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Referenzproteome von flinf Weizenarten als Ausgangspunkt fir die kinftige
Entwicklung von Sorten mit geringerem Allergenen Potenzial

Muhammad Afzal 1,5, Malte Sielaff2,5, Ute Distler2 , Detlef Schuppan3,4,6, Stefan Tenzer 2,6 and C. Friedrich H. Longin 1,6

Weizen ist ein wichtiges Grundnahrungsmittel, und seine Verarbeitungsqualitdt hangt weitgehend von den
Proteinen ab. Allerdings gibt es eine betréchtliche Anzahl von Menschen mit entziindlichen Reaktionen auf
Weizenproteine, namlich Zoliakie, Weizenallergie und das Syndrom der nicht z6liakischen Weizensensitivitat.
Daher sollten Proteom-Profile fiir die Akteure entlang der Weizenlieferkette von groler Bedeutung sein. Mit Hilfe
der Flissigchromatographie-Tandem Massenspektrometrie haben wir das Mehlreferenzproteom fir finf alte bis
moderne Weizensorten erstellt, die jeweils auf 10 in drei verschiedenen Umgebungen angebauten Sorten basieren.
Wir identifizierten bei jeder Art mindestens 2540 Proteine, und eine Clusteranalyse trennte die Arten anhand ihrer
Proteomprofile eindeutig voneinander. Mehr noch, mehr als 50 % der Proteine unterschieden sich signifikant
zwischen den Arten - viele von ihnen spielen eine Rolle bei der Produktqualitat, der Getreidestarkesynthese, der
Regulierung von Pflanzenstress und nachgewiesenen oder potenziellen allergischen Reaktionen beim Menschen.
Insbesondere wurde festgestellt, dass die Expression mehrerer wichtiger Weizenproteine hauptséchlich durch
genetische Faktoren und nicht durch Umweltfaktoren bestimmt wird, was die Auswahl und Weiterentwicklung
verbesserter Weizensorten fir die Lieferkette ermdglicht, sofern schnelle Testmethoden entwickelt werden.
Insbesondere Einkorn wies 5,4- bzw. 7,2-mal geringere Mengen an potenziellen Allergenen und immunogenen
Amylase-Trypsin-Inhibitoren auf als Weichweizen, wahrend der Gehalt an potenziellen Allergenen bei
tetraploiden Weizenarten im Mittelfeld lag. Dies rechtfertigt dringend gezielte klinische Studien, bei denen die
entwickelten Referenzproteome helfen werden, reprasentative Testnahrungen zu entwerfen. (npj Science of Food
(2023) 7:9 ; https://doi.org/10.1038/s41538-023-00188-0)

Einleitung

Weizen ist eines der wichtigsten Grundnahrungsmittel mit einer weltweiten Produktion von 765 Millionen Tonnen im Jahr
2019 (https://www.fao.org/faostat/en/#data/QCL, abgerufen am 08.12.2021) und liefert 20 % der taglichen Zufuhr von
Nahrungsprotein zusammen mit Ballaststoffen, Mineralien und Vitaminenl. Der Grofteil der Produktion entfallt auf die
modernen Weizenarten Weichweizen (Triticum aestivum ssp. aestivum) und Hartweizen (Triticum turgidum ssp. durum).
Whéhrend Weichweizen weltweit auf fast 223 Millionen Hektar
(https://apps.fas.usda.gov/psdonline/app/index.html#/app/advQuery, Zugriff am 29.01.2022) fir die Brotherstellung und die
Tiererndhrung angebaut wird, werden mit Hartweizen weltweit 16 Millionen Hektar hauptséchlich fir die Nudelherstellung
genutzt2. Obwohl die alten Weizenarten Dinkel (Triticum aestivum ssp. spelta), Emmer (Triticum turgidum ssp. dicoccum)
und Einkorn (Triticum monococcum ssp. monococcum) schon seit Jahrtausenden als Nahrungsmittel genutzt werden3,4,5,
werden sie derzeit nur in kleinem MaRstab und nur in bestimmten Regionen angebaut6,7,8. Weizenkérner enthalten ca. 8-15
% Protein des Trockengewichts9, das sich in Albumine/Globuline (15-20 %), einschlieflich wichtiger essenzieller
Aminoséuren10, und Kleberproteine (80-85 %)9,11 unterteilen lasst. Die viskoelastischen und geschmacklichen Eigenschaften
als Qualitatsmerkmale fir die Brot- und Teigwarenherstellung werden hauptsachlich von den Glutenproteinen bestimmt12,13.
Gleichzeitig kdnnen einige Weizenproteine Entziindungsreaktionen wie Z6liakie (CeD), klassische Weizenallergie (WA) und
Nicht-Zoéliakie-Weizensensitivitdt (NCWS) bei etwa 1 %, weniger als 1 % bzw. bis zu 10 % der Weizenkonsumenten
auslosen14. Spezifische Glutenpeptidsequenzen verursachen CeD15,16, Alpha-Amylase-/Trypsin-Inhibitoren (ATIS)
stimulieren angeborene Immunzellen tiber den Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4), um intestinale und extraintestinale Entziindungen
in Tiermodellen der Krankheit zu férdern17, 18,19,20,21,22,23, und insbesondere Serpine, Lipid Transfer-Proteine (LTPs),
B-Amylasen, ATIs und einige Glutenproteine kdnnen durch Immunglobulin E (IgE) vermittelte allergische Reaktionen vom
Soforttyp auslosen24,25,26,27,28,29. Darliber hinaus deuten Klinische und funktionelle Studien darauf hin, dass
Lebensmittelallergien vom Typ 2, die z. B. durch Eosinophile und vor allem durch Weizenproteine ausgeldst werden, eine
wichtige Rolle bei der Entstehung des Reizdarmsyndroms spielen14,30,31. Fruhere Studien verglichen moderne und alte
Weizensorten und beschrénkten sich auf Proteine einer bestimmten Familie wie Glutenproteine32 oder ATIs33,34,35, oder
untersuchten das immunogene Potenzial von ATIs zwischen Weichweizen und Einkorn21,36. Im Vergleich zu friiheren gel-
basierten Proteomstudien ermdglichen die neuesten Entwicklungen in der LC-MS-basierten Proteomik die Quantifizierung von
Tausenden von Proteinen in weniger als 1,5-2 Stunden pro Probe37. Kirzlich wurde diese Proteomik-Technologie zum
Vergleich der Proteome einiger Weizen-, Dinkel- und Roggensorten angewandt38,39 und es zeigte sich, dass eine grole Anzahl
von Proteinen sogar zwischen Weichweizen und Dinkel, beides hexaploide Arten, unterschiedlich exprimiert wurden. Beim
Vergleich der Proteinexpressionsniveaus in 150 Weichweizensorten zeigte unsere jlingste Studie einen groen Einfluss der
Umwelt und der verschiedenen Sorten auf die Expression einer Reihe von Proteinen40. Unseres Wissens nach wurden die
Mehlproteome von Weichweizen, Dinkel, Hartweizen, Emmer und Einkorn jedoch noch nicht mit moderner Proteomik-
Technologie verglichen. In der vorliegenden Arbeit haben wir hochauflésende Flissigchromatographie-
Tandem Massenspektrometrie (LC-MS/MS) auf der Grundlage markierungsfreier quantitativer Proteomik (LFQ) eingesetzt,
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um das Proteom des Vollkornmehls von zehn Sorten fiir jede der fiinf Weizenarten zu charakterisieren, die alle in drei
verschiedenen Umgebungen angebaut wurden. Unsere Ziele waren (i) die Erstellung eines hochauflésenden Referenzproteoms
von fiinf Weizenarten, (ii) die Quantifizierung der Auswirkungen der Arten, der Sorten innerhalb der Arten und der Umwelt
auf die Proteinhaufigkeit bzw. das Expressionsniveau und (iii) die Aufklarung von Ahnlichkeiten und Unterschieden in den
Proteomen verschiedener Weizenarten auf der Grundlage von Proteinmustern im Zusammenhang mit Allergien,
Immunaktivierung und Erndhrungsqualitét zur Verbesserung der Gesundheit und der Weizenlieferketten.

