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Zusammenfassung

Die Brotherstellung ist eine der &ltesten bekannten Biotechnologien. Die kontinuierliche
Verbesserung dieses Prozesses vollzog sich parallel der Entwicklung zu einer modernen
zivilisierten Gesellschaft. Um schwankende Rohstoffeigenschaften auszugleichen, der
wachsenden Nachfrage nach speziellen Broterzeugnissen nachzukommen und die Verarbeitung
des Teiges zu verbessern, nutzt die Industrie immer hdufiger chemische und enzymatische
Backmittel, wobei letztere in der heutigen Zeit als Lebensmitteladditiv unverzichtbar sind.
Hierbei ist besonders bedeutend, dass eine Vielzahl der Enzyme wihrend den thermischen
Prozessen deaktiviert werden, somit nicht in ihrer aktiven Form im finalen Produkt vorliegen
und folglich nicht gekennzeichnet werden miissen. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei
potentielle Backenzyme aus mikrobiellen Kulturiiberstanden isoliert, auf biochemischer und
molekularer Ebene charakterisiert und fiir anschlieBende Applikationsstudien heterolog
produziert.

Eines der isolierten Enzyme, eine Ferulasiureesterase (FAE) aus Streptomyces werraensis
(SWFAED) wurde heterolog mittels eines Kaélte-Schock-Systems in Escherichia coli
produziert. Eine nachfolgende Co-Expression der Chaperone groES-groEL erzielte eine
Verdopplung der Enzymaktivitit. SWFAED weist keinerlei Ahnlichkeit beziiglich der
Aminosduresequenz zu bisher bekannten FAEs auf. Das Substratprofil demonstrierte eine
Priferenz fiir volumindse, natiirliche Substrate wie feruloylierte Saccharide. Bei der
Behandlung von Weizenteig konnte durch den Zusatz einer geringen Aktivitit von 0,3 U kg™!
in Kombination mit Polysaccharid-abbauenden Enzymen aus Aspergillus das Gebdckvolumen
eines Weizenbrotes um anndhernd 10 % gesteigert werden. Das Temperatur- sowie pH-
Optimum (40 °C, pH 7,5) ermdglichen eine Applikation in der Backindustrie.

Dartiber hinaus wurde eine prolylspezifische Endopeptidase (FvpP) aus Flammulina velutipes
gereinigt und die katalytische Enzymaktivitét mittels der heterologen Produktion in Aspergillus
oryzae verifiziert. Durch den Zusatz von Fe** bzw. Fe** konnte die FvpP-Aktivitit gesteigert
werden, wobei die Zugabe von Cu?*, Mn?*, Zn?*, Ni**, Co*" und geringe Konzentrationen von
Z-Pro-Prolinal die Enzymaktivitit senkten. Das Enzym wurde beziiglich seiner
Spaltstellenspezifitdt untersucht und katalysiert effizient die Hydrolyse von prolinreichen
Peptiden wie Insulinkette B, Angiotensin I und f-Casein. Ferner wurden Hydrolyseprodukte
der Zoliakie auslosenden Komponente in Weizengluten, a-Gliadin, sowie die Spaltstellen von
toxischen Epitopen in silico identifiziert. Dies eroffnet den potentiellen Einsatz in der
Lebensmittelindustrie fiir die Produktion glutenfreier Lebensmittel.

Schlagworte: Backenzyme, heterologe Expression, industrielle Enzyme



Abstract

Bread making is one of the oldest known biotechnologies. The ongoing improvement of the
process evolved with the development of a modern civilized society. To ensure a constant
quality with flours of different properties, to comply with the demand for specific products and
to improve the dough processing, chemical and enzymatic backing aids are used by the industry.
Nowadays, enzymes are indispensable additives in food industry and are especially important
since the majority of the enzymes will be inactivated during thermal processes and therefore do
not have to be listed as additive in the final product. Two potential baking enzymes were
isolated from microbial culture supernatants, characterized on the biochemical and molecular
biological level and heterologously produced for further application studies.

One of the isolated enzymes, a ferulic acid esterase (FAE) from Streptomyces werraensis
(SWFAED) was produced heterologously using a cold shock system in Escherichia coli.
Enzyme activity was doubled by co-expressing the chaperones groES-groEL. SWFAED did not
show any similarity to other FAEs regarding the primary amino acid sequence. The substrate
profile demonstrated a preference for natural bulky substrates, such as ferulated saccharides.
The treatment of wheat dough with a low SWFAED activity of 0.3 U kg! resulted in a volume
increase of backed pastries of almost 10 % in combination with polysaccharide degrading
enzymes from Aspergillus. The temperature and pH optimum (40 °C, pH 7.5) enable a potential
application in the baking industry.

Furthermore, a prolyl specific endopeptidase from Flammulina velutipes (FvpP) was purified
and the catalytic activity was verified by the heterologous production in Aspergillus oryzae. By
the addition of Fe?" and Fe** FvpP activity increased, whereas the addition of Cu?*, Mn?", Zn**,
Ni%**, Co?" and low concentrations of Z-Pro-prolinal decreased enzyme activity. Moreover, the
enzyme was analyzed regarding its cleavage specificity and catalyzed successfully the
hydrolysis of proline-rich peptides, such as insulin chain B, angiotensin I and f-casein.
Additionally, the hydrolytic products of a causative component in wheat gluten, a-gliadin, as
well as the cleavage of celiac disease provoking epitopes were identified in silico. The results

have the potential to use the enzyme for the production of gluten free food.

Key words: Baking enzymes; heterologous expression, industrial enzymes
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Einordnung der Forschungsthemen und wichtigsten Erkenntnisse aus den Publikationen im
Kontext der wissenschaftlichen Literatur

1. Einordnung der Forschungsthemen und wichtigsten Erkenntnisse aus den
Publikationen im Kontext der wissenschaftlichen Literatur

1.1. Brot- Vom Handwerk zum Industrieprodukt

Brot und Backprodukte gelten als eines der wichtigsten Grundnahrungsmittel der Welt. Schon
etwa 12000 v. Chr. aBen Menschen Brot, wobei mit der Erfindung des Backofens die Agypter
maflgeblich an der Verbreitung des Brotes als Nahrungsmittel {iber die ganze Welt beteiligt
waren [ 1]. Nach Milchprodukten und Fleischerzeugnissen zdhlen die Brot- und Backprodukte
mit einem Marktanteil von 11 % im Jahre 2016 zu den am héaufigsten konsumierten
Lebensmitteln [2]. Alleine in Deutschland wurden 2017 pro Kopf 73,8 kg Brot und
Dauerbackwaren verzehrt [3]. Traditionell besteht ein Brotteig aus Wasser, Weizenmehl, Hefe,
Salz, Zucker und nach Ermessen Backfett. Wasser und Mehl stellen dabei die Bestandteile des
Teiges dar, die den wichtigsten Einfluss auf die Textur der Brotkrume nehmen [1]. Industriell
gefertigte Backwaren befolgen im Wesentlichen eine gleiche Rezeptur, jedoch erfolgt eine
variable Zugabe von Additiven, um gut bearbeitbare und girende Teige fiir die
FlieBbandproduktion zu erhalten und die Anspriiche der Konsumenten an die finalen
Backprodukte zu erfiillen. Nachdem alle Zutaten des Teiges zu einer homogenen Masse
vermengt wurden, schliefit sich die Gare an, bei der der Teig unter warmen Bedingungen
(~30 °C) ruht, was die Fermentation durch die zugesetzte Hefe fordert. Weizen stellt einen
wichtigen Rohstoff in Backprodukten dar, wobei Stirke mit 77-87 % zweifellos das meist
vorkommende Kohlenhydrat in Weizenmehl (gemessen an der Trockenmasse) ist. Die
Minderheit wird von Nicht-Starke-Polysacchariden gebildet, unter denen Arabinoxylan den
groBBten Anteil darstellt [4]. Ein weiterer Bestandteil in Weizenmehl ist das Gluten, ein Gemisch
aus Gliadinen und Gluteninen mit Lipid- und Kohlenhydratanteilen, welches fiir die

Strukturgebung des Brotes unverzichtbar ist.

1.2.  Gluten, der Klebstoff des Teigs

Das Weizengetreidekorn besteht zu 8-15 % aus Proteinen, wobei 85-90 % des Proteinanteils
Gluten, oder auch Klebereiweill genannt, ausmacht. Irrtlimlicherweise wird Gluten als ein
Sammelbegriff fiir Proteine verwendet, wobei exakt betrachtet ebenso Kohlenhydrate und
Lipide enthalten sind [5, 6]. Die gummiéhnliche Masse bleibt nach dem Auswaschen von
Stirkegranulat und wasserldslichen Bestandteilen zuriick, wobei 75-80 % Proteine und 5-10 %
Lipide die Trockenmasse ausmachen. Hinsichtlich der Backvorginge wird unter dem Begriff
Gluten jedoch meist nur der Proteinanteil gemeint, da dieser maB3geblich an der Teigqualitit

von Backwaren beteiligt ist. Neben der Wasserabsorptionskapazitit hat Gluten ebenfalls
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Einfluss auf die Viskositdt und Elastizitét des verarbeiteten Teiges [6]. Gluten-Proteine werden
aufgrund ihrer Loslichkeit in wissrigen Alkoholen (~70 % v/v) in zwei Hauptbestandteile
unterteilt, den 18slichen Gliadinen und den unléslichen Gluteninen [7, 8]. Beide Fraktionen
kommen zu gleichen Teilen in Gluten vor und bestehen aus einem hohen Anteil an den
Aminoséduren Prolin und Glutamin. Gliadine sind meist monomere Proteine und weisen eine
Molmasse zwischen 28 bis 55 kDa auf. Historisch bedingt werden diese auf Grund ihrer
Mobilitdt bei einer Gel-Elektrophorese bei niedrigerem pH-Wert in o/f-, y- und ©-Typ
differenziert. Werden bei der Differenzierung die Aminosdure-Sequenzen, Zusammensetzung
sowie die molekularen Massen miteinbezogen, wird der ®-Typ nochmals in ®5- und ®l,2-
Gliadine unterteilt [6]. Die einzelnen Typen unterscheiden sich zum Teil stark in ihrer partiellen
Aminosdure-Zusammensetzung (beziiglich Glutamin, Prolin, Phenylalanin, Tyrosin und

Glycin), Aminosdure-Mengenverhéltnis untereinander und ihrer molekularen Masse (Tab.1.1).

Tabelle 1.1: Charakterisierung der verschiedenen Gluten-Protein-Typen.

Typ MW [kDa] Anteil [%] Partielle Aminosiure Zusammensetzung [%]
GIn Pro Phe Tyr Gly
o5-Gliadin 49-55 3-6 56 20 9 1 1
ol,2-Gliadin 39-44 4-7 44 26 8 1 1
a/p-Gliadin 28-35 28-33 37 16 4 3 2
y-Gliadin 31-35 23-31 35 17 5 1 3
x-HMW-GS 83-88 4-9 37 13 0 6 19
y-HMW-GS 67-74 3-4 36 11 0 5 18
LMW-GS 32-39 19-25 38 13 4 1 3

Im Gegensatz zu Gliadinen stellen Glutenine aggregierte Proteinkomplexe mit hohen
Molmassen (0,5 bis 10 MDa) dar. Nach Auflosung der Aggregation sind Glutenine im gleichen
Male 16slich wie die Gliadine. Die Differenzierung dieser Proteingruppe erfolgt ebenfalls
hinsichtlich ihrer molekularen Masse. Die am meisten vorkommende Gruppe ist die Niedrig-
molekulare-Masse-Glutenin-Untereinheit (low molecular weight glutenin subunits, LMW-GS).
Diese Gruppe teilt die gleichen Charakteristika wie die o/f- und y-Gliadine beziiglich der
Molmasse und der Aminosdurezusammensetzung. Die andere Gruppe stellt die Hoch-
molekulare-Masse-Glutenin-Untereinheit (high molecular weight glutenin subunits, HMW-
GS) dar und représentiert eine Minderheit der gesamten Gluten-Proteine. Diese Untereinheit
wird wiederum in zwei Untereinheiten geteilt (x- und y-Typ), welche sich in ihren molekularen
Massen differenzieren (x-Type: 83-88 kDa, y-Typ: 67-74 kDa; Tab.1.1) [6]. Das Riickgrat der
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Glutenine wird von den HMW Untereinheiten gebildet, an das die LMW Untereinheiten
gebunden sind und so Verzweigungen darstellen. Generell besteht jede Gluten-Untereinheit aus
zwel oder drei verschiedenen strukturellen Doménen, wobei jede eine spezifische repetitive
glutamin- und prolinreiche Sequenz aufweist.

Obwohl Cystein mit ca. 2 % nur einen geringen Anteil an der Aminosdurezusammensetzung in
Gluten aufweist, beeinflusst diese Aminosdure aufgrund ihrer funktionellen Thiolgruppe die
Struktur und Funktionalitit von Gluten [9]. Die meisten Thiolreste liegen in oxidierter Form
vor und gehen Intra- oder Interketten-Disulfidbriickenbindungen innerhalb des Proteins oder
mit anderen Proteinen ein. Diese Bindungen sind das Hauptziel von Redoxreaktionen wéahrend
der Samenreifung, des Mahlens, der Teigzubereitung und des Backprozesses [10]. Allgemein
wird die Struktur von Gluten aus Gliadinen und Gluteninen durch nichtkovalente Bindungen
wie hydrophobe Wechselwirkungen, ionische Bindungen und Wasserstoffbriickenbindungen
stabilisiert. Diese werden wéhrend der Teigvermengung und des Teigknetens gebildet, und das
Gluten entfaltet seine sogenannte Klebereigenschaft. Parallel dazu wird wéhrend der
Hefefermentation Kohlenstoffdioxid freigesetzt und es kommt zur Ausbildung von Gaszellen.
Diese Blasen werden von dem Gluten-Netzwerk eingeschlossen, sodass eine Erweichung und
Ausdehnung des Teiges stattfindet [11]. Die Teigeigenschaften werden zwar hauptsédchlich von
dem Gluten-Netzwerk bestimmt, jedoch haben andere Proteine und Polysaccharide ebenfalls

einen Einfluss auf die Eigenschaften.

1.3.  Arabinoxylan

Eine weitere wichtige Mehlkomponente stellen die Nicht-Stiarke-Polysaccharid-Fasern dar, die
in den Pflanzenzellwdnden vorkommen. Neben Glucanen bestehen die Zellwédnde aus
Arabinoxylan (AX), welches der Hauptbestandteil der Hemicellulose ist. Die Struktur hiangt
dabei stark von dem Getreidetyp ab und macht bei Weizenmehl ca. 1-3 % der Trockenmasse
aus [12]. Das Grundgeriist des Arabinoxylans besteht aus einem Xylan-Riickgrat, welches aus
[-1,4-gebundenen D-Xylose-Molekiilen gebildet wird. Dieses Riickgrat ist wiederum mit
o-L-Arabinofuranose-Molekiilen mittels f-1,2- oder f-1,3-Bindung substituiert [13]. Xylan-
Riickgrate konnen zusitzlich noch andere Verzweigungen aufweisen. Ferulasdure (FA) oder
andere Phenolsduren sind hauptsichlich tiber die funktionelle Carboxylgruppe mit dem fiinften
Kohlenstoffatom iiber den Sauerstoff C(O)5 der a-L-Arabinofuranose durch eine Esterbindung

verbunden (Abb. 1.1) [14].
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Abbildung 1.1: Vereinfachte Struktur von Arabinoxylan. Das Xylan-Riickgrat, welches aus f-1,4-gebundenen
D-Xylose-Molekiilen ausgebildet wird, ist durch schwarze Linien gekennzeichnet. Das Riickgrat kann mit
Arabinoseresten substituiert sein. Veresterte Ferulasduren bzw. Diferulate, die zu einer Vernetzung des Xylan-

Riickgrats fiihren, sind blau gekennzeichnet.

Ferner kann es zu einer Ausbildung von Diferulaten durch die Kopplung zweier FA-Molekiilen
am aromatischen Ring oder der aliphatischen Seitenkette kommen, was zu einer Polysaccharid-
Polysaccharid-Vernetzung fiihrt [15].

Aufgrund der Loslichkeit kann AX in Wasser-extrahierbares Arabinoxylan (WE-AX) und
Wasser-unextrahierbares Arabinoxylan (WU-AX) unterschieden werden. Im Gegensatz zu
WU-AX ist WE-AX lose an die Zellwand-Oberflache gebunden und trégt keine FA-Reste. WU-
AX ist durch kovalente und nichtkovalente Interaktionen mit anderen AX-Molekiilen oder
anderen Zellwand-Bestandteilen wie Proteinen, Lignin oder Cellulose verbunden [16]. WE-AX
und WU-AX unterscheiden sich hinsichtlich ihres Verhéltnisses von Arabinose zu Xylose, mit
einem charakteristischen Durchschnittswert von 0,5 bis 0,6 fiir WE-AX und einem hoéheren
Arabinose-Xylose-Verhiltnis  fiir solubilisiertes WU-AX, was auf den hoheren
Substitutionsgrad innerhalb des Molekiils zuriickzufithren ist. AX weist eine hohe
Wasserhaltekapazitit auf und kann ein Vielfaches an Wasser absorbieren, wobei WU-AX
mengenmifBig mehr Wasser absorbieren kann (bis zu 9,9-fach des Eigengewichts) als WE-AX
[16, 17]. Es wird geschitzt, dass AX bis zu einem Viertel des Wassers aus dem Teig-System
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zuriickhalten kann [18]. Backstudien belegten, dass WE-AX fiir ein gingiges wiinschenswertes
Brotvolumen erforderlich ist, wobei genau ein gegensitzlicher Effekt bei WU-AX beobachtet
wurde [19]. Zusédtzlich zeigte WU-AX einen negativen Einfluss auf die Textur und die
Brotkrume des Brotes. Durch die hohe Arabinoxylan-Wasserhaltekapazitit hat AX ebenfalls
einen grofen Einfluss auf das ausgebaute Gluten-Netzwerk sowie die iibrigen Bestandteile des
Teigs. AX interagiert direkt mit Gluten-Molekiilen, was zu einer Ausbildung eines komplexen
Netzwerk fiihrt [20, 21]. Insbesondere WU-AX hat einen negativen Einfluss auf die Gluten-
Ausbildung und folglich auch auf die rheologischen Eigenschaften des Teigs [22]. Die
unloslichen Partikel lagern sich wihrend des Fermentationsvorgangs ab und umgeben die
Gaszellen. Wird WU-AX enzymatisch in 16sliches AX umgesetzt, wirkt sich dies jedoch positiv
auf die Gluten-Entwicklung aus [21]. Folglich wird das Polysaccharid-Gluten-Netzwerk
aufgelockert und Wasser freigesetzt, welches dem Gluten fiir nachfolgende Hydratation zur
Verfiigung steht und letztendlich zu einer Teiglockerung flihrt [23]. Dem negativen Effekt von
WU-AX beziiglich der Backqualitit kann jedoch mittels Zugabe von Ferulasdure
entgegengewirkt werden. Dabei greift FA in die inter-Disulfid-Reaktion von Gluten ein und

verhindert den Ausbau von AX-Vernetzungen [24].

1.4.  Qualitatssicherung der Backprodukte und Prozessoptimierung

Das Ziel jedes Backprozesses ist die Herstellung eines finalen Produkts mit optimaler Qualitét.
Die Qualitdtsmerkmale sind jedoch, objektiv betrachtet, Eigenschaften, die nicht
allgemeingiiltig definiert werden konnen. Konsumenten, welche das Produkt letztendlich
verzehren, legen andere Anforderungen an das Gebick bzw. an den Teig als der Produzent in
der Backindustrie, welcher zusidtzlich die Prozesstauglichkeit eines Teiges als
Qualitdtsmerkmal in Betracht zieht [25]. Die Teig- bzw. Gebickqualitit wird durch die
komplexe Interaktion der Rohmaterialien, der einzelnen Qualititen der Zutaten,
Mengenverhiltnisse zueinander und Teigverarbeitungsmethoden bestimmt [26]. Die Qualitat
von Weizenmehl zum Beispiel wird wiederum durch die Menge und Qualitét der in dem Mehl
enthaltenen Proteine, wie z. B. Gluten, beeinflusst.

Im industriellen Backprozess miissen bei der Teig- bzw. der Backqualitdt drei Aspekte
beleuchtet werden. Zum einen ist das Teigverhalten wihrend des Mischvorgangs, also die
maschinelle Bearbeitbarkeit und die daraus resultierende Teigstruktur bzw. Teigeigenschaft ein
wichtiger Parameter. Zum anderen ist das Teigverhalten wéhrend des Gérprozesses und
Backvorgangs wichtig, nachdem der Mischvorgang bereits abgeschlossen ist. Der dritte Aspekt

bezieht sich nicht mehr auf die Teigeigenschaften, sondern zielt auf die nachhaltige Frische und
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Haltbarkeit der Backware ab [25]. Unter diesen Gesichtspunkten konnen die Beurteilungen
weiter aufgeschliisselt werden. Die Anforderungen an die Teigeigenschaften im
Produktionsablauf zielen auf eine kurze Teigentwicklung ab, wobei in diesem Zeitraum die
optimalen Eigenschaften fiir die Aufarbeitung und Garung erzielt werden sollen. Dies beinhaltet
eine gute Formbarkeit sowie eine ausreichende Elastizitit des Teiges. Werden alle Backzutaten
vermengt, entwickelt die zuerst inkohdrente Masse viskose Eigenschaften. Anhaltende
Durchmischung fiihrt zu einem Verlust der Festigkeit, wobei gleichzeitig die Klebrigkeit im
Umgang mit dem Teig zunimmt [25]. Zu diesem Zeitpunkt gilt es, das richtige Verhiltnis
zwischen Elastizitdt und Klebrigkeit zu ermitteln. Des Weiteren sollten die Teige eine hohe
Girtoleranz sowie hohe Girstabilitdt, eine hohe Wasser-Absorptions-Kapazitit als auch eine
hohe Stabilitit gegeniiber mechanischer Belastung und eine durchschnittliche a-Amylase-
Aktivitdt aufweisen [27]. Diese Parameter machen es erforderlich, die Wahl der Backzutaten je
nach gewiinschten Prozessanforderungen und des Backproduktes zu optimieren und zu
verandern.

Das Getreide und somit folglich auch das industriell genutzte Mehl unterliegen natiirlichen
Qualitdatsschwankungen, die auf klimatische Einfliisse, Kultivierungsbedingungen und
Lagerung zuriickzufiihren sind. Fiir die Backindustrie ist jedoch eine gleichbleibende
Prozessfiihrung wichtig, sodass die Unterschiede in der Mehl- bzw. Teigqualitit durch die
Zugabe von Backmitteln als chemische und enzymatische Additive ausgeglichen werden
missen [27]. Bestimmte Additive tragen beispielsweise zu einer Optimierung des Ofentriebs
bei, sodass schon am Anfang des Backprozesses eine Volumenausdehnung stattfindet. Dabei
muss die Backmittelmenge sorgféltig ermittelt werden, um ein optimales Gebédckvolumen zu
erzielen. Dies gilt auch fiir die Krumen-Elastizitdt und gebickspezifische Porenbildung des
Backprodukts. Krustenbraunung, Aromabildung und lange Haltbarkeit diirfen hierbei ebenfalls
nicht vernachldssigt werden.

