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Zusammenfassung

Ein umfangreiches Screening von typischerweise Gushing-verursachenden

Pilzen der Gattung Fusarium zeigte, dass die Mehrzahl der Isolate Substanzen mit 

amphiphilen Eigenschaften bilden. Aus Flüssigkulturen dieser Pilze konnten drei Pro-

teine als hauptsächliche Träger dieser Eigenschaft isoliert werden. Sie wurden prote-

inchemisch charakterisiert und auf ihre Wirkung im Bier untersucht. Ein saures und 

ein basischen Protein hatten einen verstärkenden Effekt auf das Überschäumen. Ei-

ne chemische Reaktion mit Maltose sowie eine Hiztebehandlung erhöhte den Effekt 

sehr deutlich. Untersuchungen zum Einfluss der Proteine auf die Oberflächenspan-

nung von Wasser bestätigten den Effekt. Messungen der Oberflächenhydrophobizität

der drei Proteine bestätigten ihren amphiphilen Charakter. Eine genetische Charakte-
risierung der drei Proteine gelang bisher nicht. 

Es konnten zwei Gene für Hydrophobine in Fusarium culmorum gefunden und 

charakterisiert werden. Es handelt sich dabei um die Gene FcHyd5 (kodiert für das 

Klasse 2 Hydrophobin FcHyd5p) und FcHyd3 (kodiert für das Klasse 1 Hydrophobin 

FcHyd3p). Homologe Gene wurden auch in F. graminearum identifiziert. Untersu-

chungen zur Aktivität des FcHyd5 Gens zeigten, dass es am fünften Tag des Pilz-

wachstums zu einem Expressionsmaximum kommt. Dieses Gen wurde synthetisiert 

und in E. coli kloniert. Anschließende wurde es in einen für Saccharomyces cerevisi-

ae geeigneten Shuttlevektor gebracht und in diesem zur Vermehrung in E. coli klo-

niert.

Trotz der Anwendung verschiedener Methoden zur Isolierung von LTP1 aus Weizen 

(Zerschäumungsverfahren, Ammoniumsulfatfällung, Gelfiltration, Anionenaustausch-
chromatographie) konnte dieses Protein nicht in größeren Mengen isoliert werden. 

Durch die Gewinnung von polyklonalen Antikörpern gegen das LTP1 aus Weizen

(= LTP1500) konnte mittels Western Blot und ELISA-Test gezeigt werden, dass ent-

gegen der bisherigen Annahme (mehr LTP1 in Gushing-Bieren als in Nicht-Gushing-

Bieren) deutlich weniger LTP1500 in gushenden Weizen-Bieren vorhanden ist, als in 

nicht gushenden Bieren. Eine genaue Quantifzierung der LTP1500-Gehalte in gus-

henden und nicht-gushenden Weizen-Bieren sowie in deren Vorstufen durch ELISA

konnte auf Grund des Fehlens von reinem LTP1500 (Eichkurve) noch nicht durchge-

führt werden. Die bisherigen Tests lassen aber vermuten, dass Gushing-Biere höchs-

tens halb so viel LTP1500 besitzen wie Nicht-Gushing Biere. Bei der Untersuchung

von mit Fusarium infiziertem Weizenmalz und daraus für den Gushing-Test nach

Donhauser hergestellten Proben konnte ein leicht erhöhter LTP1500-Gehalt im Ver-

gleich zu nicht infiziertem Weizenmalz festgestellt werden. Dies deutet auf eine kurz-
fristige Freisetzung des Proteins, wahrscheinlich durch Enzyme des Pilzes, während
der Mälzung hin.
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Mit Hilfe der 2-D Gelelektrophorese und den spezifischen Antikörpern konnten ver-

schiedene Isoformen bzw. Modifikationen von Weizen-LTP1500 aus Bieren (gushen-

den und nicht-gushenden) nachgewiesen werden. Deutliche Unterschiede hinsicht-

lich der Isoformen/Modifikationen konnte nach der 2-D Gelelktrophorese von gus-

henden und nicht-gushenden Bier auch beim Protein Z festgestellt werden. Dabei 

wies das Gushing-Bier deutlich mehr Isoformen bzw. Modifikationen als das Nicht-

Gushing-Bier auf. 

Die gewonnenen Erkenntnisse und entwickelten Methoden führten zu neuen

Theorien über den Mechanismus der Gushing-Entstehung.

Die im Rahmen des Projektes AiF 13468/N erhaltenen Ergebnisse entsprechen wei-
testgehend den im Antrag vom 13.02.2002 dargelegten Zielsetzungen. Das Ziel des 
Vohabens wurde damit erreicht.
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1. Einleitung

Als Gushing oder Wildwerden von Bieren bezeichnet man das mehr oder we-

niger heftige Überschäumen von Flaschenbieren nach sachgemäßer Öffnung. Das

Phänomen „Gushing“ existiert vermutlich, seit man Bier in Flaschen abfüllt, und e-

benso lange wird versucht, die Ursachen dieses Phänomens zu erforschen. Schon 

bald musste man erkennen, dass das spontane Überschäumen von Bier nicht auf

eine einzige Ursache zurückzuführen ist, sondern durch das komplexe Zusammen-

spiel unterschiedlichster Faktoren und Umstände entsteht. 

Nach einer Umfrage aus dem Jahre 1999 unter 162 deutschen Brauereien wa-

ren in den letzten zehn Jahren 54 % mindestens einmal von Gushing betroffen, ins-

besondere bei Weizenbieren (Kunert, M. „Auswertung der Gushing-Umfrage“, Proto-
koll zur Sitzung des Forschungsbegleitenden Gremiums Gushing/DNA-Sonden der

Wissenschaftsförderung der Deutschen Brauwirtschaft e.V., WiFö, am 30.05.2000).

In der überwiegenden Mehrzahl der Fälle (>45 %) gaben die Brauereien das Malz als 

Ursache für die aufgetretenen Probleme an. Als Konsequenz ließen über 50 % die-

ser Brauereien regelmäßig ihr Malz auf sein Gushing-Potenzial untersuchen und ver-

schnitten ihre Malze mit unbeanstandeter Ware.

Die Kosten, die deutschen Brauereien, aber auch betroffenen Mälzereien und 

Landwirten durch die notwendigen Maßnahmen entstehen, können nur sehr schwer

beziffert werden, da darüber keine repräsentativen Zahlen vorliegen. Allein der

Imageverlust einer Biermarke bei der Kundschaft im Falle des Auftretens von Gus-

hing bringt jedoch bereits gravierende wirtschaftliche Nachteile für die betroffenen

Betriebe. Trotz weltweiter intensiver Forschung, die in Deutschland vor allem im
Rahmen verschiedener durch die WiFö initiierter und geförderter interdisziplinärer

Forschungsprojekte durchgeführt wurde, ist die häufigste und wohl auch wichtigste 

Ursache für das Gushing, nämlich der Befall des Braugetreides mit Schimmelpilzen, 

weitgehend unerforscht. Die genauen Zusammenhänge zwischen dem Auftreten von 

Schimmelpilzen der Gattung Fusarium und dem Überschäumen von Bier ist bis heute 

unbekannt, obwohl diese Pilze schon seit Anfang der sechziger Jahre des vorigen 

Jahrhunderts im Verdacht stehen, Gushing auszulösen.

1.1 Sekundäres Gushing

Zur besseren Beschreibung des Gushing-Phänomens hat man die bisher be-

kannten Faktoren in zwei Gruppen untergliedert. Die erste Gruppe umfasst Gushing-
induzierende Faktoren wie den Eintrag von Partikeln (Calciumoxalat, Feinkieselgur),

die als Kondensationskeime dienen können, ferner den Eintrag oberflächenaktiver

Substanzen wie z.B. Tensidrückstände aus der Flaschenreinigung, und drittens ei-
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nen zu hohen CO2-Gehalt des Bieres durch fehlerhaftes Abfüllen oder einen zu ho-

hen vergärbaren Restextrakt bei der Abfüllung unfiltrierter Biere. All diese Faktoren 

können durch geeignete brautechnologische Maßnahmen beseitigt oder zumindest

auf ein Minimum reduziert werden. Man bezeichnet Gushing, das durch diese Fakto-

ren ausgelöst wird, als technologisch bedingtes Gushing oder sekundäres Gushing. 

1.2 Primäres Gushing – ein phytopathologisches Probl em

Dem sekundären Gushing wird das primäre oder malzverursachte Gushing

gegenübergestellt. Hier wird die Ursache des Überschäumens in einem durch

Schimmelpilzbefall qualitativ veränderten Malz gesehen. Damit ist aber das primäre 
Gushing nicht nur ein Problem der Brauereien, sondern auch der Mälzereien und der 

Getreideerzeuger, da diese wesentlich zur Qualität des in der Brauerei verarbeiteten 

Malzes beitragen.

Beobachtungen aus den Dreißiger Jahren des vorigen Jahrhunderts legten

bereits den Verdacht nahe, dass Braugerste, die unter feuchten Erntebedingungen

gewonnen wurde, Gushing verursachen kann (Helm und Reichardt, 1938). Diese

ungünstigen klimatischen Verhältnisse begünstigen einen Befall von Braugetreide mit 

Schimmelpilzen und anderen Mikroorganismen, so dass seit Mitte der 50er Jahre ein 

Zusammenhang zwischen dem Mikroorganismenbefall und dem Auftreten von Gus-

hing konkret diskutiert wurde. In den Sechziger Jahren wurden systematisch Bakteri-

en, Hefen und Schimmelpilze von Gerste isoliert und die einzelnen Reinkulturen wäh-

rend der Mälzung zum Weichwasser zugesetzt, um eine Infektion auszulösen. Es
zeigte sich eindeutig, dass vor allem ein Befall mit Fusarien letztlich zu einem gus-

henden Bier führt (Prentice und Sloey, 1960; Sloey und Prentice, 1962). Dabei zeig-

ten bereits in vitro Versuche von Gjertsen et al. (1965), dass das Phänomen nur 

dann auftritt, wenn lebendes Myzel und keimendes Getreide zusammenkommen.

Nach Infektion autoklavierten Getreides mit lebendem Myzel oder mit dem filtrierten 

Kulturmedium von Fusarien trat kein Gushing auf. Auch die Behandlung keimender 

Gerste mit zellfreiem Kulturmedium führte nicht zu einem Gushing Malz. Bereits die-

se Versuche wiesen auf ein enges Zusammenspiel zwischen Pilz und Pflanze bei der 

Entstehung des Wildwerdens hin. 

Auch Veränderungen in der landwirtschaftlichen Anbaupraxis mit dem Ziel ei-

ner höheren Produktivität haben dazu beigetragen, dass der mikrobielle Besatz auf 

Getreide in den letzten 30 Jahren deutlich zugenommen hat. Die Züchtung kürzerer 

Halmlängen erhöht das Risiko eines Fusarium-Befalls; eine längere Blütezeit von
Ähren mit einer höheren Kornzahl verlängert den kritischen Infektionszeitraum; prote-

inreiches Stroh der Vorfrüchte Mais und Winterraps bieten ideale Überlebensbedin-
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gungen für Fusarien, wobei das ungenügende Einarbeiten des Strohs in den Boden 

den Infektionsdruck zusätzlich erhöht (Bellmer, 1995).

Weltweit haben verschiedene Arbeitsgruppen seit den Siebziger Jahren ver-

sucht, aus Bier, Würze oder dem Kulturfiltrat von Schimmelpilzen Substanzen zu iso-

lieren und zu charakterisieren, die Gushing auslösen können (Amaha et al., 1973; 

Kitabatake und Amaha, 1974; 1977; Kitabatake, 1978; Weideneder, 1992). Interes-

santerweise handelte es sich bei den als Gushing auslösende Faktoren vorgeschla-

genen Substanzen übereinstimmend um kleine, saure, oberflächenaktive, proteino-

gene Verbindungen.

Betrachtet man die in der früheren Literatur gemachten Angaben über die 

vermuteten Gushing-Auslöser und vergleicht diese mit neuen Erkenntnissen der Pro-

teinchemie bestimmter pilzlicher und pflanzlicher Peptide, bieten zwei Klassen von
Proteinen Eigenschaften, die man bei Gushing-Auslösern erwarten würde. Entspre-

chende Eigenschaften finden sich einerseits bei dem als LTP1 bezeichneten Protein 

von Getreide, einem für Pflanzen spezifischen Protein aus der Gruppe der non speci-

fic lipid transfer proteins (ns-LTPs, Jones & Marinac, 1997). Andererseits haben auch 

die von vielen Pilzen ausgeschiedenen Hydrophobine entsprechende Eigenschaften, 

die bei Vorhandensein im Bier zum Gushing führen könnten. 

1.2.1 non specific  Lipid Transfer Protein 1 (nsLTP1)

Ungünstige klimatische Bedingungen und/oder ein Pathogenbefall belasten

eine Pflanze, die mit verschiedenen Abwehrreaktionen auf diesen Stress antwortet. 
Unter anderem findet eine erhöhte Bildung von ns-LTPs statt, Substanzen, die ex-

trem oberflächenaktiv, wasserlöslich, hitzestabil und Protease-resistent sind (Lindroff-

Larsen & Winter, 2001). Ihre genaue Funktion in der Zelle ist bisher unklar. Jones & 

Marinac (2000) vermuten, dass die Hauptaufgabe von nsLTP darin besteht, die Akti-

vität von Cysteinproteasen im Aleuron zu blockieren, wenn diese während der Keim-

ruhe nicht benötigt werden. Dieses Aleuron-ns-LTP bezeichnet man als LTP1. Dieser 

Vermutung widersprechen Ergebnisse der Untersuchungen von Davy et al. (1999),

die feststellten, dass ein Transport von Lipiden durch LTP1 in vivo nicht nachgewie-

sen werden kann. Sie stellten fest, dass das Protein in seiner denaturierten Form zu 

einem gegenüber anderen Proteinen bevorzugten Substrat der Cystein-

Endoprotease EP-B der Gerste wird. Andere Gerstenproteine werden daher bei An-

wesenheit von LTP1 durch EP-B weniger stark abgebaut, was durch andere Autoren 

als Hemmung des Enzyms interpretiert wurde. Bei Getreide kommen natürlicherwei-
se große Mengen von ns-LTP in der Aleuronschicht des Korns vor, wo dieses Protein 

insbesondere bei Befall mit Fusarien und anderen im Korn wachsenden getreide-

pathogenen Pilzen, einen Schutz des Embryos darstellt. Es wird angenommen, dass 
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die beobachtete Hemmung von Cystein- und Serinproteasen einen wesentlichen

Schutz für den Embryo vor dem Befall durch pilzliche Pathogene darstellt. Ein tat-

sächlicher Befall des Korns mit Pilzen der Feld-, aber auch der Lagerflora führt in 

Folge der akuten Gefahr im Rahmen einer Abwehrreaktion zu einer Neusynthese von 

LTP1, solange der Embryo lebt, also auch während der Keimungsphase in der Mäl-

zung. Fusarien können außerdem durch die von ihnen ausgelösten enzymatischen 

Abbauprozesse bereits vorhandenes, aber in den Zellwänden fixiertes LTP1 freiset-

zen. Unter normalen Bedingungen würden diese Proteine in den Trebern verbleiben 

und daher nicht in die Würze gelangen.

Aus der Literatur ist bekannt, dass LTP1 der wichtigste Schaumbildner im Bier ist 

(Lusk et al., 1995; Sørensen et al., 1993). Man weiß außerdem, dass LTP1 während 

des Mälzungs- und Brauprozesses chemisch verändert wird und dass diese Modifi-
kationen die Schaumbildungskapazität von LTP1 erheblich verbessern (Jegou et al.,

2001).

1.2.2 Hydrophobine

Als Hydrophobine wird eine Gruppe kleiner Proteine (100-130 Aminosäuren) 

bezeichnet, die von Pilzen aus der Zelle ausgeschieden werden. Sie spielen eine 

fundamentale Rolle in der Morphogenese der meisten filamentösen Pilze (Kershaw

und Talbot, 1998). Gemeinsame Merkmale aller bisher bekannten Hydrophobine sind 

der Besitz von 8 Cystein-Resten an konservierten Positionen der Aminosäurese-

quenz, ein sehr ähnliches Hydrophobizitätsmuster der Aminosäuren sowie der Besitz 
einer Signalsequenz wie sie für Proteine typisch ist, die aus der Zelle ausgeschieden

werden (Wessels, 1996). In wässriger Lösung zeigen diese Proteine eine mittelstarke 

Hydrophobizität. Bei Kontakt mit Grenzflächen zwischen einem hydrophoben und

einem hydrophilen Medium, z.B. Luft/Wasser oder Wasser/Teflon reagieren

Hydrophobine spontan mit der Ausbildung sehr stabiler Polymere (Wessels, 1996). 

Diese Polymere bilden etwa 10 nm dicke monomolekulare Filme, die ausgesprochen

stabil gegen hohe Temperaturen sowie auch gegen die meisten Lösungsmittel und 

Detergenzien sind. 

Zahlreiche Untersuchungen wurden an isoliertem Hydrophobin SC3 aus Schi-

zophyllum commune durchgeführt, einem Pilz aus der Gruppe der Homobasidiomy-

zeten, der sich sehr leicht im Labor handhaben lässt. SC3 war das erste Protein aus 

dieser Gruppe, das sich in reiner Form gewinnen ließ, nachdem die für verschiedene 

Hydrophobine kodierenden Gene bereits längere Zeit vorher aus Expressionsstudien 
über die Entwicklungsphysiologie von Pilzen bekannt waren. Die Tatsache, dass die 

Isolierung erstmalig erst vor ca. 12 Jahren gelang ist dem Umstand zuzuschreiben, 

dass polymerisiertes Hydrophobin, wie es unter natürlichen Bedingungen in der Re-
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gel vorliegt, nahezu unlöslich ist (Wessels, 2000). Selbst Kochen in einer 2 % SDS-

Lösung, wie es häufig bei der Präparation von Proteinen für die Elektrophorese an-

gewendet wird, übersteht es unbeschadet. Diesen Umstand kann man sich jedoch

für die Isolierung zunutze machen, indem man nach diesem Kochschritt ungelöstes 

Protein abtrennt, dieses trocknet und dann das Hydrophobin in Trifluoressigsäure

oder Ameisensäure löst. Nun liegen die Hydrophobine als Monomere vor. In eine 

wässrige Lösung eingebracht formen sie sofort wieder polymere Filme, wenn sie mit 

Grenzflächen in Kontakt kommen. Versuche, bei denen ein stark hydrophober Tef-

lonstab in eine solche Lösung getaucht wurde zeigten, dass dieser Stab nach dem 

Trocknen ebenfalls mit einem Film aus Hydrophobin bedeckt ist. Dies bewirkt, dass 

die ehemals hydrophobe Teflonoberfläche, die sich durch sehr geringe Benetzbarkeit

auszeichnet (Kontaktwinkel zwischen Wasser und Oberfläche ? = 110°), nunmehr
vollständig benetzbar ist (? = 48°). Diese Benetzbarkeit bleibt selbst nach Behand-

lung der Oberfläche mit SDS weitgehend erhalten (? = 68°). In einem umgekehrten 

Experiment kann die Benetzbarkeit einer vollständig benetzbaren Oberfläche wie

etwa silanisiertes Glas, Papier oder Textilien, durch Eintauchen in eine Lösung mo-

nomerer Hydrophobine komplett unbenetzbar gemacht werden (? = 110°). 

Die Grundlage für die beschriebenen Phänomene sind in den einzigartigen

Eigenschaften dieser Gruppe von Proteinen zu suchen (Wösten und deVocht, 2000). 

Dabei ist besonders interessant, dass die beobachtete Oberflächenaktivität ohne die 

Mitwirkung von Lipiden oder Lipidbestandteilen erreicht wird, wie dies bei nahezu 

allen bekannten oberflächenaktiven Proteinen der Fall ist. Der beobachtete Effekt

beruht alleine auf der Raumstruktur der Hydrophobine und der Anordnung von

hydrophilen und hydrophoben Aminosäuren. Einige dieser Verbindungen werden
durch Glykosylierung auch posttranslational modifiziert (Martin et al., 1999). Nach

dem bisherigen Kenntnisstand ändert sich die Sekundärstruktur bei Kontakt mit

Grenzflächen spontan von einer überwiegend a-helikalen Struktur zu einer ß-Faltblatt

Anordnung. In einem ersten Stadium nach der Polymerisation sind Hydrophobine

zunächst weitgehend ohne erkennbare Ultrastrukturen. Nach einigen Stunden bilden 

sie jedoch ca. 10 nm breite Molekülstapel aus, die als Rodlets bezeichnet werden 

(Wösten et al., 1993). Die Bildung dieser Ultrastrukturen findet ohne eine erkennbare 

Veränderung der nach Polymerisation vorliegenden ß-Faltblattstruktur der Proteine 

statt. Die entstehenden Strukturen sind von ihrem Aufbau her ß-Amyloide (Mackay et

al., 2001). Ähnliche Strukturen findet man auch als Ablagerungen an krankhaft ver-

änderten Nervenzellen, wie sie etwa bei Alzheimer-Patienten oder auch bei BSE und 

der Creuzfeld-Jakob-Krankheit gefunden werden, wobei hier jedoch andere Proteine 

eine Rolle spielen. 
Rodletstrukturen, wie sie oben beschrieben wurden, finden sich regelmäßig 

auf den Zelloberflächen derjenigen Teile pilzlicher Organismen, die mit der Luft in 

Berührung kommen, etwa an Lufthyphen, Konidien oder Basidiosporen (Wösten und 
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Willey, 2000). Sie treten aber auch dort auf, wo Hyphen Aggregate bilden, etwa in 

den Fruchtkörpern von Hutpilzen, oder dort, wo das kapillare Eindringen von Wasser 

verhindert werden muss, wie etwa in den Luftporen von Flechten oder Pilzhüten.

Auch im Zusammenhang mit der parasitischen Interaktion pflanzenpathogener Pilze 

mit ihrem Wirt wurde eine Beteiligung von Hydrophobinen nachgewiesen. So gilt Ce-

rato-Ulmin (CU) als Pathogenitätsfaktor, der maßgeblich an der Verursachung des

Ulmensterbens (Dutch Elm Disease) durch den Pilz Ophiostoma ulmi beteiligt ist 

(Temple et al., 1997). Auch bei der Erkennung von Oberflächenstrukturen des Wirtes 

sowie bei der Anlagerung von Hyphen und Infektionsstrukturen (Infektionskissen) an 

die hydrophobe pflanzliche Cuticula wurde die Beteiligung von Hydrophobinen, etwa 

bei dem an Reis pathogenen Pilz Magnaporthe grisea, als wesentlichenn Faktor be-

schrieben (Beckerman und Ebbole, 1996).
Neben der Anwesenheit von Rodlet-Strukturen auf einer Vielzahl unterschied-

licher Pilze konnte gezeigte werden, dass Hydrophobine wie SC3 aus Schizophyllum

commune auch in vitro zu der entsprechenden Form aggregieren. Dabei zeigte sich, 

dass dieses Protein sehr schnell nach Zugabe zu einer wässrigen Lösung sowohl

Öltropfen als auch Luftblasen mit einem geschlossenen amphipatischen und SDS-

unlöslichen Film umgeben. Elektronenoptische Aufnahmen von gefriergebrochenen

Öltröpfchen und Luftblasen zeigen dabei an der hydrophoben Innenseite Rodlet-

Strukturen, die sich in ihrem Aussehen nicht von den Strukturen auf der Oberfläche 

pilzlicher Zellen unterscheiden (Wösten et al., 1994).

1.3 Arbeitshypothesen

Eine intensive Literaturrecherche über strukturelle, chemische und physikali-

sche Eigenschaften  von potenziell Gushing auslösenden Substanzen sowie ein Ab-

gleich der geforderten Eigenschaften mit den Charakteristika der oben beschriebe-

nen Proteine führte zur Formulierung der unten genannten Arbeitshypothesen über 

die chemische Natur und den Ursprung des primären Gushing. Diese Hypotesen bil-

deten den zentralen Ansatzpunkt für das Projekt AiF 13468/N.

Hypothese I : Durch Schimmelpilzbefall wird vermehrt LTP1 im Korn gebildet bzw. 

freigesetzt, das dann auch vermehrt ins Bier gelangt und dort bei Überschreiten ei-

nes bestimmten Schwellenwertes zu Gushing führt. Dabei spielt wahrscheinlich nicht 

nur die absolute Menge, sondern auch das Ausmaß der Modifikation dieses Proteins 

eine entscheidende Rolle.

Hypothese II : Durch Schimmelpilzbefall des Korns kommt es zur Einschleppung von 

Hydrophobinen in das Bier, die extrem oberflächenaktiv sind, bzw. in Form ihrer Po-
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lymere als Kondensationskeime für die CO2-Entbindung dienen und so ein über-

schäumen des Bieres verursachen.

2. Zielsetzung der Arbeiten

Das Ziel der im Rahmen des abgeschlossenen Projektes AiF 13468/N durch 

die beiden beteiligten Forschungsstellen durchgeführten Arbeiten war die Anreiche-

rung und Reinigung sowie die funktionelle und strukturelle Charakterisierung von

oberflächenaktiven Proteinen aus Getreide und aus solchen Pilzen, die in früheren

Arbeiten in einen Zusammenhang mit der Entstehung von Gushing gebracht wurden. 

Der Einfluss dieser Proteine auf das Gushing-Verhalten von Bieren sowie ihre Modi-
fikation im Brauprozess sollte ebenfalls geprüft werden. Hierdurch sollten Erkenntnis-

se erlangt werden, welche es ermöglichen, die dem Gushing zugrunde liegenden

Mechanismen zu verstehen.

Ausgangspunkt der Arbeiten waren die unter 1.3 aufgestellten Arbeitshypo-

thesen zur Beteiligung von Hydrophobinen und LTP1 an der Entstehung des Gus-

hing. Die Richtigkeit dieser Hypothesen sollte anhand der durchgeführten Untersu-

chungen geprüft werden. Gegebenenfalls sollten Korrekturen vorgenommen werden. 

Dabei wurde das vorliegende Projekt durch zwei Forschungsstellen so bearbeitet,

dass eine Annährung an das Problem sowohl von der pflanzlichen Seite (nsLTP)

durch den Lehrstuhl für Phytopathologie als Forschungsstelle 2 als auch von der Sei-

te der Pilze (Hydrophobine und ander oberflächenaktive pilzliche Proteine) durch den 

Lehrstuhl für Technische Mikrobiologie als Forschungsstelle 1, erfolgte. Der vorlie-
gende Bericht fasst die Ergebnisse zusammen, die an den beiden beteiligten For-

schungsstellen im Zusammenhang mit der Bildung oberflächenaktiver pilzlicher und 

pflanzlicher Proteine erarbeitet wurden. Eine abschließende Gesamtdiskussion und 

Bewertung der Ergebnisse beider Forschungsstellen findet sich im Abschnitt 4 dieses 

Berichtes.

Zur Erreichung der oben genannte Ziele sollten anhand der Ergebnisse der

durchgeführten Arbeiten die im Folgenden aufgeführten Fragen beantwortet werden, 

wobei der Fragenkatalog genüber dem zugrunde liegenden Antrag noch erweitert

wurde:

· Welche Rolle spielt die Oberflächenspannung des Bieres bei der Entstehung 

von Gushing?