Ergebnisse und Diskussion

In unserer Analyse identifizierten wir 17.277 Peptidsequenzen und 2.896 verschiedene Proteine in 150 Mehlproben, was
unseres Wissens nach die bisher grofite Proteomstudie bei Getreide darstellt. Dartiber hinaus ermdglichte die Untersuchung
von zehn Sorten fur jede Art, die in drei verschiedenen Umgebungen angebaut wurden, eine eingehende Bewertung der
Auswirkungen der Art, der Sorten innerhalb der Art und der Umgebung auf die Proteinexpression.

Grundlage fur kinftige vertiefte proteomische Forschung bei Weizenarten

Bei unseren Proteomanalysen wurden 2706, 2705, 2671, 2687 und 2540 Proteine in Weichweizen, Dinkel, Durum, Emmer und
Einkorn identifiziert (Abb. 1a). Interessanterweise waren diese Zahlen zwischen den Arten recht &hnlich, obwohl die
Zusammensetzung der Proteinsequenzdatenbank, die fiir die Suche nach den MS-Spektren verwendet wurde, aufgrund des
Fehlens von Referenzproteomen fiir einige der untersuchten Arten vor allem Eintrage aus Weichweizen (38 % aller Eintrége)
und Hartweizen (51 % aller Eintrége) enthielt. Diese Ergebnisse stimmen mit einer Studie Uberein, in der nur die hexaploiden
Arten Weichweizen und Dinkel verglichen wurden38 , was auf eine hohe Sequenzhomologie zwischen den Weizenarten
hinweist, ungeachtet der unterschiedlichen Ploidie-Stufen.
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Fig. 1 Overview of the identified proteins in five wheat species. a Grouping of proteins based on their presence in a certain number of
cultivars across three environments. The capital letters on the x-axis denote groups of proteins. These groups correspond to the proteins that
were expressed in all of the three environments in all 10 cultivars (A), in at least 9 (B), 8 (C), 7 (D), 6 (E), 5 (F), 4 (G), 3 (H), 2 (I) cultivars and in at
least 1 (J) cultivar. Proteins belonging to group K were found in at least one sample. For further analysis, the proteins from group J were
considered. b Number of proteins that are unique or common between species. ¢ Grouping of the unigue proteins (from Fig. 1b) based on
their presence in a certain number of cultivars across three environments. The letters on x-axis have the same denotation as in Fig. 1a. CW,

common wheat.



npj | Science of Food

Table 1. Potentially interesting proteins for future research and breeding grouped into protein families.

UniProt annotation / keyword Common wheat Spelt Dururm Emmer Einkorn
Glutenin, HMW, LMW 19 (0.81) 18 (0.78) 15 (0.85) 6 (0.69) 7 10.78)
Gliadin 23 (0.87) 16 (0.81) 12 (0.81) 2 (0.64) 5 (0.82)
Puraindoline 1(0.82) 0 0 1] 2 (0.54)
Beta-amylase 7 (0.82) 4 (0.93) 2 (0.75) 1 (0.80) 110.62)
1,4-alpha-glucan branching enzyme 3 (0.66) 2 (0.62) 7 (0.74) 2 (0.57) 3 (0.64)
Sucrose synthase, Sucrose_synth 3 (0.78) 3 (0.69) 5 (0.75) 1 10.65) 0
Alpha-amylase inhibitor, amylase inhibitor 8 (0.71) 7 (0.72) 4 (0.79) Q 0
Trypsin inhibitor 2 (0.83) 3(0.73) 1 (0.66) a 1{0.59)
Serpin 4 (0.75) 4 (0.78) 9 (0.85) 5 (0.60) 1{0.57)
MNon-specific lipid-transfer protein 6 (0.80) 5 (0.89) 4 (0.74) Q 1{0.77)
Glutathione transferase, S-transferase 2 (0.74) 1(0.70) 4 (0.80) 2 (0.69) 1]
P:defense response® 15 (0.74) 11 (0.66) 15 {0.77) 10 (0.71) 8 (0.66)
P:response to water® 8 (0.69) 4 (0.60) 4 (0.78) 4 (0.74) 0

Heat shock 5 (0.64) 2 (0.57) 4 (0.73) 510.78) 3 (0.58)
P:response to heat® 10 (0.74) 5 (0.65) 17 {0.70) 7 10.75) 3 (0.63)
Late embryogenesis abundant (LEA) 2 (0.73) 0 1] 1] 0

HMW high molecular weight, LMW low molecular weight.

*proteins involved in a given biological process (P:) according to the gene ontology (GO) analysis.

These proteins were filtered by applying a stringent criterion within each species, i.e, heritability >0.50, missing data <20%, detected in all environments in
=50% cultivars and in at least 2 of 3 environments in 2809 cultivars. For each species, the number of proteins within specific protein families fulfilling the
filtering criteria are shown with their average heritability in brackets. For more details, see Supplementary Tablel.

