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Abkiirzungen

ANS 1-anilino-8-naphtalin-sulfonsaure (hier: Ammoniumsalz)
APS Ammoniumpersulfat

BCIP 5-brom-4-chlor-3-indolylphosphat

CAPS 3-(cyclohexylamino)-1-propansulfonsdure

CBB Coomassie Brilliant Blue

CBS Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, NL
CHAPS 3-(3-cholamido-propyldimethyl-amino)-propansulfonsaure
CTAB N-cetyl-N,N,N-trimethylammoniumbromid

Cycloten 2-hydroxy-3-methylcyclopent-2-enon

DTT 1,4-dithio-D,L-threitol

ELISA Enzyme-linked immuno-assay

F. Fusarium

HLB-Wert Hydrophil-lipophil-balance-Wert

IgG Immunglobulin G

KAK Kritische Aggregationskonzentration (bei Proteinen)
KMK Kritische Mizellkonzentration (bei Detergentien)
MWCO molecular weight cut-off

nxg n-fache Erdbeschleunigung (1 x g=9,8 m/s?2)

NBT p-Nitrotetrazoliumblau

PTFE Polytetrafluorethylen

S. Saccharomyces

Sc. Schizophyllum

SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl! sulfate)

SNA Synthetischer ndahrstoffarmer Agar

TEMED N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin

TFA Trifluoressigsaure (trifluoroacetic acid)

Tricin N-[tris(hydroxymethyl)-methyl]-glyzin

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

TRIS-HCI Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-hydrochlorid
Tween 20 Polyoxyethylensorbitanmonolaureat

Tween 80 Polyoxyethylensorbitanmonooleat

U/min Umdrehungen pro Minute

usv Uberschdumvolumen
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Gushing oder Wildwerden

Als Gushing oder , Wildwerden" bezeichnet man das unerwiinschte Uberschidumen
von karbonisierten Getranken beim sachgerechten Offnen der Flasche. Das
Phanomen ist sowohl bei Bier, als auch bei Schaumweinen wie Sekt und
Champagner (gerbage du vin mousseux, von gerbe (f.), Garbe, Strahl), sowie bei
Fruchtschorlen, besonders aus Saften roter Frichte, bekannt. Die Erfindung des
Abflllens von Bier auf Flaschen wird Alexander Nowell, Dekan der St. Paul's
Cathedral in London 1560-1602, zugeschrieben. Es darf davon ausgegangen
werden, dass das Wildwerden von Bier seit dieser Zeit auftritt. Erste Berichte aus
neuerer Zeit Uber das Wildwerden von Bier stammen von Windisch. Damals
handelte es sich in einem Fall um ein aus Malz, Reis und Zucker flir den Export in
die Tropen hergestelltes Bier, das nach der Abfilllung pasteurisiert wurde. Das
Wildwerden trat 4-6 Wochen nach der Pasteurisation auf (Windisch, 1923 a). Im
anderen Fall handelte es sich um Wildwerden in einer sGdamerikanischen Brauerei,
nachdem die Verschnitt-Anteile unterschiedlicher Malze verdndert worden waren
(Windisch, 1923 b). Seit damals wurden zahlreiche Theorien Uber die Ursachen des
Effekts aufgestellt und von vielen Untersuchungen begleitet. Die bisherigen
Forschungsergebnisse zeigen, dass das spontane Uberschdumen des Produktes
nicht monokausal erklart werden kann, sondern vielmehr durch ein komplexes

Zusammenspiel von unterschiedlichen Faktoren entsteht.

1.2 Primares und sekundares Gushing - eine Abgrenzung

Zwei Typen des Gushings werden nach ihrer Ursache unterschieden. Primares oder
malzverursachtes Gushing wird von sekundarem oder technologisch bedingtem
Gushing unterschieden, das durch Partikel im abgefullten Bier hervorgerufen wird.
Sekundares Gushing beruht auf dem Eintrag oder Entstehen von Partikeln z.B.
Kalziumoxalat, Feingur, EiweiB-Polyphenol-Komplexe nach der Filtration und
Abflllung. Ferner zahlen zu den Ursachen auch ein Uberhdhter CO,-Gehalt des

Flaschenbieres oder auch ein zu hoher vergarbarer Restextraktgehalt in unfiltriert



Einleitung 2

abgefllltem Bier, verbunden mit einer unkontrollierten Nachgarung. Alle diese
Faktoren sind entweder durch geeignete technologische MaBnahmen zu beseitigen
oder sind gar die Folge technologischer Fehler im Laufe der Produktion.
Hauptursache des sekundaren Gushings war bislang die Bildung von
Kalziumoxalat-Kristallen, teilweise durch Eintrag von Kalziumionen aus der Gur ins
an sich stabile Bier. Eine erste Lésung dieses Problems wurde bereits von Brenner
(1957) durch ein Empfehlung eines molaren Kalzium/Oxalat-Verhaltnisses in der
Wirze von 10:1 vorgestellt. Gleichzeitig stammen erste Hinweise auf Einflisse der
Filtration auf die Kalziumoxalat-Ausfallung aus dem Jahre 1948 (Laufer, 1948).
Auch das Gushing von Champagner und Sekt gehoért zum sekundaren Gushing, da
es in der Regel durch Nukleation von CO,-Blasen an Kaliumhydrogentartrat-

Kristallen ausgelost wird (Ribéreau-Gayon et al., 1998; Troost et al., 1995).

Dem sekundaren Gushing von Bier wird das primare oder malzverursachte Gushing
gegenubergestellt. Das epidemische Auftreten des Gushings in einzelnen Jahren
und Regionen wurde von Helm & Richardt (1938) so interpretiert, dass die Gerste
Hauptursache des Effekts sein muB und Brauen, Garung und Lagerung nur noch
nachgelagerten Einfluss auf das Uberschdumvolumen nehmen. Damit ist jedoch
das primare Gushing nicht ursachlich ein Problem der Brauereien, sondern
vielmehr der Malzerzeugung bzw. der Urproduktion, also dem Getreideanbau.
Unglnstige klimatische Verhaltnisse erleichtern einen Befall von Braugetreide mit
Schimmelpilzen und anderen Mikroorganismen, so dass seit Mitte der flinfziger
Jahre ein Zusammenhang zwischen dem Mikroorganismenbefall und dem Auftreten
von Gushing konkret diskutiert wurde (Gjertsen et al., 1963). In den sechziger
Jahren wurden systematisch Bakterien, Hefen und Schimmelpilze von Gerste
isoliert und die einzelnen Reinkulturen wahrend der Malzung zum Weichwasser
zugesetzt, um eine Infektion auszuldsen. Es zeigte sich eindeutig, dass vor allem
ein Befall mit Fusarien letztlich zu einem gushenden Bier fihrt (Prentice & Sloey,
1960; Sloey & Prentice, 1962). Dabei zeigten bereits in vitro-Versuche von
Gjertsen et al. (1965), dass das Phdanomen zunachst nur dann auftritt, wenn
lebendes Myzel und keimendes Getreide zusammenkommen. Diese Versuche
wiesen auf ein differenzierte Interaktionen zwischen Pilz und Pflanze bei der
Entstehung des Gushings hin. Die Ursache des Uberschdumens wird folglich in
einem durch Schimmelpilzbefall qualitativ veranderten Malz gesehen (Niessen
et al., 1992). Nach einer Umfrage aus dem Jahre 1999 waren in den
zuruckliegenden zehn Jahren 54 % der Betriebe (162 teilnehmende Brauereien)

mindestens einmal von Gushing betroffen, insbesondere bei Weizenbieren (Kunert
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et al., 2000). In Uber 45 % der Falle gaben die Brauereien Malz als alleinige
Ursache fir die auftretenden Probleme an. Als Konsequenz daraus lieBen Uber
50 % der an der Umfrage teilnehmenden Brauereien das bezogene Malz
regelmaBig auf Gushing-Potential untersuchen und verschnitten Malze mit
Gushingpotential mit unkritischer Ware. Die vorliegende Arbeit befasst sich

auschlieBlich mit primarem Gushing.

1.3 Mdogliche Faktoren bei primdarem Gushing

In der Vergangenheit wurden zahlreiche Untersuchungen mit dem Ziel
durchgefiihrt, aus zu Gushing flhrenden Malzen oder Gushingbieren ,den
Gushingfaktor™ zu isolieren. Dieser Ansatz entsprach dem Koch'schen Postulat vom
infektidsen Agens, das aus dem erkrankten Organismus isolierbar sein sollte und,
wieder in einen Organismus eingebracht, die gleichen Symptome hervorrufen muB.
Die Suche nach einem singularen Gushingfaktor lieB zudem die Méglichkeit eines
multifaktoriellen Problems weitgehend auBer acht. Ebenso fand die Uberlegung
bislang kaum Beachtung, dass Gushing méglicherweise auftritt, wenn einzelne
Stoffe oder Stoffgruppen fehlen, die im stabilen Bier das explosive Uberschdumen
verhindern. Uber eine mdgliche gushing-inhibierende Wirkung von polaren Lipiden
berichteten Laible & Geiger (2003).

1.3.1 Physikalische und anorganische Faktoren

Untersuchungen anorganischer Einflussfaktoren umfassten die Wirkung zahlreicher
Metallionen. Thorne & Helm (1957) entfernten Gushing durch einen Zusatz von
1 ppm Co?*-Ionen und losten Gushing durch Zusatz von Nickel bzw. Eisenionen
zwischen in Konzentrationen zwischen 2 und 10 ppm aus. Die Stabilisierung der
Wand von Mikroblasen durch eine Schicht aus Fe(OH); wurde von Guggenberger &

Kleber (1963) vorgeschlagen.

Pasteurisation konnte in einigen Fallen Gushing zumindest voribergehend
vermindern, in anderen Fallen erfolgte nur eine zeitliche Verschiebung, wobei

Schiitteln nach der Pasteurisation das Gushing wieder herstellte (Helm & Richardt,
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1938; NarziB, 1995). Einerseits wurde die Temperaturerhéhung alleine,
andererseits die Druckerhéhung durch Temperaturerhéhung als méglicher Einfluss
auf die Stabilitdt von Gasresten oder Mikroblasen genannt (Gardner, 1979). Ob nur
eine voribergehende Auflésung von Mikroblasen und Gasresten erfolgte, oder
beispielsweise eine maskierende Auffallung hitzelabiler Proteine, die etwa von der

Hefe ausgeschieden wurden, auf gushingauslosende Partikel stattfand, blieb offen.

Zahlreiche Autoren wiesen darauf hin, dass Schutteln zur Entstehung von Gushing
unabdingbar ist (Helm & Richardt, 1938; Thorne & Helm, 1957; Fischer, 2001).
Dariiber hinaus wurde Uber eine Zeitspanne von mehreren Wochen nach der
Abfillung auf Flaschen berichtet, die bendtigt ist, bis sich primares Gushing voll
entwickelt (NarziB et al., 1990; Weideneder, 1992). Die Entwicklung konnte bei
identischem Malz in unterschiedlichen Betrieben unterschiedlich schnell erfolgen,
was einen Einfluss individueller anlagentechnischer Faktoren nahelegt (Donhauser
et al., 1990).

1.3.2 Proteine und Peptide als Gushingfaktoren

Die dabei als moglicher Gushingfaktor am stdarksten untersuchte Stoffgruppe
waren bislang Proteine, wobei die jeweilige Herkunft aus Pilz oder Pflanze aufgrund
der Isolation aus Gushingmalz nicht festgestellt werden konnte. In jlingster Zeit
wurden neue Hypothesen zur chemischen Natur und zum Ursprung des primaren
Gushings formuliert (Hippeli & Elstner, 2002). Im Mittelpunkt stehen dabei
mindestens zwei Proteinklassen, die beide erst in den neunziger Jahren entdeckt
und naher charakterisiert wurden. Es handelt sich um die pilzspezifischen
Hydrophobine und um die pflanzentypischen non-specific lipid transfer proteins
(ns-LTPs). Beide Proteinklassen sind in die komplexen, teilweise noch
unverstandenen Reaktionsabfolgen bei einem pilzlichen Befall und der als Folge
auftretenden Abwehrreaktion der Pflanze involviert. Der Verdacht, dass sowohl
Hydrophobine als auch ns-LTPs wesentlich an der Auslésung von Gushing beteiligt

sind, wurde erst kirzlich erhoben.
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1.3.2.1 Proteine aus Gushingmalzen

Gjertsen et al. (1963) extrahierten eine gushing-induzierende Substanz aus
Gushingmalz durch siedendes Ethanol. Die Substanz war nicht durch Destillation
abzutreiben, ihre Aktivitéat wurde aber im Kontakt mit Chloroform zerstoért. Die
Autoren nahmen an, dass der Stoff ungeladen sein, da er durch
Ionenchromatographie nicht zu entfernen war. Die Deaktivierung durch Chloroform
[aBt die Vermutung zu, dass es sich um ein hitzestabiles Protein handelte, das
durch Chloroform denaturiert wurde. Aus pilzbelastetem Handelsmalz europaischer
Herkunft wurde ein gushing-induzierendes Protein mit ca. 10 kDa isoliert
(Kitabatake, 1978). Das Protein war stabil gegen Amylase und zahlreiche
Proteasen. Das Protein wurde wohl schon als Maillardprodukt oder durch andere
Reaktionen modifizierte Form aus dem Malz isoliert, da die Bande war in der
Gelelektrophorese unscharf begrenzt war. Auch in der Dissertation von Weideneder
(1992) wurden Versuche zur Isolation und Charakterisierung von gushing-
induzierenden Proteinen aus mit Fusarium spp. infizierten Malzen unternommen.
In der zitierten Arbeit wurde festgestellt, dass Proteinfraktionen mit pI<4 Gushing
auslésen konnten. Die aktiven Fraktionen enthielten mehrere Proteine, die

ebenfalls teilweise unscharf begrenzte Banden aufwiesen.

1.3.2.2 Proteine pflanzlicher Herkunft

Eine Reihe von Getreideproteinen ist selbstverstandlich auch im Bier zu finden,
insbesondere solche Proteine, die sich durch eine hohe Stabilitat gegentber
Proteasen auszeichnen. Unter der Voraussetzung einer hinreichenden
Hydrophobizitdt werden diese Proteine ebenfalls an der Stabilisierung von
Grenzflachen in Bier beteiligt sein. Eine solche Proteingruppe umfaBt die
nichtspezifischen Lipidtransferproteine. Hier handelt es sich um eine ebenfalls erst
in den 1990er Jahren charakterisierte Proteinklasse, die im Gegensatz zu den
Hydrophobinen nicht in Pilzen vorkommt, sondern typisch flr Pflanzen zu sein
scheint. Besonders reichlich findet man ns-LTPs in Samen und Getreidekdrnern.
LTP1 und die dazu verwandten Proteine, wie LTP1500 finden sich in in groBen
Mengen in der Aleuronschicht. LTP1 ist ein globulares Protein, das sich aus 90 bzw.

91 Aminosauren zusammensetzt. Es besitzt vier helikale Abschnitte und einen



Einleitung 6

langen C-terminalen Arm. Die Protein-Faltung wird u.a. durch vier intramolekulare
Disulfidbriicken stabilisiert. Im Innern des Proteins wird durch eine entsprechende
Anordnung hydrophober Aminosauren eine hydrophobe Domane gebildet.
AuBerdem besitzen ns-LTPs N-terminale Signalpeptide, die fir ihre Sekretion und
extrazelluldare Lokalisation in den Zellwdnden oder z.B. in der Aleuronschicht
verantwortlich sind. LTP1 ist wasserl6slich, salzfallbar, hitzebestandig, und
ebenfalls, wie auch Hydrophobine protease-resistent, oberflachenaktiv und
adsorbiert an Luft-Wasser-Phasengrenzen (Subirade et al., 1995). AuBerdem
besitzt es einen basischen isoelektrischen Punkt. Beobachtungen einer anti-
mikrobiellen Aktivitat jin vitro fiUhrten zu der Spekulation, dass LTPs eine Rolle in
der Pathogenabwehr spielen kénnten. Dariber hinaus wurde festgestellt, dass eine
Reihe von LTP-Genen in Gerste als Folge einer Infektion mit Pilzen oder in Folge
abiotischer StreBfaktoren wie extreme Temperaturen, Trockenheit oder Nd&sse
hochreguliert werden (Garcia-Olmedo et al., 1995). Deshalb schreibt man den ns-
LTPs eine Schutz- bzw. Abwehrfunktion zu, ohne genauere Mechanismen zu
kennen. Bei der Infektion von Getreide mit Fusarium-Arten wird u.a. durch den Pilz
Gibberellin-Saure gebildet, die wiederum die Bildung von Cystein-Endoproteasen
im Aleuron induziert (Koehler & Ho, 1988). Eine Interaktion von Cysteinproteasen
mit LTP ist wahrscheinlich, wobei die Art der Wechselwirkung kontrovers diskutiert
wird. Ein Ansatz besagt, dass LTPs im ungekeimten Korn potente Inhibitoren von
Cysteinproteasen seien (Jones & Marinac, 1995 & 2000). Eine andere Vorstellung
geht davon aus, dass natives LTP1 kein Proteinase-Inhibitor ist, sondern in
denaturiertem Zustand bevorzugtes Substrat von Gersten-Endoproteinase EP-B
darstellt und damit kompetitiv andere Proteine vor dem Abbau schiitzt (Davy
et al., 1999).

LTP1 ist entscheidend an der Bierschaum-Bildung beteiligt. Aus Bier isoliertes LTP1
ist ein besserer Schaumbildner ist als natives LTP1, welches aus dem Gerstenkorn
gewonnen wurde. LTP1 musste demnach wahrend des Malzungs- und/oder des
Brauprozesses modifiziert worden sein. Welche Modifikationen am LTP1 auftreten,
wurde von Jégou et al. (2000) aufgeklart. Sie isolierten LTP1 aus dem Gerstenkorn
und aus Bier und die Bindung von Glukose an LTP1 (iber die bekannte Maillard-
Reaktion unter den Temperatur-Bedingungen des Malzungs- und Brauprozesses.
Als weitere Modifikation von LTP1 aus Bier finden die Autoren eine Reduktion der
Disulfidbriicken. Die Zerstérung von Disulfidbriicken fihrt zu einer Auffaltung des
Proteins. Die Anwesenheit von Zuckern im Molekil erhéht nun einerseits die

Wasserldslichkeit, andererseits werden durch die Auffaltung die inneren
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hydrophoben Bereiche besser exponiert. Der amphotere Charakter nimmt zu, was
eine bessere Schaumbildungskapazitait von modifiziertem LTP1 erklart.
Modifiziertes LTP1 entsteht also unter den Bedingungen des Brauprozesses aus
nicht modifiziertem basischem LTP1. Modifiziertes LTP1 ist wiederum im Gegensatz
zu nativem LTP1 u.a. durch Proteinase A aus Saccharomyces cerevisiae angreifbar
(Leisegang & Stahl, 2005). Ahnliche Modifikationen sind daher auch von anderen
Proteinen im BrauprozeB zu erwarten. Da mindestens diese Gruppe hydrophober
Getreideproteine in einer engen Interaktion mit der Infektion durch Pilze steht, ist
es von Interesse, Untersuchungen zur Veranderung des Gehalts an hydrophoben

Proteinen im Zuge der Pilzinfektion durchzufiihren.

1.3.2.3 Proteine pilzlicher Herkunft

Es wurde in der Vergangenheit ebenfalls versucht, Gushing-Faktoren direkt aus
Kulturen unterschiedlicher Mikroorganismen zu reinigen. Amaha et al. (1973)
berichten Uber die Isolation einer gushing-erregenden Substanz aus Kulturen von
Rhizopus sp. Strain 207. Es handelte sich um ein 15 kDa groB3es Protein, resistent
gegen Papain, Ficin, Bromelain, aber zerstérbar durch Proteasen wie Pepsin und
Trypsin. Die Aktivitat des Proteins war zudem hitzestabil zwischen pH 4 und pH 8
in einer Behandlung mit 100 °C Uber 2 h. Yoshida et al. (1975) erzeugten
Gushing, indem sie Konzentrate von Medien, in denen zuvor F. graminearum-
Isolate oder andere, nicht hinreichend bestimmte Fusarien gewachsen waren zu
Bier zusetzten. Es ist naheliegend, dass die zugesetzten Medien-Konzentrate
Proteine enthielten, die von den Pilzen sekretiert worden waren. Kitabatake (1981)
isolierte gushing-induzierende Substanzen aus einigen unzureichend bestimmten
Pilzen sowie F. graminearum, wobei die Art der Stoffe unklar blieb: ein aus
F. graminearum isolierter Stoff war Idslich in Methanol, ein weiterer unldslich in
Methanol. Beide Substanzen enthielten Aminosauren, eine GroBe von 600 Da
wurde angegeben. Méglicherweise handelte es sich um hitzestabile Cyclopeptide,
die bei Konzentrationen von 0,1-0,3 ppm 100 von 340 mL Bier Uberschaumen
lieBen. Ein ebenfalls cyclopeptidischer, gushing-auslésender Stoff aus Penicillium

chrysogenum wurde von Amaha & Horiuchi (1979) beschrieben.

Es wurden kurzlich immunchemische Untersuchungen vorgestellt, die zeigten, dass

Hydrophobine in Gushing-Malzen und auch in den daraus hergestellten Bieren
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nachweisbar waren, wahrend sie in unbeanstandeter Ware nicht nachgewiesen
werden konnten (Kleemola et al., 2001). Die Forscher dieser Arbeitsgruppe
fokussierten dabei auf Hydrophobine von Trichoderma reesei, Nigrospora sp. und

F. poae um einen kommerzialisierbaren ELISA-Nachweis zu entwickeln.

Filamentdse Pilze, zu denen auch die Schimmelpilze zahlen, synthetisieren groBe
Mengen sogenannter Hydrophobine. Als Hydrophobine wird eine Gruppe kleiner
Proteine (60-130 Aminosauren) bezeichnet, die von vielen Pilzen aus der Zelle
ausgeschieden werden. Sie spielen eine fundamentale Rolle in der Morphogenese
der meisten filamentdsen Pilze (Kershaw & Talbot, 1998). Gemeinsame Merkmale
aller bisher bekannten Hydrophobine sind der Besitz von 8 Cystein-Resten an
konservierten Positionen der Aminosauresequenz, sowie das Vorhandensein einer
Sighalsequenz (Wessels, 1996). Neben dem Vorhandensein auf den Oberflachen
einer Vielzahl unterschiedlicher Pilze konnte in vitrogezeigt werden, dass
Hydrophobine in wéssriger Lésung sehr schnell Oltropfen oder auch Luftblasen mit
einem geschlossenen amphipatischen und SDS-unldslichen Film umgeben (Wdsten
et al., 1994). Auch bei Kontakt mit Grenzflachen zwischen einem hydrophoben
Feststoff und einem hydrophilen Medium, z.B. Teflon/Wasser reagieren
Hydrophobine mit der Ausbildung sehr stabiler zweidimensionaler Polymere
(Wessels, 1997). Diese Polymere bilden etwa 10 nm dicke monomolekulare Filme,
die ausgesprochen stabil gegen hohe Temperaturen sowie auch gegen die meisten
Lésungsmittel und Detergentien sind. Diese Aggregatfilme findet man auch auf der
Oberflache von Pilzzellen, denen dadurch Hydrophobizitat verliehen wird. Diese
pilzspezifischen Proteine sind wie LTP1 wasserldslich, hitzestabil und haufig
protease-resistent. Sie haben damit alle wichtigen Voraussetzungen, um den
BrauprozeB unbeschadet zu Uberstehen. Hydrophobine werden von Pilzen als
Monomere in wassrige Kulturmedien abgegeben. An Phasengrenzen bilden
Hydrophobine Polymerfilme aus, die eine charakteristische netzférmige
Ultrastruktur aufweisen. Damit kdnnen diese Filme in hervorragender Weise als
Kondensationskeime fiir die CO,-Entbindung beim Uberschdumen des Bieres

dienen.

In anderen Organismen werden ahnliche Aufgaben in der Morphogenese durch
anders geartete Proteine GUbernommen. Bei Streptomyces coelicolor sind Chapline
(coelicolor hydrophobic aerial proteins) in enger Interaktion mit Rodlinen an der
Bildung von Luftmyzel und Sporen beteiligt (Elliot & Talbot, 2004; Claessen et al.,

2004). Proteine mit hydrophobin-ahnlichen Eigenschaften bedingen teilweise die
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Hitzeresistenz der Konidien von Beauveria bassiana und Paecilomyces fumoroseus
(Ying & Feng, 2004). Aufgrund der Vielzahl an mdglichen Wirkungen und Wirkorten
in und an der Zelle besteht die Erwartung, dass Hydrophobine nicht die einzigen
hoch grenzflachenaktiven Proteine in Pilzen sind. Bei weiteren Proteinen mit
hydrophobin-ahnlichen Eigenschaften kdnnten die Anlagerung an die Zellwand und
die Beteiligung an der Morphorgenese ebenfalls mit Grenzflachenaktivitat und

Gushingbeeinflussug zusammenhangen.

1.3.3 Chemische und enzymatische Modifikationen

Die ersten der oben beschriebenen Untersuchungen wurden zunachst
durchgefihrt, ohne vorher eine Vorstellung Uber die notwendigen Eigenschaften
der gushing-ausldésenden Substanzen zu entwickeln oder eine Veranderung der
isolierten Substanzen im BrauprozeB zu erwagen. Erst spatere Arbeiten,
beispielsweise von Amaha et al. (1973) und Kitabatake & Amaha (1977),
untersuchten den Einfluss chemischer Modifikationen auf die Aktivitat einer
gushing-auslésenden Substanz, wobei zahlreiche der damals untersuchten
Reaktionen im BrauprozeB nicht zu erwarten sind. Hinsichtlich der mdéglichen
Reaktionen von Proteinen sind im BrauprozeB Einflisse durch thermisch induzierte
Umlagerungen, die Bildung von Zuckeraddukten durch Maillard-Reaktion und

enzymatischer Abbau von Proteinen zu erwarten.

Die Wirkung von Restaktivitdten von Papain und verwandten Proteasen auf
Proteine im bereits abgefiillten Bier wurde seit langer Zeit flr ein spates
Uberschdumen der mit diesen Enzymen behandelten Biere verantwortlich gemacht
(Helm & Richardt, 1938). Das Maximum des durch die so entstandenen Peptide
erzeugten Uberschdumens trat nach 1-3 Monaten auf. Wurden die Enzyme vor
dem Zusatz durch Essigsauremonojodat oder Hitze inaktiviert, unterblieb der
Effekt (Amaha & Horiuchi 1979). Dabei wirkten offensichtlich Abbauprodukte der
im Bier enthaltenen Proteine, da das durch Papain erzeugte Gushing wiederum
durch Behandlung des Bieres mit einer speziellen Protease aus verschiedenen
Aspergillus-Arten (A. niger, A. carbonarius, A. ficuum, A. phoenicis,
A. pulverulentus, A. awamorii, A. heteromorphus), sowie Rhizopus chinensis und
Mucor pusillus zerstért werden konnte. Proteasen, die jene von Papain gebildeten

gushing-ausldésenden Substanzen zerstéren konnten, waren als Gruppenmerkmal



Einleitung 10

durch den Pepsininhibitor S-PI [Acetyl-valyl)-(valyl)-(4-amino-3-hydroxy-6-
methyl-heptansdure)-(alanyl)-(4-amino-3-hydroxy-6-methyl-heptansaure] aus

Streptomyces naniwaensis inhibierbar (Horiuchi et al., 1978).

1.4 Physikalische Grundlagen

Die Entwicklung der Blasen setzt beim primaren Gushing schlagartig nach dem
Offnen der Flasche im gesamten Flaschenvolumen ein, wobei die
VolumenvergréBerung durch das Blasenwachstum dann zum Uberlaufen der
Flasche fuhrt (Anonymus, 1941). Eine weit verbreitete, meist geflihlsmaBig
gerechtfertigte Meinung ist, dass der normale Zustand von Bier aufgrund seiner
Ubersattigung mit CO, (bezogen auf Atmosphdrendruck) gushing-artiges
Uberschdumen sei. Dieser Effekt wiirde in einer ersten Betrachtung die de novo-
Bildung von Gasblasen erfordern. Tatsachlich ist fir CO.-impragniertes Wasser
eine de novo-Blasenbildung auch bei weitaus héheren Sattigungen, als sie in Bier
vorliegen, nicht zu erwarten. Wilt (1986) zeigte auf theoretischer Basis, dass in
Wasser Ubersdttigungen von S > 1000 nétig sind, damit Gasblasen durch
Druckabfall aus der Lésung nukleieren kénnen. Die Uberséattigung S ist definiert als
S=[(c/co) -1] mit c. als Konzentration von CO in der Flissigkeit und ¢, als
Gleichgewichtskonzentration in der Flussigkeit bei einem Partialdruck (gasférmig)
von 1 atm. Guggenberger (1962 a) verweist ebenfalls darauf, dass noch keine
spontane Blasenneubildung bei Druckentlastung ausgehend von Séattigungsdriicken
> 250 atm auf Atmospharendruck stattfindet. Auch die HeiBabfillung
karbonisierter Getréanke schafft nicht die Bedingungen zur spontanen
Blasenneubildung aus der Flussigkeit heraus (Guggenberger, 1962 b). Gleichzeitig
ist in Getranken eine Nukleation an vollstandig benetzten Partikeln nicht zu
erwarten, ein Einfluss scharfer Kanten oder Spitzen an den Partikeln besteht nicht
(Guggenberger, 1962 a; Draeger, 1996; Fischer, 2001). Eine der ersten
Uberlegungen zur Unmédglichkeit der Blasenbildung an vollstdndig benetzten
Oberflachen unter nicht-extremen Bedingungen stammt von Tomlinson (1867). Im

folgenden sollen die Vorgange bei der Entstehung von Blasen erlautert werden.
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1.4.1 Arten der Blasenbildung

Vier Hauptwege der Blasenbildung werden unterschieden (Abbildung 1). Klassisch-
homogene Nukleation (Typ I) findet ohne Partikel in der FlUssigkeit statt und
bedarf extremen Ubersittigungen bei der Stoffpaarung CO,-H,O. Klassisch-
heterogene Nukleation (Typ II) setzt an gasfreien Feststoffoberflachen an. Sie
benétigt dhnliche Ubersittigungen wie die klassisch-homogene Nukleation. Nach
einer erfolgreichen Typ II-Nukleation einer ersten Blase kann, nach dem Abldsen
der Blase, ein Gasrest an der Feststoffoberflache zurickbleiben. An diesem Gasrest
kann dann Typ III- oder Typ IV-Nukleation stattfinden. Pseudoklassische
Nukleation (Typ III) setzt schon bei niedriger Ubersattigung an préexistierenden
Gasraumen an, die als Mikroblasen oder an Feststoffen adsorbiert sind. Lokale
Schwankungen der Uberséattigung sind fiir das Anwachsen der Blasen mit R<Ryq
notig. In der nicht-klassischen Nukleation (Typ IV) liegen Blasen oder adsorbierte
Gasreste mit Krimmungsradien oberhalb des kritischen Radius vor. Diese
Gaskavitaten wachsen weiter, indem Gas aus der Ubersattigten Lésung in die
Kavitat einstromt. Die Bezeichnung 'nicht-klassisch' rihrt daher, dass fir diese
Form der Blasenbildung keine Energiehirde Uberwunden werden muB (Jones
et al., 1999).

gesattigt Ubersattigt

o O
O o Typ | (klassisch-homogen)

Typ Il (klassisch-heterogen)

R1 < er\|< RZ

g @) Typ Ill (pseudoklassisch)
/Y b

W’ W Typ IV (nicht-klassisch)

Abbildung 1: Wege der Nukleation von Gasblasen (Zeichnung nach Jones et al. 1999)
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1.4.2 Vorgdnge bei der Druckentlastung liber einer

karbonisierten Fliissigkeit

Beim Offnen einer Flasche, die karbonisierte Fliissigkeit (Bier, Mineralwasser,
Schaumwein) enthalt, fallt der Systemdruck Uber der Flissigkeit vom
Sattigungsdruck auf Atmospharendruck ab. Dabei entsattigt in kurzer Zeit (< 10°
>s) eine geringe FlUssigkeitsschicht auf die dem neuen Systemdruck
entsprechende Gleichgewichtskonzentration. In die FlUssigkeit hinein baut sich ein
Konzentrationsgradient auf (Abbildung 2). Daher herrschen in den
darunterliegenden Schichten nicht die gleichen Bedingungen hinsichtlich der

Entsattigung der Flissigkeit, die in der freien Oberflache wirken.

Ort i[pm Ort
J[|o1] Mo | [Pad

v\ ____ - _

Konzen- Konzen-
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CS(p1)trat|on \/\ Ce(Pa) tration

Abbildung 2: Gaskonzentration in der Fliissigkeit vor (links) und nach dem Offnen der

Flasche (rechts). Gleichgewichtskonzentration im Séttigungszustand bei pi: cs(p)),

Atmosphérendruck: pa

1.4.3 Blasenaufbau und Blasenwachstum

Die Blasenbildung in Gushingbier vollzieht sich lediglich an Mikroblasen (iber einem
bestimmten, kritischen Durchmesser oder an Partikeln mit anhaftenden Gasresten

(nicht-klassische oder Typ IV-Nukleation) (Fischer, 2001). Das Anwachsen einer
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Blase ist bestimmt von ihrem Radius, der Grenzflaichenspannung, der
Konzentration des Gases in der Flissigkeit, aber auch von der Anwesenheit
grenzflachenaktiver Stoffe. Der Aufbau von Blasen in Bier diirfte sich am besten
durch das 'Modell variabler Permeabilitat' nach Yount (1982) beschreiben lassen
(vgl. Abbildung 3). Dabei wird der AuBendruck pawen durch die Wirkung der
Oberflachenspannung (bzw. des durch sie ausgelibten Drucks pors) verstarkt. Eine
Minderung dieses Drucks wird durch eine eventuelle mechanisch steife Belegung
der Grenzflache bewirkt, die z.B. aus einem verdichteten Proteinfilm bestehen
kann. Diese steife Schicht Ubt prast €ntgegen pors Sowie pausen @us und verringert
damit die Wirkung der Oberflachenspannung und der Oberflachenspannung. An
diese Schicht ist ein Reservoir von grenzflachenaktiven Molekiilen adsorbiert, das
im Falle eines mit Druckentlastung verbundenen Blasenwachstums einen
sofortigen Nachschub von Molekllen in die Grenzflache sichert. Eine ausfihrliche
Darstellung zur Blasenbildung in karbonisierten Flissigkeiten stammt von Fischer
(2001).

Radius r

Flissig

Druck,

Pors

Pauten

! »Radius
Flussig
-keit

JI0AI859Y

Abbildung 3: Blasenaufbau und Druckverlauf in der Ndhe der Blasenwand, nach Yount
(1982).

Beim Wachstum einer Blase wird durch Dilatation neue Grenzflache freigelegt und

Gas in die Blase aufgenommen. Beide Vorgange werden im folgenden getrennt
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erldutert, um die Ubersichtlichkeit zu erhalten. Beim Wachstum der Blase wird aus
der umgebenden Flissigkeit heraus Gas in die Blase hinein diffundieren. In der
Blasenwand und einer dinnen, wandnahen Grenzschicht auBerhalb der Blase ist
die Gaskonzentration abhangig vom Innendruck der Blase (Abbildung 4), ahnlich
wie in der dinnen Grenzschicht gasdruckentlasteter Oberflachen. In gréBerer
Entfernung zur Blase liegt das Gas in der im gesamten Reservoir herrschenden
Konzentration der Flissigphase vor, die durch die Sattigungsbedingungen (p; T)
bestimmt ist. Dazwischen herrscht in einem Ubergangsbereich ein
Konzentrationsgradient, der von der hoéheren Sattigung der Flissigkeit auf die
Gleichgewichtskonzentration im wandnahen Bereich abfallt. Durch das Aufsteigen
der Blase und das Voranschreiten der Blasenwand in die umgebende Fliissigkeit

wird neue, gasgesattigte Fllssigkeit an die Blase herangeflhrt.

Flassigphase

l Gasphase, piynen

COZ-an- A Konz. der
zentration | Flussigphase
Blasenwand
"ol Gasphase, Pinen
- ‘ »
Grenzschicht mit -~ ( Ort
Konzentrationsgradient Adsorptionsschicht
in Gleichgewichts-
konzentration

c= f(pinnen)
Abbildung 4: Schematische Darstellung des Verlaufs der Gaskonzentration in der Ndhe einer
Blasenwand, nach Ligier-Belair et al. (2002)

Die VergrdBerung der Oberflaiche durch Dilatation vermindert die lokale
Konzentration an grenzflachenaktiven Molekilen in der Oberflache der Blase.
Abhangig von der Konzentration an grenzflachenaktiven Molekilen in der
kontinuierlichen Phase, den Diffusionsbedingungen, der Geschwindigkeit der
Flachenzunahme und der des Aufstiegs kann die Oberflachenbelegung erhalten
bleiben oder verarmen. Beim Aufsteigen der einer teilweise belegten Blase werden
grenzflachenaktive Molekiile in den unteren Bereich der Blase abgeschoben
(Marangoni-Effekt), der folglich versteift (Abbildung 5). Dadurch wird ein Gradient

in der Grenzflachenspannung aufgebaut, der die Form der Blase beeinfluBt . Die
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Aufstiegsgeschwindigkeit von Blasen hangt auch von der Belegung der Grenzflache
ab. Mit Proteinen belegte Blasen steigen, durch molekulare Reibung gebremst,
langsamer auf und verhalten sich wie feste, spharische Kdrper, wohingegen solche
mit teil- oder unbelegter Oberfldche schneller aufsteigen und sich leichter
deformieren. In an grenzflachenaktive Stoffen armen Fluiden, wie z.B.
Schaumweinen, wird die neu entstehende Grenzflaiche nicht vollstdandig
nachbelegt. In Bier findet eine vdllige Belegung neuer Grenzflachen statt, die durch
das stromungsmechanische Verhalten normaler, makroskopisch sichtbarer Blasen

nachgewiesen werden konnte (Ligier-Belair, 2005).

Abbildung 5: Aufsteigende Blase mit Verlagerung von grenzflachenaktiven Molekiilen durch
Strémungseffekte in stromabwérts gelegenen Bereich (Marangoni-Effekt), nach Ligier-Belair
(2005)

Eine existierende Blase in Bier wird durch den Laplace-Druck CO; an die
umgebende  Flussigkeit abgeben und dabei schrumpfen. Durch den
Schrumpfvorgang wird die Grenzflache komprimiert. Durch die mit der
Kompression zunehmende Steifigkeit der Grenzflache wird die
Oberflachenspannung vermindert. Das Schrumpfen der Blase hoért auf, wenn
Innendruck und Druckminderung der Haut mit AuBendruck und Druck aus der
Oberflachenspannung im Gleichgewicht stehen. Durch die Kompression der
Blasenhaut sinkt die Oberflachenspannung ab, ggf. auf Werte ¢ < 0, wodurch das
Schrumpfen endet. Ein Ende des Schrumpfens (o < 0,) kann auch durch lokales
Einbeulen der Blase mit Vorzeichenanderung eines Hauptkrimmungsradius
erfolgen. Eine deutliche Abweichung von der spharischen Form ist auch durch das
Vorhandensein von jeweils homogenen Bereichen aus Molekililen unterschiedlicher

Grenzflachenaktivitat und verschiedener mechanischer Steifigkeit in den Bereichen
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vorstellbar (Abbildung 6).

Abbildung 6: Mbégliche Verformung der Blasenhaut durch jeweils homogene, abgegrenzte

Bereiche mit unterschiedlichen Grenzflachenspannungen und mechanischen Eigenschaften

16
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1.5 Zielsetzung

Oberflachenaktive Proteine werden als Ausléser oder beeinflussender Faktor von
primarem Gushing diskutiert. Infrage kommende Proteine muissen funktionelle
Eigenschaften wie Hitzestabilitdt, Grenzflachenaktivitat, Fahigkeit zur Aggregation
sowie evtl. Proteasestabilitat besitzen. Solche Eingenschaften sind beispielsweise

bei den ns-LTPs der Pflanzen oder den Hydrophobinen von Pilzen vorhanden.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit sollte die Identifikation und Charakterisierung
oberflachenaktiver Proteine mit entsprechenden Eigenschaften aus Kulturen
gushing-relevanter Pilze stehen, unabhangig davon, ob dies Hydrophobine oder
Proteine anderer Klassen sind. Eine mdgliche Abhéangigkeit der Bildung
oberflachenaktiver Proteine vom jeweiligen Isolat sollte ebenfalls untersucht
werden, sowie die Beeinflussung von Gushing durch solche Proteine. In der Folge
sollten diese Proteine Bedingugnen des Brauprozesses unterworfen und hinsichtlich
der Veranderung ihrer funktionellen Eigenschaften untersucht werden. Daraus
sollten Aussagen dariiber abgeleitet, ob diese Substanzen in ihrer nativen Form
wirken oder ob Modifikationen wahrend der Malz- und Bierbereitung eine
entscheidende Rolle spielen. Der Nachweis dieser Proteine in Malzen mit
Gushingpotential sollte mittels polyklonaler Antikdrper geflihrt werden. Die
Untersuchung der Veranderung des Gehalts an hydrophoben Getreideproteinen
durch Infektion von Getreide mit gushing-relevanten Pilzisolaten und solchen, die
Ublicherweise kein Gushing verursachen, war ein weiteres Ziel der vorliegenden
Arbeit. Die gushing-beeinflussende Wirkung von Pilz- bzw. Getreideproteinen sollte
nach deren heterologer Expression in S. cerevisiae wahrend der Garung in situ
untersucht werden. Insgesamt sollte in dieser Arbeit die Rolle oberflachenaktiver
Proteine aus Fusarium culmorum bei der Entstehung von Gushing beschrieben

werden.



2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Ausstattung

2.1.1.1 Gerate

Gerat
1D-Gelelektrophorese

Auswertungssoftware fir
Gele

Autoklav
Autoklav

Elektroblotter

FPLC-Anlage

Klimaschrank

Leuchtstoffrohre
WeiBlicht

Leuchtstoffrohre
kurzwellig

Magnetrihrer
Membranpumpe

Mikrotiterplatten-
Lesegerat

Muhle
Orbitalschittler

pH-Elektrode
pH-Meter

Pipetten 0,5-10 pL, 10-
100 pL

Pipetten 100-1000 pL,
1000-5000 pL

Typ
Mini Protean III Cell

BioNumerics 2.0

2540 ELV
Varioklav

HEP-1 The Panther™

BioLogic HR Controller,
BioLogic HR Workstation,
Modell 2128 Fraction
Controller

Certomat BS-1
Osram L 18W/25

Sylvania F 18W/25 BLB

RCT-Basic
Laboport

TECAN SPECTRAFIuor

DLFU-Scheibenmihle
Certomat R

InLab 412, pH 0 -14
Knick pH 761 Calimatic

Modellbezeichnung
unbekannt

Pipetman
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Hersteller

Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA

Applied Maths Inc., Austin,
Texas, USA

Systec GmbH, Wettenberg, D

H + P Labortechnik,
OberschleiBheim, D

Owl Separation Systems,
Portsmouth, NH, USA

Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA

B. Braun Biotech
International, Melsungen, D

Osram, Minchen, D
Sylvania, Danvers, MA, USA

Mettler-Toledo, GieB3en, D

KNF Neuberger GmbH,
Freiburg, D

TECAN Deutschland GmbH,
Crailsheim, D

Buhler, Braunschweig, D

B. Braun Biotech
International, Melsungen, D

Mettler-Toledo, GieBBen, D

Knick elektronische Gerate,
Berlin, D

Eppendorf, Hamburg, D

Gilson-Abimed, Langenfeld, D



Gerat
Rotationsverdampfer

Praparative
isoelektrische
Fokussierung

Scanner
Speedvac

Spektralphotometer
(Fluoreszenz)

Sterilwerkbank
Trockenschrank
Uberkopfschittler

UV-Photometer
Vakuumtrockner fir Gele

Wasserentsalzungs-
anlage

Wasserstrahlpumpe
Zentrifuge

Zentrifuge
Zentrifuge
Zentrifuge

Zerschaumer

Chromatographische
Séaulen

Anionenaustauscher-
Saule

Entsalzungssaule

Kationenaustauscher-
Saule

Optimierungskit
Hydrophobe Interaktion

Optimierungskit
Ionenaustauscher

2D-Gelelektrophorese
Gerat

Typ

Heidolph VV 2200,
Warmebad WB 2000,
Membranpumpe
Laboport KNF Neuberger

Rotofor Cell (60 mL-
Ausfliihrung)

Epson Expression 1600
Maxidry plus
LS 50

Hera Safe
Memmert

Eigenbau aus einem
Betonmischer (ATIKA
130)

LKB Biochrom 4060
MaxiDry plus

Euro 25 und RS 90-4/UF
Reinstwassersystem

Metallausfiihrung
Sigma 1 K 15

Laborzentrifuge J-6
Laborzentrifuge J-2

Laborzentrifuge Hermle
Z 383 K

Eigenbau des Verfassers

HiLoad 16/10
Q Sepharose HP

HiPrep 26/10 Desalting
HiTrap CM 5 mL
HiTrap 1 mL HIC

Selection Kit

HiTrap 1 mL IEX
Selection Kit

Typ
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Hersteller

Heidolph Instruments,
Schwabach, D

Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA

Epson, Meerbusch, D
Heto-Holten, Holten, D

Perkin-Elmer, Wellesley, MA,
USA

Heraeus, Hanau, D
Memmert, Schwabach, D
ATIKA, Ahlen, D

Parmacia, Uppsala, SE
Heto-Holten, Holten, D

SG Wasseraufbereitung
GmbH, Barsbittel, D

HAAKE, Berlin/Karlsruhe, D

Sigma Labortechnik,
Osterrode am Harz, D

Beckman, Palo Alto, CA, USA
Beckman, Palo Alto, CA, USA

Hermle Labortechnik,
Wehningen, D

Amersham Biosciences,
Uppsala, SE

Amersham Biosciences,
Uppsala, SE

Amersham Biosciences,
Uppsala, SE

Amersham Biosciences,
Uppsala, SE

Amersham Biosciences,
Uppsala, SE

Hersteller




2D-Gelelektrophorese
Elektrophoresekammer

Fokussierkammer
Kihler

Umwalzpumpe
Quellkammer fir IPG-

Streifen

Spannungsquelle

Kurvendarstellung und
-auswertung

SigmaPlot

Hoefer-DALT, Modell D
440-230V
2D-Multiphor II
Multitemp III

Modell: TE-3-MD-Sc
Immobiline Dry-Strip

Reswelling Tray
EPS 3501 XL

SigmaPlot Version 8.0

2.1.1.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt
Blotting-Papier

Typ
GB 003
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Amersham Biosciences,
Uppsala, SE

Amersham Biosciences,
Uppsala, SE

Amersham Biosciences,
Uppsala, SE

Little Giant Pump Co.,
Oklahoma Cty., OA, USA

Amersham Biosciences,
Uppsala, SE

Amersham Biosciences,
Uppsala, SE

Systat Software Inc.,
Richmond,CA, USA

Hersteller

Schleicher & Schuell, dassel,
D

Bldchnertrichter
Einweg-Pipettenspitzen

Fiar Rundfilter @ 70 mm
Diverse GroBen

Haldenwang, Berlin, D
Peske, Aindling, D

Einwegspritzen

Filter

Fernbachkolben
Glukosebestimmungs-Kit

IPG-Streifen

Diverse GroBen von 1 mL
bis 60 mL

Faltenfilter 5952,

@ 385 mm; Rundfilter
595 @ 70 mm; Rundfilter
589° @ 150 mm

Durchmesser 20 cm, mit
Bérdelrand

D-Glucose-UV method
Kit

Immobiline DryStrip Gel,
pH 3 - 10 linear, 18 cm

BD Becton-Dickinson,
Heidelberg, D

Schleicher & Schuell, dassel,
D

Schott, Mainz, D

r-biopharm, Darmstadt, D

Amersham
Uppsala, SE

Biosciences,

Klonierung von PCR-  QuickClone Kit Genaxxon BioScience GmbH,
Produkten Biberach, D

Kronkorken Mit doppeltem Dichtring Briininghaus, Versmold, D
Kivetten Nr. 67.755 Acryl Sarstedt, Nimbrecht, D




Produkt
Kivetten (Quarzglas)
Mikrotiterplatten

Parafiim®
PD 10-Saulen
Petrischalen

Plasmidpraparation

PVDF-Membran
(Sequenzierung)

PVDF-Membran
(Sequenzierung)

PVDF-Membran (western
blots)

ReaktionsgefaBe

Reinigung von PCR-

Produkten

Sample
pieces

application
Saugdflaschen

Sterilfilter

Tag-Polymerase
Zellstoff zur Filtration
Zentrifugenrdhrchen

Zentrifugenréhrchen  flr
die Ultrafiltration

Typ
Normiert
96 well, flat bottom,

polystyrene, Nr.
82.1581.001

Rollenbreite 4 Zoll

Geflllt mit Sephadex G-
25, fertig konfektioniert

92 x 16 mm ohne
Nocken

E.Z.N.A. Plasmid
Miniprep Kit I (S-Line),
Art.No. 12-6943-02

Immobilon PSQ
Porablot PVDF
Immun-Blot PVDF

200 pL, 500 pL, 1,5 mL,
2,0 mL

QIAquick PCR
Purification Kit Cat.No.
28106

0,5Lbis51L,
Erlenmeyer-Form

Spritzenvorsatzfilter 0,2
pm und 0,45 pm mit
Nylonmembran, @ 30
mm

Arrow Taq DNA
Polymerase

29x38 cm in Lagen,
hochgebleicht

15 mL und 50 mL

Amicon Ultra 4 und 15,
MWCO 5000, Amicon
Centriprep Concentrators
MWCO 3000
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Hersteller
Hellma, Millheim, D
Sarstedt, Nimbrecht, D

Pechiney Plastic Packaging,
Menasha, WI, USA

Amersham
Uppsala, SE

Sarstedt, Nimbrecht, D

Biosciences,

PEQLAB Biotechnologie
GmbH, Erlangen, D

Millipore, Billerica, MA, USA
Macherey & Nagel, Dlren, D
Bio-Rad, Mlinchen, D
Eppendorf, Hamburg, D

Qiagen GmbH, Hilden, D

Amersham
Uppsala, SE

Schott, Mainz, D

Biosciences,

Schleicher & Schuell, dassel,
D

MP Biomedicals, Eschwege, D

Lohmann &
Rengsdorf, D

Sarstedt, Nimbrecht, D
Millipore, Billerica, MA, USA

Rauscher,



2.1.2 Chemikalien

Produkt

1-anilino-8-naphtalin-
sulfonsaure,
Ammoniumsalz

2-Butanol

Acrylamid/Bis 29:1 (flr
2D-Gele)

Acrylamid/Bis 37,5:1
(fGr Tris-Tricin-Gele)

Agar

Reinheit
For fluorescence

p.a.

high purity

electrophoresis grade

European Agar

Material und Methoden 22

Hersteller
FLUKA, Steinheim, D

Merck, Darmstadt, D

Gerbu Biotechnik GmbH,
Gailberg, D

Bio-Rad Laboratories,
Minchen, D

Difco, BD Biosciences,
Heidelberg, D

Agarose

AgNOs;

Seakem® LE Agarose

reinst

Cambrex Bio Sciences
Rockland Inc., Rockland, USA

Merck, Darmstadt, D

Ameisensaure
Ammoniumpersulfat
Aminosauren, diverse

Anti-Kaninchen-IgG-
Antikdrper (Schwein)/
Biotin
Anti-Kaninchen-IgG-
Antikérper (Ziege)

98-100 %, p.a.
electrophoresis grade
flr biochemische Zwecke

Merck, Darmstadt, D
SERVA, Heidelberg, D
Merck, Darmstadt, D

DAKO Cytomation, Hamburg,
D

DAKO Cytomation, Hamburg,
D

BCIP Gerbu Biotechnik GmbH,
Gailberg, D

BioLyte pH 3-6 bzw. Bio-Rad Laboratories,

pH 3-10 Minchen, D

Brenztraubensaure p.a. FLUKA, Steinheim, D

Bromphenolblau, Na- for electrophoresis SIGMA-Aldrich, Steinheim, D

Salz

CHAPS > 99 % Gerbu Biotechnik GmbH,

Coomassie-Blau

CTAB

D(+)-
Glukosemonohydrat

R350 PhastGel™ Blue R

p.a.
Fir die Mikrobiologie

Gailberg, D

Amersham Pharmacia Biotech
AB, Uppsala, SE

Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D

DL-Apfelsdure Ph. Eur. Merck, Darmstadt, D
DL-Milchsaure Ph. Eur. Merck, Darmstadt, D
DTT (Dithiothreitol) High purity, for  Gerbu Biotechnik GmbH,

molecular biology

Gailberg, D

EDTA, Di-Na-Salz

For molecular biology

SIGMA-Aldrich, Steinheim, D



Produkt

Essigsaure (Eisessig, 99-
100 %)

Ethanol, absolut

Ethanol, vergallt

Reinheit
HPLC-grade

HPLC-grade

99 % vergdllt m. 1 %
Methylethylketon
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Hersteller

Mallinckrodt Baker B.V.,
Deventer, NL

Mallinckrodt Baker B.V.,
Deventer, NL

Chemikalien und Laborbedarf
Nierle, Freising, D

Ethanolamin
Formaldehyd, 36,5-37 %

p.a.
For molecular biology

Merck, Darmstadt, D
SIGMA-Aldrich, Steinheim, D

Fructose
Glyzin
Glyzerin, 87 %

Glyzerin, wasserfrei
H3PO4, 85 0/0
Harnstoff

Fir die Mikrobiologie

p.a.
zur Analyse

BioChemika Ultra 99,5 %

p.a.
far biochemische Zwecke

Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D

Gerbu Biotechnik GmbH,
Gailberg, D

SIGMA-Aldrich, Steinheim, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D

HCl, div.
Konzentrationen

reinst, PhEur

Merck, Darmstadt, D

Hefe-Kohlenstoffbasis Bacto® Difco, BD Biosciences,
Heidelberg, D

Hefe-Stickstoffbasis Bacto® Difco, BD Biosciences,
Heidelberg, D

Hefeextrakt Bacto® Difco, BD Biosciences,
Heidelberg, D

Iodacetamid SigmaUltra SIGMA-Aldrich, Steinheim, D

K2HPO4x3H.0 p.a. Merck, Darmstadt, D

KCI p.a. Merck, Darmstadt, D

KNO; p.a. Merck, Darmstadt, D

LiChrosolv®-Wasser Fir die Chromatographie Merck, Darmstadt, D

MgCl; x 6 H,0 p.a. Merck, Darmstadt, D

Maltodextrin FLUKA, Steinheim, D

Maltose Fir die Mikrobiologie Merck, Darmstadt, D

Methanol HPLC-grade Mallinckrodt Baker B.V.,
Deventer, NL

Methanol Technische Qualitat und Chemikalien und Laborbedarf

p.a.

