glutamin und

einmal nach Serin.

Tabelle 3.9: Hydrolysemuster der Peptide P1 und P2 durch die Fraktionen B und C

Fraktion B Fraktion C
Peptid 1 Peptid 2 Peptid 1 Peptid 2
P.QPQLPYPQPQLPY SQ.QQFPQPQQPFPQQP P.QPQLPYPQPQLPY S.QQQFPQPQQPFPQQP
PQPQLPYPQPQLP.Y SQQQFPQPQQPFP.QQOP PQPQLPYPQPQLP.Y SQQQFPQPQQPFP.QQP
P.QPQLPYPQPQLP.Y SQQQFP.QPQQPFPQQP P.QPQLPYPQPQLP.Y SQQQFP.QPQQPFPQQP
PO.PQLPYPQPQLP.Y SQQQFPQOP.QQPFPQQP PQO.PQLPYPQPQL.PY SQQQ.FPQPQQPFPQQP
POP.QLPYPQPQLPY POP.QLPYPQPQLPY SQQQFPQPQQPFPQ.QP

PQP.QLPYPQPQLP.Y
PQPQLP.YPQPQL.
PQPQLPY.PQPQLPY

PQP.QLPYPQPQLP.Y
PQPQL.PYPQPQLPY
PQPQLP.YPQPQLPY
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3.7.2 Sequenzierung der Proteinbanden

Die Proteinbanden der mittels FPLC gereinigten Fraktionen B und C (vgl 3.6.1.1, Abb. 3.29)
wurden ausgeschnitten und mittels LC-ESI-MS/MS analysiert. AnschlieRend wurden die
ermittelten Daten mit der Transkriptomdatenbank von R. dominica und der NCBI-Datenbank

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) abgeglichen. Die besten Ergebnisse fir die Suche in

der NCBI-Datenbank sind unter Auffiihrung des Namens sowie des zugehdrigen Organismus
in Tabelle 3.10 aufgelistet.

In drei der vier Banden wurden Peptidsequenzen ermittelt, welche Homologien zu drei
verschiedenen Peptidasen zeigten. In Bande 1 (aus Fraktion B) wurden Peptidsequenzen
gefunden, welche Ahnlichkeiten zu drei verschiedenen Peptidasen enthielten. Die in den
ausgeschnittenen Banden 2 (aus Fraktion B) und 4 (aus Fraktion C) sequenzierten
Peptidfragmente hingegen zeigten nur Homologien zu einer Peptidase. In allen drei Banden

wurden Homologien zu einer Serin-Endopeptidase (NP_001164207) identifiziert.

Homologien zu einer weiteren Serin-Endopeptidase (EFA12269) sowie einer

Carboxypeptidase (EEZ98226) waren lediglich in Bande 1 vorhanden.

Tabelle 3.10: Sequenzierung der ausgeschnittenen Banden 1 bis 4 der Fraktionen B und C (Abb. 3.29)
mittels LC-ESI-MS/MS

Bande Peptidsequenz NCBI MEROPS
NAVAVNGINEGYVK Hypothetisches
ASHNVDFYNVLK Protein, EEZ98226 510
VGNLALYWVNR T casta'neum ’ Carboxy-Peptidase
QFYEQNPEFK
Serinprotease S1A
1 YVVTAAHCTDGSSTTLLSIR P76 precursor, Chymotrypsin A, S1 Serin-
AAYGQADVTDR NP_001164207, . !
Endopeptidase
T. castaneum
Serinprotease P167, S1A
FTTSGGTFFCGGSLIDR EFA12269, Chymotrypsin A, S1 Serin-
T. castaneum Endopeptidase
Serinprotease S1A
2 YVVTAAHCTDGSSTTLLSIR P76 precursor, Chymotrypsin A, S1 Serin-
AAYGQADVTDR NP_001164207, . ’
Endopeptidase
T. castaneum
3 - - -
Serinprotease S1A
4 YVVTAAHCTDGSSTTLLSIR P76 precursor, Chymotrypsin A, S1 Serin-
AAYGQADVTDR NP_001164207, . ’
Endopeptidase

T. castaneum

(-) keine Homologien zu Peptidasen
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3.8 Charakterisierung der insektenassoziierten Peptidase RdoT3

3.8.1 Heterologe Expression der insektenassoziierten Peptidase

Nach Sequenzierung der Gelbanden der Fraktionen B und C (3.8.2) wurden Uber den
Abgleich mit den Daten der Transkriptomanalyse (3.7) drei verschiedene Peptidasen
ermittelt, wobei eine der Peptidasen in jeder sequenzierten Gelbande vorhanden war. Es

handelte sich um eine Serin-Endopeptidase (RdoT3) mit folgender Sequenz:

MFKLVAILCLVASAIALPRKTKVPRLDGRIVGGEDAEIEDYNYTVQLLYFGSHICGGSIISPKYVVTAAHCTD
GSSTTLLSIRAGSTLRNQGGTVVNVAAIHONPDFDWSYIDYDISILELAEELEFSSSIGPISLPEVNQIVEAGT
NSTVTGWGTTTEGGSLPSILQVVQVPIVSLEECRAAYGQADVTDRMVCAGYTEGGKDACQGDSGGPLV
VGDELIGIVSWGYGCARPNYPGVYGSVPAMRDYVYNITGL

Abb. 3.35: Aminosauresequenz und Strukturmodell der insektenassoziierten Serin-Endopeptidase
NP_001164207 (RdoT3), ermittelt durch SWISS-MODEL Homology Modeling Report, kursiv in der

Sequenz dargestellt ist das Pro-Peptid des Enzyms

Der Abgleich der Sequenz mit dem Chymotrypsin der Feuerameise S. invicta (Botos et al.,
2000) zeigte hohe Homologien bzgl. des N-Terminus. In Analogie zu o.g. Enzym sind die
ersten 29 Aminosauren (kursiv dargestellt) wie bei S. invicta wahrscheinlich ein Pro-Peptid,

welches fir die Aktivierung der Peptidase mittels FXa abgespalten werden muss (vgl. 2.15.5).

Das Enzym wurde heterolog in E. coli exprimiert (vgl. 2.15). In Vorversuchen mit
verschiedenen Temperaturbedingungen wurde ermittelt, dass die Expression fir 4 h bei

28 °C am besten verlief (Abb. 3.36).
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Abbildung 3.36: Denaturierende SDS-PAGE mit Proben zu Vorversuchen der heterologen Expression
bei 21, 28 und 37 °C. 0 = Zellen vor der Induktion, 1 = Probenahme nach 1 h, 2 = Probenahme nach
2 h, 4 = Probenahme nach 4 h

Die bei der anschlieRenden Reinigung mittels FPLC gewonnenen Fraktionen wurden fir die
Uberpriifung der erfolgreichen Expression mittels denaturierender SDS-PAGE (vgl. 2.7.2)
sowie gemal 2.7.4 anhand eines Western-Blots (Abb. 3.37) Giberpriift.

M1 4 5 6 8 9 121517 Mi 4 5 6 89i21517

Abb. 3.37: Gelelektrophoretische Methoden zur Uberpriifung der erfolgreichen Expression der
insektenassoziierten Peptidase RdoT3 in E. coli. M = Marker, 1-17 = gesammelte Fraktionen nach der

Reinigung mittels FPLC. A: denaturierende SDS-PAGE, B: Western-Blot

Die Proteinkonzentration nach der heterologen Expression wurde nach der anschlieRenden
Rickfaltung mittels Bradford-Assay (vgl. 2.8.4) bestimmt. Nach eintdgiger Dialyse im
Dialysepuffer (vgl. 2.15.4) wurde eine Proteinkonzentration von 423 pg mL™ gemessen. Nach
Filtration Gber 10 kDa Membranfilter betrug die Proteinkonzentration der RdoT3-Proben

813 ug mL™.
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3.8.2 Isoelektrische Fokussierung der RdoT3

Der isoelektrische Punkt (pl) der RdoT3-Proben wurde mittels isoelektrischer Fokussierung
(IEF, vgl. 2.7.5) bestimmt. Als Probenmaterial wurde die heterolog exprimierte RdoT3 nach
der Rickfaltung eingesetzt. In dem IEF-Gel wurden zwei klare Banden sichtbar, eine stark

ausgepragte Bande bei pl 5,9 sowie eine schwache Bande bei pl 4,7 (Abb. 3.38).

47 :
- 42
g Y - 35
P M

Abb. 3.38: Isoelektrische Fokussierung der RdoT3. P: RdoT3 nach Riickfaltung mittels 1-tagiger
Dialyse, M: IEF-Marker mit pl 3,5 (Amyloglucosidase), pl 4,2 (Glucoseoxidase), pl 6,0
(Carboanhydrase), pl 6,9/ 7,4 (Myoglobin Pferd), pl 7,8/8,0/8,3 (Linsenlektin)

3.8.3 Aktivierung der RdoT3

Wie unter 3.9.1 beschrieben, handelte es sich bei den ersten 29 Aminosauren der RdoT3 um
ein Pro-Peptid, welche fiir die Aktivierung der Peptidase mittels FXa abgespalten werden
musste (vgl. 2.15.5). Mittels denaturierender SDS-PAGE wurde das Ergebnis der Aktivierung
visualisiert (Abb. 3.39). Die aufgetragene RdoT3-Probe zeigte eine deutliche Bande bei etwa
30 kDa, 2 weitere klare Banden wurden bei 23 und 18 kDa sichtbar. Bei den RdoT3-Proben
nach Inkubation mit FXa sieht man einen deutlichen Abbau der 30 kDa-Bande, eine neue
deutliche Bande bei 27 kDa wurde detektiert. Die Abspaltung des Pro-Peptids der RdoT3

verlief demnach erfolgreich.

87



Ergebnisse

200 [r— "

150

120

100

85

70

60

50

40

20 .l 1Y a3 F ]

—

15 __“m—

M RdoT3  R. dominica ' RdoT3 + FXa

2h 7h 22h
Abb. 3.39: Denaturierende SDS-PAGE. Aufgetragen wurden Marker, RdoT3 ohne FXa, 1:10

verdiinnter Extrakt von R. dominica sowie RdoT3 nach 2, 7 und 22-stiindiger Inkubation mit FXa

Die Uberpriifung der erfolgreichen Abspaltung des Pro-Peptids der RdoT3 und somit der

Aktivierung der Peptidase erfolgte anhand eines Gluten-Zymogramms (Abb. 3.40).

R. dominica Leerzellen Leerzellen RdoT3 RdoT3
ohneFXa mit FXa ohneFXa mit FXa

Abb. 3.40: Gluten-Zymogramm zur Uberpriifung der Aktivierung der RdoT3. Aufgetragen wurde eine
Positivkontrolle (R. dominica-Extrakt) sowie E. coli Leerzellen und RdoT3 mit und ohne Zugabe von

FXa

Das Gluten-Zymogramm zeigte deutliche Hydrolysebanden bei der Positivkontrolle des
R. dominica-Extrakts und ebenfalls eine deutliche Hydrolysebande bei der mit FXa
aktivierten RdoT3. Die als Negativkontrolle eingesetzten E. coli-pUC 19 Leerzellen zeigten mit

und ohne FXa-Zugabe keine Hydrolysebande, ebenso wie RdoT3 ohne FXa-Zugabe.
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3.8.4 Peptidaseaktivitat und -spezifitit der RdoT3

Die Bestimmung der Peptidaseaktivitat mittels Azocasein-Assay (vgl. 2.8.1) erfolgte mit den
E. coli-Leerzellen sowie mit rekombinanter RdoT3, jeweils mit und ohne Zugabe von FXa. Der
Assay lieferte keine aussagekraftigen Ergebnisse. Trotz vorheriger Konzentrierung der
aktivierten RdoT3-Proben lber 10 kDa Membranfilter wurden mittels Azocasein-Assay keine
signifikanten  Peptidaseaktivititen ermittelt. Der Assay wurde hinsichtlich der
Inkubationszeit, der Temperatur und des pH-Wertes modifiziert. Dennoch war keine
Peptidaseaktivitat in den RdoT3-Proben messbar. Das gleiche Ergebnis zeigte sich bei der
Bestimmung der Peptidasespezifitat. Auch hier wurde keine Aktivitdt gegen die eingesetzten

Substrate detektiert (vgl. 2.8.2 und 2.8.3).