Insgesamt wurden die Proteinh&dufigkeiten in hohem MafRe durch die Auswahl der Sorten innerhalb der Arten und die
Umgebung, in der die Sorten angebaut wurden, beeinflusst. So wurden beispielsweise von den insgesamt 2 540 identifizierten
Proteinen in Einkorn (Abb. 1a Buchstabe K) nur 1 940 in allen drei Umgebungen in mindestens einer Sorte stabil exprimiert
(Abb. 1a Buchstabe J): Somit waren 600 Proteine nur aufgrund von Umwelteinflissen vorhanden/abwesend. Fir die tbrigen
Proteine betrug die mittlere Heritabilitat 0,24, wobei nur 380 Proteine eine Heritabilitit von mehr als 0,5 aufwiesen (ergdnzende
Abb. 1a). Die Heritabilitat quantifiziert den Einfluss der Sorte auf die Gesamtauspragung eines Merkmals und reicht von 0 bis
1. Je niedriger die Heritabilitat, desto groéRer ist der Einfluss der Umwelt gegenuber der Sorte auf die Ausprdgung eines
Merkmals. Folglich ist der Einfluss der Umwelt, einschlieRlich des Bodens, der klimatischen Faktoren und der Anbaupraktiken,
auf die Proteinexpression sehr hoch, was mit der Literatur ibereinstimmt32,34,38,40. Fiir die weitere Diskussion lielen wir
Proteine auBer Acht, die nur von der Umwelt beeinflusst wurden, insbesondere Proteine, die nicht in allen Umgebungen in
mindestens einer Sorte einer Art stabil vorhanden waren (Abb. 1a Buchstabe K). Im Allgemeinen unterschieden sich die
verschiedenen Kultivare innerhalb einer Art erheblich in ihrer Proteinexpression, was durch das VVorhandensein/Fehlen von
Proteinen (Abb. 1a) oder einen grofRen Variationskoeffizienten zwischen den Kultivaren fiir ein Protein (ergdnzende Abb. 1b)
belegt wird. Zum Beispiel wurden bei Einkorn 1.940 Proteine identifiziert, die in mindestens einer Sorte in allen drei
Umgebungen stabil vorhanden waren (Abb. 1la Buchstabe J), aber nur 992 Proteine waren in allen 10 Sorten und allen
Umgebungen vorhanden (Abb. 1a Buchstabe A). Dies stimmt mit den Ergebnissen einer friiheren Studie Uberein, in der
Weichweizen und Dinkel verglichen wurden38 , und unterstreicht die Notwendigkeit, bei der Messung der Proteinhdufigkeiten
représentative Sétze von Sorten innerhalb von Arten zu verwenden, die in verschiedenen Umgebungen angebaut wurden. In
Anbetracht des groRRen Einflusses der Umwelt auf die Proteinexpression haben wir fur die kiinftige Forschung und Zichtung
eine Liste von Proteinen erstellt, die hauptséchlich von der Genetik beeinflusst werden. Diese Proteine kdnnten in zukiinftigen
Weizenlieferketten durch die Wahl der Sorte erfolgreich manipuliert werden. Wir wéhlten daher innerhalb jeder Art nur
Proteine aus, die (i) eine Heritabilitdt >0,50 aufwiesen, (ii) fehlende Daten <20% hatten und (iii) in allen Umgebungen in >50%
der Sorten und in mindestens 2 von 3 Umgebungen in >80% der Sorten nachgewiesen wurden. Es handelte sich um 845, 611,
863, 262 und 296 Proteine in Weichweizen-, Dinkel-, Hartweizen-, Emmer- bzw. Einkornsorten (ergdnzende Tabelle 1). Diese
Liste enthielt Proteine aus wichtigen Familien wie Proteine, die fir die Backqualitét entscheidend sind (Glutenine, Gliadine),
den Stirkeweg (Beta-Amylasen, Glucan-verzweigende Enzyme, Saccharose-Synthasen), bestétigte Allergene (Enzym-
Inhibitoren, Serpine, Lipid-Transfer-Proteine) und die Reaktion der Pflanzen auf Feldbedingungen (Hitzeschock-, Hitze- und
Trockenheitsreaktionsproteine, reichlich vorhandene Proteine der spaten Embryogenese) und andere, die zum Teil in
verschiedenen Weizenarten vorhanden waren (Tabelle 1). Darliber hinaus haben viele Proteine auf unserer Liste der "heiRen
Kandidatenproteine™ fir kiinftige Weizenversorgungsketten noch unbekannte oder eher beschreibende Namen, die dringende
kiinftige Forschung rechtfertigen. Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass unsere aktuelle Proteomics-Studie mit hoher
Abdeckung eine solide Grundlage fur kinftige eingehende Untersuchungen des Proteoms und der Proteinfunktionen bei
verschiedenen Weizensorten bietet.

Funf Weizenarten lassen sich anhand ihrer Proteinexpressionsmuster unterscheiden

Das hierarchische Clustering der 50 Sorten von finf Weizenarten anhand von 2.774 Proteinen trennte die Sorten eindeutig in
funf Gruppen, die den fiinf Arten entsprechen (Abb. 2). Das Clustering spiegelte den genetischen Abstand zwischen den Arten
wider, indem es geringere Abstande zwischen Arten mit gleichem Ploidiegrad anzeigte. So lagen beispielsweise die beiden
hexaploiden Arten Weichweizen und Dinkel enger beieinander als Einkorn und Weichweizen, ebenso wie die beiden
tetraploiden Arten Hartweizen und Emmer, was die Validitat unseres proteomischen Workflows unterstreicht.
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Fig. 2 Hierarchical clustering of 50 cultivars belonging to five wheat species. The colors of the lines (branches) highlight three clusters of
cultivars corresponding to their ploidy level. The colors of the cultivar labels correspond to the color legend for species in Fig. 1a. In total, 2774
proteins were used for clustering, which included proteins unigue to one of the five species and proteins common between species. All those
proteins were identified across all three environments in at least one cultivar and hence belonged to the group J in Fig. 1a.

Diese Trennung wurde auch durch Proteine bestétigt, die nur in einer einzelnen Art vorkommen oder nur in wenigen, aber nicht
in allen Arten vorhanden sind (Abb. 1b, c; ergdnzende Abb. 2). So wies das diploide Einkorn die héchste Anzahl einzigartiger
Proteine auf, wobei >40 einzigartige Proteine in mindestens vier Einkornsorten vorhanden waren. Im Gegensatz dazu wurden
1.474 Proteine in allen fiinf Weizensorten gemeinsam exprimiert (Abb. 1b), wobei die hdchste (niedrigste) Anzahl an
gemeinsam exprimierten Proteinen bei paarweisen Vergleichen zwischen Weichweizen und Dinkel (Einkorn und Emmer;
erganzende Abb. 2) festgestellt wurde. Allerdings wurden mehr als 50 % der gemeinsamen Proteine zwischen einem beliebigen
Artenpaar mit statistisch signifikant unterschiedlicher Haufigkeit exprimiert (Abb. 3), was die Tendenz zeigt, dass der
Prozentsatz der unterschiedlich exprimierten Proteine umso hoher ist, je groRer der Unterschied zwischen den Ploidiestufen
der Arten ist. So wiesen beispielsweise 52 % der gemeinsamen Proteine von Dinkel und Weichweizen (Abb. 3a) eine signifikant
unterschiedliche Expression auf, die bei Einkorn gegenuber Weichweizen 78 % erreichte (Abb. 3g). Dabei wurde bei Einkorn
im Vergleich zu den anderen Weizenarten eine gréfRere Anzahl von Proteinen herunterreguliert als hochreguliert (ergénzende
Abb. 3). Insgesamt 254 Proteine wiesen nicht nur eine statistisch unterschiedliche Expression zwischen den verschiedenen
Artenpaaren auf, sondern tbertrafen auch einen strengen Schwellenwert von +3 log2- facher VVerdnderung (entspricht einer 8-
fachen Auf-/Abregulation) (Abb. 3 orangefarbene Punkte, ergédnzende Tabelle 2). Diese Proteine gehdrten zu den oben
erwahnten wichtigen Proteinfamilien (Backqualitét, Starkeweg, Allergene, Stressreaktion der Pflanzen) (Tabelle 2). Abgesehen
von unserem kirzlich durchgefuhrten Vergleich zwischen Weichweizen und Dinkel38 ist bisher keine derartige Analyse
verdffentlicht worden. Aufgrund des Fehlens von Referenzproteomen fiir Dinkel, Emmer und Einkorn kdnnte unsere Studie
insofern verzerrt sein, als Proteine, die fiir diese Arten einzigartig sind, nicht entdeckt wurden, was die Unterschiede zwischen
den Arten noch vergrofRern konnte. Bislang bietet unsere Studie jedoch die groRte Proteomabdeckung hinsichtlich der
identifizierten und quantifizierten Proteine bei funf Weizenarten.
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Table 2. Proteins with potentially important functions, which were significantly differently expressed (t-test, p value <0.05) between species.
UniProt annotation / keyword NPS GO annotations® NPU