Nierle, Freising, D

MgS04 x 7 H.O p.a. Merck, Darmstadt, D
Mineraldl (Dry  Strip Amersham Biosciences,
Cover Fluid) Uppsala, SE
Molekulargewichts- Precision Plus Protein Bio-Rad Laboratories,
marker far die Standards, stained & Minchen, D

Gelelektrophorese

unstained
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Produkt Reinheit Hersteller
Molekulargewichts- PageRuler™ Prestained Fermentas GmbH, St. Leon-
marker flr die Protein Ladder Rot, D
Gelelektrophorese
Na.COs; p.a. Merck, Darmstadt, D
Na,S.05; x 5 H,O p.a. Merck, Darmstadt, D
NaCl p.a. Merck, Darmstadt, D
NaH,PO4 p.a. Merck, Darmstadt, D
NaOH p.a. Merck, Darmstadt, D
NaOH, 2 M p.a. Merck, Darmstadt, D
Natriumazid p.a. Merck, Darmstadt, D
NBT Gerbu Biotechnik GmbH,
Gailberg, D
(NH4)2S0. Reinst, wenn fir Merck, Darmstadt, D
Fallungen, p.a., wenn fir
Medien
Pepton aus Fur die Mikrobiologie Merck, Darmstadt, D
Sojabohnenmehl

Pharmalyte 3-10

Rinderserumalbumin
(BSA)

ohne Angabe

Fraktion V, flr
biochemische Zwecke

Amersham Biosciences,
Uppsala, SE

Merck, Darmstadt, D

Roti®Blue,
5 x konzentriert
Saccharose

Fir die Mikrobiologie

Carl Roth GmbH & Co,
Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D

SDS
Streptavidin-APase

research grade

SERVA, Heidelberg, D

DAKO Cytomation, Hamburg,
D

TEMED p.a. Merck, Darmstadt, D
Thioglykolsaure SIGMA-Aldrich, Steinheim, D
Thioharnstoff p.a. Merck, Darmstadt, D
Tongranulat, 4-5 mm Terrasan GmbH, Ingolstadt, D
Tricin p.a. Merck, Darmstadt, D

Triethylamin

Biochemika Ultra 99,5 %

SIGMA-Aldrich, Steinheim, D

Trifluoressigsaure

Tris Base

Tris-HCI

Trypsinogen aus
Rinderpankreas

Tween 20
Wasser, vollentsalzt

Zur Synthese

ultra pure

p.a.
PMSF treated

Ph. Eur.
0,05 pS/cm

Merck, Darmstadt, D

ICN Biomedicals, Inc., Ohio,
USA

Merck, Darmstadt, D
SIGMA-Aldrich, Steinheim, D

Merck, Darmstadt, D
Laboreigene Anlage

Zitronensaure

Biochemika Ultra 99,5 %

SIGMA-Aldrich, Steinheim, D
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Chemikalien, die nicht aufgefiihrt sind, waren grundsatzlich Analysenqualitat.

2.1.3 Puffer und Losungen

Im folgenden sind die Rezepturen der verwendeten Puffer und Ldsungen nach
ihren Einsatzgebieten (Chromatographie, Gelelektrophorese usw.) geordnet
aufgefihrt.

2.1.3.1 Tris-Tricin-Gele nach Schagger & v. Jagow (1987)

Fir zwei Gele in einer MiniProtean III-Kammer :

Trenngel
(16 % Acrylamid, 1,0 M Tris-HCI, pH 8,45)
5,30 mL Acrylamid 30 % 37,5:1
3,33 mL Gelpuffer
1,06 mL Glyzerin (= 1,33 g)
0,20 mL LiChroSolv®-Wasser
50 uL 20 %ige SDS-L6sung
5 uL TEMED
17 yL 10 %ige, frisch angesetzte APS-L6sung

Sammelgel
(4 %Acrylamid, 0,4 M Tris-HCI, pH 8,45)

0,68 mL Acrylamid 30% 37,5:1

1,29 mL Gelpuffer

3,21 mL LiChroSolv-Wasser

20 yL 20 %ige SDS-Lo6sung
3 yL TEMED
10,4 uL 10 %ige, frisch angesetzte APS-L&sung
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Gelpuffer

(3,9 M Tris-Base)
472,8 g Tris—-Base in ca. 500 mL vollentsalztem Wasser l6sen
pH 8,45 einstellen mit HCI (37 %)

ad 1000 mL mit vollentsalztem Wasser

n.b.: Vollstandiges Loésen der Tris-Base fand erst bei Sdurezugabe statt.

5 x-Kathodenpuffer
(0,5 M Tris-Base, 0,5 M Tricin, 3,5 mM SDS)
60,55 g Tris—Base
89,60 g Tricin
5,00 mL SDS-Loésung (20 %)
ad 1000 mL mit vollentsalztem Wasser

Ein Einstellen des pH-Wertes war nicht nétig. Dieser Puffer war bei 4 °C
mindestens einen Monat haltbar. Bei Elektrophoresen flir Sequenzierzwecke wurde

2 mM Thioglykolsédure als Scavenger fir restliches APS zugesetzt.

5 x-Anodenpuffer
(1,0 M Tris, pH 8,9)
121,14 g Tris-Base in ca. 750 mL vollentsalztem Wasser l6sen

pH 8,9 einstellen mit HCI (37 %)
ad 1000 mL mit vollentsalztem HZO

Probenauftragspuffer, 2 x konz.
0,50 mL 0,5 M Tris-HCI pH 6,8
0,40 g SDS
1,50 g Glyzerin
0,15g DTT
2 mg Bromphenolblau
ad 10 mL vollentsalztes Wasser
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2.1.3.2 Eindimensionale Gelelektrophorese nach Laemmli (1970)

Sammelgel

(4 % Acrylamid, pH 6,8)
6,1 mL vollentsalztes Wasser
2,5mL 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
50,0 uL 20 % (w /v) SDS
1,3 mL Acrylamid/Bis (29:1)
50,0 pL 10 % Ammoniumpersulfat
5,0 uL TEMED

Trenngel
(12 % Acrylamid, pH 8,8)
3,35 mL vollentsalztes Wasser
2,5mL 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
50,0 uL 20 % SDS
4,0 mL Acrylamid/Bis (29:1)
50,0 pL 10 % Ammoniumpersulfat
5,0 yL TEMED

5x-Probenpuffer
(0,05 M Tris-HCI pH 6,8, 20 % Glyzerin, 1,5 % SDS, 5 % 2-Mercaptoethanol,
0,02 % Bromphenolblau)

1,0 mL 0,5 M Tris-HCI pH 6,8
0,15g SDS
2,0 g Glyzerin
0,5 mL 2-Mercaptoethanol (vor Gebrauch zusetzen)
2 mg Bromphenolblau
ad 10 mL vollentsalztes Wasser

5x-Elektrodenpuffer
(1 M Glycin, 0,12 M Tris, 17 mM SDS)
72 g Glycin
15 g Tris-Base
5g SDS
ad 1000 mL mit vollentsalztem Wasser
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2.1.3.3 Losungen und Puffer fiir die 2D-Gelelektrophorese

CHAPS-Quelllésung
(6,71 M Harnstoff, 1,79 M Thioharnstoff, 0,2 % DTT, 0,2 % Ampholyt)

21,0 g Harnstoff
7,10 g Thioharnstoff

Beide Bestandteile wurden in 35 mL vollentsalztem Wasser geldst, auf 50 mL
aufgeflllt und Uber Papierfilter (Schleicher & Schuell 595) filtriert. In 48 mL des
Filtrats wurden folgende Stoffe geldést und mit vollentsalztem Wasser auf 50 mL
aufgefullt:

250 mg CHAPS
100 mg 0,2 % DTT
300 uL 0,2 % Pharmalyte 3-10

n.b.: Lésung nicht liber 37 °C erwarmen.

Glyzerinlosung (50 %)

86,25 g Glyzerin (87 %)
63,75 g vollentsalztes Wasser
1 mg Bromphenolblau

Gelpuffer—gesattigtes 2-butanol:

20 mL Gelpuffer D
30 mL 2-butanol

Beide Komponenten wurden vermischt und geschittelt. Zur Phasentrennung wurde
5 min bei 5000 x g zentrifugiert, die organische Phase durch Dekantieren
abgetrennt und zum Uberschichten der Gele verwendet. Auf das haufig praktizierte
Verwenden von 1l-butanol wurde wegen der Geruchsbelastung durch Oxidation zu

Buttersaure verzichtet.
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Aquilibrierpuffer fiir die IPG-Streifen
(6 M Harnstoff, 0,09 M SDS)

72,0 g Harnstoff
69,0 g Glyzerin (87 %)
5,0g SDS
6,6 mL Puffer T (pH 8,8)
ad 200 mL mit vollentsalztem Wasser

Die Bestandteile wurden in 100 mL voll entsalztem Wasser geldst und auf 200 mL
aufgefillt. Fir die Reduktion wurden 100 mL dieses Puffers mit 2 g DTT gemischt.
Fir die anschlieBende Alkylierung wurden 100 mL dieses Puffers mit 4 g

Iodacetamid gemischt.

Puffer T
(1,5 M Tris-Base, 0,01 M SDS)

18,2 g Tris-Base
0,4 g SDS in 80 mL vollentsalztem Wasser I6sen
pH 8,8 mit 4 N HCI
ad 100 mL mit vollentsalztem Wasser

Dieser Puffer war bei 4 °C mindestens zwei Wochen haltbar.

Gelpuffer D
(1,5 M Tris-Base, 0,01 M SDS)

90,83 g Tris-Base
2,00 g SDS in 300 mL vollentsalztem Wasser I6sen
pH 8,6 mit 4 N HCI
ad 500 mL mit vollentsalztem Wasser

Dieser Puffer war bei 4 °C mindestens zwei Wochen haltbar.

Tankpuffer
(0,002 M SDS, 0,21 M Glyzin, 0,025 M Tris)
Gesamtvolumen im Tank: 19,1 L

15 L vollentsalztes Wasser, in der Elektrophoresekammer vorzulegen.
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19,9 g SDS
299,6 g Glyzin
58,0 g Tris-Base
3,0 L vollentsalztes Wasser
Die Komponenten wurden in der angegebenen Menge vollentsalztem Wasser gelost
und anschlieBend in die Kammer geflllt. Der Pufferbehalter wurde mit 1,9 L
vollentsalztem Wasser nachgespult. Das Nachsplilwasser wurde ebenfalls in die

Kammer geben.

CHAPS-Lysepuffer
(6,71 M Harnstoff, 1,79 M Thioharnstoff, 65 mM CHAPS)

21,0 g Harnstoff
7,1 g Thioharnstoff
ad 50 mL mit vollentsalztem Wasser

Die Losung wurde Uber Papierfilter (Schleicher & Schuell 595) filtriert und zu

48 mL des Filtrats folgende Substanzen zugeben:

2,0 g CHAPS
0,5g DTT1%
0,75 mL Pharmalyte 3-10 (0,5%)
ad 50 mL mit vollentsalztem Wasser

Dieser Puffer wurde aliquotiert und bei -75 °C gelagert.

Agaroselosung zum Fixieren der IPG-Streifen auf den Gelen

0,6 g Agarose
100 mL Puffer aus der Elektrophoresekammer
2 mg Bromphenolblau

Agarose wurde durch Erhitzen geldst und Lésung im Wasserbad hei3gehalten.

2.1.3.4 Farbelosungen fiir Tris-Tricin-Gele (RotiBlue)

Fixierlosung fiir Roti®Blue-Farbung

20 mL Methanol

80 mL vollentsalztes Wasser
2,0 mL H3PO, (85 %)
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Farbelésung

60 mL vollentsalztes Wasser
20 mL Methanol
20 mL Roti®Blue

Farbung fand quantitativ in 48 h auf einem Orbitalschittler bei 50 rpm statt.

2.1.3.5 Farbelosungen fiir Gele und Blots (Coomassie)

Coomassie-Farbeldosung fiir Gele
(0,1 % CBB, 10 % Essigsaure, 40 % Methanol)

0,50 g CBB unter Rihren Iésen in

200 mL Methanol p.a., dann
50 mL Eisessig zufligen,
ad 500 mL mit vollentsalztem Wasser

Nach Einstellen des Volumens Uber wurde Uber Faltenfilter (Schleicher und Schuell
595%,) filtriert. Flr Gele, die nicht zur Sequenzierung dienten konnte technisches

Methanol verwendet werden.

Entfarbelosung: wie Farbelésung, nur ohne CBB.

Coomassie-Farbeldésung fiir Blots
(0,1 % CBB, 1 % Essigsaure, 50 % Methanol)
0,50 g CBB unter Rihren Iésen in
250 mL Methanol p.a., dann
5,0 mL Eisessig zugeben und
ad 500 mL mit vollentsalztem Wasser

Nach Einstellen des Volumens Uber wurde Uber Faltenfilter (Schleicher und Schuell
595%,) filtriert.

Entfarbelosung: 50 % Methanol
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2.1.3.6 Silberfarbung nach Blum et al. (1987)

Bendtigt wurden je Losung 2000 mL fur 10 2D-Gele oder 100 mL fir ein 1D-Gel.

Fixierléosung
(10 % Essigsaure, 40 % Ethanol)

800 mL Ethanol
200 mL Essigsaure
ad 1000 mL vollentsalztes Wasser

Waschlésung
(30 % Ethanol)

600 mL Ethanol
ad 2000 mL mit vollentsalztem Wasser

Thiosulfat-Reagens
(0,8 mM Na-Thiosulfat)

400 mg Natriumthiosulfat
ad 2000 mL vollentsalztes Wasser

Silbernitrat—-Reagens
(0,01 M Silbernitrat)

4,0 g Silbernitrat
ad 2000 mL mit vollentsalztem Wasser
400 yL Formaldehyd (37 %)

ACHTUNG: Formaldehyd erst unmittelbar vor dem Gebrauch der Losung zusetzen.

Entwickler
(0,28 M Na-Carbonat, 0,02 mM Na-Thiosulfat)

60,0 g Natriumcarbonat
1,0 mL Formaldehyd (37 %)
10 mg Natriumthiosulfat

ad 2000 mL Voll entsalztes Wasser

ACHTUNG: Formaldehyd erst unmittelbar vor dem Gebrauch der Losung zusetzen.
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Stopplosung
(0,07 M Glyzin)
10g Glyzin
ad 2000 mL mit vollentsalztem Wasser

2.1.3.7 Kontinuierlicher CAPS-Methanol-Blotting-Puffer

(10 mM_CAPS, 10 % Methanol, pH 11,0)

2,21 g CAPS in 700 mL vollentsalztem Wasser I6sen
100 mL Methanol p.a.
pH 11,0 einstellen mit NaOH (2 M)
ad1000 mL mit vollentsalztem Wasser

2.1.3.8 Puffer fiir die Proteinreinigung

TEA-Startpuffer
(20 mM Triethylamin-CO;, pH 10,0)
2,77 mL Triethylamin

ad 1000 mL mit vollentsalztem Wasser
pH 10,0 einstellen mit CO;

TEA-Elutionspuffer
(20 mM Triethylamin-CO,, 1,0 M NaCl, pH 10,0)
wie Startpuffer, jedoch mit 1,0 M NaCl (=58,4 g/L)

2.1.3.9 Schrumpflosung fiir die Archivierung der Gele

(30 % Ethanol, 12 % Glyzerin)
600 mL Ethanol
276 g Glyzerin (87 %)
1,2 L vollentsalztes Wasser

33
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2.1.3.10 Synthetische Wiirze

Doppelt konzentrierte Zuckerkomponente:

2,3 g Glucose-Monohydrat
0,6 g Fructose
0,6 g Saccharose
10,0 g Maltose-Monohydrat
6,0 g Maltodextrin
ad 100 mL mit vollentsalztem Wasser

Doppelt konzentrierte Saurekomponente:

15 mg DL-Apfelsdure
15 mg Brenztraubensaure
40 mg Zitronensaure
20 mg Essigsaure
52 mg DL-Milchs&ure
4 mg Ameisensaure
ad 100 mL mit vollentsalztem Wasser

Vor dem Justieren des Volumens wurde der gewilnschte pH-Wert eingestellt. Um

eine gebrauchsfertige, einfach konzentrierte Lésung zu erhalten, wurden beide

Komponenten im Verhaltnis 1+1 gemischt.

2.1.3.11 Puffer fiir Western Blots

TBS-Puffer
(20 mM Tris-HCI, 50 mM NacCl, pH 7,5)
2,42 g Tris-Base
2,92 g NaCl in 800 mL vollentsalztem Wasser lésen
pH 7,5 mit HCI einstellen
ad 1000 mL mit vollentsalztem Wasser
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Blocking-Puffer
(20 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, pH 7,5)
2,42 g Tris-Base
8,76 g NaCl in 800 mL vollentsalztem Wasser |6sen
pH 7,5 mit HCI einstellen
ad 1000 mL mit vollentsalztem Wasser

Vor Gebrauch wurde 1 g Rinderserumalbumin je 100 mL frisch zugesetzt.

TBS-T-Puffer
(20 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 0,05 % Tween 20, pH 7,5)

2,42 g Tris-Base
8,76 g NaCl in 800 mL vollentsalztem Wasser |6sen
pH 7,5 mit HCI einstellen
0,50 g Tween 20
ad 1000 mL mit vollentsalztem Wasser

Entwicklerlosung
(100 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, pH 9,5)

12,1 g Tris-Base
5,8 g NaCl in 800 mL vollentsalztem Wasser I6sen
1,0 g MgCl; x 6 H,O
pH 7,5 mit HCI einstellen
ad 1000 mL mit vollentsalztem Wasser
Zu 25 mL Entwickler wurden direkt vor Gebrauch 75 pL BCIP-L&ésung und 100 uL

NBT-L6sung zugesetzt (Menge fir einen Blot 7 cm x 9 cm).

Stopplosung
(10 mM EDTA-Na,)

3,7 g EDTA-Na, x 2 H,0
ad 1000 mL mit vollentsalztem Wasser

NBT-Konzentrat

75 mg NBT
1,00 mL 70 % N,N "-dimethyl-formamid
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BCIP-Konzentrat

50 mg BCIP
1,00 mL 70 % N,N"-dimethyl-formamid
1,00 mL vollentsalztes Wasser

2.1.3.12 Puffer und Losungen zur Messung der Ober-
flachenhydrophobizitat mit ANS

Puffer fiir die ANS-L6sung
(0,10 M Kaliumphosphat-Puffer, pH 7,0)

14,03 g K;HPO. x 3 H.O
5,24 g KH:PO.,
ad 1000 mL mit vollentsalztem Wasser
pH 7,0 Uberprifen

Fir 25 mL ANS-L6sung wurden 63,3 mg in einen 25 mL-MeBkolben eingewogen
und mit 0,10 M Phosphatpuffer aufgeflllt. Die Lésung wurde im Kihlschrank

aufbewahrt und in Aluminiumfolie verpackt, um Lichtzutritt zu verhindern.

Probenverdiinnungspuffer
(0,01 M Kaliumphosphat-Puffer, pH 7,4)
1,62 g K;HPO, x 3 H,O
0,39 g KH;PO,
ad 1000 mL mit vollentsalztem Wasser
pH 7,4 Uberprifen

Citratpuffer pH 3,4 bzw. 4,5
(50 mM Na-Citrat)

9,6 g Zitronensdure in ca. 600 ml vollentsalztem Wasser I6sen
pH 3,4 mit 4 N NaOH einstellen (ggf. pH 4,5 einstellen)
ad 1000 mL mit vollentsalztem Wasser
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2.1.4 Medien

2.1.4.1 Synthetischer ndahrstoffarmer Agar (SNA) nach Nirenberg
(1976), modifiziert

(10 mM KH,PO,4, 10 mM KNO;, 2 mM MgSQO., 6,7 mM KCI, 2 mM Glukose, 1,2 mM
Saccharose)
1,4 g KH,PO,
1,0 g KNO;
0,5g MgSO, x 7 H,O
0,5g KClI
0,4 g Glukose-Monohydrat
0,4 g Saccharose
20,0 g Agar
ad 1000 mL mit dest. Wasser
Das Medium wurde 20 min bei 121 °C autoklaviert. Petrischalen (ohne Nocken)

wurden mit je ca. 25 mL Medium beflit.

2.1.4.2 YCB-Flissigmedium

Komponente I (pro Fernbachkolben)

550 mL Leitungswasser
3,0 g Ammoniumsulfat
5 Kérner gewaschenes Tongranulat (Plantania)

Die Bestandteile wurden in Fernbachkolben gegeben, mit Watte und
Aluminiumfolie verschlossen und bei 121 °C fur 20 Minuten autoklaviert.
Komponente II (pro Fernbachkolben)

7,72 g Hefe-Kohlenstoffbasis (yeast carbon base, Difco)
3,63 g Glukose-Monohydrat
pH 5,5 mit 2 N NaOH

ad 66 mL mit vollentsalztem Wasser

Die Lésung wurde in 50 mL-Sarstedt-Réhrchen sterilfiltriert (Porenweite 0,2 pm).
Bei der obenstehenden Rezeptur ist bereits ein Filtrierverlust von 10 %
eingerechnet. Fir das fertige Kulturmedium wurden zur Komponente I 60 mL der
Komponente II zugegeben. Das Endvolumen im Fernbachkolben betrug damit
600 mL.
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2.1.4.3 SC-DO-Medium fiir Hefen

SC-DO-Medium (synthetic complete drop out) ohne Leucin wurde als

Selektivmedium eingesetzt flir Transformanten von S. cerevisiae DSM3820 mit
Vektoren basierend auf pYX242.

67 mg Adenin-hemisulfat 400 mg L-Phenylalanin

135 mg L-Arginin 335 mg L-Threonin

400 mg L-Asparaginsaure 270 mg L-Tryptophan
67 mg L-Histidin 100 mg L-Tyrosin

200 mg Isoleucin 67 mg Uracil

270 mg L-Lysin 6,7 g Yeast Nitrogen Base (Difco)
67 mg L-Methionin 22 g Glukose-Monohydrat

Aminosduren in 800 mL VE-Wasser I6sen und autoklavieren, Glukose in 100 mL
VE-Wasser loésen und autoklavieren, YCB in 100 mL VE-Wasser I|6sen und
sterilfiltrieren (0,2 ym). Ldésungen nach dem Autoklavieren vereinigen.

Verfestigung zum GieBen von Platten ggf. mit 15 g/L Agar.

2.1.4.4 Malzextraktmedium

30,0 g Malzextrakt
2,0 g Sojapepton
pH 6,5 mit 2 N NaOH
ad 1000 mL mit vollentsalztem Wasser

Das Medium wurde fur 15 min bei 115 °C autoklaviert. Verfestigung zum Giel3en

von Platten erfolgte ggf. mit 15 g/L Agar.
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2.1.5 Verwendete Mikroorganismen

In dieser Arbeit wurden die folgenden, in der Stammsammlung des Lehrstuhls flr

Technische Mikrobiologie befindlichen Mikroorganismen eingesetzt:

Hefen:

S. cerevisiae DSM3820 [pYX242] #970
S. cerevisiae DSM3820 [pYX242-LTP1500] #961

S. cerevisiae DSM3820 [pYX242-FcHyd3] #1064

S. cerevisiae DSM3820 [pYX242-FcHyd5] #858

S. cerevisiae sp. uvarum var. carlsbergensis W66/70

S. cerevisiae DSM3820 [pYX242] #970 enthdlt das leere Plasmid pYX242.
S. cerevisiae DSM3820 [pYX242-LTP1500] #961 enthalt ein fir LTP1500 aus
Weizen kodierendes Plasmid basierend auf pYX242, S. cerevisiae DSM3820
[pYX242-FcHyd3] #1064 enthalt ein fur das Hydrophobin FcHyd3 aus F. culmorum
TMW 4.0111 kodierendes Plasmid. S. cerevisiae DSM3820 [pYX242-FcHyd5] #858
enthalt ein flir das Hydrophobin FcHyd5 aus F. culmorum TMW 4.0111 kodierendes
Plasmid. Zusatzlich wurde S. cerevisiae ssp. uvarum var. carlsbergensis W66/70

(Hefebank Weihenstephan, Freising, D) verwendet.

Filamentose Pilze:

TMW-Nummer Originalbezeichnung
F. avenaceum 4.1962
F. equiseti 4.1002 BBA 68556
F. poae 4.0788 IBT 1766
F. tricinctum 4.1405

Die weiterhin verwendeten Isolate von F. culmorum und F. graminearum sind in
Tabelle 12 bzw. 13 aufgelistet.

Die dort verwendeten Abklrzungen sind: BBA: Biologische Bundesanstalt; NRRL:
Northern  Regional Research Laboratories; CBS: Centraalbureau voor
Schimmelcultures; DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellmustern; E: Dr. Engelhard, Landesanstalt fir Erndahrung; IBT: IBT Culture
Collection of Fungi, Bio-Centrum, Technical University of Denmark; INRA: Institut

national de recherche agronomique; LWL: Bayerische Landesanstalt flr
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Landwirtschaft; NRRL: Northern Regional Research Labroatories; VLB: Versuchs-

und Lehranstalt fur Brauerei.

2.2 Methoden
2.2.1 Kulturbedingungen

2.2.1.1 Kultur auf SNA-Platten

SNA-Platten wurden zentral mit einem Steinchen aus Kryokonserven der jeweiligen
Arten bzw. Stdamme beimpft und bei Raumtemperatur kultiviert. Die inokulierten
Platten wurden im Wechsel 12 h Dunkelheit und 12 h Belichtung in Form von
WeiBllicht (Osram L 18W/25 universal white, Abstand 45 cm) in Verbindung mit
kurzwelligem Licht (Sylvania Black Light Blue, F 18W/25 BLB, Abstand 45 cm)
ausgesetzt. Eine Kontrolle auf Sporulation erfolgte bei gedéffneter Platte unter dem

Mikroskop.

2.2.1.2 Fliussigkulturen in Petrischalen

Fir das Screening auf die Bildung benetzender Substanzen durch unterschiedliche
Stamme von F. culmorum bzw. F. graminearum wurden je Petrischale 22 mL
Malzextraktmedium (flissig) bzw. YCB-Medium vorgelegt. Jede Petrischale wurde
mit einem Steinchen aus der Kryokonserve des jeweiligen Isolats inokuliert. Das

Wachstum fand bei ca. 22 °C unter TageslichteinfluB statt.

2.2.1.3 Schiittelkulturen in YCB-Fliissigmedium

Fir die Gewinnung der von F. culmorum bzw. F. graminearum ausgeschiedenen
Proteine wurden diese Pilze in proteinfreiem YCB-Medium basierend auf Hefe-
Kohlenstoffbasis (YCB, yeast carbon base) herangezogen. Dazu wurden 0,60 L des
Mediums in Fernbachkolben mit Sporensuspension (ca. 10° Makrokonidien) beimpft
und bei 25 °C und 80 U/min in einem abgedunkelten Brutschrank (Certomat BS-1)

inkubiert. Die Inkubationsdauer betrug 7 Tage.
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2.2.2 Screening auf die Bildung benetzender Substanzen durch

Fusarium-Arten

Flissigmedium in Petrischalen wurde mit Stammen von F. culmorum bzw.
F. graminearum, wie oben beschrieben, inokuliert. Wahrend der Dauer der
Kultivierung wurde die Bildung von oberflachenaktiven, benetzend wirkenden
Stoffen durch Auflegen von Streifen aus extrem hydrophobem Parafilm™
(Pechiney) Uberpriift. Die Streifenbreite betrug 15 mm, die Streifen wurden nicht
auf das Myzel, sondern in das daneben befindlich Medium gelegt und nach ca.
einer Minute wieder entnommen. Das Verhalten des am Streifen anhaftenden

Flissigkeitsfilms wurde visuell bewertet.

Verhalten des Medienfilms Bewertung
volliges Ablaufen in Sekunden - (negativ)
Anhaften einzelner Tropfen 0 (indifferent)
Anhaften auf der gesamten aufgelegten Flache, aber + | (benetzend)

langsames Ablaufen
vollige Stabilitat des Medienfilms Gber Minuten ++ (stark
benetzend)

2.2.3 Malzungs- und Darrbedingungen

Malzung

Kleinmalzungen wurden in Madlzungskasten (Abmessungen (innen) H/B/T in [mm]:
160/130/196, Hordenblech-Schlitze 2 mm x 20 mm) mit 650 g Getreide je Kasten
durchgefiihrt. Die Behalter wurden vor Versuchsbeginn tariert und das Gewicht
vermerkt, so dass im folgenden alle Wassergehalte des Keimgutes durch Wiegen
bestimmt werden konnten. Inokulation mit Konidien von F. culmorum bzw.
F. graminearum fand im Weichwasser statt. Das Weichwasser wurde zur zweiten

NaBweiche wiederverwendet, das Nachspritzen erfolgte mit Leitungswasser.



Zeit Schritt
t=0h 1. NaBweiche
nach 18 h 2. NaBweiche

bei gleichmaBigem Spitzen des Aufspritzen
Keimguts (t= ca. 42 h)
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Wassergehalt
30 %
38 %
45 %

Dann Keimung bei 16 °C isotherm, 6 Keimtage mit taglichem Wenden und
Ergdanzen des fehlenden Wassers durch Aufspritzen. Ggf. Nachspritzen am

2. Keimtag auf 48 % Wassergehalt.

Darrschema

Der DarrpozeB fand in einem Trockenschrank (Memmert) statt, wobei die

Grinmalze in max. 3 cm hoher Schicht auf Kassetten aus Filterpapier ausgebreitet

wurden. Die nétige Frischluftzufuhr wurde gesichert, indem die Tiren des

Schrankes ca. 1,5 cm gedéffnet blieben.

Dauer [h] Lufttemperatur [°C]
1 45 mehrmals wenden
1 55 mehrmals wenden
17 65
80
85 1 x wenden
88

2.2.4 Gelelektrophorese

2.2.4.1 Eindimensionale Gelelektrophorese nach Laemmli (1970)

Die Lésungen fiir Sammel- und Trenngel wurden in Bechergldasern angesetzt und
vor der Zugabe von SDS, TEMED und APS im Vakuum entgast. Das GieBen und die

Elektrophorese der Gele (Dicke 0,75 mm) wurden in einer MiniProtean III-

Apparatur (Bio-Rad) durchgefihrt. Fir die Elektrophorese wurden die Proben im

Verhaltnis 44+1 mit 5x-Probenpuffer versetzt und flr 5 min bei 80 °C behandelt.
Der Probeneintritt ins Gel fand bei 90 V/30 mA statt, die eigentliche Elektrophorese

bei 120 V/50 mA.
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2.2.4.2 Eindimensionale Gelelektrophorese nach Schagger &
v. Jagow (1987)

Die Bestimmung der GréBe der Proteine und des Erfolges der Proteinreinigung,
sowie in einigen Fallen die Bestimmung der Proteinkonzentration wurden mittels
SDS-PAGE durchgefliihrt. Wegen der guten Trennleistung im niedermolekularen
Bereich und der hohen Toleranz gegentliber Salzen in der Probe kamen Tris-Tricin-
Gele nach Schagger & von Jagow zum Einsatz. Im Standardfall wurde die PAGE in
einer MiniProtean III-Kammer (Bio-Rad) durchgefihrt und die Gele nach dem

folgenden Protokoll hergestellt. Die Geldicke betrug 0,75 mm.

Die Lésungen aus Acrylamid, Gelpuffer und Wasser wurden im Exsikkator mittels
einer Wasserstrahlpumpe ca. 5 min lang entgast. Dann wurden vor dem GieB3en
der jeweiligen Gellage SDS-Lésung, TEMED und APS-Ldsung zugesetzt. Zum
Erzielen einer glatten Kante zwischen Trenn- und Sammelgel wurde das Trenngel
mit absolutem Ethanol Uberschichtet. Nach ca. 20 min wurde der Alkohol entfernt
das Sammelgel gegossen und der Kamm zum Formen der Taschen eingesetzt.
Sofern die Gele flr Trennungen vor einer Edman-Sequenzierung eingesetzt
wurden, fand eine gezielte "Alterung" flir mindestens 24 h bei Raumtemperatur
statt, um nichtpolymerisiertes Acrylamid zu zerstdéren. Weiterhin wurde in diesem
Fall dem Kathodenpuffer Thioglykolsaure (2 mM) als Scavenger gegen restliches

Ammoniumpersulfat zugesetzt.

Die Proteinproben wurden im Verhadltnis 1+1 mit reduzierendem Probenpuffer
gemischt und fiir 10 min bei 70 °C inkubiert. Nach einer Zentrifugation fir 3 min
bei 13.000 x g wurden die Proben zusammen mit einem Molekulargewichtsmarker
(Precision Plus unstained, Bio-Rad) aufgetragen. Das aufgetragene Volumen
betrug in der Regel 10 pyL. Der Probeneintritt und die Verdichtung im Sammelgel
fanden bei 10 mA/Gel, die Trennung bei 15 mA/Gel statt, die eingestellte
maximale Spannung betrug 70V bzw. 110V. Eine Konditionierung der Gele
(10 mA/Gel, 90V, 10 min) vor dem Auftragen der Proben verbesserte die
Trennung der Proteine. Sofern die Gele flir Blots zur N-terminalen Sequenzierung

bestimmt waren, fand die Elektrophorese bei 4 °C in der Kihlkammer statt.
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2.2.4.3 2-Dimensionale Gelelektrophorese

Die Ausfihrung der zweidimensionalen Gelelektrophorese orientierte sich an den
Vorgaben von Gorg et al. (2000) und Gorg et al. (2002)

GieBBen der Gele

In der zur Hoefer-DALT-Apparatur gehdérenden GieBkammer wurden zwoélf Gele
gleichzeitig gegossen. Dazu wurden 900 mL der Gellésung in die Kammer gefillt,
das Restvolumen wurde als Polymerisationskontrolle belassen. Nach dem Einfillen
der Gellésung wurde die Hoéhe des Kopfraums durch Unterschichten mit 50 %
Glyzerin eingestellt und zum Erzielen einer glatten Oberkante der Gele mit

puffergesattigtem 2-butanol lGberschichtet. Die Polymerisation erfolgte tber Nacht.

Rezeptur fiir Gele mit ca. 15 % Acrylamid-Gehalt:

487 mL Acrylamid 29:1, 30 %
250 mL Puffer D
198 mL vollentsalztes Wasser
57,5 g Glyzerin (87 %)
55 uyL TEMED
7,0 mL frisch angesetzte APS-L6sung (10 %)

Isoelektrische Fokussierung (1. Dimension)

Rehydrieren und Cup-Loading

Die IPG-Streifen (pH 3-10, 18 cm, linear) wurden in 500 pL Quellpuffer Gber Nacht
rehydriert und anschlieBend per Cup-Loading mit 50 ug Protein/Streifen, gel6st in
100 pL CAPS-Lsyepuffer, beladen. Die Fokussierung fand bei den unten fir 10 IPG-
Streifen angegebenen Parametern statt:

Thermostatisierung der Apparatur auf 20 °C

Schritt 1 150 V 1 mA 150 Vh
Schritt 2 300V 1 mA 900 Vh
Schritt 3 600 V 1 mA 600 Vh
Schritt 4 1000V 1 mA 5,0 kVh
Schritt 5 3500 V 1 mA 31,5 kVh

Summe ca. 38 kVh
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Wahrend der Fokussierung wurden mehrmals die Papier-Kontaktstreifen

gewechselt.

Rehydrieren mit Einquellen der Probe

Die IPG-Streifen (pH 3-10, 18 cm, linear) wurden in 450 pL Quellpuffer iber Nacht
in Gegenwart von ca. 600 ug Protein/Streifen rehydriert. Das zu fokussierende
Protein wurde in 50 uL CAPS-Lysepuffer geldst und den Quellpuffer zugegeben. Die
Fokussierung fand bei den unten fir 10 IPG-Streifen angegebenen Parametern
statt:

Thermostatisierung der Apparatur auf 20 °C

Schritt 1 50V 1 mA 800 Vh
Schritt 2 300V 1 mA 600 Vh
Schritt 3 3500V 1 mA 50 kVh
Schritt 4 1000 Vv 1 mA 10 kVh
Summe ca. 60 kvh

Wahrend der Fokussierung wurden mehrmals die Papier-Kontaktstreifen

gewechselt.

Aufbewahrung fokussierter IPG-Streifen

Fokussierte IPG-Streifen wurden, sofern eine Lagerung nétig war, in Kunststoff-
Folientaschen eingeschweiBt, die Folientasche auf einem Karton befestigt, um ein
Brechen der Streifen zu vermeiden und bei -75 °C bis zur Verwendung gelagert.
Reduktion und Alkylierung

Die auf den IPG-Streifen fokussierten Proteine wurden fir 15 min in 100 mL
Aquilibrierpuffer mit 2 g/100 mL DTT reduziert und anschlieBend fir 15 min in
100 mL Aquilibrierpuffer mit 4 g/100 mL Iodacetamid alkyliert. Reduktion und
Alkylierung fanden bei Raumtemperatur auf einem Orbitalschittler (40 U/min)
statt.

Vorbereitung der Gele zur Elektrophorese

Die IPG-Streifen wurden nach Reduktion und Alkylierung in den Kopfraum der Gele
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eingelegt, am basischen Ende des IPG-Streifens wurde ein mit 10 pL
Molekulargewichtsmarker (Precision Plus unstained, Bio-Rad) getranktes sample
application piece eingesetzt und dann der Kopfraum mit heiBer 0,6 % Agarose-

Bromphenolblau-Lésung gefillt.

Elektrophorese-Bedingungen der zweiten Dimension

Die Elektrophorese-Bedingungen fur 10 Gele in der Elektrophorese-Kammer sind in

folgender Tabelle aufgefihrt:

Thermostatisierung auf 15 °C

1h 150 v 50 mA
1h 150 v 80 mA
18-22 h 165V 165 mA

2.2.5 Farbemethoden

2.2.5.1 Farbung von Tris-Tricin-Gelen mit RotiBlue

Nach Elektrophorese der Gele bis zum Austritt der Bromphenolblau-Front aus dem
Gelkdérper wurden die Gele fir 1h in 100 mL Fixierlosung auf einem
Orbitalschittler (Certomat R, Braun) bei 50 U/min fixiert. Dann wurde die
Fixierlésung abgegossen und 100 mL Farbeldésung zugegeben und wiederum bei
50 U/min geschittelt. Die Farbung fand qualitativ Gber Nacht, quantitativ in 48 h
statt. Waschen und Lagerung der Gele fand in 7,5 % (v:v) Essigsdure statt.

Gewaschene Gele wurden vor der Trocknung eingescannt.

2.2.5.2 Silberfarbung nach Blum et al. (1987)

Die Silberfarbung von analytischen 1D- oder 2D-Gelen fand nach dem unten
angegebenen Farbeprotokoll unter Verwendung der in 2.1.3.6 aufgeflhrten
Lésungen statt. Bendtigt werden je 2D-Gele 200 mL jeder Losung oder 100 mL fir
ein 1D-Gele (MiniProtean III).
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Farbeprotokoll

Schritt Reagens Dauer

Fixieren Fixierldsung >2 Stunden oder Uber Nacht
Waschen Waschldésung 2 x 20 min
Waschen vollentsalztes Wasser 20 min
Sensibilisierung Thiosulfat-Reagens 3 min*

Waschen vollentsalztes Wasser 3x20s
Silberreaktion Silbernitrat—-Reagens 30 min*

Waschen vollentsalztes Wasser 3x20s

Entwickeln Entwickler 3-5 min, nach Sicht
Waschen vollentsalztes Wasser 1x20s

Stoppen Stopplésung 5 min

Waschen vollentsalztes Wasser 3 x 10 min

*) Fur die qualitative Farbung von 1-D-Gelen mit 6 x 8 cm (MiniProtean III) ist ein

Verklrzen auf 1 min (Sensibilisierung) bzw. 20 min (Silberreaktion) méglich.

2.2.5.3 Farbung von Gelen mit Coomassie

Die Coomassie-Farbung von Gelen fand mit einer Ldsung von 0,1 % CBB, 10 %
Essigsdaure, 40 % Methanol statt. Die Gele (MiniProtean III) wurden nach der
Elektrophorese aus den Glaskassetten entnommen und jeweils in ca. 80 mL CBB-
Lésung gelegt. Die CBB-Ldésung mit dem Gel wurde dann fir 30 s in einem
Mikrowellenofen bei 300 W erhitzt und bis zum Auskihlen der Lésung auf einem
Orbitalschittler bei 50 U/min geschittelt. Danach wurde mit 10 % Essigsaure,
40 % Methanol bis zum Erreichen eines hinreichend entfarbten Hintergrundes
gewaschen. Die Gele wurden anschlieBend eingescannt und in 7,5 % Essigsaure

aufbewahrt.
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2.2.5.4 Farben von Blots

Nach dem Blottransfer durch semi dry-Blotting wurden die auf den PVDF-
Membranen gebundenen Proteinbanden in 0,1 % CBB, 1 % Essigsaure, 50 %
Methanol fur 5 min gefarbt. Die Farbeschale wurde auf einen Orbitalschittler bei
50 U/min bewegt. Danach wurde mit 50 % Methanol solange entfarbt, bis sich von
der Membran keine Farbstoffschleier mehr 16sen. AnschlieBend wurde die Membran
auf Blotting-Papier Uber Nacht getrocknet. Alle Chemikalien, auch das flr Puffer
und Farbelésung bendétigte Wasser, hatten HPLC-Qualitét, sofern die Blots flr
Sequenzierungen bestimmt waren. Gegebenenfalls wurden die Gele mit CBB zur

Kontrolle der Vollstandigkeit des Transfers gegengefarbt.