3.8.5 Stabilitit der RdoT3

Die weitere Charakterisierung zur Bestimmung eines Temperaturoptimums der RdoT3
erfolgte anhand gelelektrophoretischer Methoden. Die aktivierte RdoT3 (vgl. 2.15.5) wurde
auf ein Gluten-Zymogramm (vgl. 2.7.3) geladen, welches wahrend der Inkubation in 50 mM
Natriumphosphatpuffer Gber Nacht bei verschiedenen Temperaturen gelagert wurde. Das
Ergebnis (Abb. 3.41) zeigte nach der Inkubation bei 4 °C, 24 °C und 37 °C einen deutlichen
Glutenabbau. Bei 37 °C ist der Abbau des Glutens durch RdoT3 am deutlichsten, es waren
sogar 2 Hydrolysebanden zu erkennen. Das Zymogramm mit einer Inkubation bei 4 °C zeigte
ebenfalls zwei Hydrolysebanden sowie einen starkeren Abbau des Glutens als bei einer

Inkubationstemperatur von 24 °C.

89



Ergebnisse

FXa RdoT3 RdoT3 RdoT3
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Abb. 3.41: Gluten-Zymogramm mit aktiver und inaktiver RdoT3 nach Inkubation bei

unterschiedlichen Temperaturen sowie mit FXa als Kontrolle

Zur Uberpriifung der thermischen Stabilitit von RdoT3 wurden mit FXa aktivierte Proben fiir
0, 5, 15 und 30 min thermisch inaktiviert und auf ein Gluten-Zymogramm geladen. Als
weitere Proben wurden nativer sowie abgekochter Extrakt von R. dominica aufgetragen
(Abb. 3.42). Sowohl der thermisch inaktivierte Extrakt von R. dominica also auch die
abgekochten RdoT3-Proben erzeugten deutliche Hydrolysebanden im Zymogramm.
Wahrend bei dem abgekochten Extrakt von R. dominica eine kraftige Hydrolysebande
sichtbar wurde, zeigten sich bei den jeweiligen RdoT3-Proben zwei Hydrolysebanden. Die
obere der beiden Banden lag dabei auf gleicher Hohe wie die durch den Kaferextrakt
erzeugte Hydrolysebande. Es wurde somit gezeigt, dass die RdoT3 auch nach 30-mintiger

Hitzebehandlung bei 100 °C ihre Wirksamkeit behielt.
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Abb. 3.42: Temperaturstabilitdt der RdoT3

Nachdem gezeigt wurde, dass die Peptidase RdoT3 trotz 30-minitiger Hitzebehandlung noch
Aktivitat im Gluten-Zymogramm zeigte, wurde der Serin-Peptidase-Inhibitor AEBSF
eingesetzt. Durch Einsatz einer hohen Inhibitor-Konzentration sollte die vollstindige
Inaktivierung der RdoT3 erzielt werden. Die RdoT3-Proben (Tabelle 3.11) wurden zunachst
mit FXa inkubiert, bevor sie mit der Inhibitorlésung in den jeweiligen Konzentrationen
versetzt wurden. Ein Teil der Proben wurde zusatzlich einer 15-minltigen Hitzebehandlung
unterzogen. Die Proben des Kaferextraktes wurden mit den jeweiligen Inhibitorldsungen
versetzt bzw. 15 min bei 100 °C abgekocht. Nach einstiindiger Inkubation mit der

Inhibitorlésung auf Eis wurden die Proben auf ein Gluten-Zymogramm geladen (Abb. 3.43).

Tabelle 3.11: Eingesetzte Proben fir die Inhibierung mittels AEBSF

Position Probe
1 RdoT3 + FXa, 15 min hitzebehandelt
2 RdoT3 + FXa + Inhibitor 1 mM
3 RdoT3 + FXa + Inhibitor 10 mM
4 RdoT3 + FXa, 15 min hitzebehandelt + Inhibitor 1 mM
5 RdoT3 + FXa, 15 min hitzebehandelt + Inhibitor 10 mM
6 R. dominica, 15 min hitzebehandelt
7 R. dominica + Inhibitor 1 mM
8 R. dominica + Inhibitor 10 mM
9 R. dominica, 15 min hitzebehandelt + Inhibitor 1 mM
10 R. dominica, 15 min hitzebehandelt + Inhibitor 10 mM
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Y Y
RdoT3 R. dominica

Abb. 3.43: RdoT3- und R. dominica-Proben zum Nachweis der Inhibierung der Serin-Peptidasen

mittels AEBSF. Die Proben wurden entsprechend Tabelle 3.11 beladen

Bei der Auswertung der Inhibierungsversuche lieR sich keine vollstéandige Inaktivierung der
RdoT3 erkennen, bei allen aufgetragenen Proben der RdoT3 wurden zwei Hydrolysebanden
im Zymogramm detektiert. Die Inkubation mit 10 mM AEBSF zeigte eine Abschwachung der
unteren Bande (Position 5). Der Vergleich der Positionen 2 und 4 lieR zudem darauf
schlieen, dass die untere Hydrolysebande durch die Hitzeinaktivierung induziert wurde.
Auch der R. dominica-Extrakt zeigte keine vollstindige Inaktivierung durch AEBSF und
Hitzebehandlung. Effizienter als die Inkubation mit der Inhibitorlésung erwies sich hierbei die

Hitzeinaktivierung.

3.8.6 Applikationstest RdoT3

3.8.6.1 Nachweis des Proteinabbaus mittels Gelelektrophorese

Mittels des gelelektrophoretischen Applikationstests wurde der Abbau von diversen
Proteinen aus zwei verschiedenen Glutenproben (Carl Roth sowie Beneo), Casein und BSA in
einer denaturierenden SDS-PAGE ermittelt. Die Proben (Tabelle 3.12) wurden gemal§ 2.14.1

vorbereitet und anschlieRend gelelektrophoretisch getrennt. Bei den RdoT3-Proben
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handelte es sich um zuvor mit FXa aktivierte Proben, die RdoT3-Blindwerte wurden zunéachst

fir 30 min bei 100 °C deaktiviert und anschliefend mit der jeweiligen Proteinlésung versetzt.

Tabelle 3.12:  Eingesetzte Proben fiir den gelelektrophoretischen Nachweis zum Abbau von

Proteinen

Position | Zusammensetzung

M Marker

1 10 pL Gluten-Lésung (Carl Roth, 5 mg mL™) + 10 pL reinst H,O

2 10 pL Gluten-Lésung (Carl Roth, 5 mg mL™) + 10 pL RdoT3-Blindwert
3 10 pL Gluten-Lésung (Carl Roth, 5 mgmL™) +10 pL RdoT3

4 10 pL Gluten-Lésung (Carl Roth, 12 mg mL™) + 10 pL reinst H,O

5 10 pL Gluten -Lésung (Carl Roth, 12 mg mL™) + 10 pL RdoT3-Blindwert
6 10 plL Gluten -Lésung (Carl Roth, 12 mg mL?) + 10 pL RdoT3

7 10 pL Gluten-L8sung (Beneo, 5 mg mL?) + 10 pL reinst H,0

8 10 pL Gluten-Lésung (Beneo, 5 mg mL™) + 10 pL RdoT3-Blindwert
9 10 pL Gluten-Losung (Beneo, 5 mg mL?) +10 pL RdoT3

10 10 pL Gluten-L6sung (Beneo, 12 mg mL™) + 10 pL reinst H,O

11 10 pL Gluten-L8sung (Beneo, 12 mg mL™) + 10 pL RdoT3-Blindwert
12 10 pL Gluten-L8sung (Beneo, 12 mg mL™) + 10 pL RdoT3

13 10 pL BSA-LSsung (5 mg mL™) + 10 pl reinst H,0

14 10 pL BSA-LSsung (5 mg mL™) + 10 pL RdoT3-Blindwert
15 10 pL BSA-LSsung (5 mg mL™) + 10 pL RdoT3

16 10 pL BSA-LSsung (12 mg mL™) + 10 pl reinst H,O

17 10 pL BSA-LSsung (12 mg mL™) + 10 pL RdoT3-Blindwert
18 10 pL BSA-LSsung (12 mg mL™) +10 pL RdoT3

19 10 pL Casein-Losung (5 mg mL™?) + 10 pl reinst H,O

20 10 pL Casein-Lésung (5 mg mL?) + 10 pL RdoT3-Blindwert
21 10 pL Casein-Lésung (5 mg mL?) + 10 pL RdoT3

22 10 pL Casein-Losung (12 mg mL™) + 10 pL reinst H,0

23 10 pL Casein-Lésung (12 mg mL?) + 10 pL RdoT3-Blindwert
24 10 pL Casein-Losung (12 mg mL?) + 10 puL RdoT3
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Nach der Gelelektrophorese lieR8 sich ein Abbau einer Proteinbande (118 kDa) im Gluten
(Carl Roth) an Positionen 3 und 6 durch die mit FXa inkubierte RdoT3-Probe erkennen
(Abb. 3.44 A). An den Positionen 2 und 5 zeigte sich, dass die mit FXa inkubierte und
inaktivierte RdoT3 noch leichte Aktivitdt besal3, da die Banden bei ca. 118 kDa schwacher
wurden. Bei 30 kDa wurde die Bande der RdoT3 detektiert. Das Gluten der Firma Beneo
(Abb. 3.44 B) wurde hingegen nach Inkubation mit RdoT3 nicht abgebaut. In der
denaturierenden SDS-PAGE mit den inkubierten BSA-Proben (Abb. 3.44 C, Positionen 15 und
18) sowie Casein-Proben (Abb. 3.44 D, Positionen 21 und 24) lieR sich ein deutlicher Abbau
einer Proteinbande bei 40 kDa feststellen. Des Weiteren wurde eine Proteinbande bei

55 kDa deutlich durch die mit FXa aktivierte RdoT3 abgeschwacht.
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Abb. 3.44: SDS-PAGE-Analyse verschiedener Proben (Tabelle 3.12) zum Nachweis des
Proteinabbaus. Als Proteine eingesetzt wurden A: Gluten der Firma Carl Roth, B: Gluten der Firma

Beneo, C: BSA, D: Casein
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3.8.6.2 Peptidabbau mittels RdoT3

Ein weiterer Applikationstest erfolgte durch den Abbau der zdliakierelevanten Peptide P1
und P2. RdoT3 wurde mittels FXa aktiviert (2.15.5) und anschliefend fiir den Peptidabbau

eingesetzt (2.11).