· Lösen Hydrophobine und/oder ns-LTPs im Bier Gushing aus, wenn sie als

Reinsubstanzen alleine oder in Mischung zugesetzt werden?



Einleitung

10

· Lassen sich diese Proteine in Gushing-Bieren nachweisen und fehlen sie in 

unbedenklichen Bieren?

· Wie gestaltet sich das Mengenverhältnis von LTP1 zu modifiziertem LTP1 und 

zu Hydrophobinen in gushenden und nicht gushenden Bieren?

· Wirken diese Substanzen in ihrer nativen Form oder spielen Modifikationen

während der Malz- und Bierbereitung eine entscheidende Rolle?

· Gibt es im Bier zwischen beiden Proteinklassen eine Interaktion und ist dies 

für das Gushing-Phänomen relevant? 

· Können aus Kulturen Gushing-relevanter Pilze verschiedene native

Hydrophobine isoliert werden und unterscheiden sich diese hinsichtlich der In-

duktion von Gushing? 

· Was unterscheidet Hydrophobine Gushing-relevanter Pilze von den

Hydrophobinen anderer Pilze, die kein Gushing verursachen?

· Gibt es stammspezifische Unterschiede hinsichtlich der Fähigkeit zur

Hydrophobinbildung bei Isolaten Gushing-relevanter Schimmelpilze?

· Kann die Bildung von Hydrophobinen in Gushing-relevanten Pilzen bestimm-

ten Genen zugeordnet werden und wie sind diese strukturiert?

· Welchen Einflüssen unterliegt die Aktivität dieser Gene? 

· Wie beeinflussen physikalische und chemische Parameter die Bildung amphi-

patischer Filme bestehend aus Hydrophobinen, LTP1-Abkömmlingen oder ei-

ner Kombination aus beiden?

· Führt ein Schimmelpilzbefall des Getreidekorns zu einer Induktion von LTP1?

· Welche Rolle spielen Hydrophobine alleine bei der Induktion von LTP1 im Ge-

treidekorn?

· Verfügen Gushing-relevante Schimmelpilze im Vergleich zu anderen Pilzen

über eine besondere enzymatische Ausstattung, die zur Freisetzung von nicht 

löslichem LTP1 aus Kornbestandteilen führt?

· Welche technologischen Maßnahmen können oder müssen ergriffen werden,

um die negativen Einflüsse der untersuchten Proteine auf die Malz- und Bier-

qualität zu minimieren?

· Welche Maßnahmen können oder müssen von Seiten der Getreideerzeugung 

ergriffen werden? 
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3. Ergebnisse

Die in den folgenden Kapiteln 3.1, 3.2 und 3.3 vorgestellten Ergebnisse wur-

den an den unten genannten Forschungsstellen von den genannten Personen erar-

beitet. Ihre Darstellung erfolgt in voneinander unabhänger Weise. Eine Kapitelüber-

greifende Übersicht und thematische Verknüpfung der Ergebnisse erfolgt im Rahmen 

einer Schlussbetrachtung in Kapitel 4 dieses Berichtes. 

Forschungsstelle 1: Technische Universität München

Lehrstuhl für Technische Mikrobiologie

Projektteil : Untersuchungen zur Rolle von oberflächenaktiver Proteine aus Pilzen bei 

der Entstehung des Gushing sowie zu den Möglichkeiten ihrer Beeinflus-

sung (Kapitel 3.1 und 3.2)

Beteiligte Personen : Dr. Simone Theisen (Genetische Untersuchungen)

Dipl.-Ing. Michael Zapf (Proteinchemische Untersuchungen)

PD Dr.  Ludwig Niessen (Projektleitung)

Prof. Dr. Rudi F. Vogel (Leiter der Forschungsstelle)

Forschungsstelle 2: Technische Universität München

Lehrstuhl für Phytopathologie

Projektteil : Untersuchungen zur Rolle des LTP1 aus Gerste und Weizen bei der

Entstehung des Gushing sowie zu den Möglichkeiten seiner Beeinflus-

sung (Kapitel 3.3)

Beteiligte Personen : Dr. Dieter Hecht (Proteinchemische Untersuchungen, 

Projektleitung)

Dr. Susanne Hippeli

Prof. Dr. Erich F. Elstner (i.R.)

PD Dr. Peter Wolf (komm. Leitung der Forschungsstelle)
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3.1 Proteinchemische Untersuchungen an oberflächenak tiven Proteinen 

von F. culmorum und  F. graminearum

F. gramiearum und F. culmorum gehören zu den Hauptverursachern der als 

FHB (Fusarium Head Blight) bekannten Erkrankung von Getreide. Beide Pilze wur-

den mit hoher Frequenz von Getreide und Malz isoliert, welches zu gushendem Bier 

verarbeitet wurde. Künstliche Infektion von Getreide mit diesen Pilzen während der 

Vermälzung führte in zahlreichen Untersuchen immer wieder zu Malz, welches das 

daraus hergestellte Bier zum Uberschäumen brachte. Frühere Arbeiten zeigten, dass 

befallene Rohwaren und Malze in ihren proteinchemischen Eigenschaften deutlich

von unbeanstandeter Ware abwichen (Weideneder, 1992). Aus diesem Grunde kon-

zentrierten sich die hier durchgeführten Untersuchungen auf diese beiden Arten. Im 
Verlaufe der Arbeiten zeigte sich mehrfach, dass F. culmorum für die hier zu klären-

den Fragestellungen das einfachere Modellsystem darstellt. Die Mehrzahl der prote-

inchemischen Untersuchungen wurden daher mit diesem Pilz durchgeführt. Trotz der 

Fokussierung auf eine der beiden Arten wurde jedoch stets versucht, die mit

F. culmorum erhaltenen Ergebnisse auch mit F. graminearum zu verifizieren.

3.1.1 Screening von pilzlichen Reinkulturen auf Bild ung oberflächenaktiver

Substanzen

Von grundlegender Wichtigkeit für die im Verlaufe des Projektes durchzufüh-

renden Arbeiten war es, zunächst solche Pilzstämme zu identifizieren, die in flüssi-
gen Reinkulturen Proteine ausscheiden, welche zu einer Verringerung der Oberflä-

chenspannung des Mediums führen. Dabei wurde angenommen, dass derartige Pro-

teine potenziell auch auf infiziertem Getreide sowie während dessen Vermälzung

gebildet werden und im Verlaufe des Brauprozesses in das fertige Bier gelangen

können. Die Untersuchungen wurden ausdrücklich nicht auf die Gruppe der

Hydrophobine eingeschränkt, sondern so angelegt, dass alle Proteine mit amphiphi-

len Eigenschaften erfasst werden konnten. 

Um eine einfache und schnelle Untersuchung vieler Pilzstämme auf die Bil-

dung oberflächenaktiver Proteine zu ermöglichen, wurde im Rahmen des Projektes 

ein Screeningtest entwickelt. Dabei wurden die zu untersuchenden Pilzstämme in

sterilen Petrischalen in einem Flüssigmedium (Malzextrakt-Bouillon, ME bzw. Hefe-

Kohlenstoffbasis-Medium mit Ammoniumsulfat als N-Quelle, YCB) angeimpft und bei 

Raumtemperatur für ca. 30 Tage inkubiert. Dabei war es wichtig, dass die Kultur-
schalen während dieser Zeit nicht bewegt wurden, um eine Polymerisation eventuell 

vorhandener amphiphiler Proteine zu vermeiden. Es wurde davon ausgegangen,
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dass die O2-Versorgung der Kulturen bei der geringen Schichtdicke des Mediums 

von ca. 1 cm in ausreichendem Maße sichergestellt war. 

Der eigentliche Test auf das Vorhandensein amphiphiler Proteine beruhte auf 

der  Veränderung der wasserabweisenden Eigenschaften von Parafilm™. Dieses

Material besitzt eine extrem hydrophobe Oberfläche. Reines Wasser haftet darauf

nicht an oder hinterlässt sehr kleine Tropfen mit einem Kontaktflächenwinkel

? = 110°, der dem von Wasser auf Teflon vergleichbar ist. Über den Kulturzeitraum

wurde bei jeder Kultur mehrmals ein ca. 1,5 cm breiter Streifen Parafilm™ auf die 

Medienoberfläche aufgelegt und nach ca. 30 s wieder abgehoben. Im Falle des Vor-

handenseins amphiphiler Proteine im Kulturüberstand orientieren sich diese mit ihrer 

hydrophoben Seite zur Oberfläche des ParafilmTM Streifens und mit der hydrophilen 

Seite in Richtung der wässrigen Phase. Auf diese Weise wird die vorher wasserab-
weisend Filmoberfläche benetzbar. Für die Auswertung wurde für jeden der Test-

stämme der auf dem Parafilm™ befindliche Flüssigkeitsfilm nach dem Abheben von 

dem bewachsenen Kulturmedium beobachtet und das Oberflächen-Verhalten notiert. 

Die Einteilung erfolgte in vier Kategorien: stark benetzend, benetzend, indifferent,

nicht benetzend).

In diesem Test wurden Stämme der Arten Fusarium culmorum bzw. F. grami-

nearum aus der Stammsammlung des Lehrstuhls für Technische Mikrobiologie un-

tersucht. Die in Abb. 1 und 2 dargestellten Ergebnisse zeigen das Benetzungsverhal-

ten der Stämme am 13. Kulturtag. Dieser Zeitpunkt hatte sich in Vorversuchen mit 

einer kleineren Auswahl von Isolaten als optimal für die Auswertung erwiesen.

stark benetzend
59,6 %

nicht benetzend
18 %

indifferent
11 %

benetzend
12,5

n = 104

Abb. 1 : Einfluss von F. culmorum-Stämmen aus der Sammlung des Lehrstuhls für Techni-

sche Mikrobiologie auf die Benetzbarkeit von ParafilmTM . Es sind die prozentualen 
Anteile der verschiedenen Benetzungsgrade unter 104 Teststämmen dargestellt.
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benetzend
54,5 % stark benetzend

15,9 %

indifferent
22,7 %

nicht benetzend
6,9 %

n = 88

Abb. 2: Einfluss von F. graminearum-Stämmen aus der Sammlung des Lehrstuhls für 

Technische Mikrobiologie auf die Benetzbarkeit von ParafilmTM . Es sind die prozen-

tualen Anteile der verschiedenen Benetzungsgrade unter 88 Teststämmen darge-

stellt

Auf Grund dieser Ergebnisse kann festgestellt werden, dass der größte Teil 

der F. culmorum- und F. graminearum-Stämme Stoffe ausscheidet, die ein amphiphi-

les Verhalten zeigen. Dabei wurden im Falle von F. culmorum ca. 60 % der Stämme

als stark benetzend eingestuft wogegen der Anteil dieser Gruppe bei F. graminearum

nur bei ca. 16 % der untersuchten Isolate lag. Entsprechend wurden bei der letztge-

nannten Art etwa 55 % der Stämme als benetzend eingestuft.  Der Anteil von Stäm-

men, die in den Untersuchungen keinerlei benetzende Effekte zeigten, war bei F.

graminearum deutlich kleiner (ca. 7 %) als bei F. culmorum (18 %). In beiden Arten 
wurde für einige der stark benetzenden Stämme beobachtet, dass der Effekt inner-

halb der Untersuchungszeit (bis ca. 30 Tage) wieder verschwand. Hier kam es offen-

bar zu einem Abbau der Substanzen, die den stark benetzenden Effekt hervorriefen. 

Die oben beschriebenen Versuche wurden in analoger Weise mit Malzextrakt Medi-

um und YCB Medium durchgeführt. Es ergaben sich auf beiden Medien annähernd 

gleiche Ergebnisse. Dies zeigte, dass die Bildung amphiphiler Substanzen durch die 

untersuchten Stämme unabhängig vom verwendeten Wachstumsmedium erfolgte.

Aus diesem Ergebnis wurde geschlossen, dass die für den Effekt verantwortlichen 

Substanzen auch beim Wachstum der Pilze im Getreidekorn gebildet werden kön-

nen.

Für die weiteren Arbeiten wurden Stämme ausgewählt, die auf Grund der o-

ben dargestellten Ergebnisse für die geplanten weiteren Untersuchungen besonders 

interessant erschienen.
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F. culmorum  TMW 4.0102 (stark benetzend, kein Abbau, keine Luftmycelbildung)

F. culmorum  TMW 4.0111 (stark benetzend, kein Abbau, Luftmycelbildung)

F. graminearum TMW 4.0175 (stark benetzend auf ME, kein Abbau) 

F. graminearum TMW 4.0133 (stark benetzend auf YCB, geringer Abbau)

Die meisten der in der Folge durchgeführten Untersuchungen wurden jedoch 

mit dem Isolat F. culmorum TMW 4.0111 als Arbeitsstamm durchgeführt, da er in 

Flüssigkultur besonders große Mengen an oberflächenaktiven Proteinen bildet und 

sehr verlässlich und schnell wächst.

3.1.2 Untersuchungen zum Gushing-Verhalten des Arbei tsstammes
F. culmorum  TMW 4.0111 und von F. graminearum -Stämmen

Als Voraussetzung für die weiteren Arbeit war zu untersuchen, ob das als Ar-

beitstamm ausgewählte Isolat in der Lage ist, Gushing auszulösen. Es wurden des-

halb mit dem ausgewählten F culmorum-Stamm TMW 4.0111 zwei unabhängige

Testmälzungen in Kleinmälzungskästen mit 650 g Weizen je Kasten durchgeführt. In 

der zweiten Mälzung wurden zum Vergleich auch die beiden mittelstark benetzenden

F. graminearum Stämme TMW 4.0157 und TMW 4.506 in den Versuch einbezogen. 

Die unter 3.1 genannten F. graminearum Stämme TMW 4.0133 und TMW 4.0175 

konnten für diese Versuche nicht eingesetzt werden, da beide nicht zur Bildung aus-

reichender Konidienmengen gebracht werden konnten. Die Mälzungen wurden mit

einem Weizen durchgeführt, der laut mykologischer Analyse der Körner keine Fusa-
rium-Belastung aufwies. Die Rohfrucht wurde vor der ersten Nassweiche gewaschen. 

Die Infektion erfolgte durch Weichen in Wasser, welches zuvor mit ca. 1 x 106 Koni-

dien/ml des jeweiligen Teststammes versetzt wurde. Zur Verstärkung der Infektion

wurde das Weichwasser zur zweiten Nassweiche wieder verwendet. Das Nachsprit-

zen erfolgte mit Leitungswasser. In beiden Versuchen wurden zudem Kontrollen mit 

nicht infiziertem Weichwasser behandelt, die wie die infizierten Proben gemälzt wur-

den. Das verwendete Mälzungsschema ist in Tabelle 1 wiedergebeben.
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Tabelle 1 : Mälzungsschema

Zeit Schritt Wassergehalt

t=0 h 1. Nassweiche 30 %

nach 18 h 2. Nassweiche 38 %

bei gleichmäßigem Spitzen des 

Keimguts (t= ca. 42 h)

Aufspritzen 45 %

Anschließend Keimung bei 16 °C isotherm, 6 Keimtage mit täglichem Wenden und 

Ergänzen des fehlenden Wassers durch Aufspritzen. Ggf. Nachspritzen am 2. Keimtag

auf 48 % Wassergehalt.

Die Mälzung wurde ab dem gleichmäßigen Spitzen der Körner isotherm bei 

16 °C für 6 Keimtage durchgeführt. Anschließend wurde, orientiert am Darrschema 

für helles Malz, abgedarrt. Die Gushingtests (nach Donhauser et al., 1992) wurden 

mit dem von der Forschungsstelle gelieferten Malz durch das Forschungszentrum für 

Brau- und Lebensmittelqualität in Weihenstephan durchgeführt. Die gemessenen

Überschäumvolumina sind in Abb. 3 dargestellt. 

Die dargestellten Ergebnisse der Gushingtests zeigten, dass der ausgewählte 

Arbeitsstamm F culmorum TMW 4.0111 in der Lage ist, in reproduzierbarer Weise 
massives Gushing in Malz auszulösen. Das Isolat ist daher als Arbeitsstamm für wei-

tere Untersuchungen bestens geeignet. Auch die beiden getesteten F. graminearum

Isolate führten in diesen Tests zu Gushing-Malzen mit erheblichen Überschäumvo-

lumina, die jedoch in beiden Fällen deutlich unter denen des F. culmorum Stammes 

lagen (siehe Abb. 3). 
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3.1.3 Spektrum oberfächenaktiver Proteine aus Fusarium culmorum

3.1.3.1 Zerschäumungsanalyse

Die ausgewählten F. culmorum-Stämme TMW 4.0102 und TMW 4.0111 wur-

den für die Gewinnung oberflächenaktiver Proteine auf Hefe-Kohlenstoffbasis-

Medium unter Zusatz von Ammoniumsulfat als Stickstoffquelle kultiviert. Das Hefe-

Kohlenstoff-Basis-Medium wurde ausgewählt, da es ein Vollmedium darstellt, jedoch 
frei von Proteinen ist. Jedes aus dem Medium präparierte Protein muss daher zwin-

gend vom Pilz ausgeschieden worden sein. Die Inokulation der Medien erfolgte mit 

Sporensuspensionen der jeweiligen Tesstämme, die durch Abschwämmen einer ca. 

14 Tage alten Kultur auf SNA-Medium gewonnen wurde. Die Kulturen wurden in 2-L

Abb. 3 : Überschäumvolumina der Weizenmalze im Gushingtest (Donhauser) nach 
künstlicher Infektion im Weichwasser. Überschäumvolumen 0-10 mL: gushing-
stabil; 10-30 mL: labil; >30 mL: instabil.
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Fernbach-kolben bei 25 °C mit 80 rpm für sieben Tage geschüttelt. Danach wurde 

das Pilzmyzel durch Filtration abgetrennt und bei einigen Versuchen der pH-Wert

durch Zugabe von Natronlauge eingestellt.

Für die präparative Gewinnung oberflächenaktiver Proteine aus den oben be-

schriebenen Kulturüberständen wurde ein als Zerschäumung bekanntes Verfahren

eingesetzt. Dabei wird N2-Gas in feinen Blasen langsam durch die Flüssigkeit gelei-

tet. Oberflächenaktive Substanzen reichern sich dabei and den Grenzflächen zwi-

schen Medium und Gas an und steigen mit den Gasblasen auf. Der durch diesen 

Vorgang stabilisierte Schaum ist stabil und kann von der Flüssigphase getrennt auf-

gefangen werden. Aus ihm lassen sich in weiteren Arbeitsschritten die oberflächeak-

tiven Proteine in konzentrierter Form gewinnen. Für die Durchführung der Untersu-

chungen wurde im Rahmen des Projektes eine Zerschäumungsvorrichtung entwickelt
und gebaut. Nach Sichtung der Literatur über Zerschäumungsanalyse und die zuge-

hörigen Apparaturen wurde als gemeinsamer Nenner aller Apparate eine Länge zwi-

schen ein und zwei Metern sowie ein Durchmesser zwischen 3 und 6cm gefunden. 

Mit diesen Maßgaben wurde eine Zerschäumungsapparatur mit einer Länge von

1,25 m und einem Innendurchmesser von 3,0 cm hergestellt. In die Apparatur wurde 

unten Stickstoff über eine Fritte der Porositätsklasse 3 (16-40 µm) eingeblasen. Zur 

Regelung des Gasstroms wurde ein Schwebekörper-Volumenstrommesser mit einem 

Regelbereich von 5 bis 100 Liter/Stunde montiert. Der entstehende Schaum wurde 

über einen Silikonschlauch in ein Vorlagegefäß abgeleitet. Der Aufbau der Apparatur 

ist schematisch in Abb. 4 dargestellt. 

Abb. 4: Schematischer Aufbau der Zerschäumungsanlage am Lehrstuhl für Technische

Mikrobiologie.
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In der dargestellten Zerschäumungsanlage konnten jeweils 0,50 L Medium

verarbeitet werden. Eine aus dem Schaum nach längerer Standzeit entstehende

Drainage wurde der verbliebenen Flüssigphase wieder zugeführt und mit dieser

nochmals ausgeschäumt um die Ausbeute an oberflächenaktiven Proteinen zu erhö-

hen. Der aus Kulturüberständen von F. culmorum erhaltene Schaum war ausgespro-

chen stabil. Wie in Abb. 5 gezeigt, konnte ein großer Laborlöffel in ihn hineingestellt 

und durch den Schaum in seiner Position stabil über einen längeren Zeitraum gehal-

ten werden.

Abb. 5: Schaum aus der Zerschäumung des Kulturüberstandes einer F. culmorum Kultur 

nach etwa zehn-minütiger Standzeit

Zur Gewinnung der an den Blasenhäuten aggregierten Proteine wurde der

Schaum bei 14.000 x g in der Kälte (4 °C) für 30 min zentrifugiert. Das entstehende 

Pellet konnte mit vollentsalztem Wasser gewaschen und erneut zentrifugiert werden. 

Zur Monomerisierung eventuell vorhandener Hydrophobin-Aggregate wurde das Pel-

let nach Trocknung im Vakuum in Trifluoressigsäure gelöst. Die Säure wurde an-

schließend im Vakuum am Rotationsverdampfer wieder ausgetrieben. Der verblei-
bende Proteinfilm wurde zur Entfernung von Restmengen der Säure mit Stickstoff

gespült. Für die weitere Analyse wurden die so gewonnenen Proteine in Puffer oder 

in 60 % Ethanol gelöst, wobei auf starkes Schütteln verzichtet wurde, damit keine 

erneute Bildung von Proteinaggregaten auftreten konnte.
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Eine Untersuchung des aufgelösten Pellets mit Hilfe der SDS Polyacrylamid 

Gelelktrophore (SDS-PAGE) mit anschließender Silberfärbung ergab das in Abb. 6 

dargestellt Ergebnis. Dabei wurde bei den ersten Zerschäumungsversuchen der zu-

nächst auftretende feine Schaum und der in späteren Stadien der Zerschäumung

gebildeten gröbere Schaum separat aufgefangen und analysiert. Zum Vergleich wur-

de auf dem dargestellten Gel ebenfalls das Protein aus einem Schaum aufgetragen, 

bei dem diese beiden Schaumtypen nicht getrennt worden waren. 

Abb. 6 : Silbergefärbtes Laemmli-Gel mit den Spektrum der oberflächenaktiven Proteine aus 

feinem Schaum (Bahn 2 und 3), grobem Schaum (Bahn 4 und 5) sowie aus Ge-

samtschaum (Bahn 6 und 7). Bahn 1 enthält den Molekulargewichtsmarker mit den 

angegebenen Proteinmassen.

Alle untersuchten Schaumfraktionen enthielten mehrere Proteinfraktionen, die 

mit der Silberfärbung sichtbar gemacht werden konnten. Neben verschiedenen

schwach ausgeprägten Fraktionen verschiedener Größe waren insbesondere Protei-

ne der Größe 14 kDa, 17 kDa und 20 kDa in allen Schaumfraktionen vorhanden. Bei 

den größeren Proteinen waren zwei Banden von je 37 kDa und 50 kDa vertreten. Es 

zeigte sich, dass alle in den Schaumfraktionen beobachteten Proteine auch im Ge-
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samtschaum vorhanden waren. Auf eine getrennte Sammlung von Fein- und Grob-

schaum wurde daher in den nachfolgenden Versuchen verzichtet. Insgesamt zeigten 

die Ergebnisse, dass die hier verwendete Zerschäumungstechnik sehr gut geeignet 

ist, um gezielt solche Proteine aus dem Medium aufzukonzentrieren, die sich durch 

ihre amphipatischen Eigenschaften an Grenzflächen zwischen hydrophoben und

hydrophilen Medien anreichern. 

Entsprechend der Arbeitshypothese, die den durchgeführten Arbeiten zu

Grunde lag, wurde besonderes Augenmerk auf solche Proteine gelegt, die neben 

dem amphiphilen Charakter eine relative geringe Molekülgröße aufwiesen. Damit

sollten eher kleine Proteine mit Molgewichten bis zu 20 kDa, wie etwa Hydrophobine 

mit einem durchschnittlichen Molgewicht von 10-15 kDa, erfasst werden. Entspre-

chend wurden in nachfolgenden Versuchen die Kultivierungsbedingungen sowie die 
Anreicherung und Extraktion der oberflächenaktiven Proteine für diesen Größenbe-

reich optimiert.