Kontrir dazu bezieht sich der Konsument bei der Beurteilung der Qualitit des Backproduktes
eher auf sensorische Eigenschaften in Hinblick auf die Textur, Geschmack, das allgemeine
Erscheinungsbild und anhaltende Frische des Produkts [10, 28]. Zusétzlich verlangt der
Endverbraucher, besonders in den vergangenen Jahren, ein Brot ohne Chemie [29]. Also ein
Backprodukt, welches moglichst nach traditioneller Weise und ohne Lebensmittelzusatzstotfe
hergestellt wird. Zudem wéchst die Nachfrage von Backprodukten, die der individuellen
Erndhrung entsprechen. Beispiele hierfiir sind Brot mit einem besonders hohen Eiweillgehalt

oder glutenfreies Brot.
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1.4.1. Zdliakie als Beispiel einer Nahrungs-Hypersensitivitit

Obwohl Gluten in Lebensmitteln sehr verbreitet vorkommt, leidet ein Teil der Bevolkerung an
Hypersensitivititen wie Weizenallergie, Nicht-Zoliakie-Glutensensivitit und Zoliakie.
Letztere, auch als gluteninduzierte Enteropathie bekannt, ist eine durch Gluten-
Unvertraglichkeit verursachte, lebenslange chronisch-entziindliche Erkrankung des Magen-
Darm-Trakts, die autoimmune Merkmale aufweist [30]. Dies fiihrt dazu, dass die Betroffenen
enorm in ihrer Erndhrung eingeschriankt sind und eine hohe Nachfrage an glutenfreien
Produkten besteht. Typische Symptome der Krankheit sind Schleimhautentziindungen,
Darmzottenatrophie und erhéhte Darmpermeabilitét [5]. Die Symptome wurden erstmals im
Jahre 1888 beschrieben, wobei die Krankheit erst ca. 60 Jahre spiter im Zusammenhang mit
Gluten erwahnt wurde. Ungefahr ein Prozent der westlichen Bevolkerung ist von der Krankheit
betroffen, wobei diese damit die am haufigste vorkommende Nahrungs-Hypersensitivitit
darstellt und bis zur heutigen Zeit der Verzicht auf glutenhaltige Produkte die einzig
wirkungsvolle Therapie darstellt [31].

Die durch Gluten ausgeloste Immunantwort ist spezifisch auf toxische Peptide innerhalb der
Gliadin-Fraktionen des Glutens gerichtet. Diese Peptide konnen auf Grund ihres hohen Anteils
an den Aminosduren Prolin bzw. Glutamin in den Diinndarm vordringen, da die Peptide
hinsichtlich ihrer Aminoséuresequenz nicht vollstindig enzymatisch abgebaut werden konnen.
Anschlieend durchdringen diese die Epithelzellschicht und initiieren die immunogene
Kaskade, bei welcher die Gewebetransglutaminase 2 involviert ist [32]. Die katalysierten
Reaktionen dieses Enzyms, also die Modifizierung von Gliadin-Peptiden durch De- oder
Transamidierung, fiihren zu einer erhohten Zoliakie-Immun-Reaktivitit. Die modifizierten
Peptide binden darauffolgend an HLA-DQ2-Antigene. Dies wiederum hat zur Folge, dass die
Proliferation von Gliadin-reaktiven intestinalen T-Zellen erhéht ist und diese
proinflammatorische Zytokine sekretieren. Nachfolgend wird der Gliadin-Peptid-HLA-DQ2-
Antigen-Komplex mittels einem T-Zell-Rezeptor erkannt und bindet an die T-Zellen [33].
Zoliakie-toxische Gluten-Peptide mit einer Lange {iber acht Resten, welche die Motive PSQQ,
QQQP, QQPY, bzw. QPYP enthalten, konnen eine direkte Immunantwort auslésen [34].
Insbesondere das toxische 33-mer-Peptid LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF
ist von groflem Interesse, da diese Sequenz drei T-Zell-Epitope enthlt [35].

Als Folge der Krankheit kann es dazu kommen, dass Nahrstoffe nur schwer vom Korper
aufgenommen werden und teilweise unverdaut im Darm verbleiben, sodass sich oftmals ein
Néhrstoffmangel feststellen ldsst, falls die Zoliakie unbehandelt bleibt. Bei mehr als 99 % der

betroffenen Menschen ldsst sich eine bestimmte genetische Préadisposition von
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Histokompatibilititsantigenen (HLA DQ2 und DQS8) nachweisen. Allerdings besitzen 25 %
aller Menschen diese Konstellation, wobei nur eine Minderheit das Gluten nicht vertragt. Neben
der Zoliakie-Erkrankung kommt es bei ca. 30 % der Betroffenen vor, dass diese an einer
Zoliakie-assoziierten Krankheit wie z. B. Diabetes mellitus Typ 1 leiden [30]. Die Erkenntnisse
des Pathomechanismus er6ffnen neben einem Verzicht auf glutenhaltige Produkte alternative
Therapieansitze filir die Zoliakie. Ein moglicher Forschungsansatz kdnnte die Hydrolyse von
symptomauslosenden Peptiden sein. Da Gluten ein hohes Vorkommen an den Aminoséuren
Prolin und Glutamin aufweist, stellt der Einsatz von Prolyl- und Glutamyl-spezifischen
Peptidasen eine Anwendungsmoglichkeit mit hohem Potential dar [36]. Beispielsweise flihrt
Tolerase® G (An-Pep aus Aspergillus niger, DSM), eine kommerziell erwerbliche Prolyl-
spezifische Endopeptidase, zu einer signifikanten Reduzierung der Gluten-Konzentration im
Magen, wobei das Enzym bisher, laut Produktbeschreibung, nicht als Ersatz einer glutenfreien
Erndhrungsweise genutzt werden soll, sodass noch weiterer Forschungsbedarf besteht [37, 38].
Des Weiteren stellt die Ziichtung von genetisch modifizierten Weizenarten, die minimale
immunologische Auswirkungen nach dem Verzehr aufweisen, eine Moglichkeit dar [39]. Diese
Strategie beeintrachtigt jedoch potentiell die Qualitit von der Teigeigenschaft, da Gluten einen
wesentlichen Einfluss darauf nimmt und nur durch das Klebereiweis ein kohésiver,
viskoelatischer Teig mit hohem Gashaltevermogen entsteht. Backmittel konnten dieser

Problematik entgegenwirken.

1.4.2. Chemische Additive in der Backindustrie

Das Wachstum von Industrie-Backereien und die damit verbundene Massenfertigung von
Backwaren in den vergangenen Jahren erforderte eine Mechanisierung der Teigherstellung und
des Backprozesses. Um Teige besser und schneller zu verarbeiten, konnen chemische Additive
zugesetzt werden, welche nicht oder nur in ungeniigenden Mengen in dem Teig vorkommen.
Im Allgemeinen sind Backmittel ,,Mischungen von Lebensmitteln, Zusatzstoffe inbegriffen, die
die Herstellung von Backwaren erleichtern und die wechselnden Verarbeitungseigenschaften
der Rohstoffe ausgleichen. [...].“ [40]. Ziel ist die Gewdhrleistung einer konstanten
Verarbeitungsweise der Backwaren sowie eine gleichbleibende Qualitit. Grundsitzlich sind in
Backwaren der Européischen Union Zusatzstoffe der Gruppe I (Phosphate) erlaubt. Ausnahmen
hierfiir sind Brotwaren, welche ausschlielich aus Weizenmehl, Wasser, Hefe oder Sauerteig
und Salz hergestellt werden (Kategorie-Nummer 07.1.1), sowie pain courant francais und Friss
buzakenyér, feheér és félbarna kenyere (Kategorie-Nummer 07.1.2). In Brot diirfen keine

Konservierungsstoffe enthalten sein. Hiervon ausgenommen sind geschnittene und verpackte
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Brote, wie sie in Supermarktregalen zu finden sind. Lebensmittelfarbstoffe sind in Brot
ebenfalls untersagt. Einzig in Malzbrot darf Zuckercouleur zugesetzt werden [41]. Weitere
Backmittel beeinflussen die Backeigenschaften der Backprodukte, auch wenn diese zum Teil
auch nur in geringen Mengen zugesetzt werden (Tab. 1.2). Ascorbinsdure stellt eines der
wichtigsten Backmittel dar. Ascorbinsdure ist ein Antioxidans, welches wéahrend der
Teigproduktion in der Gegenwart von Sauerstoff enzymatisch zu Dehydroascorbinséure
umgewandelt wird. Der Vitamin C-Oxidationsprozess ist komplex, schlieft aber
wahrscheinlich die Oxidation der Thiolgruppe der Gluten-bildenden Proteine unter Ausbildung
von Disulfidbindungen mit ein [42]. Dadurch wird die Kleberstabilitit des Gluten-Netzwerkes
verstirkt und die Gas-Retention im Teig verbessert, was wiederum zu einer
VolumenvergroBBerung des Gebicks fiihrt [43, 44]. Ein weiterer Nutzen von Ascorbinsédure ist
der Einsatz bei der Entkopplung der Verfahrensschritte Garung und Backen, um Teige lagern

zu konnen und diese nicht gleich weiterverarbeiten zu miissen [45].

Tabelle 1.2: Durchschnittliche Einsatzmengen von backtechnisch wirksamen Stoffen im Teig von

Weizenmahlerzeugnissen [45].

Backmittelzusatz Konzentration
Lecithin 0,1-0,3 %
Ascorbinsiure 100-200 mg kg
Cystein 50 mg kg’!
Fettsduremonoglyceride, Stearoyllactylat 0,2 %
Hydrokolloide ca. 1 %
Diacetylweinsduremono- und -diglyceride 0,2 %

Cystein interagiert ebenfalls mit der Gluten-Struktur und spaltet die Disulfid-Vernetzungen.
Durch die Entspannung des Kleberproteins fiihrt die Backmittelzugabe zu einem weichere und
elastischeren Teig, welcher zum einen besser formbar ist und zum anderen einer verkiirzten
Teigruhe und Knetzeit bedarf [44, 46]. In Abhédngigkeit von den Anforderungen an den Teig
werden gezielt die Gluten-modifizierenden Backmittel ausgewéhlt. Weitere wichtige
Inhaltsstoffe in Backmitteln sind Emulgatoren, welche Einfluss auf die Entwicklung der
GasblasengroBle, Gas-Retention, Teigstabilitdt und Brotkrumen-Weichheit nehmen [42]. Im
Allgemeinen werden  hauptsdchlich Emulgatoren des Typs Lecithin, sowie

Diacetylweinsduremono- und -diglyceride verwendet. Die Zugabe gewihrleistet die schnelle
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Fett-Wasserverteilung im Gebéack und fordert zusétzlich eine hohere mechanische Belastbarkeit
[44]. Hydrokolloide werden fiir die Erh6hung der Teigwasseraufnahmefihigkeit hinzugefiigt,
was die Teige trockener macht, sodass diese leichter zu verarbeiten sind [45].

Ein Nachteil der Verwendung von chemischen Backmitteln ist die niedrige Akzeptanz des
Verbrauchers, weshalb immer mehr chemische Backmittel durch enzymatische Backmittel
ersetzt werden. Daher besteht Bedarf an neuen, spezifischen, industriell anwendbaren

Backenzymen.

1.4.3. Enzymatische Additive in der Backindustrie

Heutzutage werden Enzyme vielfdltig in der Lebensmittelindustrie fiir die Prozessoptimierung
und fiir die Qualititssteigerung des finalen Produkts eingesetzt. [18]. Im Allgemeinen wird der
Einsatz von Enzymen aufgrund ihrer hohen Spezifitit, natiirlichen Herkunft und der
Unbedenklichkeit in Bezug auf die Gesundheit dem Einsatz chemischer Zusatzstoffen
vorgezogen. Ebenso wie chemische Additive konnen durch enzymatische Backmittel die
Prozessparameter stabilisiert, die Mehl-Funktionalitit optimiert und so die Teigqualitét des
finalen End-Backprodukts garantiert werden (Tab. 1.3) [18].

Im Detail bewirkt der Enzym-Zusatz eine Verdnderung der Teigverarbeitung wie
beispielsweise die maschinelle Bearbeitbarkeit oder Stabilitit, eine verldngerte Haltbarkeit der
Backwaren, erhohtes Gebackvolumen, feinere und weillere Brotkrumenstruktur, sowie eine
intensivere Brotrinden-Farbung [18].

Zusatzlich tragen Enzyme zu einer Reduktion des Rohstoffeinsatzes bei und ermoglichen es,
dic damit verbundenen Kosten zu senken [47]. AuBerdem handelt es sich bei
Enzym-Backmitteln nicht um Lebensmittelzusatzstoffe, sondern um Verarbeitungshilfsstoffe,
welche nach dem Backvorgang in der Regel inaktiviert im Endprodukt zuriickbleiben [48]. Die
fehlende technologische Aktivitdit im Endprodukt hat zur Folge, dass entsprechende
Enzymzusitze auf dem Produkt nicht deklariert werden miissen, was sie durch eine hdhere
Verbraucherakzeptanz attraktiv fiir die Lebensmittelindustrie macht und somit ein
kommerzieller Vorteil gegeniiber chemischen Backmitteln besteht. Enzyme als
Verarbeitungshilfsstoffe diirfen Lebensmitteln zugesetzt werden, wenn die Verwendung der
Dosismenge fiir den Verbraucher gesundheitlich unbedenklich ist, eine hinreichende
technologische Notwendigkeit besteht und der Verbraucher durch die Verwendung nicht
irregeflihrt wird [48].
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Tabelle 1.3. Enzymatische Backmittel und deren Wirkung auf die Teigverarbeitung bzw. finalen

Backprodukte [18, 49].

Erzielte Effekte Eingesetztes Enzym
@ © 2

[ @ z 2
£ R y 2 2 S B
> c @ ] ) 7] 1 - 1
E =25 £ % 8% T g2 & &
< £ = CHEEE- - = s = &
3 <O “oa OR A © = = o0 <

Verbes.serte Gaspr(')duktlon % % %

und Teigfermentation

Teigaufbereitung,

Teigstabilitét, Verbesserung X X X X

der Krumenstruktur

Glutenstiarkung, Ersatz fiir % %

Oxidationsmittel

Glutenschwichung, %

Teigdehnbarkeit

Volumenvergréfierung X X X X X X

Entwicklung .der % % % %

Brotkrustenfarbung

Krumenauthellung X X

Verliangerte Haltbarkeit < <

Ersatz von Emulgatoren X X

1.4.3.1. Xylanasen

Modifizierung von Nicht-Starke-Polysacchariden wie Arabinoxylan im Teig flihren zu einer
Verdnderung der Teigrheologie, Teigverarbeitung und Funktionalitit des Teigs (Tab. 1.3).
Xylanasen (EC 3.2.1.8) katalysieren das Aufbrechen des f-1,4-verkniipften Xylan-Riickgrats
des AX, was zwangsldufig zu einer Erniedrigung des Polymerisationsgrades fiihrt. Als Produkt
werden Oligomere, Xylobiose und Xylose freigesetzt. Neben Endoxylanasen, welche ungezielt
innerhalb der Xylankette wirken, setzen Exoxylanasen die Produkte von den Enden der Ketten
her frei [16]. Die so enzymatisch freigesetzten Pentosen konnen bei dem
Fermentierungsprozess durch die zugesetzte Hefe genutzt werden. Die Mehrheit der
Endoxylanasen katalysiert die Hydrolyse unsubstituierter Doménen des Xylan-Riickgrats,
wobei die katalytische Aktivitdt durch Arabinoseseitenketten gehindert wird. Erst mit dem
Einsatz zusitzlicher akzessorische Enzyme kann das komplette Xylan-Riickgrat degradiert
werden. Die Wirkungsweise der zugesetzten Xylanasen ist von ihrer katalytischen Spezifitit
gegeniliber Wasser-extrahierbaren- bzw. Wasser-unextrahierbaren Polysacchariden abhingig.
Je nach zu erzielendem Effekt konnen die Xylanasen im Verhiltnis so eingesetzt werden, bis
die gewliinschte Teigstruktur erlangt wird. Durch die teilweise Hydrolyse von Nicht-Starke-
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Polysacchariden und die resultierende Reduktion der molekularen Masse wird die Wasser-
Riickhaltekapazitit verdandert. Das hat eine Umverteilung des freien Wassers und daraus
folgend eine Verdnderung auf die Organisation des Gluten-Netzwerkes zur Folge [49]. Durch
die WU-AX-Solubilisierung wird die Viskositit des Teigs erhoht, was ein positives Attribut fiir
die Teigqualitdt darstellt. Zusdtzlich fiihrt der Einsatz von Xylanasen zu einer
Volumenvergroerung des Backproduktes. Allgemein konnen Xylanasen allen Teigen fiir
verschiedene Brottypen zugesetzt werden. Zusitzlich konnen sie in Kombination oder als
Ersatz von Emulgatoren eingesetzt werden [49]. Freigesetzte Xylo-Oligosaccharide sind

ebenso vorteilhaft flir die gastrointestinale Flora des Konsumenten [4].

1.4.3.2. Peptidasen

Peptidasen (EC 3.4.-.-) gehoren den Hydrolasen an und katalysieren die Spaltung von
Peptidbindungen innerhalb (Endopeptidasen) oder auflerhalb der Polypeptidkette am Carboxy-
bzw. Amino-Terminus (Exopeptidasen) eines Proteins. Aufgrund ihrer Spezifitit beziiglich der
Peptidbindung als Substrat-Nutzung haben diese direkten Einfluss auf die Proteinstruktur des
Teigs und somit folglich auf dessen Eigenschaften (Tab. 1.3). Insbesondere bei Mehlen mit
niedrigem Ausmahlungsgrad kommt diese Enzymklasse zum Einsatz, da bei diesem Typ ein
hoher Gluten-Anteil vorliegt. Durch den Enzymeinsatz wird das Gluten-Netzwerk geschwécht,
wodurch Teig-Mischzeiten reduziert werden [18]. Ferner weist der Einsatz dieser Enzymklasse
Vorteile gegeniiber chemischen Effekt-Analoga auf, da Peptidasen nur Peptidbindungen als
Substrat nutzen. Reduzierende Agenzien, die als chemische Backmittel genutzt werden, wirken
oft ebenfalls auf intermolekulare Bindungen (bspw. Disulfidbriicken), welche an der Gluten-
Struktur mafBgeblich beteiligt sind [18]. Exopeptidasen erzielen ihre Hauptwirkung
vornehmlich durch die Verbesserung der Krustenbrdune und des Geschmacks des Brotes,

welche durch die Maillard-Reaktion hervorgerufen wird [4, 50].

1.4.3.3. Sonstige Enzyme

Neben Xylanasen und Peptidasen werden noch andere Enzyme in der Backindustrie verwendet,
die einen direkten Einfluss auf die Teigverarbeitung und das Backprodukt nehmen (Tab. 1.3).
Lipasen (EC 3.1.1.3) kommen natiirlich in den meisten Getreidekdrnern vor. Diese Enzyme
wirken an der Lipid/Wasser- bzw. Lipid/Luft-Grenzschicht und katalysieren im Mehl die
Hydrolyse der vorhandenen Lipide zu freien Fettsduren, Mono- oder Diglyceriden [4, 18]. Als
Resultat wirken Lipasen indirekt auch auf die Teigstabilitit und die homogene
Brotkrumenbildung ein, steigern das Backvolumen und erhéhen die Gértoleranz (Tab. 1.3) [50].
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Oxidoreduktasen bilden eine weitere wichtige Gruppe von Backenzymen, wobei
Glucoseoxidasen (EC 1.1.3.4) und Lipoxygenasen (EC 1.13.11.12) die wichtigsten
Enzymklassen darstellen. Sie katalysieren Redoxreaktionen, also den Austausch von
Elektronen oder Aquivalenten zwischen Akzeptor- bzw. Donormolekiilen. Diese Enzymklasse
hat so ecinen indirekten Einfluss auf das Gluten-Netzwerk, was zu einer verbesserten
Teigstruktur und Stabilitdt, einer Reduzierung der Teig-Klebrigkeit und zu einer verbesserten
maschinellen Verarbeitbarkeit sowie einem verbesserten Backvolumen fiihrt [18].
Acrylamid-Bildung ist ein hdufig auftretendes Problem bei thermisch belasteten Lebensmitteln,
da dies ein toxisches Produkt darstellt. Es entsteht in der Maillard-Reaktion zwischen Asparagin
und reduzierenden Zuckern bei hohen Temperaturen in stirkehaltigen Lebensmitteln und stellt
verstiarkt bei der Herstellung von Knickebrot ein Problem dar. Durch den Einsatz von
Asparaginasen (EC 3.5.1.1) kann der Acrylamid-Bildung entgegengewirkt werden, da dieses
Enzym die Umwandlung von Asparagin in Asparaginsiure katalysiert und so Asparagin nicht
mehr als Substrat zur Verfiigung steht [18].

Stirke ist mengenméaBig der grofte Inhaltsstoff in Weizenmehl, bildet ein Polysaccharid aus
Glucosemolekiilen und setzt sich aus Amylose und Amylopektin zusammen. Folglich ist der
Einsatz von Amylasen als Backmittel sehr effizient, da durch die Modifizierung des
Polysaccharid-Netzwerks die Teigeigenschaften beeinflusst werden. Amylasen spalten im Zuge
ihrer Katalyse die verkniipften Zuckerketten an der a-1,4-glykosidischen Bindung.
Backtechnisch werden meist die Endo-a-Amylasen (EC 3.2.1.1), die maltogene a-Amylase
(EC 3.2.1.33) und die a-Glucoamylase (EC 3.2.1.3) eingesetzt. Im Bezug zum Backen sind
Amylasen in zweifacher Hinsicht wichtig. Zum einen setzen die Enzyme vergirbare Mono-und
Disaccharide frei, die anschlieBend von der Hefe zu Ethanol und Kohlendioxid fermentiert
wird, was folglich die Lockerung des Teiges bewirkt. Zum anderen wirkt der Einsatz von
Amylasen der Viskositit des Teigs entgegen, sodass die Gasblasen-Ausbildung voranschreiten
kann [45]. Weiterhin nehmen Amylasen Einfluss auf die VergroBerung des Gebackvolumens,
die Brotkrumen-Entwicklung, die Brotkrustenfarbe und die Haltbarkeit des Brotes [18, 51].
Ferner iiben Transglutaminasen (EC 2.3.2.12) einen Einfluss auf das Gluten-Netzwerk aus
(Tab. 1.3). Ein weiteres Enzym, welches direkt die Gluten-Molekiile modifizieren kann, sind

die Prolyl-spezifischen Peptidasen.

1.5.  Prolyl-spezifische Endopeptidasen

Prolin ist eine zyklische proteinogene Aminoséure, die sich durch das sekundidre Amin als

Aminofunktion (Pyrrolidin-Ring) auszeichnet. Die Prolin-Reste in Peptidketten bzw. Proteinen

13



Einordnung der Forschungsthemen und wichtigsten Erkenntnisse aus den Publikationen im
Kontext der wissenschaftlichen Literatur

beeinflussen die Proteinfaltung und haben auflerdem zur Folge, dass diese Bereiche durch die
Immobilitdt des Restes vor dem enzymatischen Abbau geschiitzt sind [52, 53]. Prolyl-
spezifische Peptidasen vermogen solche Peptidbindungen, an denen Prolyl-Reste beteiligt sind,
hydrolytisch zu spalten. Prolyl-spezifische Endopeptidasen (PEPs; EC 3.4.21.26), oder auch
Prolyl-Oligo-Peptidasen (POPs) genannt, gehoren den Serinpeptidasen an und katalysieren die
Hydrolyse von Prolin-Peptidbindungen an dem Carboxyende von internen Peptiden [54]. PEPs
kommen in einer Vielzahl von Organismen vor und konnten sowohl aus hoheren Tieren, Pilzen,
Bakterien, als auch aus Insekten isoliert werden [55, 56]. Die Enzymklasse wurde erstmals 1971
im menschlichen Uterus entdeckt und 1976 als post-proline cleaving enzyme postuliert [57, 58].
Die erste mikrobielle PEP wurde im Flavobacterium meningosepticum sieben Jahre spéter
identifiziert [59]. PEPs katalysieren die Hydrolyse von Peptidbindungen bei Substraten bis zu
einer Lidnge von 30 Aminosduren und weisen oftmals eine gréfere molekulare Masse im

Vergleich zu anderen Serin-Peptidasen auf (80 kDa vs. 30 kDa) [60].