Zunachst wurde der Peptidabbau von P1 nach 0, 30, 60, 120 und 180 min gemessen
(Abb. 3.45). Ab einer Inkubationszeit von 30 min wurden im HPLC-UV-Chromatogramm
Peaks nach ca. 8,4 min, 9,4 min und 11,0 min, 13,6 min und 14,2 min detektiert, welche
jeweils bei einer langeren Inkubationszeit groBer wurden. Der interne Standard Saccharin

eluierte nach 10,4 min, der Peak des Weizenpeptids P1 nach 14,8 min.
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Abb. 3.45: Abbau von P1 nach Inkubation mit RdoT3 fiir 0, 30, 60, 120 und 180 min

Zur weiteren Untersuchung wurde der Peptidabbau auBerdem mit den Inkubationszeiten 6,
16 und 24 h durchgefihrt (Abb. 3.46). Hierbei wurde in den jeweiligen Proben ein deutlicher
Peakshift beobachtet. Im Vergleich zu Abb. 3.45 wurde deutlich, dass eine langere
Inkubationszeit zu mehr Abbauprodukten von P1 oder auch der RdoT3 selbst fiihrte. Bereits

nach 6 h wurden wesentlich mehr Peaks sichtbar, als nach 180 min.
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Abb. 3.46: Abbau von P1 nach Inkubation mit RdoT3 fiir 0 min sowie 6, 16 und 24 h

Der Peptidabbau wurde ebenfalls mit dem Gerstenpeptid P2 durchgefiihrt. Wie bereits im

Fall von P1 wurde der Peptidabbau von P2 zundchst nach 0, 30, 60, 120 und 180 min

gemessen (Abb. 3.47). Der interne Standard Saccharin eluierte nach 10,4 min, das

Gerstenpeptid P2 nach 13,0 min. Bei beiden Peaks wurde mit steigender Inkubationszeit

keine Abnahme sichtbar.
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Abb. 3.47: Abbau von P2 nach Inkubation mit RdoT3 fiir 0, 30, 60, 120 und 180 min

Analog zu P1 wurde auch P2 im weiteren Verlauf fir eine langere Zeit mit RdoT3 inkubiert

(Abb. 3.48). Im Vergleich zu Abb. 3.47 wurde erneut deutlich, dass eine langere

Inkubationszeit zu mehr Abbauprodukten von P2 oder der RdoT3 fiihrte. Bereits nach 6 h
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wurde eine Vielzahl an Peaks im gesamten HPLC-UV-Chromatogramm detektiert. Dabei

eluierten die neu entstandenen Peaks vor und nach dem Gerstenpeptid P2.
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Abb. 3.48: Abbau von P2 nach Inkubation mit RdoT3 fiir 0 min sowie 6, 16 und 24 h

Die nach der Hydrolyse von P1 und P2 mittels RdoT3 entstandenen Peptid-Fragmente

wurden anschlieBend mittels LC-ESI-MS/MS sequenziert (vgl. 2.13). Exemplarisch sind die

Spektren nach 24-stiindiger Inkubation der jeweiligen Peptide mit RdoT3 dargestellt (Abb.

3.49 A - B). Neben den Peptiden P1 (m/z 1665,9) und P2 (m/z 1909,9) wurden in den

Spektren verschiedene Abbauprodukte nachgewiesen.
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Abb. 3.49: LC-ESI-MS/MS-Spektren nach 24-stliindiger Inkubation der RdoT3 mit P1 (A) und P2 (B)
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Flir den Ausschluss eines verunreinigten Peptidstandards bzw. einer direkten Reaktion der
Protease FXa mit den jeweiligen Peptiden wurden Blindwerte angefertigt (Abb. 3.50 A - B).
Sowohl P1 (m/z = 1665,9) als auch P2 (m/z = 1909,9) zeigten nach 120 bzw. 30 min ein sehr
sauberes Spektrum (Abb. 3.45 und 3.47). Es konnte somit gezeigt werden, dass die

entstandenen Abbauprodukte durch den Einsatz der RdoT3 hervorgerufen wurden.
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Abb. 3.50: LC-ESI-MS/MS-Spektren von P1 (A) und P2 (B), jeweils nach Zugabe von FXa

Bei Betrachtung des dabei entstandenen Hydrolysemusters (Tabelle 3.13) lielR sich keine
eindeutig praferierte Spaltposition der RdoT3 ermitteln. Im Fall von P1 wurden
Hydrolysestellen nach Prolin (P), Glutamin (Q) und Leucin (L) ermittelt. Bei P2 lagen die

Spaltpositionen nach Glutamin (Q), Phenylalanin (F) und Prolin (P).

Tabelle 3.13: Hydrolysemuster der Peptide P1 und P2 durch RdoT3

Peptid 1 Peptid 2
P. QPQLPYPQPQLPY SQ. QQFPQPQQPFPQQP
PQ. PQLPYPQPQLPY SQQQ. FPQPQQPFPQQP
PQPQL. PYPQPQLPY SQQQF. PQPQQPFPQQP
PQPQLPYPQPQLPY SQQQFP. QPQQPFPQQP

SQQQFPQPQQPFP. QQP
SQQQFPQPQQPFPQ. QP
SQQQFPQPQQPFPQQP
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4 Diskussion

Insekten bilden mit bislang mehr als einer Million beschriebenen Arten die artenreichste
Klasse im Reich der Tiere. Der Bereich der Insektenbiotechnologie umfasst aufgrund dieser
hohen Biodiversitat viele verschiedene Forschungsgebiete. Mehr als 200.000 Insektenarten
sind Pflanzenschadlinge, welche ihren Stoffwechsel daran angepasst haben, pflanzliche
Schutzvorkehrungen zu Uberwinden. Ein groBer Teil der Forschungsbereiche befasst sich
demnach mit der Suche nach Pflanzentoxinen, welche gegen die Schadlinge wirksam sind
oder aber mit verschiedenen Mechanismen der Insekten diese Toxine unschadlich zu
machen (Kumar et al. 2012; Mehrabadi et al. 2011). Neben dem Schutz der Nutzpflanzen
werden jedoch auch verschiedene enzymatische Systeme der Insekten adaptiert und fiir eine
Vielzahl medizinischer Anwendungen, wie z.B. einer besseren Wundheilung oder einer
Wirkung gegen Thrombose, eingesetzt (Buszewska-Forajta et al. 2014; Wang et al. 2012). Die
insektenassoziierten Enzyme konnen ebenfalls in diversen technologischen Prozessen
eingesetzt werden. Fir die Lebensmittelbiotechnologie stehen hierbei neben der Suche nach
neuartigen Peptidasen auch andere Enzyme, wie Amylasen oder Lipasen, im Fokus.
Amylasen werden fiir den Abbau von Stdrke in Bierwtlrze, die Herstellung diverser
Backwaren oder die Produktion von Glucose oder anderer Zuckerspezialitdten eingesetzt. In
der Regel wurden die hierbei eingesetzten Amylasen aus Schimmelpilzen oder Bakterien
gewonnen; inzwischen wurden jedoch auch insektenassoziierte Amylasen fiir mogliche
technologische Applikationen identifiziert. Mehrabadi et al. (2011) charakterisierten
beispielsweise a-Amylasen aus Getreideschadlingen wie S. granarius und R. dominica.
Weitere Studien haben zusatzlich das Potential der Gewinnung von Lipasen, z.B. aus
Rhodinus prolixus (Grillo et al. 2007), oder Pektinasen, z.B. aus Sitophilus oryzae (Shen et al.
2005), aus Insekten aufgezeigt. Bei der Suche nach neuen enzymatischen Systemen liegen
neben den Insekten selbst auch oftmals insektenassoziierte Symbionten, wie Pilze oder
Bakterien, im Fokus. Neben dem Abbau von verschiedenen Proteinen oder Lipiden steht
hierbei ebenfalls der Abbau von ligninreichen Verbindungen im Vordergrund. So lieBen sich
beispielsweise aus dem aus den Larven des asiatischen Laubholzbockkafers A. glabripennis
isolierten Ascomyceten Fusarium solani verschiedene Esterasen, Pektinasen sowie mehrere
Glycosidasen nachweisen, welche in der Lage sind, Lignocellulose sowie Polysaccharide aus

der Zellwand abzubauen (Scully et al. 2012). In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl
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insektenassoziierte Pilze als auch Insekten selbst eingesetzt und deren Fahigkeit zum

enzymatischen Abbau von Getreideproteinen tberpruft.

4.1 Vergleich der insektenassoziierten Pilze und
Getreideschadlinge

4.1.1 Peptidaseaktivitit der insektenassoziierten Pilze

Die Ausbildung verschiedener enzymatischer Systeme wird oftmals nicht durch die Insekten
selbst, sondern auch durch symbiontische Mikroorganismen wie Pilze oder Bakterien,
bewerkstelligt. Diese Mikroorganismen dienen den Wirten beispielsweise als
Verdauungshelfer oder Futter selbst (Currie et al. 2001). Im Rahmen der Arbeit wurden
daher neben den Insekten auch insektenassoziierte Pilze auf ihre Enzymaktivitat Gberprift.
Von den insgesamt 7 getesteten insektenassoziierten Pilzen zeigten unter den getesteten
Bedingungen nur 3 Pilze signifikante Peptidaseaktivitat. Bei den Stammen handelte es sich
um die der Holzwespe U. gigas assoziierten Basidiomyceten A. areolatum, A. chailletii (Hajek
et al. 2013) und S. sanguinolentum (Kleist 2001). Ein Vorteil bei der Kultivierung von Pilzen
liegt bei der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse durch Einhaltung eines gleichen Protokolls.
Zudem besteht die Moéglichkeit, die Peptidaseaktivitat durch eine Nahrmedienoptimierung,

beispielsweise durch Zugabe von Gluten, zu steigern.

Das schlechte Wachstum von A. areolatum (vgl. 3.1.1) spiegelte sich in einer geringen
Peptidaseaktivitat wider. Mit einer maximalen Peptidaseaktivitdt von 1.840 AU mL * wurde
in A. areolatum von allen drei Stammen die niedrigste Peptidaseaktivitdit gemessen.
Ebenfalls auffallig im Verlauf der Kulturfiihrung von A. areolatum war die stark sinkende
Proteinkonzentration im PDE-Medium ab dem 9. Kulturtag. Als moégliche Begriindung kann
hier die intrazelluldre Speicherung der Proteine oder der komplette Abbau der im Medium
enthaltenen Proteine durch die vorhandenen Peptidasen vermutet werden.
S. sanguinolentum zeigte das schwachste Wachstum auf den Agarplatten, in Submerskultur
hingegen wurde die hochste Peptidaseaktivitat aller wahrend der Arbeit getesteten Pilze zu
Beginn der Kultivierung an Kulturtag 2 mit 8.650 AU mL" im MPE-Medium erreicht. Die in

den insektenassoziierten Pilzen ermittelten Peptidaseaktivititen konnten durch eine
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Medienoptimierung weiter beeinflusst werden. Bouws et al. (2008) kultivierten
beispielsweise den Basidiomyceten Pleurotus sapidus in Submerskulturen (0,5 g L* MgSO,,
15 g LY KH,PO,, 2gL'1 Hefeextrakt, 1 mL Spurenelementlésung). Zusatzlich wurde zur
Steigerung der Biomasse sowie der Enzymsekretion ein fein gemahlenes
lighocellulosehaltiges Substrat hinzugefligt. Als Resultat wurde an Kulturtag 6 eine

Peptidaseaktivitat von rund 360 AU mL™ erreicht.