3.1.3.2 Etablierung einer Quantifizierungsmethode fü r Proteine in der SDS-

PAGE

Damit die Mengen der unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen gebil-

deten Proteine mit einander verglichen werden konnten, war die Etablierung einer

quantitativen Bestimmungsmethode notwendig. Da mit den bestehenden nasschemi-

schen Proteinquantifizierungsverfahren wie z. B. Bradford-Assay die Proteine nur als 

Mischung quantifizierbar waren, wurden Zielproteine durch densitometrischen Ver-
gleich mit Banden definierter Mengen eines bekannten Proteins quantifiziert. Als

Vergleichsprotein wurde Trypsinogen gewählt, ein Protein mit einem Molekularge-

wicht von 24 kDa (siehe Abb. 7, Mengenstandard). Dieses Protein hat eine ähnliche 

Größe wie die Zielproteine, weshalb die Banden in etwa den gleichen Diffusionsef-

fekten unterworfen sind. Ein größeres Protein, z. B. Serumalbumin (68 kDa) würde 

sich anders verhalten und deshalb die Messung verfälschen. Für die Durchführung 

der Quantifizierung wurden die Gele nach der Elektrophorese je nach Proteinmenge

mittels Silberfärbung oder mit kollodialem Coomassie-Blau (RotiBlue™) gefärbt und 

eingescannt. Nachfolgend wurde mittels der Bildbearbeitungssoftware BioNumerics

der Grauwert der Banden erfasst und der über die Bandenfläche integierte Grauwert 

über der Proteinmenge aufgetragen (siehe Abb. 7 und 8). Die Linearität des Verfah-

rens wurde durch lineare Regressionsrechnung bestimmt. Sowohl die Färbung mit

Silber als auch die Färbung mit kolloidalem CBB zeigten eine signifikante Abhängig-
keit zwischen Proteinmenge und  Grauwert mit Korrelationskoeffizienten von jeweils 

r² = 0,99. Der erfasste Konzentrationsbereich lag dabei im Falle der Silberfärbung bei 

0-200 ng/Tyrpsinogen
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pro Bande und im Falle der Färbung mit CBB in dem Bereich zwischen 1000 und 

10000 ng/Trypsinogen pro Bande. Je nach verwendetem Probenfolumen und einge-

setztem Färbeverfahren kann damit über einen Bereich zwischen >0 und < 10.000 

ng/Bande quantifiziert werden.
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Coefficients:
b[0] = 19438,5983734494
b[1] = 1851,3260494537
r ² = 0,9922191295

Abb. 7: Densitometrische Quantifizierung 2-200 ng/Bande mittels Silberfärbung, Trypsino-

gen als Standardprotein (Regressionsgerade, 95 %-Vertrauensbereich --, Vorher-

sageintervall ___)
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Coefficients:
b[0] = 17284,7789922339
b[1] = 44,1149616923
r ² = 0,9929823993

Abb. 8: Densitometrische Quantifizierung 50-10.000 ng/Bande mittels Färbung durch kollo-

diales Coomassie-Blau RotiBlue™, Trypsinogen als Standardprotein (Regressions-

gerade, 95 %-Vertrauensbereich --, Vorhersageintervall ___)
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3.1.3.3 pH-Wert-Abhängigkeit des Proteinspektrums be i der Zerschäumung 

von Kulturüberständen

Der Stamm F. culmorum TMW 4.0111 schied drei Proteine aus, die sich mit 

Hilfe der Zerschäumungstechnik anreichern ließen (siehe 3.1.3.1). Diese Proteine

besitzen eine Größe von 14 kDa, 17 kDa und 20 kDa. Aus der Literatur ist bekannt, 

dass amphiphile Proteine ihre oberflächenaktiven Eigenschaften insbesondere dann 

entfalten, wenn der pH-Wert des Mediums im Bereich ihres isoelektrischen Punktes 

(iP) liegt. Deshalb wurde untersucht, ob die Variation des pH-Wertes des zu zer-

schäumenden Mediums einen Einfluss auf die Anreicherung der verschiedenen Pro-

teinfraktionen hat. Für die Untersuchungen wurde ein Teil des Mediums nach dem

siebentägigen Wachstum von F. culmorum TMW 4.0111 mit dem dann vorliegenden 
natürlichen pH-Wert von 1,7 zerschäumt. Ein anderer Teil des Mediums wurde vor 

dem Zerschäumen mit NaOH auf pH 6,0 eingestellt. Die Proteingewinnung erfolgte in 

beiden Fällen wie unter 3.1.3.1 beschrieben. Abb. 9 zeigt ein mit Coomassie Brilliant 

Blue (CBB) gefärbtes SDS-PAGE Gel, auf dem die Proteine aus den gewonnenen 

Pellets aufgetragen wurden. Die Ergebnisse zeigten, dass sich das 14 kDa große 

Protein bei pH 1,7 besonders stark im Schaum anreicherte. Das 17 kDa Protein wur-

de unter diesen Bedingungen nicht in das abzentrifugierte Proteinpellet transferiert,

sondern blieb im Überstand der Zentrifugation zurück. Bei einer Zerschäumung des 

bewachsenen Mediums nach Einstellen von pH 6,0 konnte dagegen das 17 kDa Pro-

tein in größerer Menge in dem Pellet gefunden werden. Hier trat das kleinere der

beiden Proteine in deutlich geringerer Menge im Pellet auf. Dieses Protein wurde 

jedoch auch im Zentrifugationsüberstand nur in geringen Mengen gefunden was dar-
auf hin deutet, dass es bei der Zerschäumung bei pH 6,0 nicht zu einer Aggregation

im Schaum kommt. Offenbar ist bei dem 14 kDa großen Protein eine stärkere Ab-

hängigkeit des amphiphilen Charakters vom pH-Wert zu beobachten. 
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    MW         a         b          c          d      MW         Mengenstandards

75 kDa

50 kDa

37 kDa

25 kDa

20 kDa

15 kDa 

10 kDa

Abb. 9: Abhängigkeit der Anreicherung von Proteinen aus dem Kulturüberstand von F. cul-

morum TMW 4.0111 vom pH-Wert bei der Zerschäumung. MW: Molekularge-

wichtsmarker. Proteine im Pellet bei pH 1,7 (a) und bei pH 6,0 (b); Proteine im 

Zentrifugatonsüberstand bei pH 1,7 (c) und pH 6,0 (d). Der Mengenstandard diente 

zur Quantifizierung der Proteinmengen.

In weiteren Untersuchungen wurde die pH-Wert-Abhängigkeit der Schaumbil-

dung durch diese Proteine für einen bierspezifischen pH-Bereich untersucht. Dabei 
wurden die Proteinmengen der verschiedenen Banden mit der unter 3.1.3.2 be-

schriebenen Methode quantifiziert.

In diesen Versuchen wurde festgestellt, dass eine Aggregation des 14 kDa-

Proteins im Schaum nur bei stark saurem pH-Wert stattfindet. Bereits bei einer Erhö-

hung des pH-Wertes während der Zerschäumung auf pH 3,5 konnten von diesem

Protein nur noch Spuren im Pellet nachgewiesen werden. Bei pH-Werten, wie sie im 

Bier vorgefunden werden, trat dieses Protein nicht mehr auf. Die für das 17 kDa-

Protein festgestellten pH-Wert-Abhängigkeiten sind in Abb. 10 dargestellt. Auffällig 

war hier eine große Dynamik der Proteinaggregation im Bereich zwischen pH 4,3 und 

pH 4,8. Dabei aggregierte bei pH 4,8 eine deutlich größere Menge des Proteins als 

bei dem niedrigeren pH-Wert. Die höchste Menge an ausgeschäumtem 17 kDa Pro-

tein trat bei pH 5,2 auf. Bei einer weiteren Erhöhung des pH-Wertes nahm die aggre-
gierte Proteinmenge dagegen wieder deutlich ab. Das beobachtete Ergebnis ist be-

sonders interessant, da hier die stärkste Proteinaggregation bei dem pH-Wert festge-

stellt wurde, der in Etwa dem Wert eines hellen Lagerbieres entspricht. Unter der An-

nahme, dass das Auftreten von Gushing mit der Bildung stabiler amphipatischer Fil-

me, etwa in Form von Blasenhäuten im Bier, im Zusammenhang steht, könnte das 

17 kDa Protein an der Gushing Auslösung beteiligt sein. Ein weiteres Indiz für eine 
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mögliche Beteiligung dieses Proteins an der Entstehung des Gushing liegt in dem 

großen Unterschied der aggregierten Proteinmenge, der hier zwischen pH 4,3 und 

pH 4,8 auftrat. Eine entsprechende pH-Wert Verschiebung wird in der Brauerei bei 

der Maische- bzw. Würzesäuerung beobachtet, wo die pH-Werte ebenfalls von ca. 

pH 4,8 auf etwa pH 4,4 verschoben werden. Dazu passt, dass Gushing in Bieren, die 

aus gesäuerter Würze hergestellt wurden, seltener auftritt. Dieses Phänomen könnte 

durch die geringere Aggregation des 17 kDa Proteins unter den Bedingungen des 

niedrigeren pH-Wertes erklärbar werden. 
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Abb. 10 : Aggregation des 17-kDa-Proteins von F. culmorum in Abhängigkeit vom pH-Wert.

3.1.3.4 Beeinflussung von Gushing in Bier durch ober flächenaktive Proteine 
von F. culmorum

Für die in den vorangegangenen Abschnitten beschriebenen oberflächenakti-

ven Proteine von F. culmorum wurde ihre Relevanz für die Auslösung von Gushing 

untersucht. Zur Untersuchung ihres Einflusses auf das Gushing von Bier wurden die 

drei Proteine aus F. culmorum TMW 4.0111 in größeren Mengen gereinigten und 
anschließend einzeln und in Mengen von 0,5 mg/Flasche (= 1mg/L für 14 kDa und 

20 kDa) und 0,12 mg/Flasche (17 kDa) in ein Bier mit leichtem Gushing-Potenzial

(untergäriges helles Lagerbier, Überschäumvolumen 29 mL) eingesetzt. Als Kontrolle 

wurden Flaschen des selben Bieres mit dem entsprechenden Volumen einer Puffer-

lösung versetzt. Parallel zur Untersuchung der nativen Proteine wurde analysiert,

welche Auswirkung der Würzekochprozess auf die Wirksamkeit der Proteine besitzt. 

Dazu wurden die drei untersuchten Proteine in einer Maltoselösung (2 %, w:v) gelöst 
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und dann 60 min bei 95 °C inkubiert um den Prozess der Würzekochung zu simulie-

ren. Die so behandelten Proteine wurden ebenfalls in den oben genannten Mengen 

in das Bier gegeben. Für die Zugabe der Testlösungen und der Kontrolllösung wur-

den die Bierflaschen in einem Eisbad auf etwa 0 °C abgekühlt und geöffnet. Durch

diese Behandlung wurde ein Verlust von CO2 durch das Öffnen vermieden. Die Fla-

schen wurden nach der Probenzugabe wieder mit neuen Kronkorken verschlossen. 

Die so behandelten Flaschen und Kontrollflaschen wurden für 48 h bei 28 rpm bei 

Raumtemperatur über Kopf geschüttelt (umgebauter Akita-Betonmischer). Nach ei-

ner einstündigen Pause wurden die Flaschen geöffnet und das Überschäumvolumen

(im weiteren „ÜSV“) bestimmt. In Abb. 11 sind die Ergebnisses dieses Versuchs gra-

phisch dargestellt. 

Dabei stellte sich heraus, dass die Proteine mit 14 kDa und 20 kDa das ÜSV 
im nativen Zustand gegenüber der unbehandelten Kontrolle deutlich erhöhten (ÜSV 

55 bzw. 43 mL). Zudem wurde bei den Proteinen mit 14 kDa und 20 kDa dieser Ef-

fekt durch die thermische Behandlung in Gegenwart von Maltose nochmals massiv

verstärkt (ÜSV 100 bzw. 91 mL). Der Zusatz proteinfreier Maltose-Lösung ins Bier 

veränderte das Überschäumvolumen dagegen nicht (ÜSV 29 mL). Das 17 kDa-

Protein veränderte in unmodifizierter bzw. Maltose-behandelter Form das ÜSV nur 

geringfügig. Damit konnte festgestellt werden, dass zwei der drei präparierten Protei-

ne bereits in geringster Menge einen Gushing-verstärkenden Effekt haben, der sich 

bei thermischer Behandlung mit reduzierendem Zucker, wie er in der Würzekochung

auftritt, nochmals verstärkt. Gushing-stabile Biere konnten durch diese Behandlung

nicht zu Gushing angeregt werden.

Abb. 11 : Beeinflussung von Gushing durch oberflächenaktive Proteine von F. culmorum

TMW 4.0111. Vergleich der Wirkung in nativem Zustand und nach Behandlung in

synthetischer Würze.
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3.1.4 Untersuchungen zur Charakterisierung der oberf lächenaktiven Prote-

ine aus F. culmorum

Die in den vorangegangenen Kapiteln beschriebenen Versuche zeigten, dass 

der für das Auftreten von Gushing in der Brauerei relevante Pilz F. culmorum Protei-

ne ausscheidet, die zwar in einem Gushing-stabilen Bier kein Überschäumen verur-
sachen, jedoch diesen Effekt bei einem Gushing instabilen Bier in signifikanter Weise 

verstärken können. Darüber hinaus zeigte sich, dass dieser Effekt deutlich verstärkt 

wird, wenn die Proteine in der Hitze mit reduzierenden Zuckern unter Bildung von

Addukten reagieren. Diese Tatsache stimmt mit der Beobachtung überein, dass bei 

allen gängigen Gushing-Test Verfahren ein Kochschritt unter Anwesenheit von Wür-

zezuckern notwendig ist, damit es zum Auftreten von Gushing kommt. In den weite-

ren Untersuchungen wurden die Arbeiten daher auf eine genauere Charakterisierung 

der beschriebenen Proteine konzentriert. Entsprechend den unter 3.1.3.4 dargestell-

ten Ergebnissen wurde dabei besonderes Augenmerk auf die beiden 14 und 20 kDa 

großen Proteine gelelgt. Um die notwendigen Untersuchungen realisieren zu können, 

waren umfangreiche Arbeiten zur Optimierung der Gewinnung und Reinigung der

drei Proteine notwendig.

3.1.4.1 Optimierung der Kulturbedingungen zur Bildun g maximaler Mengen 

an oberflächenaktiven Proteinen

In ersten Versuchen wurde die Zeitabhängigkeit der Proteinausscheidung

durch F. culmorum TMW 4.0102 untersucht. Damit sollte sicher gestellt werden, dass 

die Proteinernte zu einem Zeitpunkt stattfindet, an dem die gebildeten Mengen opti-

mal hoch sind. Die 12 parallel angesetzten Kulturen wurden mit einer Sporensuspen-

sion, die durch Abschwemmen der Konidien von einer ca. 14 Tage alten Kultur des

Pilzes auf SNA Medium gewonnen wurden, beimpft. Die Kultivierung erfolgte in dem 

unter 3.1.1 beschriebenen YCB Medium in Erlenmeyerkolben (0,5 L Medium in 2,0-L-

Erlenmeyerkolben, 150 rpm, 25 °C). Zu den jeweiligen Untersuchungsterminen wur-

de ein Kolben entnommen und das Medium, wie unter 3.1.3.1 beschrieben, verarbei-

tet. Das ausgeschäumte Gesamtprotein wurde durch SDS PAGE aufgetrennt und 

durch Silberfärbung sichtbar gemacht.

Aus den Kulturüberständen ließen sich drei Proteine mit Größen von 14, 17 
und 20 kDa ausschäumen. Wie Abb. 12 und 13 zeigen, wurde das Maximum der 

Menge aller drei Proteine unter den gewählten Kulturbedingungen am fünften Kultur-

tag erreicht. Vor diesem Zeitpunkt konnten in dem Überstand noch keine oberflä-

chenaktiven Proteine nachgewiesen werden. Ab dem fünften Kulturtag nahm die ge-
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fundene Menge aller drei Proteine kontinuierlich ab. Ab dem 10. Kulturtag trat statt 

der diskreten Banden der drei Proteine eine unscharf begrenzte Bande mit einer

Größe von ca. 12 kDa sowie von Peptiden mit einer Größe deutlich unterhalb von 

10 kDa auf. Bei beiden Banden handelte es sich wegen des späten Auftretens mit 

großer Wahrscheinlichkeit um Produkte der pilzlichen Autolyse. Auf Grund der vorlie-

genden Ergebnisse wurde mit einer optimalen Kulturzeit von fünf Tagen weiter gear-

beitet. In vergleichenden Untersuchungen zu Bildung der drei oberflächenaktiven

Proteine unter den bis hierher optimierten Bedingungen konnte gezeigt werden, dass 

die durch das Isolat F. culmorum TMW 4.0111 ausgeschiedenen Mengen dieser Pro-

teine weitaus größer waren, als bei dem in Abb. 12 und 13 dargestellten Isolat F. cul-

morum TMW 4.0102. Daher wurde für die weiteren Versuche zur Optimierung der 

Wachstumsbedingungen und Proteinbildung der Stamm F. culmorum TMW 4.0111 
eingesetzt.

     MW    Tag 3    Tag 5    Tag 6    Tag 7

50 kDa

37 kDa

25 kDa

20 kDa

15 kDa

10 kDa

Abb. 12 : Zeitabhängiges Auftreten oberflächenaktiver Proteine in Schüttelkulturen von

F. culmorum TMW 4.0102 (Tage 3 bis 7), MW: Molekulargewichtsmarker (BioRad 

Precision Plus unstained)

20 kDa

17 kDa

14 kDa
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               MW     Tag 8   Tag 9   Tag 10   Tag 12

50 kDa

37 kDa

25 kDa

20 kDa

15 kDa

10 kDa

Abb. 13 : Zeitabhängiges Auftreten oberflächenaktiver Proteine in Schüttelkulturen von

F. culmorum TMW 4.0102 (Tage 8 bis 12), MW: Molekulargewichtsmarker

(BioRad Precision Plus unstained)

In weiteren Versuchen zur Optimierung des Wachstums und der Proteinbil-

dung wurden verschiedene Änderungen an dem verwendeten Wachstumsmedium
sowie an den Kulturbedingungen vorgenommen. Nach Abschluss dieser Arbeiten

ergab sich die folgenden Bedingungen für ein optimales Wachstum mit maximaler

Proteinausscheidung: 0,60 L Mediums (7,0 g Hefe-Kohlenstoffbasis, 3,3 g Glukose-

Monohydrat in 600 mL, 3,0 g Ammoniumsulfat in 600 mL, pH 5,5) in 2 l Fernbachkol-

ben (20 cm Durchmesser) werden mit Sporensuspension (ca. 106 Makrokonidien) 

beimpft und bei 25 °C und 80 U/min in Brutschrank inkubiert. Die optimale Inkubati-

onsdauer betrug unter diesen Bedingungen sieben Tage, da die Kulturen wegen der 

geänderten Gefäßgeometrie etwas langsamer wuchsen als unter den in 3.1.3.1 be-

schriebenen Bedingungen. Es zeigte sich, dass die Bildung oberflächenaktiver Prote-

ine wesentlich verstärkt wurde, wenn dem Medium als feste Unterlage fünf sterile

Hydrokultursteinchen je Fernbach-Kolben zugesetzt wurden und die Kultivierung in

der Dunkelheit stattfand. 
Unter den beschriebenen Bedingungen bildete auch F. graminearum größere 

Mengen oberflächenaktiver Proteine.

20 kDa

17 kDa

14 kDa
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3.1.4.2 Präparative Darstellung der oberflächenaktiv en Proteine aus

F. culmorum

Vergleichende Untersuchungen zwischen den durch Zerschäumen gewonne-

nen Proteinmengen und den Mengen, die durch Fällung der Proteine direkt aus dem 

Kulturüberstand gewonnen werden konnten, zeigten dass die Ausbeute bei der Zer-

schäumung wesentlich geringer war. Qualitative Untersuchungen zwischen den mit

beiden Verfahren gewonnen Proteinen ergaben zudem, dass sich auch bei der Fäl-

lung mit Ammoniumsulfat im Wesentlichen die drei schon oben beschriebenen Prote-

ine gewinnen ließen. Die Fällung fand, wie für kleine Proteine üblich, durch Ammoni-

umsulfatzugabe bis zu einer relativen Sättigung von 90 % statt.

Ziel der Arbeiten war es, chromatographische Verfahren für die Trennung und 
Aufkonzentrierung zu entwickeln, um diese Proteine in reiner Form und in größeren 

Mengen zu gewinnen, um anschließend ihre Wirkung auf die Schaumstabilität von

Bier zu untersuchen sowie eine weitere Charakterisierung vorzunehmen. In Vorver-

suchen wurden verschiedene Trennmedien aus der Gruppe der Ionentauscher sowie 

unterschiedliche Säulenmaterielien für die hydrophobe Interaktionschromatographie

(HIC) und die Gelfiltration verglichen. Die Entsalzung/Umpufferung der Proben wurde 

in dieser ersten Testphase durch PD 10-Säulen (Amersham) nach Vorschrift des

Herstellers bewerkstelligt. Die verwendeten Chromatographiesäulen waren HiTrap-

Säulen mit einem Säulenvolumen von 1 mL und stammten aus einem Optimie-

rungskit der Firma Amersham Pharmacia Biotech. Die Gelfiltrationssäule war HiLoad 

16-60 Superdex 75 prep grade (Amersham). Tabelle 2 gibt einen Überblick über die 

verschiedenen Säulentypen, die in den Vergleichsuntersuchungen eingesetzt wur-
den,

Tabelle 2 : Beschreibung der eingesetzten Säulentypen und Puffersysteme

Säulentyp Startpuffer Elutionspuffer

HiTrap Q XL 

(stark basischer 

Anionenaustauscher)

20 mM Triethylamin/CO2

pH 10

20 mM Triethylamin/CO2

pH 10; 1 M NaCl

HiTrap SP S 
(stark saurer Kationen-

austauscher)

20 mM Citrat pH 3,5 20 mM Citrat pH 3,5; 1 M
NaCl

HiTrap Phenylsepharose 

(hydrophobe Interaktion)

50 mM NaPO4 pH 7,5;

1,5 M (NH4)2SO4

50 mM NaPO4 pH 7,5

HiLoad 16-60 Superdex 75pg 
(Gelfiltration)

50 mM Citrat,pH 7,5; 0,15 M NaCl 
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Die Chromatographiebedingungen für die HiTrap-Säulen waren: Flussrate

1,00 mL/min, linearer Gradient in 20 mL 0-100 % Elutionspuffer. Bei der Gelfiltration 

wurde mit einer Flussrate von 0,80 mL/min eluiert.

Es zeigte sich, dass die verwendeten HIC-Medien für die Trennung der ober-

flächenaktiven Proteine aus F. culmorum eher ungünstig waren, da einerseits ein Teil 

der Proteine nicht auf der Säule gebunden wurde, andererseits aber der andere Teil 

so stark an der Säulenmatrix adsorbierte, dass das Protein nur unter Einsatz aggres-

siver Reinigungsmittel wieder von der Säule eluiert werden konnte.

Aus diesem Grunde wurde der Ionenaustauschchromatographie in den weite-

ren Untersuchungen der Vorzug gegeben. Dabei wurde die Effektivität von stark sau-

ren (Typ S) und stark basischen (Typ Q) Ionentauschern getestet. Erste Ergebnisse 

zeigen eine gute Adsorptions- und Trennleistung bei S-Säulen mit Citrat-Puffer pH 
3,5 bzw. Q-Säulen mit Triethylamin-Puffer pH 10,0. Es fiel auf, dass bei der Katione-

naustauschchromatographie, der hydrophoben Interaktionschromatographie und

auch bei der Gelfiltration insgesamt weniger Protein eluierte, als bei der Anione-

naustauschchromatographie. Der fehlende Anteil musste also nach der Elution noch 

immer an der Säule gebunden sein und ließ sich erst durch Spülen mit 1M NaOH 

teilweise entfernen.

Mit Hilfe der Anionenaustauschchromatographie war es möglich, alle drei Pro-

teine in nur einem Arbeitsschritt zu trennen. Es wurde daher für den folgenden Ver-

lauf der Arbeit eine Hochleistungs-Anionenaustauschsäule, HiLoad 16/10

Q Sepharose HP (Amersham) verwendet, die das während der Optimierung leis-

tungsfähigste Trennmaterial in höherem Säulenvolumen und höherer Kapazität ent-

hielt. Mit dieser Trennsäule sollte die Trennleistung verbessert und außerdem die 
Menge der gewonnenen Proteine gesteigert werden. Um die Leistung dieser Trenn-

säule voll ausnutzen zu können, waren größere Mengen von entsalztem Protein nö-

tig, als die Entsalzung mittels PD 10-Säulen liefern konnte. Es wurde daher zusätz-

lich eine präparative Entsalzungssäule, HiPrep 26/10 Desalt (Amersham), eingesetzt. 

Die Verwendung der präparativen Entsalzungssäule HiPrep 26/10 Desalt (Amers-

ham) ermöglichte es, eine für die Hochleistungs-Anionenaustauschsäule adäquate 

Menge an entsalztem, umgepuffertem Protein bereitzustellen. Pro Lauf konnten ca. 

0,2 g Protein entsalzt werden. Da in der Regel drei Läufe in Folge durchgeführt wur-

den, wurden 0,7 g Präzipitat über Nacht in 15 mL entsalztem Wasser gelöst. Nach 

Zentrifugation für 15 min bei 25.000 x g wurden 5mL des Überstandes in die Pro-

benschleife der FPLC-Anlage (Biorad) injiziert. Das Entsalzen und Umpuffern der

Proben vor der Injektion fand nach dem in diesem Bericht beschriebenen Protokoll 

statt. Der Verlauf der UV-Absorptionskurve als Maß für die Konzentration der Protei-
ne, sowie der Leitwert als Maß für den Salzgehalt sind in Abb. 14 exemplarisch dar-

gestellt. Durch manuelles Auffangen des Proteinpeaks war es damit möglich, völlig 

umgepufferte Proteinlösungen für die spätere Chromatographie bzw. präparative i-
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soelektrische Fokussierung zu erhalten.
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Abb. 14: Chromatogramm der Entsalzung des gelösten Proteinpräzipitats von F. culmorum

TMW 4.0111 mit HiPrep 26/10 Desalt (blau: UV-Absorption 280 nm, rot: Leitwert

[mS/cm])

Die Verwendung der Hochleistungs-Anionenaustauschsäule HiLoad 16/10

Q Sepharose High Performance (Amersham) sollte durch höhere Kapazität (Bettvo-

lumen 23 mL) die Menge und auf Grund besserer Trennleistung auch die Reinheit

der fraktionierten Proteine steigern. Als Puffersystem wurde 20 mM Triethylamin/CO2

pH 10,0 verwendet. Der Elutionspuffer enthielt zusätzlich 1,0 M NaCl. In einem ers-

ten Versuch wurden die auf der Säule gebundenen Proteine mit einem linearen Gra-

dienten von 0-60 % Elutionspuffer eluiert. In Abb. 15 ist das zugehörige Chroma-

togramm dargestellt.
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Abb. 15: Anionenaustauschchromatographie des gefällten und entsalzten Proteins von 

F. culmorum TMW 4.0111 mit HiLoad 16/10 Q Sepharose HP, eluiert im linearen 

Gradienten 0-60 % Elutionspuffer (blau: UV-Absorption 280 nm, rot: Leitwert 

[mS/cm], schwarz: Anteil Elutionspuffer am Eluenten)

Das Eluat wurde in 1mL-Fraktionen gesammelt. Das Chromatogramm zeigt 

im Wesentlichen drei Peaks. Die zentralen Bereiche dieser Peaks wurden abge-
nommen und unverdünnt mittels Gelelektrophorese in Tris-Tricin-Gel untersucht.

Abb. 16 zeigt das silbergefärbte Gel der Elektrophorese. Daraus wird deutlich, dass 

die drei Peaks den drei Zielproteinen von 14, 17 und 20 kDa zuzuordnen sind.
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Abb.16 : Gel der Hauptfraktionen der Chromatographie der Proteine von F. culmorum

TMW 4.0111 mit HiLoad 16/10 Q Sepharose HP, silbergefärbt, 1: Trypsinogen

2000 ng; MW: Größenstandard, 2: Fraktion 32, 17 kDa, 3: Fraktion 36, 20 kDa, 4: 

Fraktionen 72+73, 14 kDa

In der mit "2" bezeichneten Bahn in Abb. 16 ist eine leichte Verunreinigung 

des 17 kDa-Proteins mit Protein der Größe 20 kDa zu erkennen, da die Peaks der 
beiden Proteine im Chromatogramm (Abb. 15) sehr dicht nebeneinander lagen und 

sich teilweise überlagerten. Als Reaktion darauf wurde für die weiteren Trennungen 

das Standardprotokoll so abgeändert, dass mit einem zweiteiligen Gradienten eluiert 

wurde. Im Bereich dieser dicht beieinanderliegenden Peaks wurde mit einem flache-

ren Gradienten eluiert, wodurch die beiden Peaks deutlicher voneinander getrennt

werden konnten. Im Bereich des 14 kDa-Protein wurde mit einem steileren Gradien-

ten eluiert, da dieses Protein gut von den Begleitproteinen abgesetzt ist (Gradient 1: 

0-25 % Elutionspuffer in 100 mL, 1,6 mL/min; Gradient 2: 25-60 % Elutionspuffer in 

60 mL, 1,6 mL/min). Abb. 17 zeigt das Chromatogramm einer solchen Trennung.