2.2.5.5 Quantitative Farbung von Proteinen im Gel

Im Laufe der Untersuchungen wurde es ndétig, die einzelnen Proteine auch in der
Mischung des Gesamtproteins quantitativ erfassen zu kdnnen, wobei ein ELISA
nicht zur VerfiUgung stand. Es wurden deshalb Protokolle entwickelt, mit eine
Bewertung der Mengen durch Silberfarbung im Bereich von 2-200 ng/Bande und
50-10% ng/Bande durch Farbung mit Roti®Blue maoglich ist (Mini Protean III, Kamm
mit 10 Taschen). Als Referenzprotein wurde Trypsinogen (Sigma) eingesetzt, das
es mit einer Masse von 24 kDa dhnlichen Diffusionseffekten ausgesetzt ist, wie die

zu untersuchenden Proteine.

Quantitative Farbung mit Roti-Blue

Die quantitative Farbung der Gele mit Roti®Blue fand nach den oben beschriebenen
Methoden zum Fixieren und Farben in 48 h statt. Danach wurden die Gele auf
einem Durchlichtscanner (Epson) eingescannt (300 dpi, 8 bit-Graustufen) und als
* . tif-Datei gespeichert. Die Grauwerte der Banden wurden mit BioNumerics-
Software integriert und anhand von auf dem Gel vorhandenen Mengenstandards in

Massenangaben umgesetzt.

Zur Kontrolle der Linearitat des Farbe- und Auswertungsverfahrens wurde eine

Reihe von unterschiedlich konzentrierten Trypsinogen-Proben auf ein Gel
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aufgetragen, nach dem Lauf mit Roti®Blue gefarbt und densitometrisch
ausgewertet. Die integrierten Grauwerte sind gegen die Masse an Trypsinogen der
jeweiligen Bande aufgetragen. Lineare Regressionsrechnung ergab flir die oben
gezeigte Kalibration (50-10* ng/Bande) einen Korrelationskoeffizienten r=0,9965.
Fir die Quantifizierung auf Gelen wurden in der Folge zwei bis drei

Mengenstandards eingesetzt.

500x10°

400x10°

300x10° A

200x%10°

int. Grauwert

100x10° A

T
0 2000 4000 6000 8000 10000

Trypsinogen [ng/Bande]

Abbildung 7: Kalibration fiir die quantitative Farbung von Banden mit 50-10* ng Protein in
SDS-Gelen mit RotiBlue, integreirter Grauwert der Bande gegen jeweilige Proteinmenge,
Regressionsgerade (r=0,9965)

Lineare Regressionsrechnung ergab flr die in Abbildung 7 gezeigte Kalibration (50-
10* ng/Bande) einen Korrelationskoeffizienten r=0,9965. Fir die Quantifizierung

auf Gelen wurden in der Folge zwei bis drei Mengenstandards eingesetzt.

Quantitative Silberfarbung

Fir die quantitative Silberfarbung der Gele wurde eine Methode entwickelt, die sich
an dem von Blum et al. (1987) publizierten Protokoll orientiert. Nach dem F&arben
wurden die Gele, wie oben bereits beschrieben, eingescannt und mittels
BioNumerics-Software ausgewertet. Je Gel wurden 100 mL der unter Silberféarbung
beschriebenen Lésungen verwendet. Zur quantitativen Farbung wurde die

Entwicklerlésung wie folgt modifiziert:
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Modifizierter Entwickler (0,14 M Na-Carbonat, 0,01 mM Na,S,0s3)

3,0 g Natriumcarbonat

50 uL Formaldehyd (37 %)

0,5 mg Natriumthiosulfat
ad 200 mL Voll entsalztes Wasser

Die Lésungen wurden vor Gebrauch frisch zubereitet und die Gele nach dem
folgenden Protokoll gefarbt. Der Entwicklungsschritt wurde visuell kontrolliert, um
eine Uberentwicklung (Entwicklung rétlicher Banden mit Kernbereich) zu
vermeiden. Auf jedem Gel wurden mehrere Mengenstandards von Trypsinogen
eingesetzt. Zur Kontrolle der Linearitdt des Farbe- und Auswertungsverfahrens
wurde eine Reihe von unterschiedlich konzentrierten Trypsinogen-Proben auf ein
Gel aufgetragen, nach dem Lauf gefarbt, gescannt (300 dpi, 8 bit-Graustufen,
*.tif-Datei) und ausgewertet. Die flr die jeweiligen Banden integrierten Grauwerte
sind gegen die Masse an Trypsinogen der jeweiligen Bande aufgetragen. Flr die
abgebildete Kalibration (2-200 ng/Bande) wurde ein Korrelationskoeffizient
r=0,9961 berechnet (Abbildung 8).

Schritt Reagens Dauer
Fixieren Fixierlésung Uber Nacht
Waschen Waschlésung 2 x 20 min
Waschen vollentsalztes Wasser 20 min
Sensibilisierung Thiosulfat-Reagens 3 min
Waschen vollentsalztes Wasser 3x20s
Silberreaktion Silbernitrat—-Reagens 30 min
Waschen vollentsalztes Wasser 3x20s
Entwickeln Entwickler ca. 5 min, nach Sicht
Waschen vollentsalztes Wasser 1x20s
Stoppen Stopplésung 5 min

Waschen vollentsalztes Wasser 3 x 10 min
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Abbildung 8: Kalibration fiir die quantitative Silberférbung von Banden mit 2-200 ng Protein in
SDS-Gelen, integreirter Grauwert der Bande gegen jeweilige Proteinmenge,
Regressionsgerade (r=0,9961)

2.2.6 Archivierung der Gele

Trocknung

Zum Aufbewahren wurden Laemmli- und Tris-Tricin-Gele auf angefeuchtetes
Blottingpapier (GBO003, Schleicher & Schuell) aufgelegt und dann mit
angefeuchtetem, handelsiblichem Cellophan abgedeckt. Diese Sandwiches wurden
dann in einer auf 65 °C geheizten Vakuumtrockeneinheit (MaxiDry Plus, Heto-

Holten) flir 1,5 Stunden getrocknet.

Schrumpfen

Gele aus der 2D-Gelelektrophorese wurden nach dem Einscannen mit
Schrumpflésung (30 % Ethanol, 12 % Glyzerin) UUber Nacht auf einem
Orbitalschuttler bei 40 U/min behandelt und dann in Folientaschen aus Polyethylen
eingeschweiBt. Die Gele konnten dann Uber mehrere Monate hinweg bei 4 °C

gelagert werden.
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2.2.7 Dokumentation von Gelen und Blots

Gele und Blots wurden zur Dokumentation mit einem kombinierten Durchlicht- und
Flachbettscanner Epson Expression 1600 eingescannt und ggf. Kontrast und
Helligkeit fur Druckzwecke optimiert. Gele fir densitometrische Untersuchungen

wurden nicht verandert ausgewertet.

2.2.8 Reduktion und Alkylierung von Proteinen fiir Edman-

Sequenzierungen

Proteinproben die zur Edman-Sequenzierung eingereicht wurden, wurden mit
Probenpuffer in Gegenwart von 10 mM DTT reduziert (10 min/70 °C, Kopfraum des
ReaktionsgefaBes mit N, spllen). Nach der Reduktion wurde Iodacetamid bis zu
einer Konzentration von 40 mM zugesetzt und 15 min bei Raumtemperatur im
Dunkeln alkyliert. AnschlieBend wurde wiederum DTT als Scavenger bis zu einer
Konzentration von 50 mM zugesetzt und nochmals fir 10 min auf 70 °C erhitzt.
Die Proben wurden auf Eis abgekihlt und flir 2 min bei 18000 x g zentrifugiert
(Verfahren nach persénlicher Mitteilung von Dr. H. Weber, Prosequenz Bioanalytik,

Ludwigsburg).

2.2.9 Bedingungen fiir semi-dry-Elektroblotting (Matsudaira
1987)

Nach der Elektrophorese wurden die Gele fir 20 min in eiskaltem Blotting-Puffer
(10 mM CAPS, 10 % Methanol, pH 11,0) auf einem Orbitalschittler bei 40 U/min
umgepuffert. Wahrend dieser Zeit wurden je Gel 4 Sticke Blotting-Papier GB003
(Schleicher & Schuell) passend zugeschnitten und ebenfalls mit Blotting-Puffer
getrankt. Ein gleichgroBes Stlick PVDF-Membran wurde durch zweiminitiges
Eintauchen in Methanol (p.a.) benetzbar gemacht und 5 min in Blotting-Puffer
gewaschen. Danach wurde in der Elektroblot-Apparatur (semi-dry-blotter HEP-1,
peqglab) ein Blotting-Sandwich in der unten dargestellten Weise zusammengesetzt
(Abbildung 9).
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Abbildung 9: Aufbau eines Blotting-Sandwiches fiir semi-dry-Blotting von SDS-Gelen auf
PVDF-Membran

Blotting-Papier

Der Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Membran erfolgte bei 0,8 mA/cm?2 in
ca. 1,5 h.

2.2.10 Polymerase-Kettenreaktion und Klonierung der PCR-
Produkte

Die Fragmente mit dem vollstdndigen Gen wurden ausgehend von genomischer
DNA mit Arrow Taq DNA Polymerase (MP Biomedicals, Eschwege, D) und den
Primern Fc 20 kDa-r/f bzw. Fc 17 kDa-r/f amplifiziert (Tabelle 1). Die Bedingungen
der Polymerase-Kettenreaktion waren in beiden Fallen:

Initiale Denaturierung bei 94 °C/4 min, anschlieBend 35 Zyklen, jeweils aus
Denaturierung 45 s/94 °C, Annealing 45 s/58 °C und Elongation 60 s/72 °C. Die
abschlieBende Kettenverlangerung wurde mit 5 min/72 °C durchgefiihrt. Die
Kontrollelektrophorese fand auf einem TBE-Gel mit 1,5 % (w:v) Agarose statt.
Sieben PCR-Reaktion von 25 pyL wurden zusammengefasst und das enthaltene
PCR-Produkt mittels des QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen GmbH, Hilden, D)
nach MaBgaben des Herstellers gereinigt. Das gereinigte PCR-Produkt wurde
mittels des QuickClone Kit (Genaxxon BioScience GmbH, Biberach, D) in den
Vektor pAllil0 ligiert, mit dem E. coli TZ101la transformiert wurde. Ligation und
Klonierung wurden nach MaBgaben des Herstellers durchgefihrt. Das Plasmid
wurde aus positiven Transformanten mit dem E.Z.N.A. Plasmid Miniprep KitI (S-
Line) (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, D) isoliert und mit den Primern
M13 uni (-21) und M13rev (-29) durch MWG Biotech AG, Ebersberg, D
sequenziert. Die Sequenzierprimer wurden von MWG Biotech AG zur Verfligung

gestellt.
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Tabelle 1: Sequenzen verwendeter Oligonukleotid-Primer

Primer Sequenz
Fc 17 kDa-f 5'-TCA AAC TCA ACA CCA AAA CCA-3'
Fc 17 kDa-r 5'-AAA GAG CAT CGA CTT TTG TTG-3'
Fc 20 kDa-f 5'-AAC CAC TTA ATC TCT TCA CCA-3'
Fc 20 kDa-r 5'-AAG TCT TAT GTA CAG TGC AAA-3'
M13 uni (-21) 5'-TGTAAAACGACGGCCAGT-3'
M13 rev (-29) 5'-CAGGAAACAGCTATGACC-3'

2.2.11 Proteinpraparation

2.2.11.1 Ammoniumsulfatfallung aus dem Kulturiiberstand

Das in den Schittelkulturen enthaltene Myzel wurde durch Filtration in mehreren
Stufen entfernt: zunachst Uber Zellstofflagen, dann Uber Faltenfilter (385 mm, Typ
595%>2, Schleicher & Schuell), schlieBlich mittels Rundfiltern (Durchmesser 150

mm, Schleicher & Schuell, Typ 5893 Blauband) und
BlUchnertrichter/Vakuumsaugflasche. Im Anschluss daran wurde das Volumen des
Filtrats bestimmt, um die erforderliche Menge Ammoniumsulfat zu ermitteln. Die
Fallung fand bis zu einer Sattigung von 90 % (Zusatz von 657 g je Liter) statt, um
sicher zu stellen, dass das gesamte geldste Protein ausgeféllt wird. Die Zugabe des
Ammoniumsulfats erfolgte in mehreren Gaben unter standigem Rlhren. Gdf.
wurde der pH-Wert eingestellt. Die Fallung fand Uber Nacht bei 4 °C statt. Im
Anschluss an die Fallung wurde das Prazipitat durch Zentrifugation bei 17000 x g
fir 40 Minuten sedimentiert und in 50 mL-Zentrifugenréhrchen Gberfihrt. Danach
wurde das Prazipitat nochmals mit 90 %iger Ammoniumsulfatlésung gewaschen

und erneut zentrifugiert.

2.2.11.2 Losen des Prazipitats

Das proteinhaltige Prazipitat der Ammoniumsulfatféallung wurde im jeweils zur
weiteren Verarbeitung nétigen Puffer Uber Nacht geldst und dann bei 25.000 x g

fir 15 min zentrifugiert, um unldsliche Bestandteile abzuscheiden. Der Uberstand
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wurde vom Sediment durch Dekantieren getrennt. Zur Sicherheit wurde ggf. eine

zusatzliche Filtration Gber 0,45 pm-Membranfilter durchgefihrt.

2.2.11.3 Proteinextraktion aus Getreiden und Malzen fiir die

Messung der Oberflachenhydrophobizitat

Die I6slichen Proteine von unterschiedlichen Getreide- bzw. Malzproben wurden mit
wassriger NaCl-Lésung (0,5 % w:v) extrahiert, um die Oberflachenhydrophobizitat
vergleichen zu kénnen. Dazu wurden die Proben mittels einer Blhler-
Scheibenmiuhle (Einstellung 2 Skalenteile = 0,2 mm Mahlspalt) vermahlen. In ein
50 mL-Zentrifugenrohrchen wurden 5,0g der Probe eingewogen, 15 mL
Kochsalzlésung zugegeben und fiir 1,0 h auf dem Uberkopfschiittler Heidolph
Reax-2, Stufe 4) bei ca. 22 °C extrahiert. Nachfolgend wurden die Proben fir
15 min bei 25.000 x g zentrifugiert und der Uberstand vom Sediment dekantiert.
Der Proteingehalt des Uberstandes wurde photometrisch mittels des Bio-Rad
Protein Quantitation Assay nach den MaBgaben des Herstellers bestimmt. Proben
unterschiedlichen Proteingehaltes wurden durch Verdiinnen normalisiert. Im Labor
wurden die Proben auf Eis gelagert, langerfrisitge Verwahrung fand bei -20 °C
statt.

2.2.12 Chromatographische Methoden

2.2.12.1 Entsalzen von Proteinproben

Vor Ionenaustauschchromatographie bzw. praparativer isoelektrischer
Fokussierung wurden die wiederaufgelosten Proteinproben mittels einer
Entsalzungssaule (HiPrep 26/10 Desalt, Amersham) entsalzt bzw. umgepuffert. Die
Entsalzungssaule wurde nach Herstellervorschriften an einer FPLC-Anlage (Bio-
Rad) betrieben. In der hier verwendeten Kombination von Saule und Anlage
konnte ein maximales zu entsalzendes Probenvolumen von 5 mL aufgegeben
werden, wobei zum Transfer viskoser Proben aus der Probenschleife (5 mL) ggf.
mit einem Injektionsvolumen von 7 mL gearbeitet wurde. UV-Absorption (280 nm)

und Leitfahigkeit wurden mit einem gekoppelten Detektorsystem bestimmt.
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Anhand der UV-Absorption konnte die Elution des Proteins verfolgt werden und
dementsprechend das Eluat aufgefangen werden. Mit beginnendem Ausschlag des
Leitfahigkeitsdetektors wurde das Auffangen abgebrochen und das weitere Eluat
verworfen. Das zugehdrige Protokoll ist in Tabelle 2 angegeben, "Puffer A"
bezeichnet den Puffer, in den das Protein Uberfihrt werden soll. Bei der

Uberfiihrung in 4 M Harnstoff wurde mit einer FluBrate von 5 mL/min gearbeitet.

Tabelle 2: Protokoll zur Entsalzung mittels HiPrep Desalt 26/10
Schritt- Volumen Schritt

nummer [mL]

1 0,0 Turn UV lamp ON

2 0,0 Set UV baseline to 0,0

3 0,0 Isocratic Flow with 100 % Puffer A for 14 mL

4 14,0 Static Loop: Inject 5,0 (7,0) ml sample at 7,00 mL/min

5 19 (21) Isocratic Flow with 100 % Puffer A for 150 mL at
7,00 mL/min

6 169 (171) End of Protocol

2.2.12.2 Anionenaustausch-Chromatographie zur Trennung von

Proteinen aus Fusarium spp.

Die Proben wurden durch Entsalzung in den Startpuffer (20 mM Triethylamin/CO,,
pH 10,0) Uberfihrt und auf die Saule (HiLoad 16/10 Q-Sepharose HP, Amersham)
aufgebracht. Danach wurden die enthaltenen Proteine nach folgendem Protokoll
(Tabelle 3) in Gradientenelution (gegen den Elutionspuffer 20 mM Triethylamin-
CO;, pH 10,0, 1,0 M NaCl) getrennt.
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Tabelle 3: Protokoll zur lonenaustausch-Chromatographie mit HiLoad 16/10 Q-Sepharose HP

Schritt- Volumen Schritt

nummer [mL]

1 40,0
2 0,0
3 0,0
4 0,0
5 40,0
6 140,0
7 200,0
8 240,0
9 280,0

Collect fractions within 1 time window(s) ending at
220,0 mL

Turn UV lamp ON
Set UV baseline to 0,0

Isocratic flow with 100 % Startpuffer, 0 % Elutionspuffer
at 1,60 mL/min for 40 mL

Linear Gradient with 0 % to 25 % Elutionspuffer at
1,60 mL/min for 100 mL

Linear Gradient with 25 % to 60 % Elutionspuffer at
1,60 mL/min for 60 mL

Isocratic flow with 100 % Elutionspuffer, 0 % Startpuffer
at 3,20 mL/min for 40 mL

Isocratic flow with 100 % Startpuffer, 0 % Elutionspuffer
at 3,20 mL/min for 40 mL

End of Protocol

Die Fraktionensammlung fand in Reagenzglasern 75 x 11 mm statt. Die Puffer

wurden mit 0,02 % Natriumazid konserviert.

2.2.12.3 Anionenaustausch-Chromatographie zur Reinigung von

LTP 1500

Getreide-Rohproteinisolat aus Weizen, das u.a. LTP 1500 enthielt, wurde nach

Entsalzung mit 20 mM Triethylamin pH 11,1 auf eine Saule vom Typ HiLoad 16/10

Q-Sepharose HP aufgebracht. Ein Einstellen des pH-Wertes war bei diesem Puffer

nicht noétig, da der pH durch die Zugabe von Triethylamin alleine erreicht wurde.

Elutionspuffer war der Startpuffer mit 1 M NaCl. Die Chromatographie wurde nach

dem angegebenen Protokoll (Tabelle 4) ausgefihrt. Der Nachweis auf LTP 1500

wurde von Dr. Dieter Hecht, Lehrstuhl fliir Phytopathologie, Weihenstephan, mittels

polyklonaler Antikdérper nach dem flr Western blots angegebenen Protokoll gegen

LTP 1500 durchgeflihrt.
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Tabelle 4: Protokoll zur lonenaustausch-Chromatographie zur Gewinnung von LTP 1500

Schritt- Volumen Schritt

nummer [mL]

1 40,0 Collect fractions within 1 time window(s) ending at
240,0 mL

0,0 Turn UV lamp ON
0,0 Set UV baseline to 0,0

0,0 Isocratic flow with 100 % Startpuffer, 0 % Elutionspuffer
at 1,60 mL/min for 40 mL

5 40,0 Linear Gradient with 10 % to 40 % Elutionspuffer at
1,60 mL/min for 200 mL

6 240,0 Linear Gradient with 40 % to 80 % Elutionspuffer at
1,60 mL/min for 30 mL

7 270,0 Isocratic flow with 100 % Elutionspuffer, 0 % Startpuffer
at 3,00 mL/min for 40 mL

8 310,0 Isocratic flow with 100 % Startpuffer, 0 % Elutionspuffer
at 3,00 mL/min for 40 mL

9 350,0 End of Protocol

2.2.13 Praparative isoelektrische Fokussierung

Praparative (tragerfreie) isoelektrische Fokussierung von Proteinen aus
F. culmorum bzw. F. graminearum wurde mit dem Rotofor®-Gerat (Bio-Rad)
durchgefiihrt. Die Proben wurden in 4 M Harnstoff (ber Nacht bei 4 °C gel6st
(0,5 g Prazipitat in 20 mL), dann bei 7000 x g zentrifugiert und der durch
Dekantieren vom Sediment getrennte Uberstand nach der beschriebenen Methode
Uber eine Entsalzungssaule in 4 M Harnstoff entsalzt. Die entsalzte Probe wurde
durch Zugabe von 4 M Harnstoff auf 50 mL erganzt und mit 2,5 mL Ampholyt
(BioLyte 3-10, Bio-Rad) versetzt. Die Vorbereitung des Gerdtes und die
Fokussierung fanden nach den MaBgaben des Herstellers statt. Der steady state
(konstante Spannungsanzeige) wurde nach ca. 4,5 h erreicht, die Fokussierung

wurde bis 6,0 h fortgesetzt.

Die Fraktionen haben ein Volumen von ca. 2,5 mL. Konzentration mehrerer
Fraktionen, die das gleiche Protein enthalten, konnte mittels Zentrifugenréhrchen
fur die Ultrafiltration (Amicon Ultra 15, MWCO 5000) erreicht werden.
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2.2.14 Proteingehaltsbestimmungen

2.2.14.1 Proteingehaltsbestimmung nach praparativer

isoelektrischer Fokussierung

Proteingehaltsbestimmungen nach dem Konzentrieren der Fraktionen der
praparativen isoelektrischen Fokussierung wurden photometrisch bei 210 nm
durchgefihrt (Spektrophotometer LKB Biochrom 4060, Pharmacia). Zur Kalibration
dienten unterschiedlich konzentrierte Lésungen von Rinderserumalbumin in 4 M
Harnstoff (10-80 mg/mL mit konzentrationsgleichem Zusatz von Ampholyt wie in
der Fokussierung). Die Proben wurden in normierten Quarzglas-Klivetten gegen
eine Nullprobe von 4 M Harnstoff mit Ampholytanteil gemessen. Aufpunkt und
Steigung der Kalibrationsgeraden wurden mittels linearer Regressionsrechnung

bestimmt und damit auf die zu bestimmenden Konzentrationen zuriickgerechnet.

2.2.14.2 Photometrische Bestimmung des Proteingehalts

Die Bestimmung des Proteingehaltes in wassrigen Auszigen aus Getreiden und
Malzen bzw. in KongreBwlrzen wurde photometrisch mittels des Bio-Rad Protein
Assay Kit (Bio-Rad) nach den Vorgaben des Herstellers durchgefiihrt. Die
Bestimmung des Proteingehaltes fand dabei gegen eine Verdiinnungsreihe von
Rinderserum-Albumin statt. Es wurde bei einer Wellenlanhge von 595 nm

gemessen.

2.2.15 Bedingungen und Verfahren fiir Western blots

Per Immunoblot zu untersuchende Proben wurden mittels Elektrophorese in Tris-
Tricin-Gelen aufgetrennt und dann per semi dry-Blotting auf PVDF-Membran
(Immun-Blot PVDF, Bio-Rad bzw. Immobilon P5?, Millipore) transferiert. Als
Transferpuffer flir Western Blots wurde CAPS-Methanol-Blotpuffer pH 11
eingesetzt, da Towbin-Puffer flir stark alkalische Proteine nicht tauglich ist. Der
Transfer erfolgte bei 20V, 0,8-1 mA/cm?2, Transferzeit 1,5 h. Das Blotting-

Sandwich wurde aufgebaut, wie in den Bedingungen flir semi dry-Blotting
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beschrieben.

Die Detektion geblotteter Proteine mittels primarem und sekundarem Antikdrper
erfolgte nach der in Tabelle 5 angegebenen Vorschrift (persdnliche Mitteilung von
Dr. Dieter Hecht, Lehrstuhl flr Phytopathologie, Weihenstephan). Als sekundarer
Antikérper wurde Anti-Kaninchen-IgG-Antikérper aus Ziege konjugiert mit

alkalischer Phosphatase verwendet (DakoCytomation).

Tabelle 5: Bedingungen der Immundetektion fiir Western blots

Schritt Behandlung
1 Membran nach Blottransfer 1 min in TBS-Puffer spilen
2 Membran 1 h in Blocking-Puffer (mit 1 % BSA) inkubieren
3 Membran mit primarem Antiserum (1:2000 verdinnt mit TBS-Puffer,

25 mL) fir 1,5 h inkubieren
Membran 3 x 5 min mit TBS-T-Puffer waschen

5 Membran mit sekundarem Antikérper (1:2000 verdinnt mit TBS-
Puffer, 25 mL) fir 1,5 h inkubieren

6 Membran 3 x 5 min mit TBS-T-Puffer und 1 x 5 min mit TBS-Puffer
waschen

7 Membran in Farbelésung inkubieren bis Banden zu sehen sind (ca.
30 s bis 120 s)

8 Enzymreaktion in EDTA-LOsung stoppen (2 min) und Membran in

H,0 st Kurz waschen. Bei Raumtemperatur trocknen.

Zur Steigerung der Empfindlichkeit wurde die Immunfarbung ggf. mit einem
biotinylierten Brickenantikdérper zur Vervielfachung der Bindestellen (Anti-
Kaninchen-IgG-Antikdrper aus Schwein konjugiert mit Biotin, DakoCytomation)
und Strepavidin-APase (DakoCytomation) nach dem in Tabelle 6 angegebenen

Protokoll durchgefihrt.
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Tabelle 6: Bedingungen der Immundetektion fiir Western blots mit Briickenantikérper

Schritt Behandlung

1 Membran nach Blottransfer 1 min in TBS-Puffer spulen

2 Membran 1 h in Blocking-Puffer (mit 1 % BSA) inkubieren

3 Membran mit primarem Antikérper aus Schlachtblut (1:200 verdinnt
mit TBS-Puffer mit 0,5 % BSA, 25 mL) flir 40 min inkubieren

4 Membran 3 x 5 min mit TBS-T-Puffer und 1 x 5 min mit TBS-Puffer
waschen

5 Membran mit Brickenantikérper (1:1500 verdinnt mit TBS-Puffer,
25 mL) fir 1,5 h inkubieren

6 Membran 3 x 5 min mit TBS-T-Puffer und 1 x 5 min mit TBS-Puffer
waschen

7 Membran mit Streptavidin-APase-L6sung (1:1500 verdinnt mit TBS-
Puffer) fir 1 h inkubieren

8 Membran 3 x 5 min mit TBS-T-Puffer und 1 x 5 min mit TBS-Puffer
waschen

9 Membran in Farbelésung inkubieren bis die Banden zu sehen sind (ca.
60 s)

10 Enzymreaktion in EDTA-L6sung stoppen (2 min) und Membran in
H,0,4est KUrz waschen. Bei Raumtemperatur trocknen.

2.2.16 Zerschaumungsanalyse

2.2.16.1 Abschaumen des Kulturiuiberstandes

Das in den Schittelkulturen enthaltene Myzel wurde durch Filtration in mehreren
Stufen entfernt: zundchst Uber Zellstofflagen (Lohmann & Rauscher), dann Uber
Faltenfilter (385 mm, Typ 595%:), schlieBlich Gber Rundfilter (Durchmesser 150

mm, Schleicher & Schuell, Typ 5893 Blauband) und Buchnertrichter abgenutscht.
Zur Anreicherung oberflachenaktiver  Proteine durch  Aggregation an
Phasengrenzflachen wurde die Abschaumapparatur (siehe Abbildung 10) mit 0,5 L
Kulturiberstand (ggf. mit eingestelltem pH-Wert) beflllt. Durch die Fritte
(Porositatsklasse 3, 16-40 um) wurde Stickstoff geleitet, der Vordruck wurde auf
1,0 bar eingestellt, der Stickstoffdurchfluss mit dem am Volumenstrommesser
befindlichen Nadelventil auf 10 L/h herabgeregelt. Der entstehende Schaum wurde
in einem Becherglas aufgefangen. Die Drainage aus dem aufgefangenen Schaum
wurde dekantiert und in die Apparatur zurtickgefiihrt. Das Abschaumen wurde als
beendet betrachtet, wenn kein Schaum mehr durch den Schlauch in das

Becherglas gelangte. Der entstandene stabile Schaum wurde in 1L-
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Zentrifugenflaschen dberfihrt und bei 3000 x g 15 min zentrifugiert um den
Schaum niederzuschlagen. Das Zentrifugat (Niederschlag und Uberstand) wurde in
Zentrifugenrohrchen dberfihrt und bei 23000 x g fir 15 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgegossen und der Niederschlag ggf. mit entsalztem Wasser

gewaschen und erneut =zentrifugiert. Der Niederschlag wurde im Vakuum

]

Schwebekdrper-Volumenstrom-
messer mit Nadelventil

getrocknet.

15/

Gaszufuhr

PVC, lichte Weite 30 mm
Lange 1400 mm

" Sinterglasfritte
W Porositat 3
I

Abbildung 10: Aufbau der Apparatur, die zur préparativen Zerschdumung von Ubersténden

von Kulturen von Fusarium spp. verwendet wurde

2.2.16.2 Behandlung des bei der Zerschaumung aggregierten

Proteins mit Trifluoressigsaure

Der getrocknete Niederschlag wurde in ca. 5 mL Trifluoressigsaure geldst und in
einen  Rundkolben mit Schliff GberfUhrt. Diese Ldésung wurde im

Rotationsverdampfer zur Trockenheit eingeengt, letzte Trifluoressigsaurereste
durch vorsichtiges Einblasen von N, in den Rundkolben ausgetrieben. Zur
Untersuchung der Probe mittels SDS-PAGE wurde der an der Glaswand

anhaftende, proteinhaltige Film mit 100 yL 15 mM Tris-HCI pH 8,8 geldst. Ein

Aliquot davon wurde im Verhaltnis 1+1 mit Probenpuffer gemischt und fiir 10 min
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bei 70 °C inkubiert. Nach der thermischen Behandlung wurden die Proben bei

10000 x g fur 3 min zentrifugiert und dann mittels Gelelektrophorese untersucht.

2.2.17 Edman-Sequenzierung von Proteinen

Die Edman-Sequenzierungen zur partiellen Bestimmung der Aminosauresequenzen
von  untersuchten Proteinen  wurden  durch Prosequenz  Bioanalytik,
Reichertshalde 10, Ludwigsburg, D, durchgefiihrt. Es kam ein Proteinsequenator
Modell 476, Applied Biosystems, zum Einsatz. Das Gerat wurde flir die N-terminale
Sequenzierung geblotteter Proteine mit sog. "fast cycles" nach Vorschriften und

mit Verbrauchsmaterialien und Chemikalien des Herstellers betrieben.

Die in eingesandten, ausgeschnittenen Gelbanden enthaltenen Proteine wurden
nach Entfarbung und Reduktion mittels DTT mit Trypsin (modifiziert, Roche)
gespalten. Die ausgewdahlten Peptide wurden mittels narrow-bore-RP-HPLC unter

folgenden Bedingungen getrennt (Auskunft Dr. Weber, Prosequenz Bioanalytik):

Saule: TOSOH 2 ODS, 100 x 2 mm
Laufmittel A: 0,1 % TFA in Wasser
Laufmittel B: 0,1 % TFA in Acetonitril

2.2.18 Messung von Oberflachenspannungen

2.2.18.1 Messung von Oberflaichenspannungen mittels

Tropfenmethode

Die Messung der dynamischen Oberflachenspannung wurde mittels einer
eingespannten Eppendorf-Pipette (10-100 pyL) durchgefiihrt, indem solange der
Einstellknopf herabgeschraubt wurde, bis der Tropfen an der Pipettenspitze abri3.
Am gerade noch nicht abreiBenden Tropfen stehen Gewichtskraft des Tropfens und
Oberflachenspannung (als Linienkraft entlang des Umfangs der Pipettenspitze) im
Gleichgewicht. Je Probe wurden mehrere Wiederholungen durchgefiihrt. Aus der
Gewichtskraft des abreiBenden Tropfens und dem Durchmesser D der

Pipettenspitze (hier: D=1,20 mm) kann direkt auf die Oberfladchenspannung o
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zuruckgerechnet werden:

2.2.18.2 Messung von Oberflaichenspannungen in Mikrotiter-
Platten

Die Messung von Oberflachenspannungen im Gleichgewichtszustand erfolgte nach
einer vergleichende MeBmethode nach Cottingham et al. (2004). Dabei wurde die
Veranderung der Krimmung der Flissigkeits-Oberflache in Kavitaten einer
Mikrotiterplatte in Abhdngigkeit von der Oberflaichenspannung ausgenutzt:
Lésungen hoher Oberflachenspannung ergeben eine nahezu ungekrimmte
Oberflache (Abbildung 11, Fall A), mit sinkender Oberflachenspannung verstarkt
sich die Krimmung der Oberflachen (Meniskus). Durch die konkav gekrimmte
Oberflache entsteht eine streuende optische Wirkung, d.h. ein auftreffender
Lichtstrahl wird gestreut und die apparente optische Dichte der Losung steigt an
(Fall B), wenn mit einer Faseroptik mit kleinem Durchmesser (z.B. 0,25 mm)
gemessen wird. Eine weitere Erhéhung der Dynamik der Antwort kann durch
exzentrisches Messen erreicht werden, da dann zusatzlich zur Streuung in der
konkaven Flache auch noch die Brechung des Lichtstrahls durch schrages
Auftreffen wirkt (Fall C).
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Al B | IC

Abbildung 11: Streuende Wirkung der Kriimmung der Oberfldache von Fliissigkeiten in
Kavitéten auf zentrisch und exzentrisch eintreffende Lichtstrahlen bei der Bestimmung der
Oberflachenspannung. Die Faseroptik sendet Licht von oben her aus, die Faseroptik zum
Detektor ist unten. A: Hohe Oberfldchenspannung, B: niedrige Oberfldchenspannung, C:

niedrige Oberfldchenspannung mit exzentrischer Messung zur Erhéhung der Dynamik.

Fir die Oberflachenspannungsmessungen wurden klare Mikrotiterplatten mit 96
Kavitaten und flachem Boden eingesetzt (Typ 82.1581, Polystyrol, Sarstedt). Das
Probenvolumen betrug je Kavitat 200 yL. Die Messungen wurden mit einem
SPECTRAFIuor (TECAN) mit einem Filter flr Absorptionsmessungen (340 nm)
durchgefihrt. Die geometrische Plattendefinition wurde gegentber der
Originaldefinition um 2,00 mm  verschoben. Dies ergab bei einem
Innendurchmesser der Kavitaten von 6,35 mm eine Messung, die 1,18 mm vom
Rand entfernt, also sicher im Bereich der Flanke des Meniskus vorgenommen
wurde. Die Messungen wurden nach frihestens 15 h Ruhephase bei abgedeckter
Mikrotiterplatte vorgenommen. Die MeBwerte der scheinbaren optischen Dichte als

VergleichsmaB flr die Oberflachenspannung wurden teilweise in der Form
y = yyta(l—e ") als sigmoidale Kurven approximiert (Chapman-
Approximation mit vier Parametern in SigmaPlot 8.0). Dieser Kurvenverlauf

bedingt einen lokalen Darstellungsfehler insofern, als es mit dieser Kurve nicht

maoglich ist, einen unstetigen Umbruch der Oberflachenspannung bei der kritischen
Mizellkonzentration darzustellen.
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2.2.19 Messung der Oberflachenhydrophobizitat mit ANS

2.2.19.1 Oberflaichenhydrophobizitit von pilzlichen Proteinen

Die Messungen zur Oberflachenhydrophobizitat orientierten sich an Li-Chan &
Nakai (1988), sowie Kato & Nakai (1980) und Uruakpa & Arntfield (2006). Die
Proteinproben wurden auf 10 mg/mL in wassriger NaCl-Lésung (0,5 % w:v)
eingestellt. Ggf. wurden die Proben bei dieser Konzentration einer Hitzebehandlung
unterzogen. Nachfolgend wurden unterschiedliche Volumen dieser Proben zu dem
in den Kulvetten (Sarstedt, Nr. 67.755) vorgelegten Probenpuffer (0,01 M
Kaliumphosphat-Puffer pH 7,4 oder 50 mM Na-Citrat-Puffer pH 3,4 oder pH 4,5)

zugegeben, um die in Tabelle 7 aufgefihrte Konzentrationsreihe zu erhalten.

Tabelle 7: Pipettierschema fiir die Messung der Oberfldchenhydrophobizitét

Proteinkonzentration 0,0025 0,005 0,0075 0,01 0,025 0,05 0,075 0,1
[%]
Volumen Probe [L] 5 10 15 20 50 100 150 200

Volumen Probenpuffer [uL] 1995 1990 1985 1980 1950 1900 1850 1800

Nach dem Herstellen dieser Verdinnungen wurden die Blindwerte gemessen.
Danach wurden je Kiivette 10 pL 8 mM ANS-Ldsung zugegeben, gemischt und
nach 20 min die Fluoreszenz gemessen. Die Messung der Fluoreszenz von ANS (1-
anilino-8-naphtalen-sulfonsdure) fand bei A« = 390 nm, Aem = 470 nm,
Schlitzweite 2,5 nm auf einem Spektralphotometer (LS50, Perkin-Elmer) statt. Die
Auftragung der MeBwerte erfolgte als Fluoreszenz Uber Proteinkonzentration. Die
Oberflachenhydrophobizitat entspricht der Steigung der Kurve im linearen
Anfangsbereich und wurde durch lineare Regressionsrechnung bestimmt. Die

Dimension der Oberflachenhydrophobizitat S, ist 1/%.

2.2.19.2 Oberflachenhydrophobizitidt von Getreide- und

Malzproteinen

Die Oberflachenhydrophobizitét der nach dem oben beschriebenen Verfahren
(2.2.11.3) gewonnenen Gesamtproteinproben wurden mittels ANS und

Fluoreszenzspektroskopie bestimmt. Da die Proben meist Proteingehalte um



Material und Methoden 67

3 mg/mL aufwiesen, wurde die Verdiinnungsreihe durch Veranderung der Proben-
und Puffervolumina an den jeweils eingestellten Proteingehalt angepaBt. Die
Messungen wurden in 50 mM Citratpuffer pH 4,5 wie unter _2.2.19.1 beschrieben

durchgefihrt.

2.2.20 Zusatz von Proben zu Bier und Mineralwasser

Einem gushing-stabilen hellen Lagerbier (P11-Bier, Weihenstephaner Original,
Brauerei Weihenstephan, Freising, D) bzw. Mineralwasser (Siegsdorfer Petrusquelle
'spritzig’, Siegsdorf, D) wurden Detergentien in unterschiedlicher Menge zugesetzt.
Die Flaschen (0,50 L) wurden vor dem Offnen zum Zusetzen der Detergens-
Lésungen nach oben beschriebener Methode im Eisbad auf unter 2 °C geklhlt, um
eine unerwlinschte CO,-Entbindung zu verhindern. SDS (Natriumdodecylsulfat)
wurde ausgehend von einer Stammldsung mit 25 % w:v, Tween 20 ausgehend von
einer Stammldésung mit 10 % w:v, CTAB aus einer Stammldsung mit 0,2 % (w:v)
bei 103-facher kritischer Mizellkonzentration (KMK) und 102-facher KMK zugesetzt.
GroBere CTAB-Mengen wurden direkt als Pulver eingesetzt. Wurden Volumen Uber
1,5 mL zugesetzt, wurde vorher ein entsprechendes Teilvolumen entfernt, um die
Flaschen nicht zu Uberflllen. Je Konzentration wurden drei Wiederholungen
angesetzt. Nach dem Zusetzen der Detergens-Lésungen wurden die Flaschen
wieder mit neuen Kronkorken verschlossen und fiir 24 h im Uberkopfschiittler bei
28 U/min rotiert. AnschlieBend an diese Behandlung erfolgte eine Ruhezeit von
1,0 h bevor die Flaschen gedéffnet wurden. Der Zusatz von Proteinldsungen erfolgte

ebenso.

2.2.21 Uberkopfschiitteln von Produktproben

Biere oder Wasser, den Produktproben nach der oben beschriebenen Methode
zugesetzt waren, wurden in einem vom Verfasser zum Uberkopfschiittler
umgebauten Betonmischer (Akita, Modell 130) bei 28 U/min geschittelt. In die
Trommel des Betonmischers wurden als Halterung fiir Getrankekdasten axial vier
Winkelschienen eingeschweiBt und mit Endanschlagen versehen. Der eingeflihrte

Kasten wurde mit einem an einem Scharnier angenieteten Blgel gesichert, der
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wiederum durch eine Augenschraube mit Kugelknauf fixiert wurde (Abbildung 12).
Herausfallen und Klappern der Flaschen wurden durch eine angepalte
Schichtholzplatte und eine Schaumstoffzulage verhindert. Weiterhin wurde das
Gerat durch Anbringen eines Liftergitters vor dem Lifterrad am Motor und
zusatzliche Ventilationséffnungen fir den Dauerbetrieb tauglich gemacht. Die
Flaschen wurden fir 24 h im Uberkopfschiittler bei 28 U/min rotiert.
AnschlieBend an diese Behandlung erfolgte eine Ruhezeit von 1,0 h bevor die
Flaschen gedffnet wurden. Die Frequenz des Schittlers lag nahe der von

Thorne & Helm 1957 publizierten Frequenz von 33 U/min.

Schichtholzplatte

Schaumstoff

Augenschraube M10
m mit Kugelknauf
i

=

\

Abbildung 12: Skizze des zum Uberkopfschiittler fiir Bierkésten umgebauten Betonmischers

1000

2.2.22 Durchfiihrung eines Brauversuchs mit transgenen Hefen

Am Lehrstuhl fiir Technische Mikrobiologie wurden die im folgenden beschriebenen
transgenen Hefen durch Dr. rer. nat. Simone Theisen hergestellt (vgl. Tabelle 8).
Das Gen flr Lipidtransferprotein LTP1500 (AF551849) aus Weizen (Triticum
aestivum) wurde mit entsprechenden Primern amplifiziert und Uber die
Schnittstellen von EcoRI und Xhol in die multiple cloning site des Vektors pXY242
eingefligt. Die fur Klasse II-Hydrophobin FcHyd5p (GenBank Accession DQ449530)
und Klasse I-Hydrophobin FcHyd3p (GenBank Accession DQ449531) aus
F. culmorum TMW 4.0111 kodierenden Gene wurden durch in vitro-Synthese

(GeneArt GmbH, Regensburg, D) hergestellt und auf analoge Weise in den Vektor
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pXY242 eingefligt. Der Vektor pYX242 enthalt einen Triosephosphat-Isomerase-
Promotor, der zur konstitutiven Expression des in den Vektor ligierten Gens flhrt.
Empfangerorganismus flir die mit dem Vektor pXY242 durchgefiihrten
Transformationen war jeweils Saccharomyces cerevisiae DSM 3820 (DSMZzZ,
Braunschweig, D). Als Kontrollorganismus wurde diese Hefe mit dem leeren,
ungeschnittenen Plasmid transformiert. Als weitere Kontrolle wurde S. cerevisiae
sp. uvarum var. carlsbergensis W66/70 (Hefebank Weihenstephan, Freising, D)

eingesetzt.

Tabelle 8: Fiir Brauversuche verwendete transgene Hefen. Bezeichnung und Angabe des

produzierten Proteins

S. cerevisiae DSM3820 [pYX242] #970 leeres Plasmid, Kontrolle
S. cerevisiae DSM3820 [pYX242-LTP1500] LTP1500 aus Weizen
#961

S. cerevisiae DSM3820 [pYX242-FcHyd3] FcHyd3p aus F. culmorum
#1064 TMW 4.0111

S. cerevisiae DSM3820 [pYX242-FcHyd5] FcHyd5p aus F. culmorum
#858 TMW 4.0111

Die transgenen Hefe-Klone S. cerevisiae DSM3820 [pYX242-LTP1500] #961,
S. cerevisiae DSM3820 [pYX242-FcHyd3] #1064 und S. cerevisiae DSM3820
[pYX242-FcHyd5] #858 wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit flir einen
Brauversuch eingesetzt. Daneben dienten S. cerevisiae DSM3820 [pYX242] #970
und der kommerziell eingesetzte Stamm S. cerevisiae sp. uvarum var.
carlsbergensis W66/70 als Kontrollen. Zur Anzucht dieser Hefen wurden je 50 mL
SC-DO-Medium angeimpft und bei 120 U/min und 25 °C fir eine Woche bebritet.
Mit diesen Vorkulturen wurden dann jeweils 500 mL SC-DO-Medium (25 g/L
Glukose) inokuliert und bei 25 °C und 90 U/min inkubiert. Vier Tage nach der
Inokulation wurden je Kolben 50 mL Glukose-Ldésung (50 % w:v) zugesetzt. Am
sechsten Kulturtag wurden die Kulturen auf 4 °C abgekihlt, um die Sedimentation
der Hefezellen zu erreichen. Nach drei Tagen bei 4 °C waren die Hefen vollstandig
sedimentiert und der Uberstand wurde bis auf ein Restvolumen von 150 ml
dekantiert. Dann wurden jeweils 20 mL Glukose-Ldsung (50 % w:v) zugesetzt und
die Kulturen fir fuinf Stunden bei 25°C und 90 U/min geschittelt. Diese
Hefesuspensionen wurden zum Animpfen der Wirzen in Korneliusbehdéltern
verwendet. Helle Ausschlagwiirze (P12) aus Gerstenmalz wurde vom Hofbrauhaus

Freising (Freising, D) zur Verfigung gestellt.
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S. cerevisiae DMS3820 [pYX242-LTP1500] #961, S. cerevisiae DMS3820 [pYX242-
FcHyd3] #1064, S. cerevisiae DMS3820 [pYX242-FcHyd5] #858, die Plasmide
trugen, welche die Produktion der Proteine LTP1500, FcHyd3 und FcHyd5
ermoglichten wurden nach den oben beschriebenen Methoden flr einen
Brauversuch vorbereitet. S. cerevisiae DMS3820 [pYX242] #970 mit leerem
Plasmid pYX242 der kommerzielle Hefe-Stamm S. cerevisiae sp. uvarum var.
carlsbergensis W66/70 dienten als Kontrollen. Mit den Hefesuspensionen wurden
jeweils 15 Liter bellftete, gehopfte Auschlagwilirze im Korbneliusbehaltern
angeimpft. Die Hauptgarung fand bei Raumtemperatur statt, wobei an den
Gasanschlissen der Behalter nach unten gerichtete Kunststoffschlauche befestigt
wurden, die einen sterile Austritt des entstehenden Kohlendioxids ermdglichten.
Nach sieben Tagen war die Hauptgarung beendet, da keine nennenswerte CO2-
Bildung mehr festellbar war. Die Korneliusbehdlter wurden auf 4 °C gekihlt und
mit sterilem, O6lfreiem CO, bis zum Erreichen eines CO,-Gehaltes von 5,0 g/L
(Sattigungsdruck 1,0 bar bei 4 °C) karbonisiert. Nach der Sattigung mit CO;
wurden die Behalter fir weitere sieben Tage bei 4 °C gelagert. Danach wurden die
Biere unter Gegendruck in neue sterile NRW-Flaschen (500 mL) abgefiillt. Die
abgeflllten Flaschen wurden zur Sedimentation der Hefe 14 Tage bei 4 °C

gelagert.