Die Zugabe von 2 g Pappelholz zu den jeweiligen Nahrmedien fiihrte bei A. chailletii zu einer
leichten Steigerung der Peptidaseaktivitat. An Kulturtag 8 wurde so im MM-Medium eine
Peptidaseaktivitdt von 900 AU mL™ gemessen. Ohne Pappelzusatz war in diesem Zeitraum
keine Peptidaseaktivitdt detektierbar. Der Zusatz weiterer Induktoren, z.B. von Gluten,
konnte zu einer weiteren Steigerung der Peptidaseaktivitat fihren. Grimrath et al. (2011)
untersuchten 28 Basidiomyceten, die auf 16 verschiedenen Substraten kultiviert wurden, auf
ihre extrazellularen Peptidasen. Getestet wurden die Pilze unter anderem in einem MM-
Medium und mit Glutenpellets als einziger Kohlen- und Stickstoff-Quelle. Fast alle Pilze
waren in der Lage, das Gluten zu metabolisieren. Der Pilz Flammulina velutipes erreichte
dabei sogar eine maximale Peptidaseaktivitit von 16.188 AU mL™ an Kulturtag 10. Trametes
ssp. erreichte eine Aktivitdat von 10.153 AU mL™?, gefolgt von den Stammen Meripilius
giganteus, Hericium erinaceus und Polyporus umbellatus mit etwa 3.000 AU mL™. In einem
weiteren Versuchsansatz wurde F. velutipes in einer Emerskultur auf Glutenpellets kultiviert.
Der Pilz zeigte ein starkes Wachstum und erreichte anschlieRend in Submerskultur an
Kulturtag 13 eine maximale Peptidaseaktivitat von 169.480 AU mL™. Die Emerskultivierung

auf Glutenpulver hingegen fihrte zu keiner messbaren Peptidaseaktivitat.

Fir die Bestimmung der Peptidaseaktivitdt wurde von den Autoren ebenfalls der Azocasein-
Assay verwendet, jedoch in einer leicht modifizierten Version. So wurde die Aktivitat bei
43 °C gemessen, die Azocasein-Konzentration betrug in den jeweiligen Proben 0,9 mg
pro mg Protein des Kulturiiberstandes. Trotz des modifizierten Assays bei Grimrath et al.
(2011) zeigte der Datenvergleich, dass die insektenassoziierten Pilze generell eine deutlich
schwachere Peptidaseaktivitat besitzen. Die Zugabe von Gluten zu den jeweiligen Medien
sollte bei einer weiteren Kultivierung der insektenassoziierten Pilze bedacht werden. Die in
der vorliegenden Arbeit eingesetzten Pilze sind Holzschadlingen assoziiert. Die Pilze

A. areolatum, A. chailletii sowie S. sanguinolentum werden bei der Eiablage von der
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Holzwespe U. gigas in das Holz injiziert, zersetzen das Holz und liefern so eine leicht
zugangliche Nahrungsquelle fir die Insektenlarven. Die Vermutung liegt somit nahe, dass in
den insektenassoziierten Pilzen durch das vorliegende Substrat vorrangig die Ausbildung
ligninolytischer Enzyme induziert wird. Die Wahl der Insekten kdnnte demnach eine
ausschlaggebende Rolle bei der Suche nach Peptidasen spielen. Es ist anzunehmen, dass in
Darmen von Getreideschadlingen insektenassoziierte Pilze am Proteinverdau beteiligt sind
und somit Uber ein groReres Spektrum an Peptidasen verfiigen.

Insektenassoziierte Pilze, vor allem Ascomyceten und Hefen, wurden bereits in mehreren
Arbeiten isoliert und teilweise charakterisiert. So fanden Ozdal et al. (2012) 19
insektenassoziierte Pilzspezies in dem groRen Kolbenwasserkafer Hydrophilus piceus sowie
dem Gelbrandkafer Dytiscus marginalis. Bei den isolierten Pilzen handelte es sich um
insgesamt 230 Isolate aus den Gattungen Penicillium, Alternaria, Beauveria, Trichoderma,
Fusarium, Aspergillus, Acremonium sowie Paecilomyces-Arten. Auch Suh et al. (2011)
isolierten 13 Ascomyceten sowie finf Basidiomyceten aus dem Baumschadling Platypus
koryoensis. Bei den Basidiomyceten handelte es sich um Schizophyllum commune,
Rhizochaete filamentosa, Irpex sp., Peniophora nuda sowie Pestalotiopsis sp., wobei in
diesem Zusammenhang bei den Pilzen S. commune, R. filamentosa und P. nuda jeweils die
Produktion extrazellularer Peptidasen beschrieben wurde.

Durch eine Optimierung der bisher eingesetzten Nahrmedien sowie ein Screening nach
weiteren insektenassoziierten Pilzen (z.B. aus Getreideschadlingen), koénnten weitere

Peptidasen fiir den Abbau verschiedener Getreideproteine gewonnen werden.

4.1.2 Kultivierung der Getreideschadlinge

Getreideschadlinge kommen ubiquitdr vor und verursachen allein bei der Lagerung speziell
in Entwicklungslandern einen Ernteschaden von bis zu 15% (Herrera-Estrella, 2000). Um in
verschiedenen, teils extremen Lebensrdumen zu Uberleben, haben Insekten diverse
biologische und chemische Systeme entwickelt. Hierzu zahlt beispielsweise die Produktion
verschiedener Abwehrmolekiile (Gross et al. 2008; Schlipalius et al. 2012), stabilisierender

Proteine (Bale et al. 2002) oder lytischer Enzyme (Landureau et al. 1970).
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Die Wahl der zu untersuchenden Insekten fiel auf verschiedene Getreideschadlinge bzw.
Vorratsschadlinge, da diese Kafer auf proteinreiche Nahrungsquellen fokussiert sind. Im
Unterschied zu den insektenassoziierten Pilzen aus den Holzschadlingen wurde vermutet, in
den Getreideschadlingen ein grolRes Peptidasespektrum fiir den enzymatischen Abbau dieser
Nahrung vorzufinden. Durch ihren kurzen Lebenszyklus sind sie einfach unter
Laborbedingungen zu kultivieren. Um optimale Zuchterfolge zu erzielen, sollte eine
Temperatur von etwa 26 °C sowie eine relative Luftfeuchtigkeit von 50 — 65% eingehalten
werden. Die Einhaltung der Temperatur stellte kein Problem dar, die Einstellung der
Luftfeuchtigkeit war aufgrund der raumlichen Gegebenheiten jedoch nicht moglich. Das
Wachstum der Kafer wurde dadurch jedoch nicht wesentlich beeinflusst. Im Vergleich zu den
insektenassoziierten Pilzen gestaltete sich die Kulturfiihrung der Getreideschadlinge deutlich
schwieriger. Wahrend neu angesetzte Submerskulturen der insektenassoziierten Pilze stets
reproduzierbare Ergebnisse lieferten, zeigte sich in den zu unterschiedlichen Zeitpunkten
hergestellten Kaferextrakten nur eine geringe Reproduzierbarkeit der Werte (vgl. 3.2.1.1).
Des Weiteren erschwerte die limitierte Verfligbarkeit der Kafer die Analysen. Der nach dem
Morsern gewonnene Kaferextrakt war trotz Zentrifugation meist triib und feine
Matrixbestandteile wie Fett, Proteine oder Teile des Chitinpanzers behinderten die
Messungen. Eine Filtration des Extraktes wiederum war aufgrund des limitierten

Probenvolumens nicht moglich.

4.1.3 Peptidaseaktivitit der Getreideschiadlinge

Die in den Getreideschadlingen ermittelte Peptidaseaktivitdt zeigte unter Einbezug der
geringen Masse der Kafer bessere Ergebnisse als die insektenassoziierten Pilze. Wahrend der
Arbeit wurden aufgrund des limitierten Probenvolumens mehrere Chargen an Kaferextrakt
gewonnen. Von jedem frisch gewonnenen Kaferextrakt wurden der Proteingehalt, die
Peptidaseaktivitat und die PsP-Aktivitat ermittelt. Wahrend der Proteingehalt der Kafer im
Laufe der Arbeiten nahezu konstant blieb, zeigte die Peptidaseaktivitat teilweise deutlich
schwankende Werte. Eine mogliche Erklarung hierfiir liegt an der Zusammensetzung junger
und alter Kafer. Der Schadling R. dominica beispielsweise hat eine Lebensdauer von bis zu
240 Tagen. Jedes Weibchen legt wahrend dieser Zeit bis zu 500 Eier, welche dann nach 3 — 4
Tagen in ein bis zu 46-tdgiges Larvenstadium ubergehen. Nach einer einwdchigen
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Verpuppung entstehen schliellich die adulten Kafer. Zwar wurden fir die Gewinnung des
Kaferextraktes stets adulte Kafer verwendet, jedoch variierte das Alter der Kafer und somit
vermutlich auch die Zusammensetzung der proteolytischen Enzyme. Die altersspezifische
Verdauung von T. molitor wurde durch Dastranj et al. (2013) untersucht. Die Peptidase-, o-
Amylase-, sowie Glucosidaseaktivitdit aus Darmen von T. molitor wurde hierbei in
verschiedenen Stadien des Wachstums betrachtet. Anhand von Zymogrammen mit Starke
und Gelatine wurde gezeigt, dass in den verschiedenen Nymphenstadien unterschiedliche
Enzyme ausgebildet wurden. Die Ergebnisse korrelieren mit den wahrend dieser Arbeit
ermittelten Daten (vgl. 3.2.3, Abb. 3.18). In Zymogrammen mit den Substraten Gluten,
Reisprotein, BSA und Casein zeigten die Kaferextrakte von T. molitor als Larve und Kafer

jeweils unterschiedliche Hydrolysebanden.

Zudem zeigten Dastranj et al. (2013), dass die Konzentration an a-Amylasen und
Glucosidasen bis zur Ausbildung adulter Kafer stetig stieg. Bei der Betrachtung der
Peptidasen zeigte sich hingegen ein anderes Bild. Im vierten Nymphenstadium von T. molitor
erreichte die Peptidaseaktivitat ihr Maximum, ab dem fiinften Nymphenstadium nahm die
Peptidaseaktivitat bis zur Ausbildung des adulten Kafers stetig ab. Als Begriindung wurden
die didtetischen Anforderungen der Kafer herangezogen. Wahrend des Wachstums der
Larven werden hauptsachlich Proteine verwertet, wodurch die Ausbildung peptidolytischer
Enzyme notwendig wird. Mit fortschreitendem Wachstum wird die Nahrung zunehmend
polysaccharidreich, wodurch vermehrt a-Amylasen und Glucosidasen als Verdauungsenzyme
bendtigt werden. Die Untersuchung von Larven selbst war aufgrund der begrenzten
Zuchtkapazitaten nicht moglich. Die wahrend des Verlaufs der Arbeit gemessenen
unterschiedlichen Peptidaseaktivitditen lassen sich jedoch durch die Ergebnisse von
Dastranj et al. (2013) erklaren. Eine weitere interessante Beobachtung wurde bei der
Messung der PsP-Aktivitdt wahrend des Zuchtverlaufs von R. dominica gemacht. Die héchste
PsP-Aktivitit wurde in den Kafern zu Beginn der Kulturfiihrung mit etwa 3 U mg™" gemessen.
Mit steigender Kulturdauer sank die PsP-Aktivitat stetig, zum Ende der Arbeit wurde eine
konstante Aktivitit von 1,2:10° U mg'lermittelt. Gleiches war, wenn auch nicht so deutlich,
ebenfalls in den anderen Getreideschadlingen zu beobachten. Es wird vermutet, dass die
Abnahme der Aktivitdt durch einen steigenden Inzuchtfaktor in dem Zuchtansatz

herbeigefiihrt wurde.
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4.1.4 Vergleich der peptidolytischen Aktivtiten

Die peptidolytische Aktivitat der Pilze sowie der Getreideschadlinge wurde anhand von
Zymogrammen getestet, in welche die Substrate Casein, Gluten, Reisprotein und BSA
eingearbeitet wurden. Von den insektenassoziierten Pilzen war lediglich der Basidiomycet
A. areolatum in der Lage, die eingearbeiteten Proteine (mit Ausnahme von BSA) zu
hydrolysieren (vgl. 3.1.5, Abb. 3.10). Dieses Ergebnis war dahingehend auffillig, dass dieser
Pilz eine schwache Peptidaseaktivitat sowie ein schlechtes Wachstums aufwies. Die starkste
Hydrolysebande wurde in einem MM-Medium (Tag 14, Peptidaseaktivitit 311 AU mL™")
erreicht. Unabhangig von den jeweils eingesetzten Medien wurden in den Protein-
Zymogrammen nur eine bis zwei Hydrolysebanden durch Enzyme aus A. areolatum erzeugt.
Der im MPE-Medium kultvierte Pilz A. chailletii (Tag 2,5, Peptidaseaktivitat 3.017 AU mL™)
zeigte ebenfalls einen Abbau der Proteine Casein, Gluten und Reisprotein im Zymogramm.
Im Unterschied zu A. areolatum wurden jedoch keine einzelnen Banden sichtbar; es
entstand vielmehr ein breiter Hydrolysebereich.