Man erkennt im Vergleich zu Abb. 15 eine deutlich bessere Trennung der beiden

Peaks der 17 kDa- und 20 kDa-Proteine.
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Abb. 17: Anionenaustauschchromatographie des gefällten und entsalzten Proteins von 

F. culmorum TMW 4.0111 mit HiLoad 16/10 QSepharose HP, eluiert mit zwei li-

nearen Gradienten 0-25/25-60 % Elutionspuffer (blau: UV-Absorption 280 nm, rot: 

Leitwert [mS/cm], schwarz: Anteil Elutionspuffer am Eluenten)

Im Verlaufe der Arbeiten zeigte sich, dass die mit der bis hierhin optimierten
Methodik zur Gewinnung reiner oberflächenaktiver Proteine aus F. culmorum ge-

wonnenen Proteinmengen für die geplanten Versuche noch zu gering waren. Es

wurde daher als Alternative zur Anionenaustauschchromatographie der Einsatz der 

trägerfreien präparativen isoelektrischen Fokussierung untersucht. Dazu wurde das

aus dem Überstand von Flüssigkulturen von F. culmorum durch Ammoiumsulfatfäl-

lung gewonnene Gesamtprotein wie oben beschrieben gefällt und abzentrifugiert.

Das gewonnene Proteinpellet wurde in 4 M Harnstoff gelöst, über eine HiPrep 26/10 

desalt Säule entsalzt, und in eine Rotofor-Zelle (Bio-Rad) nach Zugabe eines

Ampholyten gegeben. In dieser Zelle baut sich durch Anlegen einer Spannung ein

pH-Gradient zwischen pH 3,0 und pH 10,0 zwischen den beiden Polen auf. Durch 

Membranen wird dieser Gradient in 20 Kompartimente aufgeteilt. Proteine bewegen 

sich entsprechend ihrem pI entlang des pH-Gradienten und konzentrieren sich in den 
ihrem pI entsprechenden Kompartimenten der Zelle auf. Nach Abschluss der Fokus-

sierung kann der Inhalt jedes Kompartiments einzeln als Fraktion aufgefangen wer-

den. Die Zelle hat eine Kapazität von 60 mL Probe. Mit dem Verfahren konnte ein 

Abtrennung des stark sauren 14 kDa Proteins von den beiden basischen 17 und 

20 kDa großen oberflächenaktiven F. culmorum Proteinen erreicht werden. Auf diese 

Weise wurden pro Lauf etwa 100 mg des 14 kDa Proteins in reiner Form gewonnen. 

Die Trennung der beiden basischen Proteine erfolgte weiterhin wie oben beschrieben 

mit Hilfe der Anionenaustauschchromatographie auf der HiLoad 16/10 Q Säule.
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3.1.4.3 Aminosäuresequenzierung der oberflächenaktiv en Proteine aus 

F. culmorum

Für die weitere Charakterisierung der oben beschriebenen oberflächenaktiven

Proteine aus F. culmorum wurde die beiden 14 und 17 kDa großen Fraktionen einer 

N-terminalen Aminosäuresequenzierung unterzogen. Dabei sollte einerseits unter-
sucht werden, ob die für Hydrophobine typische Konstellation von Cystein-Resten

vorhanden war. Andererseits wurden die Aminosäuresequenzen jedoch auch benö-

tigt, um daraus Oligonukleotidprimer und –sonden für die Molekularbiologische Ana-

lyse der beteiligten Gene zu entwickeln (siehe 3.2). Für die Untersuchungen wurden 

die von F.  culmorum TMW 4.0111 gebildeten 14  und 17 kDa großen oberflächen-

aktive Protein nach dem unter 3.1.4.2 beschriebenen Verfahren präpariert. Eine zur 

N-terminalen Aminosäuresequenzierung ausreichende Menge konnte erhalten und

durch Elektrophorese in Tris-Tricin-Gel nochmals gereinigt werden. Die Banden wur-

den mittels eines glycin-freien Puffers (10 mM CAPS, 10 % Methanol, pH 11) auf ei-

ne PVDF-Membran geblottet (semi-dry blotting-Verfahren). Die auf dieser Membran 

gebundenen Protein wurden mit Coomassie-Blau gefärbt. 

Die Sequenzierung durch die Fa. Prosequenz Bioanalytik, Ludwigsburg, er-
folgte durch EDMAN-Abbau der Proteine auf der Membran. Es ergaben sich folgende 

N-terminale Aminosäuresequenzen:

14 kDa: ATXPD VTVEI FTDQY XEDS/XC/x T/xFIDN K/x (Sequenz 1/TMW 4.0102

14 kDa: NSKPP PNANV ISARI WGDSd cgAK         (Sequenz 2/TMW 4.0111)

17 kDa: ANQAV VINNC PTTIY VQSFP YNGA    (Sequenz 3/TMW 4.0111)

Die erhaltenen Aminosäuresequenzen wiesen keine für Hydrophobine charak-

teristischen Aminosäurekontstellationen, wie etwa eine bestimmte Verteilung von

Cystein-Resten, auf. Von den gewonnenen Sequenzen kann daher nicht darauf ge-

schlossen werden, dass es sich bei den aus den Kulturüberständen isolierten ober-

flächenaktiven Proteinen um typische Hydrophobine handelt. Die Sequenzen konn-
ten dennoch in den weiteren Arbeiten zur Ableitung von PCR-Primern verwendet

werden.

Um weitere Informationen über die Aminosäuresequenz der 14, 17 und

20 kDa Proteine aus F. culmorum zu erhalten, war die Sequenzierung größere Ab-

schnitte jenseits des N-Terminus dieser Proteine notwendig. Aus diesem Grunde

wurden die gereinigten Proteine zur Erzeugung interner Peptide und deren Sequen-

zierung an die Firma Prosequenz Bioanalytik übersandt. Hier wurden die Proteine 

durch verschiedene Proteinasen verdaut und von den isolierten Bruchstücken nach

HPLC Trennung N-terminale und interne Aminosäuresequenzen bestimmt. Bei den 

im Folgenden aufgeführten Sequenzen wurden Cystein-Reste zur Kennzeichnung
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eventueller Hydrophobin-Motive fett dargestellt.

Für das 14 kDa-Protein ergaben sich folgende Sequenzen interner Peptide:

Fraktion 9 LSPYG TCR

Fraktion 12 HLTGL PTK
Fraktion 13 SVGVY EFGPC E

Fraktion 15 CSWEV WAYPN LDC

Für das 17 kDa-Protein:

Fraktion 3 NYSCP NpVhL Ya

Fraktion 6 FSEDL R
Fraktion 12 AVVIN DCDTA IYVQS VPF (Teilsequenz des N-

Terminus)

Für das 20 kDa-Protein:

N-Terminus APEPK TFXLV ALPXK XPFHL

Fraktion 17 SGMGQ GVLQY TGQK

Fraktion 18 LVLYH K

Fraktion 24 NAETE GWKVD Kdngl v

Hier ist besonders die Sequenz der Fraktion 15 des 14 kDa-Proteins bemer-

kenswert, da diese einen Abstand von elf Aminosäuren zwischen den beiden

Cysteinresten aufwies. Ein solches Motiv ist typisch für Hydrophobine der Klasse II.

Weiterhin ist das Motiv NLDC auch bei anderen Klasse II-Hydrophobinen konserviert.

3.1.4.4 Charakterisierung der oberflächenaktiven Pro teine von F. culmorum

mittels 2D-Gelelektrophorese

3.1.4.4.1 Bestimmung der isoelektrischen Punkte der oberflächenaktiven Pro-

teine von F. culmorum  und F. graminearum

Mit dem Ziel einer chemisch-physikalischen Charakterisierung der drei ober-

flächenaktiven Proteine aus F. culmorum TMW 4.0111, wurden die isoelektrischen

Punkte (pI) mittels 2D-Gelelektrophorese (2D-GE) bestimmt. Für das 14 kDa-Protein

ergab sich ein pI von 3,5. Ein pI in diesem Bereich ist typisch für Hydrophobine und 

auch für früher in der Literatur beschriebene Gushing-Faktoren, bei denen es sich um
kleine, saure Proteine handelte, die jedoch zum damaligen Zeitpunkt nicht weiter un-

tersucht werden konnten. Die isoelektrischen Punkte der Proteine mit 17 kDa bzw. 

20 kDa waren annähernd gleich, sie betrugen pI 9,5-9,8. Dieser Wert lag im Bereich
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der für ns-LTPs in der Literatur beschriebenen Werte und zeigten damit, dass auch 

basische pilzliche Proteine am Phänomen des Gushing beteiligt sein können. Der

Wechsel des Gelsystems von Tris-Tricin-Gelen bei eindimensionaler Gelelektropho-

rese zum Lämmli-Geltyp bei 2D-GE bedingte eine geringfügig andere Position der 

Proteine gegenüber dem Molekulargewichtsmarker. Abb. 18 zeigt ein 2D-Gel auf

dem die 14, 17 und 20 kDa Proteine aus dem Kulturüberstand von F. culmorum in 

nativem Zustand von links nach rechts nach ihrem pI und von oben nach unten nach 

der Größe aufgetrennt wurden.

Abb. 18 : 2D-Gel der nativen Proteine von F. culmorum TMW 4.0111. pH 3-10 linear, Silber-

färbung

Auch Isolate von F. graminearum wurden in der für F. culmorum beschriebe-

nen Weise in Fernbach-Kolben mit YCB-Medium kultiviert. Auch hier betrug die Kul-

turdauer sieben Tage bei 25 °C, 80 U/min. Die Gewinnung der durch die Pilze aus-

geschiedenen Proteine (im weiteren Exoproteom) erfolgte ebenfalls über Ammoni-

umsulfatfällung. Anschließende 2D-Gelelektrophorese zeigte eine strukturelle Ähn-

lichkeit des Exoproteoms von F. graminearum zu F. culmorum durch das Vorhan-

densein von Proteinen mit ähnlichen isoelektrischen Punkten bei ähnlicher Größe.

Auffällig war jedoch die deutlich stärkere Modifikation der nativen Proteine von
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F. graminearum in Form von isoelektrischen Polymorphismen gegenüber den ober-

flächenaktiven Proteinen von F. culmorum (vergl. Abb. 18). Von nahezu jedem der in 

den Kulturüberstand ausgeschiedenen Proteine fanden sich im 2D-Gel mehrere Iso-

formen (vgl. Abb. 19). Weiterhin war auffällig, dass ein gewisser Anteil der untersuch-

ten F. graminearum Isolate keine sauren Proteine ausschied (vgl. Abb. 20). Isolate 

ohne Ausscheidung von sauren Proteinen wiesen meist auch im ParafilmTM-

Schnelltest eine schlechtere oder fehlende Benetzung des hydrophoben Parafilms

auf als Isolate, bei denen die Ausscheidung von sauren Proteinen beobachtet wurde 

(siehe Tab. 3).

Abb. 19 : 2D-GE von nativen oberflächenaktiven Proteinen aus F. graminearum TMW 4.0502
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Abb. 20 : 2D-GE von oberflächenaktiven Proteinen aus F. graminearum TMW 4.0503. Be-

achte das Fehlen stark saurer Protein in diesem Isolat

Tabelle 3 : Verhalten unterschiedlicher Stämme von F. graminearum im Parafilm-

Schnelltest und Spektrum gebildeter Proteine in der 2D-Elelektrophorese

Stamm Benetzung

auf YCB

Benetzung

auf ME

stark basische 

Proteine
(ca. 15-20 kDa)

stark saure 

Proteine
(ca. 15 kDa)

4.0122 ++ + + +

4.0169 ++ + + +

4.0186 - + + -

4.0502 - + + +

4.0503 - +/- + -

4.0505 - +/- + -

4.0506 + + + +

4.1555 - +/- + +
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3.1.4.4.2 Untersuchungen zur Bildung von Addukten zw ischen oberflächenak-

tiven Proteinen und Zuckern

Unter 3.1.3.4 wurde bereits gezeigt, dass die oberflächenaktiven Proteine aus 

dem Kulturüberstand von F. culmorum in der Lage waren, Gushing in Bieren zu ver-

stärken. Dieser Effekt war noch deutlicher, wenn die Proteine vor der Zugabe zum 

Bier mit Maltose unter Wärmeeinwirkung inkubiert wurden. Dabei war der Effekt der 

Zuckerbehandlung vor allem bei den beiden 14 und 20 kDa großen Proteinen stark 

ausgeprägt. Bei dem 17 kDa großen Protein war die Wirkung dagegen im Vergleich

zum nativen Protein eher schwächer. Um diese Phänomen näher zu untersuchen,

wurden die drei Proteine in gereinigter Form erneut in der unter 3.1.3.4 beschriebe-

nen Weise mit Maltose behandelt und anschließend mit 2D-GE untersucht. 
Am Beispiel der Abb. 21 und 22 wird deutlich, dass sich nach der Behandlung 

mit dem reduzierenden Zucker Maltose, bei dem 20 kDa großen Protein ein isole-

lektrischer Polymorphismus ergab, also mehrere Fraktionen des selben Proteins mit 

unterschiedlichen pI Werten auftraten. Dieses Phänomen tritt auf, wenn saure oder 

basische Gruppen an der Oberfläche des Proteins kovalent mit Maltose reagieren, 

wodurch der pI gegenüber dem pI des nativen Moleküls steigt oder fällt. Typisch für 

solche isolelektrischen Polymorphismen ist dabei die Bildung mehrer Proteinspots,

die wie die Perlen an einer Perlenkette entland dem pH-Gradienten des Gels aufge-

reiht sind. Derartige isoelektrische Polymorphismen konnten nach der Behandlung

mit Maltose in der Wärme für das 14 kDa Protein und für das 20 kDa festgestellt 

werden. Bei dem 17 kDa Protein lag ein solcher Polymorphismus bereits im nativen 

Zustand vor (siehe Abb. 18), so dass sich nach der Maltosebehandlung keine weitere 
Veränderung an diesem Protein ergab. 

Abb. 21 : Isoelektrische Polymorphismen nach thermischer Behandlung mit Maltose,

20 kDa-Protein aus F. culmorum TMW 4.0111
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Abb. 22 : Isoelektrische Polymorphismen nach thermischer Behandlung mit Maltose,

14 kDa-Protein aus F. culmorum TMW 4.0111

Vergleicht man die gemachten Beobachtungen mit den unter 3.1.3.4 darge-

stellten Ergebnissen, so tritt klar die Bedeutung der Bildung von Zucker-Addukten in 

einem thermischen Prozess für die Beeinflussung des Gushing-Verhaltens der Prote-

ine zu Tage. Die chemische Reaktion mit der Maltose kann dafür verantwortlich ge-

macht werden, dass das Potenzial der beiden 14 und 20 kDa großen Proteine zur 

Verstärkung des Gushings erhöht wird. Dazu passt auch, dass das 17 kDa große 

Protein durch eine Maltosebehandlung unbeeinflusst bleibt. Die proteinchemischen

Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Arbeiten zeigten, dass dieses Protein 

bereits in nativer Form einen starken isoelektrischen Polymorphismus aufweist und 
deshalb durch die Maltosebehandlung nicht mehr wesentlich verändert werden kann.

Die von F. culmorum TMW 4.0111 ausgeschiedenen Proteine wurden in ei-

nem weiteren Versuch für eine Stunde bei 95 °C in einer mit 50 mM Natriumphos-

phat-Puffer auf pH 6,0 gepufferten Lösung von 12 % (w:v) Maltose behandelt. Dabei 

wurde angenommen, dass unter den gewählten pH-Bedingungen Reaktionen zwi-

schen Protein und Zucker gegenüber der früher verwendeten ungepufferten Maltose-

lösung noch verstärkt werden. Die Proteinkonzentration betrug in diesem Versuch ca. 

1 mg/mL. Nach der Behandlung wurden die Proteine auf einem IPG-Streifen mit line-

arem pH-Gradienten zwischen pH 3 und pH 10 fokussiert und mittels SDS-PAGE

(zweite Dimension) nach ihrer Größe getrennt. Wie Abb. 23 zeigt, traten in diesem 

Versuch an allen Proteinen starke Modifikationen mit der Bildung deutlicher isoe-
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lektrischer Polymorphismen auf. Ein erheblicher Anteil des 14 kDa-Proteins wurde 

dabei um ca. 1,4 pI-Einheiten von pI 3,5 auf pI 4,8 verschoben. Bei den basischen 

Proteinen der Größe 17 und 20 kDa (ca. pI9,5 im nativen Zustand) traten Spots bis

in den Neutralbereich (20 kDa) oder gar bis in den Bereich saurer pH-Werte (17 kDa)

auf, wobei auch das Molekulargewicht dieser Spots zunahm. Die Zunahme des Mo-

lekurgewichts deutet zusammen mit der Verschiebung des pI-Wertes auf einen mas-

siven Einfluss der Maillard-Reaktion hin. Weiterhin zeigten die Ergebnisse, das es 

durch das Kochen von Gushing-Würzen mit den darin vorhandenen oberflächenakti-

ven pilzlichen Proteinen durch die dabei auftretenden Maillarreaktionen zu einer Ver-

änderung basischer Proteine bis auf neutrale oder saure pI-Werte kommen kann, wie 

sie in bisherigen Veröffentlichungen als Merkmal von Gushing-Bieren bekannt sind. 

Diese Effekt war auch durch Hippeli & Elstner (2002) als Erklärung für die beobachte-
te Zunahme kleiner saurer Proteine in Gushing-Würzen vorgeschlagen worden.

Abb. 23: Reaktion der oberflächenaktiven Proteine von F. culmorum TMW 4.0111 in 50 mM

Phosphatpuffer, 12 % Maltose, 1,0 h, 95 °C. Pfeile deuten die Veränderung der 

Proteinspots an.
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In weiteren Untersuchungen wurden die beiden 14 und 20 kDa großen Protei-

ne aus F. culmorum einer thermischen Behandlung unter Bedingungen unterzogen, 

die denen in der Bierwürze modellhaft nachempfunden wurden, um die Reaktion der 

Proteine mit Zuckern unter diesen Bedingungen studieren zu können. Da Würze sel-

ber einerseits ein sehr komplexes Substrat darstellt und andererseits die darin natür-

licherweise vorhandenen Proteine eine separate Betrachtung der beiden Proteine

unmöglich machen würden, wurde eine synthetische Würze hergestellt, die charakte-

ristische Konzentrationen der Zucker und organischen Säuren enthält. Lediglich Mal-

totriose wurde nicht verwendet, da dieser Zucker in den nötigen Mengen den Finanz-

rahmen des Projektes gesprengt hätte. 

Die synthetische Vorderwürze setzt sich wie folgt zusammen:

Doppelt konzentrierte Zuckerkomponente  (je 100 mL): 2,3 g Glucose-Monohydrat,

0,6 g Fructose, 0,6 g Saccharose, 10,0 g Maltose-Monohydrat, 6,0 g Maltodextrin 

Doppelt konzentrierte Säurekomponente  (je 100 mL): 15 mg DL-Äpfelsäure,

15 mg Brenztraubensäure, 40 mg Zitronensäure, 20 mg Essigsäure, 52 mg DL-

Milchsäure, 4 mg Ameisensäure. 

Vor dem Justieren des Volumens wurde der gewünschte pH-Wert (hier

pH 5,5) eingestellt. Um eine gebrauchsfertige, einfach konzentrierte Lösung zu erhal-

ten, wurden beide Komponenten im Verhältnis 1+1 gemischt. Die oberflächenaktiven 

Proteine der Größe 14 und 20 kDa aus F. culmorum TMW 4.0111 wurden einer
thermischen Behandlung mit dieser synthetischen Würze unterzogen. Es wurden

jeweils 0,5 mg der gereinigten Proteine in einem 500 µL Ansatze der synthetischen

Würze bei pH 5,5 für 60 min bei 95 °C behandelt. Anschließend wurde eine 2D-

Gelelektrophorese der Proteine durchgeführt. 

Das Gelbild (Abb. 24) zeigt im wesentlichen die gleichen Effekte, wie sie be-

reits bei der Behandlung mit Maltose als alleinigem Zucker auftraten. Es entstanden 

wiederum die bereits beschriebenen isoeletrische Polymorphismen bei beiden Prote-

inen. Die pI-Wert Verschiebung war jedoch weniger stark ausgeprägt wie bei dem in 

Abb. 23 dargestellten Versuch. 
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Abb. 24: 14 kDa- und 20 kDa-Protein nach thermischer Behandlung in synthetischer Würze

3.1.4.5 Bildung von Proteinfilmen durch die oberfläc henaktiven Proteine von 

F. culmorum  TMW 4.0111

Eine der durch die Arbeiten im vorliegenden Projekt zu beantwortenden Fra-
gen war die nach der Fähigkeit der Bildung stabiler Filme durch oberflächenaktive 

Proteine aus Fusarium. Nach den vorliegenden Theorien zum Gushing sollten in ei-

nem Bier Substanzen vorhanden sein, die zur Bildung stabilisierter Mikroblasen bei-

tragen können. Bei der Präparation der oberflächenaktiven Proteine von F. culmorum 

war mehrfach aufgefallen, dass sich in hoch konzentrierten Mischungen der drei Pro-

teine filmartige Aggregate bildeten, die makroskopisch sichtbar und mechanisch sehr 

stabil waren. Es wurde daher untersucht, woraus die beobachteten Aggregate be-

standen und unter welchen Bedingungen sie sich auflösen ließen. 

Eine entsalzte Lösung der Proteine aus dem Stamm TMW 4.0111 wurde in 

Amicon Centriprep Concentrator Röhrchen (MWCO 3kDa) aufkonzentriert. Bei der 

Durchströmung der Membran wurden die Proteine zurückgehalten und konnten ag-

gregieren, wobei sich ein stabiler, makroskopisch sichtbarer Proteinfilm bildete. Die-
ser Film wurde mit einer Pinzette von der Membran des Concentrator-Röhrchens
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abgezogen und weiteren Untersuchungen unterzogen. Das Aggregat war in Wasser 

absolut unlöslich. Auch eine Behandlung mit 4% SDS bei 85 °C über 17 min löste 

das Aggregat nicht auf. Der Film konnte erst in 8 M Harnstoff gelöst werden und war 

so der gelchromatographischen Analyse zugänglich. Nach Trennung der Proteine

aus dem aufglelösten Film durch SDS-Gelelektrophorese zeigte sich, dass das Ag-

gregat aus dem beiden 14 und 17 kDa großen Proteinen zusammengesetzt war (sie-

he Abb. 25, Bahn 2). Dabei war der Anteil des größeren Proteins an der Gesamtpro-

teinmenge etwas höher. Der nach der Entnahme des Films in dem Concentrator-

Röhrchen verbliebene Flüssigkeitsrest mit gelösten Proteinen enthielt dagengen alle 

drei Proteine (siehe Abb. 25, Bahn 1). 

Nach den vorliegenden Ergebnissen sind daher zumindest einige der durch

F. culmorum ausgeschiedenen oberflächenaktiven Proteine in der Lage, sehr stabile 
Film-artige Aggregate miteinander zu bilden, die möglicherweise im Bier zu einer

Stabilisierung von Mikroblasen beitragen oder diese erst ermöglichen. 

Abb. 25 : Aggregation der Proteine an einer Membran, MW: Molekulargewichtsmarker, 1: 
Proteine der Flüssigphase, 2: Proteine im aufgelösten Proteinfilm

3.1.4.6 Untersuchungen zum Einfluss der oberflächena ktiven Proteine von 

F. culmorum  und F. graminearum  auf die Oberflächenspannung

Ein Phänomen, welches immer wieder an Bieren festgestellt wird, die Malzver-

ursachtes Gushing zeigen, ist eine deutliche Verringerung der Oberflächenspannung 

gegenüber unbeanstandeten Bieren. In den nachfolgend beschriebenen Versuchen

sollte daher geklärt werden, ob die oben beschriebenen oberflächenaktiven Proteine 

aus F. culmorum zu einer Herabsetzung der Oberflächenspannung führen können,
wobei der Effekt quantitativ erfasst werden sollte. Darüber hinaus war zu untersu-
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chen, ob eine verringerte Oberflächenspannung von Bier per se zu Gushing führt.

Im Rahmen der durchgeführten Arbeiten ergab sich dabei das Problem, dass 

von den zu untersuchenden Proteinen wegen der Komplexität des Reinigungsverfah-

rens nur geringe Mengen zur Verfügung standen. Marktübliche Tensiometer sehen

jedoch in aller Regel Probenvolumina von mindestens 50 mL vor, um die Oberflä-

chenspannung zu messen. Im Rahmen der durchgeführten Arbeiten mussten daher

alternative Verfahren eingesetzt werden, mit deren Hilfe die Oberflächenspannung in 

möglichst kleinen Volumina gemessen werden kann.

3.1.4.6.1 Messung von Oberflächenspannungen mittels Tropfenmethode

Die dynamische Oberflächenspannung unterschiedlicher Proteinlösungen

wurde im Vergleich zu Wasser und SDS-Lösung (66,4 g/L = 100 x KMK, kritische 

Mizellkonzentration) durch eine einfache Tropfenmethode untersucht. Zur Messung 

der dynamischen Oberflächenspannung wurde an einer eingespannten Eppendorf-

Pipette (10-100 µL) so lange der Einstellknopf herabgeschraubt, bis der Tropfen an 

der Pipettenspitze abriss. Am gerade noch nicht abreißenden Tropfen stehen Ge-

wichtskraft des Tropfens und Oberflächenspannung (als Linienkraft entlang des Um-

fangs der Pipettenspitze) im Gleichgewicht. Mit jeder Probe wurden mehrere Wieder-

holungen durchgeführt und die gemessenen Volumina gemittelt. Aus der Gewichts-

kraft des abreißenden Tropfens und dem Durchmesser D der Pipettenspitze (hier:

D=1,20 mm) kann auf die Oberflächenspannung s zurückgerechnet werden:

s = (V*r *g)/(D*p). Dabei wurde für Wasser ein zu niedriger Wert bestimmt

(44,5 mN/m statt 72 mN/m). Für die SDS-Lösung wurde ebenfalls ein gegenüber der 

Literatur zu niedriger Wert bestimmt (21,2 mN/m statt ca. 38 mN/m). Beide Werte

lagen um nahezu den gleichen Faktor zu niedrig, so dass von einem systematischen 

Fehler ausgegangen werden konnte, der die Vergleichbarkeit der Ergebnisse unter-

einander kaum einschränkte. Die Proteinlösungen verhielten sich im Rahmen dieser 

Methode ähnlich wie Wasser (Tabelle 4). Ein Einfluss auf die Oberflächenspannung 

war nicht festzustellen. 
In Anbetracht der im Vergleich zum SDS sehr viel größeren Molekülmasse der 

untersuchten Proteine kann aber angenommen werden, dass die Zeitspanne, die für 

eine Orientierung der Moleküle in der Grenzfläche des gemessenen Tropfens zu ge-

ring war. Dieser Versuch zeigte exemplarisch auch für andere „schnelle“ Messme-

thoden, dass die Messung der dynamischen Oberflächenspannung keine sinnvolle 

Aussage über die Wirkung dieser großen Moleküle auf die Oberflächenspannung 

ergibt.
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Tabelle 4: Oberflächenspannung unterschiedlicher Lösungen durch Tropfenmethode

bestimmt

Organismus oder Substanz pI-Bereich

der Proteine

Konzentration

[mg/mL]

Oberflächen-

spannung [mN/m]

SDS 66,4 21,2

Wasser (LiChrosolv) 44,5

F. culmorum TMW 4.0111 sauer 47 41,6

F. culmorum TMW 4.0111 basisch 20 41,6

F. graminearum TMW 4.0175 basisch 114 46,8

F. graminearum TMW 4.0175 basisch 11,4 44,2

3.1.4.6.2 Messung von Oberflächenspannungen in Mikro titer-Platten

Kürzlich wurde von Cottingham et al. (2004) eine neue Methode zur Messung 
der Oberflächenspannung vorgeschlagen, mit der sich Messungen von großen Mole-

külen durchführen lassen. Für die hier durchgeführten Arbeiten hatte diese Methode 

zwei Vorteile: 1. Die Messung findet statt, nachdem sich ein Gleichgewichtszustand

eingestellt hat, große Moleküle haben genügend Zeit, sich in der Grenzfläche zu ori-

entieren, 2. die Messung wird in Mikrotiterplatten mit 200 µL Probenvolumen je Kavi-

tät durchgeführt, wodurch auch bei limitierter Probenmenge Mehrfachbestimmungen

möglich waren.