Cw Sp Du Em Ei
Glutenin, HMW, LMW 50 F:nutrient reservoir activity 2 - 1 1 3
Gliadin 41 F:nutrient reservoir activity 6 2 2 - 4
Puroindoline 7 F:nutrient reservoir activity - - - - =
Beta-amylase 7 F:beta-amylase activity 1 - -1 -
1,4-alpha-glucan branching enzyme 12 Puglycogen biosynthetic process 1 -1 - -
Starch synthase 12 11 Fglycogen (starch) synthase activity - - 1 - 1
Sucrose synthase, Sucrose_synth 8 F:sucrose synthase activity - - - - -
Alpha-amylase inhibitor, amylase inhibitor, Trypsin 30 F:serine-type endopeptidase inhibitor activity 1 - - -1
inhibitor, BBTTI, CTI
Serpin 16  F:serine-type endopeptidase inhibitor activity 1 - - - -
Nonspecific lipid-transfer protein 10  Piipid transport - = = = -
ATP synthase 14  P:ATP synthesis coupled proton transport - - - - -
Glutathione transferase, S-transferase 8 7 P:glutathione metabolic process, 1 F:glutathione - - - - -

dehydrogenase (ascorbate) activity

Defensin, Barwin, Thaumatin-like, Thionin, Knot1 13 Pudefense response - - 1 - 2
Dehydrin 4 P:response to water -1 - - -
Heat shock, SHSP 42  F:ATP hydrolysis activity, P:response to heat 4 - 7 3 6
Late embryogenesis abundant, LEA 4 - - - - - -
NPS number of proteins, which were significantly differently expressed (t-test, p value <0.05) between species, GO gene ontology, NPU number of proteins,
which were unigue to only one of the five species, Cw common wheat, 5p spelt, Du durum, Em emmer, Ei einkorn, HMW high molecular weight, LMW low
molecular weight, BBTTI Bowman-Birk type trypsin inhibitor, CTI chymotrypsin inhibitor.
For more details, see Supplementary Table 2.
GO annotations provided as either molecular function (F:) or biological process (P:) obtained from the Gene Ontology (GO) analysis.

Potenzielle und bekannte allergene Proteine sind in Einkorn weitgehend reduziert

Weizen ist ein wichtiges und in der Regel gesundes Grundnahrungsmittel fur Mensch und Tier, aber eine betrdchtliche Anzahl
von Menschen leidet unter entziindlichen Weizensensibilitdten. Dabei handelt es sich um Zéliakie, IgE-vermittelte und nicht
IgE-vermittelte (Typ 2) Weizenallergie und angeborene Immunaktivierung durch ATI-Proteine, wobei die beiden letzteren
maglicherweise zur Nicht-Zdliakie-Weizensensitivitdt (NCWS) beitragen14,17,18,19,20,21,22,23,25,30,31,41,42,43,44,45.
Da es sich bei den meisten potenziellen Allergenen um Proteine handelt und groRe Unterschiede in den Proteomen der
verschiedenen Weizenspezies bestehen (siehe oben), haben wir die Verteilung potenziell allergener Proteine auf die
verschiedenen Weizenspezies genauer untersucht. Wir folgten dem Ansatz von Zimmermann et al.39 und stellten eine Liste
von Allergenen zusammen, die auf den Daten Uber samenbiirtige Weizenallergene27 und der Allergome Database
(http://www.allergome.org/index.php)46 basiert, und bezogen zusétzlich ATIs mit ein. Die Summe all dieser potenziell
allergenen Proteine unterschied sich deutlich zwischen den Arten und entsprach nahezu perfekt dem Ploidiegrad (Abb. 4a).
Wahrend ihre Gesamth&ufigkeit bei hexaploidem Weichweizen und Dinkel &hnlich war, waren sie bei tetraploidem Durum und
Emmer etwa um das Zweifache und bei diploidem Einkorn um das 5,4-fache reduziert. Diese Unterschiede sind sowohl auf
die unterschiedliche Anzahl potenzieller Allergene als auch auf unterschiedliche Proteinhdufigkeiten zuriickzufiihren. Im
Gegensatz dazu war der Gesamtproteingehalt des Korns (GPC) bei Einkorn, Dinkel und Emmer etwas hoher als bei
Weichweizen (ergénzende Abb. 4), was mit friiheren Erkenntnissen32,47 tibereinstimmt, wobei die Unterschiede im GPC der
anderen Arten im Vergleich zu Weichweizen zwischen 1 % und 20 % lagen. Bei Weichweizen, Dinkel und Hartweizen wies
fast die Hélfte der potenziell Allergenen Proteine eine Heritabilitat >0,5 auf, und bei allen Arten lag der Variationskoeffizient
mit einer Heritabilitat >0,5 zwischen 7 % und 261 % (Abb. 4a). Daher kann die Haufigkeit dieser potenziellen Allergene mit
Hilfe der Proteomik gezielt reduziert werden, um die Ziichtung und die Sortenwahl zu berwachen, was die jlingsten
Erkenntnisse tber die Gluten und ATI-Zusammensetzung bei verschiedenen Weizensorten bestétigt33,34,48. Dies wirde
jedoch die Entwicklung von Schnelltestverfahren erfordern, die im tdglichen Geschaft in der gesamten Weizenlieferkette
eingesetzt werden kénnen. Unser Referenzproteom kann als Ausgangspunkt dienen, z. B. indem wir uns auf Allergene mit
hoher Heritabilitdt und hohem Variationskoeffizienten zwischen den Sorten innerhalb einer Art konzentrieren.
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Fig. 4 Allergenic proteins in wheat species. LFQ intensity/abundance of different families of proteins per cultivar in different wheat species
for (a) potential allergens, and (c) proteins identified as ATls. Boxes with different letters indicate significant differences between the wheat
species (ANOVA with Tukey's test, p < 0.05). Each box summarizes the content of 30 samples (ten cultivars grown at three locations). Mean
values for each species are highlighted in red color. Furthermore, within each species the distribution of (b) allergens, and (d) ATls with a
known type is shown. CW, common wheat; Total (prot), number of allergenic proteins or ATls used to calculate total LFQ intensity (%); H? = 0.5
(prot), number of allergenic proteins or ATls with heritability =0.5; HZ, heritability; CV, i mean-max MiNiMum-mean-maximum values of the
coefficient of variation (%) for allergenic proteins or ATls with heritability »0.5; LFQ, label-free quantification; ATI, amylase/trypsin inhibitor;
Gsp, grain softness protein; HMW, high molecular weight; LMW, low molecular weight; LTP, lipid transfer protein; Pin, purocindoline; BBTTI,
Bowman-Birk type trypsin inhibitor; CM, chloroferm/methancl seluble protein; WCI, wheat chymotrypsin inhibitor; WSCl, wheat subtilisin-
chymotrypsin inhibitor.