Verglichen mit den insektenassoziierten Pilzen zeigten die Getreideschadlinge in den
Protein-Zymogrammen eine wesentlich starkere peptidolytische Aktivitat. Wahrend BSA nur
durch R. dominica, O. surinamensis sowie T. molitor und A. diaperinus hydrolysiert wurde,
zeigten sich bei den restlichen Substraten deutliche Hydrolysebanden. Einzig die Kafer
S. granarius und T. castaneum zeigten gegenilber keinem der eingearbeiteten Substrate
peptidolytische Aktivitat. Nach dem aktuellen Stand der Literatur wurden keine Peptidasen
aus S. granarius weitergehend biochemisch und molekularbiologisch untersucht. Der Fokus
der Verdauungsenzyme bei diesem Kafer lag auf Amylasen (Piasecka-Kwiatkowska et al.
2014). Bei T. castaneum hingegen liegt der Fokus der Untersuchungen oftmals auf der
Charakterisierung von Peptidasen. Vinokurov et al. (2009) zeigten beispielsweise die
peptidolytische Aktivitat in T. castaneum anhand eines Gelatine-Zymogramms. Die Kafer
wurden auf Haferflocken und Weizenkleie (1:1) kultiviert und fiir das Zymogramm wurden
Larvenddarme verwendet. In der vorliegenden Arbeit wiesen die adulten Kafer aus
T. castaneum trotz geringer Aktivitdit gegen Azocasein sowie fehlender peptidolytischer
Aktivitat im Zymogramm gegen die eingesetzten Proteine Casein, Reisprotein, Gluten und

BSA eine hohe PsP-Aktivitdt auf. Diese Aktivitdt kann durch Prolin-Oligopeptidasen
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(EC 3.4.21.28) hervorgerufen worden sein, welche im Transkriptom des Kafers identifiziert

wurden (Morris et al. 2009).

Fir die Zymogramme wurden Kaferextrakte mit identischer azocaseinspezifischer
Peptidaseaktivitdit verwendet. Dabei zeigte R.dominica insgesamt die starkste
peptidolytische Aktivitdit. Neben einzeln erkennbaren Banden wurde ein grofSer
Hydrolysebereich sichtbar, welcher sich durch das Zymogramm zog. Zhu et al. (1999)
zeigten, dass der Extrakt aus dem Mitteldarm von R. dominica in einem Casein-Zymogramm
7 Banden mit hydrolytischer Aktivitat aufwies. Diese Daten korrelierten gut mit den wahrend
dieser Arbeit gewonnenen Ergebnissen. Auch hier zeigten die kompletten Kaferextrakte im
Vergleich zu den Extrakten entdarmter Kafer eine groRere peptidolytische Aktivitdt, was
darauf schlieRen liel, dass sich die gesuchten Peptidasen hauptsachlich im Darm der Kafer
befinden. Die geringe Peptidaseaktivitdt innerhalb der Extrakte der entdarmten Kafer war
vermutlich auf Darmrickstinde oder andere peptidolytisch aktive Bereiche des Kafers

zurickzufihren.

4.1.5 Abbau der zdliakierelevanten Peptide aus Weizen und Gerste

Die Pilze A. areolatum, A. chailletii sowie S. sanguinolentum wurden auf die Fahigkeit
untersucht, zoéliakierelevante Peptide aus Weizen (P1) und Gerste (P2) abzubauen. Alle fir
den Peptidabbau eingesetzten Pilze waren in der Lage, das Gerstenpeptid P2 abzubauen. Die
Pilze A. areolatum und S. sanguinolentum hydrolysierten zudem das Weizenpeptid P1.
Hierbei wurde ein maximaler Abbau des Weizenpeptids von 74,4% durch A. areolatum
nachgewiesen. S. sanguinolentum zeigte mit 89,1% den besten Abbau von P2. Die
Getreideschadlinge erzielten bei dem Peptidabbau leicht geringere Hydrolyseraten. Die
besten Ergebnisse lieferten hierbei O. surinamensis (45% Abbau P1, 24% Abbau P2) und
R. dominica (45% Abbau P1, 11% Abbau P2). Beide zeigten sowohl einen Abbau des Weizen-
als auch des Gerstenpeptids. GeRendorfer etal. (2011) fiihrten die Hydrolyse des
Weizenpeptids mit Extrakten aus gekeimter Kleie durch. Zum Einsatz kamen hierbei
Getreideextrakte aus Weizen, Dinkel, Emmer, Einkorn, Roggen und Gerste. Nach 60-
minitiger Inkubation bei pH 4,0 wurde eine Hydrolyse von 70,6% P1 durch Roggenkleie

detektiert, bei pH 6,5 lieferte die Inkubation mit Roggenkleie eine Abbaurate von 76,1%. Fir
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den Peptidabbau wurden 100 mg Kleie in 1 mL Extraktionspuffer aufgenommen und im
Verhialtnis 1:1 mit den jeweiligen Peptiden inkubiert. Zum Vergleich wurden ebenfalls etwa
100 mg der jeweiligen Getreideschadlinge in 1 mL Extraktionspuffer geldst. Eine 100-fache
Verdinnung des so gewonnenen Extraktes wurde anschlieBend gemall 2.11 mit den
jeweiligen Peptiden inkubiert. Die wahrend dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse der
insektenassoziierten Pilze und der Getreideschadlinge sind folglich als effizienter

einzuordnen.

4.2 Lokalisierung der Peptidaseaktivitat

Die Verdauung der Getreideproteine erfolgt meist innerhalb des gastrointestinalen Systems
der Kafer. Forschungsprojekte im Bereich der Insektenbiotechnologie beschaftigen sich
daher auch vermehrt mit den sich im Darm der Kafer befindlichen Peptidasen. Vermutlich
aufgrund seiner GroRe ist T. molitor der am besten untersuchte Getreideschadling. Die
Verdauungsenzyme dieses Kafers sind entsprechend gut erforscht (Applebaum et al. 1964,
Elpidina et al. 2007). In den Larven von T. molitor erfolgt der Proteinverdau im Mitteldarm.
Dabei konnten Vinokurov et al. (2006) sowie Elpidina et al. (2006) einen scharfen pH-
Gradienten von pH 5,6 im vorderen Mitteldarm bis pH 7,9 im hinteren Mitteldarm ermitteln.
Die Verdauungsenzyme sind entsprechend ihrer pH-Optima in den verschiedenen Bereichen
des Darmes lokalisiert. Im schwach sauren Bereich des vorderen Mitteldarms fanden sich
z.B. Cystein-Peptidasen und Glykosidasen. Serin-Peptidasen wurden hingegen eher im
hinteren Mitteldarm nachgewiesen. Goptar et al. (2012) isolierten drei Cystein-Peptidasen
aus dem Mitteldarm von T. molitor, welche Proteine jeweils spezifisch nach Glutamin
hydrolysierten. Ein &hnliches Bild zeigte sich in den Larven von T. castaneum und
Triboilum confusum. Hier wurde ebenfalls ein pH-Gradient von 5,6 — 6,0 im vorderen
Mitteldarm bis 7,0 — 7,5 im hinteren Mitteldarm nachgewiesen (Vinokurov et al. 2009). 80%
der gesamten Peptidaseaktivitit war zudem im vorderen Mitteldarm lokalisiert, die
restlichen 20% im hinteren Mitteldarm der Larven. Die hierbei dominierenden Peptidasen
zeigten eine 97%-ige Homologie zu den in den Larven von T. molitor identifizierten

Peptidasen.
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Fiir die Lokalisierung der Peptidasen in den untersuchten Getreideschadlingen wurden die
Kafer entdarmt und die Peptidaseaktivitaiten der entdarmten anschlieRend mit denen der
kompletten Kafern anhand eines photometrischen Assays sowie eines Zymogramms
verglichen. Die gemessenen Aktivitaiten sowie der peptidolytische Abbau im Zymogramm
zeigten eine deutlich bessere Hydrolyse bei den kompletten Kafern (vgl. 3.5, Abb. 3.23). Es
liegt somit nahe, dass die Peptidasen im Darm der Kafer lokalisiert sind. Dennoch wurde in
den entdarmten Kafern ebenfalls eine leichte Peptidaseaktivitdt im photometrischen Assay
nachgewiesen. Der peptidolytische Abbau im Zymogramm zeigte zudem nahezu gleich
starke Hydrolysebanden wie mit den kompletten Kafern. Dieser Effekt kann auf verschiedene
Ursachen zuriickzufiihren sein. Bei der Praparation der Kafer war es zum einen schwierig,
den kompletten Darm zu entfernen. Die Aktivitat von 2 AU mg'1 konnte demnach auf
Darmriickstande zurlckzufiihren sein. Die Konzentration des eingearbeiteten Proteins im
Zymogramm kann ebenfalls eine entscheidende Rolle spielen. Des Weiteren kann nicht
ausgeschlossen werden, dass Peptidasen in weiteren Teilen des Kafers, wie z.B. den
Speicheldrisen, lokalisiert sind und somit ebenfalls zu den positiven Messwerten der
entdarmten Kafer beigetragen haben. So beschreiben Bezdiet al. (2012) beispielsweise
Verdauungsenzyme in den Speicheldrisen der Schildwanze Eurygaster integriceps. Die
Isolierung der Speicheldrisen in den untersuchten Kafern war aufgrund des zu geringen

Probenmaterials jedoch nicht moglich.