Das Messprinzip bedient sich der Tatsache, dass die Krümmung der Flüssig-

keits-Oberfläche einer wässrigen Lösung von der Oberflächenspannung abhängt:

Lösungen hoher Oberflächenspannung ergeben eine nahezu ungekrümmte Oberflä-

che (Abb. 26, Fall A). Mit sinkender Oberflächenspannung verstärkt sich die Krüm-

mung der Oberfläche (Meniskus). Durch die konkav gekrümmte Oberfläche entsteht 

eine streuende optische Wirkung, d.h. ein auftreffender Lichtstrahl wird gestreut und 
die apparente optische Dichte der Lösung steigt an (Abb. 26, Fall B), wenn mit einer 

Faseroptik mit kleinem Durchmesser (z.B. 0,25 mm) gemessen wird. Eine weitere

Erhöhung der Dynamik der Antwort kann durch exzentrisches Messen erreicht wer-

den, da dann zusätzlich zur Streuung in der konkaven Fläche auch noch die Bre-

chung des Lichtstrahls durch schräges Auftreffen wirkt (Abb. 26, Fall C). Die Ände-

rung der scheinbaren optischen Dichte erlaubt damit den Vergleich zu Konzentrati-

onsreihen von Detergentien.
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Abb. 26 : Wirkung der Krümmung der Oberfläche auf zentrisch und exzentrisch eintreffende 

Lichtstrahlen. Faseroptik sendet Licht von oben her aus, Faseroptik zum Detektor 

ist unten.

Für die Oberflächenspannungsmessungen wurden klare Mikrotiterplatten mit

96 Kavitäten und flachem Boden eingesetzt (Typ 82.1581, Polystyrol, Sarstedt). Das 

Probenvolumen betrug je Kavität 200 µL. Die Messungen wurden mit einem
SPECTRAFluor (TECAN) mit einem Filter für Absorptionsmessungen (340 mn)

durchgeführt. Die geometrische Plattendefinition wurde gegenüber der Originaldefini-

tion um 2,00 mm verschoben, um die Dynamik der Messung zu erhöhen. Diese Ver-

schiebung ergab bei einem Innendurchmesser der Kavitäten von 6,35 mm eine Mes-

sung, die 1,18 mm vom Rand entfernt, also sicher im Bereich der Flanke des Menis-

kus vorgenommen wurde (vergl. Abb. 26, Fall C). Die Messungen wurden nach frü-

hestens 15 h Ruhephase bei abgedeckter Mikrotiterplatte vorgenommen. Die Mess-

werte der scheinbaren optischen Dichte als Vergleichsmaß für die Oberflächenspan-

nung wurden in der Form y = y0 + a*(1-e-bx)c  als sigmoidale Kurven approximiert

(Chapman-Approximation mit vier Parametern in SigmaPlot 8.0). Dieser Kurvenver-

lauf bedingt einen geringen lokalen Darstellungsfehler insofern, als es mit dieser Kur-

ve nicht möglich ist, einen unstetigen Umbruch der Oberflächenspannung bei der
kritischen Mizellkonzentration darzustellen. Die Richtung der Achse der optischen

Dichte (Ordinate) wurde invertiert. Damit bezeichnet eine geometrisch höhere Lage

eines Messpunktes eine höhere Oberflächenspannung.
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Um die oben beschriebene Methode zu validieren, wurden Verdünnungsrei-

hen unterschiedlicher Detergenzien angesetzt. Dabei wurde mit der 100-fachen

(CHAPS 10-fachen) kritischen Mizellkonzentration (KMK, bezogen auf 50 mM NaCl) 

begonnen und in 10-fach-Verdünnungsschritten verdünnt. Die Verdünnungen erfolg-

ten in 0,5 % NaCl (=86 mM), wodurch eine geringe Abweichung von der kritischen 

Mizellkonzentration bei 50 mM (vgl. Tabelle 5) entsteht. Je Konzentration wurden drei 

Proben von 200 µL in Kavitäten einer 96-Well Mikrotiterplatte pipettiert und die Platte 

für rund 15 h abgedeckt verwahrt. Danach wurde die scheinbare optische Dichte ge-

messen und nachfolgend der Mittelwert berechnet. 

Für alle Detergenzien wurde festgestellt, dass sie bei extremer Verdünnung 

die Oberflächenspannung von Wasser nicht beeinflussten, die scheinbaren optischen 

Dichten lagen um 0,09. Ab ca. 1/100 KMK begannen die scheinbaren optischen
Dichten stark anzusteigen, also sank die Oberflächenspannung in den Lösungen.

Diese Erhöhung der scheinbaren OD erreichte im Bereich von ca. 1,0 KMK ein Pla-

teau, eine weitere Erhöhung der Konzentration des Detergenz bewirkte keine weitere 

Änderung der OD (Abb. 27). Der Effekt stimmt mit dem in der Literatur beschriebe-

nen Verhalten von Detergezien überein, die ihre maximale Absenkung der Oberflä-

chenspannung bei dem als KMK bezeichnenten Konzentrationswert erreichen. Eine 

weitere Erhöhung der Konzentration führt zu keiner zusätzlichen Absenkung der O-

berflächenspannung. Für CHAPS konnte die Kurve aufgrund der geringen Löslichkeit 

von nur ca. 3g/L nicht bis 100 KMK fortgesetzt werden. Der in Abb. 27 dargestellte 

Verlauf der OD-Kurven über der Konzentration der Detergenzien (in Vielfachen der 

KMK) zeigte, dass diese Methode zur Messung von Oberflächenspannungen in klei-

nen Volumina von 200 µL einsetzbar war.

Tabelle 5 : Kritische Mizellkonzentrationen verschiedener Detergentien in 50 mM

NaCl, 25 °C (Daten: AppliChem, Darmstadt, D).

Detergens CHAPS SDS DDM Brij 35 Tween 20

Kritische Mizell-

konzentration

8 mM 2,3 mM 0,15 mM 0,09 mM 0,059 mM
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Abb. 27 : Verlauf der scheinbaren optischen Dichte über Vielfachen der kritischen

Mizellkonzentration.

Wie oben bereits beschrieben war der Nachteil der Tropfenmethode zur Mes-

sung der Oberflächenspannung, dass große Moleküle nicht genügend Zeit hatten,

sich in die Grenzfläche des Tropfens einzulagern. In den weiteren Untersuchungen

zu der hier alternativ eingesetzten Messung der scheinbaren OD wurde daher unter-
sucht, wie lange die Einstellung dieses Gleichgewichtes dauert, um daran den opti-

malen Messzeitpunkt orientieren zu können. 

Die Ausbildung der Menisken in den Kavitäten erfolgte entsprechend nicht

sogleich, sondern stellte sich zumindest für die untersuchten Proteinlösungen mit

Verzögerung ein. Diese Zeitabhängigkeit der Oberflächenspannung (erfasst als zeit-

liche Veränderung der scheinbaren optische Dichte) wurde daher für wässrige Lö-

sungen von SDS, Tween 20 und eine Mischung der oberflächenaktiven Proteine von

F. culmorum TMW 4.0111 untersucht. Dabei wurde der Effekt für zwei verschiedene 

Konzentration studiert (Abb. 28). Bei den untersuchten Detergenzien konnte eine

deutliche Verringerung der Oberflächenspannung direkt nach der Zugabe gemessen 

werden, deren Wert sich über einen Zeitraum von 15 h nicht mehr änderte. Die Pro-

teinlösungen zeigten dagegen konzentrationsabhängig eine gegenüber dem als Re-

ferenz verwendeten Wasser leicht bis deutlich verringerte Oberflächenspannung.
Anders als bei den untersuchten Detergenzien konnte bei der Proteinmischung je-
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doch über die Zeit eine weitere deutliche Absenkung der Obersflächespannung ge-

messen werden, wobei das Verhältnis der Stärke des Effektes zwischen den beiden 

verwendeten Konzentrationen konstant blieb. Es zeigte sich, das bei entsprechender

Wartezeit eine geringe Proteinkonzentration (0,8 mg/mL) zu einer niedrigeren Ober-

flächenspannung führte, als diese bei den Detergenzien SDS und Tween 20 in einer 

Konzentration von 100 KMK verursacht wurde.

Abb. 28 : Verlauf der scheinbaren OD als Maß für die Oberflächenspannung über die Zeit

Mit Hilfer der oben beschriebenen Methode zur Messung der Oberflächen-

spannung in kleinen Volumina wurde untersucht, welche Auswirkungen die von

F. culmorum TMW 4.0111 ausgeschiedenen oberflächenaktiven Proteine haben. Die 

beschriebenen Methode diente dabei zur quantitativen Erfassung dieser Effekte. Als 

Referenz wurde in den Versuchen jeweils SDS verwendet. Mittels präparativer isoe-
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lektrischer Fokussierung wurde ausgehend von Kulturen von F. culmorum

TMW 4.0111 eine hinreichende Menge des 14 kDa-Proteins bzw. einer Mischung der 

beiden basischen Proteine mit 17 und 20 kDa gereinigt und die Konzentrationen über 

UV-Absorption bei 210 nm gegen Rinderserum-Albumin bestimmt. In Abb. 29 und 

Abb. 30 kann die Wirkung dieser Proteine auf die Oberflächenspannung mit der von 

SDS verglichen werden. Um eine bessere Vergleichbarkeit der Wirkungen von Prote-

inen und Referenz zu erreichen, wurden die eingesetzten Mengen jeweils in Kon-

zentrationen umgerechnet und gegen die scheinbare OD nach 15 h Inkubationszeit 

aufgetragen. Zur Beurteilung der Wirksamkeit dient der jeweilige Wert für die KMK. 

Diese wird erreicht, wenn die Kurve nach ihrem Abfall in eine Sättigung übergeht.

Sowohl bei dem 14 kDa Protein (siehe Abb. 29) als auch bei der Mischung 

von 17 und 20 kDa Protein (siehe Abb. 30) setzte die Wirkung der Proteine  auf die 
Oberflächenspannung im Vergleich mit der Referenzsubstanz bei weitaus niedrigerer 

Konzentration ein und führte bei hoher Konzentration im Vergleich zu SDS zu einer 

gleichwertigen bzw. stärkeren Absenkung der Oberflächenspannung. Weiterhin lief

die Kurve des 14 kDa-Proteins bei OD˜0,35 horizontal aus, was auf das Erreichen 

der KMK hindeutete. Entsprechende Versuche wurden mit dem 14 kDa Protein in

50 mM Phosphatpuffer pH 6,0 anstatt Wasser und nach thermischer Behandlung mit 

12 % Maltose durchgeführt (siehe 3.1.4.4.2). Der Verlauf der Kurve zur Oberflächen-

spannungsmessung blieb jedoch von den Veränderungen der Versuchsbedingungen 

unbeeinflusst (Daten nicht gezeigt). 
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Abb. 29 : Scheinbare OD als Maß für die Oberflächenspannung von Verdünnungsreihen von 

SDS und 14 kDa-Protein aus F. culmorum TMW 4.0111. Approximation der

Meßpunkte durch Ausgleichskurven (Inkubationszeit vor der Messung ca. 15 h).

In analoger Weise wurde die Wirkung einer Mischung der beiden 17 und

20 kDa großen oberflächenaktiven basischen Proteine von F. culmorum TMW 4.0111 
untersucht. Die in Abb. 30 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass dabei bereits bei 

einer Konzentration von 10-5 mol/L eine Sättigung auftritt. Interessanterweise zeigte 

sich aber, dass dieses Minimum lokal war und das durch weitere Erhöhung der Kon-

zentration der Proteine eine noch deutlich weitere Absenkung der Oberflächenspan-

nung erreicht werden konnte. Leider war es in diesen Versuchen nicht möglich, die 

Proteinkonzentration so weit zu erhöhen, bis eine Sättigung der Kurve eintrat, da 

durch die Eigenfärbung der Proteinlösung bei hohen Konzentrationen das Ergebnis 

der OD-Messung verfälscht wurde. Das Auftreten eines lokalen Minimums der Ober-

flächenspannung ist indes typisch für die Bildung von Proteinaggregaten, die sich

dann bilden, wenn die für das Zusammenfügen der Verbände notwendige Kritische 

Aggregationskonzentration (KAK) erreicht wird (Kogan et al. 2002). Aus der sich an 

die Aggregation anschließende steilere Abnahme der Oberflächenspannung kann im 
vorliegenden Falle auf eine höhere Oberflächenaktivität des Aggregates gegenüber 

denm Monomeren geschlossen werden.
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Abb. 30 : Scheinbare OD als Maß für die Oberflächenspannung von Verdünnungsreihen von 

SDS und der basischen Proteine (17 und 20 kDa) aus F. culmorum TMW 4.0111, 

KAK: Kritische Aggregationskonzentration, (Inkubationszeit vor der Messung ca. 

18 h).

Wie in Abb. 19 (Seite 39) gezeigt, scheidet auch F. graminearum TMW 4.0502
kleine oberflächenaktive Proteine in das Flüssigmedium aus, die eine ähnliche Grö-

ßenverteilung haben, wie sie auch bei F. culmorum gefunden wurde. Im Unterschied 

zu diesem wurden aber von dem untersuchten Isolat in Analogie zu dem Isolat TMW 

4.0503 (siehe Abb. 20, S. 40) fast ausschließlich Proteine mit basischen pI gebildet. 

Diese Proteine wurden aus dem Kulturüberstand von F. graminearum TMW 4.0175

mit Ammoniumsulfat gefällt und wie oben beschrieben durch präparative isoelektri-

sche Fokussierung angereichert. Die SDS-Gelelktrophore der basischen Fraktionen 

ergab zwei Proteine mit isoelektrischen Punkten um pH 9,0 mit Molekülmassen von 

ca. 14 und 21 kDa (siehe Abb. 31). Eine weitere unscharfe Bande ergab sich unter-

halb von 10 kDa.
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Abb. 31 : Basische Proteine von F. graminearum TMW 4.0175, pI ca. 9,0

Auch bei den basischen Proteinen von F. graminearum setzte die Reduktion 

der Oberflächenspannung um mehrere Dekaden der Konzentration früher ein, als bei 

SDS, und wies ebenfalls ein lokales Minimum der Oberflächenspannung bei

10-5 mol/L (Molmasse als 20kDa berechnet) auf. Dieses lokale Minimum deutete wie 

bereits oben beschrieben auf das Erreichen einer Kritischen Aggregationskonzentra-
tion (KAK) hin, ab der Proteinaggregate gebildet wurden. Bei weiterer Erhöhung der 

Proteinkonzentration sank die Oberflächenspannung auf niedrigere Werte als bei

SDS ab (siehe Abb. 32).
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Abb.32 : Scheinbare OD als Maß für die Oberflächenspannung von Verdünnungsreihen von 

SDS und der basischen Proteine aus F. graminearum TMW 4.0175, KAK: Kritische 

Aggregationskonzentration, (Inkubationszeit vor der Messung ca. 18 h).

3.1.4.6.3 Einfluss der Oberflächenspannung von Bier auf sein Überschäum-
verhalten

Eine negative Korrelation der Oberflächenspannung mit dem Überschäumvolumen

von Gushingbieren wurde von Weideneder (1992) festgestellt, wobei die Oberflä-

chenspannung stabiler Biere um 48 mN/m lag, die von Gushingbieren mit Werten bis 

41 mN/m gefunden wurde. Um zu untersuchen, ob eine niedrigere Oberflächenspan-

nung in Bier per se zu Gushing führt, wurden Detergentien unterschiedlicher Typen 

zu Gushing-stabilem Bier (helles Lagerbier), sowie als Kontrolle auch zu Mineralwas-

ser, zugesetzt. Das Zusetzen der Detergenzien wurde bei Temperaturen um 0 °C

durchgeführt und die Flaschen danach wieder dicht verschlossen. Bei den getesteten

Stoffen handelte es sich um Tween 20 als nichtionisches, CTAB als kationisches und 

SDS als anionisches Detergens. CTAB und Tween 20 wurden in Konzentrationen

zwischen 10-3 KMK und 10 KMK eingesetzt. Die eingesetzten Mengen an SDS lagen 
zwischen 10-3 KMK und 2 KMK. Die wieder verschlossenen Flaschen wurden bei

Raumtemperatur für 24 h über Kopf geschüttelt und anschließend geöffnet.
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Es zeigte sich, das keine der untersuchten Proben von Bier oder Mineralwas-

ser durch die Zugabe von Detergenzien zum Überschäumen gebracht werden  konn-

te. Die Erniedrigung der Oberflächenspannung durch Detergenzien unterschiedlicher 

chemischer Klassen löste also in einem stabilen Bier kein Gushing aus wenn diese 

unter Bedingungen zugesetzt werden, unter denen die Löslichkeit von CO2 im getes-

teten Bier hoch war. 

3.1.4.7 Untersuchungen zur Oberflächenhydrophobizitä t der oberflächenak-

tiven Proteine von F. culmorum und  F. graminearum

Die Oberflächenhydrophobizität S0 zählt zu den physikalischen Eigenschaften 
von Proteinen. Sie ist ein Maß für das Vorhandensein hydrophober Domänen an der 

Oberfläche des nativen Proteins. Sie ist daher nicht mit dem Hydrophobizitätsblott

eines Proteins zu verwechseln, der aus der Verteilung von hydrophoben und

hydrophilen Aminosäuren in der Primärsequenz des Proteins berechnet wird. Eine 

hohe Oberflächenhydrophobizität ist typisch für solche Proteine, die ausgeprägtes

amphiphiles Verhalten zeigen. Dies ist die Voraussetzung für eine stabile Fixierung 

eines Proteins in einer Phasengrenzfläche, wie sie etwa Blasenhäute im Bier darstel-

len. Da Proteine durch technologische Einflüsse, z.B. Erhitzung, ihre Konformation

ändern können, bewirken diese Strukturänderungen ggf. auch eine Modifikation der

Oberflächenhydrophobizität weil durch Umfaltungen und Veränderungen der Sekun-

därstruktur andere Aminosäuren an die Oberfläche des Proteins gelangen können.

Weitere Einflüsse auf die Veränderung der Menge und der Verteilung hydrophober 
Aminosäuren an der Proteinoberflächen können über die Bildung von

Maillardprodukten entstehen, die einerseits Konformationsänderungen stabilisieren,

andererseits aber auch die Polarität des Proteinmoleküls erhöhen können. 

Die Oberflächenhydrophobizität S0 kann durch Fluoreszenzspektroskopie un-

ter Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen, wie PRODAN oder in der vorliegenden 

Arbeit ANS (1-anilino-8-naphtalin-sulfonsäure), bestimmt werden. Dabei wird die

Verschiebung des Emmissionsmaximums des verwendeten Farbstoffes durch des-

sen Interaktion mit hydrophoben Domänen am Protein ausgenutzt. ANS reagiert  be-

vorzugt mit den hydrophoben aromatischen Aminosäuren wie Phe, Tyr, Trp.  Eine 

schwächere Affinität besteht zu den hydrophoben aliphatischen Aminosäuren. Für

die Messung von S0 wurden Verdünnungsreihen des zu untersuchenden Proteins in 

Puffer hergestellt. Nach der Messung der Fluoreszenz von ANS in proteinfreiem Puf-

fer als Blindwert wurde zu jeder Verdünnung die gleiche Menge ANS gegeben. Nach 
definierter Reaktionszeit wurde die Fluoreszenz der Probenlösungen gemessen.

Durch die Reaktion von ANS mit hydrophoben Domänen kommt es dabei zu einer 

Veränderung des Emmissionsmaximums um etwa 15 nm und damit zu einer Abnah-
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me der Fluoreszenzwerte bei dem ursprünglichen Maximum des ANS. Aus der Auf-

tragung der gemessenen Fluoreszenz (dimensionslos) über der Proteinkonzentration 

(in Massenprozent) wird aus dem linearen Anfangsbereich der Kurve die Steigung 

bestimmt (siehe Abb. 33). Diese Steigung entspricht der Oberflächenhydrophobizität 

S0 = (DRFU)/(DC), berechnet in [1/%].

Mit dieser Methode wurden die aus Fusarium ssp. präparierten Proteine in un-

behandeltem Zustand, sowie nach thermischer Behandlung mit und ohne Maltose
untersucht, um den Einfluss der Würzekochung mit Adduktbildung zu simulieren. Des 

Weiteren wurden Malze hergestellt, die während des Weichens gezielt mit Fusari-

um spp. infiziert wurden. Für diese hell abgedarrten Malze wurde das Überschäum-

volumen im Gushingtest bestimmt. Aus Feinschrot dieser Malze wurde lösliches Pro-

tein extrahiert und ebenfalls der Bestimmung der Oberflächenhydrophobizität mit der 

beschriebenen Methode unterzogen.

Abb. 33: Fluoreszenz von ANS über der Proteinkonzentration von unbefallenem Weizen-

malz

3.1.4.7.1 Oberflächenhydrophobizität der oberflächen aktiven Proteine von

F. culmorum und  F. graminearum

Proteine aus Reinkulturen von F. culmorum TMW 4.0111 wurden mittels prä-

parativer isoelektrischer Fokussierung getrennt und über Ultrafiltration (Amicon Ultra, 

MWCO 5000 Da) konzentriert. Die Proteingehalte der Retentate wurden gegen Refe-

renzlösungen von Rinderserumalbumin photometrisch bei 210 nm bestimmt. Die Pro-
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teinlösungen wurden auf eine Konzentration von 10 mg/mL eingestellt. Auf diese

Weise wurden Proben des sauren 14 kDa-Proteins und Proben, die beide basischen 

Proteine (17 und 20 kDa) enthielten, hergestellt. Die Bestimmung der Oberflächen-

hydrophobizität wurde zum einen für die nativen Proteine durchgeführt. Zum anderen 

wurden die Proben bei dieser Konzentration einer Hitzebehandlung unterzogen oder 

in Anwesenheit von Maltose hitzebehandelt. Dafür wurden Aliquote der Proben mit 

Maltose-freiem Puffer oder mit gepufferter 12 %iger Maltoselösung versetzt und dann 

für 1,0 h in hermetisch verschlossenen Glasröhren im kochenden Wasserbad ther-

misch behandelt, um die Bildung von Maillardprodukten, ähnlich der Würzekochung, 

zu ermöglichen. Die Bestimmung der Oberflächenhydrophobizität erfolgte wie oben

beschrieben mittels des Fluoreszenzfarbstoffes ANS. Die Messungen erfolgten teil-

weise in 0,01 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 (Standardbedingungen nach Nakai & 
Li-Chan (1988), bei pH 3,4 in Citratpuffer (pI des 14 kDa-Proteins) bzw. pH 4,5 (bier-

ähnlicher pH-Wert, Citratpuffer). Unterschiedliche Volumina dieser Proben wurden zu 

dem in den Küvetten (Sarstedt, Nr. 67.755) vorgelegten Probenpuffer gegeben, um 

die in Tabelle 6 aufgeführte Konzentrationsreihe zu erhalten.

Tabelle 6 : Pipettierschema für die Messung der Oberflächenhydrophobizität

Proteinkonzentration

[%]

0,0025 0,005 0,0075 0,01 0,025 0,05 0,075 0,01

Volumen Probe [µL] 5 10 15 20 50 100 150 200

Volumen Probenpuffer

[µL]

1995 1990 1985 1980 1950 1900 1850 1800

Die Messungen zeigten für das 14 kDa-Protein bei pH 7,4 nur minimale Aus-

wirkungen einer Wärmebehandlung unter Abwesenheit von reduzierenden Zuckern.

Eine Wärmebehandlung in Gegenwart von Maltose führte dagegen zu einer Steige-

rung der Oberflächenhydrophobizität um rund 38 %. Gleichzeitig war eine massive 
Abhängigkeit der Oberflächenhydrophobizität vom pH-Wert erkennbar, da das native 

Protein bei einer Messung am pI (pH 3,4) in Abwesenheit von Maltose eine dreimal 

höhere Oberflächenhydrophobizität aufwies, als bei pH 7,4 (sieh Abb. 34).
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Abb. 34 : Oberflächenhydrophobizität des 14 kDa-Protein aus F. culmorum TMW 4.0111

Für die basischen Proteine (17 mit 20 kDa) aus F. culmorum TMW 4.0111

wurden die gleichen Untersuchungen (nativ und wärmebehandelt, mit und ohne Mal-

tose) durchgeführt, wobei die Messungen in 50 mM Citratpuffer bei pH 4,5 stattfan-
den. Für diese Proteine zeigte sich eine deutlich höhere initiale Oberflächen-

hydrophobizität, als für das 14 kDa-Protein (siehe Abb. 35). Die ursprüngliche O-

berflächenhydrophobizität konnte durch die Wärmebehandlung noch einmal extrem

gesteigert werden. Der Einfluss von Maltose war zwar noch feststellbar, aber auf-

grund der extremen Erhöhungen der Oberflächenhydrophobizität durch die Wärme-

behandlung war der absolute Unterschied eher von geringer Bedeutung. 
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Abb. 35 : Oberflächenhydrophobizität der basischen Proteine von F. culmorum TMW 4.0111 

in Abhängigkeit von der Behandlung (Messung bei pH 4,5)

Auch für die basischen Proteine von F. graminearum TMW 4.0175 wurde die 

Oberflächenhydrophobizität in Abhängigkeit von der Vorbehandlung bestimmt (siehe 

Abb. 36). Hierbei wurden durchweg niedrigere Werte, als bei den vergleichbaren Pro-

teinen von F. culmorum TMW 4.0111 festgestellt. Jedoch erbrachte auch hier die 

thermische Behandlung eine Steigerung der Oberflächenhydrophobizität. Trotz einer 

vergleichsweise niedrigen Oberflächenhydrophobizität haben diese Proteine eine

massive Wirkung auf die Oberflächenspannung (vergl. 3.1.3.6.2).
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Abb. 36 : Oberflächenhydrophobizität der basischen Proteine von F. graminearum 

TMW 4.0175 in Abhängigkeit von der Behandlung (Messung bei pH 4,5)

3.1.4.7.2 Untersuchungen zur Oberflächenhydrophobizi tät des Gesamtproteins

aus infizierten und nicht infizierten Malzen

In einem abschließenden Versuch sollte untersucht werden, ob sich mit dem 

oben beschriebenen Verfahren zur Bestimmung der Oberflächenhydrophbizität von

Proteinen Unterschiede zwischen Fusarium-infizierten Malzen und unbefallenen Mal-

zen feststellen lassen. Dazu wurde befallsfreier Weizen während des Weichens mit 

Konidiensuspensionen von F. culmourm TMW 4.0111 und F. graminearum

TMW 4.0175 infiziert und zusammen mit einer nicht infizierten Kontrolle nach dem
unter 3.1.2 beschriebenen Schema vermälzt. Die Grünmalze wurden nach einen

Darrschema für helles Malz abgedarrt und das Gushingverhalten der Malze durch

den Gushingtest nach Donhauser et al. (1990) bestimmt. Für die Bewertung der O-

berflächenhydrophobizität der Malze wurde eine kleine Menge der Probe fein ge-
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schrotet (Bühler-Mühle, 0,2 mm Mahlspalt), dann 5,0 g der Probe mit 15 mL wässri-

ger Kochsalzlösung (0,5 % w:v) eine Stunde im Überkopfschüttler bei Raumtempera-

tur extrahiert. Unlösliche, sedimentierbare Anteile wurden durch Zentrifugation für

15 min bei 27.000 x g abgetrennt und der Überstand zur Analyse verwendet. Die Pro-

teingehaltsbestimmung im Überstand erfolgte photometrisch mittels des "Protein

Quantitation Assay" (Bio-Rad). Die Proben wurden nachfolgend auf gleiche Protein-

gehalte eingestellt (meist um 3 mg/mL) und zur Analyse verwendet. Zwischen den

Untersuchungen wurden die Proben auf Eis gelagert (kurzzeitig) oder für längere Zeit 

bei -20 °C verwahrt.

