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Schlufibericht zum Forschungsvorhaben

1. Forschungsthema

Proteinase A und Schaumstabilitit — Biochemische Untersuchungen der Wechselwirkungen
von Proteinase A aus Saccharomyces cerevisiae und schaumaktiven Lipidtransferprotein

(L.TP1).

2. Einleitung

Ein sehr wichtiges Qualitidtskriterium in der Brauindustrie ist die Qualitit des Bierschaums.
Das Schaumpotential von Bier wird wahrend des Milz- und Brauprozesses definiert und
durch zahlreiche positive und negative Faktoren beeinflulit. Fette, langkettige Alkohole,
Aminoséiuren und bspw. Proteinasen zdhlen zu den schaumschédigenden Bierkomponenten.
Zu den schaumfdrdernden Verbindungen z#hlen w.a. Bittersubstanzen aus Hopfen,
Polysaccharide (Glukane), Melanoidine und Proteine. Aus Gerste stammende schaumpositive
Proteine sind neben Hordein- und | Glutelinfragmente das Protein Z und das
Lipidtransferprotein (L'TP1). Protein Z, ein 40 kDa grofies Protein, und LTP1, ein 10 kDa
groBes Protein, sind die Hauptproteinkomponenten im Bier. Im Verlauf des Milz- und
Brauprozesses werden Protein Z und LTPI! aufgrund von Denaturation, Proteolyse und
Glykosylierung durch Maillardreaktionen signifikant modifiziert. Denaturiertes L'TP1 ist im
Schaum angereichert und spielt eine zentrale Rolle bei der Schaumbildung, Friihere
Ergebnisse (AiF — Forschungsvorhaben 11387N) zeigten, dafl das im Bier vorkommende
LTP1 durch Proteinase A abgebaut werden kann. Die Thematik dieses Projektes umfalite die
biochemische Untersuchung von Eigenschaften und Wechselwirkung des schaumpositiven

Lipidtransferproteins aus der Gerste und der schaumnegativen Hefeproteinase A.

3. Zusammenfassung

Mit der Identifikation von endogenem LTP] in Bier als Substrat fiir Proteinase A konnte die
Wechselwirkung zwischen einer schaumnegativen Proteinase und einem schaumpositiven
Protein eindeutig nachgewiesen werden, Weiterhin konnte gezeigt werden, dall der
Proteinaseabbau eines in E. coli exprimierten rekombinanten (His), — LTP1 — Fusionsproteins
durch den Affinitdtsstag (Histag), tiber den die chromatographische Reinigung des Proteins

erfolgt, behindert wird. Hs wurde ein neues Proteinexpressions- und Reinigungssystem



etabliert, um eine hohere Ausbeute an rekombinanten LTP1 zu erzielen, Fiir dieses
rekombinante LTP1 konnte im Gegensatz zum rekombinanten (His) - LTP1 — Fusionsprotein
ein Abbau durch Proteinase A nachgewiesen werden. Parallel wurde erfolgreich ein
~ immunoaffinititschromatographisches Reinigungsverfahren flir LTP1 entwickelt, mit dem
LTP1 direkt aus Bier gewonnen wurde. Mit einer geeigneten Reverse - Phase - HPLC -
Methode wurden LTP1 - haltige Proteinpriparate aus Gerste und Bier hinsichtlich ihres
Verhaltens gegeniiber Protcinase A untersucht. Dabei zeigte sich, dafi natives LTP! in
Proteinpriparaten aus Gerste vollstindig resistent gegenliber Proteinase A ist, hingegen L'TP!
in Proteinpriparaten aus Bier abgebaut wird, Dieses Ergebnis wurde durch SDS - Gel - und
Westernblotanalysen bestétigt und fithrt zu der Annahme, dall LTP1 aus der Gerste wihrend
des Milz- und Brauprozesses zu einer proteinasesensitiven Form modifiziert wird. Aus dem
Ergebnis 148t sich schlufolgern, dafl in der Aminosiuresequenz von LTP1 mindestens eine

potentielle Spaltsequenz fiir Proteinase A vorhanden ist.