Vor der Bestimmung des Uberschdumvolumens wurden die Flaschen auf
Raumtemperatur (20 °C) gebracht und gewogen. Nachdem bekannt ist, dass
Schittlen bzw. Erschiitterungen das Uberschdumen von Gushingbieren erhdhen,
wurden je vier Flaschen der Biere fir 22 h mit 28 U/min Uber Kopf geschiittelt. Die
Flaschen wurden aus dem Schuttler entnommmen und aufrecht flur eine Stunde
stehen gelassen. Direkt vor dem Offnen wurden die Flaschen langsam funf mal
Uber Kopf gedreht und nach einer Ruhephase von 60s gedffnet. Das

Uberschdumvolumen wurde aus der Gewichtsdifferenz ermittelt.
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zum Einfluss der von
Fusarium culmorum (W.G. SmitH) Saccaroo und F. graminearum Schwase gebildeten
oberflachenaktiven Proteine auf das Phanomen des Wildwerdens (Gushing) von
Bier durchgefihrt. Oberflachenaktive, aggregierende Proteine, die von den
genannten Pilzen ausgeschieden werden, stellen einen mdglichen Faktor im bislang
unzureichend verstandenen ProzelB3 des primaren Gushings dar. Im Gegensatz dazu
konnte gezeigt werden, dass eine durch Zusatz von Detergentien erniedrigte
Oberflachenspannung alleine nicht im Stande ist, Gushing zu erzeugen. Hierzu
muBte zunachst in Reihenuntersuchungen aus einer Vielzahl an Isolaten der beiden
Arten ein Arbeitsstamm gefunden werden, der zudem in der Lage war, Gushing im
Malz zu erzeugen. AnschlieBend konnten die Methoden zur Kultivierung des Isolats
und zur Praparation der ausgeschiedenen Proteine etabliert werden. Die
gewonnenen oberflachenaktiven Proteine wurden hinsichtlich ihres Einflusses auf
Gushing untersucht, weiterhin mittels Edman-Abbau teilweise sequenziert und mit
2D-Gelelektrophorese analysiert. Dariiber hinaus wurden die
Oberflachenhydrophobizitdt und die Wirkung solcher Proteine auf die
Oberflachenspannung untersucht. Zusatzliche Untersuchungen befassten sich mit
der Veranderung der Oberflachenhydrophobizitdt von Proteinen aus Malzen durch

eine Infektion mit Fusarium-Arten.

3.1 Auswirkungen des Zusatzes von Detergentien zu Bier und

Mineralwasser

Eine deutlich herabgesetzte Oberflachenspannung wurde als Kennzeichen von
Gushingbieren berichtet (Weideneder 1992, S. 104). Um die Auswirkungen einer
gezielt erniedrigten Oberflachenspannung auf ein eventuelles Entstehen von
Gushing zu prifen, wurden die im folgenden beschriebenen Versuche
unternommen. Einem auf 0-2°C gekihlten, gushing-stabilen hellen Lagerbier
(P11-Bier, Weihenstephaner Original, Brauerei Weihenstephan, Freising, D, MHD
29. April 2005, 0,5 L-NRW-Flaschen) bzw. Mineralwasser (Siegsdorfer Petrusquelle
'spritzig’, Siegsdorf, D, 0,50 L, MHD 02.03.08, Ch.-B. L1549) wurden Detergentien

in unterschiedlicher Menge aus Stammldésungen zugesetzt. Verwendet wurden SDS
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als anionisches, Tween 20 als nichtionisches und CTAB als kationisches Detergens.
Nach dem Zusatz der Ldsungen wurden die Flaschen mit neuen Kronkorken
verschlossen und fiir 24 h bei Raumtemperatur im Uberkopfschittler bei 28 U/min
rotiert. Dieser Behandlung folgte eine Ruhezeit von 1,0 h, bevor die Flaschen
gedffnet wurden. Die unbehandelten Kontrollen waren auch nach der
mechanischen Behandlung stabil und schdumten nicht Gber. Gleichfalls erbrachte
ein Zusatz von SDS bis zu 0,66 g/Flasche bzw. Tween 20 bis 0,36 g/Flasche kein
gushingartiges Uberschdumen. CTAB erzeugte ebenfalls bis zu einem Zusatz von
rund 1,6 g/Flasche kein Uberschdumen. Nachdem CTAB eine Loslichkeit von 3 g/L
(in Wasser) aufweist, wurde die milchige Tribung in der Probe mit 1,69
CTAB/Flasche auf ungeldstes Detergens zuriickgefiihrt. Selbst diese Triibung durch
ungeldstes Detergens rief kein Uberschdumen hervor (vgl. Tabellen 9-10). Mit
diesem Versuch konnte ausgeschlossen werden, dass eine z.B. durch verschleppte
Detergentien erniedrigte Oberflachenspannung alleine das auslésende Moment fir

Gushing ist.

Tabelle 9: Auswirkung des Zusatzes von SDS auf das Uberschdumen von Bier

SDS- n x kritische Uberschidum- Beobachtung
Konzentration Mizell- volumen [mL]
[mg/0,5 L] konzentration*
0 0 0 klar
0,33 103 0 klar
3,3 102 0 klar
33 10! 0 beginnende Triibung
330 0 trib
660 2 0 stark getribt

Tabelle 10: Auswirkung des Zusatzes von Tween 20 auf das Uberschdumen von Bier

Tween 20- n x kritische Uberschaum- Beobachtung
Konzentration Mizell- volumen [mL]
[mg/0,5 L] konzentration*
0 0 0 klar
0,036 1073 0 klar
0,36 107 0 klar
3,6 10! 0 klar
36 1 0 klar
363 10 0 klar
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Tabelle 11: Auswirkung des Zusatzes von CTAB auf das Uberschdumen von Bier

CTAB- n x kritische Uberschiaum- Beobachtung
Konzentration Mizell- volumen [mL]
[mg/0,5 L] konzentration*
0 0 0 klar
0,17 107 0 klar
1,7 107 0 klar
17 10! 0 klar
167 1 0 leichte Tribung am
Boden
1,67 x 10° 10 0 milchige Triibung

*) Kritische Mizellkonzentration in 50 mM NaCl.

3.2 Vorarbeiten zur Auswahl der zu untersuchenden Organismen

3.2.1 Identifizierung von Isolaten, die in vitro oberflachenaktive

Stoffe ausscheiden

Fir das Screening auf die Ausbildung oberflachenaktiver Proteine durch
F. culmorum und F. graminearum wurde ein Schnelltest eingesetzt, der auf der
Verédnderung der wasserabweisenden Eigenschaften von Parafilm® beruht: Parafilm
ist extrem hydrophob: aufgebrachtes Wasser perlt vollstandig ab. Der
Grenzflachenkontaktwinkel (Wasser-Parafilm-Luft) ist vergleichbar mit dem von
PTFE. Die im Screening eingesetzten, unbeimpften Medien laufen gleichfalls spurlos
ab. Scheidet jedoch der Organismus entsprechend amphiphile Stoffe aus, so kann
der Medienfilm im Kontaktbereich mehr oder weniger gut anhaften. Das Verhalten
des Medienfilms nach dem Wiederabheben vom bewachsenen Kulturmedium wurde
visuell beurteilt und als Indikator fur die Produktion oberfldchenaktiver Proteine

angesehen.

In diesem Test wurden nahezu alle Stamme der Arten F. culmorum und
F. graminearum aus der Stammsammlung des Lehrstuhls flr Technische
Mikrobiologie in Petrischalen mit Flissigmedium angeimpft und bei
Raumtemperatur und unter TageslichteinfluB bebritet (Malzextrakt-Bouillon bzw.
Hefe-Kohlenstoffbasis-Medium mit Ammoniumsulfat als Stickstoffquelle). Im

Kulturzeitraum wurde mehrmals ein Streifen Parafilm® auf das Medium aufgelegt
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und nach kurzer Wartezeit abgehoben. Der auf dem Parafilm® befindliche
Flissigkeitsfilm wurde beobachtet und das Oberflachenverhalten (stark benetzend,
benetzend, indifferent, nicht benetzend) notiert. Den unten dargestellten
Ergebnissen in Form von Tortendiagrammen liegt das Verhalten des
Flissigkeitsfilms am zwoélften bzw. 13. Kulturtag zugrunde (Abb.12 bis 15).
Weiterhin wurde das Oberflachenverhalten im letzten Drittel der Kulturzeit
(>18 Tage) beobachtet, um die Stabilitat des Effektes beurteilen zu koénnen.
Aufgrund dieser Ergebnisse konnte festgestellt werden, dass ein groBer Teil der
untersuchten F. culmorum- und F. graminearum-Isolate oberflachenaktive Stoffe
ausschied. Bei F. graminearum war die Bildung oberflachenaktiver Stoffe auf ME-
Medium ausgepragter, als auf YCB-Medium. Das Wachstum auf YCB-Medium flhrte
bei F. graminearum zu einer deutlich geringeren Anzahl benetzend wirkender
Isolate, wobei nahezu alle Isolate, die eine benetzende Wirkung auf YCB-Medium
aufwiesen, diese auch in ME-Medium zeigten. Bei wenigen der stark benetzenden
Stamme baute sich der oberflaichenbenetzende Effekt innerhalb der
Untersuchungszeit (bis ca. 30 Tage) wieder ab. Ebenfalls wenige Isolate bildeten
unter den Testbedingungen, besonders auf ME-Medium, keinerlei oberflachenaktive
Stoffe aus. Hierdurch konnte gezeigt werde, dass einerseits die Fahigkeit,
oberflachenaktive Stoffe zu bilden nicht von Isolat zu Isolat gleich ist, sondern
auch einer zeitlichen Dynamik unterliegt. Weiterhin ist ein deutlicher Einfluss des
Mediums festzustellen. In den Tabellen 12 und 13 sind die Ergebnisse der

Reihenuntersuchungen tabellarisch, nach Stamm-Nummern geordnet, aufgefihrt.

Tabelle 12: Screening-Ergebnisse fiir F. culmorum, Bildung oberflachenaktiver Stoffe in YCB-

Medium
TMW- Originalbezeich- Tag 12/13, Tag 18/19,
Nummer nung YCB YCB
F. culmorum 4.0101 - +/-
F. culmorum 4.0102 E 479 ++, kein ++
Luftmyzel
F. culmorum 4.0103 E 469 - -
F. culmorum 4.0108 E 147 ++ ++
F. culmorum 4.0111 BBA 62182 ++!, viel ++!
Luftmyzel
F. culmorum 4.0112 ++ ++
F. culmorum 4.0121 ++ ++
F. culmorum 4.0130 -, kein Luftmyzel -
F. culmorum 4.0132 +/- +/-
F. culmorum 4.0137 - +
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TMW- Originalbezeich- Tag 12/13, Tag 18/19,
Nummer nung YCB YCB

F. culmorum 4.0138 + -

F. culmorum 4.0141 ++ ++
F. culmorum 4.0145 CBS 417.86 +/- ++
F. culmorum 4.0149 DSM 62191 ++ ++
F. culmorum 4.0156 ++ ++
F. culmorum 4.0187 + -

F. culmorum 4.0189 +/- +/-
F. culmorum 4.0192 + ++
F. culmorum 4.0193 + +
F. culmorum 4.0194 ++ ++
F. culmorum 4.0195 ++ ++
F. culmorum 4.0197 ++ ++
F. culmorum 4.0198 ++ +
F. culmorum 4.0199 +/- -

F. culmorum 4.0205 E 133 +/- ++
F. culmorum 4.0206 E 145 ++

F. culmorum 4.0207 E 16/1977 ++ ++
F. culmorum 4.0243 + ++
F. culmorum 4.0244 ++ ++
F. culmorum 4.0252 ++ ++
F. culmorum 4.0253 ++ -

F. culmorum 4.0254 +/- +/-
F. culmorum 4.0301 ++ ++
F. culmorum 4.0318 ++
F. culmorum 4.0319 +/-
F. culmorum 4.0324 DSM 1094 - ++
F. culmorum 4.0328 - ++
F. culmorum 4.0329 +/- +
F. culmorum 4.0333 +/- +/-
F. culmorum 4.0358 +/- ++
F. culmorum 4.0526 LWL F4-2 +/- -

F. culmorum 4.0527 LWL F4-6 ++ ++
F. culmorum 4.0528 LWL F9-2 + -

F. culmorum 4.0529 LWL F10-2 ++ +/-
F. culmorum 4.0530 LWL F16-4 -1, viel Luftmyzel  -!
F. culmorum 4.0531 LWL F23-5 ++ +/-
F. culmorum 4.0532 LWL F25-6 - -

F. culmorum 4.0533 LWL F29-4 ++ ++
F. culmorum 4.0534 LWL F29-5 ++ ++
F. culmorum 4.0535 LWL F51-1 ++ +/-
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TMW- Originalbezeich- Tag 12/13, Tag 18/19,
Nummer nung YCB YCB

F. culmorum 4.0536 LWL F51-2 - ++
F. culmorum 4.0537 LWL F57-1 ++ ++
F. culmorum 4.0538 LWL F57-2 - -

F. culmorum 4.0539 LWL F64-2 ++ ++
F. culmorum 4.0540 LWL F64-3 ++ ++
F. culmorum 4.0545 LWL F64-4 ++ ++
F. culmorum 4.0546 LWL F81-4 -1 -

F. culmorum 4.0547 LWL F83-3 +/- ++
F. culmorum 4.0548 LWL F85-5 -1 -

F. culmorum 4.0549 LWL F86-2 + ++
F. culmorum 4.0550 LWL F91-4 - ++
F. culmorum 4.0551 LWL F102-2 ++ ++
F. culmorum 4.0552 LWL F102-10 - -

F. culmorum 4.0553 LWL F103-1 + ++
F. culmorum 4.0554 LWL F109-8 - +/-
F. culmorum 4.0555 LWL F113-9 ++ +/-
F. culmorum 4.0598 ++ ++
F. culmorum 4.0610 ++ ++
F. culmorum 4.0614 + ++
F. culmorum 4.0615 ++ ++
F. culmorum 4.0730 INRA D1 ++ ++
F. culmorum 4.0731 INRA C4 + ++
F. culmorum 4.0732 INRA B8 ++ ++
F. culmorum 4.0733 INRA A2 ++ ++
F. culmorum 4.0734 INRA A4 ++, kein ++

Luftmyzel
F. culmorum 4.0735 INRA B4 -1, kein ++
Luftmyzel

F. culmorum 4.0736 INRA C1 ++ ++
F. culmorum 4.0737 INRA C5 ++ ++
F. culmorum 4.0738 INRA C9 ++ ++
F. culmorum 4.0739 INRA F1 + ++
F. culmorum 4.0740 INRA K2 ++ ++
F. culmorum 4.0741 INRA Al ++ ++
F. culmorum 4.0742 INRA A5 ++ ++
F. culmorum 4.0743 INRA A6 ++ ++
F. culmorum 4.0744 INRA B5 ++ ++
F. culmorum 4.0745 INRA B10 -, viel Luftmyzel +/-
F. culmorum 4.0746 INRA E4 ++ ++
F. culmorum 4.0747 INRA B3 ++ ++
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TMW- Originalbezeich- Tag 12/13, Tag 18/19,
Nummer nung YCB YCB

F. culmorum 4.0748 INRA B6 ++ ++
F. culmorum 4.0749 INRA C3 ++ ++
F. culmorum 4.0750 INRA H1 ++ ++
F. culmorum 4.0751 INRA L4 ++ ++
F. culmorum 4.0752 INRA N1 ++ ++
F. culmorum 4.0753 INRA F4 ++ ++
F. culmorum 4.0754 INRA F2 ++ ++
F. culmorum 4.0755 INRA K3 + ++
F. culmorum 4.0875 BBA 69883 ++ ++
F. culmorum 4.0876 BBA 69884 ++ ++
F. culmorum 4.0895 BBA 63874 ++ ++
F. culmorum 4.0900 BBA 65219 ++ ++
F. culmorum 4.0924 BBA 64218 ++ ++
F. culmorum 4.0941 BBA 62180 ++ ++
F. culmorum 4.0942 BBA 62182 ++ ++
F. culmorum 4.0943 BBA 62188 -1 -1

F. culmorum 4.0959 BBA 64223 ++ ++
F. culmorum 4.0963 BBA 64300 ++ ++

Tabelle 13: Screening-Ergebnisse fiir F. graminearum. Bildung oberflachenaktiver Stoffe in
YCB-Medium und ME-Bouillon

TMW-  Original- Tag 12 Tag20 Tag1l2 Tag 19/22
Nummer bezeichnung YCB YCB ME ME

F. graminearum 4.0122 ++ ++ ! + +

F. graminearum 4.0124 - -

F. graminearum 4.0127 + +

F. graminearum 4.0133 ++ + +/- +/-
F. graminearum 4.0135 ++ ++ +/- +/-
F. graminearum 4.0139 ++ ++
F. graminearum 4.0143 - - +/- +/-
F. graminearum 4,0151 ++ ++
F. graminearum 4.0152 - - ++ +/-
F. graminearum 4.0154 ++ ++
F. graminearum 4.0155 + +/-
F. graminearum 4.0157 - - +/- +/-
F. graminearum 4.0159 + + +/- +/-
F. graminearum 4.0160 +/- + + +/-
F. graminearum 4.0168 DSM 62722 - - + +

F. graminearum 4.0169 ++! ++! ++ -



Ergebnisse 78

TMW-  Original- Tag 12 Tag20 Tag1l2 Tag 19/22
Nummer bezeichnung YCB YCB ME ME
F. graminearum 4.0172 ++ ++ + -
F. graminearum 4,0173 - - - +
F. graminearum 4.0175 DSM 4529 + + - ++
F. graminearum 4.0177 CBS 104.09 - - - ++
F. graminearum 4.0183 +/- - - +/-, viel
Luftmyzel
F. graminearum 4.0185 - - ++ -
F. graminearum 4.0186 - - + +
F. graminearum 4.0188 + - + +
F. graminearum 4.0190 - -1 +/- +
F. graminearum 4.0202 +/- ++ +/- +
F. graminearum 4.0208 DSM 4527 - - -
F. graminearum 4.0351 VLB 63/1 + +
F. graminearum 4.0352 ++ + +/-
F. graminearum 4.0356 + +/- +/-
F. graminearum 4.0429 ++ ++ + +/-
F. graminearum 4.0430 - - +/- +/-
F. graminearum 4.0431 + +/-
F. graminearum 4.0432 +/- + + +/-
F. graminearum 4.0443 VLB 15 - ++ +
F. graminearum 4.0444 VLB 15/2 + + +/- +
F. graminearum 4.0445 VLB 17 - - +
F. graminearum 4.0446 VLB 20/1 - +/- + +/-
F. graminearum 4,0447 VLB 20/2 +/- - +/- ++
F. graminearum 4.0448 VLB 21 - ++ + +
F. graminearum 4.0449 VLB 63/2 - - + +
F. graminearum 4.0451 VLB 67/2 + ++ + +
F. graminearum 4.0452 VLB 5564/1 - +/- + ++
F. graminearum 4.0453 VLB 5564/2 + ++ + +/-
F. graminearum 4.0454 VLB 5564/3 +/- - + +
F. graminearum 4.0455 +/- - + +/-
F. graminearum 4.0456 + +/- +/-
F. graminearum 4.0457 + ++ + +/-
F. graminearum 4.0458 +/- +/- +/-
F. graminearum 4.0459 - ++ + +
F. graminearum 4.0484 +/- +/-
F. graminearum 4.0502 - - +/-
F. graminearum 4.0503 - - +/- +/-
F. graminearum 4.0504 - +/- + +/-
F. graminearum 4.0505 - - ++
F. graminearum 4.0506 +/- + + +/-
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TMW-  Original- Tag 12 Tag 20 Tag 12 Tag 19/22
Nummer bezeichnung YCB YCB ME
F. graminearum 4.0507 +/- +/- +/- +/-
F. graminearum 4.0596 ++, viel ++!, viel + -
Luftmyzel Luftmyzel
F. graminearum 4.0600 - - +/- ++
F. graminearum 4.0729 - - + ++
F. graminearum 4.0799 BBA 65357 +
F. graminearum 4.0824 BBA 69078 - - + ++
F. graminearum 4.0826 BBA 69463 - - + +/-
F. graminearum 4.0834 BBA 69057 + - +
F. graminearum 4.0859 BBA 69733 +/- ++
F. graminearum 4.0888 BBA 62217 +/- + +/-
F. graminearum 4.0894 BBA 62722 +/- +/- + +
F. graminearum 4.0910 BBA 69077 - - + +/-
F. graminearum 4.0919 BBA 64884 ++ ++ +/- +
F. graminearum 4.0922 BBA 64967 + +/- + +
F. graminearum 4.0958 BBA 64221 -, viel -, viel + +/-
Luftmyzel Luftmyzel
F. graminearum 4.0981 BBA 65356 - - +
F. graminearum 4.0983 BBA 65537 +/- +/- +/-
F. graminearum 4.0989 BBA 65928 - - + ++
F. graminearum 4.0990 BBA 65929 - - +/- ++
F. graminearum 4.0993 BBA 67525 +/- - + ++
F. graminearum 4.0999 BBA 67754 - - + +/-
F. graminearum 4.1031 BBA 70738 - - ++ +/-
F. graminearum 4.1042 BBA 67638 + - ++ +
F. graminearum 4.1043 BBA 67639 - + ++ ++
F. graminearum 4,1410 NRRL5883 - - ++
F. graminearum 4,1411 NRRL28063 - - ++ +
F. graminearum 4.1506 +/-, viel +/- - +/-
Luftmyzel
F. graminearum 4.1555 - - +/- +/-
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Abbildung 13: Verhalten des Medienfilms von Kulturen von F. culmorum in YCB-Medium auf
Parafilm am 12./13. Kulturtag, n=106 Isolate
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Abbildung 14: Verhalten des Medienfilms von Kulturen von F. graminearum in YCB-Medium

auf Parafilm am 12. Kulturtag, n=73 Isolate
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Abbildung 15: Verhalten des Medienfilms von Kulturen von F. graminearum in ME-Medium
auf Parafilm am 12. Kulturtag, n=84 Isolate

Fir F. culmorum wurden folgende Arbeitsstamme ausgewahlt:
F. culmorum TMW 4.0102: Ausscheidung oberflachenaktiver Substanzen,
keine Luftmyzelbildung;
F. culmorum TMW 4.0111: Ausscheidung oberflachenaktiver
Substanzen, jedoch mit starker Luftmyzelbildung. Dieser Stamm sollte
wegen der Fahigkeit zur Bildung von Luftmyzel, das normalerweise von
hydrophoben Proteinen bedeckt ist, der Hauptarbeitsstamm werden.

Von Arbeiten mit Isolaten von F. graminearum wurde anfangs abgesehen. Fir
Untersuchungen zur Oberflachenaktivitét wurde in einem spateren Teil der Arbeit
F. graminearum TMW 4.0175 eingesetzt, der auf ME-Medium im Schnelltest

oberflachenaktive Stoffe aussschied, diese nicht abbaute und in der Testmalzung
Gushing hervorrief.
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3.2.2 Testmalzung mit den Arbeitsstammen F. culmorum
TMW 4.0102 und TMW 4.0111

Mit dem im Screening ausgewahlten F. culmorum-Stamm TMW 4.0111 wurden
zwei unabhangige Testmalzungen durchgefiuhrt, um zu Uberprifen, ob dieses
Isolat konsistent fahig ist, Gushing in Malz auszulésen. Weiterhin wurden zwei
Isolate von F. graminearum in den Versuch einbezogen. Die Malzungen wurden
mit unbelasteter Weizenrohfrucht durchgefiihrt. Die Abwesenheit von Fusarium-
Arten wurde durch Auslegen oberflachendesinfizierter Koérner auf SNA-Agar
Uberprift. Die Rohfrucht wurde vor der ersten NaBweiche gewaschen und im
Weichwasser mit Konidien des jeweiligen Organismus infiziert. In beiden
Versuchen wurde zudem eine nicht-infizierte Kontrolle gemalzt. Die Malzung wurde
ab dem gleichmaBigen Spitzen der Koérner isotherm bei 16 °C fiir 6 Keimtage
durchgefiihrt. AnschlieBend wurde, orientiert am Darrschema flr helles Malz,
abgedarrt. Die Gushingtests (nach Donhauser et al., 1990; MEBAK Band 3,
Kap. 9.1) wurden durch das Forschungszentrum Weihenstephan fir Brau- und
Lebensmittelqualitdat ausgefiihrt. Die Ergebnisse der Gushingtests zeigten, dass
F. culmorum TMW 4.0111 in der Lage war, massives Gushingreaktion von Malz

auszulésen und damit als Arbeitsstamm geeignet war (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Uberschdumvolumina der Gushingtest der Weizenmalze nach gezielter
Infektion im Weichwasser. Uberschdumvolumen 0-10 mL: gushing-stabil: 10-30 mL: labil;
>30 mL: instabil.
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3.3 Proteinanalytik

In dieser Arbeit wurden zunachst Versuche mit F. culmorum TMW 4.0102
durchgefihrt, danach wurde vorwiegend mit F. culmorum TMW 4.0111 gearbeitet,
da dieses Isolat deutlich mehr Protein aussschied, als der erstgenannte Stamm. Im
weiteren Verlauf der Arbeit wurden auch Untersuchungen mit den Proteinen von
F. graminearum TMW 4.0175 durchgefihrt.

3.3.1 Zerschaumungsanalyse

Mittels Zerschaumungsanalyse (Durchleiten eines inerten Gases durch eine
Flissigkeitssaule in feinen Blasen) sollten die von den Pilzen ins Medium
ausgeschiedenen oberflachenaktiven Proteine angereichert werden. Diese Proteine
kdnnen sich im Schaum anreichern und ggf. auch in der Grenzflache der Blasen
aggregieren, wobei die Aggregate durch Zentrifugation abgetrennt werden kénnen.
Die Zerschdaumungsanalyse stellt eine gangige Methode zur Praparation
oberflachenaktiver Proteine, auch von Hydrophobinen, dar. Als Medium kam YCB-
Flissigmedium zum Einsatz, da dieses Medium proteinfrei ist und folglich alle
praparierten Proteine vom jeweils kultivierten Pilz stammen. Ist durch
Zerschaumungsanalyse Schaum zu erhalten, so enthielt die verarbeitete Ldsung
oberflachenaktive Proteine. Sofern oberflachenaktive Proteine nach einer
Einlagerung in eine Phasengrenzflache (z.B. Gas-Flissigkeit) stabil aggregieren,

sind die Aggregate z.B. durch Zentrifugation zu gewinnen.

3.3.1.1 Zerschaumung von Medien nach Wachstum von
F. culmorum TMW 4.0102

Zellfreie  Kulturiberstande von F. culmorum TMW 4.0102 wurden nach
siebentdgiger Kultivierung zerschaumt und der Schaum nach den angegebenen
Methoden verarbeitet. Beim Zerschaumen fiel auf, dass der austretende Schaum

wahrend des Vorgangs seine Struktur anderte. Anfangs war der Schaum feinporig
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und fest, gegen Ende der Zerschdaumung trat grobblasiger Schaum aus der
Apparatur aus. Die unterschiedlichen Schaumfraktionen wurden aufgefangen,
zentrifugiert und die sedimentierten Proteinaggregate mit TFA Idslich gemacht. Die
so praparierten Proteine wurden mittels Gelelektrophorese untersucht, wobei kein
signifikanter Unterschied im Proteinspektrum der unterschiedlichen Schaumtypen
festzustellen war (Abbildung 17). Es bestand daher kein Grund, in den weiteren
Untersuchungen eine Trennung unterschiedlicher Schaumtypen vorzunehmen. In
den untersuchten Schaumen konnten nur wenige unterschiedliche Proteine
festgestellt werden. Die Hauptfraktionen weisen GroBen zwischen 10 und 25 kDa
auf, wobei ein Protein mit einer GréBe von 13-14 kDa in hoher Menge gefunden
wurde. Darlber hinaus waren nur wenige héhermolekulare Fraktionen zu finden.
Der Schaum wies eine hohe mechanische Stabilitat auf: er war, dhnlich wie
Eischnee, stabil genug um einen mit der runden Seite nach unten eingeflhrten
Laborloffel zu stitzen (Abbildung 18). Hiermit konnte belegt werden, dass
F. culmorum in der Lage ist, oberflachenaktive, aggregierbare Proteine zu

produzieren.
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Abbildung 17: Silbergefdrbtes Laemmli-Gel mit Protein aus feinem und grobblasigen
Schaum, sowie aus Gesamtschaum. Es wurden jeweils zwei unterschiedliche Probemengen
aufgetragen. Bahn 1: Molekulargewichtsmarker, Bahnen 2, 3 Gesamtschaum, 4, 5:
Feinschaum, 6, 7: Grobschaum.
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Abbildung 18: Schaum aus der Zerschdumung eines Mediums nach Wachstum von
F. culmorum. Standzeit des Schaumes bis zur Aufnahme ca. 10 min (1000 mL-Becherglas,

Laborléffel steckt mit runder Seite nach unten im Schaum).

3.3.1.2 Gewinnung von schaumaktiven Proteinen aus

F. culmorum TMW 4.0102 zur N-terminalen Sequenzierung

Das von F. culmorum TMW 4.0102 vorwiegend gebildete, ca. 14 kDa groBe,
oberflachenaktive Protein wurde durch Zerschdumung und Prdaparation der im
Schaum aggregierten Proteine gewonnen. Die Gewinnung einer hinreichenden
Menge des Proteins war aufwendig. SchlieBlich konnte eine zur N-terminalen
Aminosauresequenzierung ausreichende Menge erhalten und durch Elektrophorese
in Tris-Tricin-Gel gereinigt werden. Die Probe wurde mittels eines glycin-freien
Puffers (10 mM CAPS, 10 % Methanol, pH 11) auf PVDF-Membran geblottet (semi-
dry blotting-Verfahren). Das auf dieser Membran gebundene Protein wurde mit
Coomassie-Blau gefarbt. Der N-terminale Edman-Abbau des Proteins erfolgte auf
der Membran. Die Sequenzierung ergab folgende N-terminale Aminosduresequenz,
wobei "X" eine nicht bestimmbare Aminosaure, ".../x" einen mehrdeutigen Befund

des Abbauzyklusses bedeutete:

ATXPD VTVEI FTDQY XED S/x C/x T/x FIDN K/x (Sequenz 1/TMW 4.0102)
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BLAST-Recherchen unter unterschiedlichen Randbedingungen ergaben keinerlei
Homologie zu bekannten Proteinen. Ebenso blieb eine BLAST-Recherche vom Typ
"protein query vs. translated database" (tblastn) ergebnislos. Es handelte sich
damit um ein bislang unbekanntes Protein, Uber dessen biologische Funktion nichts

ausgesagt werden kann.

3.3.1.3 pH-Wert-Abhangigkeit des praparierbaren
Proteinspektrums von F. culmorum TMW 4.0111 in der

Zerschaumungsanalyse

Unter den gewahlten Kulturbedingungen fiel der pH-Wert im YCB-Medium infolge
Saureausscheidung durch F. culmorum von pH 5,5 auf Werte < pH 2,0. Es wurde
daher an Medien von F. culmorum TMW 4.0111 untersucht, ob das Spektrum der
in den Schaum Ubergehenden Proteine eine Abhangigkeit vom bei der
Zerschaumung vorliegenden pH-Wert hat. Die pH-Werte wurden mit 2 M NaOH

eingestellt.

YCB-Medium wurde nach siebentagigem Wachstum von F. culmorum TMW 4.0111
vom Myzel getrennt. Das Medium wies pH 1,7 auf. Fir die Untersuchung wurde in
einem Aliquot des Mediums der pH-Wert belassen, in einem weiteren Aliquot
wurde pH 6,0 eingestellt. AnschlieBend wurden beide Proben zerschaumt. Die
entstehenden Schaume wurden jeweils aufgefangen und zentrifugiert. Die
entstandenen Pellets wurden in TFA geldst, nach Abtreiben der TFA in Puffer
aufgenommen und auf ein Tris-Tricin-Gel aufgetragen. Ebenso wurden Proben der
nach der Zentrifugation des Schaumes erhaltenen Uberstinde der Pellets
aufgetragen. Bei pH 1,7 aggregierte vorwiegend ein ca. 14 kDa groBes Protein
(Abbildung 19, Bahn 1), bei pH 6,0 vorwiegend ein ca. 17 kDa groBes Protein
(Bahn 2). Das 17 kDa groBe Protein ist im Uberstand des Pellets aus der
Zerschaumung bei pH 6,0 im Vergleich zu pH 1,7 nahezu verschwunden (Bahn 3
und 4). Damit konnte gezeigt werden, dass die Aggregation der Proteine vom pH-
Wert beeinfluBt wird. Somit stellt der pH-Wert ebenso ein Hilfsmittel zur selektiven
Praparation von unterschiedlichen Proteinfraktionen dar, wie eine Randbedingung

zur Bildung von Aggregaten aus diesen Proteinen bei der Zerschaumung.
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Abbildung 19: Aggregation von Proteinen aus F. culmorum TMW 4.0111 bei
Zerschdumungen bei pH 1,7 bzw. pH 6,0.

MW: Molekulargewichtsmarker; 1: bei pH 1,7 aggregierende Proteine; 2: bei pH 6,0
aggregierende Proteine, 3: Proteine im Uberstand bei pH 1,7; 4: Proteine im Uberstand bei
pH 6,0

3.3.1.4 N-terminale Sequenzierung der durch pH-kontrollierte

Zerschaumung praparierten Proteine

Die oben gezeigte Abhangigkeit der Praparationsleistung vom pH-Wert bei der
Zerschaumung wurde ausgenutzt, um diese Proteine selektiv anzureichern. Die so
bei pH 1,7 und pH 6,0 gewonnenen Proteinproben wurden mit DTT reduziert und
mit Iodacetamid alkyliert, um eventuell enthaltene Cysteinreste gegeniber den
Sequenzierungschemikalien zu stabilisieren. Danach wurden die Proteine mittels
Gelelektrophorese in Tris-Tricin-Gelen getrennt und mit CAPS-Blot-Puffer und
semi-dry-Blotting auf PVDF-Membran (Immobilon P°?) transferiert. Der Blot
(Abbildung 20) wurde mit CBB gefarbt. In weiteren Zerschaumungsanalysen wurde
ein 20 kDa groBes Protein ebenfalls als oberflachenaktiv identifiziert, da es bei
jeder Zerschdaumung gefunden wurde. Die Bande dieses Proteins ist ebenfalls auf

dem oben gezeigten Blot zu sehen (schwarzes Dreieck, Bereich 1).

Es wurden die folgenden N-terminalen Sequenzen erhalten:
14 kDa NSKPP PNANV ISARI WGDSd cgAK
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17 kDa ANQAYV VINNC PTTIY VQSFP YNGA

1
[kpafMW ——_ = MW //!3\\
75
50

37

25
20 <

R YT N E—— \

mRMe oo

10

Abbildung 20: CBB-geféarbter Blot der durch Zerschdumung bei pH 1,7 bzw. pH 6,0
préparierten Proteine aus F. culmorum TMW 4.0111.

MW: Molekulargewichtsmarker; Bereich 1: 14 kDa, prépariert bei pH 1,7; Bereich 2: 17 kDa,
prépariert bei pH 6,0. Sequenzierte Banden sind jeweils mit einem weillen Dreieck

gekennzeichnet. Schwarzes Dreieck: 20 kDa grol3es Protein.

3.3.1.5 Aggregation von pilzlichen Proteinen als Funktion des pH-
Wertes

In weiteren Untersuchungen wurde die pH-Wert-Abhangigkeit der Schaumbildung
und Aggregation dieser Proteine in Blasenhauten fir einen bierspezifischen pH-
Bereich untersucht. In Aliquoten des Mediums wurden nach dem Entfernen des
Myzels unterschiedliche pH-Werte eingestellt, die Aliquote zerschaumt und die
erhaltenen Proteinaggregate durch Zentrifugation des Schaums sedimentiert.
Nachfolgend wurden die Aggregate durch TFA-Behandlung léslich gemacht und
mittels Gelelektrophorese untersucht. Die Quantifizierung der Banden wurde
densitometrisch durchgefihrt. In diesen pH-Wert-kontrollierten
Zerschaumungsversuchen wurde festgestellt, dass eine Aggregation des 14 kDa-
Proteins nur bei stark saurem pH-Wert stattfindet. Bei pH 3,5 ist lediglich noch
eine Spur dieses Proteins im Pellet zu finden, bei hdheren pH-Werten fehlte es

vollig. Die flir das 17 kDa-Protein festgestellten pH-Wert-Abhdngigkeiten sind in
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Abbildung 21 dargestellt. Auffdllig ist hier eine groBe Dynamik der
Proteinaggregation im Bereich zwischen pH 4,3 und pH 4,8, wobei bei pH 4,8 eine

weitaus gréBere Menge des Proteins aggregiert.
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Abbildung 21: Aggregation des 17-kDa-Proteins von F. culmorum bei der Zerschdumung in

Abhé&ngigkeit vom eingestellten pH-Wert

3.3.1.6 Sequenzierung interner Peptide oberflachenaktiver
Proteine aus F. culmorum TMW 4.0111 und Identifizierung der

zugehorigen Gene

In 3.3.1.4 wurden bereits Ergebnisse der N-terminalen Sequenzierung des 14 kDa-
und des 17 kDa-Proteins aus F. culmorum TMW 4.0111 beschrieben. Die
bekannten N-Termini reichten noch nicht zur Ermittlung der Proteinsequenz bzw.
zu einer Aussage Uber eine Homologie dieser Proteine mit Hydrophobinen. Die
Sequenzierung gréBere Abschnitte jenseits des N-Terminus war zur weiteren
Ermittlung der Protein- bzw. Gensequenz notwendig. Aus diesem Grunde wurden
die chromatographisch gereinigten Proteine zur Erzeugung interner Peptide und
deren Sequenzierung an ein Labor (Prosequenz Bioanalytik, Ludwigsburg)
Ubersandt. Von allen Proteinen konnten N-terminale Sequenzen und Sequenzen

interner Peptide erhalten werden, so dass an diesem Punkt Arbeiten zur
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Bestimmung der zugrundeliegenden Gensequenzen ansetzen kdénnen. Da im
Gegensatz zur Situation bei der N-terminalen Sequenzierung der Proteine
mittlerweile groBere Mengen verfligbar waren, konnten hier auch die Ergebnisse
aus der N-terminalen Sequenzierung verifiziert und vorhandene Ungenauigkeiten
und Sequenzierfehler korrigiert werden. Cystein wurde in allen Sequenzen zur
Kennzeichnung eventueller Hydrophobin-Motive fett markiert. Hier war besonders
die Sequenz der Fraktion 15 des 14 kDa-Proteins bemerkenswert, da diese einen
Abstand von elf Aminosauren zwischen den beiden Cysteinresten aufwies, der fir
Klasse II-Hydrophobine typisch ist. Weiterhin ist neben dem Abstand der
Cysteinreste das Motiv NLDC auch bei anderen Klasse II-Hydrophobinen
konserviert. Ein héherer Grad an Homologie als 30-40 % ist bei Hydrophobinen

nicht zu erwarten.

Fir das 14 kDa-Protein ergaben sich folgende Sequenzen interner Peptide:
Fraktion 9 LSPYG TCR
Fraktion 12 HLTGL PTK
Fraktion 13 SVGVY EFGPC E
Fraktion 15 CSWEV WAYPN LDC

Wie schon beim Protein gleicher GréBe aus F. culmorum TMW 4.0102 ergaben
BLAST-Recherchen mit den Sequenzen dieser Peptide unter unterschiedlichen
Randbedingungen keinerlei Deckung mit bekannten Proteinen. Ebenso blieb eine
BLAST-Recherche vom Typ "protein query vs. translated database (tblastn)"
ergebnislos. Es handelte sich damit um ein bislang unbekanntes Protein, dessen
biologische Funktion nicht bestimmbar war. Der oben genannte N-Terminus des
durch Zerschaumung bei pH 1,7 praparierten Proteins konnte mit einem
hypothetischen Protein in der F. graminearum-Gesamtsequenz in Verbindung
gebracht werden (Koordinaten: 52821 - 52299, Contig: fg_contig_1.160, Exon-
Koordinaten: 52821 - 52467; 52408 - 52299):

MVLSLFVTIHQQSQLSNFNTRQHLLYTYRITISKMHFAVAFTTLTALAMGVAADPP NSKPPPNANVISARIWGDSD
CGAKNNDHNLGEVTLHGDDDGKCSKFSDEVKSVKQYEHDYNCKLVLYSDKNCKRGKK
DIKDGQCRATSSHFGSYK VECK

Der gefundene N-Terminus ist kursiv-unterstrichen markiert, wobei fir den Bereich
von NSKPPPNANV..>>..HFGSYKVECK ein theoretischer pI von 8.23 und ein
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Molekulargewicht von 11025.20 Da errechnet werden konnte. Allerdings war es

nicht moéglich, die oben genannten, internen Peptidsequenzen in dieser

Proteinsequenz zu finden.

Fir das 17 kDa-Protein:
Fraktion 3 NYSCP NpVhL Ya
Fraktion 6 FSEDL R
Fraktion 12 AVVIN DCDTA IYVQS VPF (Teilsequenz des N-Terminus)

Mit der Sequenz von Fraktion 12 konnte mit einer tblastn-Recherche ein Treffer flr
XP_384911.1 bzw. locus tag FG04735.1,

Gibberella zeae (Anamorph: F. graminearum) erhalten werden. Die Gensequenz

ein hypothetisches Protein, von
des 17 kDa-Proteins von F. culmorum TMW 4.0111 wurde aus genomischer DNA
durch PCR mit den Primern Fc 17 kDa-f/r und Sequenzierung des klonierten PCR-
Produktes erhalten (Genaxxon QuickCLone Kit). Da das Protein stark alkalischen pl
besitzt und aus Kulturiiberstand durch Zerschaumungsanalyse abgetrennt werden
konnte, wurde die im weiteren verwendete Bezeichnung AfpB (alkaline foam
protein B) gewahlt. Die Gensequenz des offenen Leserahmens ist 459 bp lang und
auf Aminosaure-Ebene voéllig mit der aus F. graminearum erhaltenen Sequenz
identisch, auf eine Gegenulberstellung der identischen Sequenzen wurde daher
verzichtet. Das Gen besteht aus einem offenen Leserahmen ohne Introns. Die aus
der Edman-Sequenzierung des Proteins von F. culmorum TMW 4.0111 bekannten
Fragmente wurden im folgenden kursiv-unterstrichen markiert, das Signalpeptid
klein gesetzt. AfpB erhielt die GenBank Accession DQ336149.

Die Gensequenz von AfpB wurde wie folgt bestimmt:

1 atgaagttct ctgccctcgce cgccgccgcce geccgtcecttecg gctcectgectge cgcectgceccaac
6l aaggctgtcg tcatcaacga ctgtgacact gccatctatg tccagtccgt tcccttcaac
121 ggcggcgctc ccggcccctt gaccaccctc aagcctggcec agcgattctce tgaggacctce
181 cgcacctctg gctctaccat caagattgcc gacacccgaa ctctcaacaa gcctctcecttce
241 ttcggctact cctccgacgce caacaacgtc tactacgagce tcaacactca gtatggcaac
301 cccttcecgcecca gccagcacaa catcctcaac cctggtgatg gctgccagaa gttcgactge
361 aaggctggtg acgccaagtg ctacagcacc cccagcagca agaagaacta cagctgccct
421 aaccccgtca ccctctacgce caagatctgce gccaagtaa
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Aus der Gensequenz wurde die folgenden Proteinsequenz von AfpB abgeleitet

(Signalpeptid klein, Peptidsequenzen aus Edman-Sequenzierung kursiv-

unterstrichen):

MKFSALAAAAAVFGSAAAANKAVVINDCDTAIYVQSVPENGGAPGPLTTLKPGORESEDLRTSGSTIKIADTRTLNKP

LFFGYSSDANNVYYELNTQYGNPFASQHNILNPGDGCOKFDCKAGDAKCYSTPSSKKNYSCPNPVTLYAKICAK

Fir das 20 kDa-Protein:

APEPK TFXLV ALPXK XPFHL
SGMGQ GVLQY TGQK
LVLYH K

NAETE GWKVD Kdngl v

N-Terminus
Fraktion 17
Fraktion 18
Fraktion 24

Auch hier konnte mit der Sequenz des N-Terminus mit einer tblastn-Recherche
eine Ubereinstimmung mit einem hypothetischen Protein, Accession XP_388298
bzw Q4I3T6 (UniProtKB/TrEMBL),

(Anamorph: F. graminearum) gefunden werden. Die Gensequenz des im weiteren

locus tag FGO08122.1, von Gibberella zeae

als AfpA bezeichneten Proteins aus F. culmorum TMW 4.0111 wurde aus
genomischer DNA durch PCR mit den Primern Fc 20 kDa-f/r und Sequenzierung
des klonierten PCR-Produktes erhalten (Genaxxon QuickCLone Kit). Da das Protein
pl besitzt

Zerschaumungsanalyse abgetrennt werden konnte, wurde die Bezeichnung AfpA

ebenfalls stark alkalischen und aus Kulturiberstand durch

(alkaline foam protein A) gewahlt.
(alkaline foam protein A) (GenBank Accession DQ336148) bezeichnet.