4.3 Peptidasen aus Getreideschadlingen

Anhand der ermittelten Peptidaseaktivitdten mit und ohne Inkubation mit den jeweiligen
Inhibitoren lieRR sich grob das Verhaltnis der jeweiligen Peptidasegruppen in den Kéafern
R. dominica und O. surinamensis abschatzen (Abb. 4.1). Im Extrakt von R. dominica wurden
Serin-Peptidasen (56%) und Metallo-Peptidasen (30%) identifiziert. Das Vorhandensein von
Cystein-Peptidasen wurde im Kaferextrakt nicht nachgewiesen. Bei O. surinamensis betrug
der Anteil an Serin-Peptidasen 47%, Metallo-Peptidasen wurden zu 20% identifiziert. Im
Gegensatz zu R. dominica wurden hier Cystein-Peptidasen (5%) im Kaferextrakt
nachgewiesen. Der Anteil an nicht identifizierten Peptidasen lag bei beiden Kaferextrakten

zwischen 14 und 28%.
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M Metallo-Peptidase
L Serin-Peptidase
11 Cystein-Peptidase

M Sonstige

R. dominica O. surinamensis

Abb. 4.1: Graphische Darstellung der prozentualen Verteilung der Peptidasen in Extrakten von

R. dominica (links) und O. surinamensis (rechts)

In Getreideschadlingen wurden bislang diverse Peptidasen identifiziert und charakterisiert.
Die meisten Peptidasen gehoren zu der Gruppe der Serin-Endopeptidasen (EC 3.4.21.x) und
der Cystein-Endopeptidasen (EC 3.4.22.x). Eine Transkriptomanalyse des Mitteldarms aus
Larven von T. molitor zeigte Homoligien zur Cystein- und Serin-Peptidasen (Prabhakar et al.
2007). In einigen Familien wie bei den Tenebrionideae und Sitophilus spp. sind Cystein-
Peptidasen vorherrschend (Murdock et al. 1987, Terra et al. 1996). Vinokurov et al. (2006)
zeigten in einer Proteomanalyse des Gastrointestinaltraktes der T. molitor Larven ebenfalls
die Uberwiegende Prasenz von Cystein-Peptidasen. Isoliert wurden zudem Cystein-
Peptidasen mit einem Molekulargewicht von 23 und 38 kDa. Das pH-Optimum dieser
Peptidasen lag bei pH 5,0 bis 7,0. Cystein-Peptidasen verfligen (iber hydrolytische Aktivitat
gegenlber Speicherproteinen. Die aus T. molitor isolierten Peptidasen hydrolysierten die
Globulin-Fraktion von Hafer ebenso wie die glutaminreiche Prolamin-Fraktion aus Weizen
(Goptar et al. 2012). Dieses Ergebnis korreliert mit den wahrend der Arbeit gewonnenen
Daten, wo sowohl Larven als auch adulte Kafer von T. molitor Protein-Fraktionen aus Weizen

und Reis hydrolysierten (vgl. 3.2.3, Abb. 3.18).

Die Dominanz der Cystein-Peptidasen gegenliber Serin-Peptidasen in Kaferlarven basiert
vermutlich auf einer Adaption der Larven an das zur Verfligung stehende Getreide.
Terra et al. (1996) zeigten in diesem Zusammenhang das Vorkommen natirlicher Serin-
Peptidase-Inhibitoren in Getreide. Eine weitere Erklarung liegt vermutlich in der
Aminosaurezusammensetzung der Getreideproteine. So besteht etwa Prolamin, welches

50% der Speicherproteine ausmacht, zu 30 — 50% aus Glutamin sowie zu 10 — 30% aus Prolin
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(Goptar et al. 2012, Shewry et al. 1990). Fir den Abbau der glutaminreichen Proteine

bendtigen die Kaferlarven folglich spezifisch hydrolysierende Verdauungsenzyme.

Neben Cystein-Peptidasen wurden ebenfalls bereits Serin-Peptidasen in Getreide- und
Vorratsschadlingen naher charakterisiert. Die meisten Peptidasen wurden hierbei im
Mehlkafer T. molitor beschrieben. Tsybina et al. (2005) identifizierten eine Trypsin-dhnliche
Peptidase aus T. molitor und reinigten diese aus dem Larvenextrakt mittels lonenaustausch-
und Gelfiltrationschromatographie. Das Molekulargewicht dieser Peptidase betrug 25,5 kDa,
das pH-Optimum wurde bei 8,5 ermittelt. Ebenfalls aus T. molitor isolierten Elpidina et al.
(2005) eine Chymotrypsin-ahnliche Peptidase (TmC1). Diese Peptidase wurde aus dem
Mitteldarm der Larve isoliert und hatte ein Molekulargewicht von 23 kDa sowie ein pH-
Optimum von 9,5. Auch aus der Schildwanze E. integriceps isolierten Konarev et al. (2011)
eine Glutenin-spezifische Serin-Peptidase mit einem Molekulargewicht von etwa 28 kDa. Die
bevorzugte Spaltposition dieser Peptidase wurde anhand von Weizenglutenin bestimmt und
lag zwischen dem sich wiederholenden Hexapeptid und Nonapeptid des Weizenglutenins
(PGQGQQ - GYYPTSLQQ). Serin-Peptidasen wie Trypsin und Chymotrypsin wurden bisher

ebenfalls in weiteren Kaferarten beschrieben.

4.3.1 Isolierung einer Serin-Endopeptidase aus R. dominica

R. dominica lieferte wahrend der durchgefiihrten Analysen, speziell hinsichtlich der hohen
PsP-Aktivitat, die aussichtsreichsten Ergebnisse. Die Isolierung der Peptidasen aus diesem
Kafer erfolgte mittels Reinigung durch FPLC. Zhu et al. (1999) zeigten, dass flir den
Proteinverdau von R. dominica hauptsachlich ein Komplex von Serin-Peptidasen im
Mitteldarm des Kafers verantwortlich ist. Sie klonierten und sequenzierten drei cDNAs fiir
Trypsinogen-dhnliche Enzyme (RdoT1, RdoT2 und RdoT3) mit Molekulargewichten von 23,1,
28, und 23,8 kDa. Fir die Isolierung der Peptidase aus R. dominica wurden nach der
Reinigung mittels FPLC zwei Fraktionen gewahlt, welche eine hohe hydrolytische Aktivitat
gegenlber verschiedenen Proteinen aufwiesen. Die Fraktionen wurden nach
gelelektrophoretischer Trennung mittels LC-ESI-MS/MS sequenziert. So wurden Homologien
zu zwei Serin-Endopeptidasen sowie einer Carboxypeptidase ermittelt. Die identifizierten

Peptidfragmente zeigten dabei hohe Ahnlichkeiten zu einer Vorstufe der Serin-Peptidase
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P 76 aus T. castaneum sowie einer Trypsin-dhnlichen Peptidase aus T. molitor, AAX45475;
PM 2-70 (Prabhakar et al. 2007). Auch die von Zhu et al. beschriebene Peptidase RdoT3
(AAD31269) wurde durch die Sequenzierung identifiziert und war zudem in beiden
gereinigten aktiven Fraktionen vorhanden. Wahrend sich Cystein-Peptidasen liberwiegend
im vorderen und somit leicht saureren pH-Bereich des Darmtrakts befinden, sind Serin-
Peptidasen eher im hinteren, neutralen bis leicht basischen Darmabschnitt der Kafer
lokalisiert (Goptar et al. 2012). Abweichend zu Zhu et al. (1999) wurde vermutet, dass die
Peptidase praferiert nach Prolin und nicht wie beschrieben nach Arginin hydrolysiert. Fir die
Uberpriifung dieser Hypothese wurde diese Peptidase fiir die rekombinante Herstellung und

anschlielende heterologe Expression ausgewahlt.

4.3.2 Sequenzierung und Homologievergleich

RdoT3 gehort zur Gruppe der Serin-Peptidasen, welche typischerweise ein Pro-Peptid
beinhalten und durch welches das Enzym zunachst in seiner inaktiven Form vorliegt. Ein

Vergleich mit Hilfe einer Datenbank (http://www.uniprot.org/) gegen Serin-Peptidasen aus

Insekten zeigte Ahnlichkeiten zu dem von Botos et al. (2000) charakterisierten Chymotrypsin
aus der Feuerameise Solenopsis invicta. Das Enzym verfiligte ebenfalls Gber ein Pro-Peptid
bestehend aus 15 Aminosauren. Nach dem Alignment beider Sequenzen zeigte sich, dass die
aus R. dominica isolierte Peptidase ebenfalls (iber ein Pro-Peptid, bestehend aus 29
Aminosauren, verfligt. Das C-terminale Ende des Pro-Peptids besteht aus den Aminosaduren
Asparaginsaure, Glycin und Arginin. Diese Sequenz wird durch den Protease Faktor Xa (FXa)

hydrolysiert (He et al. 1992), welcher fir die anstehenden Arbeiten eingesetzt wurde.

Neben der Ubereinstimmung zu der von Zhu et al. (1999) identifizierten RdoT3 zeigten sich
weitere Homologien zu Peptidasen aus T. castaneum sowie aus dem Bergkiefernkafer
Dendroctonus ponderosae. Ebenfalls wurden Homologien zu zwei Serin-Peptidasen
(ABZ04009.1 sowie ABZ04010.1) der Blatthornkaferspezies Costelytra zealandica

identifiziert.
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4.3.3 Heterologe Expression der RdoT3

Fir die Produktion groRerer Enzymmengen wurde die Serin-Endopeptidase RdoT3 im
Bakterium E. coli heterolog exprimiert. Die Expression in E. coli stellt ein gut
funktionierendes Expressionssystem dar. In optimal gewahlten Nahrmedien verdoppelt sich
das Wachstum der Zellen etwa alle 20 min (Sezonov et al. 2007), eine rasche Produktion
eines rekombinant hergestellten Enzyms ist somit moglich. Die heterologe Expression der
rekombinanten RdoT3 wurde nach 4 h bei 28 °C beendet. Zu diesem Zeitpunkt wurde die
maximale Enzymausbeute ermittelt. Bei der Expression der RdoT3 kam es zur Ausbildung
von Einschlusskérperchen. Durch die heterologe Expression in E. coli wurde das Enzym nicht
optimalen Bedingungen hinsichtlich pH, Osmolaritdt, Redoxpotential oder auch Cofaktoren
ausgesetzt. Die Entstehung von Einschlusskérperchen wird so beglinstigt. Ebenfalls flhrt die
bei einer Uberexpression vorliegende hohe Proteinkonzentration zu Interaktionen dhnlicher
Regionen, wodurch Einschlusskérperchen gebildet werden kénnen (Hartley und Kane 1988,
Carrio und Villaverde 2002). Die Ausbildung von Einschlusskdrperchen kann jedoch auch
Vorteile liefern und wird teilweise gezielt induziert, sofern das Protein problemfrei in vitro
zurlickgefaltet werden kann (Basu et al. 2011). Das Enzym RdoT3 wurde durch
Denaturierung mittels eines hoch konzentrierten Salzpuffers aus den Einschlusskdrperchen
isoliert. Nach einer Reinigung mittels FPLC wurden die Proteine anschliefend durch Dialyse

Uber Nacht bei 4 °C zuriickgefaltet.

Nach der Dialyse wurde durch Konzentrierung Gber einen Membranfilter ein Proteingehalt
von 814 U mg'1 nachgewiesen. Trotz dieses Proteingehalts zeigte das Enzym nur schwache
Aktivitdt im Azocasein-Assay. Als mogliche Erklarung kann primar eine fehlerhafte
Rickfaltung des Enzyms wahrend der Dialyse vermutet werden. Fir eine bessere
Rickfaltung wurden weitere Dialysepuffer getestet. Die Optimierungsversuche fiihrten
allerdings zu keinem besseren Ergebnis. In einem weiteren Versuchsansatz wurde eine 3-
tagige Dialyse bei 4 °C getestet. Ein Vergleich dieser zwei Methoden mittels denaturierender
SDS-PAGE zeigte, dass nach 1-tdgiger Dialyse eine deutliche Proteinbande bei etwa 30 kDa zu
erkennen war, nach 3-tdgiger Dialyse zeigten sich zwei Banden zwischen 25 und 30 kDa
(Abb. 4.2). Es kann eine Autolyse des Enzyms vermutet werden. Anhand der GréRRe der neu

entstandenen Proteinbande kann auch die Abspaltung des Pro-Peptids angenommen
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werden. Die Uberpriifung dieser Vermutung anhand von zymographischen Methoden zeigte

jedoch keine Aktivitat.