4. Forschungsergebnisse
4.1. Abbau von LTP1 in Bier durch Proteinase A

In vorangegangenen Arbeiten konnte der Abbau von LTP1 in Bier durch Proteinase A gezeigt
werden (AiF Forschungsprojekt 11387N). Erste Versuche dieses Forschungsprojektes sollten

diesen spezifischen Abbau von LTP1 bestétigen.

Pasteurisierte Bierproben wurden mit verschiedenen Konzentrationen Proteinase A inkubiert
und die Probén parallel mit Hilfe von SDS - Gelelektrophorese und mit Antikdrpern im
Westernblot analysiert. In Abb. 1A sind in der proteinaseunbehandelten Probe zwei deutliche
Banden mit einem Molekulargewicht von ca. 40 und 10 kDa zu erkennen (Abb. 1A, Bahn 1).
Die 40 kDa Bande kann dem Protein 7 zugeordnet werden, die 10 kDa Bande dem LTP1.
Durch Westernblotanalyse mit anti - LTP1 - Antikérpern konnte bestétigt werden, dal es sich
bei der 10 kDa groflen Bande um LTP1 handelt (Abb. 1B, Bahn 5). Nach Inkubation mit
Proteinase A konnte sowohl im SDS - Gel als auch im Westernblot die I.TP1 spezifische
Bande nicht detektiert werden (Abb. 1A, Bahn 2 und 3, Abb, 1B, Bahn 6 und 7). Mogliche
Abbauprodukte konnten mit dem verwendeten SDS - Gelgystem und mittels Westernblot
nicht nachgewiesen werden. Wiederholte Versuche belegen eindeutig, dali LTP1 spezifisch

durch Proteinase A abgebaut wird.
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Abb. 1. (A) Bierproben nach Inkubation mit Proteinase A im SDS - Gel
(Commassiefdrbung). Bahn 1 — Probe ohne Proteinase A, Bahn 2 und 3 — nach Inkubation mit
4,9 pg/ml und 9.8 pg/ml Proteinase A (5 Tage bei RT). St — Polypeptidstandard + BSA., (B)
Westernblotanalyse der selben Proben mit polyklonalen anti - LTP1 - Antikérpern, Bahn 5:
Probe ohne Proteinase A. Bahn 6 und 7 - nach Inkubation mit 4,9 pg/ml und 9,8 pg/ml
Proteinase A. Bahn 4 — LTP1-Standard gereinigt aus Gerste

4.2. Reinigung von rekombinantem (His); - LTP1 — Fusionsprotein

Vorversuche ergaben. daf ein rekombinantes (His)s - LTP1 - Fusionsprotein aus £. coli im
Gegensatz zum endogenen LTP! in Bier nicht durch Proteinase A abgebaut wird (AiF -
Forschungsprojekt 11387N). Die differentielle Sensitivitit der beiden Proteine kann
verschiedene Ursachen haben. Einerseits kann endogenes LTP! in Bier so modifiziert
vorliegen, daf} die Proteinase A - Spalisequenz im Gegensatz zum rekombinanten Protein fur
das Enzym zuginglich ist. In Frage kommen dafiir unterschiedliche posttranslationale
Modifikationen oder Proteinfaltungen in Gerste oder £ c¢oli. Die Primir- bzw.
Sekundérstruktur des endogenen LTP1 kénnte auch durch chemische Modifizierungen bzw.
thermische Prozesse wihrend des Milz- und Brauprozesses verdindert werden. Andererseits
kann die Behinderung des Abbaus durch die zusitzlich eingefiihrten Aminosduren am N-