1.5.1. Struktur und Wirkungsmechanismus
Ein Vergleich der Aminosduresequenz zeigt eine niedrige Sequenzéhnlichkeit innerhalb der
bekannten Enzyme, wobei die Enzymklasse eine vergleichbare dreidimensionale Struktur

aufweist [61]. Erstmals wurde im Jahre 1998 die Struktur einer PEP aus Schweinemuskel

beschrieben (Abb.1.2) [62].

g

Katalytische Doméne N

p-Propeller-Domiane

Abbildung 1.2: Struktur einer aus dem Schwein isolierten Prolyl-Endopeptidase [62]. A: Struktur beider
Proteindoménen. Katalytische und p-Propeller-Doméne sind jeweils durch geschweifte Klammern

gekennzeichnet. B: Struktur der f-Propeller-Doméne senkrecht zur Abbildung A.
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Das 80 kDa Enzym weist eine zylindrische Form auf und basiert auf einer 710 Aminosduren
langen Sequenz [63]. Die Struktur besteht aus einer katalytischen Doméne sowie einer sieben-
blattrigen f-Propeller-Domine (Abb. 1.2 A) [62]. Die katalytischen Aminosdure-Reste
befinden sich hauptséchlich am carboxyterminalen Ende (AS 428-710), bzw. am N-Terminus
(AS 1-72) der Polypeptidkette und bilden die katalytische Domédne. Diese weist eine o/f-
Hydrolase-Faltstruktur auf und &hnelt der Struktur der Lipasen [64, 65]. Die katalytische
Domine wird durch acht parallel verlaufende p-Faltblitter gebildet, wobei das zweite
antiparallel zu den restlichen sieben f-Faltbléttern verlduft. Diese Doméne ist gewunden und
wird durch zwei Helices auf der einen und sechs Helices auf der anderen Seite eingeschlossen.
Zwischen den beiden katalytischen Resten, die die katalytische Doméine bilden, ist die
Propeller-Doméne eingebettet (AS 73-427) und besteht aus einer siebenfachen Wiederholung
aus vierstrangigen antiparallel verlaufenden p-Faltbliattern (Abb. 1.2 B) [62]. Durch ihre
verwundene und radiale Anordnung bilden die Faltblétter einen zentralen Tunnel, wobei die
Strukturstabilitdt hauptsdchlich durch hydrophobe Wechselwirkungen gewéhrleistet wird [61].
Die katalytische Reaktion folgt dem induced-fit, also dem induzierten Passform-Mechanismus
[66]. Die katalytische Triade besteht aus Ser-Asp-His und ist an den Grenzflichen der beiden
Proteindoménen in eine Art Hohle eingebettet [62]. Das katalytische Ser liegt innerhalb eines
G-X-S-X-G Motivs, wobei X jede beliebige Aminosdure sein kann [60]. Das Ser bildet einen
nukleophilen Ellenbogen aus, welcher charakteristisch den o/f-Hydrolasen gleicht [65].
Aufgrund dieser Ausrichtung kann die Hydroxy-Gruppe des Ser zum einen mit dem
katalytischen His wechselwirken und zum anderen mit dem Substrat. Die Hydroxy-Gruppe des
katalytischen Asp liegt in einer Ebene mit dem Imidazolring des His, was zu einer
Wasserstoftfbriicken-Ausbildung fiihrt [60]. Der katalytische Mechanismus folgt dem der
Serinpeptidasen. Nach der Substratbindung wird das Carbonyl-Kohlenstoffatom der zu
spaltenden Peptidbindung im ersten Schritt des Mechanismus nukleophil vom Ser angegriffen
[67]. Als Folge dessen kommt es zu einer Ausbildung eines tetraedrischen Intermediats und
eines Oxyanion-Lochs, welches von den Aminosduren Tyr und Asn der Hauptkette des PEP-
Proteins gebildet wird [60]. Der His-Rest wirkt sdure-basenkatalytisch, wodurch zuerst ein
Proton der Ser-Hydroxygruppe entfernt und dieses auf das Substrat {ibertragen wird, welche die
Abgangsgruppe in dem Acylierungs-Reaktionsschritt darstellt [60]. In Folge dieses
Mechanismus entsteht ein Imidazoliumion, wobei nach dem Zerfall des Intermediats ein Acyl-
Enzym-Intermediat gebildet wird. Nach dem Abgang der Aminogruppe, resultierend aus der
Peptidspaltung, wird diese vorherige Bindung mit Wasser substituiert. Das katalytische Ser

wird unter der Ausbildung eines zweiten tetraedrischen Intermediats deacyliert, indem ein
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Wassermolekiil zugefiihrt wird und steht fiir einen neuen Katalysezyklus zur Verfligung [55,

67].

1.5.2. Industrielle Applikation von PEPs

Einige Bestandteile von Lebensmitteln, wie zum Beispiel das Gluten in Weizen, weisen einen
erhohten Anteil an Prolin auf (vgl. 1.2). Aufgrund dessen besitzen PEPs ein hohes Potential fiir
den Einsatz in der biotechnologischen Industrie. Eine kommerziell erwerbliche PEP ist die
An-Pep (Tolerase® G), welche von der niederlindischen Firma DSM produziert wird.
Gluten-assoziierte Krankheiten wie in Kapitel 1.4.1 beschrieben, stellen ein grofes Problem
unserer heutigen Gesellschaft dar, da die Betroffenen nicht nur hinsichtlich ihrer Erndhrung
limitiert, sondern auch auf sozialer Ebene eingeschriankt sind, sobald glutenhaltige Speisen
involviert sind. Proteinhydrolysate, die einen hohen Anteil an Prolin aufweisen, stellen ein
Risiko fiir diesen Teil der Bevolkerung dar (vgl. 1.4.1). Der Abbau von prolinreichen Proteinen
wie Gluten oder Kollagen fiir Allergen-freie Nahrungsmittel ist eine anhaltende
Herausforderung fiir die biotechnologische Industrie, da Nahrungsmittel erst ab einem
Grenzwert von unter 20 mg kg™! Gluten als glutenfrei deklariert werden diirfen. An-Pep zeigte
erfolgreich den Abbau von immunsensitiven Gluten-Peptiden sowie den Verdau ganzer Gluten-
Molekiile [68, 69]. Studien einer weiteren PEP aus A. niger zeigten, dass die Immunantwort
von Gluten-reaktiven T-Zelllinien durch den Einsatz der PEP aufgehoben werden konnte [70].
Neben der Hydrolyse von Gluten konnte die Hydrolyse von Kollagen, welches als
Abfallprodukt in der Fleischindustrie anfillt, eine weitere Option fiir den Einsatz von PEPs in
der Lebensmittelindustrie darstellen [55]. Dieser Abbau konnte erfolgreich mittels einer aus
Aspergillus oryzae isolierten Prolyl-Aminopeptidase in Kombination mit anderen Peptidasen
nachgewiesen werden [71].

Bei der Herstellung von hydrolysierten Lebensmitteln werden zwangsldufig unerwiinschte
Peptide freigesetzt, welche bitter im Geschmack sind und negativ den Genuss des Produkts
beeinflussen [72]. Neben hydrophoben Aminoséuren bewirken auch Prolyl-Peptide einen
bitteren Geschmack [73, 74]. Bei der Produktion von Kése sind Peptidasen unabdinglich und
auch hier entstehen im Verlauf des Prozesses bittere Peptide. In Goudakése wurden prolinreiche
bittere Peptide detektiert, welche aus a- und f-Casein stammen [75]. Auch hier zeigte die PEP
An-Pep eine erfolgreiche Reduktion des bitteren Geschmacks nach Inkubation mit Casein-
Hydrolysaten [68].

Neben dem Einsatz in der Lebensmittelbiotechnologie werden Prolyl-spezifische-Peptidasen

auch fiir den medizinischen Sektor und die pharmazeutische Industrie studiert. Sowohl als
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therapeutisches Agens als auch als therapeutisches Target spielen die PEPs eine grof3e Rolle.
Da in der Vergangenheit die katalytische Aktivitdt der Enzymklasse in Zusammenhang mit
verschiedenen neurologischen Storungen wie Depression, Manie, Schizophrenie, Bulimie und
Parkinson’sche Krankheit gebracht wurde, verstirkte sich die Forschung auf Prolyl-

Endopeptidasen [52, 76, 77].

1.6. Ferulasaureesterasen

Ferulasdureesterasen (FAEs) oder Feruloylesterasen (EC 3.1.1.73) gehdéren den
Carboxylesterhydrolasen an und katalysieren die Freisetzung von Phenolsduren durch die
Hydrolyse von Esterbindungen aus pflanzlichen Zellwandpolysacchariden [13]. In der Literatur
wurden FAEs erstmals im Jahre 1987 aus Streptomyces olivochromogenes beschrieben, wobei
die biochemische Charakterisierung erst vier Jahre spater erfolgte [78, 79]. Bisher wurden FAEs
hauptsédchlich aus Pilzen isoliert und charakterisiert. Insbesondere die Gattung Aspergillus stellt
sich als effektiver FAE-Produzent hervor, wobei AnFacA die wohl am besten erforschte FAE
ist [80]. Des Weiteren wurden neben den pilzlichen FAEs auch bakterielle, pflanzliche und aus
Ratten und Insekten stammende FAEs identifiziert [15, 81-84].

FAEs stellen eine sehr vielfiltige Enzymklasse dar, welche sich durch eine Diversitit der
physikalischen Eigenschaften und der Gensequenzen auszeichnet. Wie alle Esterasen weisen
auch FAEs ein breites Substratspektrum auf, wodurch eine Differenzierung innerhalb der
Enzymklasse erschwert wird. Die initiale Einordnung erfolgte abhéngig von der Induktion und
Substratspezifitit zweier FAEs, AnFaeA und AnFaeB [85, 86]. Nach steigender Anzahl der
identifizierten FAEs und den stetig wachsenden annotierten Gensequenzen in
Genomdatenbanken wurde ein funktionelles Klassifizierungssystem von mikrobiellen FAEs
beschrieben [85]. Dieses System stiitzt sich auf Substratpriaferenzen von vier artifiziellen
Modellsubstraten: Ferulasduremethylester (FA-ME), Sinapinsduremethylester (SA-ME),
Kaffeesduremethylester (CA-ME) und p-Cumarsduremethylester (pCA-ME). Parallel wird in
diesem System die primidre Sequenzhomologie mit einbezogen (Tab. 1.4). Mittels dieser
Parameter werden vier Subtypen (A-D) charakterisiert und definiert. Des Weiteren wurde fiir
die Klassifizierung das Potential der Freisetzung von Diferulaten (Di-FA) aus komplexen
natiirlichen Substraten nach Vorbehandlung mit Xylanasen berticksichtigt. Typ C und D FAEs
katalysieren die Hydrolyse der Modellsubstrate in die entsprechende Sdure, wobei Typ D im
Gegensatz zu Typ C die Freisetzung von Di-FA begiinstigt.
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Tabelle 1.4: FAE-Klassifizierung nach Crepin et al. 2004 [85].

Typ A B C D
Substratpriiferenz FA-ME FA-ME FA-ME FA-ME
gegeniiber SA-ME CA-ME SA-ME SA-ME
Hydroxyzimtsidureester pCA-ME pCA-ME CA-ME CA-ME
pCA-ME pCA-ME
Freisetzung von Ja Nein Nein Ja

5,5-Diferulaten

Sequenzhomologie Lipasen Kohlenhydrat- Chlorogensdure- Xylanase
esterase Klasse 1, esterase, Tannase
Acetylxylanesterase
Beispiel AnFaeA aus StFAE-A aus TsFaeC aus NcFaeD aus
A. niger [80] Sporotrichum Talaromyces Neurospora
thermophile [87] stipitatus [88] crassa [89]

Die Freisetzung von Diferulaten ermdglicht auch die Typ A FAE, wobei diese Methoxy-
Substitutionen an Substraten, aber nicht das Substrat CA-ME hydrolysiert. Typ B FAE agiert
weder an SA-ME noch katalysiert diese die Freisetzung von Di-FA aus Pflanzenmaterial. In
Folge der rasant wachsenden Bedeutung von Genomsequenzierung als Informationsquelle
wurde drei Jahre spéter ein weitaus ausfiihrlicheres System diskutiert. Das System teilt die
FAEs auf Grundlage der Aminosduresequenzen in sieben Subtypen ein [90]. Fiir die
Generierung des Klassifizierungssystems wurden 91 Aminosduresequenzen analysiert, wobei
unter diesen Sequenzen bereits charakterisierte FAEs sowie putative FAE-Sequenzen
verglichen wurden. Neben den sieben Subfamilienclustern waren ebenfalls FAE-Sequenzen
vorhanden, die nicht eindeutig einem Typ zugeordnet werden konnten. Dariiber hinaus
beriicksichtigt das System nicht das Substratspektrum einzelner FAEs. Nochmals acht Jahre
spater wurde dieses System auf 13 Subfamilien erweitert, nachdem 1251 hypothetischen FAE-
Sequenzen untereinander verglichen und zusétzlich die Substratspezifititen beriicksichtigt
wurden [91]. Obwohl das Klassifizierungsmodell Typ A-D nach Crepin et al. 2004 iiberholt
scheint, da dieses die evolutionidren Verwandtschaften nicht widerspiegelt, wird dieses Modell
in der vorherrschenden Literatur fiir die Definition von FAEs weiter beriicksichtigt und

verwendet.

1.6.1. Struktur und Wirkungsmechanismus

Ungeachtet der Vielfaltigkeit der FAEs beziiglich der biochemischen, substratspezifischen und
sequenzbasierten Eigenschaften teilt die Enzymklasse besondere Merkmale in der priméren
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Struktur. Allen FAEs gemeinsam ist eine konservierte Konsensus-Sequenz eines Pentapeptides
(G-X-S-X-@G), welche charakteristisch fiir die Serin-Esterase-Familie ist [92-95]. Das zentral
lokalisierte Serin ist Bestandteil der katalytischen Triade Ser-His-Asp, stellt den nukleophilen
Ellenbogen dar und katalysiert die Substrat-Hydrolyse dhnlich der Serinproteasen [96, 97].
Kontrir dazu zeigen einige basidiomycetische FAEs den Austausch von Glu anstelle von Asp
in der katalytischen Triade, welcher auch in Enzymen der o/f-Hydrolase-Faltungs-Familie

vorkommt [98-100]. Der katalytische Mechanismus umfasst zwei Reaktionsschritte (Abb. 1.3).
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Abbildung 1.3: Katalytischer Mechanismus von FAEs. Die Hydrolyse des Substrats erfolgt iiber einen Zwei-
Schritt-Mechanismus iiber die Bildung eines Acyl-Enzyms und den sofortigen Zerfall dieser Struktur mittels eines

tetraedrischen Intermediats. Modell nach AnFaeA aus A4. niger (modifiziert nach [15]).

19



Einordnung der Forschungsthemen und wichtigsten Erkenntnisse aus den Publikationen im
Kontext der wissenschaftlichen Literatur

Initial wird ein tetraedrisches Intermediat durch den nukleophilen Angriff des katalytischen
Serins auf das Substrat-Carbonyl-Kohlenstoffatom gebildet. Diese Acylierung wird durch das
katalytische His, welches als Base reagiert, durch die Deprotonierung des Ser beglinstigt. Die
resultierende positive Ladung am His wird durch die elektrostatische Interaktion des Asp-Rests
stabilisiert. Durch die Protonierung des Ester-Sauerstoffatoms wird das Intermediat aufgelost,
was zu einem Acyl-Enzym-Intermediat fiihrt, wobei das Kohlenhydrat als Produkt freigesetzt
wird. In dem nachfolgenden Deacylierungs-Schritt reagiert ein nukleophiles Wasser-Molekiil,
welches durch eine basische Reaktion des katalytischen His aktiviert wurde, unter der Bildung
eines zweiten tetraedrischen Intermediats. Die direkt anschlieende Protonierung des Ser-
Sauerstoffatoms fiihrt zur Auflésung des Intermediates und zur Freisetzung der phenolischen
Sdure oder anderer Produkte [15]. Die negative Ladung des Carbonyl-Sauerstoffatoms des
tetraedrischen Intermediats wird durch die Ausbildung eines Oxyanion-Lochs stabilisiert. Diese
Stabilisierungsstruktur wird durch das Stickstoffatom des Aminoséureriickrats der
Aminosduren Thr68 und Leul34 gebildet [101].

Obwohl das Interesse an der wirtschaftlichen Nutzung von FAEs weiterhin wéchst, liegen nur
rudimentédre Erkenntnisse iiber die Enzymstruktur vor. Wenige Strukturen von FAEs wurden
bis dato beschrieben; AnFaeA und AoFaeB, beide aus der Gattung Aspergillus, sind wohl die
bekanntesten [101-103].

~ e

249 248 45

Abbildung 1.4: Struktur von AnFaeA. A: 3D-Modell, reprédsentiert die a-Helices und p-Faltblitter. B:
Sekundérstruktur des Enzyms mit deklarierenden a-Helices und pg-Faltblattern. Der Deckel, welcher die

Aushohlung des aktiven Zentrums begrenzt, ist jeweils dunkelblau gekennzeichnet.

Kristallographische Analysen zeigten, dass bislang alle FAEs eine a/f-Hydrolase-Faltstruktur
aufweisen, welche den pilzlichen Lipasen gleicht [102, 104]. Die a/f-Hydrolase-Faltstruktur
von AnFaeA besteht aus einem zentralen neun-stringigen f-Faltblatt, welche von sieben a-
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Helices und zwei zusétzlichen Doppel-f-Faltbldttern umgeben wird (Abb. 1.4) [102]. Das
aktive Zentrum des Enzyms ist eingekerbt wie eine Art Aushohlung und wird durch einen
Deckel, eine Helix, begrenzt (Abb. 1.4). Entgegen der verwandten Lipase-Struktur weist die
Deckelstruktur einen hydrophilen Charakter auf. Besonders Tyr scheint fiir die FAE-Aktivitat
von Bedeutung zu sein, da nach Austausch von Phe100 zu Tyr im aktiven Zentrum einer Lipase
eine FAE-Aktivitit zu beobachten war [105]. Ferulasdure interagiert mittels der
Hydroxylgruppe am C4-Atom und dem Sauerstoff an der Ether-Funktion an C3 mit der
Hydroxylgruppe von Tyr80. Die Carboxyl-Funktion hingegen ist nahe dem Oxyanion-Loch
lokalisiert [101, 106]. Durchgefiihrte Ligand-Dockinganalysen zeigten den Grund, wieso CA-
ME nicht als Substrat der TypA FAE AnFaeA dient. Die Substratbindung ist in einer
entgegengesetzten, nicht-katalytischen Orientierung und so energetisch begiinstigt angeordnet
[107]. Unterschiede in den Aminosdureresten innerhalb der Schleifen und Doménen, die in
unmittelbarer Ndhe der katalytischen und den Substratbindungsregion lokalisiert sind,

ermOglichen verschiedenen FAEs, verschiedene Substrate umzusetzen [97, 102, 103].

1.6.2. Industrielle Applikation von FAEs

Pflanzliche Nebenstrome, wie sie bei verschiedenen industriellen Produktionen entstehen,
beinhalten ein nicht ausgeschopftes Potential an Rohmaterialien. Das Pflanzenmaterial besteht
aus einer Reihe von kovalent verkniipften konjugierten Polymeren wie Pektin, Lignin,
Cellulose und Hemicellulose. Die untergeordneten Strukturen wie bspw. Arabinoxylan
bestehen aus einem Polysaccharid-Riickgrat wie Xylose und sind durch andere Zuckerreste wie
Arabinose substituiert, wodurch der Zugang zu dem Zuckerriickgrat limitiert ist. Wie in 1.3
erwéhnt, konnen die einzelnen Polysaccharid-Riickgrate durch phenolische Sduren verestert
werden, was zu einer Ausbildung von Polysacharid-Polysacharid-Quervernetzungen fiihrt.
Daher wird fiir den Abbau des Polysaccharidsystems ein Enzymspektrum bendtigt, welches
synergistisch und kollektiv interagiert, um die Polysaccharide aus dem Netzwerk des
Rohmaterials freizusetzen. Zundchst katalysieren akzessorische Enzyme wie z. B. FAEs die
Hydrolyse der veresterten Quervernetzungen der Polysaccharid-Ketten, brechen so die
strukturgebenden Formationen auf und gewihrleisten den Zugang von hauptkettenabbauenden
Enzymen zum Polysaccharid-Riickgrat [108]. Diese Enzymreaktion ist eine Schliisselreaktion
bei dem Abbau von Pflanzenbiomasse, was die FAEs zu einem vielseitigen und bedeutsamen
Enzym fiir die biomassenverarbeitende Industrie macht. Zusitzlich erweisen sich Enzyme
aufgrund ihrer hohen Spezifitit beziiglich biologischer Substratumwandlung als eine geeignete

Alternative gegeniiber chemischen Prozessen.
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Bei der Herstellung von qualitativ hochwertigen Fasern fiir die Industrie stellt die Entfernung
von Lignin wihrend der Verarbeitung eine groBe Herausforderung dar. Lignin ist in ein
Netzwerk von Cellulose und Hemicellulose eingebettet und ist fiir die dunkle Farbe der Pulpe
verantwortlich. Um diese dunkle Farbung zu beseitigen, wird der Kraft-Prozess angewandt,
wobei bei dieser chemischen Behandlung Chlorine fiir das Bleichen und Entfernen des Lignins
verwendet werden. Die daraus entstehenden Produkte stellen krebserregende und
umweltverschmutzende Komponenten wie Dioxine und Chlorolignine dar. Eine
enzymkatalysierte Faserbleichung unter Verwendung von AnFaeA in Kombination mit einer
Peroxidase (EC 1.11.1.13) bzw. Xylanase erzielte ein Bleichen des Rohprodukts sowie die
Freisetzung von phenolischen Komponenten, die nachfolgend weiterverarbeitet werden
konnten [109-111]. Des Weiteren stellt die Bekommlichkeit bzw. Verdaulichkeit ein wichtiges
Kriterium fiir die Produktion von Tiernahrung dar. Die Vorbehandlung von Pflanzenbiomasse
mittels FAEs verbessert die Faser-Verdaulichkeit, die Bioverfiigbarkeit und fordert so das
Tierwachstum [91]. Eine weitere Anwendung stellt die Freisetzung von fermentierbaren
Oligosacchariden unter Anwendung eines FAE-enthaltenen Enzymcocktails dar, um
nachfolgend Bioethanol zu produzieren [112]. Auch hier ergibt sich der Vorteil des Einsatzes
von FAEs, da als Nebenprodukt Hydroxyzimtsdurederivate freigesetzt werden, welche
ebenfalls wertvoll fiir eine weiterfiihrende industrielle Verarbeitung sind. Als akzessorisches
Enzym zeigte eine Chlorogensdureesterase mit FAE Nebenaktivitit teigverdndernde
Eigenschaften, sodass FAEs auch als Backmittel eingesetzt werden konnen [99]. Dariiber
hinaus resultierte der Zusatz einer Typ C FAE aus Talaromyces stipitatus zum Teig in ein
erhohtes Brotvolumen und eine verbesserte Krumenweichheit und Krustenfarbe [113].

Neben den FAEs konnen auch die freigesetzten Hydroxyzimtsiduren, wie bspw. Ferulasiure

wirtschaftlich genutzt werden.

HO 0
0]
/ RN
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Ferulasdure Vanillin Guajacol

Abbildung 1.5: Ferulasiure als Aromavorstufe fiir Vanillin und Guajacol.
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Zum einem fungiert FA als Antioxidans und wirkt so als Radikalfinger [114]. Zum anderen
zeigt FA UV-absorbierende Eigenschaften, wonach die Sdure als Additiv in Sonnencremes
zugesetzt werden kann [115]. Als Tyrosinase-Inhibitor finden Hydroxyzimtséure-Derivate
Einsatz als Depigmentierungs-Agens, um der Bildung von Melanin vorzubeugen [116]. Fiir die
Aromastoffindustrie ist FA als Aromavorstufe fiir Vanillin und Guajacol von Bedeutung (Abb.
1.5) [117, 118]. Zudem zeigt FA antimikrobielle, entziindungshemmende, anti-diabetische,

anti-kanzerogene, anti-thrombotische und Cholesterin senkende Eigenschaften [91].
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1.7. Ziele der Arbeit

Der Konsum von Backwaren und die Nachfrage nach neuen Produkten steigen stetig. Um den
wirtschaftlichen, 6kologischen sowie den qualitativen Anforderungen gerecht zu werden,
wurden in der Vergangenheit Strategien entwickelt, welche das Hinzufligen von Backmitteln
innerhalb des Backprozesses beinhaltete. Wiahrend chemische Additive teilweise von
natiirlichen enzymatischen Zusétzen abgelost wurden, ist hier weiterhin ein grofler
Forschungsbedarf vorhanden, da Enzyme im Bereich der Substratspezifitidt und Selektivitit,
Nachhaltigkeit sowie der Kundenakzeptanz iiberlegen sind.

