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Ausgangssituation

Der Konsum von Weizenprodukten fiihrt bei einem Teil der Bevolkerung zu allergischen oder entziindlichen
Immunreaktionen. Schatzungsweise 1 % der westlichen Bevolkerung sind von Zéliakie, 0,5 - 2 % von Weizenal-
lergie und moglicherweise bis zu 10 % von Nicht-Zoliakie-Weizensensitivitat (NCWS, , Glutensensitivitat) be-
troffen. Die einzige Therapie fiir diese Hypersensitivitaten ist eine gluten-(weizen-)freie Diat.

Untersuchungen von Forschungsstelle (FS) 2 zeigten, dass nicht vorrangig Glutenproteine, sondern die Pro-
teinfamilie der Amylase-Trypsin-Inhibitoren (ATI) fiir die NCWS verantwortlich ist. So fihrt der Verzehr von ATI
zu einer Verschlimmerung von chronisch entziindlichen, auch extraintestinalen, Erkrankungen. Es handelt sich
dabei um ein dosisabhdngiges Phanomen, d.h. eine Reduktion des ATI-Gehalts auf 10 % des Ausgangswerts
verhindert die unerwiinschten Krankheitszeichen in praklinischen In-vivo Entziindungsmodellen sowie in der
klinischen Ambulanz von FS 2. Mit Hilfe von Zellassays zur Bestimmung des immunaktivierenden Potentials
von ATl wurde an FS 2 gezeigt, dass ATl gegen die humanen gastrointestinalen Peptidasen hochresistent sind
und ihre Bioaktivitat (Aktivierung des Toll-like-Rezeptors 4, TLR4, auf myeloiden Zellen) durch (ibliche Backpro-
zesse nur wenig beeinflusst wird.
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Mit Hilfe der Flissigkeitschromatographie-Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS) lassen sich ATI-Kon-
zentrationen in Weizenmehlen und -produkten quantifizieren. Zudem werden Enzymassays zur Bestimmung
der inhibitorischen Aktivitdt gegen Amylase und Trypsin in Mehlen eingesetzt; im Moment existieren jedoch
kaum Daten zur Korrelation zwischen der ATI-Konzentration und der ATI-Aktivitat. Es gibt auch keinerlei Un-
tersuchungen, inwieweit verschiedene Prozessparameter bei der Herstellung von Backwaren die ATI-Konzen-
tration und die ATI-Aktivitat beeinflussen. Es wird vermutet, dass bereits die Auswahl der Getreideart (Brot-
weizen, Dinkel, Hartweizen, Emmer, Einkorn) oder der Getreidesorte, die Vermahlungstechnik, die Verwen-
dung von gekeimtem Getreide und verschiedene Teigfliihrungen zu einer verringerten ATI-Aktivitat und somit
zu einer verbesserten Vertraglichkeit der Backwaren fir NCWS- und Reizdarmpatienten fiihren kénnen.

Ziel des Forschungsvorhabens war die Entwicklung von Enzymassays und ELISA fiir die einfache, standardisierte
und reproduzierbare Quantifizierung von ATI in Rohstoffen und Getreideprodukten. Mit Hilfe dieser Assays
sollten grundlegende Zusammenhange zwischen der ATI-Konzentration, deren Inhibitor-Aktivitdt sowie der
Immunaktivitat Gber den Prozess der Backwarenherstellung hinweg aufgeklart werden. Dadurch kénnen Pro-
zessparameter bei der Herstellung von Backwaren variiert und optimiert werden, um die ATI-Konzentration
und die ATI-Aktivitat zu minimieren und eine verbesserte Vertraglichkeit fiir NCWS-Betroffene zu erreichen.

Forschungsergebnis

An FS 1 wurden zwei Enzymassays etabliert, mit denen die inhibitorische Aktivitat gegen Amylase und Trypsin
von Mehlextrakten bestimmbar ist. Beide Assays wurden mit kontinuierlichen Messungen der Absorption bzw.
Fluoreszenz durchgefiihrt, so dass die Kinetik der Enzymreaktionen berlicksichtigt wird. Weiterhin wurde die
zu Projektbeginn bestehende LC-MS/MS-Methode von flinf bestimmbaren ATl auf 13 ATI erweitert.

Die Untersuchung eines Probensortiments aus je acht Sorten Weichweizen, Dinkel, Hartweizen, Emmer und
Einkorn angebaut an drei Standorten in Deutschland zeigte, dass Einkorn keine inhibitorische Aktivitdt gegen
Amylase jedoch eine sehr hohe Aktivitdt gegen Trypsin aufwies. Emmer dagegen hatte die niedrigste inhibito-
rische Aktivitdt gegen beide Enzyme und Weichweizen die héchste gegen Amylase.