Dieses Protein wird im weiteren als AfpA

Gensequenz von AfpA, Intron durch Unterstreichung markiert:

1 atgcaattca agactctctt cactgcttct ctcctcagecg gcecctcactgt cgccgceccccc
6l gagcccaaga cctttggtct cgtcgctctce cgctcaggca gtcctttcca cctcectceccagce
121 gtcagtgcct ctgagagcgg cttctcgcectt ctcecctcceccca agggcaagca gggtgccaag
181 tgcgtcgaca acaagaagga ggactttgct actttccgca tcagcaagga cggcaagctt
241 gtcctctacc acaagggcaa ggagcagcag gttgcctaca ctgaccgatc cggcatgggt
301 aagttcacat ataatctagg tatataacca ggggdacccct gctaacaagt aacccaggcc
361 aaggtgttct ccagtacact ggccagaaga actaccctcg caacgccgag actgagggcet
421 ggaaggtcga caaggacggc aacctcgtct ttggcagcaa caacgctggc ttcatggcect
481 gccctggtcet caagtccact gacccctgga gcatctgggt cgccaccggt accgaccacc
541 ccggtaacag cgagaaggag tgctacagct tcagcgcccg cgtctctgag accaagaagc
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601 ctgttagctg catctactcc cagtacagca actaa

Aus der Gensequenz flr AfpA abgeleitete Proteinsequenz (Signalpeptid klein,

Peptidsequenzen aus Edman-Sequenzierung kursiv-unterstrichen):

MQFKTLFTASLLSGLTVAAPEPKTEFGLVALRSGSPFHLSSVSASESGEFSLLLPKGKQGAKCVDNKKEDEFATEFRISKD

GKLVLYHKGKEQQVAYTDRSGMGOGVLOYTGORKNY PRNAETEGWKVDKDGNL VEGSNNAGFMACPGLKSTDPWS
IWVATGTDHPGNSEKECYSEFSARVSETKKPVSCIYSQYSN

Der im folgenden dargestellte Vergleich der Gene von F. culmorum TMW 4.0111
und G. zeae PH-1 ergab eine Ahnlichkeit von 98 % (622 von 635 Basen), wobei im

Gen von G. zeae zwei Basen im Intron deletiert sind (Abbildung 22).
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Fcul-DQ336148 1 ATGCAATTCAAGACTCTCTTCACTGCTTCTCTCCTCAGCGGCCTCACTGT 50
Creas-QITITE 1 ATGCAATICAAGACTCICTICACTIGCTICICICCTCAGCRRCCICACTST 50
Fcul-DQ336148 51 CGCCGCCCCCGAGCCCAAGACCTTTGGTCTCGTCGCTCTCCGCTCAGGCA 100
Creas-QITITE 51 CGCCGOCCCCGAGCCCAAGACCTTTGRTCICEICGCTCICCECICAGEEA 100
Fcul-DQ336148 101 GTCCTTTCCACCTCTCCAGCGTCAGTGCCTCTGAGAGCGGCTTCTCGCTT 150
Greae-QiT3T6 101 GOCCITICCACCICTCCAGCGICAGCGCCTCIGAGACCEACTICIORSTT 150
Fcul-DQ336148 151 CTCCTCCCCAAGGGCAAGCAGGGTGCCAAGTGCGTCGACAACAAGAAGGA 200
Greae-QIT3T6 151 CTCCICCOCAAGGGCAACCAGOOTGCCARGICGACEACAACRACRAGER 200
Fcul-DQ336148 201 GGACTTTGCTACTTTCCGCATCAGCAAGGACGGCAAGCTTGTCCTCTACC 250
Greae-QIT3T6 201 GOACTITGCTACTTTCCCATCACCAAGGACAAGRACCTCOTCCTCTACE 250
Fcul-DQ336148 251 ACAAGGGCAAGGAGCAGCAGGTTGCCTACACTGACCGATCCGGCATGGGT 300
Greae-QIT3T6 251 ACAACGECAAGGAGCAGCAGATIGCCTACACIGACCEATCCOECATGRST 300
Fcul-DQ336148 301 AAGTTCACATATAATCTAGGTATATAACCAGGGGGCCCCTGCTAACAAGT 350
Greac-QATITE 301 AAGTTCAC-TATAATCTAGGTATATAACCAGGOCARCCCTGCTARCRAGT 349
Fcul-DQ336148 351 AACCCAGGCCAAGGTGTTCTCCAGTACACTGGCCAGAAGAACTACCCTCG 400
Greas-Q4I3T6 350 AA-CCAGGCCAAGGTGTTCTCCAGTACACIGECCAGAAGRACTACCCTCG 398
Fcul-DQ336148 401 CAACGCCGAGACTGAGGGCTGGAAGGTCGACAAGGACGGCAACCTCGTCT 450
Greas-4I3T6 399 CAACGCCGAGACTGAGGGCTGGAAGEICGACAAGGACGOCAACCICETCT 448
Fcul-DQ336148 451 TTGGCAGCAACAACGCTGGCTTCATGGCCTGCCCTGGTCTCAAGTCCACT 500
Greas-Q4I3T6 449 TTGGCAGCAACAACGCTGGCTICATGRCCIGCCCTGGICICAAGICCACT 498
Fcul-DQ336148 501 GACCCCTGGAGCATCTGGGTCGCCACCGGTACCGACCACCCCGGTAACAG 550
Greas-QUI3T6 499 GACCCCTGRAGCAICTGGGTCGCCACCEGTACCACCACCCCERTARCAG 548
Fcul-DQ336148 551 CGAGAAGGAGTGCTACAGCTTCAGCGCCCGCGTCTCTGAGACCAAGAAGC 600
Greae-QIT3T6 549 COAGAAGGAGTGCTACACCTICAGCGOCCECTCRCIGAGACCAAGRRGE 598
Fcul-DQ336148 601 CTGTTAGCTGCATCTACTCCCAGTACAGCAACTAA 635

Greas-QUI3T6 599 CTGITAGCIGCATCTACTCCCAGTACACCAACTAA 633

Abbildung 22: Alignment der Gensequenzen von AfpA (Fcul-DQ336148) und dem homologen
Protein (Q413T6) aus G. zeae PH-1

Das folgende Alignment vergleicht die aus dem Gen von AfpA abgeleitete
Aminosauresequenz mit den Sequenzen &hnlicher Proteine anderer Pilze
(Abbildung 23). Die Zuweisung der Accession-Bezeichnungen zu den Proteinen ist
am Ende des Alignhments dargestellt. Durch die Homologien im Alignment kann
davon ausgegangen werden, dass AfpA das erste isolierte Protein einer bislang
nicht als Gruppe beschriebenen Proteinfamilie ist. Die weiteren im Alignment

aufgefiihrten Proteine sind nur als hypothetische Proteine bekannt. PhiA und BinB
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sind in Expressionsstudien auf genetischer Ebene und durch ein Knockout-

Experiment untersucht worden, wurden jedoch noch nicht als Protein gereinigt.

tr|Fculm AfpA| MQFKTHFTA SLLSGLTVA. ........ AP EPK..THAGLY ALEEGSPFHL
tr|Q4I3T6|Q4I3T6 GIBZE .MQFKTIFTA SLLSGLTVA. ........ AP EPK..TRAGLY ALEEGSPFHL
tr|Q4IGJ6|Q4IGI6_GIBZE .MQFKTIELVA AGVASAAPK. ........ DT TPKNFEHOGL MLEEASPIHF
tr|Q5ATP7 |Q5ATP7 EMENI ....MKITST AALASLAVA. ...... ATAA PSTPETFGLE RIRSGDAVQY
tr|074708|074708 EMENI ... .mflrsT aaLfsiava. ...... ATAA PSTPETFGL‘ Arf¥coavoy
tr|Q8J1V2|Q8J1V2 EMENI - mxilrsT aaLfsiava. ...... ATAA PSTPETFGL¥ ATETGDAVQY
tr|Q4IFD4 |Q4IFD4 GIBZE MQFKNIILTP LVAgGIASA. ........ AP NPDIKIBOAN MLEEASPIHH
tr|Q4I470|Q4I470_ GIBZE .MHFTTFLTT VVAMGMASA. ........ TT ...... YNAA EVSSNKNING
tr|Q7RYRL |Q7RYR1 NEUCR .MQFTTEALS ALSHATGVFG APTSQEAGTA SPDQVIGVM SIEEASPVHL
tr|Q4WF87 |Q4WF87 ASPFU .MQIKSFVLA ASAMATASA. ...... AACQ APTNKYHGIf BIHEGSAvQY
tr|Fculm AfpA| SSVSSESGF SLLMPKGKEG MK@VDNKKED FINEIRIS.KD GKLVIF{HKGK
tr|Q4I3T6|Q4I3T6 GIBZE SSVSBSESGF SLLMPKGK®G MKEADNKKED FEURIRIS.KD KKLVIBHKGK
tr|Q4IGJ6|Q4IGI6_GIBZE NYLOMSQESF ELKMKD. . S@YSSKDKP QEATFQL.YG DELWMSVGN
tr|Q5ATP7 |Q5ATP7 EMENI AGFNBALGSI FAGHMPK..@N BMTEE.GTDSG FIMSYIK..D GALYWMGSEE
tr|074708|074708 EMENI AGFNBALGSI FAGHPK..@N BMTEE.GTDSG FAMAYIK..D GALYWMGSEE
tr|Q8J1V2|Q8J1V2 EMENI AGFNBALGSI FAGHWPK. . TI®E . GTDSG FRUMIYIK..D GALYWMGSEE
tr|Q4IFD4 |Q4IFD4 GIBZE TNLOBSNNGF SLKMKD. . S@DRGEKVD SEMMIALNTKT KEMLWMATSF
tr|Q4I470|Q4I470_ GIBZE SALQMSKSGF ALKMKN. . DRGLKEN QVi#ISLN.KD GELNIMTFON
tr|Q7RYRL |Q7RYRL NEUCR TAWGIEHKGI FTNMSK. .6D BMD@YNSPAQN SMMIVLNKVD GTLSWMTEGK
tr|Q4WF87 | Q4WF87_ ASPFU QPFSBAKSSI FAGHNS. .| SeD.RPDEK SEMEIYIQ..D GSLYMMAASA

tr|Fculm Afpa| EQEVAYTHEEE GOKN. . ..Y[E RNAFTEEEKV BKDGNLVFGS
tr|Q4I3T6|Q4I3T6 GIBZE g € GOKN. . . . Y}2 TEEQKV BKDGNLVFGS
tr|Q4IGJI6|Q4IGI6_GIBZE WGAQP. . . Al KNASRKEWKY BKDGMLTCD.
tr |Q5ATP7 |Q5ATP7 EMENI IGDNA. . SGE RINSERTEWST |BEN.NHLVED
tr|074708|074708 EMENI WGDNA. . SGY RINSBRTEWSI BEN.NHLVED
tr|Q8J1V2|Q8J1V2 EMENI i{ |IGDNA. .SG)Z RNSPRTEWSI BEN.NHLVFD
tr|Q4IFD4 |Q4IFD4 GIBZE R WGAQP...LC TRCEDNKSI SEDNFLKYD.
tr|Q4I470|Q41470 GIBZE M~ WIADKGLVI[E KNGETKEEKYV AANGDLTFD.
tr|Q7RYRL |Q7RYR1 NEUCR WGAEP. . . Al HNASRGEWAT [BEASQHLTFA
tr|Q4WF87 |Q4WF87_ ASPFU MGAQP. . P.JJ RNSHROEWAT JBSQ.NHLOFQ
tr|Fculm AfpA| LKS..TDPWE IfjVATETDHE GNSERE@YSF SARESETKKP
tr|Q4I3T6|Q4I3T6 GIBZE LKS..TDPW§ I[IVATETDHlE GNSEWE®YSF SARAETKK)S
tr|Q4IGJI6|Q4IGI6_GIBZE GDNLEKTSWE YNSINN) GEN.AN®LPF SVKAVKVEKY
tr |Q5ATP7 |Q5ATP7 EMENI SIDS...AYE IWAS GEN . {DEVGT AAREEKTENP
tr|074708|074708 EMENI SIDS...AYE I[ASAEVANE GEN.XD@VGI AAR*EKTENP
tr|Q8J1V2|Q8J1V2 EMENI SIDS...AYE IfAS GEN . {DEVGT AARvEKTENP
tr|Q4IFD4 |Q4IFD4 GIBZE TDG....SYT VFTSAEVN N.{D@VSV TFAYSEVSKIY
tr|Q4I470|Q4I470 GIBZE DG..... SYE LEvVSAEVNNY GEN.HD@OAV TIRAKKDDKA
tr |Q7RYRL |Q7RYR1 NEUCR GADS...SYR ILPYVEIE Y.TGELSI AARVVAEN

tr |Q4WF87|Q4WF87 ASPFU SIDG. ..AWS IfADAEVANY AEN.TD@VGI AARYEDVTN

tr|Fculm AfpA|

tr|Q4I3T6|Q4I3T6_GIBZE
tr|Q4IGJI6|Q41IGI6 GIBZE
trlQ5ATP7|Q5ATP7:EMENI
tr|074708|074708 EMENI
tr|Q8J1V2|Q8J1V27EMENI
tr|Q4IFD4 |Q4IFD4 GIBZE
tr|Q414701Q41470 GIBZE
tr|Q7RYR1|Q7RYR1:NEUCR
tr|Q4WF87|Q4WF87_ASPFU

Q413T6 Hypothetical protein
Q41GJ6 Hypothetical protein
QO5ATP7 Hypothetical protein
074708 (binB)Putative cell wall protein

Q8J1V2 (phiA)PhiA protein

KA

[Gibberella zeae]
[Gibberella zeae]

[Aspergillus nidulans]
[Emericella nidulans]
[Emericella nidulans]

Q4IFD4 Hypothetical protein [Gibberella zeae]
Q41470 Hypothetical protein [Gibberella zeae]
Q7RYR1 Hypothetical protein [Neurospora crassal

Q4WF87 putative cell wall protein
Abbildung 23Alignment der Aminoséduresequenzen von AfpA, Q413T6 und weiterer homologer

Proteine. Identische Aminoséuren sind schwarz, solche mit 280 % Homologie grau hinterlegt.

(PhiA)

[Aspergillus fumigatus]
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Mithin handelte es sich den neu identifizierten Proteinen AfpA und AfpB, die mit fir
Hydrophobine einschlédgigen Praparationsmethoden prapariert wurden, nicht um
Angehorige der speziellen Gruppe der Hydrophobine. Gleichwohl waren diese von
F. culmorum TMW 4.0111 ausgeschiedenen Proteine aggregierbar und
oberflachenaktiv und zeigten Eigenschaften, die von Hydrophobinen erwartet
wurden. Aufgrund der im oben gezeigten Alignment dargelegten konservierten
Bereiche gehdérte AfpA mit PhiaA und BinB zu einer bislang nicht untersuchten
Gruppe pilzspezifischer Proteine, die moglicherweise wie Hydrophobine an der

Morphogenese von filamentdsen Pilzen beteiligt ist.

3.3.1.7 Strukturanalyse von AfpA-Protein aus F. culmorum
TMW 4.0111

Neben den im oben gezeigten Alignment vorhandenen konservierten Aminosauren
existieren weitere strukturelle Ahnlichkeiten, die vermuten lassen, dass es sich bei
den mit AfpA verwandten Proteinen um eine bislang unbeschriebene Proteinklasse
handelt. Hochgradige Homologien werden nur mit den oben genannten
(hypothetischen) Proteinsequenzen erhalten. PhiA und BinB aus E. nidulans sind
durch automatische Analysenmethoden in PFAM als eine anonyme Proteinfamilie
erfaBt. AfpA aus F. cu/morum und PhiA aus E. nidulans wurden als Reprasentanten
dieser noch nicht untersuchten Proteinklasse zur Strukturanalyse herangezogen.
Die Spaltstelle des Signalpeptids von PhiA wurde mittels SignalP Server 3.0
bestimmt. Die Sequenzen der reifen Proteine PhiA und AfpA wurden mittels des
PROFsec-Tools zur Vorhersage der Sekundarstrukturen von Proteinen analysiert.
PROFsec ist Bestandteil der in Form des PredictProtein-Servers angebotenen
Dienste (Rost, 2001; Rost et al., 2004). Zum Vergleich mit Hydrophobinen wurde
die Strukturvorhersage ebenfalls mit SC3-Hydrophobin durchgefihrt. Fir alle
untersuchten Proteine wurde ein hoher Anteil an B-Faltblatt (‘'extended') im
Wechsel mit ungeordneter Loop-Struktur vorhergesagt, wobei a-Helix-Anteile
weitgehend fehlen (Abbildung 24).
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PROF results (AfpA)
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PROF results (Phid)
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PROF results (SC3P)
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Abbildung 24: Vorhersage der Verteilung von a-Helix, f-Faltblatt und Loopstruktur in AfpA, PhiA
und SC3P mit PROFsec-Tool. p(H): Wahrscheinlichkeit fiir Helix, p(E): Wahrscheinlichkeit fiir
Faltblatt, p(L): Wahrscheinlichkeit flir Loopstruktur (1=hoch, O=niedrig).

Weitere strukturelle Ahnlichkeiten zwischen zundchst AfpA und PhiA lieBen sich aus
den nach Kyte und Dolittle erstellen Hydrophobizitatsplots ableiten. Die pB-Faltblatt-
Regionen stellen auch Bereiche hoher Hydrophobizitat dar, die durch hydrophile
Bereiche getrennt sind (Abbildung 25,26). Die Hydrophobizitatsplots von AfpA und
PhiA sind nahezu kongruent, obwohl sich diese Proteine auf Aminosaureebene,
abgesehen von konservierten Aminosauren, durchaus unterscheiden. Darlber
hinaus besteht auch bei SC3P ein massiver Wechsel von hydrophilen und
hydrophoben Bereichen (Abbildung 27).
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FrotScale output for user seguence
3 T T T T T

T T T
Hphob. » Kyte & Doclittle

Score

-4 1 1 1 1 1 1 1 1
za 48 -1c] 28 188 128 148 168

Fosition

Abbildung 25: Hydrophobizitétsplot von AfpA aus F.culmorum nach Kyte und Dolittle, Fenster

7 Aminoséuren

FrotScale output for user seguence
3 T T T T

T T T
Hphob. » Kyte & Doclittle

Score
=
T
1

-3 1 1 1 1 1 1 1 1
za 48 &8 28 188 128 148 168

Fosition

Abbildung 26: Hydrophobizitétsplot von PhiA aus E. nidulans nach Kyte und Dolittle, Fenster

7 Aminoséuren
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FrotScale output for user sequence
3 T T T

T T
Hphob. » Eyte & Doolittle

Score
=
o

T
1

_z 1 ] ] ] 1
=] 48 =1 £a 168@

Fosition

Abbildung 27: Hydrophobizitétsplot von SC3P aus S. commune nach Kyte und Dolittle,

Fenster 7 Aminoséuren

3.3.2 Ergebnisse der Edman-Sequenzierung eines sauren,

sekretierten Proteins von F. graminearum TMW 4.0502

F. graminearum schied ebenso, wie F. culmorum Proteine aus, deren pl in dem fir
Hydrophobine erwarteten sauren pH-Bereich lag. Im Gegensatz zu F. culmorum
waren bei F. graminearum jedoch deutlich mehr Isoformen der Proteine zu finden.
YCB-Flissigmedium in Fernbach-Kolben wurde mit Konidien von F. graminearum
TMW 4.0502 beimpft. Die Kultur wuchs bei 25 °C und 80 U/min im klimatisierten
Inkubator fiir 7 Tage. AnschlieBend wurde nach Abtrennung des Myzels eine
Ammoniumsulfatfallung der Proteine bis zu 95 % Sattigung durchgefthrt. Ein Teil
des Prazipitats wurde in 4 M Harnstoff wieder aufgeldést, Uber eine
Entsalzungssaule entsalzt und anschlieBend mittels praparativer isoelektrischer
Fokussierung im pH-Gradienten pH 3-10 getrennt. Die ersten sauren Fraktionen
wurden vereinigt und in Amicon-Ultrafiltrationsréhrchen (MWCO 5000 Da)

konzentriert.
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Mit diesem Material wurden nun zwei Tris-Tricin-Gele beladen und damit das eine
enthaltene Protein elektrophoretisch von schwachen Verunreinigungen gereinigt.
Eines der Gele wurde anschlieBend mit kolloidalem Coomassie-Farbstoff (RotiBlue)
gefarbt, die gefarbten Banden mehrerer Bahnen ausgeschnitten und zur
Sequenzierung interner Peptide Ubergeben. Tryptischer In-Gel-Verdau und
Sequenzierung wurden durch Fa. Prosequenz Bioanalytik, Ludwigsburg, D,
durchgefihrt. Die Proteine des zweiten Gels wurden per semi-dry-Blotting (CHAPS-
Methanol-Blotpuffer) auf PVDF-Membran (Immobilon P*Q) transferiert und die
Membran nachfolgend mit Coomassie-Farbstoff gefarbt. Der so gefarbte Blot wurde

zur N-terminalen Sequenzierung ebenfalls an Prosequenz Bioanalytik eingesandt.

Fir den N-Terminus wurde folgende Sequenz festgestellt:

X/A/K TSVF EVKDF TAS X/C1 A/C HXTX

Obwohl durch den Verdau nach verlangerter Reaktionszeit mehrere Peptide erzielt
und durch chromatographische Methoden getrennt wurden, konnte nur eines der

Peptide erfolgreich sequenziert werden:

SNTVG EHFIP XXLNF QN X/E

Eine Datenbank-Recherche in der F. graminearum-Gesamtsequenz erbrachte eine
Homologie zu einem hypothetischen Protein (fg07807, hypothetical protein,
Contig: fg_contig_1.320 / Exons: 92403-92518,92569-92887, Uber
http://mips.gsf.de/genre/proj/fusarium/singleGeneReport.html?entry=fg07807),

dessen abgeleitete Aminosauresequenz im folgenden dargestellt ist. Das
Signalpeptid ist kleiner gesetzt, die aus der Edman-Sequenzierung bekannten

Fragmente sind kursiv-unterstrichen markiert.

MKFSAATLLAAAASVSAATAVEEVKDEFTASCIAHSTFCDYEFKVIQPHSMETWEHAVEFCNARAQSTDYTLPD

IKDGKCKDSSRTFTVTRGDKGLLVKISQPVSPKSNTVGEHETIPNSLLEQSEVPNAEVOMYNGPKDFEET
QSS
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3.3.3 Optimierung der Kulturbedingungen und Entwicklung von

Methoden zur Proteinpraparation

Nachdem fur F. culmorum TMW 4.0111 durch Zerschaumungsanalyse drei
oberflachenaktive, aggregierende Proteine identifiziert wurden, war es mdglich, die
Methoden und Bedingungen der Proteinpraparation zu optimieren. Zunachst wurde
festgestellt, dass diese Protein durch Ammoniumsulfatfallung in gréBerer Menge zu
gewinnen sind, als durch Zerschaumung und Praparation aus dem Schaum. Die
Fallung fand, wie fir kleine Proteine Ublich, bei Sattigungen Uber 50 % statt. In
den weiteren Schritten wurde daher mit Ammoniumsulfatfallung bis zu einer
relativen Sattigung von 90 % gearbeitet. Bei der Ammoniumsulfatfallung rahmte
ein Teil des prazipitierten Proteins auf, da offensichtlich die Dichte des Prazipitats
niedriger war, als die Dichte der zu 90 % gesattigten Ammoniumsulfatidsung.
Unterschiede im Proteinspektrum des sedimentierenden bzw. aufrahmenden
Anteils bestanden nicht, wie der Vergleich der Chromatogramme der
Ionenaustauschchromatographie an HiLoad 16/10 Q Sepharose High Performance
(Amersham) zeigte (Abbildung 28).

|
L

Abbildung 28: Chromatogramme der lonenaustauschchromatographie des aufrahmenden

{%\

(A) und sedimentierenden (B) Proteinprézipitats von F. culmorum TMW 4.0111 (blau: UV-

Absorption 280 nm, rot: Leitwert [nS/cm], schwarz: Anteil Elutionspuffer)

Da die Bildung dieser Proteine in Schuttelkulturen nicht véllig stabil war, wurden
im nachsten Schritt die Kulturbedingungen zum Erreichen stabiler, hoher
Konzentrationen dieser Proteine optimiert. Zu den untersuchten Parameter
gehdrten die Ammoniumsulfatkonzentration im YCB-Medium, Zugabe von
Tongranulat, LichteinfluB und die Art des fir das Medium verwendeten Wassers
(Leitungswasser oder entsalztes Wasser). Als optimierte Bedingungen wurden

5 g/L Ammoniumsulfat und der Zusatz von 5 Hydrokultursteinchen (Plantania) je
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Fernbach-Kolben, sowie eine Inkubation im abgedunkelten Schittler flr sieben
Tage erhalten. Innerhalb von sieben Tagen war der im Medium enthaltene Zucker
zum groBten Teil verbraucht (Abbildung 29), d.h. die Kulturen waren nach sieben
Tagen nahezu am Ende der Wachstumsphase. Die Zuckergehalte wurden
enzymatisch bestimmt (D-Glukose-UV-Kit, r-biopharm, nach Vorgaben des
Herstellers eingesetzt). Die Optimierung der Kulturbedingungen und die
Methodenentwicklung zur chromatographischen Reinigung dieser Proteine wurde
vom Autor der vorliegenden Arbeit, sowie im Rahmen einer vom Autor betreuten

Diplomarbeit durchgefihrt.

16

14 4

12 4

10 4

Glukose [g/L]
o

O T T T T
0 2 4 6 8 10 12

-+

Tage
Abbildung 29: Zuckergehalt des YCB-Mediums einer Schiittelkultur von F. culmorum
TMW 4.0111 liber zwdIf Tage

3.3.3.1 Vorversuche fiir die Reinigung groBerer Proteinmengen

Fir weitere Untersuchungen der Proteine war die Reinigung groBerer
Proteinmengen no6tig. Dazu wurden Vorversuchen mit unterschiedlichen
Chromatographie-Saulen unternommen. Es wurden dabei Anionenaustausch-,
Kationenaustausch- und hydrophobe Interaktionschromatographie sowie
Gelfiltration verglichen. Die Entsalzung/Umpufferung der Proben wurde in dieser
ersten Testphase durch PD 10-Sdulen (Amersham) nach Vorschriften des
Hersteller bewerkstelligt. Die verwendeten Chromatographiesdulen waren HiTrap-

Saulen mit einem Saulenvolumen von 1 mL und stammten aus Testkits der Firma
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Amersham Pharmacia Biotech, die Gelfiltrationssaule war Hiload 16-60
Superdex 75 prep grade (Amersham). Chromatographiebedingungen flir die
HiTrap-Saulen waren: FluBrate 1,00 mL/min, linearer Gradient in 20 mL 0-100 %

Elutionspuffer. Bei der Gelfiltration wurde mit einer FluBrate von 0,80 mL/min

eluiert.

Saulentyp Startpuffer Elutionspuffer
HiTrap Q XL 20 mM Triethylamin/CO, |20 mM Triethylamin/CO.
(stark basischer pH 10 pH 10; 1 M NaCl
Anionenaustauscher)
HiTrap SP S 20 mM Citrat pH 3,5 20 mM Citrat pH 3,5;
(stark saurer Kationen- 1 M NacCl
austauscher)
HiTrap Phenylsepharose 50 mM NaPO, pH 7,5; 1,5 50 mM NaPO, pH 7,5
(hydrophobe Interaktion) M (NH,),SO,

HiLoad 16-60 Superdex 75pg 50 mM Citrat,pH 7,5; 0,15 M NacCl
(Gelfiltration)

Im Vergleich der vier chromatographischen Verfahren lieB sich eine gute Trennung
der Proteine durch Anionenaustauschchromatographie bewerkstelligen. Es fiel auf,
dass bei der Kationenaustauschchromatographie, der hydrophoben
Interaktionschromatographie und auch bei der Gelfiltration insgesamt weniger
Protein eluierte, als bei der Anionenaustausch-Chromatographie. Der fehlende
Anteil war nach der Elution noch immer an der Saule gebunden und lieB sich erst

durch Spilen mit 1 M NaOH entfernen.

Mit Anionenaustauschchromatographie war es madglich, alle drei Proteine in nur
einem Arbeitsschritt zu trennen. Es wurde daher fir den folgenden Verlauf der
Arbeit eine Hochleistungs-Anionenaustauschsaule HiLoad 16/10 Q-Sepharose HP
(Amersham) verwendet. Mit dieser Trennsdule sollte die Trennleistung verbessert
und auBerdem die Menge der gewonnenen Proteine gesteigert werden. Die Protein-
Bindekapazitat der Saule betragt ca. 600 mg. Um die Leistung dieser Trennsaule
voll ausnutzen zu kénnen, waren groBere Mengen von entsalztem Protein nétig, als
die Entsalzung mittels PD 10-Saulen liefern konnte. Es wurde daher zusatzlich eine
praparative Entsalzungssaule, HiPrep 26/10 Desalt (Amersham), eingesetzt, auf
der je Lauf 5 mL Probe entsalzt werden konnten. Flr die weitere Verwendung der
isolierten Proteine war es von Vorteil, dass das verwendete Puffersystem

Triethylamin/CO, fllchtig ist und daher ggf. beim Lyophilisieren entfernt werden
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konnte.

3.3.3.2 Entsalzung mit der praparativen Entsalzungssaule HiPrep
26/10 Desalt

Da die Proteine aus den Kulturen durch Ammoniumsulfatfallung abgetrennt
wurden, war nach dem erneuten Ldsen ein flr ionenchromatographische Verfahren
zu hoher Salzgehalt in den Proben. Auf Dialyse sollte wegen der Unsicherheit des
Vorgangs, des Aufwandes und der Gefahr der Adsorption der Proteine an den
Dialyseschlauch  verzichtet werden. Die Verwendung der praparativen
Entsalzungssaule HiPrep 26/10 Desalt (Amersham) ermdglichte es, eine flr die
Hochleistungs-Anionenaustauschersaule  adaquate Menge an  entsalztem,
umgepuffertem Protein bereitzustellen. Pro Lauf konnten ca. 0,2 g Protein entsalzt
werden. Da in der Regel drei Laufe in Folge durchgefihrt wurden, wurden 0,7 g
Prazipitat Gber Nacht in 15 mL entsalztem Wasser gelést. Nach Zentrifugation fir
15 min bei 25000 x g wurden 5 mL des Uberstandes in die Probenschleife der
FPLC-Anlage injiziert und das Entsalzen fand nach dem in dieser Arbeit
beschriebenen Protokoll statt. Der Verlauf der UV-Absorptionskurve als MaB fir die
Konzentration der Proteine, sowie der Leitwert sind in Abbildung 30 exemplarisch
dargestellt. Durch manuelles Auffangen des deutlich vom Salzpeak isolierten
Proteinpeaks war es damit madglich, véllig umgepufferte Proteinlésungen flr die

Chromatographie bzw. praparative isoelektrische Fokussierung zu erhalten.
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Abbildung 30: Chromatogramm der Entsalzung des gelésten Proteinprézipitats von
F. culmorum TMW 4.0111 mit HiPrep 26/10 Desalt (blau: UV-Absorption 280 nm, rot:
Leitwert [mS/cm])

3.3.3.3 Reinigung der pilzlichen Proteine durch

Anionenaustausch-Chromatographie

Die Verwendung einer Hochleistungs-Anionenaustauschersaule HilLoad 16/10
Q Sepharose High Performance (Amersham) konnte durch hdéhere Kapazitat
(Bettvolumen 23 mL) die Menge und aufgrund besserer Trennleistung auch die
Reinheit der fraktionierten Proteine gegenliiber den HiTrap-Testsaulen steigern. Als
Puffersystem wurde 20 mM Triethylamin/CO, pH 10,0 eingesetzt. Der
Elutionspuffer enthielt zusatzlich 1,0 M NaCl. In einem ersten Versuch wurden die
auf der Saule gebundenen Proteine mit einem linearen Gradienten von 0-60 %
Elutionspuffer eluiert. In Abbildung 31 ist das zugehdrige Chromatogramm

dargestellt.
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Abbildung 31: Anionenaustauschchromatographie des geféllten und entsalzten Proteins von
F. culmorum TMW 4.0111 mit HiLoad 16/10 Q Sepharose HP, eluiert im linearen Gradienten
0-60 % Elutionspuffer (blau: UV-Absorption 280 nm, rot: Leitwert [mS/cm], schwarz: Anteil
Elutionspuffer am Eluenten)

Das Eluat wurde in 1 mL-Fraktionen durch den Fraktionensammler gesammelt.
Das Chromatogramm zeigt im wesentlichen drei Peaks, die zentralen Bereiche
dieser Peaks wurden abgenommen und unverdinnt mittels Gelelektrophorese in
Tris-Tricin-Gel untersucht. In Abbildung 32 ist das silbergefarbte Gel mit einzelnen
Fraktionen der Trennung dargestellt. Es ist darin ersichtlich, dass die drei Peaks
den drei Zielproteinen zuzuordnen sind. In Fraktion 32 (Peak 1) findet sich ein
Protein mit ca. 17 kDa (AfpB), in Fraktion 36 (Peak 2) ein 20 kDa (AfpA) und in
Fraktionen 72/73 (Peak 3) ein 14 kDa groBes Protein.
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Abbildung 32: Silbergeférbetes SDS-Gel der Hauptfraktionen der Proteine von F. culmorum
TMW 4.0111 nach Trennung auf HiLoad 16/10 Q Sepharose HP.

1: Trypsinogen 2000 ng; MW: GréRenstandard, 2: Fraktion 32, 17 kDa (AfpB), 3: Fraktion
36, 20 kDa (AfpA), 4: Fraktionen 72+73, 14 kDa

In Bahn 2 ist eine leichte Verunreinigung von AfpB mit einem Protein von etwa
20 kDa zu erkennen. Als Reaktion darauf wurde flr zukinftige Laufe das
Standardprotokoll so abgedndert, dass mit einem zweiteiligen Gradienten eluiert
wurde. Im Bereich dieser dicht beieinander liegenden Peaks wurde mit einem
flacheren Gradienten eluiert, dadurch konnten die beiden Peaks voneinander
getrennt werden. Im Bereich des 14 kDa-Protein wurde mit einem steileren
Gradienten eluiert, da dieses Protein gut von den Begleitproteinen abgesetzt ist.
Abbildung 33 zeigt das Chromatogramm einer solchen Trennung. Die
Chromatographie mit zwei verschiedenen Gradienten erfolgte nach dem im
Methodenteil angegebenen Protokoll. Man erkennt im Vergleich zu Abbildung 31
eine deutlich bessere Trennung der beiden Peaks von AfpA und AfpB bis nahe an

die Basislinie.
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Abbildung 33: Verbesserung der Trennung des geféllten und entsalzten Proteins von

F. culmorum TMW 4.0111 mit HiLoad 16/10 Q Sepharose HP durch Elution mit zwei
linearen Gradienten 0-25 % und 25-60 % Elutionspuffer (blau: UV-Absorption 280 nm, rot:
Leitwert [mS/cm], schwarz: Anteil Elutionspuffer am Eluenten)

3.3.4 Bildung von Filmen durch die oberflaichenaktiven Proteine
von F. cuimorum TMW 4.0111

Untersuchungen zur Bildung von Oberflachenfilmen aus den Proteinen von
F. culmorum konnten erfolgreich durchgefuhrt werden. Eine entsalzte Lésung der
Proteine aus dem Stamm TMW 4.0111 wurde in Amicon Centriprep Concentrators
(MWCO 3 kDa) aufkonzentriert. Bei der Durchstromung der Membran wurden die
Proteine zuriickgehalten und konnten aggregieren. Dabei bildete sich ein stabiler,
makroskopisch sichtbarer Proteinfilm, der sich in wassrigem Milieu nicht wieder
auflésen lieB. Dieser Proteinfilm war weiterhin in einer Lésung mit 4 % SDS stabil
und konnte wahrend einer thermischen Behandlung tGber 17 min bei 85 °C in 4 %
SDS weder aufgeldst noch koaguliert werden. Der Film war jedoch in 8 M Harnstoff
[6slich und zeigte nach Gelelektrophorese Banden des 14 kDa groBen Proteins und
von AfpB (vgl. Abbildung 34, Bahn 2). Dies zeigte, dass die Bildung von
Aggregaten nicht nur ein Protein selektiv betreffen kann, sondern Mischaggregate
durchaus mdéglich und stabil sind. Die Stabilitédt des Films in heiBer SDS-Ldsung

und seine Unléslichkeit in wassrigem Milieu entsprechen ebenfalls dem von
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Hydrophobinen erwarteten Verhalten.

Abbildung 34: SDS-PAGE eines filmartigen Aggregats aus von F. culmorum TMW 4.0111
ausgeschiedenen Proteinen, das beim Durchstrémen einer Membran mit 5 kDa MWCO
gebildet wurde.

MW: Molekulargewichtsmarker, 1: Proteine der Fliissigphase, 2: Proteine im aufgelésten

Proteinfilm

3.4 Beeinflussung von Gushing durch von F. culmorum
TMW 4.0111 ausgeschiedene Proteine

Zur Untersuchung ihres Einflusses auf das Gushing von Bier wurden die drei
gereinigten Proteine aus F. culmorum TMW 4.0111 einzeln und in Mengen von
0,5 mg/Flasche (= 1 mg/L fir 14 kDa bzw. AfpA) und 0,12 mg/Flasche (AfpB) in
ein  Bier mit leichtem Gushing-Potential (untergariges helles Lagerbier,
Uberschdumvolumen 29 mL) eingesetzt. Die so behandelten Flaschen und
Kontrollflaschen wurden fiir 48 h bei 28 rpm bei Raumtemperatur Uber Kopf
geschittelt (vom Autor umgebauter Akita-Betonmischer, vgl. 2.2.21). Nach einer
einstiindigen Pause wurden die Flaschen gedffnet und das Uberschdumvolumen
(im weiteren ,USV") bestimmt. In diesem Zusammenhang wurden auch die
Auswirkungen des Wirzekochprozesses in Form einer Reaktion der Proteine mit
reduzierenden Zuckern, hier Maltose als Hauptbestandteil der Wiirzezucker, auf die
Proteine und ihren Einfluss auf Gushing untersucht. Dazu wurden die Proteine in
einer Maltoselésung (2 %, w:v, Proteinkonzentration ca. 1 mg/mL) gelést und

60 min bei 95 °C inkubiert. Die so behandelten Proteine wurden ebenfalls in den
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genannten Mengen in das Bier gegeben. Dabei stellte sich heraus, das Protein mit
14 kDa und AfpA das USV deutlich erhéhten (USV 55 bzw. 43 mL). Zudem wurde
bei dem Protein mit 14 kDa und AfpA dieser Effekt durch die thermische
Behandlung in Gegenwart von Maltose nochmals massiv verstarkt (USV 100 mL
bzw. 91 mL). Der Zusatz proteinfreier Maltose-L6ésung ins Bier veranderte das
Uberschdumvolumen dagegen nicht (USV 29 mL). Das 17 kDa-Protein verdnderte
in unmodifizierter bzw. maltose-behandelter Form das USV nur geringfiigig. Damit
konnte festgestellt werden, dass mindestens zwei der drei praparierten Proteine
bereits in geringster Menge (um 1 ppm) einen gushing-verstarkenden Effekt
haben, der sich bei thermischer Behandlung mit reduzierendem Zucker nochmals
verstarkt. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Abbildung 35 dargestelit.
Gushing-stabile Biere konnten jedoch durch diese Behandlung nicht zu Gushing
angeregt werden. Dies legt nahe, dass zur Auslésung von Gushing die An- oder

Abwesenheit weiterer Faktoren nétig ist.
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Abbildung 35: Beeinflussung von Gushing durch die Proteine von F. culmorum TMW 4.0111

ohne und mit Modifikation durch thermische Behandlung mit Maltose
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3.5 Untersuchungen von Proteinen von Fusarium spp. mittels

zweidimensionaler Gelelektrophorese

3.5.1 Charakterisierung der oberflachenaktiven Proteine von
F. culmorum TMW 4.0111

Mit dem Ziel einer chemisch-physikalischen Charakterisierung der drei
oberflachenaktiven Proteine aus F. culmorum TMW 4.0111 wurden die
isoelektrischen Punkte mittels 2D-Gelelektrophorese bestimmt (Abbildung 36). Im
Zuge dieser Arbeiten wurde auch die Bildung von Maillard-Produkten aus der
Reaktion dieser Proteine mit Maltose durch die oben beschriebene thermische
Behandlung untersucht. Flr das 14 kDa-Protein ergab sich ein pI von etwa 3,5. Ein
pl in diesem Bereich ist wiederum typisch fiir Hydrophobine und auch fir friher in
der Literatur beschriebene Gushing-Faktoren, bei denen es sich um kleine, saure
Proteine handelte, die jedoch zum damaligen Zeitpunkt nicht weiter untersucht
werden konnten (Weidenender 1992, Amaha 1973, Amaha & Kitabatake 1981).
Die isoelektrischen Punkte der Proteine mit 17 kDa (AfpB) bzw. 20 kDa (AfpA)
betrugen ca. pH 9 im Rahmen der Linearitat der IPG-Streifen. Sie lagen, d&hnlich
wie ns-LTPs und LTP1500, im stark basischen Bereich. Dies legte nahe, dass auch
basische pilzliche Proteine am Phanomen des Gushings beteiligt sein kénnen. Der
Wechsel des Gelsystems von  Tris-Tricin-Gelen bei eindimensionaler
Gelelektrophorese zu einem flir 2D-GE geeigneten Geltyp bedingte eine
geringfiigig andere Position der Proteine gegentiber dem Molekulargewichtsmarker
bei 2D-GE.
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Abbildung 36: 2D-Gel der nativen sekretierten Proteine (Exoproteom) von F. culmorum
TMW 4.0111, Linearer IPG-Streifen pH 3-10 und Silberfarbung.

Weiterhin konnte flir das Protein mit 14 kDa und, besonders deutlich, AfpA eine
Veranderung des Musters im 2D-Gel durch thermische Behandlung mit wassriger
Maltoselésung belegt werden. Durch die Reaktion der Proteine in der heif3en
Maltoseldsung entstanden aus einem Proteinspot mehrere im pI-Wert verschobene
Spots (Abbildungen 37 und 38). Dies kann durch Maillardreaktion bzw.
Desaminierung erfolgen, jedoch zeigte AfpA in keine Verschiebung des pI nach
Erhitzung in reinem Wasser (Daten hier nicht gezeigt). Bei der Maillard-Reaktion
andert sich durch die kovalente Kopplung des polaren Zuckers auch die Polaritat
des gesamten Molekils. In beiden Fallen liegt jedoch mindestens eine Veranderung
des plI durch die vorhergehende Behandlung vor, so dass hierin eine mogliche
Erkldrung fir die Verdnderung des Uberschdumvolumens in dem oben
beschriebenen Versuch vorliegt. AfpB trat dagegen bereits im nativen Zustand in
Isoformen auf, wodurch sich sein indifferentes Verhalten beim Zusatz mit Maltose

erhitzter und nativer Proben zu Gushingbier erklaren liel3e.
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Abbildung 37: Isoelektrische Polymorphismen von AfpA aus F. culmorum TMW 4.0111 nach
thermischer Behandlung mit Maltose. Linearer IPG-Streifen pH 3-10 und Silberfarbung.
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Abbildung 38: Mégliche isoelektrische Polymorphismen des 14 kDa-Proteins aus
F. culmorum TMW 4.0111 nach thermischer Behandlung mit Maltose. Linearer IPG-Streifen
pH 3-10 und Silberférbung.
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3.5.2 Thermische Behandlung von 14 kDa-Protein und AfpA mit

synthetischer Wiirze

Die Auswirkungen einer thermischen Behandlung dieser Proteine wurden unter
Bedingungen, die denen der Wiirzekochung mdéglichst nahekommen, untersucht.
Es war nicht mdglich, die aus dem Malz stammenden Proteine z.B. aus
Vorderwirze zu entfernen, um lediglich die Zuckeranteile zu gewinnen. Daher
wurde synthetische Wirze hergestellt, die die charakteristische Konzentrationen
der Zucker und organischen Sauren enthielt (vgl. 2.1.3.10). Die Gehalte an
unterschiedlichen Zuckern orientierten sich dabei an den Angaben von NarziB
(1995), die Konzentrationen der organischen Sauren an MEBAK III (1996, S. 87-
88). Lediglich Maltotriose wurde nicht verwendet, da dieser Zucker nicht in den

nétigen Mengen beschafft werden konnte.

AfpA und 14 kDa-Protein aus F. culmorum TMW 4.0111 wurden einer thermischen
Behandlung mit dieser synthetischen Wirze unterzogen. Es wurden je 0,5 mg der
gereinigten Proteine im gleichen Ansatz (500 pyL) mit synthetischer Wiirze bei
pH 5,5 fir 60 min bei 95 °C behandelt. AnschlieBend wurde 2D-Gelelektrophorese
durchgefihrt. Das 2D-Gel (Abbildung 39) zeigte im wesentlichen die gleichen
Effekte wie bei der Behandlung mit Maltose. Es entstand wiederum eine Kette von

Proteinspots.
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Abbildung 39: Isoelektrische Polymorphismen von 14 kDa-Protein und AfpA aus
F. culmorum TMW 4.0111 nach thermischer Behandlung in synthetischer Wiirze. Linearer
IPG-Streifen pH 3-10 und Silberférbung

3.5.3 Reaktion der Proteine von F. culmorum TMW 4.0111 mit

Maltose unter forcierten Bedingungen

Die von F. culmorum TMW 4.0111 ausgeschiedenen Proteine wurden flr eine
Stunde bei 95 °C in 12 % (w:v) Maltose, 50 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 6,0
behandelt (Proteinkonzentration ca. 1 mg/mL). Danach wurden die Proteine auf
einem linearen IPG-Streifen pH 3-10 fokussiert und mittels SDS-PAGE nach ihrer
GroBe getrennt. Dabei war eine starke Modifikation der Proteine zu beobachten:
Ein Anteil des 14 kDa-Proteins wurde um ca. 1,4 pH-Einheiten auf pH 4,8
verschoben, bei den basischen Proteinen (ca. pI 9) traten Spots bis in den
Neutralbereich (AfpA) und bis in sauren pH (AfpB) auf, wobei auch das
Molekulargewicht dieser Spots zunahm (Abbildung 40). Die Zunahme des
Molekulargewichts deutet zusammen mit der Verschiebung des pl-Wertes auf
einen massiven Einfluss der Maillardreaktion hin. Ahnliche Auswirkungen konnten
fir LTP1500 in Weizenbieren festgestellt werden (persdnliche. Mitteilung Dr. Dieter
Hecht, Lehrstuhl flr Phytopathologie, Weihenstephan und Zapf et al. 2005).
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Weiterhin ergibt sich eine strukturelle Ahnlichkeit dieser kiinstlich induzierten
Modifikationen zu den in Abbildung 41 gezeigten Isoformen der von

F. graminearum ausgeschiedenen Proteine.
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Abbildung 40: Modifikation der Proteine von F. culmorum durch Behandlung in 50 mM
Phosphatpuffer pH 6,0, 12 % Maltose fiir 1,0 h bei 95 °C. Die Pfeile deuten die Verdnderung

der Proteinspots an.

3.5.4 Untersuchung des Exoproteoms von F. graminearum-

Isolaten

Kulturen von F. graminearum-Isolaten wurden in der fur F. culmorum
beschriebenen Weise in Fernbach-Kolben mit YCB-Medium durchgefihrt. Auch hier
betrug die Kulturdauer sieben Tage bei 25 °C, 80 U/min. Die durch die Pilze
ausgeschiedenen Proteine wurden durch Ammoniumsulfatfallung prazipitiert.
AnschlieBende 2D-Gelelektrophorese zeigte eine strukturelle Ahnlichkeit des
Exoproteoms von F. graminearum zu F. culmorum durch das Vorhandensein von
Proteinen d@hnlichen plIs bei dhnlicher GroBe: stark basische Proteine mit GréBen
unter 25 kDa, sowie teilweise saure Proteine um ca. 15 kDa. Auffallig ist jedoch die

deutlich gréBere Modifikation der Proteine in Form von isoelektrischen
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Polymorphismen: von nahezu jeden Protein scheinen mehrere Isoformen
ausgeschieden zu werden (Abbildung 41). Weiterhin war auffallig, dass ein
gewisser Anteil der untersuchten Isolate keine sauren Proteine ausscheidet
(Abbildung 42). Isolate ohne Ausscheidung von sauren Proteinen wiesen meist
auch im Parafilm-Schnelltest eine schlechtere Benetzung des an sich hydrophoben

Parafilms auf, als solche Isolate mit Ausscheidung von sauren Proteinen (vgl.
Tabelle 14).
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Abbildung 41: Exoproteom von F. graminearum TMW 4.0502, linearer IPG-Streifen pH 3-10
und Silberféarbung
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Abbildung 42: Exoproteom vonF. graminearum TMW 4.0503, linearer IPG-Streifen pH 3-10

und Silberférbung

Tabelle 14: Verhalten unterschiedlicher Stdmme von F. graminearum im Parafilm-Schnelltest

und Spektrum gebildeter Proteine

Stamm Benetzung Benetzung stark basische stark saure

aufvce  aufMe PO ey (ca. 15 kDa)
4.0122 ++ + + -
4.0169 ++ + + -
4.0186 - + + -
4.0502 - + + *
4.0503 - +/- + -
4.0505 - +/- + -
4.0506 + + + *
4.1555 - +/- + *-
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3.6 Praparative isoelektrische Fokussierung

Die praparative isoelektrische Fokussierung wurde als Alternative zur
Anionenaustausch-Chromatographie eingesetzt, da sich im Laufe der Arbeit
herausstellte, dass die durch Chromatographie erzielbaren Proteinmengen,
Milligramm-Mengen je Lauf, fir weitere Versuch zu gering waren. Weiterhin
neigten die Proteine aus F .culmorum TMW 4.0111 zur irreversiblen Aggregation
auf der Ionentauschermatrix. Dieser Effekt ist mdglicherweise auf die durch die
Adsorption an den Ionentauscher lokal erhéhte Konzentration dieser Proteine
zurickzufihren, wobei dann ab einer bestimmten Oberflachenbelegung stabile
Aggregation eintreten muBte. Bei der praparativen isoelektrischen Fokussierung
werden Proteine dagegen tragerfrei in einem nur durch Membranen
kompartimentierten pH-Gradienten in Flissigphase getrennt. Der pH-Gradient wird
Uber die Zugabe eines geeigneten Ampholyten und die saure bzw. basische
Elektrolytldsung erzielt. Fur die Trennung der Proteine aus F .culmorum
TMW 4.0111 wurde ein Ampholyt fir den Bereich pH 3-10 eingesetzt. Zur
Fokussierung wurde eine Rotofor®-Anlage (Bio-Rad) mit 60 mL Kapazitat
eingesetzt (Abbildung 43).

Abbildung 43: Zur préparativen isoelektrischen Fokussierung von Proteinen aus

Fusarium spp. verwendete Rotofor-Zelle (Bio-Rad) mit Spannungsquelle

Um einer Aggregation der Proteine aus Fusarium ssp. vorzubeugen wurde die
Fokussierung in 4 M Harnstoff durchgefiihrt. Mit diesem Verfahren konnten je Lauf
ca. 100 mg reines saures Protein (14 kDa) von F .culmorum TMW 4.0111
gewonnen werden, eine weitere Trennung der basischen Proteine konnte mit
diesem Verfahren wegen des nahezu identischen pls mehrerer Proteine nicht

erreicht werden. In Abbildung 44 ist die mit diesem Verfahren erzielte
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Fraktionierung durch Gelelektrophorese dargestellt. Links im Gel ist in den sauren
Fraktionen nahe pH 3 das 14 kDa groBe Protein sichtbar, im Neutralbereich sind
nicht naher charakterisierte, unscharf begrenzte Banden, im alkalischen Bereich
auf der rechten Seite befinden sich neben AfpA-Protein auch geringe Mengen

kleinerer Proteine um 16-17 kDa, sowie Fragmente unter 10 kDa.
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Abbildung 44: Gele der Fraktionen 2-19 (v.l.n.r.) aus der préparativen isoelektrischen
Fokussierung im Bereich pH 3-10 der von F. culmorum TMW 4.0111 ausgeschiedenen
Proteine.

MW: Molekulargewichtsmarker [kDa].