FAEs stellen aufgrund ihrer zahlreichen Anwendungspotentiale in der Pharma- und
Lebensmittelindustrie eine bedeutsame Enzymklasse dar. Neben den bereits bekannten
Einsatzgebieten und zahlreichen Publikationen wurden allerdings bisher nur sehr wenige FAEs
mit einer Applikation in der Backindustrie beschrieben. Als akzessorisches Enzym hilt diese
Enzymklasse jedoch ein hohes Potential inne, um die Teigeigenschaften nachhaltig zu
beeinflussen. In Vorarbeiten zeigte der Kulturiiberstand aus Streptomyces werraensis eine hohe
FAE-Aktivitit, sodass es ein Ziel dieser Arbeit war, die FAE (SWFAED) aus dem Uberstand
zu reinigen und nachfolgend die Gensequenz zu identifizieren. Ferner sollte das Enzym auf
molekularer sowie biochemischer Ebene charakterisiert werden. Um eine grof8ere Menge des
Proteins und eine leichte Zuginglichkeit zu gewihrleisten, sollte das Enzym heterolog in
Escherichia coli exprimiert werden. Abschliefend galt es, den Einfluss der enzymatischen
Aktivitdt auf das Weizengebédckvolumen zu untersuchen und zu evaluieren.

Ein weiterer Fokus dieser Arbeit lag auf der Produktion einer Prolyl-spezifischen
Endopeptidase aus Flammulina velutipes (FvpP). Diese sollte prolinhaltige Peptide spalten
konnen, da gesundheitliche Aspekte wie die Zoliakie oder andere Gluten-assoziierte
Krankheiten die Backindustrie vor neue technologische Herausforderungen stellt, bei denen
eine verstirkte individuelle Erndhrungsweise der Konsumenten im Fokus steht. Vorherige
biochemische Charakterisierungen zeigten ein breites Substratspektrum der Hydrolyse von
komplexen prolinhaltigen Proteinen, welche stetig in der Lebensmittelindustrie verwendet
werden.

Vor diesem Hintergrund konnte mittels Spaltstellenanalyse eines Zoliakie-Epitop-Polypeptids
die potentielle industrielle Anwendung als Backmittel fiir die Gluten-Reduzierung bestitigt
werden. Folglich sollte fiir das Enzym eine geeignete und neuartige Expressionsmethode
entwickelt werden. Ferner sollten bioinformatische Analysen genutzt werden, um die
Sequenzvergleiche zwischen der FvpP und anderen Prolyl-spezifischen Peptidasen

durchzufiihren.
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2. Vorwort zur Publikation ,,A type D ferulic acid esterase from Streptomyces
werraensis affects the volume of wheat dough pastries”

Die Enzymklasse der FAEs besitzt aufgrund ihrer Féhigkeit, Esterbindungen in pflanzlichen
Zellwandpolysacchariden zu hydrolysieren und somit Phenolsduren freizusetzten, ein grof3es
industrielles Potential [15]. Es ist erwiesen, dass Verdnderungen von Nicht-Stérke-
Polysacchariden in Mehlerzeugnissen einen Einfluss auf die Teigeigenschaften im Backprozess
haben [21].

Umso erstaunlicher war es, dass zu Beginn dieser Forschungsarbeiten nur sehr wenige
Publikationen iiber FAEs als Backmittel sowie deren Einfluss auf die Teigeigenschaften zu
finden waren. Begriindet ist dies in der limitierten Zugénglichkeit von FAEs, sodass nur sehr
wenige FAEs auf dem Markt kommerziell erhiltlich sind. Dariiber hinaus stellt der Einsatz von
Enzymen als Backmittel eine Alternative zu chemischen Additiven dar, da diese meist nicht
mehr aktiv im finalen Produkt vorliegen und somit nicht als Zusatzstoff deklariert werden
miussen.

Die nachfolgende Publikation beschreibt die Reinigungsstrategie einer FAE aus dem
Kulturiiberstand von S. werraensis (SWFAED) und die Generierung der isolierten FAE als
aktives Enzym mittels des gewihlten Expressionssystem pCOLD I DNA in E. coli. Hierbei
konnte die Ausbeute an 16slichem Protein mittels einer Co-Expression der Chaperone groES-
groEL um den Faktor zwei erh6ht werden. Folgend sollte das Enzym biochemisch sowie auf
genetischer Ebene charakterisiert werden. Mit dem isolierten Enzym wurde ein umfassendes
Substratscreening durchgefiihrt, wobei nicht nur artifizielle Zimtsdure-und Benzoesdureester-
Derivate verwendet wurden, sondern ebenfalls natiirlich feruloylierte Saccharide als Substrate
dienten. Die publizierten Assays beschrinken sich dagegen meist auf das synthetische Substrat
Ferulasduremethylester, da dieses kommerziell erhéltlich ist. Um die potentielle
biotechnologische Applikation des Enzyms in der Backindustrie zu untersuchen, wurden
Backstudien in Hinblick auf eine Gebickvolumenvergroferung durchgefiihrt und anschlieBend
bewertet.

Anteilig an diesem Forschungsprojekt waren Ann-Karolin Scheu und José L. Copa-Patifio,
welche den Kulturiiberstand von S. werraensis zur Verfiigung gestellt haben. Ebenfalls waren
David Thiesing und Lutz Popper beteiligt, welche die erforderlichen Backversuche
durchfiihrten. Annabel Nieter steuerte zu der Projektidee bei, sowie Ralf G. Berger, der als
Arbeitsgruppenleiter fiir die finanziellen Mittel und die Betreuung im Rahmen der Promotion

verantwortlich war.
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3. A type D ferulic acid esterase from Streptomyces werraensis affects the volume of
wheat dough pastries

Kathrin Schulz; Annabel Nieter; Ann-Karolin Scheu; José L. Copa-Patifio; David Thiesing,
Lutz Popper; Ralf G. Berger

3.1. Abstract

A type D ferulic acid esterase (FAE) was identified in the culture supernatant of Streptomyces
werraensis, purified, sequenced, and heterologously produced in E. coli BL21(DE3)Star by co-
expressing chaperones groES-groEL (69 U L!). The unique enzyme with a mass of about
48 kDa showed no similarity to other FAEs, and only moderate homology (78.5 %) to a
Streptomycete f-xylosidase. The purified reSWFAED exhibited a temperature optimum of
40 °C, a pH optimum in the range from pH seven to eight and a clear preference for bulky
natural substrates, such as 5-O-frans-feruloyl-L-arabinofuranose (FA) and f-D-xylopyranosyl-
(1—-2)-5-O-trans-feruloyl-L-arabinofuranose (FAX), compared to the synthetic standard
substrate methyl ferulate. Treatment of wheat dough with as little as 0.03 U or 0.3 U kg
reSWFAED activity resulted in a significant increase of the bun volume (8.0 or 9.7 %, resp.)
after baking when combined with polysaccharide degrading enzymes from Aspergillus. For the
first time, the long-standing, but rarely proven positive effect of a FAE in baking was

confirmed.

3.2. Keywords

Ferulic acid esterase; baking; Streptomyces werraensis; heterologous expression
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3.3. Introduction

Ferulic acid esterases (FAE, EC 3.1.1.73) constitute a subclass of carboxylic acid esterases,
which release phenolic acids, such as ferulic acid (FA), from lignocellulosic plant biomass by
hydrolyzing ester bonds between hydroxycinnamic acids and plant polysaccharides. Due to
claimed anti-inflammatory, antioxidant, anticarcinogenic and UV absorbing activities, ferulic
acid and its releasing enzyme FAE are of high interest to the cosmetic and pharmaceutical
industry [114, 115, 119, 120]. Furthermore, FAEs may help valorizing side-streams of food
processing, support bioethanol production and the preparation of animal feed [109, 112, 121,
122]. As a precursor of vanillin, FA and consequently FAEs are also of interest to the flavor
industry [117]. Moreover, enzymatic dimerization of ferulic acid resulted in the formation of
dehydrodiferulic acid, a precursor of bioactive lignans [123] which exhibit possible taste
improving qualities in bitter foods, such as coffee and tea [124].

FAEs were also supposed to improve dough rheology when added as a supplement in the baking
process [125]. Improvements in dough preparation comprise machinability, stability, flexibility
and increased bun volume. Wheat flour, the main component of many bakery products, contains
a variety of covalently conjugated polymers and polycondensates including lignin, pectin,
cellulose and hemicelluloses, such as arabinoxylans. Arabinoxylan is a prime target of dough
improvement and is composed of a soluble water-extractable (WE-AX) and insoluble water-
unextractable arabinoxylan (WU-AX). Both contribute to the physicochemical properties of
dough [16]. WU-AX has a high water-absorbing capacity; consequently, the cell wall material
has an impact on the dough characteristics which can be modified by enzymatic degradation
[126]. Arabinoxylans as heterogeneous macromolecules are ester or ether linked by phenolic
acids, such as ferulic acid or p-coumaric acid and contribute to a complex polysaccharide
network [14, 127]. To break down the network, degrading enzymes need to work
synergistically. As an accessory enzyme, FAE plays a key role in enhancing the accessibility
of main-chain- polysaccharides to degrading enzymes [13].

The treatment of dough with xylanase led to an increased bun volume and the formation of finer
and more uniform crumbs [49]. However, xylanases are only capable of degrading the main
chain of polysaccharides and cannot destruct phenolic acid linkages within the polysaccharide
network. Thus, by breaking the cross-links of cell wall polysaccharides, FAEs might be useful
in baking. In this study, the purification, heterologous expression and biochemical
characterization of a ferulic acid esterase from S. werraensis (SWFAED) is described. Evidence
for a synergistic interaction with polysaccharide degrading enzymes of the purified

heterologous enzyme and a significant effect on bun volume is presented.
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3.4. Material and Methods
3.4.1. Chemicals, reagents and substrates

All chemicals used were purchased from Carl Roth (Karlsruhe, Germany), Merck (Darmstadt,
Germany), Fluka (Buchs, Switzerland), or Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Germany), unless
otherwise noted. Methyl and ethyl ferulates were obtained from Alfa Aesar (Karlsruhe,
Germany). Methyl caffeate, p-coumarate, and sinapate were synthesized according to methods
described by Borneman et al. [128]. Feruloylated saccharides [5-O-trans-feruloyl-L-
arabinofuranose (F-A), p-D-xylopyranosyl-(1->2)-5-O-trans-feruloyl-L-arabinofuranose (F-
AX), and o-L-galactopyranosyl-(1->2)-4-D-xylopyranosyl-(1->2)-5-O-trans-feruloyl-L-
arabinofuranose (F-AXG)], were prepared from de-starched corn bran as described previously

[100, 129]. PCR primers were synthesized by Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Germany).

3.4.2. Purification of the native SWFAED
Lyophilisate of S. werraensis strain UAH-SH (DSM 19007; DSMZ, Braunschweig, Germany)

culture supernatant, pre-analyzed for FAE activity, was provided by J. L. Copa-Patifio and
J. Soliveri (Universidad de Alcala, Madrid, Spain). The crude lyophilisate was dissolved in
10 mM Tris/HCI buffer pH 8.5, and interfering proteins were separated by adding stepwise
solid ammonium sulfate. Precipitated proteins were separated by centrifugation. After reaching
a saturation of 60 % (w/v), the precipitates were re-suspended in 10 mM Tris/HCI pH 8.5 and
analyzed for FAE activity. The active fraction was desalted by using an ultrafiltration module
(10 kDa cut-off, PES; Sartorius, Gottingen, Germany). The sample was loaded onto a
diethylaminoethyl (DEAE) sepharose fast-flow column (7 x 25 mm, GE Healthcare,
Buckinghamshire, England), previously equilibrated with buffer A (10 mM Tris/HCI buffer
pH 8.5). The FAE was eluted with a step elution of 10 % buffer B (buffer A with 1 M NaCl).
Active fractions were pooled, adjusted to 0.7 M ammonium sulfate and applied onto a butyl
sepharose high performance column (7 % 25 mm, GE Healthcare, Buckinghamshire, England),
previously equilibrated with buffer C (50 mM Bis-Tris pH 7.0 with 0.7 M ammonium sulfate).
Fractions were collected after gradient elution with buffer D (buffer C without ammonium
sulfate) and analyzed for FAE activity. Fractions eluted with 69 to 93 % buffer D were loaded
onto a sodium dodecyl sulfate (SDS)-polyacrylamide gel.
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3.4.3. Measurement of FAE activity

The standard reaction mixture contained 25 pl of sample, 10 pl Tris buffer (500 mM, pH 7.5)
and 65 pl of substrate (3 mM). Methyl ferulate was used as standard substrate. After incubation
for one hour at 37 °C, the reaction was terminated by adding acetonitrile to reaction volume 1:1
(v/v). The release of the corresponding free acids was analyzed by high performance liquid
chromatography (HPLC-UV/Vis) [130]. The hydrolysis of other benzoic and cinnamic acid
ester derivatives as well as feruloylated saccharides was measured at the respective Amax. All

measurements were performed in triplicates.

3.4.4. Denaturing SDS-PAGE

The molecular mass and purity of the enzyme was determined by SDS-PAGE using a 12 %
polyacrylamide separation gel [40]. Samples were prepared by mixing protein solution and
loading buffer (0.1 M Tris-HCI, pH 6.8, 0.2 M dithiothreitol, 4 % SDS, 20 % glycerol, 0.2 %
bromophenol blue) and boiled for 10 min. Samples were applied on the gel, as well as a protein

standard (BioRad, Munich, Germany). The protein electrophoresis was performed at 13 mA.

3.4.5. Peptide mass fingerprinting

Amino acid sequences of tryptic peptides of SWFAED were deduced by electrospray ionization-
tandem mass spectrometry (ESI-MS/MS) using a maXis quadrupole time of flight (QTOF)
mass spectrometer (Bruker, Bremen, Germany) [100]. Homology searches were performed

with the obtained amino acid sequences using public software (NCBI BLAST, blastp program).

3.4.6. DNA isolation and amplification of the swfaed gene

S. werraensis cells were disrupted in breaking buffer (2 % Triton X 100, 1 % SDS, 100 mM
NaCl, 10 mM Tris pH 8.0, 1 mM EDTA) using a precellys24 bead homogenizer (peqlab,
Gottingen, Germany). Genomic DNA was isolated via phenol-chloroform-isoamyl alcohol
precipitation and served as a template for amplification of the swfaed gene [131]. Amplification
of the sequence was achieved by using untranslated-region (UTR) primers swfaed for (5’
aaccctcctgtccacccacac 3’) and swfaed rev (5’ agtctgacggcaacttctgageat 3°), derived from the
genome of Streptomyces griseorubens strain JSD-1. PCRs were performed using a standard
protocol (Phusion High-Fidelity DNA polymerase, Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Germany)
and a thermocycler (pegSTAR 2X Gradient Thermocycler, Peqlab, Erlangen, Germany). The

thermal cycler profile was as follows: Denaturation at 98 °C for one minute, 35 cycles at 98 °C
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for 10s, 57 °C for 30 s, at 72 °C for 1.5 min followed by a final extension step at 72 °C for
10 min. After product extraction from 1 % agarose gels using the NucleoSpin Extract II Kit
(Macherey & Nagel, Diiren, Germany), the appropriate insert fragment was ligated into a
pUCS57 vector (Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Germany) previously linearized by the blunt
end cutter EcoRV, using the T4 Ligase (Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Germany). The
plasmid DNA was propagated in Escherichia coli TOP10, isolated with a NucleoSpin Plasmid
Kit (Macherey-Nagel, Diiren, Germany), and sequenced by Seqlab, Gottingen, Germany.

Subsequently, swfaed was re-amplified from pUCS57-swfaed-construct using the primers
swfaedexp for (5>  atgcaggagctcatggccatgaacaggegt 3°),  swfaedexpwS for (5’
aatatagagctctcctcgetegeccegge 3’) and swfaedexp _rev (5° gtaatgggatcctcagacgttgacgaggtcg 3°)
with and without internal signal sequence. Signal peptide was identified using SignalP4.0 [132].
The forward primers included a digestion site for Sacl, the reverse primer contained a BamHI
digestion site (underlined) to ligate the amplified DNA in frame with the N-terminal His-tag
epitope of the vector. After purification of PCR fragments by gel electrophoresis and extraction
from the gel, the DNA as well as the plasmid pCOLD I DNA were digested with Sacl and
BamH]I (Thermo-Scientific, St. Leon-Rot, Germany). The ligation resulted in the expression
vector pCOLD I DNA -swfaed, which was subsequently transformed into E. coli
BL21(DE3)Star. The E. coli BL21(DE3)Star cells containing the empty pCOLD I DNA vector

were propagated analogously and served as the negative control.

3.4.7. Heterologous expression of the swfaed gene in E. coli and purification of the
recombinant protein

SwFAED was produced heterologously in E. coli strain BL21(DE3)Star (Invitrogen, Karlsruhe,
Germany) using the cold shock expression vector pPCOLD I DNA (TaKaRa Mobitec, Gottingen,
Germany). Additionally, different chaperons [dnaK-dnaJ-grpE; groES-groEL; groES-groEL-
tig; tig; (TaKaRa Mobitec, Gottingen)] were co-expressed in the same strain. For expression, a
shaking culture was inoculated from an overnight culture to an ODsoo 0.05 in LB-media with
50 pg mL~ ! ampicillin, 20 pg mL™! chloramphenicol and 1 mg mL™! arabinose or 5 ng mL"!
tetracycline, respectively. The culture was incubated at 37 °C until ~ODsoo 0.5 was reached.
0.1 mM isopropyl-B- D-thiogalactopyranosid (IPTG) was added to the culture, and the cells
were cultivated at 17 °C and 200 rpm for 20 h, harvested, re-suspended in 50 mM BisTris
pH 7.0 prior homogenization by the precellys24 bead homogenizer (peqlab, Gottingen,

Germany), and the cell debris separated from the lysate via centrifugation.
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The purification of the recombinant protein was conducted via Ni-NTA. The lysate was
incubated for one hour in binding buffer (0.5 M NaCl, 20 mM Tris pH 7.9 and 5 mM imidazole)
at 4 °C while shaking. The sample was washed four times with increasing imidazole
concentration up to 45 mM. After elution with 500 mM imidazole, the recombinant protein was
desalted by using Sephadex G-25 Medium (GE healthcare, Freiburg, Germany). For further

characterization, the samples were stored at -20 °C.

3.4.8. Nucleotide sequence accession number

The sequence of SWFAED has been deposited in the GenBank database under accession no.

LN871453.

3.4.9. Biochemical characterization of recombinant SWFAED (reSwFAED)
3.4.9.1. Determination of temperature and pH optimum and stability

All enzyme stabilities and optima were determined using the above method with the
heterologous enzyme (cf. Measurement of FAE activity). ReSWFAED was incubated at
different pH values: Glycine (pH 2.0 to 3.5; pH 9.0 to 9.5); acetate (pH 4.0 to 5.5); BisTris
(pH 6.0 to 7.0); Tris (pH 7.5 to 8.5). For pH stability determination, 75 pul reSSWFAED were
incubated with 4.5 pl of 500 mM buffer solution at various pH at 37 °C for one hour. 20 pl of
this reaction were mixed with 25 pl of 500 mM Tris buffer pH 7.5 and 60 pl of 3 mM substrate
and incubated at 37 °C for one hour. The residual enzyme activity was analyzed. For
temperature optimum determination, an activity assay was conducted at different incubation
temperatures between 20 and 90 °C. Temperature stability was determined by incubating
reSWFAED at different temperatures for one hour prior to activity assay. All enzyme
incubations were carried out in a thermocycler (pegSTAR 2X Gradient Thermocycler, Peqlab,
Erlangen, Germany) and carried out as triplicates. The activity assay was performed as

described above (cf. Measurement of FAE activity).

3.4.9.2. Substrate specificity and Kkinetic parameters

ReSWFAED substrate specificity was examined using the substrates listed in Table 3.1. To
determine the kinetic constants, ferulic acid methyl ester, sinapinic acid methyl ester and F-A
were used as substrates. ReSSWFAED was incubated using different concentrations of substrate
(0.01 mM, 0.015 mM, 0.03 mM, 0.1 mM, 0.15mM, 0.3 mM, 1 mM, 1.5mM and 3 mM).
Kinetic constants were defined by SigmaPlot 12.5 (Systat Software Inc., Chicago, IL, USA).

Blank experiments were carried out for all assays by using water instead of reSSWFAED. All
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reactions were carried out as triplicates. The activity assay was performed as described above

(cf. Measurement of FAE activity).

3.4.9.3. Release of diferulic acid from wheat bran

For the identification of diferulic acid release from wheat bran, 100 ul of reSwFAED
corresponding to 191 mU were incubated with 100 pl of different xylanase mixtures
[(Trichoderma viride, Fluka (Buchs, Switzerland), Bacillus spp., Aspergillus niger
(Sternenzym, Hamburg, Germany)], corresponding to one unit each, 100 ul ddH,O, 100 pl
500 mM Tris buffer pH 7.5 and 20 mg wheat bran for 40 h at 37 °C and 650 rpm. The reaction
was terminated by adding 400 pl of acetonitrile. Blanks were carried out using water instead of
reSWFAED. High performance liquid chromatography coupled to a triple quadrupole mass
analyzer was used to detect diferulic acid (Varian 212 LC pump, Pro Star 325 UV-Vis detector,
320 TQ-MS mass spectrometer). The MS was operated simultaneously in the ESI positive and
negative mode with a scan range of m/z 110-500. The MS parameters for ESI(+)/ESI(—) were:
capillary voltage +30 V/—60 V, needle voltage 5000 V/—4500 V, nebulizer gas (N2) 379 kPa,
drying gas 207 kPa at 350 °C. For HPLC, water and acetonitrile (MS-grade), both containing
0.1 % formic acid, were used as the mobile phase, and a linear gradient was run: 10 %
acetonitrile for three minutes, up to 90 % acetonitrile within 20 min, hold for 27 min and back
to start conditions within 5 min. The separation was performed on an RP-18 HD column
(Eurosphere 100-C18-5-HD, 250 x 4 mm, 5 um, Macherey-Nagel) at a flow rate of 0.3 mL per

minute.

3.4.10. Influence of reSSWFAED on dough volume

A dough consisting of 1 kg flour, 1.5 % instant yeast, 1.8 % salt, 1.5 % Biskin (sun flower oil,
palm oil and palm kernel oil, partially hardened; Peter K6lln GmbH & Co. KGaA, Elmshorn,
Germany), 40 ppm ascorbic acid, and 0.6 L water was prepared. Furthermore, 1955 U kg! of
a-amylase from Aspergillus oryzae (Sternzym A 5070), 100 U kg! of hemicellulase from
Aspergillus niger with xylanase activity (Sternzym HC), and reSwFAED (0.03 U kg!;
0.3 U kg!; 3 U kg!) respectively, were added to the mixture. The dough was kneaded for 2 min
at 25 Hz and 6 min at 50 Hz using a spiral kneader (DIOSNA SP 12, DIOSNA Dierks &S6hne
GmbH, Osnabriick, Germany). The dough was allowed to rest for 10 min and dough pieces
with a mass of 250 g were placed onto a griddle and allowed to rest again for 20 min.
Subsequently, the dough were placed in a fermentation chamber at 32 °C for 80 min then baked
at 220 °C for 30 min. The bun volume was determined by rape seed displacement (AACC
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standard 10-05.01) and the ratio volume/mass (specific volume) was calculated. Dough without

reSwFAED addition served as a reference. All baking trials were performed in quadruple.

3.5. Results

3.5.1. Purification of the native SWFAED and amplification of the swfaed gene

Three subsequent steps including ammonium sulfate precipitation (ASP), anion exchange- and
hydrophobic interaction chromatography (HIC) achieved SWFAED purification from the crude
lyophilisate of S. werraensis culture supernatant. The predicted molecular mass of SWFAED
was 46.33 kDa (Expasy), a value typical of FAEs. Purification progress was monitored by
denatured SDS-PAGE which showed two protein bands in three HIC fractions (69 to 93 % of

buffer D) with molecular masses of about 29 kDa (arrow 1) and 48 kDa (arrow 2), respectively

(Fig. 3.1 A).
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Figure 3.1 A) Purification of the native SWFAED. Coomassic blue-stained SDS-PAGE gel. Lane S: S.
werraensis culture supernatant. Lane ASP: S. werraensis culture supernatant after ammonium sulfate precipitation
(60 % saturation). Lane IEX: FAE active fractions after ASP and anion exchange chromatography. Lane HIC 17-
21: FAE active fractions after ASP, IEX and hydrophobic interaction chromatography. Lane M: Precision Plus
Protein Unstained Standard (Bio-Rad). Arrow 1: 29 kDa SWFAED. Arrow 2: 48 kDa SWFAED. B) Purification
of the reSWFAED. Coomassie blue stained SDS-PAGE gel. Lane F: Column flow through. Lanes W1 — W4: wash
fractions; lane W1: 5 mM imidazole; lane W2: 15 mM imidazole; lane W3: 30 mM imidazole; lane W4: 45 mM
imidazole. Lane E1: Fraction after elution with 500 mM imidazole. Lane E2: Fraction after second elution with

500 mM imidazole. Lane M: Precision Plus Protein Unstained Standard (Bio-Rad). Arrow 3: 50 kDa reSwWFAED.