Terminus des rekombinanten Proteins hervorgerufen werden,

Das in E. coli exprimierte Fusionsprotein wird tiber den (His)s - Rest (Histag), der spezifisch
an eine Ni - NTA - Matrix bindet, affinitétschromatographisch gereinigt (Aufbau des
Fusionsproteins siehe Abb. 2). Mit Hilfe einer Enterokinase (Peptidase) kann der Histag
enzymatisch vom Fusionsprotein abgetrennt werden. Es wurden verschiedene Enterokinasen

getestet. Ein Enzympréparat enthielt zusétzliche Proteinaseaktivititen, die zu einem Abbay



des gesamten Fusionsproteins fihrten. Trotz zahlreicher Optimierungsversuche bei
verschiedenen Reaktionsbedingungen (Puffer, pH) war es nicht méglich, LTP1 ohne Histag in
ausreichender Menge filr weiterfithrende Versuche zu gewinnen. Verluste traten sowohl beim
affinitédtschromatographischen ReinigungsprozeB als auch beim Umpuffern fiir die

Abspaltung des Affinitétstag auf.

Enterokinasespaltsequenz

\

Abb. 2: Aufbau rekombinantes (His)e - LTP1 - Fusionsprotein. Affinititschromatographische
Reinigung des exprimierten Proteins erfolgt {iber N-terminalen Histag, der mittels
Enterokinase abgespalten werden kann.

Aus den dargestellten Ergebnissen ergab sich die Notwendigkeit, eine geeignete Methode zur
Reinigung von LTP1 in ausreichenden Mengen zu etablieren. Als alternative Moglichkeiten
wurde ein Proteinreinigungssystem ohne zusitzlichen Peptidaseschritt sowie die direkte

affinititschromatographische Reinigung von LTP1 aus Bier muttels Antikdrpern getestet,

4.3. Reinigung von rekombinantem LTP1 iiber selbst abspalitbaren Affinitiitstag
Das IMPACT ™ (Intein Mediated Purification with an Affinity Chitin - Binding Tag) nutzt

die induzierbare Spleiflaktivitit eines Proteinspleifielements (Intein), um das Zielprotein vom
Affinititdtstag zu separieren. Der Aufbau des in E. coli exprimierten Fusionsproteins ist in
Abb. 3 dargestellt. Die Chitinbindungsdoméne (CBD) ermdglicht durch Bindung an eine
Chitinsdule die Affinititsreinigung des Fusionsproteins. In der Gegenwart von
Thiolverbindungen unterliegt das Intein einem spezifischen Spleifiprozefl, infolge dessen
LTP1 vom chitingebundenen Intein - CBD - Tag freigesetzt wird. Der Vorteil gegeniiber dem
zuvor verwendeten Expressionsystem: Die Reinigung des Proteins ist in einem Schritt ohne
Verwendung einer Peptidase mdglich. Durch die spezifische, Chitin - vermittelte, affinitits-
chromatographische Reinigung wird LTP1 in hoher Reinheit gewonnen. Nach zahlreichen
Versuchen zur Optimierung der Proteinexpression und des Reinigungsprozesses
(Zellkulturbedingungen, Induktionsbedingungen filr die Expression, Zellyse, Induktions-

bedingungen flir den Proteinspleifiprozely) wurde eine maximale Ausbeute von 125 pg Protein



aus 100 ml Ndhrmedium erzielt. Geringe Proteinexpressionen und Verluste, z.B. wihrend der
Lagerung der Zellpellets bei —20 °C, fihrten im Durchschnitt zu geringeren Ausbeuten von
~ 50 pg/ 100 ml,

Intein CBD C

Abb. 3. Aufbau rekombinantes Intein - LTP1 ~ Fusionsprotein. Affinititschromatographische
Reinigung des exprimierten Proteins erfolgt {iber C-terminale Chitinbindungsdoméne (CBD),
die {iber einen induzierten, inteinvermittelten Proteinspleifiprozell abgetrennt werden kann.