3.7 Untersuchungen mit polyklonalen Antiseren gegen Proteine
aus F. culmorum TMW 4.0111

3.7.1 Herstellung der polyklonalen Antiseren

Die grenzflachenaktiven, gushing-verstarkenden Proteine mit 14 kDa und 20 kDa
(AfpA) aus F. culmorum TMW 4.0111 wurden durch Anionenaustausch-
Chromatographie und praparative isoelektrische Fokussierung in der bendtigten
Menge gereinigt. Die Reinheit der Proteine wurde durch Gelelektrophorese
Uberprift. Die gereinigten Proteine wurden an Dr. Frank Rabenstein
(Bundesanstalt flr Zichtungsforschung, Institut fiir Resistenzforschung und
Pathogendiagnostik, Aschersleben, D) (ibergeben. An der Bundesanstalt fir
Zuchtungsforschung wurden auf der Basis dieser Proteine polyklonale Antikérper in
Kaninchen hergestellt. Die im folgenden gezeigten Ergebnisse beruhen auf
Versuchen mit Testseren nach der zweiten Immunisierung der Tiere. Teile der im
folgenden geschilderten Versuche fanden im Rahmen einer weiteren vom Autor

betreuten Diplomarbeit statt.
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3.7.2 Spezifitat der Antiseren gegen Proteine aus F. culImorum

und F. graminearum

Aus Schittelkulturen von Isolaten von F. culmorum und F. graminearum wurden
die von den Pilzen ausgeschiedenen Proteine durch Ammoniumsulfatfallung
prazipitiert. Diese Prazipitate wurden flr die Untersuchung der Spezifitat der
Antiseren gegen das 14 kDa- bzw. 20 kDa-Protein aus F. culmorum TMW 4.0111
eingesetzt. Abgewogene Mengen der Prazipitate wurden in Wasser resuspendiert,
mit Probenpuffer versetzt und mittels Elektrophorese in Tris-Tricin-Gelen getrennt.
Nach der Elektrophorese erfolgte der Blottransfer auf PVDF-Membran und die
Immunfarbung (Verdinnung der Antiseren 1:2000). Die Prazipitate einiger
F. culmorum-Isolate waren nahezu unléslich und gaben daher nur relativ schwache
Signale. In Abbildung 45 waren die extrem schwachen Signale in Bahn 3 (4.0108)
und Bahn 10 (4.0610) auf die fehlende L&slichkeit des Prazipitats zurickzufihren.
Bei allen anderen Isolaten war zumindest eine schwache Reaktion erkennbar, die
jedoch teilweise nicht wiedergegeben werden konnte, da die schwachen violetten
Banden kaum vom Scanner erfaBt wurden. Weiterhin ist in Abbildung 45 eine
Kreuzreaktion des 14 kDa-Antiserums mit einem 20 kDa-Protein zu beobachten.
Die Reaktion von Proteinen aus F. culmorum-Isolaten mit dem Antiserum gegen
AfpA-Protein war weitaus gleichmaBiger und fiir alle untersuchten Isolate nahezu
gleich gut (Abbildung 46).
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Abbildung 45: Reaktion von 14 kDa-Antiserum mit Proteinen von F. culmorum-Isolaten.
Bahn 1: Molekulargewichtsmarker; Bahn 2: 4.0111, 40 ug Prézipitat; Bahn 3: 4.0108, 27 ug;
Bahn 4: 4.0530, 27 ug; Bahn 5: 4.0646, 27 ug; Bahn 6: Molekulargewichts-marker; Bahn 7:
4.0548, 28 ug; Bahn 8: 4.0141, 41 ug; Bahn 9: 4.0732, 48 ug; Bahn 10: 4.0610, 27 ug
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Abbildung 46: Reaktion von AfpA-Antiserum mit Proteinen von F. culmorum-Isolaten.
Bahn 1:4.0111, 40 ug; Bahn 2: 4.0108, 27 ug; Bahn 3: 4.0530, 27 ug; Bahn 4: 4.0546,
27 ug; Bahn 5: Molekulargewichtsmarker; Bahn 6: 4.0548, 28 ug; Bahn 7: 4.0141, 41 ug;
Bahn 8: 4.0732, 48 ug; Bahn 9: 4.0610, 27 ug

Das Antiserum gegen das 14 kDa-Protein aus F. culmorum besaB eine
Kreuzreaktion gegen ca. 20 kDa groBe Proteine (vgl. Abbildung 47). Da bei
F. graminearum kein oder kaum Protein mit 14 kDa/pl 3,4 ausgeschieden wurde,
wirkte die Kreuzreaktion vorwiegend gegen die vorhandenen ca. 20 kDa groB3en
basischen Proteine, eine minimale Anfarbung um 14 kDa war erkennbar. Diese
Proteine mit ca. 20 kDa wurden vom spezifischeren Antiserum gegen das AfpA-
Protein aus F. culmorum ebenfalls erfaBt (Abbildung 48). Besonders das Antiserum
gegen AfpA besaBen damit eine reproduzierbare Reaktivitdat gegen Proteine aus

F. culmorum und F. graminearéum.
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Abbildung 47: Reaktion von 14 kDa-Antiserum mit Proteinen von F. graminearum-Isolaten.
Bahn 1: 4.0502, 20 ug; Bahn 2: Molekulargewichtsmarker; Bahn 3: 4.0503, 47 ug; Bahn 4:
4.0506, 20 ug; Bahn 5: 4.1555, 20 ug; Bahn 6: Molekulargewichtsmarker; Bahn 7: 4.0122,
20 ug; Bahn 8: 4.0596, 42 ug; Bahn 9: 4.0600, 52 ug; Bahn 10: 4.0186, 55 ug
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Abbildung 48: Reaktion von AfpA-Antiserum mit Proteinen von F. graminearum-Isolaten.
Bahn 1: 4.0502, 20 g; Bahn 2: Molekulargewichtsmarker; Bahn 3: 4.0503, 47 ug; Bahn 4:
4.0506, 20 ug; Bahn 5: 4.1555, 20 ug; Bahn 6: Molekulargewichtsmarker; Bahn 7: 4.0122,
20 ug; Bahn 8: 4.0596, 42 ug; Bahn 9: 4.0600, 52 ug; Bahn 10: 4.0186, 55 ug

3.7.3 Untersuchung der Kreuzreaktionen der Antiseren mit

Proteinen anderer Fusarium-Arten

Um die Kreuzreaktivitdt der Antiseren gegen das 14 kDa- bzw. AfpA-Protein aus
F. culmorum TMW 4.0111 zu untersuchen, wurden extrazellulare Proteine von
F. avenaceum TMW 4.1862, F. equiseti TMW 4.1002, F. poae TMW 4.0788 und
F. tricinctum TMW 4.1405 prapariert. Als Positiv-Kontrolle diente Protein von
F. culmorum TMW 4.0111. Die Gewinnung der Proteine fand nach den
beschriebenen Methoden (ber Schuittelkulturen in Fernbachkolben und

Ammoniumsulfatfallung bis 95 % Sattigung statt.

1,0 mg (F. avenaceum, F. tricinctum) bzw. 4,0 mg (F. equiseti, F. poae) des
Prazipitats der Ammoniumsulfatfallung wurden in 250 ul einfach konzentriertem
Probenpuffer suspendiert, 10 min bei 70° C inkubiert und anschlieBend
zentrifugiert (3 min, 10000 x g). Je Bahn wurden 10 pL der Probe auf Tris-Tricin-

Gele aufgetragen und mit den fertigen Gelen Western Blots durchgefihrt.

Das 14 kDa-Antiserum (Abbildung 49 A) zeigte eine Kreuzreaktion gegen ein
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20 kDa-Protein von F. culmorum TMW 4.0111. Weiterhin war auch eine Bande mit
ca. 34 kDa sichtbar. Dabei kdnnte es sich um ein Dimer aus 14 kDa + 20 kDa-
Protein handeln, das Uber die Kreuzreaktivitat des Antiserums mit angefarbt
wurde. Das 14 kDa-Antiserum zeigte im Bereich um 14 kDa keine Kreuzreaktionen
mit extrazelluldaren Proteinen der genannten Fusarium-Arten. Lediglich flr F. poae
wurde eine deutliche Reaktion bei ca. 34 kDa festgestellt. Das bereits bei
F. culmorum TMW 4.0111 spezifischer reagierende AfpA-Antiserum zeigte
ebenfalls im Bereich um 20 kDa keine deutlichen Kreuzreaktion mit Proteinen der
genannten Fusarium-Arten (Abbildung 49 B). Hier war jedoch wiederum eine
schwache, ca. 34 kDa groBe Bande bei F. poae zu beobachten, die der
Kreuzreaktionen analog war, die bereits beim 14 kDa-Antiserum in Abbildung 49 A
beobachtet wurde. Die Antiseren sind im Rahmen des durchgefiihrten Vergleiches

gruppenspezifisch far F. culmorum und F. graminearum.
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Abbildung 49: Kreuzreaktion der Antiseren gegen 14 kDa-Protein [A] und AfpA-Protein [B]
aus F. culmorum TMW 4.0111 mit extrazelluldren Proteine von weiteren Fusarium-Arten.
Bahn 1: F. avenaceum; 2: F. equiseti; 3: F. poae; 4: F. tricinctum;

5: Molekulargewichtsmarker [kDa], 6: F. culmorum TMW 4.0111 (2 ug, Positivkontrolle).
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3.7.4 Untersuchung nativer und hitzebehandelter Proteine von
F. cuimorum TMW 4.0111

Entsalztes, lyophilisiertes Gesamtprotein von F. cu/morum TMW 4.0111 wurde mit
50 mM Na-Phosphatpuffer pH 6,0 bzw. 50 mM Na-Phosphatpuffer pH 6,0 mit 12 %
(w:v) Maltose aufgenommen. Die Protein-Konzentration betrug 4 mg/mL. Eine
Probe wurde nur in Puffer geldst, eine weitere Probe wurde in Phosphatpuffer
gelést und 1 h bei 95 °C inkubiert. Eine dritte Probe wurde in maltosehaltigem
Puffer gelést und ebenfalls 1 h bei 95 °C inkubiert. Eine hitzeinduzierte Koagulation
der geldsten Proteine trat nicht auf, die Losungen blieben véllig klar. Dies belegte
zudem die Hitzestabilitat dieser von F. culmorum TMW 4.0111 ausgeschiedenen
Proteine. Bei der maltosehaltigen Probe war nach der Hitzebehandlung eine

deutliche Braunfarbung der Lésung erkennbar, die die Maillardreaktion belegt.

Von den so behandelten Proben wurde jeweils 30 pg/Tasche auf mehrere Tris-
Tricin-Gele aufgetragen und durch Elektrophorese aufgetrennt. Ein Satz der Gele
wurde durch Elektroblotting auf PVDF-Membran Ubertragen und mit Antiserum
gegen das 14 kDa- bzw. AfpA-Protein aus F. culmorum TMW 4.0111 behandelt. Ein
weiterer Blot wurde direkt mit Coomassie-Farbstoff gefarbt, ein weiteres Gel wurde
silbergefarbt (Abbildung 50). Auf dem Coomassie-gefarbten Blot (A) und dem
silbergefarbten Gel (B) waren die Banden bei erhitztem Protein (jeweils Bahn 1)
und nativem Protein (Bahn 3) jeweils identisch. Damit konnte belegt werden, dass
eine Hitzebehandlung keine Fragmentierung des Proteins hervorruft. Flr die
Proben mit dem mit maltosehaltigem Puffer hitzebehandelten Protein (Bahn 2) war
eine jeweils hdohere Lage und ein Unscharf-werden der Banden zu beobachten
(Markierung mit "]" in Abbildung 50 C und D). Gleichzeitig war in dieser Probe die
Anfarbbarkeit mit Silber drastisch reduziert. Die reduzierte Silberfarbbarkeit von
Maillardprodukten von Proteinen beruht auf der Blockierung der fur die
Silberfarbung nétigen reaktiven NH.-Gruppen (Aktivierung/Reaktion mit
Formaldehyd) durch die kovalente Kopplung von reduzierenden Zuckern. Die
héhere Lage und Unscharfe der Banden ist Uber die Erhéhung der Masse des
Proteins durch unterschiedlich viele angehangte Maltosereste erklarbar. Die
Western Blots (Abbildung 50 C und D) belegten eine Reaktivitat der Antiseren auch
mit hitzebehandelten Proteinen, sowie die Reaktivitdit gegen Proteine mit
Maillardprodukten, wie sie auch z.B. aus dem BrauprozeB zu erwarten ware.

Weiterhin wurden auf den Western Blots Oligomer-Banden der Proteine angefarbt
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(Markierung mit "*"). Es. wurden Oligomere mit folgenden Molekulargewichten
gefunden: 28 kDa (=2x14 kDa), 34 kDa (=14+20 kDa), 40 kDa (=2x20 kDa), ca.
48 kDa (=2x14 kDa+20 kDa), sowie ca. 80 kDa (4x20 kDa). Dabei blieben die
Aggregate auch in Gegenwart von SDS und Hitze in der thermischen Behandlung

im Probenpuffer stabil.
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Abbildung 50: Untersuchung von Proteinen aus F. culmorum TMW 4.0111 nach Erhitzung in
Puffer (1), Erhitzung in Puffer mit Maltose (2) und nativ (3) mit verschiedenen
Farbeverfahren.

A: coomassie-gefarbter Blot, B: silbergeférbtes Gel, C: Western Blot mit Antiserum gegen

14 kDa-Protein, D: Western Blot mit Antiserum gegen AfpA-Protein.

MW: Molekulargewichtsmarker [kDa].

3.7.5 Detektion grenzflachenaktiver Proteine aus Fusarium spp.

in infizierten Malzen durch Western Blotting

Befallsfreier Weizen wurde einerseits direkt vermalzt, andererseits im Weichwasser
mit Konidiensuspensionen unterschiedlicher Fusarium-Isolate infiziert. Die
Grinmalze wurden nach einem Darrschema fir helles Malz bis 85 °C abgedarrt.
Die verwendeten Organismen und die Uberschdumvolumina im Gushingtest nach
Donhauser et al. (1990) sind in Tabelle 15 aufgefihrt. Weiterhin wurden ein zu
Gushing fiihrendes Praxismalz (Weizen, USV im WeiBbier ca. 180 mL) und die aus
einem Teil der Probe ausgelesenen relevanten roten Kdrner untersucht. Eine aus
einem Anbauversuch stammende Gerste mit extremer natirlicher Feldinfektion

wurde ebenfalls vermalzt und untersucht.
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Tabelle 15: Uberschdumvolumen der kiinstlich infizierten Malze

Probe Infektion mit Uberschdumvolumen [mL]
A F. graminearum TMW 4.0157 95

B F. graminearum TMW 4.0506 137

C F. culmorum TMW 4.0111 184

D befallsfrei 17

E befallsfrei 2

F Praxismalz ca. 180

G rote Kérner aus Praxismalz nicht bestimmbar

H Gerstenmalz, natlrliche Feldinfektion aus

Anbauversuch (43 %  F. graminearum,

21 % F. culmorum)

Aus diesen Malzen wurden Kaltwasserauszige mit wassriger Kochsalzlésung
(0,5% w:v) hergestellt, indem 10g fein geschrotetes Malz mit 25 mL
Kochsalzlésung versetzt wurden. Die Extraktion der "roten Kérner" wurde mit 1,0 g
roten Kérnern und 2,5 mL Kochsalzlésung durchgefihrt Die Proben wurden dann
fir 1,0 h auf dem Uberkopfschiittler (Heidolph Reax-2, Stufe 4) extrahiert, bei
25000 x g zentrifugiert und der Uberstand zur Ammoniumsulfatfallung eingesetzt.
Ammoniumsulfat wurde dem dekantierten Uberstand in mehreren Portionen bis zur
Sattigung zugesetzt. Das Prazipitat wurde durch Zentrifugation sedimentiert und

zur Untersuchung eingesetzt.

10 mg des Prazipitats der Ammoniumsulfatfallung wurden in 200 yl einfach
konzentriertem Probenpuffer suspendiert, 10 min bei 70° C inkubiert und
anschlieBend zentrifugiert (3 min 10000 x g). Je Bahn wurden 15 pL der Probe
aufgetragen (entsprechend ca. 750 ug des Prazipitats) und mit den fertigen Gelen
Western Blots mit biotinyliertem Brlickenantikdrper und Streptavidin-APase
durchgefihrt. Zusatzlich wurde eine Positivkontrolle mit ca. 2 pg Exoprotein von
F. culmorum TMW 4.0111 geladen. Die Farbung mit dem 14 kDa-Antiserum zeigte
keine spezifischen Signale bei den Malzen (Daten hier nicht gezeigt). Die Reaktion
mit dem 20 kDa-Antiserum (Abbildung 51 ) erbrachte dagegen - teilweise unscharf
begrenzte - Banden knapp oberhalb im Bereich der Positivkontrolle bei allen
infizierten Malzen. Dieses Signal war beim Proteinisolat aus den roten Koérnern
besonders stark ausgepragt und noch beim urspringlichen Malz, aus dem die

roten Kdérner ausgelesen wurden, schwach feststellbar (schwarze Dreiecke). Die
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gleiche Bande fehlte beim nicht infizierten Malz. In zwei weiteren zu Gushing
fUhrenden Malzen konnten ebenfalls Reaktionen in Bereich der Positivkontrolle
erhalten werden (Daten hier nicht gezeigt). Die teilweise unscharfe Begrenzung
der Banden war analog zu dem in einem vorhergehenden Versuch erzielten Effekt,
bei dem Maillardprodukte dieser Fusarium-Proteine mit Maltose zeugt wurden
(Abbildung 50 C). Die Reaktion des Antiserums mit Proteinextrakten aus Fusarium-
befallenen Malzen bedeutet, dass die basischen Proteine um 20 kDa auch von
F. culmorum und F. graminearum wahrend der Malzung gebildet werden. Fir das
von F. culmorum TMW 4.0111 ausgeschiedene Protein dieser GréBe konnte ein

verstarkender Einfluss auf Gushing gezeigt werden (vgl. 3.4).
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Abbildung 51: Western Blots der Proteine aus infizierten Malzen mit AfpA-Antiserum mit
positiver Reaktion bei den Malzen mit Befall durch Fusarium spp.

Bahn 1: Malz A, 2: Malz B; 3: Malz C; 4: Malz D (befallsfrei); 5: Malz E (befallsfrei), 6:
Molekulargewichtsmarker [kDa], Fermentas, 7: Positivkontrolle (*), 2 ug Protein aus

F. culmorum TMW 4.0111, 8: Malz F (Praxismalz), 9: rote Kérner aus Malz F, 10: Malz H

3.7.6 Stabilitat von AfpA-Homologen im Maischprozef

Die Stabilitat der durch das AfpA-Antiserum detektierbaren Proteine (AfpA-
Homologe) wahrend des Maischens wurde untersucht. Dazu wurde Malzschrot aus
mit F. graminearum TMW 4.0506 infiziertem Malz nach dem in Tabelle 16

angegebenen Maischverfahren verarbeitet. Es wurden 70 g Schrot (Mahlspalt
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0,8 mm) mit 300 mL entsalztem Wasser in einem KongreBmaischbad
eingemaischt. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden je 10 mL Probe
entnommen und die enthaltenen Proteine, nach dem Entfernen des Feststoffanteils
durch Zentrifugation, mittels Ammoniumsulfatfallung bis zur Sattigung prazipitiert.
Das Prazipitat wurde wie in 3.7.5 beschrieben zum Western Blotting mit
biotinyliertem  Brickenantikérper und Streptavidin-APase eingesetzt. Als

Positivkontrolle diente ein Kaltwasserauszug aus dem gleichen Malz (Probe 1).

Tabelle 16: Maischverfahren fiir die Untersuchung der Stabilitét der durch das AfpA-Antiserum

detektierten Proteine

Schritt Temperatur Zeit Probenahme Proben-
[°C] [min] nummer
Einmaischen 45 0 sofort nach 2
Einmaischen
Aufheizen 65 20 nach Erreichen 3
von 65 °C
Rast 65 50 am Rastende
Aufheizen 70 55 nach Erreichen 5
von 70 °C
Rast 70 85 am Rastende
Aufheizen und 80 95 nach Erreichen 7
Abmaischen von 80 °C

Uber den gesamten MaischprozeB hinweg konnte, wie auch beim Kaltwasserauszug
(Probe 1 = Bahn 1), im Bereich ab 22 kDa eine Anfarbung durch die Reaktion mit
dem Antikérper festgestellt werden (vgl. Abbildung 52). Die Intensitat der
Anfarbung dieser Banden nahm Uber den MaischprozeB3 geringfligig ab, gleichzeitig
trat ab Probe 5 eine Bande mit ca. 15 kDa auf, bei der es sich um ein Fragment
des detektierten Proteins handeln kénnte. Am Ende des Maischens wurde noch
immer eine deutliche Reaktion durch die Immundetektion erhalten. Daher kann
davon ausgegangen werden, dass ein nicht unerheblicher Anteil der lber das Malz

eingebrachten pilzlichen Proteine bis zum Ende des Maischens erhalten bleibt.
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Abbildung 52: Stabilitdt der mit dem AfpA-Antiserum reagierenden Proteine beim Maischen eines
mit F. graminearum TMW 4.0506 infizierten Weizenmalzes (Western Blot).

MW: Molekulargewichtsmarker [kDa], Fermentas, Bahn 1: Kaltwasserauszug, Bahn 2: nach
Einmaischen, Bahn 3: Beginn 65 °C-Rast Bahn 4: nach 65 °C-Rast, Bahn 5: Beginn 70 °C-
Rast, Bahn 6: Ende 70 °C-Rast, Bahn 7: Abmaischen bei 80 °C

3.8 Messungen der Grenzflachenaktivitat der Proteine aus

F. culmorum und F. graminearum

3.8.1 Messung der Oberflaichenspannung unterschiedlicher

Proteinlésungen durch Bestimmen des Tropfenvolumens

Die dynamische Oberflachenspannung unterschiedlicher Proteinldsungen wurde im
Vergleich zu Wasser und SDS-Lésung (66,4 g/L = 100 KMK) durch die in 2.2.17.1
beschriebene einfache Tropfenmethode untersucht. Dabei wurde flir Wasser ein zu
niedriger Wert bestimmt (44,5 mN/m statt 72 mN/m). Fir die SDS-L6sung wurde
ebenfalls ein zu niedriger Wert bestimmt (21,2 mN/m statt ca. 38 mN/m). Beide
Werte lagen um nahezu den gleichen Faktor zu niedrig, so dass von einem
systematischen Fehler ausgegangen werden konnte, der die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse untereinander kaum einschrankte. Die Proteinlésungen verhielten sich
im Rahmen dieser Methode nahezu wie Wasser (Tabelle 17). Dies ist durch die

fehlende Zeit zur Orientierung der Proteinmolekiile in der Grenzflache zu erwarten.
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Tabelle 17: Oberflachenspannung unterschiedlicher Lésungen durch Tropfenmethode

bestimmt

Organismus oder Substanz pI-Bereich Konzentration Oberflachen-

der [mg/mL] spannung
Proteine [mN/m]
SDS 66,4 21,2
Wasser (LiChrosolv) 44,5
F. culmorum TMW 4.0111 sauer 47 41,6
F. culmorum TMW 4.0111 basisch 20 41,6
F. graminearum TMW 4.0175 basisch 114 46,8
F. graminearum TMW 4.0175 basisch 11,4 44,2

3.8.2 Bestimmung der Oberflachenspannung durch eine

indirekte, optische Methode

3.8.2.1 Validierung der indirekten MeBmethode

Marktlibliche Tensiometer (Ring/Platte) sehen ein Probenvolumen von rund 50 mL
vor. Aufgrund der Schwierigkeit, reine Proteine in Mengen von mehreren Gramm
fir Konzentrationsreihen zu gewinnen, schieden diese Gerate aufgrund des
Mengenlimitierung aus, Mikrotensiometer standen nicht zur Verfligung. Daneben
sind sie ebenfalls nur bedingt fur die Bestimmung der
Gleichgewichtsoberflachenspannung geeignet. Aus diesen Grinden wurde eine von
Cottingham et al. (2004) beschriebene vergleichende Methode eingesetzt, die die
Deformation der Fluidoberflache in Mikrotiterplatten durch
Oberflachenspannungseffekte in eine Anderung der scheinbaren optischen Dichte
umsetzt und damit den Vergleich zu Konzentrationsreihen von Detergentien bzw.
deren Auswirkung erlaubt (vgl. 2.2.17.2). Eine hdhere optische Dichte entspricht
einer niedrigeren Oberflachenspannung, da in diesem Fall der Meniskus starker
gekrimmt ist. Weiterhin wurde die Richtung der Achse der optischen Dichte
(Ordinate) invertiert. Damit bezeichnet eine geometrisch hdéhere Lage eines
MeBpunktes eine hohere Oberflaichenspannung. Es wurde je Kavitdt ein
Probenvolumen von nur 200 pL bendtigt, so dass die Ergebnisse i.d.R. durch

Dreifachbestimmung abgesichert werden konnten.
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Um die Methode =zu validieren, wurden Verdinnungsreihen unterschiedlicher
Detergentien angesetzt. Dabei wurde mit der 100-fachen (CHAPS 10-fachen)
kritischen Mizellkonzentration (KMK, bezogen auf 50 mM NaCl) begonnen und in
10-fach-Verdlnnungsschritten verdinnt. Die Verdinnungen erfolgten in 0,5 %
NaCl (=86 mM), wodurch eine geringe Abweichung von der Kkritischen
Mizellkonzentration bei 50 mM (vgl. Tabelle 18) entsteht. Je Konzentration wurden
drei Proben pipettiert und die Platten flr rund 15 h abgedeckt verwahrt. Danach
wurde die optische Dichte bei 340 nm und 2,00 mm Plattenversatz gemessen und

nachfolgend der Mittelwert berechnet.

Fir alle Detergentien wurde deutlich, dass sie bei extremer Verdiinnung die
Oberflachenspannung von Wasser nicht beeinflussten, die scheinbaren optischen
Dichten lagen um 0,09. Ab ca. 1/100 KMK begannen die scheinbaren optischen
Dichten stark anzusteigen, also sank die Oberflachenspannung in den Ldsungen.
Diese Erhéhung der scheinbaren OD erreichte im Bereich von ca. 1 KMK ein
Plateau, eine weitere Erhohung der Konzentration des Detergens bewirkte keine
weitere Anderung der OD (Abbildung 53). Dieser Effekt wird auch fir
Konzentrationsreihen von Detergentien erwartet, die die maximale Absenkung der
Oberflachenspannung bei 1 KMK erreichen, wobei eine zusatzliche Erhdhung der
Konzentration zu keiner zusatzlichen Absenkung der Oberflachenspannung fiuhrt.
Fir CHAPS konnte die Kurve aufgrund der geringen Léslichkeit von nur ca. 3 g/L
nicht bis 100 KMK fortgesetzt werden. Der Verlauf der OD-Kurven uber der
Konzentration der Detergentien (in Vielfachen der KMK) zeigte, dass diese Methode

zur Messung von Oberflachenspannungen in Volumen von 200 pL einsetzbar war.

Tabelle 18: Kritische Mizellkonzentrationen verschiedener Detergentien in 50 mM NaCl, 25 °C
(Daten: AppliChem, Darmstadt, D).

Detergens CHAPS SDS DDM Brij 35 Tween 20

Kritische Mizell-
konzentration

8 mM 2,3 mM 0,15 mM 0,09 mM 0,059 mM
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Abbildung 53: Verlauf der scheinbaren optischen Dichte (iber Vielfachen der kritischen

Mizellkonzentration.

3.8.2.2 Zeitabhangigkeit der Einstellung der

Oberflachenspannung

Die Ausbildung der Menisken in den Kavitaten war nicht instantan, sondern
erfolgte zumindest fir die untersuchten Proteinldsungen mit Verzégerung. Diese
Zeitabhangigkeit der Oberflachenspannung (erfasst als zeitliche Veranderung der
scheinbaren optische Dichte) wurde daher fir wassrige Lésungen von SDS,
Tween 20 und des Gesamtproteins von F. culmorum TMW 4.0111 in zwei
Konzentrationen erfaBt (Abbildung 54). Dabei zeigte sich eine deutliche
Verzégerung der Wirkung des Proteins gegenlUber der Wirkung der Detergentien.
Gleichwohl kann aber bei entsprechender Wartezeit eine geringe
Proteinkonzentration (0,8 mg/mL) zu einer niedrigeren Oberflachenspannung
fihren, als SDS oder Tween 20 mit 100 KMK.
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Abbildung 54: Verlauf der scheinbaren OD als MalR fiir die Oberflachenspannung (ber die
Zeit

3.8.2.3 Wirkung der pilzlichen Proteine auf die
Oberflachenspannung

Um die Auswirkung der Proteine aus F. culmorum TMW 4.0111 quantitativ
erfassen zu kdénnen, wurden Verdinnungsreihen der Proteine mit der optischen
Messmethode untersucht. Mittels praparativer isoelektrischer Fokussierung wurde
ausgehend von Kulturen von F. culmorum TMW 4.0111 eine hinreichende Menge
des 14 kDa-Proteins bzw. der basischen Proteine mit 17 und 20 kDa (AfpA)
gereinigt und die Konzentration Uber UV-Absorption bei 210 nm gegen
Rinderserum-Albumin bestimmt. In Abbildung 55 und 56 kann die Wirkung dieser
Proteine mit der von SDS verglichen werden. Die Wirkung der Proteine setzte bei
weitaus niedrigerer Konzentration ein und flUhrte bei hoher Konzentration im
Vergleich zu SDS zu einer gleichwertigen bzw. stdrkeren Absenkung der
Oberflachenspannung. Weiterhin lief die Kurve des 14 kDa-Proteins bei OD=0,35

horizontal aus, was auf das mogliche Erreichen der KMK hinwies. Die Lage der
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Kurve des 14 kDa-Proteins blieb weitgehend unbeeinfluBt, wenn statt Wasser
50 mM Phosphatpuffer pH 6,0 (auch mit oder ohne Zusatz von 12 % Maltose)
eingesetzt wurde (Daten hier nicht gezeigt). Die in Abbildung 56 dargestellten
Ergebnisse flur die basischen Proteine von F. culmorum TMW 4.0111 wiesen zudem
ein lokales Minimum der Oberflachenspannung bei 10~ mol/L auf. Dieses lokale
Minimum deutete auf das maogliche Erreichen der Kritischen
Aggregationskonzentration (im weiteren: KAK) hin, ab der Proteinaggregate
gebildet werden kénnen, wobei Konkurrenzeffekte zwischen den enthaltenen
Proteinen den Kurvenverlauf zusatzlich beeinflussen kdnnen. Bei weiterer
Erhéhung der Proteinkonzentration sank die Oberflachenspannung auf niedrigere
Werte als bei SDS ab.
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Abbildung 55: Scheinbare OD als MaR fiir die Oberflachenspannung von Verdiinnungsreihen
von SDS bzw. 14 kDa-Protein aus F. culmorum TMW 4.0111. Approximation der Mel3punkte

durch Ausgleichskurven (Inkubationszeit vor der Messung ca. 15 h).
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Abbildung 56: Scheinbare OD als MaR fiir die Oberflachenspannung von Verdiinnungsreihen
von SDS bzw. der basischen Proteine (17 kDa und AfpA) aus F. culmorum TMW 4.0111.
KAK: Kritische Aggregationskonzentration. (Inkubationszeit vor der Messung ca. 18 h).

Weiterhin wurden die basischen Proteine von F. graminearum TMW 4.0175 durch
praparative isoelektrische Fokussierung angereichert und wie oben beschrieben
untersucht. Die Probe enthielt zwei basische Proteine mit isoelektrischen Punkten
um pH 9 mit ca. 14 und 21 kDa, wie in Abbildung 57 dargestellt, sowie eine
unscharfe Bande unterhalb von 10 kDa. Auch bei den basischen Proteinen setzte
die Reduktion der Oberflachenspannung um mehrere Dekaden der Konzentration
friher als bei SDS ein und zeigte ebenfalls ein lokales Minimum der
Oberflachenspannung bei 10 mol/L. Dieses lokale Minimum deutete wie bereits
bei F. culmorum auf das madgliche Erreichen der Kritischen
Aggregationskonzentration (KAK) hin, ab der Proteinaggregate gebildet werden.
Bei weiterer Erhéhung der Proteinkonzentration sank die Oberflachenspannung auf
niedrigere Werte als bei SDS ab. (Abbildung 58).
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Abbildung 57: Basische Proteine von F. graminearum TMW 4.0175, pl ca. 9
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Abbildung 58: Scheinbare OD als MaR fiir die Oberflachenspannung von Verdiinnungsreihen

von SDS bzw. der basischen Proteine aus F. graminearum TMW 4.0175, KAK: Kritische
Aggregationskonzentration (Inkubationszeit vor der Messung ca. 18 h).
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3.9 Oberflachenhydrophobizitat von Proteinen aus Fusarium spp.

und Malzen

Die Oberflachenhydrophobizitat S, zahlt zu den physikalischen Eigenschaften von
Proteinen. Sie ist ein MaB fir das Vorhandensein hydrophober Domanen an der
Oberflache des Proteins. Hohe Oberflachenhydrophobizitat ist eine Voraussetzung
fir eine stabile Fixierung eines Proteins in einer Phasengrenzflache, z.B. in
Blasenhauten. Da Proteine durch technologische Einflisse, z.B. Erhitzung, ihre
Konformation andern kénnen, bewirken diese Strukturanderungen ggf. auch eine
Modifikation der Oberflachenhydrophobizitat. Weitere Einflisse kénnen Uber die
Bildung von Maillardprodukten entstehen, die die einerseits
Konformationsanderungen stabilisieren, andererseits aber auch Polaritdat des
Molekils erhéhen koénnen. Die Oberflachenhydrophobizitéit S, wird durch
Fluoreszenzspektroskopie unter Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen, wie
PRODAN, oder in dieser Arbeit 1-anilino-8-naphtalin-sulfonsaure (ANS), bestimmt.
Dabei wird die Verschiebung der Fluoreszenz durch die Interaktion zwischen
Farbstoff und hydrophoben Domaénen ausgenutzt, um die
Oberflachenhydrophobizitdt zu bestimmen. Dabei reagiert ANS bevorzugt mit
aromatischen (Phe, Tyr, Trp), schwacher mit hydrophoben aliphatischen
Aminosauren. Eine der Mdglichkeiten zur Messung von S, sieht vor, eine
Verdinnungsreihe des zu untersuchenden Proteins in Puffer herzustellen und nach
Messung des Blindwertes zu jeder Verdinnung die gleiche Menge ANS zuzugeben.
Nach definierter Reaktionszeit wird wiederum die Fluoreszenz gemessen. Aus der
Auftragung der Fluoreszenz (dimensionslos) Uber der Proteinkonzentration (in
Massenprozent) wird aus dem linearen Anfangsbereich der Kurve die Steigung
bestimmt. Diese Steigung entspricht der Oberflachenhydrophobizitat:

A RFU
- AC

Mit dieser Methode wurden die aus Fusarium ssp. praparierten Proteine in

S, = berechnet in [1/%].

unbehandeltem Zustand, sowie nach thermischer Behandlung mit und ohne
Maltose untersucht, um den Einfluss der Wirzekochung zu simulieren. Des
weiteren wurden Malze hergestellt, die wahrend des Weichens gezielt mit
Fusarium ssp. infiziert wurden. Fir diese hell abgedarrten Malze wurde das
Uberschdumvolumen im Gushingtest bestimmt. Aus Feinschrot dieser Malze wurde

l6sliches Protein extrahiert und ebenfalls die Oberflachenhydrophobizitat bestimmt.
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3.9.1 Oberflachenhydrophobizitit von Fusarium-Proteinen in

Abhangigkeit von der thermischen Vorbehandlung

Proteine aus Reinkulturen von F. culmorum TMW 4.0111 wurden mittels
praparativer isoelektrischer Fokussierung getrennt und Uber Ultrafiltration (Amicon
Ultra, MWCO 5000 Da) konzentriert. Die Proteingehalte der Retentate wurden
gegen Referenzlésungen von Rinderserumalbumin photometrisch bei 210 nm
bestimmt. Die Proteinldsungen wurden auf eine Konzentration von 10 mg/mL
eingestellt. Auf diese Weise wurden Proben des sauren 14 kDa-Proteins und
Proben, die beide basischen Proteine (17 kDa und AfpA) enthielten, hergestellt. Die
Bestimmung der Oberflachenhydrophobizitéat wurde zum einen fir die nativen
Proteine durchgefihrt. Zum anderen wurden Aliquote der Proben mit und ohne
12 %iger Maltoseldésung fir 1,0 h in hermetisch verschlossenen Glasréhren im
kochenden Wasserbad thermisch behandelt. Diese Behandlung diente zur
Erzeugung thermischer Modifikationen bzw. der Bildung von Maillardprodukten,
ahnlich den Vorgéangen bei der Wirzekochung. Die Bestimmung der
Oberflachenhydrophobizitat erfolgte auch hier mittels des Fluoreszenzfarbstoffes
ANS. Die Messungen erfolgten teilweise in Phosphatpuffer pH 7,4, bei pH 3,4 (pI
des 14 kDa-Proteins, Citratpuffer) bzw. pH 4,5 (bierdhnlicher pH-Wert,
Citratpuffer).

Die Messungen zeigten flr das 14 kDa-Protein bei pH 7,4 nur minimale
Auswirkungen einer Warmebehandlung unter Abwesenheit von reduzierenden
Zuckern (Abbildung 59). Eine Warmebehandlung in Gegenwart von Maltose flhrte
dagegen zu einer Steigerung der an sich geringen Oberflachenhydrophobizitdt um
rund 38 %. Gleichzeitig war eine massive Abhangigkeit der
Oberflachenhydrophobizitat vom pH-Wert erkennbar, da das native Protein bei
einer Messung am pI (pH 3,4) in Abwesenheit von Maltose eine dreimal hdhere
Oberflachenhydrophobizitat aufwies, als bei pH 7,4. Die Messungen wurden durch
die relativ . hohe Schwankung der Anzeige am Gerat bei den geringen

Fluoreszenzen erschwert.
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Abbildung 59: Oberflachenhydrophobizitit des 14 kDa-Proteins aus F. culmorum
TMW 4.0111 in Abhéngigkeit von der Vorbehandlung bzw. dem pH-Wert bei der Messung

Fir die basischen Proteine (17 kDa mit AfpA) aus F. culmorum TMW 4.0111
wurden die gleichen Untersuchungen (nativ und warmebehandelt, mit und ohne
Maltose) durchgefihrt, wobei die Messungen in 50 mM Citratpuffer pH 4,5
stattfanden. FlUr diese Proteine zeigte sich eine deutlich hdhere initiale
Oberflachenhydrophobizitdt, als fiir das 14 kDa-Protein. Die urspriingliche
Oberflachenhydrophobizitat konnte durch die Warmebehandlung extrem gesteigert
werden (Abbildung 60). Der Einfluss von Maltose war zwar noch feststellbar, aber
aufgrund der extremen Erhéhungen der Oberflachenhydrophobizitdt durch die
Warmebehandlung war der absolute Unterschied von eher geringer Bedeutung.
Unter Bericksichtigung der thermischen Stabilitat dieser Proteine kann davon
ausgegangen werden, dass diese einerseits den ProzeB der Wirzekochung
Uberstehen, andererseits durch die mit der thermischen Behandlung verbundene
Erhéhung der Oberflachenhydrophobizitdt geradezu zur Einlagerung in Blasenhaute

aktiviert werden.
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Abbildung 60: Oberflachenhydrophobizitét der basischen Proteine von F. culmorum
TMW 4.0111 in Abh&ngigkeit von der Vorbehandlung (Messung bei pH 4,5)

Auch flr die basischen Proteine von F. graminearum TMW 4.0175 wurde die
Oberflachenhydrophobizitat in Abhangigkeit von der Vorbehandlung bestimmt.
Hierbei wurden durchweg niedrigere Werte, als bei den vergleichbaren Proteinen
von F. culmorum TMW 4.0111 festgestellt (Abbildung 61). Jedoch erbrachte auch
hier die thermische Behandlung eine Steigerung der Oberflachenhydrophobizitat.
Trotz einer nicht extremen Oberflachenhydrophobizitat haben diese Proteine eine

massive Wirkung auf die Oberflachenspannung (vgl. 3.8.2.3).
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Abbildung 61: Oberflachenhydrophobizitdt der basischen Proteine von F. graminearum
TMW 4.0175 in Abh&ngigkeit von der Vorbehandlung (Messung bei pH 4,5)

3.9.2 Korrelation der Oberflachenhydrophobizitat mit dem
Uberschiumvolumen von infizierten und nicht infizierten

Malzen

Befallsfreier Weizen wurde im KleinmaBstab gemalzt. Ein Teil der Proben wurde im
Weichwasser infiziert. Die Infektionen mit Fusarium-Arten wurden durch Zugabe
von Konidiensuspensionen zum Weichwasser hervorgerufen. Die Konidiendichten
im Weichwasser lagen bei F. culmorum und F. graminearum in der GréBenordnung
10° Makrokonidien/Liter. Zuséatzlich wurde Weizen mit F. avenaceum, F. equiseti,
F. poae und F. tricinctum durch extremes Inokulum (10’ Makrokonidien/Liter
Weichwasser) infiziert. Die Grinmalze wurden nach einen Darrschema fir helles
Malz abgedarrt und das Gushingverhalten der Malze durch den Gushingtest nach
Donhauser et al. (1990) bestimmt. Far die Bewertung der

Oberflachenhydrophobizitat der Malze wurde eine kleine Menge des Malzes fein
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geschrotet (Buhler-Miuhle, 0,2 mm Mahlspalt), dann 5,0 g der Probe mit 15 mL
wéssriger Kochsalzlésung (0,5 % w:v) eine Stunde im Uberkopfschiittler bei
Raumtemperatur extrahiert. Unlésliche, sedimentierbare Anteile wurden durch
Zentrifugation fiir 15 min bei 27000 x g abgetrennt und der Uberstand zur Analyse
verwendet. Die Proteingehaltsbestimmung erfolgte photometrisch mittels des
"Protein Quantitation Assay" (Bio-Rad). Die Proben wurden nachfolgend auf gleiche
Proteingehalte eingestellt (meist um 3 mg/mL) und zur Analyse verwendet.
Zwischen den Untersuchungen wurden die Proben auf Eis gelagert (kurzzeitig)

oder bei -20 °C verwahrt.

Der Gesamtproteingehalt lag nach der photometrischen Bestimmung bei Malzen
mit vorheriger Infektion durch F. culmorum oder F. graminearum um ca. 30 %
niedriger, als bei den nicht infizierten Malzen. Die infizierten Malze wiesen
Uberwiegend eine deutlich dunklere Farbe auf. Die Bestimmung der
Oberflachenhydrophobizitat erfolgte mittels des Fluoreszenzfarbstoffes ANS in
50 mM Citratpuffer pH 4,5, um die Messung bei bierdhnlichem pH-Wert
durchzufithren. Fir Malz mit 2 mL Uberschdumvolumen wurde eine
Oberflachenhydrophobizitdt So von ca. 7300 %™ gemessen. Bei den Malzen mit
starkem Gushing war S, auf Werte unter 1000 %™ erniedrigt (Abbildung 62). Dies
stand in Einklang mit der Beobachtung, dass Gushingbiere in der Regel weniger
stabilen Schaum aufwiesen, wobei ein stabiler Schaum eine genltgende
Konzentration von Proteinen mit hoher Oberflachenhydrophobizitdt voraussetzt.
Durch lineare Regression wurde r2=0,70 bestimmt. Auch bei den Malzen mit
extremer Infektion durch F. avenaceum, F. equiseti, F. poae und F. tricinctum
konnte Gushing, ebenfalls verbunden mit erniedrigtem S, festgestellt werden,
wobei hier So minimal bei 4724 %™ lag (F. avenaceum, 113 mL). Die Infektionen
wurden hier mit zehnfach hoéherer Konidiendichte, als bei F. culmorum bzw.

F. graminearum bewerkstelligt.

Die Korrelation von Oberflachenhydrophobizitit und Uberschdumvolumen im
Gushingtest gibt AnlaB zu weiteren Untersuchungen, da flr Praxismalze, die zu
Gushing fuhrten, ebenfalls niedrige Werte von S, gefunden wurden. Neben der
Verbesserung der statistischen Qualitat kann in weiteren Versuchen auch ein

Datenpool flir Gerstenmalze erstellt werden.



Ergebnisse 145

200

150 A

100 A

50 4

Uberschaumvolumen [mL]

30

10

Oberflachenhydrophobizitat S, [1/%]

nicht infizierte Malze

F. culmorum TMW 4.0111

F. graminearum TMW 4.0506
F. graminearum TMW 4.0157
F. avenaceum TMW 4.1962
F. equiseti TMW 4.1002

F. poae TMW 4.0788

F. tricinctum 4.1405

nicht gezielt infiziert, gushend
—— Regressionsgerade

mIROROR X I 3 N J

Abbildung 62: Uberschdumvolumen von gezielt infizierten Weizenmalzen im Gushingtest in
Abhéngigkeit von der Oberfldchenhydrophobizitét S.

3.10 Erzeugung von Gushing durch Vergarung von Wiirze mit
transgenen Hefen

Biere, die mit den Hefen S. cerevisiae sp. uvarum var. carlsbergensis Stamm
W66/70, S. cerevisiae DSM3820 [pYX242-FcHyd3] #1064 und S. cerevisiae
DSM3820 [pYX242-LTP1500] #961 hergestellt wurden, zeigten keinerlei Anzeichen
von Gushing. Mit S. cerevisiae DSM3820 [pYX242] #970 hergestelltes Bier zeigte
lediglich bei einer Flasche geringes Kappeln (3,5 mL). Konsistentes Gushing
zwischen 10 und 26 mL wurde dagegen bei den mit S. cerevisiae DSM3820
[pYX242-FcHyd5] #858 festgestellt (Abbildung 63). Die Uberschdumvolumen der
verschiedenen Biere sind in Tabelle 19 wiedergegeben. Aliquote serieller
Verdinnungen der Biere wurden anschlieBend auf nicht-selektivem ME-Agar und

selektivem SC-DO-Agar ausplattiert, um zu untersuchen, welcher Anteil der
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Hefezellen das Plasmid wahrend der nicht-selektiven Bedingungen der Garung

verloren hatte. Bei allen Klonen war eine hoher Anteil (>>50 %) auf beiden

Medien zum Wachstum befahigt. Damit war die Bildung der Proteine wahrend der

gesamten Garung gesichert (Ergebnisse hier nicht gezeigt).

Tabelle 19: Uberschdumvolumen der mit transgenen Hefen und einem kommerziellen Stamm
hergestellten Biere. Uberschdumvolumen aus 0,5 L NRW-Flaschen bei 5 g/L. CO..

Hefe(-klon) Uberschidumvolumen [mL] Mittel  Standard-
abweichung
Fl.1 Fl. 2 FI. 3 Fl. 4 [mL] [mL]

S. cerevisiae sp. uvarum 0 0 0 0 0 0
var. carlsbergensis Stamm
W66/70
S. cerevisiae DSM3820 0 0,3 3,5 0,5 1,1 1,6
[pYX242] #970
S. cerevisiae DSM3820 0 0 0 0,5 0,125 0,25
[pYX242-LTP1500] #961
S. cerevisiae DSM3820 0 0 0 0 0 0
[pYX242-FcHyd3] #1064
S. cerevisiae DSM3820 14,2 25,0 10,1 26,2 18,8 7,9
[pYX242-FcHyd5] #858

Abbildung 63: Gushingverhalten von Bieren nach G&rung mit transgenen Hefen.

A: S. cerevisiae DSM3820 [pYX242] #970 mit leerem Plasmid
B: S. cerevisiae DSM3820 [pYX242-FcHyd5] #858 mit Plasmid kodierend fiir das Klasse II-

Hydrophobin FcHyd5
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden oberflachenaktive Proteine wie AfpA aus
F. culmorum charakterisiert und hinsichtlich ihrer mdéglichen Rolle bei der
Entstehung von Gushing untersucht. Aufgrund der Homologie des im Zuge dieser
Arbeit neu beschriebenen Proteins AfpA zu PhiA-Protein von E. nidulans ist eine
Beteiligung von AfpA an der Morphogenese des Pilzes zu erwarten. Die
Oberflachenaktivitat des Proteins, das Vorhandensein einer Signhalsequenz zur
Ausschleusung aus der Zelle und Ahnlichkeiten zum Verhalten von Hydrophobinen
deuten auf eine Lokalisation in der Zellwand hin. AfpA wurde daridber hinaus in
Malzen mit Gushingpotential gefunden. Darlber hinaus konnte gezeigt werden,
dass eine starke Veranderung der Eigenschaften solcher Proteine durch
Modifikationen im Brauprozess zu erwarten ist. Ferner bewirkt die Infektion von
Weizen mit Fusarium spp. wahrend der Malzung eine starke Verringerung der
Oberflachenhydrophobizitdt von l6slichen Proteinen im Malz. Diese Ergebnisse
legen nahe, dass eine komplexe Wechselwirkung zwischen Pilz und Pflanze nétig
ist, um die Voraussetzungen flir das Entstehen von primarem Gushing zu schaffen.
Weiterhin wurde gezeigt, dass es mit hydrophobin-produzierender Hefe mdglich
ist, gushendes Bier aus Wirze herzustellen, die mit anderer Hefe auch zu stabilem

Bier verarbeitet werden konnte.