In Einkorn wurden auch keine ATl oder nur sehr geringe Mengen mittels LC-MS/MS detektiert und Weichwei-
zen, Dinkel und Emmer hatten hohe ATI-Gehalte. Die Korrelationsanalyse zwischen der inhibitorischen Aktivi-
tat gegen Trypsin und Amylase zeigte, dass keine Korrelation und daher kein Zusammenhang zwischen diesen
Parametern bestand.

Die an FS 2 bestimmte Bioaktivitat war in allen Proben des Probesortiments relativ ausgeglichen und alle Pro-
ben hatten hohe Bioaktivitaten. Daher wurde auch keine Korrelation zwischen der ATI-Konzentration, der in-
hibitorischen Aktivitat und der Bioaktivitat festgestellt. Dies zeigt die Notwendigkeit aller drei Methoden und
die Werte sind nicht durch eine jeweils andere Methode vorhersagbar.

An FS 2 wurden die primaren ATI CM3 und 0.19 kloniert und rekombinant (iber Bacmide in Insektenzellkulturen
in hoher Reinheit nativ und partiell glykosyliert, wie natirlich vorkommend, exprimiert und mittels Affinitats-
und Molekularsiebchromatographie hochgereinigt. Parallel dazu wurden beide ATI in eukaryotischen HEK293-
Zellen Uber kodierende Plasmide erfolgreich exprimiert. Identitat und Reinheit wurden mittels SDS-Poly-
acrylamid-Gelelektrophorese, LC-MS/MS und Western-Blot mit eigens hergestellten, hochspezifischen und
aviden polyklonalen Peptid-Antikdrpern gegen CM3 und 0.19 gegen CM2 und CM16 verifiziert. Mit jeweils zwei
dieser hochspezifischen Peptid-Antikorper gegen verschiedene Sequenzen aus CM3 und 0.19 sowie einem po-
lyklonalen ATI-Antikorper wurden zunachst Sandwich-ELISAs fiir die Bestimmung von CM3 und 0.19 etabliert.
Die Sensitivitat war jedoch noch relativ gering. AnschlieRend wurden monoklonale Antikérper mit hohem Titer
fiir das nicht-kovalent assoziierte 0.19 Dimer und mit geringem Titer fiir das hochstabile, nicht kovalente asso-
ziierte CM3-Tetramer erhalten. Die Subklonierung ergab jedoch auch zwei héher affine CM3-Antikorper. Ein
stabiler und sensitiver ELISA wurde fiir 0.19 etabliert. Der ELISA fiir CM3 ist weiterhin in Entwicklung.

Fiir die Bioaktivitatsmessung (TLR4-Aktivierung auf myeloiden Immunzellen) wurde mit doppelt-transfizierten
HEK 293-Zellen ein neues zelluldres Indikatorsystem etabliert und validiert (NFkB-responsive Expression von
Firefly-Luciferase sowie Renilla-Luciferase als Viabilitatsmarker).
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Die neu etablierten Methoden wurden auf eine groBe Anzahl an Proben angewandt. Es zeigte sich, dass der
Ausmahlungsgrad, die Verwendung von alten und neuen Weizensorten sowie von gekeimten Koérnern nicht zu
einer Reduzierung der ATI-Gehalte, der inhibitorischen Aktivitat und Bioaktivitat fihrte. Dagegen ist die Sau-
erteigfermentation eine aussichtsreiche Maoglichkeit, um die ATI-Bioaktivitat von Teigen zu senken.

Wirtschaftliche Bedeutung

Populdrwissenschaftliche Biicher, die den Weizenverzehr fir eine Vielzahl von Krankheiten verantwortlich ma-
chen, haben in den vergangenen Jahren zu einer groRen Verunsicherung bei Verbrauchern gefiihrt. Aufgrund
dessen meiden immer mehr Menschen Weizenprodukte, weil sie glauben, dass diese ungesund waren und
laufen unter Umstanden Gefahr, sich falsch zu erndhren. Durch die Entwicklung eines kommerziell erhaltlichen
ELISA kénnen kleine und mittelstédndische Unternehmen (KMU) der Backwarenbranche entweder in eigenen
Laboren oder als Auftragsanalytik schnell und kostenglinstig die ATI-Konzentration in ihren Produkten bestim-
men. Auf dieser Basis konnen KMU sensorisch und technofunktionell hochwertige Weizenprodukte mit einem
verbesserten Gesundheitsaspekt herstellen und hierdurch Wettbewerbsvorteile auf den nationalen und inter-
nationalen Markten erzielen.
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