Das gereinigte Protein wurde konzentriert und fiir die Proteinase A - Behandlung in
Citratpufter (pH 4.6) aufgenommen. Nach Inkubation mit Proteinase A wurden die Proben im
SDS - Gel analysiert (Abb. 4). In der proteinasebehandelten Probe ist im Vergleich zur
. unbehandelten Probe keine Bande im Groflenbereich von 10 kDa zu erkennen (Abb. 4, Bahn
1 und 2). Dieses Ergebnis belegt einerseits den Abbau des rekombinanten LTP1 durch
Proteinase A, andererseits bestétigt es dic Annahme, dafl der Abbau des rekombinanten

Histag - L'TP1 - Fusionsproteins durch den Histag behindert wurde,

12(?2_ Abb. 4. Rekombinantes LTP1 pach
Inkubation mit Proteinase A im SDS - Gel
(Coomassiefiirbung). Bahn 1 — Probe ohne
Proteinase A; Bahn 2 - Probe nach
14.4 - [nkubation mit Proteinase A; Bahn 3 —
6.5~ LTP1-Standard.
Bahn St 1 2 3

Anhand der Ergebnisse war keine Aussage méglich, ob die differentielle Proteinase A -
Sensitivitdt durch  Unterschiede der Strukturausbildung von endogenem LTPI]
(Modifizierungen in der Gerste und wihrend des Milz- und Brauprozesses) und
rekombinanten LTP1 (Modifizierungen in E. coli) hervorgerufen wird. Rekombinantes LTP]
und endogenes LTP1 in Bier sind hinsichtlich ihrer Aminosiuresequenz identisch. Die in E.
coli ausgebildeten Sekundir- und Tertidrstrukturen des rekombinanten Proteins kénnen sich
von denen in Gerste ausgebildeten des endogenen LTP1 unterscheiden und somit einen

Einflul} auf den Abbau des rekombinanten LTP1 durch Proteinase A haben. Die beobachtete



Sensitivitidt des endogenen LTP1 in Bier gegeniiber Proteinase A kann durch chemische
Modifizierungen wihrend des Milz- und Brauprozesses erhdht bzw. hervorgerufen werden,
Zur Klarung der Fragestellung, ob eine proteinasesensitive LTP1 - Form erst wihrend des
Milz- und Brauprozesses entsteht, wurde der Abbau von endogenem LTP1 aus Gerste durch
Proteinase A untersucht. Filr die direkte Reinigung der fiir die Untersuchungen erforderlichen
groBeren Mengen LTP1 aus Bier und Gerste wurde im folgenden Projektabschnitt die

Immunoaffinititschromatographie etabliert.

4.4. Direkte Reinigung von LTP1 aus Bier mittels Immunoaffinitiitschromatographie

Fiir die Herstellung einer immunoaffinitdtschromatographischen Sdule wurden pblyklonale
Kaninchen - anti - LTP1 - Antiktrper (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. E.
Evans, Adelaide, Australien) an CNBr aktivierte Sepharose gekoppelt. Zur
Probenvorbereitung wurde Bier entgast, gefiltert und der pH fiir eine optimale Bindung von
LTP1 an die Antikorper auf 7 — 7.5 eingestellt. In Abbildung 5 sind die gewonnenen
Gesamtproteinmengen in Abhdngigkeit der Volumina eingesetzten Bieres dargestellt. Es ist
eine lineare Abhingigkeit zu beobachten. Die maximale Kapazitit der Siule konnte nicht
ermittelt werden. Die Proteinausbeute betrug durchschnittlich 60 pg Protein aus 10(_) ml Bier.
In Tabelle 1 sind die Ausbeuten aller LTP1 - Reinigungsverfahren dargestellt, unter der
Annahme, daB} die jeweils ermittelte Gesamtproteinmenge der gereinigten LTP1 - Menge

entspricht.

Tabelle 1: Vergleich von Proteinausbeuten verschiedener LTP1 - Reinigungsverfahren

Proteinausbeuten
Histag — Reinigungssystem Intein — Reinigungssystem Immunoaffinitits-
[ ' frekomb chromatographie
(His); — LTI ~ Fusionsprotein/ rekombinantes LTP1/ ,
Nahrmedium ] Nahrmedium}] [endogenes LTP1/ Bier]
=70 ng/ 100 ml =50 pg/ 100 ml ~ 60 pg/ 100 ml