4.1 Rolle der Oberflachenspannung des Bieres beim Entstehen

von Gushing

Eine negative Korrelation der Oberflaichenspannung mit dem Uberschdumvolumen
von Gushingbieren wurde von Weideneder (1992) festgestellt, wobei die
Oberflachenspannung stabiler Biere um 48 mN/m lag, die von Gushingbieren mit
Werten bis 41 mN/m gefunden wurde. Die Messungen wurden mit Platten- oder
Ringgeometrie durchgefihrt und konnten meBsystembedingt die
Gleichgewichtsoberflachenspannung nicht bestimmen. Um den Einfluss einer
gezielt erniedrigten Oberflachenspannung auf das Wildwerden von Bier zu
untersuchen, wurden Detergentien unterschiedlicher Typen zu stabilem Bier (helles
Lagerbier), sowie zur Kontrolle auch zu Mineralwasser, zugesetzt, die Ergebnisse

sind unter 3.1 dargestellt. Sowohl das untersuchte Bier als auch das Mineralwasser
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konnten durch diese Behandlung nicht zum Uberschdumen gebracht werden.
Versuche von Zepf (1998) mit einem karboniserten HeiBwasser-Extrakt aus
Trebern ergaben ein Uberschdumvolumen um 10 mL fir Tween 20 und kein
Uberschdumen bei SDS, beide mit 15 mg/mL zugesetzt. Die Wirkung von CTAB
wurde im Rahmen der damaligen Versuche nicht bestimmt. Die Ergebnisse von
Zepf (1998) stehen nicht in Widerspruch zu den hier erzielten. In Bier sind eine
Vielzahl an Proteinen, deren unspezifische Abbauprodukte und Maillardprodukte,
sowie weitere grenzflachenaktive Stoffe, aber auch Ethanol zu finden, so dass dort
die Stabilisierung von Grenzflachen von unterschiedlichsten Substanzen bestimmt
wird. Der CO.-Gehalt liegt in Bier normalerweise um 5 g/L. Iim HeiBwasserextrakt
aus Trebern (Zepf, 1998) sind dagegen weder die Vielzahl an Proteinen und
Abbauprodukten zu finden, wie in Bier, noch war Ethanol enthalten. Zudem wurde
eine extreme Karbonisierung auf 9 g/L durchgefihrt. In Mineralwasser war ein
Auslésen von Gushing ebenfalls nicht zu erwarten, da einerseits in Mineralwasser
keine hydrophoben Partikeln mit anhaftenden Gasresten vorliegen, an denen ein
Anwachsen von Blasen stattfinden koénnte. Andererseits sind kleine
Detergensmolekitile nicht in der Lage, eventuell erzeugte Mikroblasen "gasdicht" zu
stabilisieren, da ihre Mobilitat in der Grenzflache zu hoch ist: durch die laterale
Bewegung entstehen vielmehr Licken in der Grenzflache, durch die Gasmolekiile
entweichen kénnen (Murray & Ettelaie, 2004). Damit schieden Effekte, die rein
durch eine Verringerung der Oberflachenspannung bedingt sind als alleiniger

Ausldser von Gushing aus.

4.2 Untersuchungen zur Bildung oberflachenaktiver Proteine von

Fusarium spp.

Fusarium-Arten, besonders F. culmorum und F. graminearum sind als Ausléser
von primarem Gushing bekannt (Niessen et al., 1992). Dabei ist trotz einer
Vielzahl von Untersuchungen nicht bekannt, auf welche Weise das primare Gushing
durch die Infektion von Weizen oder Gerste mit Fusarium sp. auf dem Feld oder
durch Ubertragung von infizierten auf gesunde Kérner bei der Malzung ausgeldst
wird. Drei Wege sind nach Gjertsen et al. (1965) zur Auslésung von Gushing
vorstellbar:

« Stoffe, die von Fusarium sp. ausgeschieden werden und Gushing auslésen,

ohne mit dem Korn in Wechselwirkung zu treten
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+ Veranderungen am keimenden Getreide durch von Fusarium sp.
ausgeschiedene Stoffe
« Interaktion von Fusarium sp. mit keimendem Getreide (Wachstum auf oder in

das Korn hinein).

Diese Ansatze stellen die grundlegenden Mdglichkeiten dar, lassen aber, ahnlich
anderen Untersuchungen der damaligen Zeit, folgende Uberlegungen auBer acht:
+ Das Entstehen von Gushing kann multifaktoriell bedingt sein, ein einzelner
"Gushingfaktor" existiert moglicherweise gar nicht
« Gushing koénnte statt durch Anwesenheit eines "Gushingfaktors" auch durch
das Fehlen von einem oder mehreren Stoffen, die nicht gushendes Bier
stabilisieren, ausgeldst werden.
+ Mdglicherweise existiert eine synergistische Wirkung zwischen fehlenden

Substanzen im Malz und solchen, die vom Pilz ausgeschieden wurden.

Gjertsen et al. (1965) setzten O0,5L eines zellfreien Kulturiberstandes
(Gerstenextrakt-Medium) von F. graminearum zu einer Maische aus 10 kg Malz zu
und erhielten kein Gushing im so hergestellten Bier. Ebenfalls erzielten die Autoren
kein Gushing durch Zusatz von Kulturiberstand bzw. desintegriertem Myzel zum
Weichwasser der Malzung. Nur durch Wachstum des Myzels auf dem Getreide
konnte Gushing provoziert werden. Daraus schlossen die Autoren, dass in vitro-
Kulturen von F. graminearum Kkeine gushing-verursachenden Substanzen
enthalten. Dieser Versuch laBt zum einen auBer acht, dass die Bildung solcher
Stoffe abhangig von Isolat und Substrat sein kann, zum anderen kann die
Konzentration solcher Stoffe in in vitro-Kulturen zu niedrig sein, um direkt den

gewlinschten Effekt zu bewirken.

4.2.1 Stammspezifische Unterschiede bei der Bildung
oberflachenaktiver Proteine durch Isolate gushing-relevanter

Pilze

Zu Beginn der Arbeiten mit F. culmorum und F. graminearum wurde die
Isolatabhéngigkeit der Bildung oberflachenaktiver Stoffe untersucht, da
theoretische Uberlegungen die Beteiligung von oberflichenaktiven Proteinen aus

Pilzen am Gushing madglich erscheinen lieBen (Hippeli & Elstner, 2002). Dabei
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wurde eine Vielzahl von Isolaten der beiden Arten in YCB- bzw. Malzextraktmedium
angezogen und der in 2.2.2 beschriebene Schnelltest auf die Bildung
grenzflachenaktiver Proteine durchgefiihrt. Sofern oberflachenaktive, amphiphile
Proteine ausgeschieden werden, andert sich die Benetzbarkeit von Parafilm: der an
sich extrem hydrophobe und damit wasserabstoBende Parafilm wird teilweise oder
ganz von einem Flussigkeitsfilm Gberzogen. Ein identischer Effekt konnte auch auf
PTFE erzielt werden. Die Adsorption von Hydrophobinen aus Lésungen und
Kulturiberstanden an Parafilm, verbunden mit der Modifikation der Benetzbarkeit
von Parafilm, wurde bereits von Martin et al. (1999) ausgenutzt, um Eigenschaften

von Hydrophobinen zu untersuchen.

Der so durchgefuhrte Schnelltest zeigte ein breites Ergebnisfeld innerhalb der
Isolate einer Art (vgl. 3.2.1). Innerhalb einer Art existierten Isolate, die keinerlei
grenzflachenaktive Stoffe ausschieden, der Medienfilm lief in diesem Fall spurlos
vom Parafilm ab. Daneben lieBen sich jedoch in der gleichen Art auch Isolate
finden, die zu extremer Verdanderung der Grenzflachenaktivitat fahig waren.
Ahnliche Isolatspezifitat konnte z.B. fir die Bildung von Ochratoxin A durch
Aspergillus-Arten beobachtet werden (Muehlencoert et al., 2004). Der Medienfilm
konnte den Parafilmstreifen vollstandig benetzen, die Benetzung war vollstandig
und stabil. Die Fahigkeit zur Bildung grenzflachenaktiver Stoffe war neben der
Abhangigkeit vom Isolat auch stark vom verwendeten Medium beeinflusst. Bei
F. graminearum wurden Untersuchungen mit YCB- und Malzextraktmedium
durchgefiihrt. In YCB-Medium entwickelte dagegen nur noch ein geringer Anteil der
Isolate diese Wirkung. In Malzextraktmedium zeigten fast alle Isolate mindestens
gut benetzende Wirkung auf Parafilm. Nahezu alle Isolate, die auf YCB-Medium
positiv reagierten, waren auch auf Malzextraktmedium positiv. Bei F. culmorum
konnte auf YCB-Medium flr mehr als die Halfte der Isolate eine starke benetzende
Wirkung gefunden werden. Weiterhin unterlag bei beiden Arten und bei beiden
Medien der benetzende Effekt gegenliber Parafilm einer zeitlichen Dynamik. Ein
Teil der Isolate, die grenzflachenaktive Stoffe ausschieden, baute diese innerhalb
der Versuchszeit wieder ab, bei anderen entwickelte sich der Effekt erst sehr spat.
Dies bedeutete eine Abhangigkeit von Art, Isolat, Wachstumsbedingungen und
Zeitpunkt der Beprobung. Ahnliche Effekte kdnnten sich daher bei der Infektion auf
dem Feld bzw. wahrend der Malzung ergeben, bei der unterschiedliche Isolate
wirken. Weiterhin ergeben sich noch Einfllisse aus dem Wachstum im Korn oder an
der Spelze. Es gibt zusatzlich einen Einfluss von CO; auf das Wachstum von

Fusarien, die bei Anreicherung der Atmosphare bis Gber 10 %vol CO; eine extreme
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Verstarkung des Wachstums erfahren (personliche Mitteilung, Dr. E. Hoekstra,
CBS). Die Summe dieser Einflisse kdnnte erklaren, weshalb nicht jede Fusarium-

Infektion in gleichem MaBe zu Gushing fihrt.

4.2.2 Auslosung von malzverursachtem Gushing durch das

Arbeitsisolat

Mit dem als hauptséchlichem Arbeitsisolat selektierten F. culmorum TMW 4.0111
und weiteren Isolaten von Fusarium sp. wurden Versuchsmalzungen in
KleinmaBstab mit Infektion im Weichwasser durchgefiihrt, um die Fahigkeit dieser
Isolate, malzverursachtes Gushing auszuldésen, zu untersuchen. Fur F. culmorum
TMW 4.0111 wurde die Fahigkeit, Gushing auszulésen in zwei unabhdngigen
Madlzungen von Weizen belegt (vgl. 3.2.2). Das Isolat war damit flr

Untersuchungen zum Gushing geeignet.

4.3 Isolation oberflaichenaktiver Proteine gushing-relevanter

Pilze und Untersuchung ihrer Ahnlichkeit mit Hydrophobinen

Um das Spektrum der von F. culmorum gebildeten grenzflachenaktiven Proteine zu
untersuchen, wurde ein unter 2.2.15 beschriebenes Prdaparationsverfahren
genutzt, das bereits zur Anreicherung von Hydrophobinen etabliert ist: es werden
Gasblasen ins zellfreie Medium eingeschlagen, z.B. mittels Waring-Blender
(Spanu, 1997; Wosten et al., 1993) oder Uber Pasteurpipetten ins Medium
eingeblasen (Nakari-Setalad et al., 1997). Dabei kdénnen sich grenzflachenaktive
Proteine an den Blasen anreichern und mit dem entstehenden Schaum
ausgetragen werden. Gegebenenfalls aggregieren die Proteine, wie flr
Hydrophobine Ublich, irreversibel in der Grenzflache und kénnen aus Schaum und
Drainage als Pellet durch Zentrifugation gewonnen werden. Das Einblasen von Gas
mittels einer Pasteurpipette flihrte zu extrem groBen, schnell aufsteigenden Blasen
(Durchmesser > 5 mm), die auf das Gasvolumen bezogen wenig Oberflache und
durch schnellen Aufstieg wenig Kontaktzeit hatten. Deshalb wurden Methoden aus
der Zerschaumungsanalyse angewandt (Gschwendtner, 2000; Backleh, 2001). Die

in 2.2.15.1 beschriebene Zerschaumungssaule wurde angefertigt, mit der Blasen
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mit einem Durchmesser << 1 mm im Medium erzeugt werden konnten.

Mit der unter 2.2.15.1 beschriebenen Apparatur wurden vorwiegend zellfreie
Kulturtberstéande von F. culmorum zerschaumt. Die Pilzkulturen wurden dabei in
einem proteinfreien synthetischen Vollmedium durchgefiihrt, so dass jedes
praparierte Protein auch pilzlichen Ursprungs sein muBte. Das in 2.2.1.3
beschriebene Medium ist ahnlich zu dem von Dons et al. (1979) unter Bezug auf
Whitaker (1951) beschriebenen Medium, das zur Isolation von SC3-Hydrophobin
aus Schizophyllum commune verwendet wurde. Durch die Zerschaumung der
Medien aus Fusarium-Kulturen konnte mechanisch stabiler Schaum erhalten
werden (vgl. 3.3.1.1). Die Proteinkonzentration im Medium war so niedrig, dass
mittels des Bio-Rad Protein Quantitation Assay bzw. Silberfarbung nach SDS-PAGE
kein positiver Nachweis mdglich war (Nachweisgrenzen ca. 0,2 mg/mL bzw. ca.
10 yg/mL, Daten hier nicht gezeigt). Der Nachweis von Proteinen aus dem Spumat
war problemlos mdéglich. Durch die Mdglichkeit, stabile Schaume zu erzeugen,
konnte belegt werden, dass Fusarien oberflachenaktive Proteine bilden und
ausscheiden. Die Zerschaumung mit der beschriebenen Apparatur fihrte
gleichzeitig durch Adsorption der Proteine an den Grenzflachen im Schaum zu

einer massiven Konzentrationserhéhung im Spumat.

Aus dem Schaum konnten durch Zentrifugation, wie auch fir Hydrophobine
beschrieben (Wdsten et al. 1993), aggregierte Proteine sedimentiert werden. Die
Sedimente konnten ohne nennenswerte Aufldsung mit Wasser gewaschen und
resedimentiert werden. Die wasserunléslichen Aggregate konnten durch
Behandlung mit Trifluoressigsaure partiell wieder monomerisiert und I6slich
gemacht werden. Diese Behandlung ist ebenfalls Teil der Standardprozeduren flr
die Praparation von Hydrophobinen (Wésten et al., 1993; Mankel et al., 2001). Die

so l6slich gemachten Proteine wurden mittels Gelelektrophorese untersucht.

Die Untersuchung mittels Gelelektrophorese zeigte mehrere Proteine in
GroBenbereichen, die fur die elektrophoretische Mobilitat von Hydrophobinen
typisch sind. Fir Hydrophobine werden apparente Molekulargewichte berichtet, die

extrem von der tatsachlichen Masse abweichen, wie in Tabelle 20 dargelegt.
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Tabelle 20: Vergleich scheinbarer und tatsdchlicher Molekiilmassen von Hydrophobinen

Organismus Protein apparente tatsachliche Quelle
Masse Masse
[kDa] [kDa]
Magnaporthe MPG1 15 9,3 Talbot et al. 1996
grisea
Ophiostoma ulmi Cu 14,4 7,5 Temple et al. 1997
Cladosporium HCF-1 10 8 Spanu 1997
fulvum
Schizophyllum SC3p 24 14,2 Wosten et al. 1993,
commune de Vocht et al. 2000

Bei F. culmorum TMW 4.0102 wurde das hauptsachlich im Schaum vertretene,
aggregierende Protein mit einer scheinbaren Masse von 14 kDa durch N-terminale
Edman-Sequenzierung untersucht. BLAST-Recherchen unter verschiedenen
Randbedingungen blieben ergebnislos, ebenso tblastn-Recherche ("protein query
vs. translated database"), bei der das Protein auf DNS-Codon Ubersetzt wurde, um
mit der Ubersetzung in hinterlegten DNS-Sequenzen zu suchen. Der Versuch aus
der Aminosauresequenz Oligonucleotid-Primer abzuleiten und auf dem Wege der
Sequenzierung von PCR-Produkten die Gensequenz des Proteins zu erhalten blieb
ebenfalls erfolglos (Ergebnisse nicht gezeigt). Es handelte sich daher um ein
bislang unbekanntes Protein, dem weder eine vollsténdige Sequenz, noch
biologische Funktion zugeordnet werden konnten. Bestimmung der Sequenz und
der biologischen Funktion dieses Proteins geben AnlaB zu weiteren

Untersuchungen.

An Kulturen von F. culmorum TMW 4.0111 wurde ein Abfall der pH-Werte der
Medien von pH 5,5 auf pH 1,6-1,7 innerhalb der siebentagigen Kulturdauer
beobachtet. Da die Zerschaumung bei pH 1,6-1,7 extreme Bedingungen darstellte,
wurde zunachst die Abhdngigkeit des bei der Zerschaumung aggregierenden
Proteinspektrums vom pH-Wert untersucht, wie in 3.3.1.3 beschrieben. Dabei
konnte bei pH 1,7 ebenfalls ein ca. 14 kDa groBes Protein detektiert werden, bei
pH 6,0 stellte ein Protein mit ca. 16-17 kDa den Hauptanteil der aggregierten
Proteine. Die pH-Wert-Abhdngigkeit der Praparationsleistung wurde in der Folge
zur selektiven Anreicherung dieser Proteine flir die Edman-Sequenzierung
ausgenutzt (vgl. 3.3.1.4). Die Sequenzierung der N-Termini ergab 23-24

Aminosauren lange Bereiche. In spateren Versuchen wurden diese Proteine auch
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chromatographisch gereinigt und konnten zur Bestimmung der Sequenzen interner
Peptide verwendet werden (vgl. 3.3.1.6). Auf der Basis der Sequenzen der N-
Termini und der internen Peptide konnte fiir das 17 kDa groBe Protein AfpB
(GenBank Accession DQ336149) eine Homologie zu einem hypothetischen Protein,
Protein-ID XP_384911.1, aus G. zeae PH-1 (Anamorph: F. graminearum; die
einzige momentan verfiigbare Fusarium-Gesamtsequenz) gefunden werden, wobei
flr dieses Protein ebenfalls keine biologische Funktion bekannt ist. Auf der Basis
des fur das 14 kDa-Protein von F. culmorum TMW 4.0111 bekannten N-Terminus
konnte eine Homologie zu einem hypothetischen, basischen Protein in
F. graminearum gefunden werden. Homologien zu den fir dieses Protein
erhaltenen Peptidsequenzen konnten in der Sequenz dieses hypothetischen
Proteins jedoch nicht gefunden werden. Daher besteht die Mdglichkeit, dass ein
partiell hydrophobin-homologes Stick von einem ko-migrierenden Hydrophobin

stammt.

Ein ebenfalls im Schaum von Kulturen von F. culmorum TMW 4.0111 zu findendes,
20 kDa groBes Protein, bezeichnet als AfpA (GenBank Accession DQ336148) wurde
N-terminal und intern sequenziert. Dieses Protein ist homolog zu dem
hypothetischen Protein XP_388298.1 aus G. zeae PH-1, wobei fiir dieses Protein
ebenfalls keine biologischen Funktionen bekannt sind. AfpA zeigte Homologie zu
weiteren hypothetischen Proteinen aus Pilzen. In den Sequenzen dieser Proteine
existieren konservierte Bereiche neben variablen Regionen. Ahnlichkeiten von AfpA
und PhiA aus E. nidulans als Vertreter dieser Proteinklasse waren auch im
Hydrophobizitadtsplot und der theoretisch ermittelten Verteilung von B-
Faltblattbereichen feststellbar. Insbesondere der hohe Anteil von B-Faltblatt an der
Gesamtstruktur erklarte die Bereitschaft von AfpA zu aggregieren bzw. zur
Einlagerung in Grenzflachen. Der Wechsel zwischen B-Faltblatt und ungeordneten
Bereichen wurde auch bei Hydrophobinen, stellvertretend SC3-Hydrophobin aus
Sc. commune, festgestellt. Daher kann davon ausgegangen werden, dass AfpA das
erste praparierte Protein einer bislang nicht beschriebenen Proteinklasse ist, die
ohne Homologie in den Aminosdauresequenzen dennoch strukturelle bzw.
funktionelle Ahnlichkeiten zu Hydrophobinen aufweist. Die Beschreibung der
biologischen Funktion und Lokalisation der Proteine dieser Klasse gibt Anlass zu

weiteren Untersuchungen.

In allen Fallen wurden die gereiften, sekretierten Proteine, d.h. ohne das

Signalpeptid, gefunden. Bei einer Peptidsequenz der untersuchten Proteine wurde



Diskussion 155

ein fur die Klasse der Hydrophobine typisches Muster gefunden (F. culmorum
TMW4.0111, 14 kDa, Fraktion 15). Gleichwohl hatten auch die anderen in dieser
Arbeit gefundenen Proteine hinsichtlich Grenzflachenaktivitdat, Aggregation,
Loslichkeit durch TFA und GroBe Eigenschaften, die flir Hydrophobine erwartet
wurden. Aus einer entsalzten Lésung der Proteine von F. culmorum TMW 4.0111
konnte durch Durchstrémung einer Membran mit einer Ausschlugrenze von 3 kDa
ein makroskopisch sichtbarer Proteinfilm erhalten werden. Dieser Film war Uber
Tage stabil in wassriger Losung und gegenuber heiBer SDS-Lésung (4 % w:v, 85 °
C, 17 min) und zeigte damit wiederum Eigenschaften, die von Hydrophobin-
Aggregaten erwartet werden. Erst durch Behandlung mit 8 M Harnstoff konnte der
Film aufgelost werden und zeigte nach Gelelektrophorese Anteile des 14 bzw.
17 kDa-Proteins. Die isoelektrische Punkte der Proteine aus F. culmorum
TMW 4.0111 wurden durch 2D-Gelelektrophorese mit pH 3,4 fir das 14 kDa-, ca.
pH 9 flr das 20 kDa und ca. pH 8,5 flir 17 kDa-Protein bestimmt (vgl. 3.5). Ein in
zahlreichen 2D-Gelen von parafilm-benetzenden F. graminearum-Isolaten zu
findendes Protein konnte ebenfalls nur mit einem hypothetischen Protein in
Verbindung gebracht werden (vgl. 3.3.2). Die Aufklarung der biologischen
Funktionen der in dieser Arbeit untersuchten Proteine gibt daher noch AnlaB zu

weiteren Untersuchungen.

4.4 Beeinflussung des Gushings durch Proteine aus F. cuImorum

in Abhangigkeit von der Modifikation

Um den Einfluss dieser grenzflachenaktiven Proteine aus F. culmorum TMW 4.0111
auf Gushing zu untersuchen, war die Reinigung grdBerer Mengen notig, als die
Zerschaumung aus den Medien liefern konnte. Die im Schaum zu findenden
Proteine konnten aus dem Medium gleichfalls durch Ammoniumsulfatfallung
prazipitiert werden. Die prazipitierten Proteine zeigten kein von TFA-behandelten
Proben verschiedenes Laufverhalten in der SDS-PAGE. Ein Teil des Prazipitats
rahmte auf und konnte von der Fllssigkeitsoberflache abgehoben werden, wobei
dieser Anteil die gleiche Zusammensetzung aufwies, wie das sedimentierende
Prazipitat. Das Prazipitat hatte eine filzige, fadige Struktur und lieB sich nur
teilweise wieder in Puffern flir die Chromatographie aufldsen. Der unlésliche Anteil

konnte teilweise durch 8 M Harnstoff gelést werden (Daten nicht gezeigt).
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Zur Trennung der drei grenzflachenaktiven Proteine wurde die in 2.2.11.1 und
2.2.11.2 beschriebene Methode entwickelt, mit der es mdglich war, alle drei
Proteine in einem Lauf auf einem stark basischen Anionentauscher zu trennen (vgl.
3.3.3.3). Dabei kam als flichtiges Puffersystem Triethylamin/CO, zum Einsatz, so
dass das Puffersystem bis auf die Elutionssubstanz NaCl durch Lyophilisation véllig
entfernt werden konnte. Probleme traten durch Verluste auf der
Ionenaustauschersdaule auf. Die aufgebrachten Proteine neigten zur teilweise
irreversiblen Aggregation auf dem Saulenmaterial, unabhangig davon, ob polymere
Kunststofftrager oder derivatisierte Sepharose eingesetzt wurde. Die Aggregation
der Proteine auf unterschiedlichen Saulenmatrices war offensichtlich mit der
Grenzflachenaktivitat und Aggregierbarkeit der Proteine in Grenzflachen verknlpft.
Die Verluste im Zuge der gesamten Reinigung lagen bei Gber 90 % bezogen auf
die eingesetzte Proteinmenge. Mit dieser Methode war es gleichwohl méglich, eine
hinreichende Menge dieser Proteine zu fraktionieren, um ihren Einfluss auf Gushing
zu untersuchen. Aufgrund der hohen Verluste bei der chromatographischen
Trennung wurde in einem spateren Teil der Arbeit die Fraktionierung dieser
Proteine durch tragerfreie isoelektrische Fokussierung mittels eines Rotofor-Gerats
(Bio-Rad) etabliert (vgl. 2.2.12 und 3.6). Dabei konnten je Lauf ca. 100 mg je
Protein gewonnen werden. Das saure Protein lieB sich gut abtrennen, wohingegen
die beiden basischen Proteine von F. culmorum TMW 4.0111 aufgrund ihres
ahnlichen pls in den gleichen Fraktionen vorlagen. Eine verwandte Methode wurde
bereits von Weideneder (1992) zur Trennung von Proteinen aus Fusarien-
infiziertem  Weizen eingesetzt. Weideneder konnte Gushing nur mit

Proteinfraktionen mit pH/pI<4 erzeugen.

Die chromatographisch gereinigten Proteine wurden in nativer und durch
Maillardreaktion mit Maltose modifizierter Form zu stabilem und zu leicht
gushendem Bier (helles Lagerbier) in Mengen von ca. 1 mg/L flir 14 kDa bzw.
20 kDa und 0,12 mg/L fur 17 kDa zugesetzt. Diese Bierproben und Kontrollen
wurden dann flr 48 h geschittelt und nach einer einstiindigen Ruhepause
gedffnet. Eine mechanische Behandlung durch Schitteln wurde als unumganglich
betrachtet, da die Entstehung von Gushing ohne Schiitteln offenbar kaum maglich
ist (Fischer, 2001; Thorne & Helm, 1957). Der Zusatz der nativen Proteine mit
14 kDa und 20 kDa fiihrte zu einer leichten Erhéhung des Uberschdumvolumens
beim Gushingbier. Die Proteine, die in Anwesenheit von Maltose einer
Hitzebehandlung unterzogen wurden, erhdéhten das Uberschaumvolumen des

Gushingbieres massiv (vgl. 3.4). In gushing-stabilem Bier konnte durch diese
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Zusatze kein Gushing induziert werden. Dies deutet darauf hin, dass es sich bei
Gushing um ein multifaktorielles Problem handelt, bei dem von Pilzen
ausgeschiedene Stoffe nur einen Beitrag darstellen, nicht jedoch die alleinige
Ursache. Die zusétzliche Erhdhung der Uberschdumvolumina durch Erhitzen mit
Maltose zeigte einen Einfluss der Modifikation auf die funktionellen Eigenschaften
der Proteine. Zu den Eigenschaften, die durch die Maillardreaktion verandert
werden, zahlen der isoelektrische Punkt durch die Reaktion zwischen dem Zucker
und basischen Aminosduren, die durch Kopplung eines hydrophilen Zuckers
veranderte Hydrophobizitdt, aber auch die teilweise Fixierung thermisch induzierter
Umfaltungen durch die Zuckeraddukte, bis hin zu den Gelbildungseigenschaften
von Proteinen (Baier & McClements, 2005). Im Extremfall kdnnen unterschiedliche
Proteine durch Maillardreaktion Uber Zucker mit mehreren reaktiven Enden
verknUpft werden. Zwar wurden schon Untersuchungen lUber den positiven Einfluss
der Maillardreaktion auf die Aufschaumbarkeit von Getreideproteinen,
insbesondere LTP1, durchgefihrt (Marion et al., 2001). Es sind jedoch keine
Erkenntnisse Uber den Einfluss der Maillardreaktion auf Gushing bekannt. Eine
erste Uberlegung, ob Melanoidine am Gushing beteiligt sind, die nicht durch
weitere Untersuchungen gestitzt wurde, stammt von Beattie (1951). In der
genannten Quelle wird die Modifikation von Proteinen durch Maillardreaktion
jedoch nicht speziell angesprochen. Curtis et al. (1961) stellten ebenfalls fest, dass
Gushing vermehrt bei Ales aus dunklen Malzen auftrat, der Effekt jedoch nicht vom
verwendeten  Karamellzucker herrihrte. Eine derartige Wirkung von
Karamellzucker ist auch unwahrscheinlich, da Karamell nicht Gber Reaktion von
Zuckern mit Proteinen, sondern Uber direkte Erhitzung von Zuckersirup, ggf. mit
Ammoniumsalzen, hergestellt wird. Amaha et al. (1973) stellten eine Verstarkung
der Gushingwirkung des von ihnen isolierten, 15 kDa groBen "Gushingfaktors" aus
Rhizopus sp. Strain 207 (ohne nahere Bestimmung der Art) fest, nachdem dieser
bei pH 4 und pH 6 fir 1 h bei 100 °C behandelt wurde. Bei pH-Werten < 4 ist
jedoch der Einfluss der Maillardreaktion deutlich reduziert. Die Autoren geben nicht
an, ob die Erhitzung in einer Lésung mit Zuckeranteil durchgeflihrt wurde.
Kitabatake & Amaha (1977) berichteten von Untersuchungen zur Zerstérbarkeit
eines Gushingfaktors (Nigrospora strain No. 207, 16,5 kDa, 16 Cysteinreste in
8 Briicken, 166 Aminosauren, pl4,0) aus Nigrospora sp. durch chemische
Modifikationen. Dabei wurde ein verschwindender Einfluss auf die
Gushingauslésung  durch Blockierung der freien  Aminogruppen mit
Maleinsaureanhydrid bzw. Trinitrobenzolsulfonat erzielt. Genau diese reaktiven

Gruppen waren auch Ziel der Maillardreaktion. Durch reduktive oder oxidative
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Zerstorung der Disulfidbriicken verschwand die Aktivitat voéllig, ebenso durch
Veresterung freier Carboxylgruppen. Dadurch wird nahegelegt, dass die Aktivitat
zumindest dieser Substanz von ihren Saurefunktionen oder deren Ladung abhangig
ist. Untersuchungen zum Einfluss der Maillardreaktion wurden in der zitierten
Arbeit nicht durchgeflihrt. Hippeli & Elstner (2002) postulierten aufgrund der
berichteten Eigenschaften, dass der Nigrospora-Gushingfaktor ein Hydrophobin-
Dimer sei. Dem widerspricht partiell, dass die Aggregation von Hydrophobin-
Monomeren durch Fehlen der Disulfidbriicken nicht gestort wird. Die Lokalisation in
der Zellwand hingegen wird durch fehlende Disulfidbricken bei MPG1 aus
M. grisea verhindert (Kershaw et al., 2005). Die Modifikationen, die u.a. durch die
Maillardreaktion im BrauprozeB eintreten kdnnen, spielen moglicherweise eine
entscheidende, wenngleich wenig in Erwagung gezogene Rolle in der Aktivitat
gushing-ausldsender Stoffe. Versuche, die sich auf das alleinige Zusetzen nativer,
nicht prozessierter oder nicht prozessrelevant vorbehandelter Stoffe zu Bier
grinden, um deren Einfluss auf Gushing zu bewerten, sind wenig aussagekraftig,
insbesondere wenn die zu untersuchenden Stoffe gereinigt und in vitro behandelt

werden kénnen.

4.5 Modifikation der Proteine aus F. culmorum TMW 4.0111

durch Maillardreaktion

Die Ergebnisse der 2D-Gelelektrophorese deuten darauf hin, daB eine Modifikation
von AfpA durch die thermische Behandlung mit Maltose in ungepufferter wassriger
Lésung erfolgt. Durch diese Behandlung entstand aus einem Spot ein
perlenkettenartige Reihe von Spots, die im pl verschieden waren. Neben der
Maillardreaktion kann auch Desaminierung eine derartige pl-Verschiebung
bewirken. Eine Hitzebehandlung des Proteins in reinem Wasser erzeugt keine pI-
Verschiebung, so dass hier Maillard-Reaktion naheliegend ist. AfpB zeigte bereits in
nativem Zustand Isoformen, die das Vorhandensein von Glykosylierungen
nahelegen. Diese eventuell bereits vorhandene Glykosylierung bedingte
maoglicherweise, neben der geringeren Konzentration im
Supplementierungsversuch, den kaum vorhandenen Unterschied zwischen nativer
und behandelter Probe. Das 14 kDa groBe Protein zeigte die Verstarkung eines
zweiten Spots durch diese Behandlung, sofern die Auflésung des Gels diese

Interpretation zuldsst. Eine ahnliche Bildung von Maillardprodukten konnte auch
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nach thermischer Behandlung dieser Proteine (14 und 20 kDa) in einer
synthetischen Bierwlirze gezeigt werden. Die Zusammensetzung der synthetischen
Wirze imitierte die Zusammensetzung echter Wiirze in den organischen Sauren

und Zuckern. Der pH-Wert betrug 5,5.

Eine besonders deutliche Bildung Modifikation der drei von F. culmorum
TMW 4.0111 ausgeschiedenen Proteine konnte durch thermische Behandlung der
Proteine in Phosphatpuffer pH 6,0 mit 12 % Maltose flir 1 h bei 95°C
hervorgerufen werden. Dabei war vom basischen nativen AfpA ausgehend eine
Kette von Spots bis in den Neutralbereich festzustellen, die zudem mit sinkendem
pH-Wert an GréBe zunahmen. Zunehmende GréBe in Verbindung mit sinkendem pl
legt die Bildung von Maillardprodukte auBerst nahe. Ein &hnlicher Verlauf, jedoch
in der Intensitdt der Spots stark abgeschwdcht, war bei AfpB feststellbar. Hier
reichte die Verlagerung der Spots bis in den leicht sauren Bereich. Eine analoge
Modifikation basischer Proteine in BrauprozeB wurde auch fir LTP1 vorhergesagt
(Hippeli & Elstner, 2002; Marion et al., 2001). Beim 14 kDa-Protein ergab sich
lediglich eine Drift um ca. 1,4 pH-Einheiten von pH 3,4 auf ca. pH 4,8 auf einen
isolierten zweiten Spot. Diese Drift auf weniger sauren pI kann nicht durch die
Wirkung der Maillardreaktion erklart werden. Dieses Protein liegt allerdings im
GroBen- und pl-Bereich der von Weideneder (1992) aus Fusarium-infiziertem
Weizen isolierten, gushing-induzierenden Proteine. Die unter prozeBahnlichen
Bedingungen madglichen Veranderungen der aus F. culmorum TMW 4.0111
isolierten Proteine konnten so gezeigt werden. Die 2D-Gelelektrophorese wurde als
wirksames Werkzeug zum Sichtbarmachen technologisch erzeugter Modifikationen
an Proteinen eingesetzt. Ein dhnlicher Ansatz wurde von Fayle et al. (2000) in
Untersuchungen mit - allerdings praxisfernen - Substraten RNAse A und
Dehydroascorbinsdure bzw. Cycloten verfolgt, um die Eignung der 2D-GE zur
Beurteilung der Maillardreaktion darzulegen. Perrocheau et al. (2005) wendeten
2D-GE zur Untersuchung von Getreide-, Malz- und Bierproteinen in dhnlihce Weise
an, wie Zapf et al. (2005).

4.6 Nachweis der Proteine aus F. culmorum TMW 4.0111 mit

polyklonalen Antikorpern

Fir die Untersuchung, ob diese Proteine, mit denen bestehendes Gushing verstarkt
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werden konnte, auch in zu Gushing fihrenden Malzen vorhanden sind, wurden in
Zusammenarbeit mit der Bundesanstalt fir Zichtungsforschung, Aschersleben (Dr.
F. Rabenstein, Dr. S. Rohde), polyklonale Antikérper gegen die Proteine mit
14 kDa und AfpA aus F. culmorum TMW 4.0111 hergestellt (vgl. 3.7). Die
Ergebnisse zu Untersuchungen der Reaktivitat der Antiseren mit Proteinen aus
unterschiedlichen Isolaten von F. culmorum und F. graminearum sind in 3.7.2
dargestellt. Das Antiserum gegen 14 kDa zeigte eine Kreuzreaktion mit AfpA,
obgleich die zur Immunisierung eingesetzten Proteine hochgradig gereinigt waren.
Eine Detektion von Proteinen aus F. graminearum und F. culmorum war mit
beiden Antiseren mdglich; eine bessere Leistung war mit dem AfpA-Antiserum

aufgrund der gleichmaBigeren Reaktion zu erwarten.

Die Antiseren besaBen keine Kreuzreaktionen zu Proteinen aus den
Kulturiberstanden von F. avencaeum, F. equiseti und F. tricinctum. Lediglich mit
einem ca. 35 kDa groBen Protein aus F. poae wurde eine deutliche Kreuzreaktion
des 14 kDa-Antiserums festgestellt (vgl. 3.7.3). Der Wert der Antiseren flr
Analysen mittels Western Blots wird dadurch nicht vermindert, da in diesem Fall

die Position der Bande eine Aussage Uber die Richtigkeit der Reaktion erlaubt.

4.6.1 Detektion von Maillardprodukten der antigenen Proteine

In 3.7.4 beschriebene Versuche beschdaftigten sich mit der Detektierbarkeit von
thermisch behandelten Proteinen und Maillardprodukten der Proteine durch die
Antiseren, da beide Einflisse im BrauprozeB zu erwarten sind. Zwischen nativem
Protein und in Abwesenheit von Zuckern erhitztem Protein konnten keine
Unterschiede in Laufverhalten und Reaktivitat festgestellt werden, die Proteine
waren hitzestabil. Die Antiseren waren in der Lage, sowohl die hitzebehandelten
Proteine als auch deren Maillardprodukte zu detektieren. Dabei ergaben die
Maillardprodukte der Proteine nicht mehr eine diskrete Bande, wie bei nativem
oder erhitztem Protein. Sie zeigten vielmehr ein bis ca. 5 kDa Uber die Position der
Originalbande reichendes quasikontinuierliches Spektrum, das durch die kovalente
Bindung von Maltoseresten in unterschiedlicher Anzahl an das Protein bedingt sein
muBte. Gleichzeitig war die Starke der Silberfarbung fir diese Banden
Uberproportional reduziert. Auch dieser Effekt sprach fir das Vorliegen von

Maillardprodukten, da die Silberfarbung, insbesondere die Aktivierung mit
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Formaldehyd, genau wie die Maillardreaktion, an freien Aminogruppen angreift. Ein
weiteres Ergebnis der Detektion mit den Antiseren war die Anfarbung von
zahlreichen SDS-stabilen Oligomeren der untersuchten Proteine, die die Neigung
dieser Proteine zur Aggregation belegen. Die Oligomere konnten weder durch
Silberfarbung noch durch die Blotfarbung mit CBB sichtbar gemacht werden.
Oligomere dieser Art konnten auch in LTP-Proben aus Weizen mit Western Blots
gezeigt werden (personliche Mitteilung, Dr. D. Hecht). Eine Kreuzreaktion eines
polyklonalen Antikérpers gegen LTP1500 aus Weizen (Triticum aestivum) mit
14 kDa-Protein und AfpA aus F. culmorum TMW 4.0111 wurde ebenfalls
festgestellt (Daten hier nicht gezeigt). In wie weit daraus strukturelle oder
funktionelle Ahnlichkeiten zwischen LTP1500 und den Fusarium-Proteinen

hergeleitet werden kénnen, muB in weiteren Versuchen geklart werden.

4.6.2 Nachweis von gushing-beeinflussenden Proteinen aus

Fusarium spp. in Rohstoffen

Ziel dieses Versuches war es, festzustellen ob die grenzflachenaktiven,
aggregierbaren und gushing-beeinflussenden Proteine, gegen die die Antiseren
gerichtet sind, auch in Malzen enthalten waren, die zu Gushing flihrten. Dazu
wurden zunachst Proben aus Infektionsversuchen mit Weizen verwendet.
Feinschrot dieser Malze wurde extrahiert und die extrahierten Proteine mittels
Western Blot untersucht. Die Ergebnisse des Versuchs sind in 3.7.5
wiedergegeben. Dabei konnten mit dem 14 kDa-Antiserum keine Banden deutlich
angefarbt werden. Aufgrund des Vorhandenseins von Banden des 20 kDa-Proteins
in infiziertem gushendem Malz und dem Fehlen in befallsfreiem Malz kann davon
ausgegangen werden, dass dieses Protein auch durch Fusarien beim Wachstum auf
dem Korn gebildet wird. Ein positiver Nachweise konnte auch bei mehreren
gushing-verursachenden Praxismalzen geflihrt werden. Darliber hinaus konnte
dieses Protein Uber den gesamten MaischprozeB hinweg nachgewiesen werden, ein
Abbau fand nur in unerheblichem MaBe statt. Gleichwohl besteht noch Bedarf, in
fortfUhrenden Versuchen weitere Proben, auch und vor allem aus der Praxis, auf

ihre Reaktion zu untersuchen.

Die Fokussierung auf dieses Protein wegen seiner Grenzflachenaktivitdt und

Aggregationsneigung bei der Zerschdaumungsanalyse kann damit als gerechtfertigt
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angesehen werden. Folglich kann auch die Zerschaumungsanalyse als wirksames
Werkzeug bei der Suche nach am Gushing beteiligten Stoffen eingesetzt werden.
Bislang sind nur wenige weitere Antikdrper-basierte Untersuchungen zum Gushing
bekannt. Ein ELISA basierend auf einem Antikérper gegen eine Hydrophobin aus
Trichoderma reesei VTT-D-74075 wurde zwar zum Patent angemeldet, aber
bislang offenbar nicht bis zur Marktreife entwickelt (Haikara et al., 1999). In
Untersuchungen der gleichen Arbeitsgruppe von Kleemola et al. (2001) wurde
Gushing durch Zusatz von Hydrophobinen aus T. reesei VTT-D-74075 bzw.
Nigrospora sp. VIT-D-79122 zu Bier ausgeldst. Die Hydrophobine wurden jedoch
vorher keinerlei Behandlung unterzogen, die den BrauprozeB simuliert und waren
durch RP-HPLC gereinigt worden, die meist Proteine denaturiert. Ein in der
zitierten Arbeit beschriebener weiterer ELISA zur Friherkennung von Gushing-
verdachtigen Gersten basiert auf einem Antikérper gegen ein Hydrophobin aus
F. poae. Das Gushing-Potential der Gersten wurde mittels des mittlerweile in Frage
gestellten Carlsberg-Tests bestimmt. F. poae wird zudem nicht als Gushing-
Verursacher angesehen. Nach dem von Kleemola et al. (2001) publizierten
Abstand zwischen den ersten beiden Cysteinresten handelt es sich um ein
Klasse II-Hydrophobin aus F. poae. Die fehlende Beteiligung von F. poae am
Gushing und die extrem geringen Homologien von Klasse II-Hydrophobinen
machen die starke Fluktuation der ELISA-Resultate von Kleemola et al. (2001)

erklarbar.

4.7 Oberflachenaktivitat von Proteinen aus F. culmorum und

F. graminearum

Da, wie in 4.1 bereits erwahnt, niedrige Oberflachenspannung nicht auslésendes
Moment fur Gushing ist, sondern eine mdglicherweise damit verknlpfte
Erscheinung, wurde die Wirkung der aus F. culmorum TMW 4.0111 und
F. graminearum TMW 4.0175 isolierbaren Proteine auf die Oberflachenspannung
untersucht. Die Proteine wurden dazu durch préaparative isoelektrische
Fokussierung fraktioniert. Die Abschatzung der Auswirkung der Proteine auf die
Oberflachenspannung wurde mittels der in 2.2.17.2 beschriebenen, indirekten
optischen Methode nach Cottingham et al. (2004) durchgeflhrt, die es

ermdglichte, mit Probenvolumina von 200 pL zu arbeiten.
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Zunachst wurde das MeBverfahren anhand von Verdlnnungsreihen
unterschiedlicher Detergentien getestet, wobei die konzentrationsabhangige
Wirkung der Detergentien durch Bezug auf die kritische Mizellkonzentration
normiert wurde (vgl. 3.8.2.1). Die aus den Verdinnungen erhaltenen Kurven
zeigten den erwarteten sigmoidalen Verlauf mit einem Umbruch beim Erreichen
der kritischen Mizellkonzentration. SDS wurde als Standard flr die weiteren

Messungen ausgewahlt.

In weiteren Versuchen wurde die Zeitabhangigkeit der Einstellung der
Oberflachenspannung bestimmt (vgl. 3.8.2.2). ErwartungsgemaB stellte sich der
Endwert der Oberflachenspannung in den Detergenslésungen sofort ein,
wohingegen die Oberflachenspannung der Proteinlésungen eine starke zeitliche
Dynamik aufwies. Im Falle der Proteinldsungen wies die hoher konzentrierte
Loésung bereits zu MeBbeginn eine geringere Oberflachenspannung auf, als die
niedrig konzentrierte Vergleichslésung und erreichte auch einen niedrigeren
Endwert. Die Einstellung des Endwerts dauerte bei beiden Lésungen gleich lange,
der absolute Betrag der zeitlichen Anderung war bei niedriger Konzentration
groBer. Dies bedeutet, dass Proteinldsungen im Gegensatz zu kleinen, schnell
diffundierenden Detergensmoleklilen eine groBe zeitliche Komponente in der
Einstellung der Oberflaichenspannung haben. Deshalb kénnen die Werte aus
MeBverfahren, die kurzzeitig wirken oder eine Bildung neuer Oberflache im Laufe
der Messung bewirken, nur bedingt flir die Vorgdnge etwa in der Wand einer
stabilisierten Blase herangezogen werden. Mit der in dieser Arbeit eingesetzten
Methode war es dagegen moglich, die Oberflachenspannung im
Gleichgewichtszustand zu bestimmen: die Mikrotiterplatte, in der die Messung
durchgefihrt wurde, wurde mindestens 15 h Stunden hinweg in abgedecktem

Zustand inkubiert und anschlieBend gemessen.