Both bands were identified as a hypothetical protein from S. griseorubens with putative
conserved domains of the esterase-lipase superfamily. Parallel studies on the enzymes in
S. werraensis culture supernatant showed the presence of active peptidases (data not shown). It
was thus speculated that the smaller band at 29 kDa resulted from a partial degradation of the

full-length enzyme during the work-up. Bioinformatic analyses revealed the characteristic G-
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X-S-X-G motif of the serine esterase family which is typical of ferulic acid esterases [92]. Here,
the conserved motif was represented by a G-H-S-L-G pentapeptide. The amino acid sequence
showed only moderate similarity (78.5 %) and identity (71.1 %) to a p-xylosidase from
Streptomyces xiamenensis and some o/f-hydrolases and mucins, but no homology to any other
FAE. The encoding gene sequence of a ferulic acid esterase of S. werraensis (accession no.
LN871453) was identified. Moreover, a signal peptide of 30 amino acids was predicted using
SignalP4.0 [132]. On the basis of amino acid sequences, a phylogenetic analysis were

performed, using proteins with the highest found homology and other FAEs (Fig. 3.2).
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Figure 3.2: Phylogenetic analysis of SWFAED. The phylogenetic tree constructed with Dendroscope (version
3.5.9.): Neighbour-joining method was used for phylogenetic analysis of 17 amino acid sequences, related to
ferulic acid esterases and SWFAED. Xylan-f-xylosidase from Streptomyces xiamenensis [AKG42034.17]; o/f5-
hydrolase from Glycomyces tenuis [WP_026930788.1]; Mucin from Streptomyces rapamycinicus [AGP52122.1];
Faelll from Cellulosilyticum ruminicola [JF414105.1]; SCFAEDI from Schizophyllum commune [CEP25530.1];
ScFAED2 from Schizophyllum commune [CEP25532.1]; AoFAEC from Aspergillus oryzae [XP_001819091];
TsFAEC from Talaromyces stipitatus [CAD44531.1]; AnFAEA from Aspergillus niger [CAA70510.1]; UmChle
from Ustilago maydis [CDO67308.1]; ScEstB from Streptomyces cinnamoneus [AB921570.1]; AnChIE from
Aspergillus niger [ABK62698.1]; ScEstA from Streptomyces cinnamoneus [AB921569.1]; feelB from Cellvibrio
japonicus [ACE85652.1]; NcFAED from Neurosporra crasse [Q7RWXS8]; EstA from Piromyces equi
[Q9Y871.1]; TIFAEB from Talaromyces funiculosus [Q9HE18.1].

Pairwise alignment of FAEs showed no greater similarity than 30 %. All analyzed proteins can
be grouped into three phyla, whereas only Cellulosilyticum ruminicola Faelll was grouped in
the same phylum as SWFAED (Fig. 3.2). Pairwise sequence alignment showed low similarity

(24.7 %) and identity (14.1 %). Other type D FAEs branched on different phyla compared to
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SwWFAED. The type D FAE ScFaeD1 from Schizophyllum commune showed highest similarity
(29 %) and identity (20.5 %) among the FAEs compared. Relatively low similarity to other
FAEs underline the uniqueness of SWFAED.

3.5.2. Heterologous expression and purification of the SWFAED in E. coli

To express the swfaed gene in E. coli BL21(DE3)Star, the gene was cloned with and without
the sequence encoding the native signal peptide into the expression vector pPCOLD I DNA. A
distinctive feature of the expression vector used was the low-temperature expression promotor
Pcspa of E. coli which allowed the cultivation at lower temperatures, increasing the stability of
the produced proteins. The vector coded for an N-terminal hexahistidine-tag. Expression was
observed using E. coli BL21(DE3)Star cells containing the pCOLD I DNA-swfaed vector.
Moreover, co-expression of different chaperons was performed for promoting the yield of
soluble reSWFAED. Positive effects on solubility were found, for example, in the production
of a valencene dioxygenase from Pleurotus sapidus [133]. After cultivation and cell lysis, the
FAE activity, examined using methyl ferulate as substrate, was detected in the lysate indicating
the successful expression of the swfaed gene. Variants with or without the signal sequence
showed no differences in enzyme activity. Co-expression of reswfaed with groES-groEL
chaperons resulted in a doubling of the FAE-activity compared to an expression without
additional chaperons. No FAE activity was detected in negative controls. For further work,
reSWFAED bearing the native signal sequence was used.

Measurement of the FAE after separation of reSWFAED showed some activity in the flow
through and following washing steps, whereas the main activity was detected in the eluate.
Subsequent denatured SDS-PAGE confirmed the purity of the target protein (Fig. 3.1 B). A
single band at about 50 kDa (arrow 3) was detected in the elution fraction corresponding to the
predicted molecular mass of His-tag fused reSSWFAED of 48.7 kDa and was excised for mass

spectrometric protein sequencing.

3.5.3. Biochemical characterization, substrate specificity and Kinetic properties of
reSwFAED

The reSWFAED enzyme showed highest hydrolytic activity at pH 7.5 (Fig. 3.3 A). A residual
activity of 80 % was observed in a pH range of 7.0 to 8.0. Within a wide range of pH values
from pH 6.0 to pH 9.0 more than 50 % residual activity was found. The pH stability of the
enzyme was determined in a pH range from 4.5 to 8.0 with 80 % residual activity, using methyl

ferulate as substrate (Fig. 3.3 B). Maximum enzyme activity was recorded at 40 °C (Fig. 3.3 C).
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The enzyme exhibited over 80 % residual activity within the temperature range from 20 to
45 °C, whereas temperatures above 45 °C decreased the activity strongly. After pre-incubation
from 20 to 40 °C, reSWFAED retained 80 % of its activity, whereas the activity decreased
rapidly above 40 °C (Fig. 3.3 C).
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Figure 3.3: Effect of pH and temperature on reSWFAED activity. A): The pH optimum was determined using
50 mM glycine buffer (filled circles), 50 mM acetate buffer (open circle), 50 mM Bis-Tris buffer (filled triangle),
and 50 mM Tris buffer (open triangle); B): pH stability; C): The temperature optimum (filled circles) and
thermostability (open circles) was determined by incubating reSWFAED at different temperatures from 20 to
90 °C. Relative enzyme activity [%] is defined as the percentage of activity detected with respect to the maximum
observed esterase activity in each experiment. Values are the averages of data from triplicate experiments, with

standard deviations shown as error bars.

The substrate specificity of the purified reSWFAED was evaluated using a set of synthetic and
natural substrates including benzoic and cinnamic acid ester as well as F-A, F-AX, F-AXG and
chlorogenic acid. Among all natural substrates, F-A was hydrolyzed most efficiently

(1.72 U mg!) and set to 100 % (Table 3.1).

Table 3.1: Substrate specificity of purified recombinant SWFAED.

Substance Relative esterase activity Specific esterase activity
[76] (SE) [Umg]
F-A 100 (0.36) 1.72
F-AX 75.29 (0.28) 1.29
F-AXG 66.37 (2.6) 1.14
Methyl sinapate 47.13 (1.04) 0.81
Methyl ferulate 36.28 (0.59) 0.62
Ethyl ferulate 14.39 (0.07) 0.25
Methyl p coumarate 8.7 (0.95) 0.15
Methyl cinnamate 7.35(0.14) 0.13
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Methyl caffeate 5.28 (0.11) 0.09
Ethyl cinnamate 1.13 (0.08) 0.02
Methyl benzoate 0.91 (0.13) 0.02
Methyl 4-hydroxy benzoate 0.82 (0.12) 0.01
Methyl 3-hydroxy benzoate 0.6 (0.13) 0.01
Propyl 4-hydroxy benzoate 0.34 (0.14) 0.01
Ethyl 4-hydroxy benzoate 0.25 (0.14) 0.01
Chlorogenic acid ND ND
Ethyl benzoate ND ND
Butyl 4-hydroxy benzoate ND ND
Methyl gallate ND ND
Methyl salicylate ND ND
Methyl vanillate ND ND
Ethyl vanillate ND ND

Purified reSWFAED was incubated with 1.95 mM of different substrates for one hour at 37 °C, in 50 mM Tris
buffer pH 7.5. Relative enzyme activities were calculated based on the substances most preferred by reSwFAED,
F-A, which was set to 100 %. Numbers in parentheses are estimated standard error. Abbreviations: F-A: 5-O-
trans-feruloyl-L-arabinofuranose; F-AX: p-D-xylopyranosyl-(1->2)-5-O-trans-feruloyl-L-arabinofuranose; F-
AXG: a-L-galactopyranosyl-(1->2)-4-D-xylopyranosyl-(1->2)-5-O-trans-feruloyl-L-arabinofuranose; ND: Not

detectable.

Comparing relative activities, the reSSWFAED preferred bulky natural feruloylated saccharides
over synthetic substrates. The enzyme hydrolyzed F-AX and F-AXG with a relative activity of
75.29 % and 66.37 %, respectively. Among all cinnamic acid ester derivatives, methyl sinapate
was hydrolyzed most rapidly (47.13 %). The model substrates methyl ferulate, methyl p-
coumarate and methyl caffeate were hydrolyzed with decreasing relative rate (Table 3.1).
According to Crepin et al., ferulic acid esterases may be grouped into four different subclasses
due to the utilization of methyl ferulate, methyl sinapate, methyl-p-coumarate and methyl
caffeate [85]. As the reSWFAED hydrolyzed all of the four substrates, the enzyme belonged to
type C or D. To distinguish between both, the release of diferulic acid from de-starched wheat
bran in the presence of xylanase was analyzed to confirm that reSWFAED released diferulic
acid. The measurement showed that the reSWFAED activity decreased with increasing length
of the alkyl chain of the ester function [ethyl ferulate (14.39 %), methyl and ethyl cinnamate
(7.35 %, 1.13 %)]. Remarkably, reSSWFAED showed a low activity on benzoate derivatives.
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Chlorogenic acid, ethyl and butyl 4-hydroxy benzoate, methyl gallate, methyl salicylate, and
methyl and ethyl vanillate were not accepted as substrates.
Kinetic constants were determined from initial hydrolysis rates of the most preferred synthetic

substrates methyl ferulate, methyl sinapate, and the natural substrate FA (Table 3.2).

Table 3.2: Kinetic constants of purified recombinant SWFAED.

Substrate Kn [mM] keat [s1] keat/ Km [mM1s71]
Methyl ferulate 0.23 1.98 8.73

Methyl sinapate 0.12 0.89 7.67

FA 0.1 1.08 10.46

ReSwWFAED was incubated using different concentrations of substrate (0.0065 mM, 0.00975 mM, 0.0195 mM,
0.065 mM, 0.0975 mM, 0.195 mM, 0.65 mM, 0.975 mM and 1.95 mM) for kinetic parameters determination.

Abbreviations: F-A: 5-O-trans-feruloyl-L-arabinofuranose.

According to the K values the reSSWFAED showed almost the same affinity to FA as to the
most preferred synthetic substrate, methyl sinapate. The recombinant enzyme showed the
highest affinity towards methyl sinapate as synthetic substrate, followed by methyl ferulate
(methyl sinapate: 810 mU mg!; methyl ferulate: 620 mU mg™).

3.5.4. Baking trials with reSWFAED

Xylanase addition was shown to affect dough development and bun volume in previous works
[134, 135]. A synergistic interaction between ferulic acid esterases and xylanases in releasing
ferulic acid from natural substrates was reported [136]. Ferulic acid release from de-starched
wheat bran was enhanced, when both enzymes were incubated simultaneously in comparison
to a separate incubation [98, 136]. Based on that, a synergistic collaboration of FAE and
xylanase was supposed to be beneficial during the baking process.

A set of baking trials was performed to determine the effect of reSSWFAED in combination with
an a-amylase and a hemicellulase with xylanase activity on bun volume. All added reSWFAED
activities had a positive effect on bun volume, when the synergistic Aspergillus enzymes were
present. Using 0.3 U kg' reSWFAED the pastries volume increased from 5.997 mL g!' to
6.576 mL g”!, a volume increase of 9.65 % compared to the blank sample (Fig. 3.4). When
0.03 U kg! and 3.0 U kg™! were added to the dough, a somewhat smaller volume increase of
8.02 % and 5.19 %, respectively, occurred. Longer fermentation times did not lead to an

additional volume increase (data not shown).
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Figure 3.4: Single and synergistic effect of reSWFAED and xylanase on bun volume. A: Blank; No addition
of reSWFAED. B: 0.03 U kg™!' reSWFAED. C: 0.3 U kg"' reSWFAED. D: 3 U kg'! reSWFAED. To every sample
1955 U kg'!' of a-amylase and 100 U kg™!' of hemicellulase with xylanase activity was added.

3.6. Discussion

A type D ferulic acid esterase from S. werraensis was purified to homogeneity, and the
encoding gene sequence was identified. SWFAED was cloned with its native signal peptide into
the expression vector pCOLD I DNA. The protein was successfully co-expressed with chaperon
groES-groEL, purified and fully biochemically characterized.

The molecular mass determined for SWFAED by SDS-PAGE was 48 kDa and was similar to
other type D FAE from Piromyces equi (55.5 kDa) and S. commune (54 kDa, 63 kDa) [137,
138]. Other type D ferulic acid esterase, such as NcFAED from Neurospora crassa, exhibited
lower molecular masses of 32 kDa or even as low as 18.6 kDa [89, 139]. Among all FAEs,
conserved amino acids were identified [92]. Here, the conserved motif was exposed in a G-H-
S-L-G pentapeptide similar to type A FAEs of Aspergillus spp. [140]. However, other type D
FAEs from N. crassa, Sorangium cellulosum and S. commune showed different peptides, such
as G-F-S-Y-G, G-W-S8-Y-G and G-C-S-T-G, respectively [89, 138, 141]. Pairwise sequence
alignments among selected FAEs showed highest identity (20.5 %) and similarity (29 %) to S.
commune ScFaeD1, but this enzyme is classified in another phylum than SWFAED. Type C or
D FAEs show sequence similarity to chlorogenic acid esterase [15]. However, analyzed

chlorogenic acid esterase from U. maydis and A. niger were grouped into a different sub branch

39



A type D ferulic acid esterase from Streptomyces werraensis atfects the volume of wheat dough
pastries

as SWFAED (Fig. 3.2). SWFAED showed homology only to a S. xiamenensis f-xylosidase and
possessed no homology to any other FAE indicating a novel and unique sequence.

After co-expressing SWFAED in the heterologous host E. coli, the enzyme was purified and
biochemically analyzed. The temperature and pH optima (40 °C and pH 7.5) of reSWFAED
were in the range of other described FAEs and type D FAEs [138, 139, 141-143]. However,
compared to most FAEs, exhibiting pH optima from 4.0 to 7.6, reSWFAED showed a relatively
high pH optimum [15, 137]. FAE from Clostridium stercorarium showed a pH optimum of
pH 8.0, and Faell and Faelll from C. ruminicola showed a pH optimum between pH 8.0 and
9.0 [144, 145]. Other type D FAEs from Cellvibrio japonicas, Coptotermes formosanus, Rusa
unicolor, S. cellulosum and S. commune showed pH optima of 6.5, 7.0, 7.5 and the one from
Equus burchelli of pH 8.0, respectively [138, 139, 141-143]. pH and temperature stability of
reSWFAED (pH 4.5 to 8.0 and 20 to 40 °C) showed values similar to other FAE’s thermal and
pH stabilities. Higher pH stability of type D FAEs was only observed with the enzyme from C.
Jjaponicus in a pH range of 4.0 to 9.5 [143]. Moreover, other type D FAEs showed higher
thermostability (until 45 °C), respectively [141, 143]. Only S. cellulosum type D FAE was
stable up to a temperature of 55 °C [141]. The low temperature stability of reSSWFAED may
turn advantageous in industrial applications, because the enzyme activity will be reliably
inactivated during the thermal (baking) process.

A substrate profile was recorded using a variety of natural and synthetic substrates. The
reSWFAED hydrolyzed F-A best, and F-AX and F-AXG with a relative activity of 75.29 % and
66.37 %, respectively. This preference of F-AX after FA as natural substrate was in accordance
with A. oryzae FAEs [146]. However, S. commune ScFaeDs activity decreased in the order of
F-AX, F-AXG to F-A [138]. Due to ability of reSWFAED to release diferulic acid, the enzyme
was identified as a type D FAE. Furthermore, it was shown that reSWFAED activity decreased
by alkyl chain lengthening of the ester function in the substrate. In contrast, PeFaeA of
Pleurotus eryngii and TsFaeC from Talaromyces stipitatus showed no or even an increasing
impact of the alkyl chain length on FAE activity [88, 98]. Moreover, reSWFAED showed a low
activity on benzoate derivatives. Again, an influence of the alkyl chain length of the ester
function was found. Apart from ScFaeD1 and ScFaeD2, no other type D ferulic acid esterase
showed activity on benzoate derivatives [138]. Also, a hydroxyl group in para or meta-position
of the benzene ring was important; no enzyme activity was detected, if a hydroxyl group was
present in ortho position (methyl salicylate). Similar results were reported for a type C ferulic

acid esterase from 7. stipitatus [88].
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Four substrates were used for measuring kinetic constants of hydrolysis (Table 3.2). The Kn
values determined displayed values within the range of other reported K, data [15]. In contrast,
the TSFAEC from T. stipitatus showed a Kn value of 0.04 mM, and Faelll from C. ruminicola
showed a value of 0.03 mM [88, 144]. Other type D FAEs from S. cellulosum showed the same
(0.22 mM) or higher Kn values (0.74 mM) as reSWFAED, whereas reSWFAED exhibited a
20fold higher affinity for methyl ferulate than putative type D or C FAEs from Streptomyces
species (Km: 5 mM and 4.4 mM) [141, 147]. Potential type C/D FAE from Streptomyces species
exhibited Km values of 9.4 mM and 0.55 mM for methyl sinapate [147]. Regarding specific
activities, reSSWFAED exhibited 22 to 31fold higher specific activities than potential type D
FAEs from Streptomyces species and type D FAEs from C. japonicus regarding methyl ferulate
as a substrate [143, 147]. Even higher values were obtained analyzing methyl sinapate as
substrate. 1.1 — 10.5 mU mg! specific activity were detected for other type D or potential type
D FAEs, which resulted in a 74 to 726 higher specific activity [143, 147]. In contrast, S.
cellulosum showed 10 U mg! specific activity for methyl sinapate as substrate [141]. Methyl
ferulate hydrolysis efficiency of type D FAEs varied with kcaKm values from 11 to 37 mM's!
and methyl sinapate hydrolysis efficiency from 22 to 36 mM's’!. For both substrates,
hydrolysis was up to fivefold less efficient than with the type D FAE from S. cellulosum [141].
For application studies, the bun volume was assessed after treating dough with reSWFAED,
a-amylase and hemicellulase with xylanase activity in different concentrations. An increase of
bun volume was observed, when a low activity of this type D FAE was added together with
polysaccharide degrading enzymes, indicating a possible application of reSWFAED in baking.
The increase of the bun volume was detected after adding low activities (0.3 U kg!) to the
dough while preparation, whereas the highest activity applied resulted in a beginning decrease
of the pastries’ volume. Comparable effects of a decreasing bun volume after passing through
a maximum were also shown previously in baking trials using different xylanases [148, 149].
Similar results were reported using a type C ferulic acid esterase TsFaeC from 7. stipitatus,
whereas a chlorogenic acid esterase with a FAE side activity led to a decrease of the bun volume
[99, 150]. Differences in baking trials are explained by the low homology of the amino acid
sequence, as the pairwise sequence alignments indicated. Enhancement of pastry volume might
be attributed to the synergistic collaboration of reSWFAED and xylanase in degrading the
arabinoxylans. The TsFaeC was more specific for WEAX by releasing ferulic acid in
combination with xylanase. Another reason for an increased bun volume after treatment with
reSWFAED and polysaccharide degrading enzymes could be the conversion of WUAX into
soluble AX. In contrast to WEAX, WUAX negatively affect the baking products, because they
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adsorb water and impede the formation of the gluten network [16, 151]. The redistribution of
water to other flour components in the course of the action of hydrolytic enzymes is not fully
understood yet. Future baking trials may provide conclusive information about the applicability
of the reSWFAED or other type D ferulic esterases in the processing of wheat dough. The non-
existing homology to other FAEs and the positive effect on the bun volume underline the unique

characteristics of the SWFAED.
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4. Vorwort zur Publikation “A prolyl endopeptidase from Flammulina velutipes for the
possible degradation of celiac disease provoking toxic peptides in cereal proteins”

Prolyl-spezifische Peptidasen sind im Hinblick auf ihre katalytische Aktivitidt fiir die
Lebensmittelindustrie von grofer Bedeutung. Mit dem Einsatz dieses Enzyms konnen
Lebensmittel, welche einen hohen Prolinanteil aufweisen, nachhaltig modifiziert werden. Die
Spaltung vor bzw. nach Prolinresten ist den PEPs vorbehalten, da die zyklische Struktur des
Prolins Peptidolyse-Reaktionen stark verlangsamt. Eine kommerziell erhiltliche PEP aus
A. niger (An-Pep) wurde bereits fiir die Herstellung glutenfreier Backwaren und Entbitterungen
von Lebensmitteln untersucht [68, 152]. Bis vor wenigen Jahren waren nur PEPs tierischen,
pflanzlichen und bakteriellen Ursprungs bekannt. Erst in den letzten Jahren wurden einige
pilzliche Enzyme identifiziert, wobei die isolierten PEPs aus Basidiomyceten eine Minderheit
darstellen [55].

In Vorarbeiten wurde der Basidiomycet F. velutipes hinsichtlich der Sekretion von Peptidasen
in den Kulturiiberstand untersucht und eine Prolyl-spezifische Endopeptidase (FvpP)
identifiziert. Obwohl das Enzym bis zur elektrophoretischen Reinheit isoliert wurde, konnte das
Protein bis dato nicht aktiv heterolog produziert werden (Diss. L. Giesler, LUH 2014).

Eines der Ziele der nachfolgenden Publikation war die heterologe Expression der
extrazelluliren FvpP. Nachdem die Expression in E. coli, Pichia. pastoris und den
Basidiomyceten Ustilago maydis keinen Erfolg zeigte, wurde A. oryzae als effektives
Expressionssystem ermittelt. Dariiber hinaus sollte das Enzym auf molekularer sowie
biochemischer Ebene charakterisiert werden. Mittels Spaltstellenanalysen sollten ferner die
Applikation in der Backindustrie beziiglich des potentiellen Glutenhydrolysevermdgens
ermittelt werden, um so die Zoliakie-auslosenden Epitope aus Weizengluten zu reduzieren.
An diesem Forschungsprojekt beteiligt war Lucienne Giesler, welche die Reinigung und die
biochemische Charakterisierung durchgefiihrt hat. Diana Linke war an der Projektidee beteiligt,
sowie Ralf. G. Berger, der als Arbeitsgruppenleiter und im Rahmen der Promotion fiir die

Betreuung und die Finanzierung verantwortlich war.
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5. A prolyl endopeptidase from Flammulina velutipes for the possible degradation of

celiac disease provoking cereal proteins

Kathrin Schulz*; Lucienne Giesler, Diana Linke, Ralf G. Berger

5.1.  Abstract

A prolyl endopeptidase, FvpP, was identified in the culture supernatant of the basidiomycete
Flammulina velutipes and functionally expressed for gene verification in Aspergillus oryzae.
The wild-type FvpP with a molecular mass of 50 kDa under denaturing conditions, exhibited
optima at pH 5, and 45 °C and an isoelectric point of 3.8. Five mM Fe?" and Fe*" activated the
prolyl endopeptidase, while it was not affected by 10 mM CaClo, EDTA, and Pepstatin A.
Five mM Cu?*, Mn?", Zn?*, Ni**, Co*" and low Z-Pro-prolinal concentrations decreased the
enzyme activity. Concluded from comparative RP-HPLC and high-resolution QTOF-MS/MS
analyses of the hydrolytic cleavage products of gliadin, casein and gelatin, FvpP possessed a
P1-P1’-substrate specificity similar to the prolyl endopeptidase from Aspergillus niger (An-
Pep), although the sequence similarity was only 39 %. FvpP and An-Pep (S28.004; MEROPS)
are unique in the serine peptidase family S28, because they share more sequence similarity with
Pro-X carboxypeptidase (S28.001; MEROPS) and dipeptidyl peptidase II (S28.002; MEROPS)
than with prolyl oligopeptidases of the serine peptidase family S09. As a potential degrader of
the antigenic epitopes of a-gliadin, FvpP might provide an efficient tool for the processing of

wheat and other gluten containing cereals to better digestible foods for celiac patients.