A B
Abb. 4.2: SDS-Gel mit RdoT3 nach unterschiedlicher Riickfaltung. A = Dialyse fiir 3 Tage bei 4 °C,

B = Dialyse fiir 1 Tag bei 4 °C

Vera et al. (2007) zeigten, dass sich eine geringere Kultivierungstemperatur positiv auf die
Produktion des rekombinanten Proteins hinsichtlich seiner Konformation und Funktionalitat
auswirkt. Die Zugabe von kleinen Molekilen, lonen oder prosthetischen Gruppen (wie z. B.
Ham oder FAD) in das Kulturmedium kann die Qualitdt und Ausbeute des exprimierten
Proteins zusatzlich steigern (Weickert et al. 1999, Yang et al. 2003).

Neben der heterologen Expression in E. coli wurde die Produktion von RdoT3 in der Hefe
Pichia pastoris getestet. Wie bei E. coli handelt es sich bei diesem Expressionssystem um ein
etabliertes System, welches oftmals fiir die Herstellung von Biopharmaka oder industrieller
Enzyme eingesetzt wird. Die Expression mit P. pastoris zeichnet sich dabei analog zu E. coli
durch die hohe Anzahl an verfliigbaren Promotoren, die Ausbildung einer hohen Zelldichte
sowie der Moglichkeit zur Produktion einer grolen Menge des rekombinanten Proteins im
g L™ -MaRstab aus (Ahmad et al. 2014). Im Vergleich zum E. coli-Expressionssystem war die
Produktion der RdoT3 in den P. pastoris Transformanden schneller durchzufiihren, jedoch
auch deutlich problembehafteter. So wurde beispielsweise der Abbau von Gluten im
Zymogramm ebenfalls mit P. pastoris Leerzellen gezeigt. Auf Grund von starken
Matrixeffekten war es zudem nicht moglich, den Abbau der Peptide P1 und P2 mittels HPLC

zu detektieren. Die heterologe Expression der RdoT3 erfolgte somit in E. coli.
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Mit Hilfe eines alternativen Expressionsystems konnten die bei der Expression in E. coli
entstandenen Probleme, wie die Ausbildung von Einschlusskérperchen und die geringe
Aktivitat hinsichtlich der Rickfaltung des Enzyms, umgangen werden. Auch die Expression in
SF9-Insektenzellen (Chen et al. 2004) oder in Basidiomyceten (Burns etal. 2005) ware
denkbar.

4.4 Charakterisierung der RdoT3

Nach erfolgreicher Expression in E. coli wurde die Peptidase RdoT3 charakterisiert. Die
Vorversuche mit dem aus R. dominica gewonnenen Extrakt zeigten eine hohe PsP-Aktivitat,
einen effizienten Abbau von Gluten sowie einen Abbau der zéliakierelevanten Peptide P1
und P2 aus Weizen bzw. Gerste. Anhand des photometrischen Assays wurde keine PsP-
Aktivitat in den gereinigten Fraktionen nachgewiesen. Es ist hierbei mdglich, dass die im
Anschluss an die Reinigung mittels FPLC durchgefiihrte Konzentrierung der Enzymldsung
nicht ausreichend fiir die Detektion mittels eines photometrischen Assays war. Im
Zymogramm zeigten sich dagegen ein Abbau von Gluten sowie eine Hydrolyse der Peptide
P1 und P2. Zusatzlich wurde durch die Identifizierung der beim Peptidabbau entstandenen
Fragmente mittels LC-ESI-MS/MS eine bevorzugte Hydrolyseposition nach Prolin identifiziert.
Dies steht im Widerspruch zu der von Zhu et al. (1999) aufgestellten Hypothese, dass es sich

bei der RdoT3 um eine Arginin-spezifische Peptidase handelt.

4.4.1 Charakterisierung anhand von gelelektrophoretischen Methoden

Die Aktivitatsbestimmung der RdoT3 erfolgte zunachst anhand gelelektrophoretischer
Methoden. In Zymogrammen wurde eine hydrolytische Aktivitdt gegen Gluten deutlich
sichtbar. Ebenfalls wurde gezeigt, dass das Enzym erst nach Aktivierung durch eine vorherige
Abspaltung des Pro-Peptids Hydrolysebanden erzeugte (vgl. 3.9.3, Abb. 3.40). Des Weiteren
liel sich in den Zymogrammen die hohe, jedoch zeitlich begrenzte, thermische Stabilitat der
RdoT3 nachweisen. Bei der zymographischen Aktivitatsbestimmung handelt es sich im
Allgemeinen um eine sensitive Methode, durch welche bereits geringe Enzymaktivitdten

detektiert werden konnen.
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Da der photometrische Assay keine aussagekraftigen Ergebnisse lieferte (vgl. 4.4.2), erfolgte
die grobe Abschatzung des Temperaturoptimums anhand von Zymogrammen, welche bei
4 °C, 24 °C sowie 37 °C Uber Nacht inkubiert wurden. Die unterschiedlichen Temperaturen
fihrten zu unterschiedlich stark ausgepragten Hydrolysebanden im Gel. Die starksten
Hydrolysebanden wurden bei 37 °C erzielt, die schwachsten bei 24 °C. Saboia-Vahia et al.
(2013) ermittelten das Temperatur-Optimum einer Serin-Peptidase aus der asiatischen
Tigermlicke Aedes albopictus ebenfalls mittels Zymogrammen, die bei 4 °C, 10 °C, 37 °C,
50 °C und 60 °C inkubiert wurden. Die Inkubation bei 50 °C zeigte dabei die hochste

Enzymaktivitat.

Fiir einen weiteren Aktivitatsnachweis wurde das Enzym mit Losungen aus BSA, Casein sowie
Gluten zweier verschiedener Hersteller versetzt. Die Proteinhydrolyse wurde schlieRlich nach
einer definierten Inkubationszeit mittels SDS-PAGE nachgewiesen. Es zeigte sich ein Abbau
von Proteinbanden aller eingesetzten Substrate mit Ausnahme des Glutens der Firma Beneo.
Eine mogliche Erklarung dieser Beobachtung liegt in der unterschiedlichen Herstellungsweise

der Glutensorten und evtl. im Einsatz verschiedener Weizensorten.

4.4.2 Charakterisierung anhand photometrischer Assays

Die Bestimmung der Aktivitdit der RdoT3 anhand photometrischer Assays lieferte keine
Ergebnisse. Trotz Variation der pH- und Temperatureinstellungen war mittels Azocasein-
Assay keine Aktivitdit nachweisbar. Interessant war hierbei vor allem, dass eine
peptidolytische Aktivitdt gegeniliber Casein im Zymogramm nachgewiesen wurde. Der
photometrische Azocasein-Assay hingegen lieferte trotz des dhnlichen Substrates keine

Ergebnisse.

Die photometrischen Assays zur Bestimmung der PsP- und Arginin-Spezifitdt der Peptidase
zeigten ebenfalls keine aussagekraftigen Ergebnisse. Es kann wie bereits in 4.3.3 diskutiert
vermutet werden, dass das Enzym nach der heterologen Expression in E. coli noch nicht
ausreichend aktiv war und die Aktivitat lediglich durch die empfindlichere zymographische

Bestimmung erfassbar war.
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4.4.3 Beeinflussung der RdoT3-Aktivitiat durch Peptidase-Inhibitoren

Bei Peptidasen aus Insekten handelt es sich meist um Serin- oder Cystein-Peptidasen. Auch
die wahrend der Arbeit identifizierte RdoT3 wurde als Serin-Peptidase charakterisiert. Fur
die Verifizierung des Peptidase-Typs wurde die RdoT3 mit dem Serin-Peptidase-Inhibitor
AEBSF inkubiert. Nachdem die Peptidase nicht durch Hitze inaktiviert werden konnte, fihrte
die Inkubation mit AEBSF trotz Einsatz hoher Konzentrationen ebenfalls nicht zu einer
vollstandigen Inaktivierung des Enzyms. Die Kombination aus Hitzeinaktivierung sowie
Zugabe der 10 mM Inhibtorlésung fihrten lediglich zum vollstandigen Verschwinden einer

Hydrolysebande.

Die Inkubation einer Serin-Peptidase aus Weizenblattern mit 10 mM AEBSF zeigte bei
Wang et al. (2013) eine deutliche Hemmung der Enzymaktivitdt. Sie testeten zusatzlich
100 uM Leupeptin, 25 uM E-64, 100 uM TPCK, 25 uM Pepstatin, 10 mM Phenanthrolin,
10 mM PMSF, 10 mM EGTA und 10 mM EDTA als Inhibitoren. AEBSF und PMSF zeigten
hierbei die maximale Inhibierung. Es ist dennoch moglich, dass die Konzentration an AEBSF
zum Inaktivieren der RdoT3 nicht ausreichte oder der Inhibitor nicht optimal geeignet ist.
Saboia-Vahia et al. (2013) inkubierten die zu untersuchende Serin-Peptidase aus
A. albopictus mit 10 uM E-64, 1 mM PMSF, 100 uM TLCK, 100 uM TPCK, Pepstatin-A 10 uM
und 10 mM 1,10-Phenanthrolin. In diesem Versuchsansatz zeigten ebenfalls PMSF neben

TLCK die deutlichste Hemmung der Enzymaktivitat.

4.4.4 Peptidabbau mittels RdoT3

Das nach der Peptidhydrolyse durch RdoT3 entstandene Hydrolysemuster wurde mit dem
Hydrolysemuster der nach Reinigung mittels FPLC generierten Fraktionen B und C verglichen;
dabei wurden einige Gemeinsamkeiten detektiert. So wurden 5 Hydrolysepositionen (nach
Prolin, Glutamin, Tyrosin, Serin, Leucin) nach Inkubation der Peptide P1 und P2 mit den
gereinigten Fraktionen B und C identifiziert, 4 Hydrolysepositionen (nach Prolin, Glutamin,
Phenylalanin und Leucin) wurden nach der Inkubation mit der heterolog exprimierten RdoT3
identifiziert. Die Praferenz der Spaltstellen lag dabei in allen Fallen nach Prolin und Glutamin.

Es wurde ebenfalls durch RdoT3 eine Spaltung nach Leucin identifiziert, jedoch nicht wie mit
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den gereinigten Fraktionen B und C nach Tyrosin und Serin. Zusatzlich wurde im Fall von
RdoT3 eine zusadtzliche Spaltstelle nach Phenylalanin  ermittelt. Vergleichbare
Untersuchungen wurden von Hartmann et al. (2006) durchgefiihrt. Hier zeigte die Hydrolyse
durch Enzyme aus Getreidekeimlingen Hydrolysepositionen an insgesamt 5 Stellen zweier
zoliakierelevanter a-Gliadin Peptide. Die praferierten Hydrolysepositionen lagen dabei nach

Prolin, Glutamin, Lysin, Phenylalanin und Glycin.