Das immunoaffinitdtschromatographisch gewonnene L.TP1 erwies sich bei 4 °C und 20 °C
als bedingt lagerfihig und wurde vorrangig fiir HPLC - Versuche eingesetzt. Nach dem 18.
Versuch war ein Zusetzen der Sdule durch Bierinhaltsstoffe zu beobachten, was zu einer

deutlichen Abnahme der Proteinausbeute flihrte. Da eine Regeneration der Sdule nicht



mdoglich war und Kaninchen - Antik6rper nicht in ausreichender Menge fiir die Herstellung
einer neuen S#ule zur Verfligung standen, wurde flir weitere Untersuchungen eine neue Séule
mit Schaf - anti - LTP1 - Antikorper (zur Verfiigung gestellt von Dr. E. Evans) hergestellt.
Zur Optimierung der Probenvorbereitung wurden Proteinpriparate aus Bier mittels
fraktionierter Ammoniumsulfatfillung und anschlieffender Dialyse gewonnen. Trotz einer
mittleren Kopplungseffizienz von ca. 50 % der Schaf - Antikérper an die Sepharosematrix,
konnte mit der neuen Séule kein LTP! gereinigt werden.

Die beschriebene immunoaffinititschromatographische Methode unter Verwendung von
Kaninchen — Antikdrpern ist fiir eine relativ schnelle und einfache Reinigung von LTP1 aus
Proben wie Bier, Wiirze oder Gerste mit gleichbleibenden zufriedenstellenden Ausbeuten

geeignet,

600
500
400

300

200

Gesamtprotein [pg]

100

0 200 400 600 800 1000 1200

Volumen eingesetztes Bier [ml]

Abb. 5: Ausbeuten fiir immunoaffinititschromatographische von LTPl aus Bier in
Abhéngigkeit vom eingesetzten Volumen. Siulenmaterial: CNBr aktivierte Sepharose mit
gekoppelten Kaninchen — anti - LTPl - Antikérpern, Weifle Punkie — Mefiwerte wurden
nicht zur Berechnung des Bestimmungsmall herangezogen.



4.5. Reverse Phase HPL.C (RP-HPL.C)

In Vorversuchen wurden verschiedene S#ulen (C4 und C18) sowie verschiedene
Elutionssysteme (Acetonitril/Wasser; Methanol/Wasser) getestet. Die unten beschriebenen
Versuche wurde mit einem Dionex HPLC - System und einer Nucleosil 300-5 C4 MPN Saule
(250 mm x 4 mm, Macherey und Nagel) durchgefiihrt. Als Eluenten wurden Methanol und
Wasser (Gradient grad, Roth) mit 0,1% TFA verwendet, die Detektion erfolgte bei 220 und
280 nm.

Modifizierung von L'TP withrend des Mélz- und Brauprozesses

Proteinpriparate aus Bier und Gerste wurden mittels fraktionierter Ammoniumsulfatfillung
gewonnen, um die mégliche Transformation von LTP1 aus Gerste in eine proteinasesensitive
Form wihrend des Milz- und 'Brauprozesses zu untersuchen. Die Auftrennung der
Probengemische erfolgte iber RP - HPLC, um verschiedene LTP1 - Formen unterscheiden zu

kénnen und eventuelle Proteinaseabbauprodukte zu detektieren.

'L'TP1 enthaltende Proteinpriparate aus Bier zeigten nach der Trennung einen breiten Peak
von Ry= 21 bis 29 min (Abb. 6A). Drei Fraktionen des Peaks, B22, B24 und B26 wurden am
Rotationsverdampfer eingeengt und mittels SDS ~ Gel und Westernblot hinsichtlich des
Vorhandenseins von L'TP1 untersucht. Eine deutliche Bande des 10 kDa grofien Proteins ist in
allen Fraktionen zu detektieren (Abb. 6B). In Fraktion 26 ist eine weitere Bande fiir das 40
kDa Protein erkennbar. Mitiels Immnunodetektion konnte in allen Fraktionen LTP1
nachgewiesen werden (Abb. 6C). Das Signal im Chromatogramm fiir LTP1 aus Bier ist ein
breiter Peak der vermutlich aus verschiedenen LTP1 - Formen gebildet wird, die durch
verschiedene Modifikationen wihrend des Milz- und Brauprozesses generiert werden kdnnen