Neben der Menge der Allergene variierte auch ihre Verteilung innerhalb der Arten erheblich (Abb. 4b). Wéhrend die Allergene
des Weichweizens groBtenteils aus ATls, Gliadinen, HMW- und LMW Gluteninen bestanden, waren mehr als 50 % der
Einkornallergene (wesentlich geringere Mengen als bei anderen Weizenarten, Abb. 4a) Gliadine und LMW-Glutenine. In
Ubereinstimmung mit der veréffentlichten Literatur33,48 wies Einkorn im Vergleich zu den anderen Weizenarten eine deutlich
geringere Menge an ATlIs auf, ndmlich 7,2, 7,3, 5,2 bzw. 4,7-mal weniger als in Weichweizen, Dinkel, Durum und Emmer
(Abb. 4c). Die ATIs werden als Hauptallergene und auch als Aktivatoren von TLR4 in Tiermodellen von Krankheiten
beschrieben17,18,19,21,22,23,33,48. Die ATlIs in Einkorn wurden hauptsédchlich CMX1/CMX3 (UniProt-Zugang M8A1S2)
zugeordnet (Abb. 4d). Interessanterweise wurde fur Einkorn nicht beschrieben, dass die vorherrschenden ATIs vom Typ
CMX1/CMX2/CMX3 die Amylaseaktivitdt hemmen49 , und CMX1/CMX3 sind weder als samenbdirtige Weizenallergene27
noch in der Allergome Database (http://www.allergome.org/index.php)46 aufgefiihrt. Dariiber hinaus wurde ein weiteres ATI
(UniProt-Zugang C5J3R4; Beschreibung, Trypsin-Inhibitor OS = Triticum monococcum subsp. monococcum OX = 408188
GN = Eti-Am1) nur in Emmer und Einkorn gefunden, was unsere jingsten Analysen mit Schwerpunkt auf ATIs bestétigt35.
Im Gegensatz dazu waren die ATIs von hexaploidem Weichweizen und Dinkel hauptséchlich durch 0,19, CM1, CM2, CM3
und CM16 représentiert, wahrend die ATIs von tetraploidem Durum und Emmer hauptsachlich 0,53, CM3 und CM16 waren
(Abb. 4d). lacomino et al.36 zeigten, dass die ATIs von Einkorn anfélliger fir enzymatische In-vitro-Hydrolyse sind als die
ziemlich Pepsin-Trypsin-resistenten ATIs von tetra- und hexaploiden Weizen19,21,22,23,50 und daher wéhrend der
Lebensmittelverarbeitung und insbesondere wéahrend der oberen Magen-Darm-Passage weitgehend proteolytisch abgebaut
werden, was dazu fiihrt, dass sie keine oder eine geringere Fahigkeit zur Auslésung der angeborenen Immunitét besitzen36. In
&hnlicher Weise haben Sievers et al.51 gezeigt, dass Einkorn fiir Menschen, die nur auf ATls empfindlich reagieren, vorteilhaft
sein konnte, aber fur Personen mit einer Weizenallergie moglicherweise nicht sicher ist. Zusammenfassend lasst sich sagen,
dass unsere Studie eine wesentlich geringere Haufigkeit potenzieller Allergene und ATIs in Einkorn sowie in Durum und
Emmer im Vergleich zu hexaploidem Weichweizen und Dinkel zeigt. Allergendatenbanken scheinen jedoch mehr Allergene
von Weichweizen als von anderen Weizenarten zu enthalten, was wahrscheinlich auf die begrenzte Verwendung und den Anbau
alternativer Weizenarten wie Dinkel, Emmer und Einkorn zurlickzuflihren ist. AuBerdem enthielt die verwendete Proteom-
Referenz nur die Referenzproteome von T. turgidum ssp. durum (51 % aller Datenbankeintrdge), T. aestivum ssp. aestivum
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(38 % aller Datenbankeintrage) und T. urartu (9 % aller Datenbankeintrage). Folglich hat unser Ansatz méglicherweise nicht
ausgereicht, um alle potenziellen Allergene von Einkorn, Emmer, Durum und Dinkel zu identifizieren. Dennoch vermuten wir,
dass Emmer, Durum und Einkorn eine wesentlich geringere Anzahl und Haufigkeit allergener Proteine aufweisen, da die
identifizierten Unterschiede sehr grof sind und die Sequenzhomologie hoch war, so dass ungeachtet der oben genannten
Einschrankungen eine grofle Anzahl von Proteinen in allen Weizenarten identifiziert werden konnte. Die Notwendigkeit,
alternative Getreidearten mit geringerer Allergenitat oder ATIs zu finden, wird durch die zunehmende Zahl préklinischer und
insbesondere klinischer Studien zum Vergleich verschiedener Weizensorten unterstrichen. Erste explorative préklinische
Studien deuten auf eine potenziell bessere Vertraglichkeit von alten gegeniiber modernen Weizensorten bei Patienten mit
Weizenallergie und NCWS hin. In diesen Studien wurden alte diploide und auch tetraploide Weizensorten wie Einkorn und
Emmer von NCWS-Patienten, von denen viele entweder eine IgE positive oder eine IgE-negative (Typ 2) Weizenallergie
hatten, tatsachlich besser vertragen als moderne hexaploide Weizensorten18,52,53,54,55,56,57,58. In &hnlicher Weise
untersuchten Picascia et al.59 die Auswirkungen einer aus Einkorn- und Weichweizenmehl zubereiteten Didt auf die
Immunantwort bei Z&liakiepatienten und kamen zu dem Schluss, dass Einkorn im Vergleich zu Weichweizen eine geringere
In-vivo-T-Zell-Reaktion hervorruft. Diese Studien basierten jedoch nicht auf reprasentativen Proben, die verschiedene Sorten
verschiedener Weizenarten enthielten, die unter vergleichbaren Umweltbedingungen angebaut wurden, die alle einen grof3en
Einfluss auf die proteomischen Profile der Mehlproben haben, wie in dieser Studie gezeigt wurde. Folglich sind gezieltere
kontrollierte klinische Studien mit Weizen mit einem definierten niedrigen Gehalt an potenziellen Allergenen dringend
erforderlich und kénnen auf der Grundlage der in dieser Studie gelieferten Referenzproteome durchgefiihrt werden. Neben
Einkorn und anderen Weizensorten mit geringem Gehalt an potenziellen Allergenen sollte auch die Auswirkung verschiedener
Mehlverarbeitungs- und Brotbackverfahren, wie z. B. der langen Sauerteiggérung, auf den Gehalt und die Aktivitat von
Allergenen untersucht werden, um gesiindere Weizenprodukte insbesondere fiir Menschen mit weizenbedingten Erkrankungen
zu finden.

Ausblick: Einkorn als nachhaltige Kulturpflanze fir marginale Umgebungen, aber mogliche
gesundheitliche Vorteile missen dringend validiert werden

Neben der oben beschriebenen geringeren Menge an potenziellen Allergenen, fur die es noch keine klinischen Nachweise gibt,
enthélt Einkorn im Vergleich zu Weichweizen mehr Eiweif8 und deutlich hdhere Mengen an wertvollen Spurenstoffen wie
Vitamin E, Lutein, Sterylferulat60,61, Mineralien wie Fe und Zn62 sowie verschiedene andere Mineralien wie Ca, Cu, K, Mg,
Mn, P und S63 - allesamt Verbindungen, die fiir eine gesunde Erndhrung wichtig sind61,62. Die Bioverfligbharkeit dieser
Verbindungen in Brot und anderen Getreideerzeugnissen und ihre Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit sind jedoch
noch nicht untersucht worden, so dass weitere Forschungen dringend erforderlich sind. Aus agronomischer Sicht weist Einkorn
eine wesentlich héhere Eiweilausbeute als Weichweizen32, eine fast vollstdndige Resistenz gegen Pilze8 und die Flexibilitét
auf, dieselbe Sorte vor oder nach dem Winter auszuséen, was bei anderen Getreidearten nicht der Fall ist. Im Vergleich zu
Weichweizen sind Einkornpflanzen jedoch héher und damit anfélliger fur Lagerschaden als Weichweizen. AulRerdem hat
Einkorn unter guten Bodenbedingungen einen um fast 70 % geringeren Kornertrag als Weichweizen47. Angesichts der
Notwendigkeit, die landwirtschaftliche Produktivitdt pro verflighare Anbauflaiche zu steigern, um eine wachsende
Weltbevélkerung zu erndhren, kann Einkorn den weit verbreiteten Weichweizen nicht ersetzen. In Grenzertragslagen ist die
Produktivitdt von Weichweizen jedoch deutlich geringer64 , wahrend Einkorn gute Ergebnisse erzielt65. Zu den
Grenzertragsstandorten gehdren sandige Béden und héhere Lagen in Gebirgsregionen und/oder der Mangel an Stickstoffdiinger
aufgrund von hohen Kosten, Umweltauflagen oder 6kologischer Landwirtschaft. In Anbetracht des geringsten Allergen- und
ATI-Gehalts und des hohen Gehalts an néhrstoffreichen Inhaltsstoffen von Einkorn sind klinische Studien dringend
erforderlich, um diese potenziellen gesundheitlichen Vorteile zu validieren, da Einkorn eine vielversprechende, nachhaltige
alternative Kulturpflanze fir Randgebiete sein kdnnte, die die Agrobiodiversitat fordert.