Der Gesamtproteingehalt lag nach der photometrischen Bestimmung bei Mal-

zen mit vorheriger Infektion durch F. culmorum oder F. graminearum um ca. 30 %

niedriger, als bei den nicht infizierten Malzen. Gleichzeitig wiesen die infizierten Mal-
ze teilweise eine deutlich dunklere Farbe auf. Diese Beobachtungen stimmen mit 

früheren Beschreibungen zu den Eigenschaften von Fusarium-infizierten Malzen ü-

berein. Die Bestimmung der Oberflächenhydrophobizität erfolgte mittels des Fluores-

zenzfarbstoffes ANS in 50 mM Citratpuffer pH 4,5, um die Messung bei bierähnli-

chem pH-Wert durchzuführen. In Abb. 37 sind die ermittelten Werte der Oberflä-

chenhydrophobizität gegen das Überschäumvolumen der entsprechenden Proben

aufgetragen.

Bei den Malzen mit großem Überschäumvolumen konnte eine gegenüber den 

stabilen Malzen deutlich verringerte Oberflächenhydrophobizität festgestellt werden.

Die nicht infizierten Kontrollen zeigten dagegen hohe Werte für die Oberflächen-

hydrophobizität an. 
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Abb. 37 : Oberlächenhydrophibizität des Gesamtproteins aus F. culmorum und F. graminea-

rum infiziertem Weizen im Vergleich mit dem jeweiligen Überschäumvolumen der Proben 

(Gushing-Test nach Donhauser).
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3.2 Genetische Untersuchungen 

Ziel der im Rahmen des vorliegenden Forschungsprojektes durchgeführten

genetischen Arbeiten war es, Gene zu identifizieren und zu charakterisieren, die in 

F. culmorum und in F. graminearum für die Bildung von Hydrophobinen und anderen 

oberflächenaktiven Proteinen kodieren. Auf der Basis dieser Daten sollten Oligo-

nukleotidsonden und –primer abgeleitet werden, mit deren Hilfe die Expression die-

ser Gene in vitro untersucht werden kann. Durch Klonierung der Gene und ihre hete-

rologe Expression sollten Hydrophobine für die Verwendung in weiterführenden Un-

tersuchungen hergestellt werden.

Dabei wurde für das Auffinden der Gene einerseits ein sog. reverse genetics

Ansatz gewählt, bei dem auf der Grundlage von Aminosäuresequenzen nach den
kodierenden Genen gesucht wird. Auf der anderen Seite wurden Homologieverglei-

che von bekannten Hydrophobingenen anderer Pilze eingesetzt, um mit umfangrei-

chen Recherchen in Genomdatenbanken Gene analoger Funktion und Struktur in

den oben genannten Fusarium-Arten zu identifizieren.

3.2.1 Untersuchungen zur Identifizierung der Gene fü r oberflächenaktive 

Proteine von F. culmorum

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeiten durchgeführten proteinchemischen 

Untersuchungen hatten ergeben, dass F. culmorum im Wesentlichen drei verschie-

dene Proteine in sein synthetisches Wachstumsmedium ausschied. Nach den Versu-
chen zum Einfluss dieser Proteine auf das Gushing-Verhalten von Bier (siehe

3.1.3.4) zeigte sich, dass das stark saure 14 kDa große und das basische 20 kDa 

große Protein ein deutliches Potenzial zur Destabilisierung von Bier hatte. Das dritte 

Protein mit einer Größe von 17 kDa und basischen pI zeigte in isolierter Form diese 

Eigenschaft nicht. Dieses Protein führte aber zusammen mit dem basischen 20 kDa 

Protein zur Bildung besonders stabiler Aggregate mit starker Wirkung auf die Ober-

flächenspannung (siehe 3.1.4.6.2) und hoher Oberflächenhydrophobizität (siehe

3.1.4.7.1).

3.2.1.1 Einsatz DIG-markierter DNA-Sonden auf der Ba sis von Aminosäure-

sequenzen der oberflächenaktiven Proteine von F. culmorum  TMW 

4.0111

Im Rahmen der Proteinsequenzierung nach Trypsin-Verdau des hydrophoben 

14 kDa-Proteins aus F. culmorum TMW 4.0111 (siehe 3.1.4.3, Fraktion 15) konnte 

ein 13 Aminosäuren großes Fragment mit der Aminosäuresequenz CSWEV-
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WAYPNLDC sequenziert werden. Dieses Fragment besitzt am Anfang und am Ende 

je ein Cystein und dazwischen elf Aminosäuren, die insgesamt auf eine Homologie 

zu Klasse II-Hydrophobinen anderer Pilze hindeuten. Zu diesem Fragment wurden im 

Folgenden auch die Primer hyd16r und hyd17r (siehe 3.2.1.2) hergestellt. Um die 

Information zu nutzen, wurde nun ausgehend von dem gesamten Proteinfragment

eine Digoxygenin(DIG)-markierte DNA-Sonde hergestellt. Sie ist degeneriert unter

Berücksichtigung der “Codon Usage” von F. culmorum und sowohl am 5’- als auch 

am 3’-Ende mit DIG markiert. Die Gensonde wurde durch die Firma MWG Biotech 

(Ebersberg) auf Grund der durch die Forschungsstelle gelieferten Daten synthetisiert 

und besitzt folgenden Aufbau: 

DIG-hyd-14kDa Sonde:

5’-DIG-TG(CT) (AT)(GC)I TGG GA(AG) GT(CT) TGG GC(ACT) TA(CT) CC(ACT)

AA(CT) (CT)T(GCT) GA(CT) TG-DIG-3’ I = Inosin

Zur Analyse der genomischen DNA von F. culmorum TMW 4.0111 durch Sou-

thern-Hybridisierung mit der oben dargestellten Sonde wurde die zu untersuchende 

DNA mit 19 verschiedenen Restriktionsendonukleasen (BamHI, BglII, ClaI, EcoRI,

EcoRV, HindIII, MboI, NaeI, NarI, NcoI, NruI, PstI, SacI, SalI, SfiI, SmiI, SphI, VspI

und XbaI) in getrennten Ansätzen geschnitten und die Fragmente im Agarosegel e-

lektrophoretisch aufgetrennt. Zur Größenbestimmung und Zuordnung der DNA-

Fragmente wurde der DIG-markierte DNA-Längenstandard II (Roche) und der Lamb-

da DNA/EcoRI+HindIII Marker 3 (MBI Fermentas) eingesetzt. Die im Agarosegel be-

findlichen DNA-Fragmente wurden nach Southern auf eine Membran transferiert,
fixiert und anschließend mit der DIG-hyd-14kDa Sonde hybridisiert. Die DIG-hyd-

14kDa-Sonde wurde in 15 mL DIG Easy Hyb-Puffer verdünnt, so dass die Endkon-

zentration entweder bei 50 ng/mL oder 2,65 ng/mL lag, wobei 50 ng/mL die übliche 

Konzentration für derartige Untersuchungen darstellt. Da die Sonde allerdings stark 

degeneriert ist und die wohl richtige Basensequenz in der Sonde nur zu einem gerin-

gen Anteil vorliegt, wurde die Konzentration der Sonde in der Hybridisierungslösung 

einiger Blots gegenüber dem üblichen Verfahren stark erhöht. Die Hybridisierung er-

folgte über Nacht entweder bei 42 °C oder bei 32 °C. Die Temperatur wurde auf-

grund der Degeneriertheit teilweise erniedrigt. Zum Entfernen ungebundener Sonde 

wurde die Membran zunächst wie üblich zweimal 5 min bei Raumtemperatur mit je 

25 mL zweifach konzentrierter Waschlösung (2 x SSC, 0,1 % SDS) inkubiert. Der

zweite Waschschritt unter stringenteren Bedingungen erfolgte für zweimal 15 min

entweder bei 68 °C oder bei 60 °C mit 0,1-fach bzw. 0,5-fach konzentrierter Wasch-
lösung (0,1 x SSC bzw. 0,5 x SSC, 0,1 % SDS). In Abb. 38 sind die Ergebnisse der 

Southern-Blot-Analyse mit Hybridisierung der DIG-hyd-14kDa-Sonde an die restrin-

gierte genomische DNA von F. culmorum TMW 4.0111 dargestellt. 
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Die DIG-hyd-14kDa-Sonde hybridisierte mit der VspI-restringierten genomischen 

DNA in Fragmenten von etwa 1250 bp, 1500 bp (kräftiges Signal) und 1700 bp. 

Abb. 38 : Agarosegele (A) nach Restriktionsanalyse genomischer DNA von F. culmorum

TMW 4.0111 und Southern-Hybridisierungen (B) mit der DIG-hyd-14kDa-Sonde.

DIG-M=DIG-markierter DNA-Längenstandard II (Roche), M=? DNA/EcoRI+HindIII

Marker 3 (MBI Fermentas).

A
DIG-M BglII EcoRI MboI NotI SacI XbaI M

BamHI ClaI HindIII NcoI PstI SalI K     Sonde
DIG-M NarI SfiI SphI K

BamHI NruI SmiI VspI M

A
DIG-M BglII EcoRI MboI NotI SacI XbaI M

BamHI ClaI HindIII NcoI PstI SalI K     Sonde
DIG-M NarI SfiI SphI K

BamHI NruI SmiI VspI M
DIG-M NarI SfiI SphI K

BamHI NruI SmiI VspI M

B
DIG-M BglII EcoRI MboI NotI SacI XbaI M

BamHI ClaI HindIII NcoI PstI SalI K     Sonde
DIG-M NarI SfiI SphI K

BamHI NruI SmiI VspI M

B
DIG-M BglII EcoRI MboI NotI SacI XbaI M

BamHI ClaI HindIII NcoI PstI SalI K     Sonde
DIG-M NarI SfiI SphI K

BamHI NruI SmiI VspI M
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Das 1,5 kb-große VspI-Fragment wurde anschließend aus einem Agarosegel 

eluiert und in den NdeI-restringierten, dephosphorylierten pET3a-his-Vektor (4670

bp, Novagen) kloniert. Es wurde eine größere Anzahl von Transformanten erhalten, 

aus denen eine Plasmidisolierung nach Standarverfahren vorgenommen wurde. Die 

Isolierten Plasmide wurden mit Ndel verdaut um die Größe der inserierten DNA-

Fragmente beurteilen zu können. Es zeigte sich jedoch, dass keine der untersuchten 

Transformanten ein Insert der richtigen Größe (1,5 kb) aufwies.

3.2.1.2 Herstellung von degenerierten Primern nach A bleitung von sequen-

zierten N-Termini bzw. Proteinfragmenten hydrophober  Proteine von

F. culmorum

Parallel zu den unter 3.2.1.1 beschriebenen Arbeiten wurde versucht, aus A-

minosäursequenzen der oberflächenaktiven Proteine von F. culmorum (siehe 3.1.4.3) 

Oligonukleotidprimer abzuleiten, um mit deren Hilfe Teile der DNA-Sequenz zu

amplifizieren, auf denen die entsprechenden Proteine kodiert sind. Die Primer wur-

den sowohl mit genomischer DNA als auch mit cDNA als Template eingesetzt. Diese 

wurde wie unten beschrieben aus Myzelien isloiert, die nach unterschiedlich langem 

Wachstum geerntet wurden (siehe 3.1.4.1). 

Die Konstruktion der Primer erfolgte so, dass bei der Übersetzung von der A-

minosäuresequenz in die DNA-Sequenz die für F. culmorum beschriebene Codon

Usage verwendet wurde. Da diese jedoch nicht in allen Fällen eindeutig festliegt,

wurde jeweils die letzte Base eines jeden Tripplets degeneriert. Zu jeder der zugrun-
deliegenden Aminosäuresequenzen wurde in der folgenden Auflistung das unter

3.1.4.3 genannte Proteinfragment genannt.

Die degenerierten Primer hyd4f und hyd5f wurden von dem sequenzierten N-
Terminus eines 14 kDa-Proteins  (siehe 3.1.4.3) von F. culmorum TMW 4.0102

abgeleitet:
hyd4f  (18mer, Tm = 56,3 °C): (Sequenz 1, Aminosäuresequenz PDVTVE)

5’-CC(ACT) GA(CT) GT(CT) AC(ACT) GT(CT) GAG-3’

hyd5f (18mer, Tm = 49,9 °C): (Sequenz 1, Aminosäuresequenz EIFTDQ)

5’-GA(AG) AT(CT) TT(CT) AC(ACT) GA(CT) CAG-3’
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Die degenerierten Primer hyd8f und hyd9f wurden von dem sequenzierten N-
Terminus eines 14 kDa-Proteins  (siehe 3.1.4.3) von F. culmorum TMW 4.0111

abgeleitet:
hyd8f (19mer, Tm = 55,6 °C): (Sequenz 2, Aminosäuresequenz PPNANV)

5’-CC(ACT) CC(ACT) AA(CT) GC(ACT) AA(CT) GT(CT)-3’

hyd9f  (17mer, Tm = 56,0 °C): (Sequenz 2, Aminosäuresequenz ARIWDG)

5’-GC(ACT) GCI AT(CT) TGG GA(CT) GG-3’ (I = Inosin)

Die degenerierten Primer hyd14r, hyd15r, hyd16r, hyd17r, hyd18f und hyd19f 

wurden von verschiedenen sequenzierten Proteinfragmenten (nach Trypsinverdau)
des 14 kDa-Proteins  (siehe 3.1.4.3) von F. culmorum TMW 4.0111 abgeleitet:
hyd14r (17mer, Tm = 54,0 °C): (Fraktion 9, Aminosäuresequenz PYGTCR)

5’-C(GT)(AG) CA(AGT) GT(AGT) CC(AG) TA(AGT) GG-3’
hyd15r  (19mer, Tm = 55,9 °C): (Fraktion 13, Aminosäures. YEFGPCE)

5’-C(AG)C A(AGT)G G(AGT)C C(AG)A A(CT)T C(AG)T A-3’
hyd16r  (20mer, Tm = 60,4 °C): (Fraktion 15, Aminosäures. CSWEVWA)

5’-GCC CA(AG) AC(CT) TCC CAI (GC)(AT)(AG) CA-3’
hyd17r (20mer, Tm = 55,9 °C): (Fraktion 15, Aminosäures. AYPNLDC)

5’-CA(AG) TC(AGC) A(AG)(AG) TT(AGT) GG(AG) TA(AGT) GC-3’

Die degenerierten Primer hyd10f und hyd11f wurden von dem sequenzierten
N-Terminus eines basischen 17 kDa-Proteins  (siehe 3.1.4.3) von F. culmorum TMW 

4.0111 abgeleitet:
hyd10f  (17mer, Tm = 53,2 °C): (Sequenz 3, Aminosäuresequenz ANQAVV)

5’-GC(ACT) AA(CT) CA(AG) GC(ACT) GT(CT) GT-3’

hyd11f (19mer, Tm = 53,4 °C): (Sequenz 3, Aminosäuresequenz CPTTIY)

5’-TG(CT) CC(ACT) AC(ACT) AC(ACT) AT(CT) TA(CT) G-3’

Isolierung von Gesamt-RNA . Zur Isolierung der Gesamt-RNA wurde das

Myzel nach der Vakuumfiltration in einen mit flüssigem Stickstoff gefüllten Mörser

überführt. Nach Zerkleinern des Myzels mit einem Pistill wurden etwa 100 mg zur

RNA-Extraktion (drei Spatelspitzen) eingesetzt. Die RNA-Isolierung wurde mit dem 

RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden) nach dem Protokoll des Herstellers für Pflan-

zen und Pilze durchgeführt. Für die Entfernung genomischer DNA aus den Extrakten 

wurde das RNase-Free DNase Set von Qiagen (Hilden) nach Angaben des Herstel-
lers während der RNA-Isolierung eingesetzt. Die Elution der RNA erfolgte in 40 µL 

RNase-freiem Wasser und die Konzentrationen wurden photometrisch mittels Gene-

Quant (Pharmacia, Freiburg) ermittelt. Die Lagerung der Gesamt-RNA-Proben erfolg-
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te bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung.

Um aus der Gesamt-RNA die für die Translation spezifische mRNA zu erhal-

ten, wurde direkt im Anschluss an die Gesamt-RNA-Extraktion eine mRNA-Isolierung

aus jeweils 40 µg Gesamt-RNA mit Oligotex (Qiagen, Hilden) nach Angaben des

Herstellers durchgeführt. Die Elution erfolgte in 100 µL OEB-Puffer (70 °C). Die La-

gerung der mRNA-Proben erfolgte bei -80 °C.
Herstellung von cDNA . Die Herstellung von cDNA erfolgte entweder aus den 

Gesamt-RNA-Proben oder aus der isolierten mRNA. Je 1 µg Gesamt-RNA bzw. 1 µL 

mRNA (etwa 360 ng) wurde mit 1 µL Oligo(dT)15-Primer (500 µg/mL; Promega

GmbH, Mannheim) versetzt und mit RNase-freiem Wasser auf 14 µL aufgefüllt. Nach 

zehnminütiger Inkubation bei 70 °C wurden die Ansätze 5 min auf Eis gestellt. An-

schließend wurden 1,25 µL einer Mischung der vier Nukleotidtriphosphate (dNTP, je 
10 mM), 4,25 µL Wasser, 0,5 µL M-MLV Reverse Transkriptase aus RNase H Minus 

Punktmutante (200 U/µL; Promega GmbH, Mannheim) und 5 µL M-MLV-Reverse

Transkriptase Puffer (5 x konzentriert) zugegeben. Die cDNA-Synthese fand für eine 

Stunde bei 42 °C statt und wurde für 15 min bei 72 °C gestoppt. Die Lagerung der 

cDNA-Proben erfolgte bei -20 °C.
Kontroll-PCR mit ß-Tubulin Primern . Ausgehend von der isolierten Gesamt-

RNA bzw. mRNA der Wachstumskurven und der daraus hergestellten cDNA wurden 

Kontroll-PCRs mit ß-Tubulin-Primern (Bt2) durchgeführt (Glass & Donaldson, 1995). 

Mit den ß-Tubulin-Primern wird in der PCR das in Eukaryonten konstitutiv exprimierte 

ß-Tubulin-Gen amplifiziert. Als Positivkontrolle diente die genomische DNA aus

F. culmorum TMW 4.0111, die wie unten beschrieben gewonnen wurde. Aufgrund 

eines Introns in der genomischen DNA wird mit dem verwendeten Primerpaar ein 
größeres Fragment amplifiziert als mit der cDNA, da beide Primer außerhalb des

Introns im kodierenden Bereich des Gens binden. Stellvertretend ist in Abb. 39 das 

Agarosegel mit den PCR-Proben aus der Gesamt-RNA gezeigt. Bei allen cDNA-

Proben war das PCR-Produkt (291 bp) kleiner als das der genomischen DNA (335 

bp). Alle RNA-Proben waren nahezu frei von genomischer DNA (keine oder schwa-

che Bande bei 335 bp). Tag 7 fehlt in der Gesamt-RNA, da hier die komplette Ge-

samt-RNA zur mRNA-Isolierung eingesetzt wurde.
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Abb. 39 : Agarosegel von Fragmenten einer PCR mittels ß-Tubulin-Primern aus dem Isolat 

F. culmorum TMW 4.0111. M = 100 bp DNA-Marker (MBI Fermentas); K = Negativ-

kontrolle ohne DNA; cDNA = copy DNA; gDNA = genomische DNA; 1,..., 9: Zeit-

punkte der Probennahme [Tag].

Isolierung genomischer DNA aus Fusarium culmorum  Isolaten . Die Pilze wurden 

vier bis sieben Tage in 100 mL Malzextrakt-Boullion bei Raumtemperatur und 130 

rpm inkubiert. Anschließend wurde das geerntete Myzel gefriergetrocknet und unter 

Zusatz von Seesand zermörsert. Nach Zugabe von Lysepuffer (50 mM EDTA, 50 mM 

Tris, 3 % (w/v) SDS, 1 % (w/v) DTT, pH 7,2) und einstündiger Inkubation bei 65 °C 

erfolgte eine Phenol/Chloroform-Behandlung. Die genomische DNA wurde mittels

Ethanol gefällt. Um die RNA und die restlichen Proteine in den Proben zu entfernen, 
wurden die Ansätze zunächst mit RNase (1 h, 37 °C) und anschließend mit Proteina-

se K (2 h, 55 °C) versetzt. Nach diesen Behandlungen erfolgte eine Chloroformex-

traktion und eine erneute DNA-Fällung mittels Ethanol. Die Proben wurden zum

Schluss in Aqua bidest. gelöst. 

3.2.1.3 Ergebnisse der verschiedeneen Strategien zum  Finden von

Hydrophobingenen

Nach N-terminalen Proteinsequenzierungen verschiedener hydrophober Pro-

teine der Isolate F. culmorum TMW 4.0102 und TMW 4.0111 wurden wie unter

3.2.1.2 beschrieben verschiedene Primer hergeleitet, um mittels PCR und anschlie-
ßender Klonierung die N-terminalen Sequenzen der dazugehörigen Gene zu erhal-

ten. Um den N-Terminus eines hydrophoben 14 kDa-Proteins von F. culmorum

TMW 4.0102 zu erhalten, wurden in PCRs die Vorwärtsprimer hyd4f und hyd5f mit 

M 1 2  3  4  5  6  8  9  M     K

cDNA aus
Gesamt-RNA

gDNA

bp
335
291

M 1 2  3  4  5  6  8  9  M     K

cDNA aus
Gesamt-RNA

gDNA

bp
335
291
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den bereits bekannten Rückwärtsprimern hyd2r und hyd3r (siehe 3.2.2, S. 74) kom-

biniert. Da hyd3r besser in der PCR funktionierte als hyd2r wurde im Folgenden nur 

noch mit hyd3r gearbeitet. Von 80 untersuchten Klonen ausgehend von genomischer 

DNA waren nach teilweiser Sequenzierung die Inserts von vier Plasmiden (Nr. 99,

104, 113, 115) identisch. Weiterhin wurden 85 Klone ausgehend von cDNA des glei-

chen Isolats untersucht und festgestellt, dass die Inserts von sieben Plasmiden (Nr. 

170, 226, 232, 245, 247, 248, 249) ebenfalls mit den zuvor genannten in ihrer Se-

quenz übereinstimmten. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die verwendete

cDNA mit genomischer DNA verunreinigt war. Die Consensussequenz der elf analy-

sierten Inserts besitzt eine Größe von 514 bp und zeigt nach einem Sequenzver-

gleich mit Datenbanken (BLAST) nur an, dass es hohe Homologien zur Nukleotidse-

quenz von Gibberella zeae Chromosom 4 (Stamm PH-1 =NRRL 31084) besitzt. Al-
lerdings ergab die Analyse der Sequenz keine Hinweise auf die Übereinstimmung mit 

einer möglichen Hydrphobingen-Sequenz. Außerdem waren die Inserts zweier weite-

rer Plasmide (Nr. 194, 224) nahezu identisch. Die Consensussequenz von 194 und 

224 besaß eine Größe von 403 bp und zeigte ebenfalls hohe Homologie zu Gibberel-

la zeae Chromosom 4 (Stamm PH-1 = NRRL 31084). Auch hier konnten jedoch kei-

ne Hydrophobin-ähnlichen Motive festgestellt werden.

Um die N-terminalen Gensequenzen eines zugehörigen hydrophoben 14 kDa-

Proteins von F. culmorum TMW 4.0111 zu erhalten, wurden die Vorwärtsprimer

hyd8f und hyd9f synthetisiert. Weiterhin wurden ausgehend vom N-Terminus eines 

hydrophoben 17 kDa-Proteins von F. culmorum TMW 4.0111 die Primer hyd10f und 

hyd11f (3.2.1.2) hergestellt. Diese vier Vorwärtsprimer wurden in PCRs mit dem

Rückwärtsprimer hyd3r kombiniert. Alle untersuchten Klone zeigten jedoch keine
Hinweise auf eine mögliche Hydrophobinsequenz. 

Nachdem das bereits N-terminal ansequenzierte, hydrophobe 14 kDa-Protein

von F. culmorum TMW 4.0111 mittels Trypsin verdaut wurde, konnten von verschie-

denen Proteinfragmenten die degenerierten Primer hyd14r, hyd15r, hyd16r und

hyd17r (3.2.1.2) hergestellt werden. Einer der Rückwärtsprimer hyd14r, hyd15,

hyd16r bzw. hyd17r wurde jeweils mit einem der Vorwärtsprimer hyd8f bzw. hyd9f in 

eine PCR eingesetzt. In Abb. 40 sind die Ergebnisse der PCR mit den Primern hyd8f 

bzw. hyd9f und hyd15r bzw. hyd16r mit einem Formamidgradienten und genomischer 

DNA von F. culmorum TMW 4.0111 gezeigt. In Kombinationen mit hyd15r wurde ein 

etwa 300 bp Fragment amplifiziert und in Kombinationen mit hyd16r erschien ein 600 

bp-Fragment interessant. Beide Fragmente wurden isoliert, in pST-Blue1 kloniert und 

sequenziert. Nach Überprüfung verschiedener Klone wurden die Inserts mehrerer

Plasmide sequenziert. Diese zeigten jedoch kein Alignment mit den Sequenzen be-
kannter Hydrophobine. Die Ergebnisse zeigten, dass teilweise der Primer hyd15r

zweimal in der PCR gebunden hat oder dass die Sequenzen nach BLAST hohe Ho-

mologien zu genomischer DNA von F. graminearum haben.
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Abbildung 40 : PCR Produkte mit den Primern hyd8f bzw. hyd9f und hyd15r bzw. hyd16r 

und genomischer DNA aus dem Isolat F. culmorum TMW 4.0111. M = 100 

bp DNA-Marker (MBI Fermentas); 1,..., 8: Prozentangabe von Formamid im 

PCR-Ansatz.