5.2. Key words

Prolyl endopeptidase, S28 family, celiac disease, Flammulina velutipes, Aspergillus oryzae
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5.3. Introduction

With an annual world production of around 750 million tons, wheat is grown on more
agricultural area than any other food crop and is the main source of plant protein in human
nutrition [153, 154]. Wheat is composed of 8-15 % protein, from which 85-90 % is gluten [5].
The unique viscoelastic and adhesive properties of gluten facilitate the production of porous
bakery products. These are consumed as staple foods in many parts of the world and contribute
to the “westernization” of the diet. Less obvious sources of gluten and gluten hydrolysates are
convenience foods and cosmetics where they serve as stabilizing and binding agents [155].
Gluten, even if consumed only once a day, may trigger a lifelong autoimmune disorder, called
celiac disease, from which one percent of the world’s population is supposed to suffer [5]. So
far, celiac disease is treated by a strict gluten free diet, implying that those affected are strongly
limited in their choice of food. The causative components of wheat gluten, the so-called
gliadins, occur as a group of storage proteins (a-/f-, y- and w-forms distinguished by solubility)
not only in wheat, but also in barley, rye, oats and spelt and show a high abundance of glutamyl
and prolyl peptides [8]. Due to the particular cyclic structure of proline, most peptidases do not
efficiently cleave the peptide bonds of proline-rich proteins, such as gluten, casein, collagen
and gelatin [52]. As a result, the hydrolysis of food proteins remains not only incomplete, but
may also lead to the release of stable, proline-rich bitter peptides [73]. To overcome these
problems, enzymes able to hydrolyze proline-rich peptides might offer a new strategy for celiac
disease therapy and bitterness reduction.

Prolyl-specific endopeptidases (EC 3.4.21.26) belong to the serine peptidase family and exhibit
the unique property of hydrolyzing peptides at the carboxy terminus of internal proline residues
[54]. The endopeptidases occur in a number of organisms, including bacteria, fungi and insects
[55]. Peptides causing an inflammatory response were detoxified by the treatment with a prolyl
endopeptidase from Flavobacterium meningosepticum [35]. A prolyl-specific endopeptidase
was applied in brewing and in the debittering of casein hydrolysates [68]. Due to the long
tradition in food fermentation processes, e.g. soy sauce, sake, miso, and shochu production,
some strains of Aspergillus are generally recognized as safe and are thus attractive candidates
for generating new prolyl endopeptidases. A prolyl endopeptidase from Aspergillus niger (An-
Pep) belonging to peptidase family S28.004 showed a debittering effect on hydrolysates when
incubated with f-casein [68]. Several studies confirmed that An-Pep efficiently degraded gluten
in vitro under conditions similar to those present in the gastrointestinal tract indicating that co-

administration of An-Pep with a gluten-containing meal might help reducing gluten toxicity
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[152]. Aspergillus oryzae was noted to produce a prolyl endopeptidase with a high affinity to
longer peptides compared to Ala-Pro-pNA and hydrolyzing intact casein [156].

Edible basidiomycetes (mushrooms) are another potent source of prolyl endopeptidases.
Agaricus bisporus and Coprinopsis clastophylla secreted extracellular prolyl endopeptidases in
liquid culture [157, 158]. During the screening of prolyl-specific peptidase-producing
organisms, Flammulina velutipes emerged as a promising candidate [159]. The aim of this study
was to purify this novel extracellular prolyl-specific endopeptidase (FvpP) from a submerged
culture, identify the gene sequence and verify the presumed catalytic activity by heterologous
expression in A. oryzae. A further target, was to biochemically characterize and to compare

properties and applicability with the commercially available standard enzyme An-Pep.

5.4. Materials and methods

5.4.1. Chemicals and reagents

All chemicals used were purchased from Carl Roth (Karlsruhe, Germany), Merck (Darmstadt,
Germany), Fluka (Buchs, Switzerland), or Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Germany), unless
otherwise noted. An-Pep was purchased from DSM, (Delft, Netherlands).

5.4.2. Cultivation of fungal strains and Escherichia coli

Cultivation of F. velutipes was carried out in shaking-flasks (250 mL) at 24 °C and 150 rpm as
described before [160]. For plasmid replication, E. coli strain TOP10 was grown in 10 mL LB
medium with ampicillin (50 pg mL ') overnight at 37 °C and 200 rpm. The gene sequence fipp
was heterologously expressed in 4. oryzae strain NSAR1 (genotype niaD ™, sC™, A argB, adeA™)
and maintained on DPY-agar (2 % dextrin from potato starch, 1 % polypeptone, 0.5 % yeast
extract, 0.5 % KH;PO4, 0.05 % MgSOs4, 2.5 % agar)[161]. For transformation, 4. oryzae was
inoculated in 50 mL GN media (2 % glucose, 0.43 % meat peptone, 0.43 % casein peptone,
0.64 % sodium chloride, pH 7.3) overnight at 28 °C and 150 rpm. After transformation, 4.
oryzae strain was grown on CZD/S media (3.5% Czapek Dox broth, 1 M sorbitol,
0.05 % adenine, 0.15 % methionine, 0.1 % ammonium sulfate, 1.5 % agar, pH 7.3). For fupp
expression, 4. oryzae was grown in 150 mL CMP media (3.5 % Czapek Dox broth, 2 %
maltose, 1 % polypeptone).
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5.4.3. Peptidase activity

Proline-specific peptidolytic activity was measured as follows: 120 uL of 25 mM sodium
acetate buffer pH 5.5, 10 pL benzyloxycarbonyl-glycine-proline-para-nitroanilide (Z-Gly-Pro-
pNA; 2 mM in dimethyl sulfoxide) and 20 pL enzyme preparation. The molar extinction
coefficient of para-nitroaniline was determined at * = 4,567 uL uM™! at 405 nm in a BioTek
Synergy 2™ microtiter plate reader (Bad Friedrichshall, Germany). The absorption was
measured at 37 °C and 405 nm for 90 min. Blanks were prepared with water instead of the
enzyme solution; inactivated enzyme solution was turbid. One unit of peptidolytic activity was
calculated as the concentration of enzyme required to produce 1 UM para-nitroaniline per
minute. One katal implies 1 mol s™! substrate conversion. For visualization of the peptidolytic
activity, zymography after native polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) was performed
with an incubation time of 17 h at 37 °C in 25 mM sodium acetate buffer, pH 5, with 0.3 %

gelatin co-polymerized into the gel [162].

5.4.4. Purification of the wild-type FvpP

The F. velutipes culture supernatant was harvested after seven days at the time of maximal
activity and concentrated using an ultrafiltration module (3 kDa cut-off, PES; Sartorius,
Gottingen, Germany). The purification was performed by preparative PAGE (model 491 Prep
Cell Biorad; Hercules, United States). Three milliliter of the concentrated sample were mixed
with three milliliter of sample buffer (0.1 M Tris/HCI; pH 6.8, 4 % SDS, 20 % glycerol, 0.2 %
bromophenol blue) and separated on a 12 % gel (8.2 cm? gel surface area), at 12 W constant
power, 4 °C with a flow rate of 0.8 mL min™' of 25 mM sodium acetate buffer pH 5.5, as elution
buffer for 10 h. Active fractions were collected, concentrated (MWCO 3 kDa) and pooled
(Table 5.1).

5.4.5. Denaturing SDS-PAGE

The molecular mass and purity of the enzyme was determined by SDS-PAGE using a 12 %
polyacrylamide separation gel [163]. Samples were prepared by mixing protein solution and
loading buffer (0.1 M Tris-HCI, pH 6.8, 0.2 M dithiothreitol, 4 % SDS, 20 % glycerol, 0.2 %
bromophenol blue) and boiled for ten minutes. Electrophoresis was performed at 13 mA. For
determination of molecular mass, a protein standard (Precision Plus Protein Standards Dual

Color and unstained; BioRad, Munich, Germany) was used.
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5.4.6. Peptide mass fingerprinting

The purified protein band of FvpP was excised from SDS polyacrylamide gel, dried,
consecutively incubated with dithiothreitol and iodine acetamide, and finally digested with
trypsin (sequencing grade modified trypsin; Promega, Madison, WI, USA). The peptides of
FvpP were deduced by electrospray ionization tandem mass spectrometry (ESI-MS/MS) using
a maXis quadrupole time-of-flight (QTOF) mass spectrometer (Bruker, Bremen, Germany) as

described previously [164].

5.4.7. cDNA synthesis and amplification of fvpp gene

RNA was prepared from mycelium using the NucleoSpin® RNA Plant Kit (Macherey-Nagel,
Diiren, Germany). cDNA synthesis was performed as described [164]. For amplification,
degenerated primers were designed from peptide sequences identified by ESI-MS/MS and a
standard PCR protocol was performed using the Dream™TagqDNAPolymerase (Thermo
Scientific, St. Leon-Rot, Germany). For the 5° - and 3’-RACE a modified protocol was used
and the template-switch oligo for the 5° RACE was synthesized [165, 166]. Once the complete
sequence was assembled, specific primers were designed for the amplification of the whole fupp
gene sequence (SM. 1; fvpP_for; fvpP _rev). The partial and the whole sequences were cloned
into a pUCS57 vector [163]. For gene expression, fypp gene sequence (Accession no. LN999508)
was cloned via exponential megapriming polymerase chain reaction (EMP) into the A. oryzae
expression vector pTAex3, using specific primer (SM. 1; fvpP_emp for; fvpP_emp rev). All
PCRs were performed using a standard protocol (Phusion High-Fidelity DNA polymerase,
Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Germany) and a thermocycler (pegSTAR 2X Gradient
Thermocycler, Peqlab, Erlangen, Germany). The thermal cycler profile was as follows:
denaturation at 98 °C for one minute, 35 cycles at 98 °C for 10 s, 65 °C for 30 s, at 72 °C for
one minute followed by a final extension step at 72 °C for 10 min. An insert fragment with
appropriate length was extracted from 1 % agarose gels using the NucleoSpin Extract II Kit
(Macherey & Nagel, Diiren, Germany). The amplified product was used in a second PCR
reaction as a megaprimer and specific primer (SM. 1; pTAex3) to amplify the target vector
construct pTAex3 FvpP. For the reaction 250 ng megaprimer and 50 ng of pTAex3 vector was
used and the cycler profile was as follows: denaturation at 98 °C for five minutes, 30 cycles at
98 °C for 30 s, 60 °C for 30 s, 72 °C for 4.5 min followed by a final extension step at 72 °C for
ten minutes. To remove the template vector, 1 ul Dpnl restriction enzyme (Thermo Scientific,
St. Leon-Rot, Germany) was added to the PCR reaction product and incubated for 45 min at

37 °C. The reaction mixture was heat shock inactivated at 80 °C for five minutes. The vector
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was extracted from 1 % agarose gels using the NucleoSpin Extract II Kit (Macherey & Nagel,
Diiren, Germany). For the phosphorylation reaction 10 U (167 nkat) of T4 polynucleotide
kinase (Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Germany), 2 ul adenosine triphosphate (ATP; 10 mM)
and 2 ul buffer A (Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Germany) were added to constructed vector
mixture in a total reaction volume of 20 ul. The reaction was incubated at 37 °C for one hour.
The phosphorylated vector was ligated overnight at 8§ °C using the T4 ligase (Thermo Scientific,
St. Leon-Rot, Germany) after adding 2 ul ATP to the reaction mixture. The plasmid DNA was
propagated in E. coli TOP10, isolated with a NucleoSpin Plasmid Kit (Macherey-Nagel, Diiren,
Germany) and sequenced by Seqlab, Gottingen, Germany.

5.4.8. Transformation of 4. oryzae and production of recombinant FvpP (reFvpP) for
gene verification

A. oryzae spores were inoculated in GN media overnight at 28 °C and 150 rpm, and the
mycelium was collected by filtration (Miracloth, Merck, Darmstadt, Germany). Protoplasts
were prepared with lysing enzymes from Trichoderma harzianum (Sigma Aldrich; 15 mg mL™!
in 0.8 M NaCl) and were shaken for three hours at 50 rpm at room temperature. Protoplast
pellets were separated from conidia by filtration and centrifuged at 3000 xg for five minutes.
Pellets were re-suspended in solution 1 (0.8 M NaCl, 10 mM CaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 7.5)
and mixed with 10 pg of pTAex3 FvpP and an empty pTAex3 vector as negative control
respectively, and incubated for 20 min on ice. Four times 250 pl of solution 2 (60 %
polyethylene glycol 3500 (w/v), 0.8 M NaCl, 10 mM CaClo, 50 mM Tris-HCI, pH 7.5) were
added drop by drop to the reaction mixture and incubated for 20 min at room temperature. Five
milliliters of fluent CZD/S media (supplemented with 0.8 % agar) was added to transformation
reaction, plated on CZD/S plates which were incubated at 28 °C for four days. Single clones
were transferred onto fresh CZD/S plates and incubated at 28 °C for four days again. Colonies
were inoculated onto DPY plates and incubated at 28 °C until a sizeable culture was visible.
For fvpp expression, transformed A. oryzae were inoculated in 150 mL CMP media and
incubated at 28 °C for six days at 150 rpm. The addition of 2 % maltose to the medium induced
the amyB promotor on the plasmid. Samples of the culture supernatant were collected daily and

analyzed for FvpP activity.
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5.4.9. Activity gel staining

Recombinant prolyl-specific activity was determined by gel staining according to Bozi¢ with
some modifications [167]. Samples were prepared by adding sample buffer 1:1 (v/v) (0.05 M
Tris/HCIL; pH 6.8, 2 % SDS, 10 % glycerol and 0.1 % bromophenol blue). A semi native PAGE
(12 %) was performed at 10 mA at 8 °C. Gel was washed with water and with 2.5 % Triton X-
100 twice before equilibrating with 25 mM sodium acetate pH 5.5. For substrate turnover, the
gel was incubated in 0.13 mM Z-Gly-Pro-pNA, dissolved in 25 mM sodium acetate pH 5.5 for
one hour at 37 °C. The gel was washed with water and incubated in 0.1 % (w/v) sodium nitrite,
dissolved in 1 M HCI for two minutes at room temperature. To remove NaNOy, the gel was
immersed in 1 % (w/v) urea and afterwards in 0.025 % (w/v) 1-naphthylamine solved in 22 %
(v/v) ethanol. Active enzyme appeared as a broad pink band as a result of the extended

incubation time.

5.4.10. Biochemical characterization

Because of its ample availability the purified wild type enzyme was used for further
characterization. For pH and temperature optimum Z-Gly-Pro-pNA was used as standard
substrate. Determination of the pH optimum was carried out using Britton-Robinson buffer
(40 mM H3BO3; 40 mM H3PO4; 40 mM CH3;COOH; 20 mM NaOH to adjust pH; ranging from
pH 3 to 9.5). Temperature optimum was investigated in 5 °C intervals between 20 °C and
50 °C. Thermal stability was examined by incubating the enzyme preparation for 20 h at 4 °C,
25 °C and 45 °C in 25 mM sodium acetate buffer pH 5.

Inhibition studies examined various metal ions, solvents and inhibitors, as listed in Table 5.2.
Reagents were added to the FvpP or to commercial An-Pep (DSM, Delft, Netherlands), each
0.1 UmL™" (1.67 nkat mL""), incubated for 10 min at 37 °C followed by enzyme assay under
standard conditions at pH and thermal optima. Enzyme activities were expressed as relative
values (%), and the sample without any metal ion or reagent was used as the control (100 %).
To determine the kinetic constants of the purified wild type enzyme, FvpP was incubated under
optimal assay conditions using Z-Gly-Pro-pNA as a substrate in the range of 0.3-1.3 mM. The
kinetic constants were evaluated by SigmaPlot 10.0 (Systat Software Inc., Chicago, IL, USA).
Isoelectric focusing was performed as described in Linke ef al. [164]. Biochemical

characterization was performed using the wild-type enzyme.
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5.4.11. Hydrolysis of chromogenic substrates

The purified wild type FvpP and the commercial An-Pep were tested against different
chromogenic peptide substrates (N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA, N-Succinyl-Gly-Gly-Leu-
PNA, Ala-pNA and Leu-pNA; 2 mM; dissolved in DMSO). The activity assay was performed
as described above (cf. Peptidase activity). Experiments were carried out using the wild-type

FvpP.

5.4.12. Hydrolysis of natural substrates and analysis of the products

Hydrolysis experiments were carried out with short peptides, e.g. Arg-Pro, Pro-Gly-Leu
(Bachem, Bubendorf, Switzerland), oxidized insulin chain B, Angiotensin I (Ang I) and dry
sterilized (130-135 °C, 8 h) wheat gluten, gliadin, myoglobin or S-casein (10 g L) over 20 h
at 800 rpm, 45 °C and pH 5 in 25 mM sodium acetate buffer with either wild type FvpP or An-
Pep. The enzyme reaction was stopped by addition of 1 M acetic acid. The products of
hydrolysis of oxidized insulin chain B, Arg-Pro, Pro-Gly-Leu, gliadin and B-casein were
measured by reverse high performance liquid chromatography (RP-HPLC) using a Nucleodur
C18 ec column (250 x 4 mm, 5 um, Macherey-Nagel, Diiren, Germany) and following gradient
system at 35 °C with 0.1 % trifluoroacetic acid in water (A) and 0.1 % trifluoroacetic acid in
acetonitrile (B): 0-3 min 5 % B, 3-10 min 30 % B, 10-35 min 100 % B, 35-40 min 100 % B,
40-45 min 5 % B and 45-50 min 5% B at a flow rate of 1 mL min’' detection at 220 nm,
followed by amino acid analysis to predict the cleavage sites [160]. The hydrolysis of
angiotensin I was detected by RP-HPLC coupled with mass spectrometry (MS) with
electrospray ionization (ESI) source using a Nucleodur Pyramid C18 column (250 x 4 mm,
5 um, Macherey-Nagel, Dueren, Germany) under the following conditions: injection volume
10 L, column temperature 40 °C, flow rate 0.3 mL min’!, solvent A was 0.1 % formic acid in
water and B 0.1 % formic acid in acetonitrile. The following linear gradient was applied: 0-
7 min 4 % B, 7-15 min 20 % B, 20-22 min 100 % B, 22-25 min 4 % B and 25-30 min 4 % B.
Absorbance was measured at 220 and 280 nm. Positive mode electrospray ionization was
performed using a capillary temperature of 320 °C, a source voltage of 4.5 kV, a capillary
voltage of 40 eV, and a maximum injection time of 30 ms. Full-scan mass spectra were acquired
in the m/z range of 100-1000 Da at a frequency of one spectrum every second. Targeted MS/MS
analysis was performed using a relative collision energy of 25 eV. The separation of intact
proteins of the a-gliadin, gluten and f-casein hydrolysate was carried out with RP-HPLC using
a Aeris Widepore C4 column, 150 x 4.6 mm, 3.6 um (Phenomenex, Aschaffenburg, Germany)

using the following gradient system at 35 °C with 0.1 % trifluoroacetic acid in water (A) and
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0.1 % trifluoroacetic acid in acetonitrile (B): 0-3 min 3 % B, 3-23 min 65 % B, 23-25 min
100 % B, 25-28 min 100 % B, 28-30 min 3 % B and 30-35 min 3 % B at a flow rate of
1.2 mL min™' and detection at 220 and 280 nm. Hydrolysis experiments were performed with

the wild-type enzyme.

5.4.13. Statistical analysis

All data presented are averages of duplicate measurements. Numerous experiments were
conducted and single parameters, such as enzyme activity, were changed to distinguish critical
from insignificant factors; for the bulk of these measurements the standard deviation of

repetitions was typically below 5 %.

5.5.  Results and discussion
5.5.1. Purification of the wild-type extracellular prolyl endopeptidase FvpP

Submerged cultivation of F. velutipes in minimal medium supplemented with 4 % wheat gluten
resulted in a visible solubility of gluten. Zymography of the supernatant of F. velutipes showed
major bands at around 27, 32-37 and 50 kDa [159]. A peptidase activity of 1.2 UL’
(20 nkat L") was found after seven days of cultivation. The prolyl-specific peptidase, called
FvpP, was separated from other interfering proteins by a two-step purification from the

concentrated culture supernatant (Table 5.1).

Table 5.1: Purification table of wild type FvpP.

Purification step Volume Total Protein Specific
activity concentration Activity
[mL]  |U/mkat] [mgmL'] [U/mkatmg’]

Purifi- Yield
cation [%]

Supernatant 2.0 1.6/2.67 9.2 0.1/1.67 1.0 100.0
Fraction 56-62 7.0 0.6/1 0.03 3.1/5.17 35.7 40.7
Ultrafiltration (3 kDa) 5.0 1.4/2.34 0.1 5.5/9.17 63.3 82.9

First, the enzyme was partially purified by preparative gel electrophoresis over 10 h; fractions
56-62 showed prolyl-specific activity. Subsequently, the fractions were pooled and
ultrafiltrated using a 3 kDa cut-off membrane. FvpP, was purified 63-fold in 83 % yield from
the concentrated F. velutipes supernatant. The molecular mass of denatured FvpP was

determined by SDS-PAGE to 50 kDa (Fig. 5.1).
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Figure 5. 1: Zymography (A) and SDS-PAGE (B) of the purified wild type FvpP from Flammulina velutipes.
Lane M: Precision Plus Protein Unstained Standard (Bio-Rad); N: Native sample; D: Denatured sample; 1:
Flammulina velutipes supernatant; 2a: Purified after preparative PAGE and ultrafiltration. FvpP fraction 56; 2b:

Purified after preparative PAGE and ultrafiltration. FvpP fraction 62.

Not considering the signal peptide, which will be cleaved off while secretion, the molecular
mass of denatured FvpP corresponded to the predicted molecular mass of 56 kDa (ExPASy).
Subsequent zymography resulted also in a single protein band at 27 kDa, which was in
accordance with the intact native protein band after native SDS-PAGE (Fig. 5.1). Since native
SDS-PAGE is not suitable for protein mass prediction, no indication can be given at this point,
why the denatured and native protein masses differed under these conditions. Denatured FvpP
showed a molecular mass similar to other prolyl-specific peptidases [55]. The peptidase from
Aeromonas caviae showed a molecular mass of 29.5 kDa and the S9 family peptidase from

Bacillus tequilensis one of 29 kDa [55, 168].

5.5.2. Identification of the fvpp gene sequence and verification of FvpP activity

After purification, electrospray ionization tandem mass spectrometry identified three tryptic
peptides (KATFGLSDVTHLDDAAGALRN, WILVGGSYSGA and RLVNVETNYDARQ)
of the protein band excised from the denaturing SDS-PAGE gel. Bioinformatic analysis (NCBI
Blast, program blastp) identified the enzyme as a member of the S28 peptidase family like An-
Pep (S28.004; MEROPS). Most frequent and best ranked hits were a peptidase S28 from the
corticioid basidiomycete Cylindrobasidium torrendii (order: Agaricales; Accession no.:
KIY73984.1) and from Armillaria gallica (a species of honey mushrooms of the same order;
Accession no.: PBL00389.1).