Methoden

Pflanzenmaterial und Feldversuche

Wir untersuchten jeweils 10 Sorten der funf Weizenarten Weichweizen (T. aestivum ssp. aestivum, 2n = 6x =42, AuAuBBDD),
Dinkel (T. aestivum ssp. spelta, 2n = 6x =42, AuAuBBDD), Durum (T. turgidum ssp. durum, 2n = 4x = 28, AuAuBB), Emmer
(T. turgidum ssp. dicoccum, 2n = 4x = 28, AUAuUBB) und Einkorn (T. monococcum ssp. monococcum, 2n = 2x = 14, AmAm).
Unter den ausgewdhlten Sorten der einzelnen Weizenarten befinden sich sehr wichtige Sorten, die den aktuellen Markt in
Deutschland représentieren. Dariiber hinaus wurden den ausgewahlten Sorten die besten und neuesten Zuchtlinien aus
Feldversuchen unter verschiedenen Bedingungen hinzugefiigt (ergdnzende Tabelle 3). Die Feldversuche wurden als
Winteranbau, d.h. Aussaat im Oktober 2018 und Ernte im Juli 2019, an drei verschiedenen Standorten fiir jede Art in
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Deutschland/Osterreich durchgefiihrt. Die Versuchsstandorte mit ihren GPS-Koordinaten fiir jede Art sind in Klammern
angegeben, gefolgt vom Namen der Art, z. B. Weichweizen (DSV-Leutewitz - 51°8'58'N, 13°21'46. 908 "E; Eckartsweier -
48°31'45 "N, 7°51'18 "E; Stuttgart-Hohenheim - 48°42'50 "N, 9°12'58 "E), Dinkel (Eckartsweier - 48°31'45 "N, 7°51'18 "E;
Stuttgart-Hohenheim - 48°42'50 "N, 9°12'568 "E; Oberer Lindenhof - 48°28'26 "N, 9°18'12 "E), Hartweizen (Eckartsweier -
48°31'45 "N, 7°51'18 "E; Stuttgart-Hohenheim - 48°42'50 "N, 9°12'58 "E; Probstdorf - 48°10'19 "N, 16°37'13 "E), Emmer
(Stuttgart-Hohenheim - 48°42'50 "N, 9°12'58 "E; lhingerhof - 48°44'44 "N, 8°55'23 "E; Oberer Lindenhof - 48°28'26 "N,
9°18'12 "E), Einkorn (Eckartsweier - 48°31'45 "N, 7°51'18 "E; lhingerhof - 48°44'44 "N, 8°55'23 "E; Oberer Lindenhof -
48°28'26 "N, 9°18'12 "E). Die Weizenarten wurden in getrennten, aber benachbarten Versuchen an einzelnen Standorten
untersucht, wobei ein nicht repliziertes Felddesign verwendet wurde, das fiir jede Art an jedem Versuchsstandort separat
randomisiert wurde. In allen Versuchen wurden die gleichen Feldbehandlungen mit intensiven konventionellen
Anbaumethoden durchgefiihrt, mit Ausnahme der Stickstoffdiingung, bei der Weichweizen, Hartweizen, Dinkel, Emmer und
Einkorn gediingt wurden, um die folgenden N-Gehalte einschlieBlich des im Boden gemessenen N zu erreichen (*Nmin"): 180,
180, 160, 60 bzw. 60 kg N/ha. Diese individuelle Anpassung wurde vorgenommen, um der aktuellen landwirtschaftlichen
Praxis im konventionellen Anbau Rechnung zu tragen. AuRerdem wurde Einkorn aufgrund seiner Feldresistenz gegen
Pilzkrankheiten im Gegensatz zu allen anderen Arten nicht mit Fungiziden behandelt. Die GroRe der Feldnetzparzellen betrug
an allen Standorten 5 m2. Alle Parzellen wurden maschinell gesét und mit Mahdreschern geerntet. Alle Proben von Dinkel,
Emmer und Einkorn wurden mit einem Mini-Petkus-Saatgutreiniger (Réber, Bad Oeynhausen, Deutschland) geschalt und
gereinigt, um Spelzen, Stroh und beschadigte Kérner zu entfernen. Die Schélung erfolgte mit einer klassischen Steinmiihle, bei
der der Stein durch Hartgummi ersetzt wurde. Bei Weichweizen wurde auferdem eine Saatgutreinigung mit dem Mini  Petkus-
Saatgutreiniger durchgefiihrt, um Spreu und Strohpartikel zu entfernen, die nach der Mahdruschernte noch vorhanden waren.

Laboruntersuchungen

Drei Beobachtungen (Proben) von drei verschiedenen Standorten wurden verwendet, um die mittlere Haufigkeit eines Proteins
pro Sorte jeder Art zu berechnen. Fiir die Laboranalyse verwendeten wir jedoch fiir jede Probe eine technische Wiederholung.
Obwohl die Verwendung mehrerer technischer Replikate vorzuziehen ist, mussten wir aufgrund der groRen Anzahl von Proben,
die innerhalb eines bestimmten Budgets und Zeitlimits analysiert werden mussten, einen Kompromiss eingehen. Dieser Ansatz
ist gerechtfertigt, da aus zahlreichen Studien zu verschiedenen Merkmalen in Feldversuchen bekannt ist und von der
wissenschaftlichen Gemeinschaft akzeptiert wird, dass eine groRe Varianz in den Daten aufgrund von Unterschieden in den
Bedingungen zwischen verschiedenen Anbaustandorten entsteht. Angesichts dieser standortabh&ngigen Variabilitat verbessert
sich die Datenqualitat und wird représentativer fir allgemeine Aussagen Uber die Auspragung eines Merkmals, wie z. B.
Proteine bei verschiedenen Arten, wenn die Anzahl der Standorte auf Kosten der Anzahl der technischen Wiederholungen
erhéht wird und nicht umgekehrt. Dariiber hinaus wurde die geringe Anzahl der technischen Wiederholungen bei der
statistischen Analyse zur Schatzung der Mittelwerte Uiber drei Standorte hinweg berlcksichtigt, indem sie um Feldversuche
und Effekte von Laboranalysen bereinigt wurde.

Protein-Extraktion

Von jeder Weizensorte (Weichweizen, Dinkel, Hartweizen, Emmer und Einkorn) wurden 20 mg Vollkornmehl in 1,5-mL-
Kunststoffréhrchen (Protein LoBind Rohrchen, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) eingewogen. AnschlieRend wurden 50 pL
Wasser in LC-MS-Qualitat hinzugefiigt und die Réhrchen geschlittelt, bis das Mehl vollstandig resuspendiert war. Unmittelbar
danach wurden 950 uL Extraktionspuffer, bestehend aus 7 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 2 % (w/v) CHAPS, 5 mM
Dithiothreitol (DTT) und LC-MS-Wasser, zugegeben und die Réhrchen erneut geschittelt. Nach einer 10-minutigen Inkubation
bei 22 °C wurden die Proben 10 Minuten lang bei 16.000 x g und 22 °C zentrifugiert. Die klare obere Schicht des Uberstandes
wurde fur alle weiteren Schritte verwendet. Die durchschnittlichen Proteinkonzentrationen wurden aus den Extrakten
speziesspezifischer Mehlmischungen mit dem Pierce 660 nm Protein Assay (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA,;
erganzende Abb. 4) bestimmt.