3.2.2 Ableitung von degenerierten PCR-Primern aus Al ignments bekannter

Hydrophobin-Gene

Eine weitere Strategie für das Auffinden von Genen stellt die Herstellung von 

degenerierten Primern auf der Basis von bekannten genomischen Sequenzen von

Proteinen mit homologer Funktion dar. In Abb. 41 ist ein Alignment verschiedener

Hydrophobin-Gene der Klassen I und II von Ascomyceten nach Wösten (2001) ge-

zeigt. Die allgemeine Struktur der Hydorphobine kann wie folgt beschrieben werden: 

Klasse I Hydrophobine von Ascomyceten
X26-85-C-X5-8-C-C-X17-39-C-X8-23-C-X5-6-C-C-X6-18-C-X2-13

Klasse II Hydrophobine von Ascomyceten
X17-67-C-X9-10-C-C-X11-C-X16-C-X6-9-C-C-X10-C-X3-7

M        1        3         5        8
0        2        4         6

M        1        3         5        8
0        2        4         6

hyd9f-hyd16rhyd9f-hyd15r

hyd8f-hyd16rhyd8f-hyd15r

M        1        3         5        8
0        2        4         6

M        1        3         5        8
0        2        4         6

hyd9f-hyd16rhyd9f-hyd15rhyd9f-hyd15r

hyd8f-hyd16rhyd8f-hyd15rhyd8f-hyd15r
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Wie oben gezeigt, variiert bei allen Hydrophobinen sowohl die Sequenz als

auch die Anzahl der zwischen den acht konservierten Cysteinresten befindlichen A-

minosäuren. Es war daher im Rahmen der vorliegenden Arbeiten nicht möglich, kon-

servierte Bereiche für die Konstruktion generischer Hydrophobin-Primer zu benutzen. 

Lediglich im Bereich der Cysten-Cystein Motive finden sich einige Aminosäuren, die 

bei vielen Pilzen die gleiche Sequenz ergeben. In der vorliegenden Arbeit wurden 

daher degenerierte DNA-Oligonukleotide zu diesen Motiven hergestellt Darüber hin-

aus wurden die acht konservierten Cystein-Reste in den Hydrophobinen auch als fixe 

Koordinaten im Sequenzvergleich benutzt. Die degenerierten Primer hyd1f und hyd3r 

(siehe unten) wurden von der Aminosäuresequenz im Hydrophobin-Alignment

(Abb. 41) abgeleitet, jeweils zu den beiden CC-Motiven unter Berücksichtigung der 

Codon Usage von F. culmorum. Diese Primer wurden in der PCR zur Amplifikation 
eines Teils des (der) Hydrophobin-Gens (Gene) eingesetzt.

Abb. 41 : Sequenzvergleich der Aminosäuresequenzen resultierend von Klasse I und Klasse 

II Hydrophobingenen nach Wösten (Wösten, H.A.B., Annu. Rev. Microbiol., 2001, 

55: 625-46). Hydrophobingene MPG1 und Mag von Magnaporthe grisea, RodA

und DewA von Aspergillus nidulans, Hyp1 von A. fumigatus, SsgA von Metarhizi-

um anisopliae, XEH1 von Xanthoria ectaneoides, Xph1 von X. parietina, Hcf1,

Hcf2, Hcf3, Hcf4, Hcf5 und Hcf6 von Cladosporium fulvum, Eas von Neurospora

crassa, Tri1, Tri2, Tri3 von CFTH1 Gen von Claviceps fusiformis, Qid3 und SrH1

von Trichoderma harzianum, Cry von Cryphonectria parasitica, Hfb1 und Hfb2
von Trichoderma reesei, CU von Ophiostoma novo-ulmin und O. ulmin. CONS = 

Consensus-Sequenz.

Klasse I Hydrophobin-Gene von Ascomyceten
MPG1 CGAEK.VVSC CNSKELKWSK S....GA... EIPIDVLSGE .......... . CKNIP.... INILTINQLI PINNF CSDTV S.. CC..SGE QIG...LVNI Q.. CTPI... LS.....
RODA CGDQA.QLSC CNKATYAGDT TTVDEGLLSG AL.SGLIGAG SGAEGLGLFD QCSKLDV... AVLIGI..QD LVNQK CKQN. .IA CCQNSPS SADGN.LIGV GLPCVALGSI L......
HYP1 CGDQA.QLSC CNKATYAGDV TDIDEGILAG TL.KNLIGGG SGTEGLGLFN QCSNVDL..Q IPVIGIPIQA LVNQK CKQN. .IA CCQNSPS DASGS.LIGL GLPCIALGSI L......
DEWA C.NVG.SIA C C.....NSPA ETNNDSLLSG LLGAGLLNGL SGNTG....S A CAKASLIDQ LGLLALVDHT EEGPVCKNIV A.. CCPEGTT N......... ... CVAVDNA GAGTKAE
SSGA CDSG...VY C C.NKVAQNT. .....GI... VVPIDALSST .......... . C.GDT.... LKLVTVDALN DK... CTSQT V.. CC.NNVQ QNG...LVNV A.. CTPIDV. .......
XEH1 CSQGQ.TAKC C..NSLSKAV AN........ LIPIQV..GL N......... . CVSLDL... ISVLPIGKQ. ..... CTQSQ ALACC.SSGQ QTG...LVNL GNVCVPVSL. .......
XPH1 CSQGQ.TAKC C..NSLSKAV AN........ LIPIQI..GL N......... . CVSLDL... ISVLPIGKQ. ..... CTQSQ ALACC.SSGQ QTG...LVNL GNVCVPVSL. .......
HCF1 CAVGS.QISC CTTNSSGSD. .......... ILG.NVLGGS .......... . CLLDN.... VSLISS..LN SN... CPAGN TF.CCP..SN QDG...TLNI NVS CIPVSA. .......
HCF2 CAVGS.QVSC CTTDSSGSD. .......... VLG.NVLGGS .......... . CLVDN.... LSLISI..LN SQ... CPGAN TF.CCPSFTN QDG...TLNI HAA CIPVAL. .......
HCF3 CATGA.QVAC CTTNSSNSD. .......... LLG.NVVGGS .......... . CLLDN.... LSLLSS..LN SN... CPAGN TF.CCP..SN SDG...TLNI NAQ CIPISA. .......
HCF4 CAKGS.EISC CTTDSSNSG. .......... ALG.NVLGGS .......... . CLLQN.... LSLLSS..LN SN... CAAAN TF.CCP..TT QEG...TLNI NLS CIPISL. .......
EAS CSIDDYKPYC C..QSMSGPA GS..PGLLN. LIPVDLSASL G......... . CV....... VGVIG..... ..SQ. CGASV K.. CCKDDVT NTGNSFLIIN AANC..VA.. .......

CONS C..g..... C C...s ..... .......... .l....l.g. .......... . C........ ........l. ..... C.... ... CC..... q.g.....n . ... C.p.... .......

Klasse II Hydrophobin-Gene von Ascomyceten
TRI1 CPAGL.YSNP QCCATDVLGV ADLDCKNPSS APMSGDNFKS IC.NAVGQQA KCCVLPVAGQ AVLCQD... ...
TRI2 CPSGL.YSVP QCCATDVLGV ADLDCGNPSR QPTDSSDFAS VC.AAKGQRA RCCVLPLLGQ AVLCTGA.. ...
TRI3 CPAGLLYSNP QCCSTGVLGV ADLDCKNPSS APTSGDDFQK IC.ANGGQQA QCCSIPVAGQ AVLCQPAIG GG.
QID3 CPAGL.YSNP QCCATDVLGL ADLDCAVPST TPHDGPNFQS ICVANGGKRA RCCVLPVLGL GVLCQNPVG TN.
CRY CSSTL.YSEA Q CCATDVLGV ADLDCETVPE TPTSASSFES I C.ATSGRDA KCCTIPLLGQ ALL CQDPVG L..
MAG C.SGL.YGSA Q CCATDILGL ANLDCGQPSD APVDADNFSE IC.AAIGQRA R CCVLPILDQ GIL CNTPAG VTP
HFB1 CPPGL.FSNP QCCATQVLGL IGLDCKVPSQ NVYDGTDFRN VC.AKTGAQP L CCVAPVAGQ ALLCQTAVG A..
HFB2 CPTGL.FSNP L CCATNVLDL IGVDCKTPTI AVDTGAIFQA H C.ASKGSKP L CCVAPVADQ ALLCQKAIG TF.
SRH1 CPNGL.YSNP QCCGANVLGV AALDCHTPRV DVLTGPIFQA VCAAEGGKQP LCCVVPVAGQ DLLCEEAQG TF.
CU C.TGLLQKSP QCCNTDILGV ANLDCHGPPS VPTSPSQFQA SCVRDGGRQA RCCTLSLLGL ALVCTDPVG I..
HCF5 CPA...LDTP L CCQADVLGV LDLTCEAPSD D.TSVSNFEA AC.ATTGLTA R CCTLPLLGE ALLCTTP.. ...
HCF6 CPA...NRVP Q CCQLSVLGV ADVTCASPSS GLTSVSAFEA DC.ANDGTTA QCCLIPVLGL GLF CSNP.. ...

CONS Cp.gl....p q CC.t.vLGv adld C..Ps. .pts...F.. . C.a..G..a . CCvlPvlgq all C....g ...

Klasse I Hydrophobin-Gene von Ascomyceten
MPG1 CGAEK.VVSC CNSKELKWSK S....GA... EIPIDVLSGE .......... . CKNIP.... INILTINQLI PINNF CSDTV S.. CC..SGE QIG...LVNI Q.. CTPI... LS.....
RODA CGDQA.QLSC CNKATYAGDT TTVDEGLLSG AL.SGLIGAG SGAEGLGLFD QCSKLDV... AVLIGI..QD LVNQK CKQN. .IA CCQNSPS SADGN.LIGV GLPCVALGSI L......
HYP1 CGDQA.QLSC CNKATYAGDV TDIDEGILAG TL.KNLIGGG SGTEGLGLFN QCSNVDL..Q IPVIGIPIQA LVNQK CKQN. .IA CCQNSPS DASGS.LIGL GLPCIALGSI L......
DEWA C.NVG.SIA C C.....NSPA ETNNDSLLSG LLGAGLLNGL SGNTG....S A CAKASLIDQ LGLLALVDHT EEGPVCKNIV A.. CCPEGTT N......... ... CVAVDNA GAGTKAE
SSGA CDSG...VY C C.NKVAQNT. .....GI... VVPIDALSST .......... . C.GDT.... LKLVTVDALN DK... CTSQT V.. CC.NNVQ QNG...LVNV A.. CTPIDV. .......
XEH1 CSQGQ.TAKC C..NSLSKAV AN........ LIPIQV..GL N......... . CVSLDL... ISVLPIGKQ. ..... CTQSQ ALACC.SSGQ QTG...LVNL GNVCVPVSL. .......
XPH1 CSQGQ.TAKC C..NSLSKAV AN........ LIPIQI..GL N......... . CVSLDL... ISVLPIGKQ. ..... CTQSQ ALACC.SSGQ QTG...LVNL GNVCVPVSL. .......
HCF1 CAVGS.QISC CTTNSSGSD. .......... ILG.NVLGGS .......... . CLLDN.... VSLISS..LN SN... CPAGN TF.CCP..SN QDG...TLNI NVS CIPVSA. .......
HCF2 CAVGS.QVSC CTTDSSGSD. .......... VLG.NVLGGS .......... . CLVDN.... LSLISI..LN SQ... CPGAN TF.CCPSFTN QDG...TLNI HAA CIPVAL. .......
HCF3 CATGA.QVAC CTTNSSNSD. .......... LLG.NVVGGS .......... . CLLDN.... LSLLSS..LN SN... CPAGN TF.CCP..SN SDG...TLNI NAQ CIPISA. .......
HCF4 CAKGS.EISC CTTDSSNSG. .......... ALG.NVLGGS .......... . CLLQN.... LSLLSS..LN SN... CAAAN TF.CCP..TT QEG...TLNI NLS CIPISL. .......
EAS CSIDDYKPYC C..QSMSGPA GS..PGLLN. LIPVDLSASL G......... . CV....... VGVIG..... ..SQ. CGASV K.. CCKDDVT NTGNSFLIIN AANC..VA.. .......

CONS C..g..... C C...s ..... .......... .l....l.g. .......... . C........ ........l. ..... C.... ... CC..... q.g.....n . ... C.p.... .......

Klasse II Hydrophobin-Gene von Ascomyceten
TRI1 CPAGL.YSNP QCCATDVLGV ADLDCKNPSS APMSGDNFKS IC.NAVGQQA KCCVLPVAGQ AVLCQD... ...
TRI2 CPSGL.YSVP QCCATDVLGV ADLDCGNPSR QPTDSSDFAS VC.AAKGQRA RCCVLPLLGQ AVLCTGA.. ...
TRI3 CPAGLLYSNP QCCSTGVLGV ADLDCKNPSS APTSGDDFQK IC.ANGGQQA QCCSIPVAGQ AVLCQPAIG GG.
QID3 CPAGL.YSNP QCCATDVLGL ADLDCAVPST TPHDGPNFQS ICVANGGKRA RCCVLPVLGL GVLCQNPVG TN.
CRY CSSTL.YSEA Q CCATDVLGV ADLDCETVPE TPTSASSFES I C.ATSGRDA KCCTIPLLGQ ALL CQDPVG L..
MAG C.SGL.YGSA Q CCATDILGL ANLDCGQPSD APVDADNFSE IC.AAIGQRA R CCVLPILDQ GIL CNTPAG VTP
HFB1 CPPGL.FSNP QCCATQVLGL IGLDCKVPSQ NVYDGTDFRN VC.AKTGAQP L CCVAPVAGQ ALLCQTAVG A..
HFB2 CPTGL.FSNP L CCATNVLDL IGVDCKTPTI AVDTGAIFQA H C.ASKGSKP L CCVAPVADQ ALLCQKAIG TF.
SRH1 CPNGL.YSNP QCCGANVLGV AALDCHTPRV DVLTGPIFQA VCAAEGGKQP LCCVVPVAGQ DLLCEEAQG TF.
CU C.TGLLQKSP QCCNTDILGV ANLDCHGPPS VPTSPSQFQA SCVRDGGRQA RCCTLSLLGL ALVCTDPVG I..
HCF5 CPA...LDTP L CCQADVLGV LDLTCEAPSD D.TSVSNFEA AC.ATTGLTA R CCTLPLLGE ALLCTTP.. ...
HCF6 CPA...NRVP Q CCQLSVLGV ADVTCASPSS GLTSVSAFEA DC.ANDGTTA QCCLIPVLGL GLF CSNP.. ...

CONS Cp.gl....p q CC.t.vLGv adld C..Ps. .pts...F.. . C.a..G..a . CCvlPvlgq all C....g ...
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Von den beiden bisher beschriebenen Klassen von Hydrophobinen besitzen 

die Proteine der Klasse II im Bereich der beiden CC-Domänen einige konservierte 

Aminosäuren. Diese Tatsache wurde in der vorliegenden Arbeit ausgenutzt, um aus 

den Aminosäuresequenzen degenerierte Primer abzuleiten. Die Konstruktion der

Primer erfolgte unter Berücksichtigung der Codon Usage von F. culmorum. Die Se-

quenzen der Primer sind nachfolgend mit den zugrunde liegenden Aminosäurese-

quenzen dargestellt.

Degenerierte Primer        Aminosäuresequenz

hyd1f (15mer, Tm = 47,4 °C): 5’-CCH CAR TGY TGY AAC-3’ PQCCN

hyd3r (18mer, Tm = 55,9 °C): 5’-RAC DGG VAG RAG RCA RCA-3’ CCVLPV

(H: A,C,T; R: A,G; Y: C,T; D: A,G,T; V: A,C,G)

In diesen Untersuchungen wurde beabsichtigt, mittels PCR das (die)

Hydrophobingen(e) aus dem Genom bzw. der cDNA von F. culmorum zu isolieren.

Zur Amplifizierung eines Hydrophobingen-tragenden Fragments dienten als DNA-

Matrize sowohl genomische DNA als auch cDNA aus F. culmorum TMW 4.0102 so-

wie TMW 4.0111. Die mit dem Primerpaar hyd1f/hyd3r unter schwach stringenten

Bedingungen erhaltenen PCR-Produkte wurden mittels „QIAquick PCR Purification

Kit“ (Qiagen) nach Angaben des Herstellers gereinigt und in den Vektor pSTBlue-1

AccepTorTM (3851 bp; Novagen) ligiert. Anschließend erfolgte eine Transformation in 

Escherichia coli DH5a nach Sambrook et al. (1989).

Nach Transformation mit dem PCR Produkt der genomischen DNA von

F. culmorum TMW 4.0102 wurden 31 Klone erhalten. Die Transformation mit dem
PCR Produkt der cDNA von F. culmorum TMW 4.0102 ergab 35 Klone. Die Plasmide 

aller Klone wurden isoliert und mittels Restriktion sowie Agarosegelelektrophorese 

auf die Länge des Inserts untersucht. Die Inserts der Klone mit den Nummern 11, 24 

= 33, 28, 31, 32, 34, 38, 43, 48, 49 = 50 wurden aus den isolierten Plasmiden se-

quenziert. Die Analyse der Daten ergab in einigen Fällen gewisse Ähnlichkeiten der 

Sequenzen mit Hydrophobin-Genen. Die erwartete Anzahl von Cystein-Resten trat

jedoch nicht bei allen Sequenzen auf. Zudem wiesen viele der Sequenzen mehrere 

Stopp-Codons auf, was darauf hin deutet, dass in den genomischen Sequenzen

möglicherweise noch Introns vorliegen, die dazu führen, dass mit der gängigen Ana-

lysensoftware kein durchgängiger Leserahmen gefunden wurde. Ein Vergleich der

Sequenzen mit Datenbanken (BLAST) zeigte ebenfalls keinerlei Homologien zu be-

kannten Genen. 

Der Klon Nr. 24 mit einer Insertgröße von 267 bp zeigt jedoch gewisse Ähn-
lichkeiten zu allen konservierten Bereichen von Klasse II Hydrophobin-Genen von

Ascomyceten. Allerdings besitzt er vermutlich neben Exons auch Introns. 
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Translatiert man die DNA-Sequenz des Inserts von Klon 24, so sieht diese folgen-

dermaßen aus:

P-Q-C-C-N-X20-L-G-V-I-G-X2-C-X30-F-A-Q-X-C-X12-C-C-V-L-P-V

Aufgrund von einigen Motiven wurde vermutet, dass der Klon 24 den „Kern“ 

eines Klasse II Hydrophobin-Gens trägt. Möglicherweise besitzt wie bereits erwähnt 

das Insert des Klons noch Introns in der Sequenz, da die Amplifizierung mit genomi-

scher Fusarien-DNA erfolgte. In Anlehnung an die Basensequenz des Klons 24 wur-

den ausgehend von den degenerierten Primern hyd1f und hyd3r spezifische Primer 

hergestellt, die mit hyd6f und hyd7r bezeichnet wurden.

Motiv-spezifische Primer Aminosäuresequenz

hyd6f (15mer, Tm = 47,8 °C): 5’-CCC CAA TGC TGT AAC-3’ PQCCN

hyd7r (18mer, Tm = 53,7 °C): 5’-GAC AGG G AG AAC ACA ACA-3’ CCVLPV

Nach Herstellung der spezifischen PCR-Primer hyd6f und hyd7r wurden PCRs 

mit diesen Primern an Stelle der degenerierten Primer hyd1f und hyd3r durchgeführt. 

Die PCR wurde wie bereits oben beschrieben durchgeführt. Als Template wurde in 

diesem Versuch cDNA des Isolates F. culmorum TMW 4.0111 verwendet, um auf 

diese Weise ein Intron-freies PCR Produkt zu erhalten. Nach Reinigung und Ligation 

des PCR-Produktes in den Vektor pSTBlue1 AccepTorTM und anschließender Trans-

formation in E. coli DH5a wurden nach Plasmid-Isolierung die Inserts von fünf Plas-

miden (Nr. 261, 263, 264, 266, 269) sequenziert. Die Inserts der Klone 263 (808 bp) 
und 269 (810 bp) waren identisch und das Insert des Klons 264 (227 bp) stimmte am 

Anfang und am Ende wiederum mit dem Alignment der Klasse II Hydrophobine über-

ein (siehe Abb. 42). Dies deutet darauf hin, dass sich in den Inserts der Klone

263/269 Introns befinden könnten, zumal Anfang und Ende mit den üblichen Intron-

sequenzen übereinstimmen. Somit waren in dieser cDNA wohl noch Spuren von ge-

nomischer DNA enthalten, die hier mittels PCR amplifiziert und kloniert wurden. Die 

bereits erwähnten Inserts und weitere sequenzierte Inserts der Klone 261 (327 bp) 

und 266 (368 bp) zeigten in Datenbankvergleichen keinerlei signifikante Homologien 

mit bekannten Gensequenzen.
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Abb. 42 : Skizzenhaftes Alignment der Inserts der Klone 263, 264 und 269. Es wurde cDNA 

von F. culmorum TMW 4.0111 nach PCR mit den Primern hyd6f/hyd7r in den 

Vektor pSTBlue-1 ligiert und in E. coli DH5a kloniert.

In weiteren Arbeiten wurde versucht, mit den von der Sequenz des Inserts des 

Klons 24 abgeleiteten Primern ein Intron-freies PCR Produkt herzustellen um damit 

zu der kompletten Sequenz eines potenziellen Hydrophobingens zu gelangen. Dazu

wurde ausgehend von der isolierten RNA „2 d“ und „7 d“ der Wachstumskurve von 

F. culmorum TMW 4.0102 cDNA synthetisiert. Im Gegensatz zu den bisherigen Ver-

suchen wurde dabei jedoch nicht der mRNA-spezifische Oligo(dT)15-Primer verwen-

det, sondern der für das gesuchte Gen spezifische Primer hyd7r. Die so hergestellte 

cDNA wurde im nächsten Schritt als Template für die spezifische PCR mit den bei-

den Primern hyd6f und hyd7r eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden auf einem Aga-

rosegel aufgetrennt, die Banden ausgeschnitten und mit je 50 µL Aqua bidest. über-

schichtet. Die DNA der PCR-Produkte sollte bei Raumtemperatur über Nacht in das 
Wasser diffundieren. Anschließend wurde zur Anreicherung dieses Wasser erneut

als Template für eine zweite PCR mit denselben Primern eingesetzt. Nach Auftren-

nung des Ansatzes im Agarosegel waren zwei PCR-Produkte von etwa 180 bp und 

220 bp sichtbar. Beide PCR-Produkte wurden im Folgenden wiederum in den Vektor 

pSTBlue-1 AccepTorTM ligiert und in E. coli kloniert. Von 31 isolierten und genauer

untersuchten Plasmiden wurden fünf (Nr. 351, 352, 357, 362, 370) sequenziert. Die 

Inserts der Klone Nr. 362 und 370 waren identisch (Consensus 189 bp), zeigten aber 

ebenso wie die Inserts der anderen Klone keine signifikanten Homologien zu

bekannten DNA-Sequenzen. Es konnten ebenfalls keine Homologien zu der

Insertsequenz des Klons 24 gefunden werden.

100          200         300         400         500         600 700    800 bp
hyd6f hyd7r

269
263
264

Intron ?

100          200         300         400         500         600 700    800 bp
hyd6f hyd7r

269
263
264

Intron ?
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3.2.3 Herstellung einer Digoxigenin-markierten PCR-H ydrophobin-Sonde

Nachdem die Gewinnung einer Gensequenz mit durchgehendem Leserahmen 

mit Hilfe der PCR auf der Basis der aus Klon 24 abgeleiteten Primer nicht gelang, 

wurde versucht, in F. culmorum genomische Fragmente zu identifizieren, auf denen 

das entsprechende Insert vorhanden war. Das in Klon 24 vorhandene Insert wurde 

dabei als Sonde in einem Southern Blot verwendet. Dazu wurde mit den spezifischen

Primern hyd6f und hyd7r und der Plasmid-DNA des Klons 24 als Template eine PCR 

durchgeführt, während der das PCR-Produkt durch den Einbau von mit Digoxigenin 

(DIG) markiertem dUTP markiert wurde. Das so entstandene PCR-Produkt kann als 

nicht-radioaktiv markierte Sonde bei DNA- bzw. RNA-Hybridisierungen eingesetzt

werden. Wie aus Abb. 43 hervorgeht, ist das markierte PCR-Produkt aufgrund des 
eingebauten DIG etwas größer als das Kontroll-PCR-Produkt ohne DIG. Die Größe 

beider Produkte betrug 267 bp.

Abb. 43 : Agarosegelelektrophorese eines aus der Plasmid-DNA von Klon 24 mit den spezi-

fischen Primern hyd6f und hyd7r amplifizierten PCR-Produktes. M = 100 Base-

Pair Ladder (Amersham Biosciences); K = Kontroll-PCR mit dNTP-Mix; DIG = 

PCR mit dATP, dCTP, dTTP und DIG-dUTP.

DIG-Sonde
Kontrolle
(267 bp)

M   K   DIG

bp
800

300

100

DIG-Sonde
Kontrolle
(267 bp)

M   K   DIG

bp
800

300

100
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3.2.3.1 Southern-Blot-Hybridisierung von genomischer  DNA aus

F. culmorum  mit der DIG-markierten PCR-Sonde

Für die Identifizierung von Abschnitten der genomischen DNA, auf denen das

in Klon 24 vorhandene Insert kodiert ist, wurde genomische DNA aus F. culmorum

TMW 4.0102 und aus F. culmorum TMW 4.0111 in getrennten Ansätzen mit den Typ-

II-Restriktionsendonukleasen BamHI, BglII, ClaI, EcoRI, EcoRV, HaeII, HindIII, MboI,

NaeI, PstI, SacI, SalI und XbaI geschnitten. Zur Restriktion in 20 µL-Ansätzen wurde 

jeweils etwa 10 µg genomische DNA eingesetzt, diese mit zehnfach konzentriertem,

für jedes Enzym spezifischen Reaktionspuffer nach Angaben des Herstellers versetzt

und 2 U Restriktionsenzym zugegeben. Die Ansätze wurden über Nacht bei 37 °C 

inkubiert. Anschließend wurden die Restriktionen durch Zugabe von jeweils 4 µL „Gel 
loading buffer“ (50 % (v/v) Glycerin, 1 % (w/v) SDS, 0,125 M Na2EDTA (pH 8,5), 

Bromphenolblau und Xylencyanol FF je 0,05 % (w/v)) gestoppt und auf einem 0,8 %-

igen TBE-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Zur Größenbestimmung und

Zuordnung der DNA-Fragmente wurden verschiedene DNA-Standards mitgeführt:

M1 = GeneRulerTM 100bp DNA Ladder Plus (MBI Fermentas); M2 = 100 Base-Pair

Ladder (Amersham Biosciences); M3 = Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker 3 (MBI 

Fermentas); M-DIG = DIG-markierter DNA-Längenstandard II (Roche). Die E-

lektrophorese erfolgte für ca. drei Stunden bei 70 V. Anschließend wurde die DNA im 

Agarosegel in einer wässrigen Ethidiumbromidlösung (1 µg/mL) gefärbt und photo-

graphisch dokumentiert (siehe Abb. 44 A).