For gene identification and to verify the supposed endopeptidase activity, RNA was isolated
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from F. velutipes, the presumed fvpp gene sequence amplified and then heterologously
produced in 4. oryzae using the maltose and starch inducible promotor amyB. The F. velutipes
native signal peptide was used for fupp expression. For the recombinant FvpP (reFvpP)
production selected clones were cultivated in DPY-media and tested for reFvpP activity every
24 h. Additionally, a negative control, an A. oryzae strain transformed with the empty pTAex3
expression vector, was cultivated for comparison. Isolation of genomic DNA and following
PCR confirmed the insertion of fypp gene in A. oryzae using specific primers for fypp gene
amplification. No amplification of the fupp gene was found in any negative control. For control
of all genomic DNA PCRs, the housekeeping gene alpha tubulin was also amplified. In the
reFvpP expression strain, as well as in the negative control, a DNA fragment of the size of alpha
tubulin confirmed the PCR controls (data not shown).

On day six the fypp gene containing A. oryzae cultures were harvested after measuring an
extracellular reFvpP activity of 1.4 UL (23.34 nkat L'!) in the culture supernatant. The
supernatant was concentrated via ultracentrifugation and partially purified by preparative
PAGE. Subsequent semi native SDS-PAGE of active fractions was followed by a zymography
to conclude on in-gel hydrolysis of gelatin by reFvpP. One clear hydrolysis zone of gelatin at

about 37 kDa was observed after 16 h incubation of partially purified reFvpP (Fig. 5.2 A).
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Figure 5.2: Semi native SDS-PAGE and zymography (A) and activity gel staining (B) of the recombinant
FvpP. Lane M: Precision Plus Protein Unstained Standard or All Blue Prestained Protein Standards (Bio-Rad);
12: Partially purified recombinant FvpP; NK: Aspergillus oryzae negative control; 1: Culture supernatant
containing recombinant FvpP; 2: Culture supernatant containing recombinant FvpP in a 1:10 dilution; 3: Culture
supernatant of Aspergillus oryzae negative control; 4: Culture supernatant of Aspergillus oryzae negative control

in a 1:10 dilution.
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Under the same reaction conditions, gelatin hydrolysis at about 50-100 kDa occurred when An-
Pep was applied on the gel. To investigate prolyl-specific peptidase activity in the culture
supernatant of recombinant 4. oryzae, a semi-native PAGE was performed with subsequent
specific gel staining using Z-Gly-Pro-pNA as substrate. Moreover, a negative control was
applied on the gel as well. A formation of a pink azo dye was detected at about 37 kDa in the
concentrated culture supernatant, indicating the position of the recombinant FvpP activity (Fig.
5.2 B). However, no colorization was obtained with the culture supernatant of the negative
control. The pink azo dye band formed appeared on the same height as the partially purified
heterologously produced reFvpP on the gelatin zymography. The higher molecular mass of the
recombinant FvpP compared to wild-type FvpP was attributed to post-translational
modifications. Similar results were observed when expressing the basidiomycetous laccase
gene ppulcc in P. pastoris and the prolyl peptidase aos28d in A. oryzae [169, 170].

As the recombinant gene sequence in 4. oryzae resulted in a distinct prolyl-specific activity,
the encoding gene of the prolyl-specific endopeptidase from F. velutipes (Accession no.:
LN999508) was regarded identified. Three peptides identified after purification in the wild type
enzyme were found again in the whole gene sequence of FvpP (SM. 2).

The gene resulted in 1575 bp sequence, and the translated sequence of 525 amino acids showed
54 % identity and 39 % similarity, respectively, to the prolyl-specific endopeptidase from
A. niger (An-Pep). This surprisingly low similarity might be attributed to the supposed
evolutionary drift of basidiomycetes from the older ascomycetes. A signal peptide of 19 amino
acids was predicted using SignalP4.0. On the basis of amino acid sequences, phylogenetic
analyses were performed using proteins with the highest similarity and some other prolyl-
specific peptidases (Fig. 5.3). All analyzed proteins were grouped into three phyla, but the S28
peptidase from C. torrendii was the only one grouped in the same phylum as FvpP. Pairwise
sequence alignment showed a moderate identity (66 %) and similarity (75 %). The lowest
homology showed the prolyl-specific endopeptidase from Flavobacterium meningosepticum
with a similarity of 5 % and only 3 % identity. For further work, the wild-type F. velutipes FvpP

was used.
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Figure 5.3: Phylogenetic analysis of FvpP. The phylogenetic tree constructed with Dendroscope (version 3.5.9.):
Neighbour Joining method was used for phylogenetic analysis of 16 amino acid sequences, related to prolyl-
specific endopepetidases and FvpP. Some fungal sequences were identified through genome or gene analysis.
Sequences annotated as “hypothetical” were not used. Prolyl endopeptidase (PEP) from Myxococcus xanthus
[AAD31004.1]; PEP from Flavobacterium meningosepticum [P27028.1]; PEP from Sphingomonas capsulata
[AB010298.1]; DPP-II (Dipeptidyl peptidase II) from Rattus norvegicus [BAB13500.1]; Prolylcarboxypeptidase
(PCP) from human [P42785.1]; AoS28B from Aspergillus oryzae [ XP_001820001.2]; AoS28D from Aspergillus
oryzae [ XP_001822322.1]; An-Pep from Aspergillus niger [AX458699]; AfuS28 from Aspergillus fumigatus
[XP_749261.2]; Peptidase S28 from Armillaria gallica [PBL00389.1]; Peptidase S28 from Armillaria solidipes
[PBK76609.1]; Peptidase S 28 from Heterobasidion irregular [ XP_009543406.1]; Peptidase S 28 from Phellinus
noxius [PAV21368.1]; Peptidase S 28 from Obba rivulosa [OCH84125.1]; Peptidase S 28 from Gloeophyllum
trabeum [XP_007862257.1]; Peptidase S 28 from Cylindrobasidium torrendii [KIY73984.1]

5.5.3. Comparison of FvpP and An-Pep

The wild-type FvpP from F. velutipes as well as An-Pep from A. niger showed highest
hydrolytic activity at around pH 5, a relatively low pH optimum compared to other prolyl-
specific peptidases (pH 3.7-10.5; Fig. 5.4 A) [55]. 100 % FvpP activity corresponds to
0.5 U mL™'; (8.34 nkat mL") under optimal conditions. In the entire range from pH 5 >to <9
the FvpP showed a higher initial activity than An-Pep (at pH 7, for example, 40 % (FvpP) of
initial activity versus 10 % (An-Pep)). After incubation at pH 3 in contrast, about 60 % residual
activity of An-Pep remained, while FvpP lost about two third of its maximum activity.

However, only few foods show such low pH-values.
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Figure 5.4: Effect of pH and temperature on commercial An-Pep or wild type FvpP activity (each
0.5 U mL"'; 8.34 nkat mL"). (A) pH optimum was determined using Britton-Robinson buffer ranging from pH
3.0 to 9.5. (B) Thermal stability was determined by incubating the enzymes at different temperatures from 4 to
50 °C for 20 h at pH 5. Relative enzyme activity [%] is defined as the percentage of activity detected with respect

to the maximum observed peptidase activity in each experiment.

Maximum enzyme activity of the prolyl-specific peptidase FvpP was recorded at 45 °C, which
was in accordance with other prolyl-specific peptidases [55]. Higher temperature optima of
prolyl-specific peptidases (60 °C) were observed in A. oryzae and A. niger as well as lower
optima in A. bisporus (37 °C) and Cyprinus carpio (35 °C). [71, 157, 171, 172]. The thermal
stability of FvpP and An-Pep was examined at 4, 20 and 45 °C for 20 h. There was no loss of
activity at 4 °C for both enzymes but a residual activity within the temperature range from 4 °C
to 20 °C of more than 90 % for An-Pep and 80 % for FvpP (Fig. 5.4 B). A higher decrease of
hydrolytic activity was observed when the enzymes were incubated at 45 °C. About 95 % loss
of hydrolytic activity of An-Pep and up to 90 % of FvpP was measured due to heating. The
prolyl endopeptidase from A. oryzae showed a residual activity of 70 % after 30 min at 50 °C
[156].

Isoelectric focusing of the purified FvpP indicated an isoelectric point around pH 3.8 and
differed slightly from the calculated value (4.3; ExPASy), but was similar to the prolyl
endopeptidase from 4. niger (An-Pep, 66 kDa, pl 4.2) [68]. Kinetic constants were determined
from initial hydrolysis rates of the substrate Z-Gly-Pro-pNA. As An-Pep was a commercial
preparation, the kinetic data determined should be regarded as apparent values. According to
the K values, An-Pep exhibited a higher affinity for Z-Gly-Pro-pNA (apparent K = 0.49 mM,
Keat = 0.109 571, Vinax = 99.4 mU mg™!; 1.66 mkat mg™!) in comparison to FvpP (Km = 0.86 mM,
Keat = 0.119 571, Vinax = 115.8 mU mg™'; 1.93 mkat mg'). The Km value for the prolyl
endopeptidase of 4. oryzae was even lower (0.26 mM), whereas FvpP exhibited almost a four-

fold higher affinity than the peptidase from the basidiomycete C. clastophylla (3.42 mM) [156,
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158]. Biochemical similarities of enzymes in spite of dissimilar primary structures, as in the

case of FvpP and An-Pep, are not an uncommon observation.

5.5.4. Effect of various metal ions, inhibitors and solvents
The sensitivity of the purified wild-type prolyl endopeptidase from F. velutipes and the
commercial prolyl endopeptidase An-Pep towards various metal ions and inhibitors was

investigated (Table 5.2).

Table 5.2: Effect of metal ions, inhibitors and solvents on the activity of FvpP and An-Pep [initial activity
0.1 U mL™! each], tested with the substrate Z-Gly-Pro-pNA at pH 5 and 37 °C.

Concentration Substance Relative FvpP activity Relative An-Pep activity
[mM or %] [%] [%]

5 FeCl; 13343 127+3

5 FeSO4 135+ 18 153+ 10

5 KCl 84 +1 111 £13

5 Cu(NOs), 64 +1 56+ 10

5 NiSO4 87+6 82 +11

5 CoCl, 87+8 84 +8

5 ZnSOy4 70+3 84 £13
5 MnSOg4 88 +2 85=+1

5 LiCl 95+2 113+11
5 MgCl, 92 +1 86+8
5 SDS 11+£2 64 +7
0.66 EDTA 96 + 1 105+4
0.014 EDTA 100+1 98 £2
0.66 PMSF 47 +£2 45+0
0.014 PMSF 94 +2 95+4
0.12 Pepstatin A 96 +1 40=+1
0.012 Pepstatin A 100+ 1 80+6

50 Z-Pro-Prolinal 7 +2 7+1

5 Z-Pro-Prolinal 35+1 20+2
0.5 Z-Pro-Prolinal 42+0 22+1
0.05 Z-Pro-Prolinal 58+2 34+3
0.005 Z-Pro-Prolinal 69+1 40+0
0.5 NaCl 102+2 100+ 1
NaCl 102 +£3 99 +£2
5 NaCl 103 +4 99+ 0
15 NaCl 101 +1 96 +3
25 NaCl 103 +1 93+1
0.5 CaCl, 89+3 76 +£2
CaCl, 94+9 64 +£2
5 CaCl, 94+3 48 £2
10 CaCl, 100+ 4 43+4
25 CaCl, 67+1 34+1
50 CaCl, 39+£2 301
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Concentration Substance Relative FvpP activity Relative An-Pep activity

[mM or %] [Yo] [%]
7 % EtOH IS +3 34 =3
40 % EtOH 0+0 2+1
67 % EtOH 0£0 0+0
7% MeOH 26+4 56+1
40 % MeOH 0+0 13+1
67 % MeOH 0+0 0+£0
7% DMSO 28 £1 48 £7
40 % DMSO 7+1 2+1
67 % DMSO 13+4 5+1

100 % FvpP activity corresponds to 0.1 U mL™; (1.67 nkat mL™!). Na*, Li* and Mg** did not
show any considerable effect on the peptidase activities, whereas Cu?*, Mn?*, Zn**, Ni** and
Co?" exhibited different inhibitory effects on the activity of both enzymes. Similar results
(strong inhibition by Cu?" and slight by Mn?*, Co?", Ni?") were obtained for the extracellular
prolyl oligopeptidase from the basidiomycete C. clastophylla [158]. K ions slightly inhibited
FvpP, but did not affect An-Pep activity (Table 5.2). FvpP was not affected by 10 mM CaCl..
In contrast, the peptidase activity of An-Pep decreased significantly, whereas the presence of
10 mM Ca*" ions increased the prolyl peptidase activity of A. oryzae [156]. Higher
concentrations as 50 mM CaCl; had a decreasing effect on both An-Pep and FvpP. The activity
of both peptidases was enhanced by Fe?*" and Fe**, which differed from most other reported
serine peptidases, indicating that these ions play a yet unknown but important role for the
enzymes. Similar effects were found in a serine peptidase in human erythrocyte membranes
which was stimulated by Fe? [173]. Iron ions may trigger the peptidases to form a more
compact structure or help to maintain the activity during the reaction.

The activities of An-Pep and FvpP were not affected by the EDTA (0.7 mM), whereas more
than 50 % of activity was inhibited by the serine peptidase inhibitor PMSF (0.7 mM). No
influence on FvpP activity was observed in the presence of Pepstatin A, an inhibitor of aspartyl
peptidases, in any tested concentration. In contrast, An-Pep exhibited 40 % residual activity
after incubation with Pepstatin A (0.1 mM) (Table. 5.2). The prolyl-specific endopeptidase
from A. niger and two prolyl endopeptidases of basidiomycetes showed similar results
concerning EDTA, PMSF and Pepstatin A [158, 171, 174]. Z-Pro-prolinal, known as potent
inhibitor of prolyl endopeptidases, caused an activity decrease over 90 % for both peptidases.
Complete inhibition of FvpP was achieved with 40 % EtOH or MeOH, respectively. While An-
Pep showed a residual activity of 13 % at 40 % methanol, DMSO caused a slighter decrease of
activity for both peptidases compared to the other tested solvents (Table. 5.2).
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5.5.5. Substrate specificity of FvpP and An-Pep

The substrate specificity of FvpP and An-Pep (both 0.5 U mL"!; 8.34 nkat mL") was evaluated
using a set of chromogenic substrates: Z-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA, Z-Gly-Gly-Leu-pNA, Leu-
pNA and Ala-pNA. For both peptidases no release of pNA was observed confirming that they
did not accept substrates without a terminal proline residue. An-Pep showed hydrolytic activity
post Ala residues [68]. To distinguish, whether FvpP inhibited exo- or Endopeptidase activity,
the enzyme was incubated with different peptides, such as Arg-Pro, Pro-Gly-Leu, oxidized
insulin chain B and angiotensin I. The cleavage products were detected using RP-HPLC or LC-
MS/MS. The absence of free amino acids after the incubation of Arg-Pro and Pro-Gly-Leu with
either FvpP or An-Pep, as shown by RP-HPLC experiments of the intact peptides after 20 h,
confirmed a lack of exo-peptidase specificity.

Oxidized insulin chain B (Phe-Val-Asn-Gln-His-Leu-Cys(SOsH)-Gly-Ser-His-Leu-Val-Glu-
Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys(SOsH)-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Ala) was
cleaved between -Pro-Lys- by both FvpP and An-Pep [171]. The substrate Angiotensin I (Ang
I), a decapeptide (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu, Mw: 1296.5 Da), was
hydrolyzed by the A. niger prolyl endopeptidase [56, 76]. Ang I is a precursor of the
vasoconstrictor Ang II, while the cleavage product of Ang I after treatment with prolyl
endopeptidases, Angiotensin 1-7 (Ang 1-7) reduces mitogenicity, counteracts angiogenesis and
act as vasodilator [76, 175]. Ang 1-7 (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro, Mw: 899.0 Da) was
detected by LC-MS/MS after 20 h of incubation with FvpP confirming FvpP as a prolyl-specific
endopeptidase (Fig. 5.5). Ang I (retention time: 23 min) was completely hydrolyzed to Ang 1-7
(retention time: 20 min) by both prolyl endopeptidases (Fig. 5.5). The identification was
realized with two MRM transitions, Ang I m/z 325.0 [M+4H]*" — m/z 110.0 and m/z 136.0 and
for Ang 1-7 m/z 450.5 [M+2H]** — m/z 110.3 and m/z 116.1. FvpP also hydrolyzed a-gliadin
into small, less hydrophobic peptides after 20 h incubation (Fig. 5.6).
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Figure 5.5: LC-MS/MS chromatograms of the hydrolysis of Angiotensin I (Ang I). Substrate blank in grey;
Ang I incubated with wild type FvpP or An-Pep (each 0.5 U L' ; 8.34 nkat mL!) after 20 h (black chromatogram);
Total ion current (TIC) presented above and specified multiple reaction monitoring for the qualification of Ang I

and the cleavage product Ang 1-7. Retention time Ang I: 23 min (grey); Retention time Ang 1-7: 20 min (black).
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Figure 5.6: a-gliadin hydrolysates. Analyzed by RP-HPLC using an Aeris C4 Widepore and UV detection at
220 nm, (A) gliadin blank, no enzyme was added; (B) hydrolysate with An-Pep and (C) hydrolysate with wild
type FvpP. a-gliadin: retention time: 15-20 min; Hydrolysis products after enzyme incubation (red and blue):

retention time 2-12.5 min.
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Gliadin (retention time from 15 to 20 min) was degraded, while new peaks with shorter
retention times appeared. Similar results were obtained incubating An-Pep with the same
substrate. The exact cleavage sites were revealed by LC-MS (QTOF) (Fig. 5.7 A). According
to expectations, FvpP and An-Pep hydrolyzed most of the —Pro-X— bonds. In addition, a
hydrolysis of the peptide bond between —Ala-Leu— was observed for An-Pep. The same

cleavage sites were previously reported for An-Pep [69].
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Figure 5.7: Cleavage sites of prolyl endopeptidases. A: a-gliadin. Cleavage sites in a-gliadin from Triticum
aestivum, (gi| 21932416) as analyzed by LC-MS (QTOF) indicated by arrows; An-Pep (red) and wild type FvpP
(blue). B: Pairwise sequence alignment of a partial sequence of a-gliadin and the toxic 33-mer. Highlighted amino

acids show the potential cleavage sides of FvpP within the 33-mer.
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Gliadins are the main undesired component of gluten [8]. A 33-mer (LQLQPFPQPQLPY
PQPQLPYPQPQLPYPQPQPF and PQPQLPYPQPQLP) derived from a-gliadin was identified
to play an immune-dominant role, causing T-cell response to gluten in coeliac sprue [35]. These
epitopes are highly resistant to gastric, pancreatic peptidases and to digestion by intestinal brush
border membrane peptidases. It was also identified in analogous peptides from other
subfamilies of gliadin proteins, such as the y-gliadins and in other families of grains, such as
barley and rye [176]. To examine, if FvpP would cleave the so-called toxic 33-mer, a pairwise
sequence alignment of the analyzed a-gliadin and the 33-mer was performed. The two peptides
showed high sequence similarities. Three cleavage sites of FvpP were identified in this region.
It is supposed that FvpP will potentially hydrolyse the same sites of the toxic 33-mer-peptide
according to in silico comparison (Fig. 5.7 B). In situ analysis has to be performed to prove this
hypothesis. A peptidase from B. tequilensis belonging to the S9 peptide family nearly
completely hydrolysed gliadin peptides [ 168]. Two similar bacterial prolyl endopeptidases from
F. meningosepticum and Myxococcus xanthus were also able to degrade this polypeptide [177].
Consequently, prolyl endopeptidases were able to hydrolyze the sticky and hydrophobic gluten
substrate and may therefore potentially offer a solution for treating celiac disease.

RP-HPLC analyses confirmed that An-Pep and FvpP also cleaved f-casein, myoglobin and
gluten into smaller hydrophilic peptides. The same results were obtained for An-Pep previously
[178]. It was postulated that a hydrolysis of gluten using An-Pep was not sufficient for the
quantitative elimination of the undesired peptides [69], but both the immunoreactivity and the
ELISA measurements of the key-epitopes were reduced to almost zero by a prolyl
endopeptidase treatment of the gluten in beer [179]. Using these peptidases with an acidic pH
optimum as a food supplement seems to be a potential remedy for celiac disease patients. It was
also mentioned that the effect cannot be definitively assessed until all epitopes involved have
been unambiguously identified [179].

An-Pep (S28.004) and FvpP are unique in the serine peptidase family S28, because the enzymes
showed endopeptidase activity, but shared more sequence similarity with lysosomal Pro-X
carboxypeptidase (S28.001) and dipeptidyl peptidase II (DPP-II, S28.002) than with prolyl
oligopeptidases of the serine peptidase family S09. Both peptidases families, S09 and S28, have
the same active site residues in the order Ser, Asp, His. The exo- or endo-acting scheme is not
conserved in the primary amino acid sequence of the peptidases which explains why An-Pep
and FvpP showed an endo-substrate specificity unlike other peptidases of the S28 family which
possess an exo-specificity [68]. It was suggested that prolyl endopeptidases of basidiomycete

origin have five extended substrate binding sites, S3, S2, S1, S1' and S2', which are involved in
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the binding and catalytic process, while S2, S1, and S1' are also highly stereospecific [157,
174]. The enzyme specificity is limited by the substrate accessibility to the proline-specific
endopeptidase activity site instead of the chain length specificity [52]. The prolyl
oligopeptidases of the S09 peptidase family contain a peptidase domain, and the catalytic triad
is covered by the central tunnel of a seven-bladed f-propeller. This oscillating propeller makes
the enzyme an oligopeptidase, while excluding large structured proteins from the active site
[180]. However, no detailed structural description of the S28 family proteins exists beside the
common o/f3-hydrolase domain [181].

In spite of their dissimilar primary sequence, the peptidase from F. velutipes (FvpP) and the
peptidase from A4. niger (An-Pep) share a number of biochemical properties. Exhibiting an
almost identical P1-P1’-peptide bond specificity, both are able to degrade large proline-rich
proteins. With its acidic pH optimum, FvpP has an essential advantage over the prolyl
endopeptidases of the S09 family with their neutral or basic pH optimum Altogether, FvpP
worked well at pH and salt conditions as they typically exist in cereal based foods, showed a
moderate temperature stability facilitating heat-inactivation after use (Fig. 5.4 and Table. 5.2),
and, most important, possessed the required prolyl-specific cleaving activity (Fig. 5.5 to 5.7).
Hence, it might constitute a new tool for the production of foods from wheat or other crops of
the tribes Triticeae and Aveneae. With an incidence of one in one hundred and an estimated
80 % of cases remaining undiagnosed in the developed countries, the enzymatic mitigation of
celiac disease possesses a high health-political relevance, not to mention the relief of individual
suffering. Beyond the processing of foods, highly specific peptidases are welcome for the
production of specific peptides in biomedical applications, as therapeutic targets, or for

debittering protein hydrolysates.
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5.7.  Supplementary material

SM1.

Specific primers for fypp amplification for various amplification methods.

Whole fyvpp gene sequence:

fvpP for: 5 atggcaccgcectggteteg 3

fvpP_rev: 5’ tcaagcgetgcttgtgaattcage 3’

Cloning of fvpp via EMP into the A. oryzae expression vector pTAex3. EMP step 1:

fvpP_emp for: 5’ atggcaccgectggtctegtt 3’

fvpP_emp rev: 5’ cttcacgagctactacagatcccctcagtggtgatggtgatgatgage 3’

EMP step 2:

pTAex3: 5’ gggtaccgagctcgaattcgg 3°

SM2.
MAPPGLVALLALSASLVNARLQDGRPHGNAPPIPVLPVVEVLDSRTEAFQFSGSSIPPY
NTVYYFDQLIDHDDASKGTFSQRYWHTWEFYQPGGPIILMTPGEANAAPYFGYLTNT
SITGLIAQQEHGATIVLEHRFYGLSNPYPDLTPESLKYHTIQQAIDDLEYFANNVALPM
PNGTGVTPDKAPWILVGGSYSGALTSWTMVNKPGLFWAGYASSAVVEAITDFWTYFE
PIRQNMPVNCSADVAAVIAY VDETFSGENTTAIDELKATFGLSDVTHLDDAAGALRNN
LWDWQSLQTNSGPGTQFTKFCDALEVKDGEVAGEEGWGLENALASWGGYWRDTY
YSLLCGDANAEDCFGSYNASQEIYTNTDIDNTWRSWFWIVCNEVGYYQDGPPLGVDI
KPIVTRLVNVETNYDARQCQLMYQDTYASPPLPDVERTNTVYKGWDVSIERLFFANG
LRDPWREATMNAEGVEIQSTDRQPIVLSDGFHCSDLSAARGASDASIGALHKQALES
MHNWLAEFTSSA

Figure: SM 2: Comparison of detected peptides after FvpP purification and whole FvpP amino acid

sequence
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6. Ausblick

Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurden zwei potenzielle Backenzyme aus dem
Kulturiiberstand von Mikroorganismen isoliert, auf biochemischer und genetischer Ebene
charakterisiert und anschlieend in pro- bzw. eukaryotischen Expressionssystemen produziert.
Abschliefende Applikationsstudien verdeutlichten die etwaige Anwendung in der
Lebensmittelindustrie. Der bis dato wissenschaftliche Kenntnisstand er6ffnet neue
Forschungsschwerpunkte, welche verbleiben, um eine erfolgreiche industrielle Anwendung zu
realisieren.