Probenvorbereitung

Die Proteine wurden gereinigt und zu LC-MS-kompatiblen tryptischen Peptiden verdaut, wobei ein filtergestiitztes
Probenvorbereitungsprotokoll (FASP)66,67 wie zuvor beschrieben68 mit geringfiigigen Anderungen verwendet wurde. Kurz
gesagt wurden 30 pg Proteinextrakte auf Zentrifugal-Ultrafiltrationsgerdte (Nanosep mit 30 K MWCO Omega-Membran, Pall,
Port Washington, NY, USA) geladen und bei 16.000 x g und 22 °C 15-30 Minuten lang zentrifugiert, bis die Flissigkeit
vollstandig durch die Membran lief. Die Disulfidbindungen wurden mit DTT reduziert und anschlieend die freien Cysteine
mit lodacetamid (IAA) alkyliert. Die Alkylierungsreaktion wurde durch Zugabe von DTT gequencht. Nach jedem Schritt wurde
die Membran einmal mit einem Puffer aus 8 M Harnstoff und 100 mM Tris-HCI (pH 8,5) gewaschen. SchlieRlich wurde die
Membran dreimal mit einem Puffer gewaschen, der 50 mM Ammoniumbicarbonat und LC-MS-Wasser enthielt. Der tryptische
Verdau auf dem Filter wurde durch Zugabe von Trypsin (Trypsin Gold, Promega, Madison, WI, USA) in einem Protease-zu-
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Protein-Verhaltnis von 1:50 (w/w) und Inkubation tber Nacht bei 37 °C durchgefiihrt. Die tryptischen Peptide wurden durch
Zentrifugation und zusétzliches Waschen der Membran mit 50 mM Ammoniumbicarbonat in frischen Réhrchen gesammelt.
Der Durchfluss wurde mit Trifluoressigsaure (TFA) angeséuert, um eine Endkonzentration von 0,5 % (v/v) zu erreichen. Die
Peptide wurden auf Sep-Pak tC18-Kartuschen mit 96 Vertiefungen (Waters Corporation, Milford, MA, USA) geladen und
unter Verwendung von 0,1 % (v/v) TFA in LC-MS-Wasser als Waschlosungsmittel und 0,1 % (v/v) TFA in 50 % (v/v)
Acetonitril/Wasser als Elutionslésungsmittel entsalzt. Gereinigte Peptide wurden gefriergetrocknet und vor der LC-MS-
Analyse in 20 uL 0,1 % (v/v) Ameisensaure (FA) in LC-MS-Wasser rekonstituiert.

Flussigchromatographie-Massenspektrometrie

Die tryptischen Peptide jeder Probe wurden nacheinander mittels Flissigchromatographie-Tandem Massenspektrometrie
(LC-MS/MS) unter Verwendung eines nanoACQUITY UPLC-Systems (Waters Corporation) analysiert, das uber eine
NanoLockSpray-Dual-Elektrospray-lonisationsquelle (Waters Corporation) an ein SYNAPT G2-S-Massenspektrometer
(Waters Corporation) gekoppelt war. Die Microflow-LC und die Schnittstelle zur Quelle wurden wie zuvor beschrieben69
eingerichtet. Peptide in Mengen von 1,5 pL wurden auf eine HSS-T3 C18 Reversed-Phase-Sdule (Waters Corporation) mit
einer Lange von 250 mm und einem Innendurchmesser von 300 um geladen und durch Gradientenelution mit LC-Flussraten
von 5 pL/min und 60 min LC-Methoden getrennt. Vorldufer- und Fragment-lonen-Massenspektren wurden mit einer
ionenbewegungsunterstiitzten, datenunabhéngigen Aufnahmestrategie (UDMSE)68 aufgenommen.

Datenverarbeitung und markierungsfreie Quantifizierung

Die UDMSE-Rohdaten wurden mit ProteinLynx Global Server v3.0.2 (PLGS, Waters Corporation) verarbeitet und mit einer
Datenbank abgeglichen, die aus Proteinen der Gattung Triticum (UniProtKB Release 2020_05, Taxon-1D: 4564, 367.831
Eintrage) zusammengestellt wurde und die Referenzproteome von T. turgidum ssp. durum (51 % aller Datenbankeintréage), T.
aestivum ssp. aestivum (38 % aller Datenbankeintrage) und T. urartu (9 % aller Datenbankeintrége) sowie 171 tbliche MS-
Verunreinigungen unter Verwendung folgender Parameter: Trypsin wurde als Verdauungsenzym festgelegt, zwei verpasste
Spaltungen pro Peptid wurden fir die anfangliche Datenbanksuche zugelassen, die Carbamidomethylierung von Cysteinen
wurde als feste und die Methioninoxidation als variable Modifikation festgelegt. Die Falschentdeckungsrate (FDR) wurde in
PLGS berechnet, indem eine Datenbank mit umgekehrten Proteinsequenzen durchsucht und ein Cutoff-Wert von 0,01
angewandt wurde. Die markierungsfreie Quantifizierung (LFQ), einschlieflich Retentionszeit-Alignment, Feature Clustering,
Cross-Run-Normalisierung und Protein-Inferenz, wurde mit ISOQuant v1.868 durchgefuhrt. Fir die Quantifizierung wurden
nur Peptide ohne verpasste Spaltungen, mit einer Mindestsequenzldange von sieben Aminosduren, einem PLGS-Score von
mindestens 6,0 und ohne variable Modifikation beriicksichtigt. Auf Peptid- und Proteinebene wurde in ISOQuant ein
FDR Cutoff von 0,01 angewendet, so dass auf Datensatzebene ein FDR von 1 % gewahrleistet war. Proteine, die durch
mindestens zwei verschiedene Peptide identifiziert wurden, wurden quantifiziert, indem die Intensititen der drei Peptide mit
den hdchsten Intensitéten, die zu dem jeweiligen Protein gehdren, gemittelt wurden (Top3-Methode)70. Die Haufigkeiten der
gemeinsam genutzten Peptide wurden auf der Grundlage der relativen Haufigkeiten der eindeutig zugeordneten Peptide auf die
Proteine umverteilt (Einzelheiten siehe ISOQuant-Handbuch;
http://Awww.immunologie.uni mainz.de/isoquant/index.php?slab=user-manual#x1-400006.7). Die TOP3-basierte
Quantifizierung liefert einen Schéatzwert fir die Gesamtmenge jedes Proteins in einer Probe. Durch Aufsummieren aller
detektierten und quantifizierten Proteine kann die relative Menge jedes Proteins im jeweiligen Proteom (d. h. Teile pro Million
des Gesamtproteins) bestimmt werden. Dieser Wert ist unabhangig von der Gesamtmenge des Proteins in der Probe oder auf
der Séule.