(Jegou et al, 2001).
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Abb. 6: {A) Chromatogramm fir die semipréparative RP — HPLC - Trennung eines {iber
Ammoniumsulfatfillung gewonnenen Proteinpriparats aus Bier. Detektion erfolgte bei 280
nm. Flufrate - 0,8 ml/min. Punktlinie — Wasser/Methanol Gradient. (B) SDS - Gel der
gewonnenen Fraktionen B22, B24 und B26. (C) Westernblotanalyse der selben Proben mit
polyklonalen Kaninchen - anti - LTP1 - Antikérpern. MW-St: Polypeptidmarker. LTP1-St:
L'TP1 - Standard gereinigt aus Gerste.



Die Auftrennung der LTP1 enthaltenden Proteinpriparate aus Gerste zeigt einen breiten
Elutionspeak von Re= 19 bis 22 min und distinkte Einzelpeaks bei Rt= 22,5; 25; 26 und 26,5
(Abb. 7A). In den Fraktionen G20 und G21 konnte miitels Westernblotanalyse (Abb. 7B)
L'TP1 bestimmt werden.

Das differenzierte Trennverhalten der beiden Proteinpréparate aus Bier und Gerste in der RP -
HPLC ist auf unterschiedliche Modifikationen und damit verbundene verdnderte chemische
Eigenschaften der Hauptkomponente der Préparate, dem LTP1, zuriick zu fithren. Flir LTP1
sind verschiedene Modifizierungen sowohl der Primér-, als auch der Sekundidr- und
Tertidrstruktur diskutiert worden (Jegou et al., 2000; Bech et al., 1995). Hervorgerufen
konnen diese durch partielle oder vollstindige Denaturierung bzw. Neuordnung von
Disulfidbriicken, durch Hydrolyse sowie Glykosylierungen werden. Durch Verdnderungen
der Proteinstruktur konnen bestimmte chemische Reaktionen wihrend des Milz- und
Brauprozesses beglinstigt werden (z.B. Anlagerung verschiedener Zucker). So sind Lysinreste
im denaturierten Proteinmolekiil auBen plaziert und kdnnen dort leicht mit reduzierenden
Zuckercarbonylgruppen in Reaktion treten. Die bei hohen Temperaturen wihrend der Milz-
und Brauprozesse stattfindende  Glykosylierung (Maillardreaktion) unterschiedlich
denaturierter LTPI ergibt eine Mixtur verschiedener LTP1 — Formen. Diese Maillardprodukte

verstiirken nach Lusk et al. (1995) die positiven Schaumeigenschaften von Bierproteinen.

A B

G20 G21 G22 G23 G24 G25 G26

Abb. 7: (A) Chromatogramm flir die semipréparative RP — HPLC - Trennung eines {iber
Ammoniumsulfatfillung gewonnenen Proteinpréparats aus Gerste. Detektion erfolgte bei
280 nm. Flufirate - 0,8 ml/min. Punktlinie: Wasser/Methanol Gradient. (B)
Westernblotanalyse der gewonnenen Fraktionen mit polyklonalen Kaninchen - anti - LTP1 -
Antik&rpern.
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Abbau des rekombinanten LTP1 aus Bier durch Proteinase A und Resistenz des