Im Rahmen der ersten Studie zeigte die Ferulasdureesterase SWFAED aus S. werraensis eine
GebickvolumenvergroBerung von nahezu 10 %. Nachfolgend sollten weiterfiihrende Studien
durchgefiihrt werden, um den Einfluss des Enzyms auf die verbleibenden Teig- und
Gebickeigenschaften zu untersuchen. Zusitzlich sollte die Applikation des Enzyms in anderen
Backprodukten getestet werden. Dariiber hinaus wéren Analysen beziiglich der Synergie der
SwFAED mit weiteren Enzymen und dessen Auswirkungen auf die Teigeigenschaften sinnvoll.
Durch den Nachweis des aufgezeigten Potentials der SWFAED wiére auch ein Scale up der
heterologen Produktion auf den technischen Mafstab denkbar. Zum anderen konnten neue
Applikationsbereiche wie bspw. die Papier- und Zellstoffindustrie, neben der Backindustrie
erforscht werden. Da die SWFAED zu Beginn der Arbeit keine Ahnlichkeit auf molekularer
Ebene zu anderen publizierten FAEs aufwies, wire es bedeutsam, einen moglichen
Zusammenhang zwischen der Aminosduresequenz und den biochemischen Eigenschaften
aufzuzeigen. Hierfiir wire eine 3D-Kristallstruktur des Enzyms notwendig, um diese mit
vorhandenen zu vergleichen. Insbesondere der Vergleich von FAEs mit verschiedenen
Backeigenschaften wire erstrebenswert.

Des Weiteren wurde mit der FvpP ein zweites Backenzym aus der Enzymklasse der Prolyl-
spezifischen Peptidasen aus F. velutipes charakterisiert. Nachfolgende Spaltstellenanalysen
wiesen auf ein hohes Potential des Enzyms beziiglich des Einsatzes zum Glutenabbau hin, da
ein kritisches toxisches 33-mer hdufiger mittels der FvpP hydrolisiert wurde als durch ein
kommerziell erwerbliches Enzym. Auch hier wére eine Analyse auf die Auswirkungen der
Teig- und Gebackeigenschaften wiinschenswert. Ferner verbleiben in situ und immunologische
Analysen, um das volle Potential des isolierten Enzyms zu erforschen. Neben der Anwendung
in der Backindustrie sollte die Applikation in anderen Lebensmittelindustriebereichen nicht
unbeachtet bleiben. Prolinreiche Hydrolysate bzw. Peptide weisen einen bitteren Geschmack
auf, der bei bestimmten Lebensmittelprodukten, wie bspw. in Gouda-Kédse, nicht

wiinschenswert ist. Demzufolge ist ein Einsatz in diesem Industriezweig denkbar, was
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Pilotstudien beziiglich der Sensorik des enzymbehandelten Produktes erfordert. Langerfristig
konnten sich zukiinftige Projekte mit medizinischen Applikationsstudien der FvpP befassen.
Abschliefend konnten Screenings nach weiteren neuartigen Backenzymen, Asparaginasen,

Lipasen, etc. durchgefiihrt werden, um das Set an dieser Art von Enzymen zu erweitern.
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7. Vorwort zum Abschnitt “A unique asparaginase from Flammulina velutipes catalyses
transpeptidation”

Neben der hauptsdchlichen Arbeit, welche die heterologe Produktion und Charakterisierung
von potenziellen Backenzymen zum Ziel hatte, wurde die enzymatische Generierung von
geschmacksmodifizierenden Peptiden beforscht. Als Modellenzym diente eine in Vorarbeiten
aus dem Kulturiiberstand von F. velutipes isolierte und gereinigte neuartige Asparaginase
(FvNase). Asparaginasen (EC 3.5.1.1) katalysieren die Hydrolyse von Asparagin zu
Asparaginsdure. Zusétzlich zeigte die FvNase eine Glutaminase-Nebenaktivtit, sodass sowohl
Asparagin als auch Glutamin als Substrat genutzt werden kénnen und die entsprechenden
Sduren als Produkt hervorgehen [182]. In der Lebensmittelindustrie werden Asparaginasen
vorrangig bei stirkehaltigen und stark erhitzten Lebensmitteln zur Vermeidung der
Acrylamidbildung eingesetzt [ 183]. Dariiber hinaus wirkt diese Enzymklasse als Zytostatikum
zur Behandlung von akuter lymphatischer Leukdmie und Subtypen des Non-Hodgkin-
Lymphoms [184].

Geschmack leistet einen wesentlichen Beitrag bei der Auswahl von Lebensmitteln. Einige
Glutamyl-Peptide weisen kokumi-Geschmack-verleihende Eigenschaften auf. Dies duf3ert sich
in der Modifizierung des Grundgeschmacks, sowie der Vollmundigkeit der Lebensmittel.
Aufgrund dessen besteht eine hohe Nachfrage nach Enzymen, welche die
geschmacksverstirkenden Peptide synthetisieren kdnnen.

Die Motivation des nachfolgenden Manuskripts war der erstmalige Nachweis einer
Transpeptidase-Aktivitdt einer Asparaginase. Ferner sollte ein geeignetes Expressionssystem
fiir die rekombinante Produktion des Enzyms etabliert werden. Nach erfolgreichen
Pilotexpressionsstudien in E. coli BL21(DE3)Star wurde die gewiinschte Transpeptidase-
Aktivitdt erstmals im Lysat nachgewiesen. Weiterfithrend sollte eine ausreichende Produktion
des Proteins fiir nachstehende Untersuchungen der Nebenaktivitit sichergestellt werden.
Nachdem zwei alternative Expressionssysteme, P. pastoris und A. oryzae nur mafligen Erfolg
zeigten, wurde eine Optimierung der Produktion von aktivem Enzym in E. coli Rosetta-gami
erzielt. In Applikationsstudien sollte aulerdem analysiert werden, ob die Asparaginase {iber die
Modellsubstrate Asparagin, Asparaginsdure, Glutamin und Glutaminsdure hinaus weitere
Aminosduren als Substrate fiir die Peptidsynthese nutzen kann.

Beteiligt an diesem Forschungsprojekt war Christoph J. Behrens, der das Vektorkonstrukt fiir
nachfolgende Arbeiten bereitstellte. Diana Linke steuerte zu der Projektidee bei sowie Ralf G.
Berger, der als Arbeitsgruppenleiter fiir die finanziellen Mitteln und die Betreuung im Rahmen

der Promotion verantwortlich war.
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8. A unique asparaginase from Flammulina velutipes catalyses transpeptidation

Kathrin Schulz*, Diana Linke, Christoph Jan Behrens, Ralf G. Berger

8.1.  Abstract

A potential transpeptidase side activity of an asparaginase was shown for the first time. The
unique enzyme (FvNase) originating from the basidiomycete Flammulina velutipes was
heterologously produced in Escherichia coli. The expression of recombinant FvNase was
optimized by changing the expression host to the E. coli Rosetta-gami strain, favorable for the
expression of eukaryotic genes. The recombinant soluble protein was detected after 20 h
incubation at 20 °C upon induction with 1 mM IPTG. Various dipeptides, such as GIn-Arg,
Glu-Phe, Glu-Met, Asn-Arg, Asn-Phe, Asn-His, Asn-Asn and Asn-Trp showed up in extracted
ion chromatogram after reFvNase incubation with corresponding amino acids. The substrate
peak decreased for Met as substrate up to 25 % indicating transpeptidolytic activity. As an
enzyme exhibiting transpeptidase activity, FvNase can potentially be used for generating taste

active peptides.

8.2. Key words

Flammulina velutipes, asparaginase, transpeptidase activity, kokumi
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8.3. Introduction

L-asparaginase (L-asparagine amino hydrolase, E.C.3.5.1.1) catalyzes the hydrolytic
deamidation of L-asparagine to L-aspartic acid and ammonium. Asparaginases occur in bacteria,
fungi and mammals and play an important role as a therapeutic agent to treat lymphoblastic
leukemia and other diseases [185-187]. Moreover, the enzyme is used as a food processing aid
in fried food and in the baking industry to inhibit the formation of acrylamide during the
Maillard reaction, originated by the reaction between asparagine and reducing sugars [183].
Besides the release of free L-aspartic acid from L-asparagine, some types of asparaginases are
able to catalyze the hydrolytic cleavage of L-glutamate and ammonia from L-glutamine as a
side activity [188]. The product L-glutamate contributes to the umami taste, if the concentration
is above the taste threshold of about 1 mM [189]. Beside the basic taste flavors umami, sweet,
sour, bitter and salty another flavor called kokumi taste is described. This taste is characterized
by mouthfulness, continuity and richness and is provoked by y-glutamyl peptides. Six
dipeptides were identified as key compounds in the kokumi taste: y-Glu-Glu, y-Glu-Gly, y-Glu-
Gln, y-Glu-Met, y-Glu-Leu and y-Glu-His [190]. Such dipeptides are usually synthesized by
y-glutamyl-transferase (EC 2.3.2.2) or y-Glu-Cys synthetase (EC 6.3.2.2) [189]. Nevertheless,
the formation of y-[Glu],-Phe peptides was catalyzed by glutaminases (EC 3.5.1.2) of Bacillus
amyloliquefaciens and Aspergillus oryzae, and other transferring reactions of glutaminases
were shown from Pseudomonas nitroreducens and Pseudomonas aeruginosa [191-194].
However, no asparaginases showed transpeptidase activity so far. Moreover, not only glutamyl
peptides showed taste active qualities, but also arginyl peptides contribute to salt taste
perception [195]. The enzymatic hydrolytic product of asparagine, aspartate, correlates also
with the salty taste in food [196]. Furthermore, the hydrophobic amino acids Phe, Val, Leu and
His exhibit a bitterness when occurring as single amino acids in food, but lose their bitterness
when coupled to y-glutamyl dipeptides [189]. Some time ago, an asparaginase was isolated
from the basidiomycete Flammulina velutipes. The biochemical characterization showed that
the enzyme not only was active on L-asparagine, but also active on L-glutamine, expressing a
glutaminase side activity [182]. In the present study, the heterologous expression, the first proof
of a transpeptidase activity and following purification of the recombinant asparaginase from F.

velutipes is presented.

70



A unique asparaginase from Flammulina velutipes catalyses transpeptidation

8.4. Material and methods

8.4.1. Chemicals, reagents and substrates
All chemicals used were purchased from Carl Roth (Karlsruhe, Germany), Merck (Darmstadt,
Germany), Fluka (Buchs, Switzerland), or Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Germany), unless

otherwise noted.

8.4.2. Measurement of enzyme activity
Recombinant glutaminase side activity was determined by gel staining as described in Eisele ef

al. [182].

8.4.3. Denaturing SDS-PAGE

The molecular mass and purity of the enzyme was determined by SDS-PAGE using a 12 %
polyacrylamide gel [40]. Samples were prepared by mixing protein solution and loading buffer
(0.1 M Tris-HCI, pH 6.8, 0.2 M dithiothreitol, 4 % SDS, 20 % glycerol, 0.2 % bromophenol
blue) and boiled for 10 min. Samples were applied on the gel, as well as a protein standard

(BioRad, Munich, Germany). The protein electrophoresis was performed at 13 mA.

8.4.4. Cloning of the fvnase gene

For gene expression fvnase gene sequence (Accession no. FR696374) was amplified using the
primers fvnaseexp for (5° GAGGGCAAAAGATTTCATTTCCATGGATATAT 3’) and
fvnaseexp rev (5> ATATATCTCGAGAGCAAAGTCGATGAAGGC 3’) with its native signal
sequence. The forward and reverse primer contained a digestion site (underlined; for: Ncol; rev:
Xhol) to ligate the amplified DNA in frame with the C-terminal His-tag epitope of the pET-
32a(+) vector. As a feature of the expression vector the funase coding sequence was fused to a
109 amino acid thioredoxin protein, which increases the solubility of the protein [197]. After
the PCR product was extracted from a 1 % agarose gel using the innuPREP PCRpure Kit
(Analytic-Jena, Jena, Germany), the DNA as well as the expression vector was digested with
Ncol and Xhol (Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Germany). The following ligation resulted in
the expression vector pET-32a(+)-fvnase, which was subsequently transformed into E. coli
BL21(DE3)Star (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) or E. coli Rosetta-gami 2(DE3) (Merck,
Darmstadt, Germany). The E. coli BL21(DE3)Star or Rosetta-gami 2(DE3) cells, respectively
containing the empty pET-32a(+) vector were propagated analogously and served as the

negative control.
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8.4.5. Heterologous expression of the fvnase gene in E. coli and purification of the
recombinant protein

FvNase was produced heterologously in E. coli BL21(DE3)Star and Rosetta-gami 2(DE3)
using the high level expression vector pET-32a(+). For expression, a shaking culture was
inoculated from an overnight culture to an ODeoo 0.05 in LB-media with 50 pg mL! ampicillin
and 25 pg mL™! chloramphenicol when Rosetta-gami 2(DE3) cells were used. The culture was
incubated at 37 °C and 200 rpm until ODgoo ~0.6 was reached. 1 mM isopropyl S-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) was added to the culture and the cells were cultivated at 21 °C
and 200 rpm for 20 h, harvested, resuspended in NPI 10 (50 mM NaHPO4; 300 mM NaCl;
10 mM imidazole, pH 8) prior homogenization by the precellys24 bead homogenizer (Peqlab,
Gottingen, Germany), and the cell debris separated from the lysate via centrifugation
(13000 rpm, 4 °C, 20 min).

The purification of the recombinant protein was performed using Ni-NTA (Macherey-Nagel,
Diiren, Germany) and the lysate was incubated for 1 h with the resins at 4 °C while shaking.
The samples were washed five times with increasing imidazole concentrations up to 50 mM.
After elution with 500 mM imidazole, the recombinant protein was desalted by using a precast

Sephadex G-25 column (GE Healthcare, Freiburg, Germany).

8.4.6. Formation of dipeptides by FvNase

The standard reaction mixture contained 200 mM Glu, GIn or Asn and 75 mM of a various
amino acid (Table 8.1) in 50 mM NH4HCO; pH 7. For the formation 25 pL of enzyme solution
and 50 pL of the standard reaction mixture were mixed and incubated for 15 h at 37 °C. After
incubation, the reaction was terminated by heating to 95 °C for 15 min. All enzyme incubations
were carried out in a thermocycler (pegSTAR 2X Gradient Thermocycler, Peqlab, Erlangen,
Germany). Negative controls were carried out as well, using the E. coli BL21(DE3)Star cells
containing the empty pET-32a(+) vector or using only buffer system instead of enzyme solution

or substrates, respectively.

8.4.7. Detection of Glu-peptide formation

For the identification of peptide formation a high performance liquid chromatography coupled
to a triple quadrupole mass analyzer was used (Varian 212 LC pump, Pro Star 325 UV-Vis
detector, 320 TQ-MS mass spectrometer). The MS was operated simultaneously in the ESI
positive and negative mode with a scan range of m/z 115-500. The MS parameters for

ESI(+)/ESI(-) were: capillary voltage 30 V/-40 V; needle voltage 5000 V/-4500 V; nebulizer
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gas (N2) 379 kPa; drying gas 207 kPa at 350 °C; detector 1200 V; dwell time 1000 mS and scan
time 2 s. For HPLC, water and acetonitrile (MS-grade) which both contained 0.1 % formic acid,
were used as mobile phase and a gradient was run: 5 % acetonitrile for 8§ min, within the next
3 min 15 % acetonitrile were reached, 50 % acetonitrile were reached within the following
4 min. This step was followed by 100 % acetonitrile within the next 3 min and hold at 100 %
for 5 min and back to start conditions within 5 min. The separation was performed on a
Nucleodure C18 pyramid column (250 x 4 mm, 5 um, Macherey-Nagel) at a flow rate of

0.3 mL min™!, whereas the column temperature was 30 °C. Sample application was 5 pl.

8.5. Results and discussion

8.5.1. Heterologous expression of the recombinant FvNase (reFvNase) in E. coli and
verification of transpeptidase activity

To express fvnase the gene was fused with a thioredoxin protein which is encoded in the
pET32a(+) expression vector. The 109 amino acid peptide assists in proper folding and should
prevent the reFvNase from precipitation. At first, the protein was produced in the E. coli
expression strain BL21(DE3)Star, but only little active protein was observed after
homogenization in the cell lysate, while inclusion bodies were found in the cell debris. Similar
results were observed within the overexpression of an asparaginase from Aspergillus terreus in
the E. coli expression host BL21(DE3) pLysS. The Aspergillus enzyme was also only detectable
as inclusion bodies upon induction with 1 mM IPTG at 37°C [198]. Modifying the IPTG-
induction concentration or incubation temperature as well as the incubation duration did not
increase the solubility of FvNase in the E. coli cytoplasm (data not shown).

Parallel pilot studies on reFvNase transpeptidolytic activity were performed using the cell lysate
of the expression host, containing the recombinant FvNase. As a negative control the lysate of
E. coli BL21(DE3)Star containing the empty pET-32a(+) vector was used. Both cell lysates
were concentrated via ultracentrifugation and treated equally. Subsequent incubation of various
amino acids (Table 8.1; two at a time) was followed by MS analysis to conclude on dipeptide
formation. After 15 h of incubation, new peaks in extracted ion chromatograms were observed.
According to the expected m/z ratio several amino acid combinations such as GIn-Arg, Glu-
Phe, Glu-Met, Asn-Arg, Asn-Phe, Asn-His, Asn-Asn and Asn-Trp were detected using
reFvNase, while none of them were observed in the negative control (Table 8.1). Exemplarily,
the filtered extracted ion chromatogram after incubation with reFvNase and the negative control

with the amino acid combination Glu/Phe and Glu/Met are presented (Fig. 8.1).
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Table 8.1: Detection of potential dipeptide formation after incubation various amino acids with reFvNase.
Formation is based on the appearance of additional peaks compared to negative control and blank in extracted ion

chromatogram and filtered of corresponding m/z.

Amino acid Gin Glu Asn
Arg X X
Phe X X
Gln
Gly
Met x
Leu
His x
Thr
Lys
Asn X
Trp X
A B
Mcounts @ Mcounts =
5 4 Blac'k: FvNas_e a4 Blacvk: FvNase
Red: Negative control Red: Blank
Blue: Blank Blue: Negative control
4
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Figure 8.1: Extracted ion chromatogram of dipeptide formation. A: Filtered m/z= 295. reFvNase (black);
negative control (red) after incubation in the presence of Glu and Phe for 15 h. Enzyme was incubated without
substrate (blank, blue). B: Filtered m/z= 279. reFvNase (black); negative control (blue) after incubation in the

presence of Glu and Met for 15 h. Enzyme was incubated without substrate (blank, red). New peak after 21 min is

marked by an arrow.
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After the incubation of Glu/Phe and Glu/Met, respectively, a new peak appeared after 21 min
in the filtered m/z ratio 295, corresponding to a Glu-Phe dipeptide and 279, corresponding to a
Glu-Met dipeptide, in the reFvNase sample (Fig. 8.1). These peaks were not detectable in the
negative control or the blank. Furthermore, a relative decrease of the Phe peak area of about
6.7% was noticed in comparison to the negative control. Glutaminases from
B. amyloliquefaciens and A. oryzae showed comparable transpeptidase activity by generating
v-[Glu]a-Phe peptides. The peptides exhibited astringency, imparted a kokumi taste in water,
and enhanced the umami intensity of soy sauce [194]. The decrease of the relative substrate
peak of Met by 25.3 % was even more pronounced. B. amyloliquefaciens glutaminase catalyzed
the formation of y-[Glu]-Val or y-[Glu]-Met which also exhibited the characteristics of kokumi
and umami taste [ 199]. These results indicate that FvNase potentially possessed transpeptidase

activity and catalyzed a peptidyl transfer reaction to gain amino dipeptides.

8.5.2. Optimization of FvNase expression and purification of the recombinant protein

Since the pilot application studies showed potential dipeptide formation, the aim was to increase
the yield of generated soluble active enzyme. After the previous expression studies, the host
was changed to Rosetta-gami 2(DE3) leading to a successful expression of the finase gene as

soluble protein in the cell lysate after homogenization (Fig.8.2).

NK FvNase
kba 37 30 20 M 37 30 20

100 —_ - —
75 — —
50 e -— e e
_ S
25 — — W e S -
FEEe, T T

Figure 8.2: Coomassie blue-stained denatured SDS-PAGE after Expression of fvnase by E. coli Rosetta-
gami. M: Marker; NK: E. coli Rosetta-gami lysate in which the empty pET-32a(+) vector was transformed before;
FvNase: E. coli Rosetta-gami lysate in which the pET-32a(+)-fvnase vector was transformed before. 20: Incubation
temperature 20 °C; 30: Incubation temperature 30 °C; 37: Incubation temperature 37 °C; Arrow: Indicates soluble

reFvnase.
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Cultivation at 20 °C was favorable for the solubility of the enzyme as shown by the appearance
of the expected 31 kDa protein band on the SDS-gel. (Fig. 8.2, marked with an arrow). In the
negative control, only the thioredoxin was detected with a molecular mass of about 18 kDa. An
advantage of the Rosetta-gami strain as host compared to other E. coli strains is the enhanced
disulfide bond formation. Additionally, an enhanced expression of eukaryotic proteins that
contain codons rarely used in E. coli is possible, which attributed to the increased production
of active and soluble reFvNase. Subsequent denatured SDS-PAGE after Ni-IMAC purification
confirmed the purity of the target protein. A single band at about 31 kDa (arrow) was detected
in the second elution fraction corresponding to the predicted molecular mass of thioredoxin and
6xHis-tag fused FvNase of 31.2 kDa (Fig. 8.3 A, arrow). The protein band was excised for mass
spectrometric protein sequencing confirming the identity of the enzyme.
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Figure 8.3: Purification of reFvNase by IMAC and gel activity staining. A: Coomassie blue-stained denatured
SDS-PAGE after IMAC purification. B: Activity gel staining analyzing reFvNase glutaminase side activity.
M: Marker; A: E. coli Rosetta-gami lysate of expressed reFvNase; D: column flow through; W10-W50: wash
fractions; 10: 10 mM imidazole; 20: 20 mM imidazole; 30: 30 mM imidazole; 40: 40 mM imidazole; 50: 50 mM
imidazole; E1 ent: desalted fraction after elution with 500 mM imidazole; E2: desalted fraction after second elution

with 500 mM imidazole. Arrow indicates reFvNase.

A gel staining confirmed the glutaminase side activity of the FvNase in the purified fraction,
since a single violet band was detected at about 37 kDa in the elution fraction (Fig. 8.3 B arrow).
To ensure the successful separation of the reFvNase from the host asparaginase, a His-tag
purification was conducted with a Rosetta-gami strain, in which only the empty pET32a(+)
expression vector was transformed. A subsequent activity gel staining showed no colorization
in the elution fractions of the negative control (data not shown). The violet dye band indicating
reFvNase appeared a bit higher than on the denatured SDS-PAGE. The higher apparent
molecular mass of reFvNase is most likely caused by the native gel electrophoresis. However,
the molecular mass of E. coli asparaginase is 34 kDa, which is not in accordance with the
detected violet stain band [200]. Hence, no activity was detected in the negative control, and

the formation of the recombinant asparaginase activity was verified.
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8.6. Conclusion

The recombinant asparaginase produced by the E. coli Rosetta-gami strain showed potential
competency for dipeptide formation, generating taste active compounds. These properties
might lead to the application of reFvNase in the food industry. Optimization of heterologous
production of active enzyme was realized by changing the host strain, optimized for eukaryotic
protein expression. Further studies will aim at the observation of transpeptidolytic activity of

purified reFvNase and following sensory tests.
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