Datenbanksuche und Homologiefilterung - detaillierte Vorgehensweise

Bei der PLGS-Datenbanksuche wird jedes erkannte Peptid allen Proteinen in der Datenbank zugeordnet, die das jeweilige
Peptid enthalten. Dies wird zundchst in PLGS laufend durchgefiihrt. Anschliefend werden bei der Datenverarbeitung in
ISOQuant die Proteingruppen auf der Basis des gesamten Datensatzes gefiltert (d. h. es werden Peptid- und
Proteininformationen aus allen Laufen genommen, zunéchst auf Peptidebene mit einer FDR von 1 % gefiltert und nur Peptide
ohne verpasste Spaltungen, mit einer Mindestsequenzlénge von sieben Aminoséuren, einem PLGS-Score von mindestens 6. 0
und keine variable Modifikation), dann auf der Grundlage des Occam's Razor Prinzips, was zu einer reduzierten Proteinliste
fuhrt (ebenfalls mit 1% FDR gefiltert), die alle Peptide erkléren kann, die die oben genannten Kriterien im Datensatz erfiillen.

Blast2GO-Analyse

Die automatische funktionelle Annotation der durch LC-MS/MS identifizierten Proteine wurde mit dem Softwaretool
Blast2GO v5.2.571 durchgefiihrt. Blast2GO verwendet den BLAST-Algorithmus zur Identifizierung ahnlicher Proteine und
Ubertrégt bereits vorhandene Gene Ontology (GO)- Annotationen auf die abgefragten Proteinsequenzen. Zusdtzlich wird
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InterProScan verwendet, um Proteinfamilien- und Domaéneninformationen zu erhalten, die in GOs umgewandelt und
zusammengefihrt werden. Blast-Suchen wurden gegen die NCBI-Datenbank nicht-redundanter Proteinsequenzen (nr) mit dem
Blastp-Algorithmus durchgefiihrt. Ansonsten wurde der Blast2GO Arbeitsablauf (Blast, InterProScan, Mapping und
Annotation) mit Standardparametern durchgefhrt.

Analyse phanotypischer Daten

Die Analyse der phanotypischen Daten wurde fiir jede Art getrennt nach dem linearen gemischten Modell in Gleichung (1)
durchgefihrt:

yik=u+vi+envk+eik, (1)

wobei yik die phanotypische (= gemessene) Beobachtung fiir die i-te Sorte ist, die in der k-ten Umwelt getestet wurde, u der
allgemeine Mittelwert, vi der Effekt der i-ten Sorte, envk der Effekt der k-ten Umwelt und eik der Restfehler ist. Die
Varianzkomponenten, d. h. die Varianzen aufgrund der Sorten, der Umwelten und des Restfehlers, wurden mit der Methode
der eingeschrankten maximalen Wahrscheinlichkeit (REML) unter Annahme eines Zufallsmodells in einer klassischen
einstufigen Analyse geschétzt72. Ein Likelihood-Ratio-Test mit Modellvergleichen wurde durchgefiihrt73 , um die Signifikanz
der Varianzkomponenten zu tberpriifen. Die Durchschnittswerte der Proteine in den verschiedenen Umgebungen wurden als
beste lineare unvoreingenommene Schatzungen (BLUES) unter der Annahme fester genetischer (Sorten-) Effekte ermittelt. Die
Erblichkeitsschatzungen (h2) wurden nach Piepho und Méhring74 geméR Gleichung (2) berechnet:

h2=1-9/262G, (2)

wobei 9 die mittlere Varianz einer Differenz von zwei besten linearen unverzerrten Priadiktoren und 62G die genotypische
Varianz (Kultivarvarianz). Alle Analysen wurden mit Hilfe der Statistiksoftware R75 und ASReml 3.076 durchgefiihrt.

Vergleich der Proteome der verschiedenen Weizenarten

Fur den t-Test wurden die BLUES der Proteine pro Sorte in jeder Art verwendet. Wir filhrten den Student's t-Test (o = 0,05)77
durch, um die Haufigkeit der Proteine zwischen den einzelnen Weizenarten zu vergleichen. Fir den t-Test wurde die Annahme
der Gleichheit der VVarianzen zwischen den Gruppen durch Anwendung des Levene-Tests78 Uberprift. Wenn der Levene-Test
signifikant war (p < 0,05, was bedeutet, dass die Varianzen zwischen den Gruppen nicht gleich waren), wurde anstelle des
normalen t-Tests der robustere Welch's t-Test mit korrigierten Freiheitsgraden durchgefiihrt. Student's t-Test und Levene-Test
wurden mit der Statistiksoftware R75 durchgefiihrt. Fiir jedes Artenpaar wurden Vulkankurven erstellt, um die Proteine zu
identifizieren, deren Haufigkeit statistisch signifikant unterschiedlich war (t-Test, p < 0,05) und tiber/unter einem willkirlichen
Schwellenwert von +3 log2 fold change (Log2FC) lag. Das R-Paket EnhancedVolcano wurde zur Erstellung von
Vulkangrafiken verwendet. Die Log2FC wurde nach der Formel in Gleichung (3) berechnet:

Log2FCp=ui-uj, (3)

wobei Log2FCp die Haufigkeit von Protein p in Spezies i im Verhéltnis zu Spezies j ist, ui und uj die log2 mittlere Haufigkeit
von Protein p in Spezies i bzw. Spezies j sind. Fur das hierarchische Clustering wurden die Daten skaliert und die Euklidische
Distanz berechnet. Das hierarchische Clustering wurde mit der Funktion "hclust" in der Statistiksoftware R75 unter Anwendung
der Methode von Ward79 durchgefiihrt.

Identifizierung der allergenen Proteine

Wir verwendeten die Liste der samenbirtigen Weizenallergene27 , die auf der Grundlage der Datenbanken fiir allergene
Proteinfamilien AllFam (www.meduniwien.ac.at/allfam) und AllergenOnline (www.allergenonline.org) kuratiert wurde, um
potenziell allergene Proteine in Mehlproben von Weizenarten in der aktuellen Studie zu identifizieren. Wir erweiterten die
Identifizierung allergener Proteine mit Hilfe der umfassenden Allergom-Datenbank (http://www.allergome.org/index.php)46,
die identifizierte, charakterisierte und von Experten begutachtete allergene Proteine enthalt, darunter Proteine aus der offiziellen
Allergen-Nomenklatur der Weltgesundheitsorganisation (WHO) und der International Union of Immunological Societies
(1UIS) (http://www.allergen.org/index.php). Die UniProt-Zugédnge wurden verwendet, um die Proteine tUber den Frontend-
Browser der UniProt-Datenbank (https://www.uniprot.org/) der Allergome-Datenbank zuzuordnen, und die entsprechenden
Allergome-1Ds wurden abgerufen (siehe ergdnzende Tabelle 4). Zusétzlich zur Identifizierung allergener Proteine mit Hilfe
der oben genannten Datenbanken nutzten wir die Proteinannotationen der UniProt-Datenbank, um nach Amylase/Trypsin-
Inhibitoren (ATIs) unter den in dieser Studie quantifizierten Proteinen zu suchen. Die Liste der ATIs findet sich in der
erganzenden Tabelle 4.
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Zusammenfassung der Berichterstattung

Weitere Informationen zum Forschungsdesign finden Sie in der Nature Research Reporting Summary, die mit diesem Artikel
verlinkt ist.

Verflugbarkeit der Daten

Die Massenspektrometrie-Proteomikdaten, einschliellich Rohdateien, Peptid- und Proteinquantifizierungsberichte, wurden
beim ProteomeXchange Consortium (iber das PRIDE  Partner-Repository80 mit der Datensatzkennung PXD028676 hinterlegt
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