Durch den Peptidabbau lieR sich abermals die Aktivitat der RdoT3 nachweisen. Analog zu
den gelelektrophoretischen Methoden handelt es sich auch hierbei um eine sehr
empfindliche Nachweismethode. Bei der Untersuchung des Peptidabbaus mittels RdoT3
traten jedoch einige Probleme auf. Es zeigte sich, dass das Abkochen der Probe nach der
Inkubation mit den jeweiligen Peptiden nicht zu einer Inaktivierung der Enzymaktivitat
flihrte. Diese Beobachtung korrelierte mit den Ergebnissen der gelelektrophoretischen
Methoden, in welchen RdoT3 ebenfalls trotz Hitzeeinwirkung noch Aktivitat im Gel zeigte.
Des Weiteren lieR sich keine Linearitat innerhalb der bestimmten Inkubationszeiten
erkennen (vgl. 3.9.6.2, Abb. 3.49). Eine mogliche Erklarung liegt hierbei in der erschwerten
Hitzeinaktivierung der Probe nach der jeweiligen Inkubationszeit. Nach 24-stiindiger
Inkubationszeit der jeweiligen Peptide mit RdoT3 wurde zudem eine groRe Anzahl an Peaks
im HPLC-UV-Chromatogramm sichtbar, wodurch die Auswertung erschwert wurde. Bei den
gereinigten Fraktionen B und C wurden nur wenige Peaks in den HPLC-UV-

Chromatogrammen detektiert.

Obwohl der Peptidabbau auf eine Aktivitdat der RdoT3 schlieflen lie, wurden durch die
Hydrolyse mit RdoT3 weniger Hydrolyseprodukte identifiziert als durch die gereinigten
Fraktionen B und C. Hierbei liegt erneut die Vermutung nahe, dass das Enzym aufgrund der
erschwerten Rickfaltung nicht seine komplette Aktivitdt erreicht hatte. Eine geringe
Aktivitat wurde gegenliber dem Gerstenpeptid P2 detektiert. Diese Beobachtung wurde
bereits in den kompletten Kafertiberstanden und in den gereinigten Fraktionen B und C
gemacht. Auch diese zeigten verhaltnismaRig geringe peptidolytische Aktivitdt gegen das

glutaminreiche Gerstenpeptid P2.

Aufgrund der hohen Homologie zwischen zéliakierelevanten Peptiden (Vader et al. 2003) ist

zu vermuten, dass weitere Prolamin-Fraktionen aus Roggen (Secalin) oder Hafer (Avenin)
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ebenfalls durch RdoT3 abgebaut werden koénnen. Fir eine allgemeine Entgiftung von
z6liakierelevanten Peptiden missen diese auf eine maximale Anzahl von 8 Aminosauren
abgebaut werden (Schwalb et al. 2012). Nach Betrachtung der Spaltprodukte der durch
RdoT3 erzeugten Peptidfragmente mittels LC-ESI-MS/MS lief sich eine Endo-Aktivitat der
Peptidase vermuten. Weitere Untersuchungen zum Abbau des kompletten Speicherproteins

mit RdoT3 missen zeigen, inwiefern dieses Kriterium erfillt werden kann.

4.5 Applikationsmoglichkeiten der RdoT3

4.5.1 Einsatzgebiet Zoliakie

Der Kafer R. dominica sowie die daraus isolierte Peptidase RdoT3 zeigten hohe Aktivitaten
gegen verschiedene lebensmitteltechnologisch relevante Proteine. Herausragend war
hierbei jedoch in erster Linie die hohe PsP-Aktivitat des Kaferextraktes gegen das Substrat
z-Glycyl-L-Prolin-4-Nitroanilid. PsP sind in der Lage, prolinreiche Proteine, zu welchen z.B. die
zOliakierelevanten Prolamin- und Glutelin-Fraktionen in Getreideproteinen zahlen, zu
hydrolysieren.

Die bislang einzige Therapiemdoglichkeit der Zoliakie ist ein strikter Verzicht auf glutenhaltige
Produkte. Patienten missen aus diesem Grund auf eine Vielzahl von Produkten verzichten.
Auf der anderen Seite fehlt es Lebensmittelherstellern an einfachen sowie kostenglinstigen
Methoden, auf den Bedarf der Patienten zu reagieren.

Trotz vieler spezifischer Enzyme ist die Moglichkeit der oralen Enzymtherapie fraglich und
dient bestenfalls flir den Abbau geringer Mengen zoliakierelevanter Peptide (Schuppan et al.
2009). Laufende Forschungsarbeiten schlagen dennoch stets neue Therapieanséatze fir die
Behandlung der Zoliakie vor. So gibt es beispielsweise die Idee einer zytokinen Therapie
(Salvati et al. 2005) oder klinische Pilot-Studien {ber eine Prolyl-Endopeptidase aus
Aspergillus niger, welche eine gute Vertraglichkeit des Enzyms bei Zéliakie-Patienten zeigte

(Tack et al. 2013).

Toft-Hansen et al. (2014) testeten ebenfalls eine PsP aus A. niger, AN-P2, in Vorversuchen
fir den medizinischen Gebrauch. AN-P2 war stabil bei pH 2,5 — 7,5 und zeigte einen Abbau
von Gluten bei 37 °C. Die Peptidase wurde ebenfalls mittels diverser glutenaktiver T-Zellen
von Erwachsenen und Kindern getestet. Durch den Einsatz von AN-P2 kam es zu keiner
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Reaktion der T-Zellen gegen toxische Gluten-Peptide, eine Anwendung im medizinischen
Bereich konnte folglich in Erwagung gezogen werden. Die Peptidase zeigte praferierte
Hydrolysepositionen nach Prolin und Glutamin, anhand weiterer Tests muss jedoch eine

genauere Charakterisierung des Enzyms erfolgen.

4.5.2 Einsatzgebiet Lebensmittelindustrie

Der Einsatz von Enzymen in biotechnologischen Verfahren bei der Lebensmittelherstellung
ist unerlasslich. Eine stete Entwicklung im lebensmittelchemischen Bereich, wie
beispielsweise die Vereinfachung diverser Produktionsschritte oder die Herstellung neuer
Produkte, erfordert den Einsatz neuartiger Enzyme aus verschiedenen Organismen. Die aus
dem Getreideschadling R. dominica gewonnene Peptidase RdoT3 zeigte einen effizienten
Abbau speziell von Gluten und Reisprotein. Fir die Lebensmittelindustrie sind besonders
Getreideproteine relevant. Wie bereits unter 4.5.1 erwahnt, stellt insbesondere die
Herstellung von glutenfreien Produkten eine Herausforderung dar. Hierbei gilt es, die durch
den Codex alimentarius (codex stan 118 — 1979 ,,codex standard for foods for special dietary
use for persons intolerant to gluten“) definierte Hochstmenge von 20 mg kg™ bei der
Herstellung der glutenfreien Produkte einzuhalten. Zusatzlich war die Erhaltung
verschiedener Produkteigenschaften, speziell bei Brot, bislang nicht moglich. Gluten ist reich
an den Aminosauren Prolin und Glutamin. Die Herstellung von entsprechenden glutenfreien

Produkten kann demnach durch Prolyl- oder Glutamin-spezifische Peptidasen erfolgen.

Der enzymatische Abbau von Gluten wird in der Literatur durch diverse Organismen
beschrieben. So wurde beispielsweise der Abbau von prolinreichen Proteinen durch
Milchsdurebakterien wahrend der Sauerteigfermentation gezeigt (di Cagno et al. 2002). De
Angelis et al. (2006) zeigten in einer Langzeitfermentation von Weizenmehl mit einer
Mischung aus Milchsdurebakterien und Bifidobakterien ebenfalls einen fast vollstandigen
Abbau von Gliadin. Auch Rizello et al. (2007) prasentierten durch eine Kombination diverser
Peptidasen aus Milchsdurebakterien und Pilzen ein erfolgreiches System zur Hydrolyse
verschiedener Weizenmehle wahrend der Langzeitfermentation. Wahrend Albumine,
Globuline und Gliadine durch dieses System vollstdandig hydrolysiert wurden, blieben etwa

20% der Glutenin-Fraktion bestehen.
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Das in der Literatur prominenteste Beispiel zum Glutenabbau ist eine PsP, AN-PEP, aus
A. niger. AN-PEP gehort zur S28-Familie der Serin-Peptidasen, ist besonders aktiv im sauren
pH-Bereich und zeigte sowohl die Hydrolyse von einzelnen zdliakierelevanten Gluten-
Peptiden als auch von komplettem Gluten (Edens et al. 2005, Stepniak et al. 2006). Walter
et al. (2014) testeten AN-PEP auf den Abbau von zéliakierelevanten Peptiden und verglichen
die Aktivitat mit Extrakten aus gekeimter Getreidekleie, welche ebenfalls reich an PsP waren.
Es wurde gezeigt, dass AN-PEP den Glutengehalt dreier Weizenmehle unter den kritischen
Gehalt von 20 mg kg hydrolysierte. Zusatzlich wurde unter Zugabe von AN-PEP die
Herstellung eines glutenfreien Roggenbrotes gezeigt. Das Brot verfligte Uber gute
sensorische Eigenschaften. Die Zugabe von AN-PEP war zudem nicht hinderlich fir die
Sauerteigfermentation (Walter et al. 2014). Der Vorteil der AN-PEP liegt in der einfachen und
kostenglinstigen Produktion sowie in der Einhaltung von Qualitatsstandards (Lopez et al.
2005). Wie auch AN-PEP zeichnet sich RdoT3 durch eine hohe Thermostabilitdt aus und kann
daher, insbesondere fiir Backprozesse, ein interessantes Enzym fiir lebensmittelbiotechno-

logische Verfahren sein.

Waiahrend Gluten massive Probleme bei Zoliakie-Patienten hervorrufen kann, besitzt
Reisprotein kein hohes Allergiepotential und wird oftmals in hypoallergenen Lebensmitteln
eingesetzt. Bei der Lebensmittelherstellung kann es jedoch zur Ausbildung von
Bitterpeptiden kommen, welche den Geschmack der jeweiligen Produkte negativ
beeinflussen. Hierbei spielen die Lainge und Aminosdaurezusammensetzung der entstandenen
Peptidfragmente eine entscheidende Rolle (Guigoz et al. 1976). Ishibashi et al. (1988)
stellten eine starkere Bitterkeit bei einem vermehrten Vorkommen an hydrophoben
Aminosauren wie Prolin, Valin, Leucin, Phenylalanin oder Alanin fest. Fukui et al. (1983)
identifizierten das stark bittere Heptapeptid BPla (Arg-Gly-Pro-Pro-Phe-lle-Val) aus Casein.
Durch sensorische Evaluierung wurde nachgewiesen, dass das Bitterpeptid mindestens tber
6 Aminosauren verfligen muss; eine Schlisselrolle fiir den bitteren Geschmack wurde zudem
L-Prolin zugeteilt. Otigari et al. (1985) zeigten eine Verstarkung der Bitterkeit von Di- und
Tripeptiden, wenn beispielsweise Phenylalanin C-terminal und Glycin N-terminal lokalisiert
sind. Die Bitterkeit der Peptide wurde zudem in ihrer Intensitat beeinflusst, wenn Arginin
und Prolin angrenzend lokalisiert waren. So zeigten besipielsweite das Dipeptid Arg-Pro
sowie die Tripeptide Arg-Pro-Gly und Gly-Arg-Pro eine starkere Bitterkeit als Koffein. Prolin

spielt also eine entscheidende Rolle bei der Entstehung eines bitteren
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Geschmackseindruckes. Auch fir diese Applikation im Bereich der Lebensmittelindustrie

konnte RdoT3 eingesetzt werden.
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6 Anhang
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Abb. 7.1: Fraktion A Peptidabbau Peptid P1 nach 0 sowie 90 min
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Abb. 7.2: Fraktion A Peptidabbau Peptid P2 nach 0 sowie 90 min
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Abb. 7.5: Fraktion C Peptidabbau Peptid P1 nach 0 sowie 90 min
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Abb. 7.8: Fraktion D Peptidabbau Peptid P2 nach 0 sowie 90 min
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