In 3.8.2.3 sind die Ergebnisse zum Einfluss der pilzlichen Proteine auf die
Oberflachenspannung dargestellt. Das 14 kDa-Protein aus F. culmorum
TMW 4.0111 senkte die Oberflachenspannung im Gleichgewicht starker ab, als
SDS. Seine Wirkung erreichte die konzentrationsabhangige Sattigung ab ca.
1 mmol/L , die vergleichbare Oberflachenspannung lag dabei unter 38 mN/m. Ein
komplexerer Verlauf der Konzentrations-Oberflachenspannungskurve ergab sich
fir die basischen Proteine aus F. culmorum TMW 4.0111 bzw. F. graminearum
TMW 4.0175. Die Berechnung der Konzentrationen beruht auf einem

angenommenen Molekulargewicht von 20 kDa. In beiden Kurven wurde ein lokales
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Minimum bei 10~ mol/L festgestellt. Dieses lokale Minimum lag bei F. culmorum
TMW 4.0111 bereits auf dem 38 mN/m entsprechenden Minimalwert der
Oberflachenspannung der SDS-Lésung. Bei weiterer Konzentrationserhéhung fiel
die scheinbare optische Dichte und damit die Oberflachenspannung weiter ab.
Einen vergleichbaren Verlauf zeigte die Kurve filr die basischen Proteine aus
F. graminearum TMW 4.0175, wobei das lokale Minimum bei etwa 10~ mol/L nicht
so niedrig lag, wie bei F. culmorum TMW 4.0111. Trotzdem wurde bei héherer
Konzentration ein Endwert deutlich unter dem von SDS erreicht. Die
Konzentrationen, bei denen die lokalen Minima dieser Kurven erreicht wurden,
kdnnen als die kritischen Aggregationskonzentrationen gedeutet werden, bei denen
die enthaltenen Proteine zu aggregieren beginnen. Ein ahnliches lokales Minimum
wurde von Kogan et al. (2002) flir eine chemisch synthetisierte Domé&ne (VHLPPP)s
von y-Zein, einem zu B-stacks aggregierenden Protein aus Mais (Zea mays), bei
rund 10”7 mol/L gezeigt. Eine andere Erklarung fir den Verlauf der Kurve waren
transiente Konkurrenzeffekte zwischen den enthaltenen Proteinen. Allerdings
konnte bei héheren Proteinkonzentrationen als in den Messungen verwendet, mit
bloBem Auge eine kolloidale Tribung der Proteinldsungen beobachtet, die ebenfalls
auf mdgliche Aggregation hindeutet. Zudem wurde, zumindest flir die Proteine aus
F. culmorum TMW 4.0111 ohnehin schon die Neigung zur Aggregation unter
anderen Bedingungen in den vorangegangenen Versuchen bestatigt bzw. genutzt,
so dass flur die Konzentration, an der das Ilokale Minimum der
Oberflachenspannung lag, durchaus von einer kritischen

Aggregationskonzentration ausgegangen werden kann.

Die Molmasse von SDS betragt 288,4 g/mol, wohingegen die Uber SDS-PAGE
bestimmten apparenten Molekllmassen der untersuchten Proteine zwischen 14
und 20 kDa, also 14000-20000 g/mol liegen. Diese Proteine sind um etwa
2 Zehnerpotenzen gréBer als SDS. Wirde man die Wirkung auf die
Oberflachenspannung rein auf Basis der Molekulargewichte betrachten, ohne
Berlicksichtigung von Aktivitdten und weiteren nichtlinearen Abhangigkeiten, so
sollte unter der sehr vereinfachenden Annahme eines direkten Zusammenhangs
zwischen Molekulargewicht und Wirkung, der Effekt der Proteine ca.
2 Konzentrations-GréBenordnungen friher einsetzen, als bei SDS. Tatsachlich lieB
sich aber bei den untersuchten Proteinen die erste Wirkung auf die
Oberflachenspannung bei etwa 4 Zehnerpotenzen niedrigerer Konzentration als bei
SDS feststellen.
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4.8 Untersuchungen zur Oberflachenhydrophobizitiat von

Proteinen

Die Oberflachenhydrophobizitdt stellt eine durch die Aminosduresequenz und
Konformation bestimmte Eigenschaft von Proteinen dar, die mit der
Oberflachenaktivitat in Verbindung steht. Jedes Protein, das sich stabil in eine
Grenzflache vom Typ hydrophob-hydrophil, also z.B. Gas-Wasser, einlagern soll,
muB eine hinreichend hohe Hydrophobizitat an seiner Moleklloberflache aufweisen.
Dadurch ist die Oberflachenhydrophobizitéat auch mit der Oberflachenaktivitat
korreliert (Kato & Nakai, 1980). Darlber hinaus ist die Oberflachenhydrophobizitat
So eine Eigenschaft von Proteinen, die durch Interaktion mit anderen Stoffen
Veranderungen unterworfen ist, aber auch durch technologische Einfliisse, wie
etwa Erhitzung, modifiziert werden kann (Voutsinas et al., 1983). Eine der ersten
Untersuchungen zur Wirkung von Interaktionen zwischen verschiedenen Proteinen
und «-Carrageenan auf die Oberflachenhydrophobizitat wurde von Alizadeh-Pasdar
& Li-Chan (2001) durchgeflihrt. Die Autoren stellten ein differenziertes Verhalten
unterschiedlicher Proteine in der Interaktion mit x-Carrageenan fest. Steigerungen
von So durch «-Carrageenan konnten ebenso beobachtet werden, wie
Verminderungen. Zudem bestand eine Abhangigkeit vom pH-Wert, was nicht
iberraschend ist, kann doch durch eine pH-Wert-Anderung eine Ladungsénderung
von k-Carrageenan bewirkt werden. Flr die Interaktion von Rapsproteinisolat und
den Hydrokolloiden k-Carrageenan und Guaran wurde eine Steigerung der
Oberflachenhydrophobizitat durch Erhdhung der Hydrokolloid-Konzentration
beobachtet (Uruakpa & Arntfield, 2006). Dabei wurde die
Oberflachenhydrophobizitdt des Rapsproteinisolats durch Zusatz von Guaran bis
auf den sechsfachen Wert gegenlber der Hydrokolloid-freien Probe gesteigert. Mit
k-Carrageenan konnte lediglich eine Steigerung um rund 50 % erreicht werden,
was den SchluB zuldsst, dass eine Interaktion zwischen Hydrokolloiden und
Proteinen zu einer Konformationsdanderung der Proteine, verbunden mit der
Freilegung hydrophober Domanen fihren kann. Bislang wurden offenbar noch
keine Messungen zur Bestimmung der Oberflachenhydrophobizitdt von Rohstoffen,
Zwischenprodukten oder Endprodukten des Brauprozesses mittels der
Fluoreszenzmethode publiziert. Die Messung der Oberflachenhydrophobizitat ist
unerlaBlich zur Beurteilung der funktionellen Eigenschaften von Proteinen im
Hinblick auf die Stabilisierung von Grenzfldchen, z.B. in Emulsionen. Obwohl auch

Schaume eine Form von Emulsionen darstellen, wurde diese Analytik im Bereich
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der Bierherstellung nur in unzureichendem MaBe eingesetzt. Die von Bamforth et
al. (2001) und Kapp & Bamforth (2002) durchgefihrten Messungen der
Oberflachenhydrophobizitdten von Gesamtproteinen aus Bieren enthalten
systematische Fehler durch ungeeignete Verdinnungslésungen, die Salzgehalt und
pH nicht stabil lieBen. Damit stellen die hier dargestellten Versuche die erste
Anwendung der fluoreszenzspektroskopischen Untersuchung der

Oberflachenhydrophobizitat flir Rohstoffe des Brauprozesses dar.

4.8.1 Oberflachenhydrophobizitat pilzlicher Proteine

Die bereits zur Bestimmung der Oberflaichenspannung verwendeten Proteine
wurden bezlglich ihrer Oberflachenhydrophobizitat untersucht. Die Ergebnisse
hierzu sind in 3.9.1 dargestellt. Die fur das 14 kDa-Protein aus F. culmorum
TMW 4.0111 festgestellte Oberflachenhydrophobizitét von 24 %™ bei pH 7,4 liegt
im Bereich der flir g-Lactoglobulin belegten Werte (Nakai & Li-Chan, 1988). Eine
starke Veranderung von S, durch Erhitzung oder Interaktion mit Maltose ohne
Erhitzung wurde nicht beobachtet. Erst eine Erhitzung in Gegenwart von Maltose
erhohte S um ca. 38 %. Deutlich gréBeren Einfluss als die Erhitzung hatte jedoch
die Anderung des pH-Wertes. Bei pH 3,4, also am pI des Proteins, wurde mit
So=73 % ein Mehrfaches des Wertes bei pH 7,4 beobachtet. Hohere Basiswerte
(So=ca. 135 %) wurden fur die basischen Proteine (17 kDa mit AfpA) von
F. culmorum TMW 4.0111 gefunden, wiederum ohne nennenswerten Einfluss von
Maltose auf die Oberflachenhydrophobizitdt des nativen Proteins. Nach einer
Erhitzung lag S, bei der erhitzen reinen Proteinlésung bei 930 %™, bei der mit
Maltose erhitzen Proteinlésung, die also Maillardprodukte erhalten sollte, bei
1055 %, Hier war also eine massive Freilegung hydrophober Domanen durch die
Erhitzung geschehen. Die Reaktion mit Maltose flihrte zwar noch zu einem
meBbaren, aber angesichts der enormen Erhdhung von S, unbedeutenden
Unterschied. Die Oberflachenhydrophobizitdt der hitzebehandelten Proteine lag
damit in der GroBenordnung des Wertes von Rinderserumalbumin (Sy=1500 %,
Nakai & Li-Chan, 1988). Es handelt sich um Proteine mit auBergewdhnlich hoher
Oberflachenhydrophobizitat, die angesichts ihrer thermischen Stabilitat den Prozel3
der Wirzekochung Uberstehen sollten. Die Erhéhung der
Oberflachenhydrophobizitdt im Zuge der thermischen Behandlung pradestiniert

diese Proteine geradezu zur Einlagerung in Blasenhdute. Dadurch waren diese
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Proteine geeignet, beim Zusammenbruch einer Blase hydrophobe Partikel zu
bilden, an denen Gasreste anhaften kénnen. Die Stabilisierung von Gasblasen
durch geeignete Partikeln ist zudem ein anerkannter, aber komplexer Einfluss bei

der Stabilisierung von Schaumen in Lebensmitteln (Murray & Ettelaie, 2004).

Auch fir die basischen Proteine von F. graminearum TMW 4.0175 wurden eine
qualitativ  dhnliche Veranderung der Oberflachenhydrophobizitdat durch
Hitzebehandlung festgestellt. Die native Proteinfraktion wies mit und ohne Maltose
ein Sp um 60 %™ auf. Die hitzebehandelten Proben ergaben S,-Werte um 110 %™
ohne Maltose und 80 %™ mit Maltose und liegen damit im Bereich der fliir x-Casein
oder «-Lactalbumin festgestellten Werte (Nakai & Li-Chan, 1988). Auch hier ist
eine deutliche Aktivierung durch die Hitzebehandlung feststellbar. Deshalb
bestehen mdglicherweise groBe Unterschiede zwischen den von F. cu/morum und
F. graminearum ausgeschiedenen Proteine gegeniber thermischer Behandlung,
obwohl diese Proteinfraktionen teilweise durch die gleichen Antikérper erkannt
werden und daher strukturelle Ahnlichkeiten besitzen sollten. Gleichzeitig belegen
auch diese Ergebnisse, dass die prozeBnahe Behandlung von Substanzen, die auf
ihre Gushing-beeinflussende Wirkung untersucht werden sollen, zwingend

notwendig ist.

4.8.2 Oberflachenhydrophobizitit von Proteinen aus Malzen

Ein weiterer Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der
Oberflachenhydrophobizitaten von Weizenmalzen mit  unterschiedlichem
Gushingverhalten aus  gezielten Infektionen mit  F. culmorum bzw.
F. graminearum. Die Infektion mit den genannten Pilzen flihrte zu einer deutlichen
Verminderung der Oberflachenhydrophobizitat der Malze (vgl. 3.9.2). Stabile Malze
wiesen Oberflachenhydrophobizitdten im Bereich von 5000-7000 %™, Malze mit
hohem Uberschdumvolumen im Gushingtest wiesen dagegen Werte deutlich unter
1000 % auf. Dartiber hinaus konnte an Praxismalz, das zu Gushing fuhrte, eine
ebenfalls erniedrigte Oberflachenhydrophobizitdt festgestellt werden. Die
Korrelation zwischen Uberschdumvolumen im Gushingtest nach Donhauser et al.
(1990) und der Oberflachenhydrophobizitdt hatte mit r2=0,70 einen fir
unabhangige Analysenverfahren hohen Wert. Auch Malze, deren Gushing durch

extreme Infektion mit den eigentlich nicht als Gushingverursacher betrachteten
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F. avenaceum, F. equiseti, F. poae und F. tricinctum beeinflusst wurde, wurden
analysiert. Diese ebenfalls zu Gushing neigenden Malze wiesen auch eine
reduzierte Oberflachenhydrophobizitat auf, jedoch nicht in dem MaBe, wie dies bei
F. culmorum bzw. F. graminearum der Fall war. Damit ergibt sich, dass die
Infektion von Weizen mit F. culmorum bzw. F. graminearum zu einem Abbau von
hydrophoben Proteine flihrt. Dieser Abbau hydrophober und damit
grenzflachenstabilisierender Proteine kann geeignet sein, Gushing hervorzurufen,
wie auch Untersuchungen zur verringerten Konzentration von LTP in gushendem
WeiBbier gegenliiber normalem WeiBbier nahelegen (Zapf et al., 2005). Durch die
Verringerung des Gehalts an hydrophoben Proteinen als eine Gruppe von
Bestandteilen der Blasenhaut koénnte die mechanische Stabilisierung von
Mikroblasen so verandert werden, dass Mikroblasen kritischen Durchmessers
tatsachlich anwachsen und Gushing verursachen kénnen. Alternativ kdnnte die
verringerte Menge hydrophober Proteine gerade noch zur Bildung hydrophober
Proteinaggregat-Domanen ausreichen, an denen nach Zusammenbruch der Blase
Gasreste anhaften, die zu Gushing fihren. Ein weiterer kritischer Einfluss ergibt
sich aus der hydrolytischen Spaltung von Proteinen. Die ab einem gewissen
Hydrolysegrad entstehenden extrem kleinen, hydrophoben Peptide beeintrdachtigen
die Grenzflachenstabilitiserung und erzeugen rasche Koaleszenz. Diese Wikrung
beruht auf dem Fehlen der nétigen Ladung oder Polaritat in kleinen Molekllen, die

zur Grenzflachenstabilisierung nétig sind (Caessens et al., 1999).

4.9 Erzeugung von Gushing durch ein Klasse II-Hydrophobin

Brauversuche wurden mit mehreren transgenen Hefen wurden durchgefihrt, um
die Wirkung von speziellen Proteinen auf Gushing zu untersuchen (vgl. 2.2.22 und
3.10). Durch die Verwendung dieser transgenen Hefen war es mdéglich, die
plasmid-kodierten Proteine wahrend der Vergarung von Wdirze durch in situ zu
produzieren. Lipidtransfer-Protein LTP1500 (AF551849) aus Weizen (Triticum
aestivum) und zwei Hydrophobine (FcHyd3p, GenBank Accession DQ449531 und
FcHyd5p, GenBank Accession DQ449530) aus F. cu/morum TMW 4.0111 wurden in
einen Laborstamm von S. cerevisiae kloniert. FcHyd3p ist ein Klasse I-
Hydrophobin, wobei Klasse I-Hydrophobine zur Ausbildung extrem stabiler
Aggregate neigen. FcHyd5p ist ein Klasse II-Hydrophobin. In dieser Klasse kdnnen

sich entstandene Aggregate wieder auflésen, womit die Hydrophobin-Molekiile
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wieder flr die Reaggregation in neuen Grenzflachen zur Verfligung stehen.

Die in das multi-copy-Plasmid pYX242 klonierten Gene unterlagen der Kontrolle
durch den konstitutiven Triosephosphat-Isomerase-Promotor (TPI). Solange
Glykolyse in der Zelle stattfindet, ist Triosephosphat-Isomerase aktiv, die
Expression der Proteine ist daher quasi konstitutiv. Die Proteine tragen eukaryote
Sighalpeptide und werden daher aus der produzierenden Zelle geschleust, wobei
beim Membrandurchtritt das Signalpeptid abschnitten wird und das reife Protein
extrazellular vorliegt. Die mit diesen Hefen und S. cerevisiae ssp. uvarum var.

carlsbergensis Stamm W66/70 hergestellte Biere wurden auf Gushing untersucht.

Die Biere aus den Kontrollgarungen mit S. cerevisiae ssp. uvarum var.
carlsbergensis Stamm W66/70 bzw. S. cerevisiae DMS3820 [pYX242] #970
zeigten keine signifikanten Anzeichen von Gushing. Daher konnte davon
ausgegangen werden, dass die im Rahmen dieses Brauversuchs verwendete Wirze
gushing-stabil war, unabhdngig von der Verwendung eines kommerziellen
Hefestamms bzw. einer Laborhefe. Damit muBte jedes Uberschdumen, das in den
mit den weiteren transgenen Hefen hergestellten Bieren auftrat, unmittelbare

Folge der durch diese Hefen sekretierten Proteine sein.

Das mit S. cerevisiae DMS3820 [pYX242-LTP1500] #961 hergestellte Bier zeigte
ebenfalls keine Anzeichen von Gushing. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der
Tatsache, dass Proteine der LTP-Klasse wichtige Schaumstabilisatoren im Bier sind.
Ihre stabilisierenden Eigenschaften steigen mit fortschreitender Maillardreaktion
und thermisch induzierter Auffaltung wéhrend der Wirzekochung (Jégou et al.,
2000; Marion et al., 2001). Es wurde bislang nie nachgewiesen, dass LTP in zu
hoher Konzentration Gushing auslést. Dagegen deuten einige Ergebnisse darauf
hin, dass ein zu geringer Gehalt an Weizen-LTP mit Gushing von Weizenbieren

assoziiert sein kann (Zapf et al., 2005).

Gushing trat bei dem mit Bier auf, das mit dem Hefeklon S. cerevisiae DMS3820
[pYX242-FcHyd5] #858 hergestellt wurde, der FcHyd5p-Hydrophobin prodzuiert.
Der durch dieses Klasse II-Hydrophobin ausgeléste Effekt ist kongruent mit
Ergebnissen von Kleemola et al. (2001) und Sarlin et al. (2005), die zeigten, dass
durch den Zusatz gereinigter Hydrophobine Gushing ausgelést werden konnte. Die
in den zitierten Arbeiten verwendeten Hydrophobine stammten jedoch von Pilzen -

Trichoderma reesei, F. poae und Nigrospora sp. — die keine generelle Bedeutung
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als Gushingausléser haben. Eine weitere Parallele zwischen der hier beobacteten
Wikrung von FcHyd5p und den Ergebnissen von Kleemola et al. (2001) und Sarlin
et al. (2005) kann jedoch gezogen werden. Wie FcHyd5p sind auch die von den
zitierten Autoren untersuchten Hydrophobine aus Nigrospora sp., F. poae und
Trichoderma reesei Klasse II-Hydrophobine (Askolin et al., 2005). Das durch
FcHyd5p ausgeléste Gushing ist damit der erste Beleg flir die Beteiligung von
Hydrophobinen aus F. culmorum am Gushing. F. culmorum hat dabei, im
Gegensatz zu F. poae, mit F. graminearum die hochste Bedeutung als
Gushingerreger hat. Im Gegensatz dazu hatte das Klasse I-Hydrophobin FcHyd3p
unter den gegebenen Versuchsbedingungen keine gushing-auslésende Wirkung.
Die Mdglichkeit, aus identischer Wiirze stabiles Bier und Gushing-Bier durch in
situ-Produktion von Fusarium-Hydrophobin herzustellen, gibt AnlaB zu weiteren
Untersuchungen in denen Blasenmechanik und Blasenstabilisierung in stabilem und

'wildem' Bier erforscht werden kdénnen.

4.10 Interaktionen zwischen oberflachenaktiven Proteinen und

anderen Stoffen in Grenzflachen

Uber lange Zeit hinweg sind Untersuchungen zum malzverursachten Gushing
unternommen worden. Dabei wurden Gushing-Faktoren aus einer groBen Anzahl
von Mikroorganismen isoliert, und ihre Wirkung auf Bier untersucht. Haufig jedoch
geschah dies, ohne eine prozeBahnliche Vorbehandlung der isolierten Substanzen.
In anderen Arbeiten wurden anorganische Substanzen als Gushingverursacher
bzw. Stabilisatoren von Mikroblasen benannt (Guggenberger & Kleber, 1963), ohne
zu beantworten, auf welchem Wege in einer an vielerlei grenzflachenaktiven
Stoffen reichen Ldsung beispielsweise reine Fe(OH)s;-Blasenhdute entstehen

kénnten.

Wenn in Bier stabile Blasen vorliegen, wird in deren Grenzflache eine Mischung
unterschiedlicher grenzflachenaktiver Stoffe zu finden sein, unberihrt davon, ob es
sich um reine Blasen oder Gasreste zwischen oder an hydrophoben Partikeln
handelt. Zu diesen Stoffen zahlen Peptide und Proteine, Lipide, Hopfen-
Bestandteile, sowie mdglicherweise Dextrine. Auch die Ladung der Proteine und die
Beeinflussung dieser Ladung durch mehrwertige Metallionen verandern solche

Grenzflachenfilme (Marinova et al., 1997). Ein weiterer Einfluss wird durch die
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Uber den pH-Wert beeinflusste Ladung der Molekile ausgeibt. Auf diesem Wege
kann z.B. eine Maische- oder Wirzesdauerung wirksam werden. Unter diesem
Blickwinkel sind nun verschiedene Effekte zu beachten, die an nicht homogenen

Grenzflachenfilmen wirken kénnen.

Wichtiger Bestandteil dieses Grenzflachenfilms sind Proteine. Aufgrund der
unspezifischen proteolytischen Abbauvorgénge beim Malzen und Maischen entsteht
eine hohe Anzahl von Abbauprodukten, die zusatzlich zu den Proteinen auf die
Grenzflache wirken, wobei hier in der Literatur zwei Meinungen bestehen. Eine
Ansicht ist, dass nur wenige Proteine an Aufbau und Stabilisierung von Schaum in
Bier beteiligt sind (discrete protein hypothesis), besonders LTP und Protein Z. Die
andere verbreitete Meinung hingegen erwartet eine breite Interaktion von
Proteinen und deren Proteolyseprodukten (generalised amphipatic polypeptide
hypothesis) (Bamforth & Kanauchi, 2003). Letztere Meinung ist aufgrund der
Vielzahl an Proteinen und Peptiden, die in der Untersuchung von Bierschaumen
mittels 2D-GE durch Hecht (Zapf et al., 2005) und Bieren durch Perrocheau et al.
(2005) gefunden wurden, eindeutig zu unterstiitzen. Weiterhin erfahren diese
Proteine und Proteinfragmente Modifikationen durch thermische Denaturierung und
Bildung von Maillardprodukten. Beide Effekte sind dazu geeignet, z.B. die
Oberflachenaktivitat und Oberflachenhydrophobizitat der Edukte zu verandern. Das
Verhalten von derartigen gemischten Grenzflachen ist noch weitgehend

unerforscht, so dass nur jeweils einzelne Aspekte erklart werden kdnnen.

Es ist vorstellbar, dass kleine oberflachenaktive Proteine, Hydrophobine oder
andere Proteine pilzlicher oder pflanzlicher Herkunft, aufgrund ihrer geringen
GroBe und der damit verbundenen Mobilitét schwachend auf eine an sich zah-
elastische Proteinhaut um Mikroblasen wirken. Die so geschwachte Mikroblase
bleibt dann beim Druckabfall durch das Offnen der Flasche nicht
groBenbeschrankt, sondern kann sich im Rahmen der von Fischer (2001)
beschriebenen physikalischen Zwange vergréBern und wirksam werden. Eine
ahnliche destabilisierende Wirkung wurde auch flr enzymatische Abbauprodukte
anderer Proteine beobachtet. Es exisitieren Berichte Uber die Auslésung von
Gushing durch andauernde proteolytische Restaktivitat von Papain im bereits
abgefilllten Bier (Helm & Richardt, 1938, Amaha & Horiuchi 1979, Horiuchi et al.,
1978). Andererseits wurde auch emulsions-destabilisierende Wirkung extrem
hydrophober Peptide, erzeugt durch partielle peptische Hydrolyse von

Molkenproteinen breichtet (Konrad et al., 2005). Auch Untersuchungen von
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Bamforth & Kanauchi (2003) an modellhaften Lésungen nativer und lysierter
Gerstenproteine zeigten komplexe, teils gegenlaufige Effekte der Proteolysezeit auf
die Schaumstabilitat von Hordeinen bzw. Albuminen. Hordeinschdaume ergaben,
abhangig vom Bitterstoffgehalt, maximale Schaumstabilitdt bei partieller
Hydrolyse. Bei Albuminen wurden héchste Schaumstabilitdten bei 0, 2 und bei
40 BU, niedrigste Schaumstabilitat um 5 BU gefunden. Zunehmende Proteolyse
gleich die extremen Unterschiede etwas aus. Eine weitere EinflussgréBe war der
Zinkgehalt. Von 0 nach 2 mg/L Zink stieg die die Schaumstabilitat bei Albumin,
Albuminlysat und bei nativem Hordein massiv an. Hier wirkte méglicherweise ein
ahnlicher Effekt, wie bei der Stabilisierung von Casein-Mizellen durch Ca%*-Ionen,
wobei in der Praxis derartige Zink-Gehalte im Bier unmdglich sind, da Zink
wahrend der Garung von der Hefe nahezu vollstédndig aufgenommen wird. Die in
der genannten Publikation durchgeflhrten Untersuchungen illustrieren die Vielfalt
der Einflisse auf die Grenzflachenstabilisierung in Bier, lieBen jedoch noch die
Wirkung z.B thermischer Einflisse oder der Maillardreaktion auBer acht. Die
Bereitschaft von Pilzproteinen zu Aggregatbildung hing offenbar dramatisch vom
pH-Wert ab (vgl. 3.3.1.3). Ein analoger Einfluss der Maische- bzw.
Wirzesauerung, bei der die pH-Werte des Bieres ebenfalls von ca. pH 4,8 auf etwa
pH 4,4 verschoben werden, auf die Proteinaggregation bzw. Blasenstabilisierung ist
daher denkbar. Mit der pH-Wert-Verschiebung geht eine Anderung von
Molekilladungen einher. Sofern durch biologische Sdauerung eine Stabilisierung
gegen Gushing erreicht werden kann, ist eine vom pH-Wert abhangige

Blasenstabilisierung als Mechanismus denkbar.

Grenzflachenfilme aus Proteinen zeichnen sich zunachst durch die relativ hohe
Dicke im Vergleich zu Detergentien aus, die durch Kompression der Oberflache
noch extrem gesteigert und verdichtet werden kann (Dickinson, 1999). Zudem
kdnnen globulare Proteine gleichsam ein viskoelastisches Netzwerk in der
Interphase ausbilden, im Gegensatz dazu neigen mizellare Protein zur Bildung von
festen Filmen ohne nennenswerte elastische Eigenschaften (Rouimi et al., 2005).
Das Netzwerk globuldarer Proteine kann durch die Auffaltung und Freilegung
hydrophober Domanen in der Interaktion mit Nachbarmolekiilen so stabilisiert
werden, dass die Adsorption eines Proteinmolekils in die Grenzflache irreversibel
sein kann (Dickinson, 1999). Die Dichte der zeitlich unveranderten Oberflache
gegen die nachtragliche Einlagerung von weiteren Proteinen konnte liber mehrere
Stunden hinweg fiir einen Grenzflachenfilm aus IgG (Wasser-Luft-Grenze) durch

Fluoreszenzmarkierung gezeigt werden (Tronin et al., 1996). Eine Desorption von
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Proteinmolekilen ist dann nur noch durch Konkurrenz mit Detergentien
wahrscheinlich. In Grenzflachenfilmen, die aus unterschiedlichen Proteinen
bestehen, kdnnen vielfdltige Effekte aus der Interaktion der Proteine entstehen.
Pungnaloni et al. (2003) konnten durch Simulationen das Verhalten einer
Mischung zweier Proteine (A und B) mit unterschiedlichen Eigenschaften in einer
Grenzflache beschreiben: Ist Protein A zur irreversiblen Aggregation mit A durch
kovalente Bricken befahigt, bildete sich ein feinmaschiges, gelartiges Netzwerk
aus A-Aggregaten aus, in dessen Poren nicht-aggregierenden Proteine B
eingelagert waren. Dagegen konnte die Bildung reversibler A-A-Wechselwirkungen
zur einer Art Phasenseparation innerhalb der Grenzflache flhren, indem sich groBe
A-Aggregate bildeten, die durch die beweglichen B-Bereiche abgegrenzt waren. Die
extremste Situation konnte durch Annahme elektrostatischer AbstoBung erreicht
werden, die eine extrem schnelle Separation der beiden Proteintypen A und B in
jeweils homogene Bereiche bewirkte. Diese durch Simulation erhaltenen Aussagen
Uber Separation von Proteinen in einer Grenzflache konnten durch Damodaran
(2004) experimentell bestdtigt werden. Dabei wurde die Separation bei der
Koadsorption fluoreszenzmarkierter Proteinmischungen (B-Casein/11S-Globulin aus
Soja; pB-Casein/as-Casein und pB-Casein/BSA) in die Wasser-Luft-Grenzflache
bestatigt. Somit gewinnt die Zusammensetzung der Proteinfraktion der Blasen in
Bier eine groBe Bedeutung fiir die Stabilitat sowohl des Schaumes als auch von
Mikroblasen oder adsorbierten Gasresten. Gleichzeitig kdnnen die vorgestellten
Mechanismen die Entstehung von Proteinaggregaten, ggf. mit Anhaftung von
Gasresten beim Zusammenbruch einer Blase, erkldren. Fur die Beteiligung der in
der vorliegenden Arbeit isolierten basischen Pilzproteine am Gushing ware eine
elektrostatische AbstoBung mit z.B. basischem LTP1500 denkbar, die zu einer
Aggregation jeweils homogener Doméanen beider Proteine in den Blasenhauten

fiuhren konnte.

Ein zusatzlicher Einfluss auf Grenzflachen wird durch Zucker bzw. Dextrine
ausgedibt. Zunachst kdnnen durch die Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den OH-Gruppen von Dextrinen und
Zuckern mit hydrophilen Gruppen an Proteinen schwache Wechselwirkungen
ausgebildet werden. Der Effekt steigt mit der Lange des Dextrinmolekils und
bewirkt eine Steigerung der Hydrophilie. Damit verbunden sind eine Verringerung
der Oberflachenaktivitdt, Anderung des HLB-Wertes (hydrophil-lipophil-balance)
und der Hydrophobizitat. Zur Interaktion mit Zuckern zahlt auch die Stabilisierung

der partiellen Auffaltung durch kovalente Bindung eines Zuckers Uber
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Maillardreaktion (Semenova et al., 1999; Antipova & Semenova, 1997). Eine
extreme Reduktion der Grenzflachenaktivitdt von 11S-Globulin aus Saubohnen
(Vicia faba) fand bereits durch 0,05 mol% Saccharose bzw. Glukose statt. Zudem
bewirken 0,05 mol% Maltodextrin eine véllige Anderung der Adsorptionskinetik der
Einlagerung des Proteins in die Grenzflache (Antipova & Semenova, 1997). Eine
Erklarung flr die Schwachung von Protein-Grenzflachenfilmen durch Zucker sieht
die Stabilisierung der Proteine durch Zucker vor, die zu einer geringeren
Grenzflachendenaturierung fihrt. Damit wird der native Zustand stabilisiert
gegeniiber dem partiell entfalteten, der hydrophobe Domanen freilegt. Hierdurch
treten auch weniger Protein-Protein-Interaktionen auf, die zur Verfestigung des
Films flihren wirden. Der Film reiBt damit leichter (McClements, 2002). Der
positive Einfluss von natlrlichen Glykosylierungen auf die Benetzbarkeit der
hydrophilen Seite eines Films aus SC3-Hydrophobin, d.h. die Erhéhung der
Grenzflachenaktivitat durch die Zucker, ist ebenfalls belegt (Wdsten & de Vocht,
2000). Auch die Wirkung von klassischen Detergentien wird durch Maltodextrine
extrem abgeschwacht, wobei gréBere Maltodextrine einen stdarkeren Einfluss
ausiben als kleine (Dextroseaquivalent DE=10 vs. DE=2) (Semenova et al.,
2003).

Die Anwesenheit von Protein und Detergens in der gleichen Grenzflache fuhrt zu
einer Konkurrenz um die Grenzflachenbelegung, wobei die Verdrangung des
Proteins ab einer Grenzkonzentration des Detergens sprunghaft zunimmt. Im
Endzustand ist die Grenzflache vollstandig mit Detergensmolekillen bedeckt. Der
reine Proteinfilm stellt eine in idealem Zustand nahezu immobile Flache dar, die
durch das Eindringen des Detergens in eine mobile, schnell diffundierende Flache
aus Protein und Detergens umgewandelt wird (Dickinson, 1999). Bei steigender
Detergenskonzentration fiihrt die Konkurrenz zwischen Protein und Detergens zu
einer Verminderung der Proteinadsorption (Miller et al., 2004). Nichtionische
Detergentien vertreiben Proteine dabei durch Nukleation und Wachstum von
Detergensdomanen bis zum Zusammenbruch des Proteinnetzwerks, gefolgt vom
Verlust der Proteine in die kontinuierliche Phase. Ionische Detergentien beginnen
ebenfalls zu nukleieren, aber bereits bei geringem Anwachsen der Domane bricht
das Proteinnetzwerk durch Einfluss elektrostatischer AbstoBung zusammen
(Gunning et al., 2004). Dabei sind wasserldsliche Emulgatoren, wie z.B.
Saccharoseester, effektiver in der Verdrangung von Proteinen aus Interphasen, als
fettlésliche Emulgatoren (Rouimi et al., 2005). In dieser Weise kdnnen auch die

von Laible & Geiger (2003) beschriebenen von Pilzen ausgeschiedenen gushing-
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vermindernden, polaren Lipide wirken. Zudem kann das Protein, neben der
Konkurrenz um die Grenzflache auch, dhnlich der oben beschriebenen Wirkung von
Zuckern, als Adsorbens fir kleine Mengen des Detergens dienen. Damit verandern
sich dann auch die kritischen Mizell- und Aggregatkonzentrationen der Systeme
(Tofani et al., 2004; Wei et al., 2003). Auch Phospholipide rufen ahnliche Effekte
wie synthetische Detergentien hervor (Mackie, 2004). Sofern zusatzlich noch
Ethanol oder Zucker anwesend sind, sind die Vorhersagen Uber das Verhalten des
Grenzflachenfilms auf dem momentanen Stand des Wissens schwierig, wenn nicht

unmaglich.

Ein letzter hier zu erlduternder, stabilisierender Einfluss auf Grenzflachen kann
durch Adsorption von geeigneten amphiphilen Partikeln erfolgen. Die Stabilisierung
durch Partikel kann besonders effektiv sein, da in manchen Fallen die zu Partikeln
aggregierten Proteine durch sterische Trennung benachbarter Blasen bessere
Grenzflachenstabilisierung erlauben (Murray & Ettelaie, 2004). Die Anordnung der
Partikeln in der Grenzflache wird wiederum durch deren elektrostatische
Wechselwirkungen bestimmt (Binks, 2002), wie bereits bei der Separation von
gleich geladenen Proteinen geschildert. Ein ahnlicher Stabilisierungseffekt kann an

Gasresten zwischen hydrophoben Partikeln auftreten.

4.11 AbschlieBende Betrachtung

Unter Beachtung der aus der Literatur zu entnehmenden Erkenntnisse lber den
Einfluss verschiedener Parameter auf die Stabilisierung von Grenzflachen und der
weithin akzeptierten Annahme, nach der zur Auslésung von Gushing stabilisierte
Mikroblasen Uber einem kritischen Durchmesser vorliegen miissen , ergibt sich

folgende Hypothese:

Die Entstehung von Gushing erfordert eine Wechselwirkung zwischen Pilz und
Pflanze wahrend der Infektion. Flir das von F. culmorum ausgeschiedene Protein
AfpA ist eine Funktion in der Morphogenese des Pilzes zu erwarten. Damit kdnnte
eine funktionelle Beziehung von AfpA zu den ebenfalls flir die Morphogenese
wichtigen Hydrophobinen bestehen, die wiederum eine Beteiligung von AfpA an
Pilz-Pflanze-Wechselwirkungen nahelegt. Aufgrund der Wechselwirkungen

zwischen Pilz und Pflanze kann zusatzlich ein selektiver Abbau hydrophober
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Proteine bei der Infektion des Korns erfolgen.

Entsprechende Veranderungen sind im fertigen Malz bzw. dem daraus
hergestellten Bier nachweisbar. Durch die Infektion von Weizen mit Fusarium spp.
wird die in der Summe meBbare Hydrophobizitat der im Malz enthaltenen Proteine
extrem vermindert. Die entstehenden Peptide kdénnen die Verminderung der
Oberflachenspannung bewirken, Uber die schon in friheren Arbeiten berichtet
wurde. Eine weitere Veranderung der funktionellen Eigenschaften dieser Stoffe
kann durch Reaktionen im BrauprozeB, z.B. durch Maillardreaktion, erfolgen. In
gushenden Weizenbieren ist kein oder kaum noch basisches LTP1500 aus Weizen
nachweisbar, das an der Stabilisierung von Grenzflachen beteiligt ist und zu
Oligomeren aggregieren kann. In Weizenmalzen mit Gushingpotential konnten
dagegen pilzliche Proteine mit einem Antikérper gegen AfpA-Protein aus
F. culmorum nachgewiesen werden. AfpA ist grenzflachenaktiv und hat einen
ahnlichen pI wie LTP1500.

Aufgrund dieser Veranderungen kénnen im Bier die folgenden Vorgange wirksam
werden: in den zu stabilisierenden Phasengrenzflachen der Mikroblasen reichern
sich neben Restmengen von LTP1500 andere amphiphile Proteine an, wie etwa
basische oberflachenaktive Proteine von F. culmorum oder auch Hydrophobine.
Diese Proteine neigen unter bestimmten Bedingungen ebenfalls, dahnlich
Hydrophobinen, zur nahezu irreversiblen Aggregation. Durch die zu LTP1500
gleichartige Ladung dieser Proteine werden diese von einander abgestoBen. Sie
aggregieren in inselartigen, homogenen Bereichen der Blasenhaut, die mangels
fester Vernetzung eine Schwachung der Blasenhaut bewirken. Nach
Literaturangaben kann die Blasenhaut zusatzlich durch die Einlagerung kleiner
hydrophober Peptide geschwdcht werden. Solche Peptide entstehen z.B. durch
proteolytische Aktivitat der Pilze bei der Infektion des Korns. Diese so veranderte
Blasenhaut ist noch hinreichend stabil, um das Uberleben der Blase unter Druck zu
ermdglichen. Beim Druckabfall durch das Offnen der Flasche gibt diese labile
Blasenhaut jedoch nach und die Blase kann durch CO;-Aufnahme aus der
Umgebung weitgehend ungehindert anwachsen. Beim Anwachsen der Blase nach
der Druckentlastung setzt die so veranderte Blasenhaut dem Wachstum der Blase
keinen nennenswerten Widerstand entgegen. Fragmente der geplatzten
Blasenhaut exponieren die hydrophobe, gasbelegte Innenseite zusatzlich zur
wassrigen Umgebung. Hierdurch entstehen in groBer Zahl hydrophobe

Kondensationspunkte flir die weitere Entbindung von CO; mit der Bildung von
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Blasen, die durch keine vernetzte, geschlossene Proteinhaut stabilisiert sind und
daher ebenfalls ungehindert wachsen und aufsteigen kdnnen. Das ungehinderte

Anwachsen wird durch den Mangel an amphiphilen Proteinen unterstlizt. Das Bier

schaumt uber.
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6 Zusammenfassung - Summary

Zusammenfassung

Als "Gushing" oder "Wildwerden von Bieren" bezeichnet man das mehr oder
weniger heftige Uberschdumen von Flaschenbieren nach sachgemaBer Offnung.
Zwei grundsatzlich verschiedene Gruppen von Faktoren werden als Ausldser
diskutiert. Partikel, wie Calciumoxalat oder Feingur, zu hoher CO,-Gehalt oder
Nachgarung in der Flasche werden als ursachlich fir das sog. technologisch
bedingte oder sekundare Gushing angesehen. Das primare oder malzverursachte
Gushing wird dagegen mit einem durch Schimmelpilzbefall qualitativ verdanderten
Malz in Verbindung gebracht. Trotz intensiver Forschung war Uber den
Zusammenhang zwischen dem Befall des Braugetreides mit Schimmelpilzen und
dem Auftreten von primarem Gushing immer noch sehr wenig bekannt. In jlingster
Zeit wurden neue Hypothesen zur chemischen Natur und zum Ursprung der
Ausléser des primaren Gushings formuliert, bei denen zwei erst kirzlich
beschriebene Klassen von Proteinen, die pilzspezifischen Hydrophobine und die
pflanzentypischen non-specific lipid transfer proteins (ns-LTPs) im Vordergrund

stehen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zur Bildung von
oberflachenaktiven  Proteinen  durch  F. culmorum und F. graminearum
durchgefiihrt. Beide Arten waren fahig, oberflachenaktive Proteine zu bilden und
gaben diese ins Medium ab. Durch Kontakt mit dem Medium konnten PTFE oder
Parafilm stabil benetzbar gemacht werden. Starke und Zeitpunkt der Ausscheidung
oberflachenaktiver Proteine waren abhangig von Art, Isolat und Medium. Im
Extremfall wurde der Benetzungseffekt wieder vollstandig abgebaut. Diese
Variabilitét kann erklaren, warum nicht jeder Befall von Braugetreide mit Fusarien
in gleichem MaBe zu Gushing fihrt. Durch Zusatz von Detergentien
unterschiedlicher Typen zum Bier wurde gezeigt, dass Gushing nicht durch
erniedrigte Oberflachenspannung ausgelost wird, sondern niedrige

Oberflachenspannung gegebenenfalls eine Begleiterscheinung ist.

Die aus F. culmorum isolierten oberflachenaktiven Proteine zeigten Eigenschaften,
die auch von Hydrophobinen erwartet werden, ohne jedoch zu bekannten
Hydrophobin-Klassen homolog zu sein. Die Ahnlichkeiten lagen in der Bereitschaft

zur Bildung stabiler Aggregate, dem Loéslichkeitsverhalten der Aggregate, der
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elektrophoretischen Mobilitat und teilweise dem sauren isoelektrischen Punkt.
Datenbankvergleiche von Teilen der Aminosauresequenzen ergaben Homologien zu
Proteinen, die im Genom von F. graminearum als hypothetische Proteine annotiert
sind. Die Homologie zwischen Afpa und PhiA aus E. nidulans legt eine Rolle von
AfpA in der Morphogenese nahe. Die oberflachenaktiven Proteine aus F. cu/morum
wiesen isoelektrische Punkte um pH 3,4 und nahe pH9 auf, die von
F. graminearum ebenfalls vorwiegend nahe pH 9. Zwei der aus F. culmorum
isolierten Proteine (14 kDa und AfpA) verstarkten in Konzentrationen um 1 ppm
bestehendes Gushing. Die Verstarkung des Gushings war hdéher nach einer der
Wirzekochung ahnlichen Vorbehandlung der Proteine. Gegen die nativen Proteine
wurden polyklonale Antiseren in Kaninchen hergestellt. Die vom AfpA-Antiserum
erkannten Epitope wiesen hohe thermische Stabilitdt auf. Die Antiseren reagierten
auch mit den Maillardprodukten der Proteine. AfpA-Protein konnte Uber Western
Blots bei beiden untersuchten Fusarium-Arten festgestellt werden. Es wurde
dartiber hinaus in infiziertem Malz mit hohem Gushing-Potential gefunden. Die
Proteine aus F. culmorum und F. graminearum zeigten eine hohe Aktivitdt in
Messungen der Oberflachenspannung. Die Oberflachenhydrophobizitat der Proteine
wurde durch Erhitzung teilweise positiv beeinfluBt und zeigte darliber hinaus eine

Abhdngigkeit vom pH-Wert.

Die Wirkung des Wachstums von F. culmorum und F. graminearum bei der
Mélzung von Weizen  wurde ebenfalls  durch die Messung der
Oberflachenhydrophobizitat der in den Malzen enthaltenen Proteine untersucht.
Durch die Infektion mit  gushing-relevanten Fusarien wurde  die
Oberflachenhydrophobizitat massiv verringert. Die Verringerung war mit dem

Uberschdumvolumen im Gushingtest korreliert.

Es wurden Brauversuche mit transgenen Klonen von S. cerevisiae durchgeflhrt,
die wahrend der Garung die Produktion eines oberflachenaktiven Proteins aus
Weizen (LTP1500) und zweier Hydrophobine aus F. culmorum ermdglichten.
LTP1500 erzeugte wie erwartet kein Gushing. Durch das so produzierte Klasse II-
Hydrophobin FcHyd5p aus F. culmorum konnte Gushing ausgeldst werden, nicht
jedoch durch das Klasse I-Hydrophobin FcHyd3p. Dieses Ergebnis belegt einen
Einfluss oberflachenaktiver pilzlicher Proteine auf Gushing, wobei offensichtlich
nicht die extremen Eigenschaften von Klasse I-Hydrophobinen ausschlaggebend
sind. Weiterhin eréffnen diese transgenen Hefen neue Mdglichkeiten in der

Gushing-Forschung, da nun aus einer Wilrze gushendes und stabiles Bier
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hergestellt werden kénnen.

Summary

The more or less tempestuous foaming-over of bottled beer after appropriate
opening of the bottle is called 'gushing'. Two distinct groups of factors are
discussed as triggers. Particles like crystals of calcium oxalate or fine
diatomaceous earth, excessive CO, content or unintended secondary fermentation
of the bottled beer based on a too high residual extract are recognised as sources
of secondary, or technological, gushing. Primary or malt-related gushing is caused
by a malt qualitatively altered by fungal infection of the cereal grain. In spite of
extensive research little is known as yet about the interrelation of mould
infestation and primary gushing. Recently new hypotheses have been suggested
on the chemical nature and origin of causal agents of primary gushing, focussing
on fungal hydrophobins and non-specific lipid transfer proteins (ns-LTPs) found in

cereals.

In the study presented here, research was conducted on surface-active proteins
produced by F. culmorum and F. graminearum. Both species were found to be
able to produce such proteins and to secrete them into the culture medium. PTFE
or Parafilm can be made wettable by contact with the culture medium. Intensity
and moment of secretion of the surfactant proteins depended on species, strain
and medium. In extremo the wetting effect was annulled within the time of
culturing. This variability might explain why not every infection with Fusaria leads
to primary gushing. The addition of various types of detergents proved that the
mere reduction of surface tension does not cause gushing, but is, if occurring, a

concomitant phenomenon.

The proteins isolated from cultures of F. culmorum displayed properties which
were in part similar to those of hydrophobins. The similarities concerned the ability
to form stable aggregates, the solubility of such aggregates, the electrophoretical
mobility and in part, the acidic isoelectric point. Investigation done in genome
databases using parts of the amino acid sequences of these proteins revealed
homologies to proteins of F. graminearum. So far however, these genes have only
been annotated as hypothetical proteins, their function and structure remaining

unknown. Homology between AfpA and PhiA of E. nidulans suggests a role of AfpA
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in morphogenesis. The surfactant proteins of F. culmorum displayed isoelectric
points at pH 3.4 and close to pH 9, those of F. graminearum mostly close to pH 9.
Two of the proteins isolated from cultures of F. culmorum (14 kDa and AfpA)
intensified existing gushing at concentrations of 1 ppm. The intensification was
even higher after preliminary treatment of the proteins close to the brewing
process, which was suitable to cause Maillard reaction. The epitopes of the proteins
recognised by AfpA-antiserum were found to be heat stable. Polyclonal antisera
were raised against these two proteins in rabbits. These antisera proved also
reactive against Maillard products of the proteins. One of the proteins (AfpA) could
be found in the two species by means of western blot technique. This protein was
also found in infected malt with a high gushing propensity. The proteins of
F. culmorum and F. graminearum showed a significant reduction of surface
tension. The surface hydrophobicity of these proteins was in part positively
influenced by heat treatment and depended on their pH value. Infection of
germinating wheat with F. culmorum and F. graminearum caused a strong
reduction of surface hydrophobicity of the proteins contained in the resulting
malts. The reduction of surface hydrophobicity was correlated to the gushing

propensity of the malt.

Brewing experiments were conducted to produce potential gushing factors in situ
during fermentation. This was achieved by fermentation with transgenic yeasts
containing plasmids which encode for the genes of two hydrophobins of
F. culmorum and of wheat Ilipid transfer protein (LTP1500), respectively.
Expression of these genes was under control of constitutive TPI promotor. The
resulting beers were bottled and examined for the occurrence of gushing. Gushing
was found to be induced by the class II hydrophobin FcHyd5p of F. culmorum, but
not by LTP1500 and class I-hydrophobin FcHyd3p. This suggests a participation of
surface active fungal proteins in gushing without the need of the extreme
properties of class I hydrophobins. Furthermore, these transgenic yeasts offer new
possibilities in gushing research, enabling production of gushing and non-gushing

beers from identical wort.
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