endogenen L'TP1 aus Gerste

LTP1 enthaltende Proteinpréparate aus Gerste und Bier wurden mit Proteinase A (4.9 pg/ml)
inkubiert und im SDS - Gel analysiert. Im Ergebnis fand sich, dafl LTP1 aus Bier durch
Proteinase A abgebaut und I.TP] aus Gerste nicht abgebaut wird (Abb, 8A, Bahn 1b und 2b).
Das Ergebnis wurde im Westernblot bestéitigt (nicht gezeigt). Der Proteinaseabbau LTP1 -
haltiger Proteinpréiparate aus Bier zeigte sich im HPLC - Chromatogramm (Abb. 8B) als
abnehmende Peakfldche von P3 und P4. Gleichzeitig ist eine Zunahme der Peakfldchen von
P! und P2 zu beobachten. Die Peaks P3 und P4 kdénnen aufgrund fritherer Untersuchungen
(Abb. 6A) als LTP1 -haltig charakterisiert werden. Das es sich bei den Peaks P1 und P2
ebenfalls um Proteihe/ Peptide handelt belegen die 3D - Bilder des Dioden - Array - Detektors
(Ergebnisse nicht dargestellt). Eine weitere Differenzierung oder Charakterisierung ist auf
dieser Basis nicht méglich, da sich flir alle Proteine im Dioden - Arfay - Detektor das gleiche
Spektrum ergibt. Mégliche Abbauprodukte konnten im SDS — Gel bzw., Westernblot nicht

nachgewiesen werden.

Im Gegensatz zu den FErgebnissen flir Proteinpréiparate aus Bier (Abb. 8B) war fiir
Proteinpréiparate aus Gerste keine Ab- oder Zunahme von Peakflichen im Chromatogramm
zU beobachten (Abb. 8C).
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Abb. 8: (A) SDS ~ Gel fiir Proteinpriparate, gewonnen iber Ammoniumsulfatfiflung aus

Bier (Bahn 1) und Gerste (Bahn 2) vor (Bahnen a) und nach Inkubation mit Proteinase A
(Bahnen b)., Bahn 3: Polypeptidmarker. (B+C) RP - HPLC - Chromatogramm eines

Proteinpriparats aus Bier (B) und aus Gerste (C) mit (Strich-Punkt-Linie) und ohne (schwarze
Linie) Proteinase A - Behandlung. Detektion erfolgte bei 280 nm (B) bzw. 220 nm (C).
Flufirate — 0,8 ml/min. Punkilinie — Wasser/Methanol Gradient.
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5. SchlubBifolgerung und Diskussion

Ziel des Projektes war die detaillierte Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen der
schaumnegativen Proteinase A und dem schaumpositiven LTP1. Im Rahmen diese Projektes
konnte erstrmals gezeigt werden, dal LTPI in Bier spezifisch durch Proteinase A abgebaut

wird.

Durch wiederholte Versuche und durch verschiedene Nachweise (SDS - Gel, Westernblot,
RP - HPLC) wurde der spezifische Abbau von LTP1 in Bier durch Proteinase A belegt.
Gleichzeitig wurde gezeigt, dall endogenes LTP1 aus Gerste resistent gegentiber Proteinase A
ist. Daraus wurde geschiufifolgert, dall erst wihrend des Milz- und Brauprozesses, bspw.

durch Glykosylierungen, eine proteinasesensitive Form von LTP1 generiert wird.

Dem wihrend des Milz- und Brauprozesses glykosylierten LTP1 wird im Gegensatz zum
nativen Gerstenprotein eine schaumverstirkende Rolle zugeschrieben (Lusk et al., 1995).
Andererseits kann die Glykosylierung von LTP1 auch die Ursache fiir die verinderte
Sensitivitdt gegeniiber sauren Proteinasen wie Proteinase A (eigene Ergebnisse) und Pepsin
(Lindorff-Larsen et al., 2001) sowie gegentiber einer Endoproteinase (Davy et al., 1999) sein.
Diese Annahme steht jedoch im Widerspruch zu Jegou et al. (2000), die die Glykosylierung
von LTPI flir die Resistenz des Proteins gegeniiber proteolytischen Enzymaktivitéiten

wiéhrend des Mélz- und Brauprozesses verantwortlich machen.

