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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
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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
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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-

> ! >
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



Einleitung

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
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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 %)



Material und Methoden 31

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



Material und Methoden 40

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.



Material und Methoden 48

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-Abs