Fin weiteres Ergebnis, das in diesem Zusammenhang diskutiert werden soll, ist der Abbau
eines rekombinanten LTP1 durch Proteinase A. Dadurch wird zum einen belegt, dal} der
Proteinase A - Abbau eines (His), - LTP1 — Fusionsproteins durch den Histag behindert
wurde. Zum anderen verweist es auf eine vorhandene Proteinase A - Sensitivitdt des
rekombinaten LTP1, die im Gegensatz zum LTP1 in Bier nicht durch brauprozeBspezifische
Modifikationen hervorgerufen wurde. Ursachen hierfiir kénnen durch die Expression in
E. coli bedingte unvollstindig ausgebildete Sekunddr- und Tertifirstrukturen bzw.
abweichende Modifizierungen (E. coli /Gerste) sein.

Inwiefern sich Brauprozesse, die zu einer proteinasesensitiven Form von LTP1 fithren bzw.
fir eine schaumfordernde LTP1 - Form verantwortlich sind, unterscheiden ist ungekliirt. Aus
der Kenntnis dieser Prozesse und ihres Einflusses auf die Modifizierung von L'TP1 lieBen sich

technologische Einfluiméglichkeiten ableiten.

In der Primérsequenz von LTP1 findet sich keine der bekannten Spaltsequenzen fiir
Proteinase A. Aufgrund der Ergebnisse im SDS ~Gel (Abb. 1A und 8A), Westernblot (Abb.

1B) und der zu beobachtenden Ab- und Zunahme von Peakflichen im Chromatogramm
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(Abb. 8B), die einen spezifischen Abbau des LTP1 durch Poteinase A belegen, wird
geschluBfolgert, daBl in der Aminosiuresequenz von LTP1 mindestens eine potentielle
Spaltsequenz fiir Proteinase A vorhanden ist. Daher wird angenommen, daf} (i) durch
Konformationsinderungen eine bisher nicht bekannte Spaltstelle fiir Proteinase A zuginglich
wird bzw. (ii) durch Glykosylierungen in der Nachbarschaft eine Transformation einer nicht-
potentielle Spaltstelle in eine potentielle Spaltstelle erfolgt. In diesem Zusammenhang wire
die Lokalisierung der potentielle Spaltsequenz im Molekiil von Bedeutung, sowie der Einfluf}
des Modifizierungsgrades von LTP1 (vollstindig oder partiell denaturiert) fiir einen
Proteinase A — Abbau.

Die dargelegten Ergebnisse stellen einen Beitrag zur grundlegenden Klérung der
biochemischen Abbaureaktionen des LTP1 durch die Hefeproteinase A dar, die eine
Hauptursache flir die wihrend der Lagerung zu beobachtenden Schaumstabilitdtsabnahmen
sind. Detaillierte Kenntnisse dieser biochemischen Abbauprozesse sind flir ein verbessertes
Schaumqualitdtsmanagment notwendig. Konsequenzen aus den dargelegten Ergebnissen
wiren (i) die Reduktion des schaumschidigenden Einflufl von Proteinase A bspw. durch KZE
oder (i) die Verstirkung des schaumstabilisierenden Effektes von LTP1 durch bpsw. gezielte
Glykosylierung wihrend des Mélz- und Brauprozesses. Fiir detailierte Lésungsvorschlige
sind weiterfiihrende Untersuchung einzelner Schritte des Milz- und Brauprozesses und der
jeweilig stattfindenden Modifizierung des LTP1 notwendig, die w.a. kliren sollten, ob
unterschiedliche Prozesse zu einer schaumaktiven bzw. proteinasesensitiven LTP1 - Form
fiihren. Verstirkte Aufmerksamkeit sollte Untersuchungen zur Proteinase A — Kinetik zuteil

werden.

Mit der Identifizierung des schaumpositiven LTP1 als Substrat fiir Proteinase A bietet es sich
an, die LTP1 - Spaltprodukte (hervorgegangen aus Proteinase A - Abbau) genauer zu
charakterisieren, mit dem Ziel der Etablierung eines sensitiven Testsystems. Der Brauer hitte
so die Mdoglichkeit, das fertige Bier auf Proteinase A - Aktivitdt zu untersuchen und falls

erforderlich Gegenmalinahmen, wie z.B. eine gezielte Hitzebehandlung, einzuleiten.
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