Das Agarosegel wurde anschließend 15 min bei Raumtemperatur mit Depuri-

nierungspuffer überschichtet. Nach kurzem Waschen des Gels mit Aqua bidest. wur-
de die DNA durch eine 2 x 15-minütige Inkubation in Denaturierungspuffer denatu-

riert. Dies ist notwendig, damit die zuvor doppelsträngige DNA an die Blotting-

Membran binden und später hybridisiert werden kann. Zum Neutralisieren wurde das 

Agarosegel nach kurzzeitigem Waschen in Aqua bidest. zweimal 15 min in Neutrali-

sierungspuffer gelegt. Dann wurde das Gel 10 min in 20 x SSC-Puffer äquilibriert. 

Anschließend wurde durch vakuumunterstützte Diffusion nach einer Methode von

Gross et al. (1988) die im Gel enthaltene DNA auf eine Nylonmembran (positiv gela-

den; 10 cm x 15 cm; Roche) übertragen. Hierzu wurden ein mit Transferpuffer be-

feuchtetes Whatman-Papier (3 mm) und die Nylonmembran auf eine Vakuum-

Blotting-Apparatur gelegt und mit einer Gummimaske abgedichtet. Die in der Öffnung

freiliegende Membran wurde mit dem Gel luftdicht abgeschlossen, und das Gel wur-

de mit 20 x SSC-Puffer überschichtet. Die DNA wurde innerhalb 2 h auf die Membran 

transferiert. Zum Fixieren der DNA wurde die nasse Membran auf ein mit 2x SSC-
Puffer befeuchtetes Whatman-Papier gelegt und durch eine dreiminütige UV-

Bestrahlung (cross-linking) auf der Nylonmembran fixiert. Danach wurde die Memb-

ran luftgetrocknet. Die Membran wurde mit der Blotseite nach innen in ein Hybridisie-
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rungsröhrchen überführt. Vor der Hybridisierung der genomischen DNA mit der

spezifischen DIG-Sonde wurde die Membran 30 min bei 42 °C mit 15 mL „DIG Easy 

Hyb“-Puffer (Roche) prähybridisiert. Anschließend wurde die Nylonmembran mit

Hybridisierungslösung (15 mL „DIG Easy Hyb“-Puffer mit DIG-markierten PCR-

Sonde versetzt; Endkonzentration der Sonde 50 ng/mL) überschichtet und über

Nacht bei 42 °C im Hybridisierungsofen bewegt. Die Hybridisierungslösung wurde 

vor dem Benutzen 10 min im Wasserbad aufgekocht, um die Sonden-DNA zu dena-

turieren und danach sofort auf Eis gestellt. Die Prä- und die Hybridisierungslösung 

wurden mehrfach verwendet und bei -20 °C gelagert.

Zum Entfernen ungebundener Sonde wurde die Membran zweimal 5 min bei 

Raumtemperatur mit je 25 ml zweifach konzentrierter Waschlösung (2 x SSC, 0,1 %

SDS) und unter stringenteren Bedingungen zweimal 15 min bei 68 °C mit 0,1-fach
konzentrierter Waschlösung (0,1 x SSC, 0,1 % SDS) inkubiert. Die folgenden Schritte

wurden bei Raumtemperatur durchgeführt: Die Nylonmembran wurde in Waschpuffer

2 min gespült und in einem neuen Hybridisierungsröhrchen mit 50 mL Blockingpuffer 

30 min inkubiert, um unspezifische Bedingungen der Anti-DIG-Fab-Fragmente mit

alkalischer Phosphatase zu verhindern. Im Anschluss wurden 50 mL Blockingpuffer

zugegeben, dem 5 µL vorher kurz abzentrifugierte Anti-DIG-Fab-Fragmente zuge-

setzt worden waren. Nach 30-minütiger Inkubation des Ansatzes unter leichtem

Schütteln wurde das nicht gebundene Antikörper-Konjugat durch zweimalige, 15-

minütige Inkubation in 50 mL Waschpuffer entfernt. Die Membran wurde 3 min mit 50 

mL Detektionspuffer äquilibriert, anschließend in eine Folienhülle gelegt, mit 30-40

Tropfen CSPD (ready-to-use, Roche) als Substrat befeuchtet, eingeschweisst, 5 min 

bei Raumtemperatur und 15 min  bei 37 °C inkubiert. Zum Schluss wurde die Memb-
ran (in der Folie) unter einen Röntgenfilm in eine lichtundurchlässige Entwicklerkas-

sette gelegt. Der Röntgenfilm wurde je nach Signalstärke 1-13 h exponiert. Zur Ent-

wicklung wurde der Film 5 min in Entwickler gelegt, in 2 %-iger Essigsäure gewa-

schen und weitere fünf Minuten in Tetenal Fixiersalz fixiert.

Die in Abb. 44 B dargestellten Southern-Blot-Analysen zeigten die Hybridisie-

rung der DIG-markierten Gensonde mit restringierter, genomischer DNA der Isolate

F. culmorum TMW 4.0102 und TMW 4.0111. Diese DNA-Sonde hybridisierte mit der 

EcoRV-restringierten DNA in einem einzelnen 3,0 kb-Fragment, mit der HindIII-

restringierten DNA in einem einzelnen 1,8 kb-Fragment, mit der MboI-restringierten

DNA in einem 1,4 kb-Fragment, mit der PstI-restringierten DNA in einem 3,5 kb-

Fragment und mit der SalI-restringierten DNA in einem 1,2 kb-Fragment. Aufgrund 

der Größe könnte in diesen Fragmenten ein vollständiges Hydrophobingen liegen.

Wahrscheinlich enthält dieses wiederum Introns, da von genomischer DNA ausge-
gangen wurde.
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A

B

Abb. 44 : Agarosegel (A) nach Restriktionsanalyse genomischer DNA von F. culmorum

TMW 4.0102 bzw. TMW 4.0111 und Southern-Hybridisierung (B) mit einer

Hydrophobin-spezifischen DIG-markierten DNA-Sonde. M1 = GeneRulerTM 100bp 
DNA Ladder Plus (MBI Fermentas); M2 = 100 Base-Pair Ladder (Amersham Bi-

osciences); M3 = Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker 3 (MBI Fermentas); M-DIG

= DIG-markierter DNA-Längenstandard II (Roche).

F. culmorum TMW 4.0102 F. culmorum TMW 4.0111

DIG-M BamHI ClaI EcoRV MboI PstI SalI K    DIG-M
M2 BglII EcoRI HindIII NaeI SacI XbaI M3     Sonde

M1 BamHI ClaI EcoRV HindIII NaeI SacI XbaI DIG-M
DIG-M BglII EcoRI HaeII MboI PstI SalI K     Sonde

F. culmorum TMW 4.0102 F. culmorum TMW 4.0111

DIG-M BamHI ClaI EcoRV MboI PstI SalI K    DIG-M
M2 BglII EcoRI HindIII NaeI SacI XbaI M3     Sonde

M1 BamHI ClaI EcoRV HindIII NaeI SacI XbaI DIG-M
DIG-M BglII EcoRI HaeII MboI PstI SalI K     Sonde

F. culmorum TMW 4.0111

DIG-M BamHI ClaI EcoRV MboI PstI SalI K    DIG-M
M2 BglII EcoRI HindIII NaeI SacI XbaI M3     Sonde

F. culmorum TMW 4.0102

kb
21,2

5,1
4,3
3,5

2,0
1,6
1,4

0,9

0,6

Signale: MboI ~1,4 kb
EcoRV ~3,0 kb PstI ~3,5 kb
HindIII ~1,8 kb Sal I ~1,2 kb

M1 BamHI ClaI EcoRV HindIII NaeI SacI XbaI DIG-M
DIG-M BglII EcoRI HaeII MboI PstI SalI K     Sonde

F. culmorum TMW 4.0111

DIG-M BamHI ClaI EcoRV MboI PstI SalI K    DIG-M
M2 BglII EcoRI HindIII NaeI SacI XbaI M3     Sonde

F. culmorum TMW 4.0102

kb
21,2

5,1
4,3
3,5

2,0
1,6
1,4

0,9

0,6

Signale: MboI ~1,4 kb
EcoRV ~3,0 kb PstI ~3,5 kb
HindIII ~1,8 kb Sal I ~1,2 kb

Signale: MboI ~1,4 kb
EcoRV ~3,0 kb PstI ~3,5 kb
HindIII ~1,8 kb Sal I ~1,2 kb

M1 BamHI ClaI EcoRV HindIII NaeI SacI XbaI DIG-M
DIG-M BglII EcoRI HaeII MboI PstI SalI K     Sonde
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3.2.3.2 Inverse PCR mit Restriktionsfragmenten

Nachdem unter 3.2.3.1 gezeigt wurde, dass die aus dem Klon 24 hergestellte 

Sonde mit Restriktionsfragmenten der genomischen DNA von F. culmorum hybridi-

siert, sollten anschließend weitere Bereiche dieser Fragmente seqeunziert werden. 

Die inverse PCR ermöglicht es dabei, unbekannte genomische Sequenzen in der

Nachbarschaft bereits bekannter Sequenzbereiche zu analysieren. Somit könnten mit 

dieser Methode ausgehend vom bekannten Insert des Klons 24, der vermutlich den 

„Kern“ eines Hydrophobingens trägt, die fehlenden 3’- und 5’-Bereiche des Genes 

bestimmt werden.

Es wurde genomische DNA von F. culmorum TMW 4.0102 bzw. von

TMW 4.0111 wie bereits beschrieben isoliert und mit den Restriktionsenzymen 
HindIII bzw. SalI geschnitten. Diese beiden Enzyme wurden ausgewählt, da sie in

den Southern-Blots singuläre Signale von ausreichender Größe nach Hybridisierung 

mit der DIG-Sonde zeigten. In diesen Restriktionen entstehen mehrere DNA-

Bruchstücke, unter anderem auch solche, in denen das Hydrophobingen wahrschein-

lich vollständig enthalten ist. Im Anschluss an die vollständige Restriktion wurden die 

Fragmentgemische jeweils stark verdünnt, um in der anschließenden Ligation die

ringförmige Selbstligation zu favorisieren. Die Ligationsprodukte wurden als Template 

in einer PCR eingesetzt. Die benutzten Primer hyd12r und hyd13r hatten jedoch eine 

gegenüber den Primern hyd6r und hyd7f revers-komplementäre Sequenz, so dass 

sie in der jeweils umgekehrten Orientierung an die Zielsequenz binden. Die Leserich-

tung der beiden Primer weist daher von der Hybridisierungssequenz der Sonde weg, 

wie dies in Abb. 45 schematisch dargestellt ist. 

Spezifische Primer für die inverse PCR     Aminosäuresequenz

hyd12f (15mer, Tm = 47,8 °C): 5’-GTT ACA GCA TTG GGG-3’     rk zu PQCCN

hyd13r (18mer, Tm = 53,7 °C): 5’-TGT TGT GTT CTC CCT GTC 3’     rk zu CCVLPV

(rk = revers komplementär)
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Abb. 45 : Schematische Darstellung der DNA für die Inverse PCR mit den Primern hyd12r 

und hyd13f.

Die PCR mit den spezifischen Primern hyd12f und hyd13r für die inverse PCR 

lieferte in allen Ansätzen ein PCR-Produkt von etwa 1100 bp. Dieses PCR-Produkt

wurde wiederum in den Vektor pSTBlue-1 AccepTorTM ligiert und in E. coli DH5a klo-
niert. 50 Klone (Nr. 280-329, einerseits Inserts von TMW 4.0102-DNA, HindIII bzw. 

SalI verdaut, andererseits Inserts von TMW 4.0111-DNA (HindIII bzw. SalI verdaut) 

wurden mittels PCR und Restriktion näher auf die Inserts der resultierenden Vektoren

untersucht. Zwei Klone (Nr. 293 1027 bp, Nr. 310 1077 bp) wurden schließlich in bei-

de Richtungen sequenziert. Die Sequenzen der Plasmid-Inserts beinhalten das trans-

latierte Motiv PQCCN (entspricht dem Primer hyd12r), eventuell einen Intron-Bereich

und dann das erste Cystein-Codon. Möglicherweise besitzt insbesondere der Klon 

310 den Anfang eines Hydrophobin-Gens. Eine eindeutigte Zuordnung der erhalte-

nen Sequenzen zu einem Protein mit den zu erwartenden acht Cysteinresten in der 

typischen Konformation konnte jedoch im Rahmen der bisher durchgeführten Arbei-

ten nicht erreicht werden.

bekanntes Insert
(267 bp)

des Klons 24

5‘-Ende des Gens hyd12r

hyd13f3‘-Ende
des Gens

bekanntes Insert
(267 bp)

des Klons 24

5‘-Ende des Gens hyd12r

hyd13f3‘-Ende
des Gens
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3.2.3.3 Klonierung und Sequenzierung der SalI-restringierten Southern-

Fragmente

Als weitere Möglichkeit zur Gewinnung von Sequenzdaten wurde im Verlaufe 

der Arbeiten die Untersuchung von klonierten Restriktionsfragmenten genutzt, die

wie unter 3.2.3.1 beschrieben mit der DIG-markierten Sonde aus Klon 24 hybridisier-

ten. In diesen Arbeiten zeigte sich, dass diese Sonde mit einem 1,2 kb großen Frag-

ment der mit SalI-restringierten DNA hybridisierte. Dieses Fragment wurde für weite-

re Klonierungen ausgewählt, da es das kleinste mit der Gensonde hybridisierende

Fragment darstellte. Es wurde vermutet, dass in diesem Fragment ein vollständiges

Hydrophobingen liegen könnte. Seine Länge ist gerade noch gering genug, um eine 

vollständige Sequenzierung ohne Zwischenschritte zu erreichen. 
Zur Klonierung wurde der Vektor pBluescriptIIKS+ (2961 bp; Stratagene) ver-

wendet. Der Vektor pBluescriptIIKS+ wurde mit der Restriktionsendonuklease SalI

(MBI Fermentas) linearisiert und anschließend dephosphoryliert. Parallel dazu wurde 

genomische DNA von F. culmorum TMW 4.0102 und TMW 4.0111 wie unter 3.2.1.2 

beschrieben isoliert und ebenfalls mit SalI geschnitten. Nach gelelektrophoretischer 

Auftrennung der genomischen DNA der genannten Fusarium-Isolate wurden Frag-

mente im Bereich von 1000-1200 bp ausgeschnitten und die DNA mittels „EZNA Gel 

Extraction Kit“ (Peqlab, Erlangen) nach Angaben des Herstellers aus dem Gel gerei-

nigt. Zur Ligation wurden pro Ansatz 50 ng, 100 ng oder 200 ng linearisierte,

dephosphorylierte Vektor-DNA in einem molaren Vektor-Insert-Verhältnis von 1:3,

1:4, 1:6 und 1:13 eingesetzt. Die Ligationsprodukte (1-5 µL) wurden in Escherichia

coli DH5a kompetente Zellen (100 µL) nach der CaCl2-Methode transformiert. Aus 
einem Teil der erhaltenen Klone, wurde nach Standardmethoden eine Plasmidpräpa-

ration vorgenommen. Die isolierten Plasmide wurden mit Restriktionsenzymen ge-

schnitten und die Größe der Inserts mit der Größe des gewünschten DNA-

Fragmentes zu verglichen. Plasmide, die ein Fragment der gesuchten Größe enthiel-

ten wurden in größerer Menge isoliert und an die Firma MWG Biotech zu Bestim-

mung der DNA-Sequenz gesandt. 

Die Auswertung der Daten zeigte, dass keine der aus den verschiedenen Klo-

nen erhaltenen Sequenzen eindeutig identifizierbare Hydrophobin-Motive enthielt.

3.2.4 Herstellung von degenerierten und spezifischen  Primern nach Ablei-

tung von Hydrophobingen-Sequenzen von F. verticillioides

Fuchs et al. (2004) publizierten im Verlaufe der hier dargestellten Arbeiten die 

Aminosäuresequenzen von fünf Proteinen, die entsprechend den vorhandenen

Cysteinresten und den zwischen ihnen vorliegenden Abständen als Hydrophobine
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der Klassen I und II identifiziert werden konnten. Abb. 46 zeigt einen Sequenzver-

gleich der Klasse II Hydrophobine von F. verticillioides (Hyd5p, Hyd4p) aus der ge-

nannten Arbeit mit Klasse II Hydrophobinen verschiedener Ascomyzeten. Im Rah-

men der vorliegenden Arbeit wurden die von Fuchs et al. (2004) veröffentlichten

DNA-Sequenzen mit der mittlerweile öffentlich zugänglichen Genomsequenz von

F. graminearum verglichen. Die Datenbankrecherche ergab eine starke Ähnlichkeit

zwischen dem für Hyd5p kodierenden Gen in F. verticillioides und dem Gen für ein 

hypothetisches Protein in F. graminearum. Die übersetzte Proteinsequenz dieses als 

FgHyd5 bezeichneten Gens wurde in Abb. 46 integriert. Es zeigte sich, dass die Se-

quenzen in weiten Teilen sehr ähnlich waren. 

Abb. 46 : Sequenzvergleich der Aminosäuresequenzen resultierend von Klasse II

Hydrophobinen nach Fuchs et al. (2004). Hydrophobine Hyd4p und Hyd5p von 

F. verticillioides, FgHyd5p von F. graminearum (hypothetisches Hydrophobin), 

NCU von Neurospora crassa, Magnaporin (mp), Cerato-ulmin (cu). Die Lage 

und Orientierung der Primer hyd24f, hyd25r, hyd26f, hyd27r, hyd28f und hyd29r 

sind angegeben.

3.2.4.1 Einsatz degenerierter Primer für die Amplifi kation von Hydrophobin-

Genen

Auf der Basis des in Abb. 41 gezeigten Alignment der Aminosäuren
verschiedener Klasse II Hydrophobine sowie einem entsprechenden Vergleich der

durch Fuchs et al. (2004) pubizierten Hydrophobine der Klasse I wurden in einem 

ersten Schritt Primer mit degenerierter Sequenz für die Amplifikation potenzieller

Hydrophobin-Gene in F. culmorum hergestellt. Die Degenerierung der Primer erfolgte 

Klasse II Hydrophobin-Gene von Ascomyceten

Hyd5p LPTEE.KRQA .YIP CS..GL YG.TSQ CCAT DVLGVADLDC GNPPSTPANA TDFSAVCSAI
FgHyd5p LPANE.KRQA .YIP CS..GL YG.TSQ CCAT DVLGVADLDC GNPPSSPTDA DNFSAVCAEI
NCU APAAM.ERQV PYTPCS..GL YG.TAQ CCAT DVLGVADLDC ANPPATLANA THFESTCAAI
mp LPAEVQERQV PYTPCS..GL YG.SAQ CCAT DILGLANLDC GQPSDAPVDA DNFSEICAAI
cu APYSGNSNSD SYDPCT..GL LQKSPQ CCNT DILGVANLDC HGPPSVPTSP SQFQASCVAD
Hyd4p APATS...PN GYDA CPDGGL IG.TPQCCSL DLVGVLSGEC SSPSKTPNSA KEFQEICAAS

Hyd5p GQR.ARCCVL P.ILDQGIL C NTPTGVQD
FgHyd5p GQR.ARCCVL P.ILDQGIL C NTPTGVQD
NCU GQR.ARCCVL P.ILGQDIL C QTPAGL..
mp GQR.ARCCVL P.ILDQGIL C NTPAGVTP
cu GGRSARCCTL S.LLGLALV C TDPVGI..
Hyd4p GQK.ARCCFL SEVFTLGAFC QKPVGVTA

hyd26f

hyd27r

hyd28f

hyd29r

Hyd4p, Hyd5p: aus F. verticillioides

FgHyd5p: hypothetical protein FG01831.1
[Gibberella zeae PH-1] in Genomsequenz 
„predicted hydrophobin in F. graminearum“

Klasse II Hydrophobin-Gene von Ascomyceten

Hyd5p LPTEE.KRQA .YIP CS..GL YG.TSQ CCAT DVLGVADLDC GNPPSTPANA TDFSAVCSAI
FgHyd5p LPANE.KRQA .YIP CS..GL YG.TSQ CCAT DVLGVADLDC GNPPSSPTDA DNFSAVCAEI
NCU APAAM.ERQV PYTPCS..GL YG.TAQ CCAT DVLGVADLDC ANPPATLANA THFESTCAAI
mp LPAEVQERQV PYTPCS..GL YG.SAQ CCAT DILGLANLDC GQPSDAPVDA DNFSEICAAI
cu APYSGNSNSD SYDPCT..GL LQKSPQ CCNT DILGVANLDC HGPPSVPTSP SQFQASCVAD
Hyd4p APATS...PN GYDA CPDGGL IG.TPQCCSL DLVGVLSGEC SSPSKTPNSA KEFQEICAAS

Hyd5p GQR.ARCCVL P.ILDQGIL C NTPTGVQD
FgHyd5p GQR.ARCCVL P.ILDQGIL C NTPTGVQD
NCU GQR.ARCCVL P.ILGQDIL C QTPAGL..
mp GQR.ARCCVL P.ILDQGIL C NTPAGVTP
cu GGRSARCCTL S.LLGLALV C TDPVGI..
Hyd4p GQK.ARCCFL SEVFTLGAFC QKPVGVTA

hyd26f

Hyd4p, Hyd5p: aus F. verticillioides

FgHyd5p: hypothetical protein FG01831.1
[Gibberella zeae PH-1] in Genomsequenz 
„predicted hydrophobin in F. graminearum“

hyd25r

hyd24f

Klasse II Hydrophobin-Gene von Ascomyceten

Hyd5p LPTEE.KRQA .YIP CS..GL YG.TSQ CCAT DVLGVADLDC GNPPSTPANA TDFSAVCSAI
FgHyd5p LPANE.KRQA .YIP CS..GL YG.TSQ CCAT DVLGVADLDC GNPPSSPTDA DNFSAVCAEI
NCU APAAM.ERQV PYTPCS..GL YG.TAQ CCAT DVLGVADLDC ANPPATLANA THFESTCAAI
mp LPAEVQERQV PYTPCS..GL YG.SAQ CCAT DILGLANLDC GQPSDAPVDA DNFSEICAAI
cu APYSGNSNSD SYDPCT..GL LQKSPQ CCNT DILGVANLDC HGPPSVPTSP SQFQASCVAD
Hyd4p APATS...PN GYDA CPDGGL IG.TPQCCSL DLVGVLSGEC SSPSKTPNSA KEFQEICAAS

Hyd5p GQR.ARCCVL P.ILDQGIL C NTPTGVQD
FgHyd5p GQR.ARCCVL P.ILDQGIL C NTPTGVQD
NCU GQR.ARCCVL P.ILGQDIL C QTPAGL..
mp GQR.ARCCVL P.ILDQGIL C NTPAGVTP
cu GGRSARCCTL S.LLGLALV C TDPVGI..
Hyd4p GQK.ARCCFL SEVFTLGAFC QKPVGVTA

hyd26f

hyd27r

hyd28f

hyd29r

Hyd4p, Hyd5p: aus F. verticillioides

FgHyd5p: hypothetical protein FG01831.1
[Gibberella zeae PH-1] in Genomsequenz 
„predicted hydrophobin in F. graminearum“

Klasse II Hydrophobin-Gene von Ascomyceten

Hyd5p LPTEE.KRQA .YIP CS..GL YG.TSQ CCAT DVLGVADLDC GNPPSTPANA TDFSAVCSAI
FgHyd5p LPANE.KRQA .YIP CS..GL YG.TSQ CCAT DVLGVADLDC GNPPSSPTDA DNFSAVCAEI
NCU APAAM.ERQV PYTPCS..GL YG.TAQ CCAT DVLGVADLDC ANPPATLANA THFESTCAAI
mp LPAEVQERQV PYTPCS..GL YG.SAQ CCAT DILGLANLDC GQPSDAPVDA DNFSEICAAI
cu APYSGNSNSD SYDPCT..GL LQKSPQ CCNT DILGVANLDC HGPPSVPTSP SQFQASCVAD
Hyd4p APATS...PN GYDA CPDGGL IG.TPQCCSL DLVGVLSGEC SSPSKTPNSA KEFQEICAAS

Hyd5p GQR.ARCCVL P.ILDQGIL C NTPTGVQD
FgHyd5p GQR.ARCCVL P.ILDQGIL C NTPTGVQD
NCU GQR.ARCCVL P.ILGQDIL C QTPAGL..
mp GQR.ARCCVL P.ILDQGIL C NTPAGVTP
cu GGRSARCCTL S.LLGLALV C TDPVGI..
Hyd4p GQK.ARCCFL SEVFTLGAFC QKPVGVTA

hyd26f

Hyd4p, Hyd5p: aus F. verticillioides

FgHyd5p: hypothetical protein FG01831.1
[Gibberella zeae PH-1] in Genomsequenz 
„predicted hydrophobin in F. graminearum“

hyd25r

hyd24f
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bin-Gene in F. culmorum hergestellt. Die Degenerierung der Primer erfolgte entspre-

chend der Codon Usage von F. culmorum. Die Sequenzen können der folgenden 

Auflistung entnommen werden: 

Degenerierte Primer aus Aligment von Klasse I Hydrophobinen abgeleitet:

hyd20f (11mer, Tm = 29,0 °C): (Aminosäuresequenz CCNK)

5’-TG(CT) TG(CT) AA(CT) AA-3’
hyd21r  (20mer, Tm = 61,4 °C): (Aminosäuresequenz ANAACCQ)

5’-TG(AG) CA(AG) CA(AGCT) GC(AGCT) GC(AG) TT(AGCT) GC-3’
hyd22f (14mer, Tm = 43,0 °C): (Aminosäuresequenz VCC(ND)Q)

5’-GT(AGCT) TG(CT) TG(CT) (AG)A(CT) GG-3’
hyd23r  (11mer, Tm = 29,7 °C): (Aminosäuresequenz YCC(QK))

5’-T(GT)(AG) CA(AG) CA(AGT) TA-3’

Degenerierte Primer aus Aligment von Klasse II Hydrophobinen abgeleitet:

hyd24f (17mer, Tm = 54,0 °C): (Aminosäuresequenz TSQCCA)

5’-AC(AGCT) (AT)(GC)(AGCT) CA(AG) TG(CT) TG(CT) GC-3’
hyd25r  (14mer, Tm = 45,0 °C): (Aminosäuresequenz ARCCV)

5’-AC(AG) CA(AG) CA(AGCT) C(GT)(AGCT) GC-3’

Es wurden PCRs mit den Primerkombinationen hyd20f-hyd21r, hyd22f-hyd23r

bzw. hyd24f-hyd25r mit genomischer DNA von F. culmorum TMW 4.0102 und
TMW 4.0111 durchgeführt. Zusätzlich wurden in weiteren PCR Untersuchungen die 

Vorwärtsprimer hyd20f, hyd22f und hyd24f in getrennten Ansätzen mit dem Rück-

wärtsprimer hyd3r mit genomischer DNA von F. culmorum TMW 4.0111 als Template 

druchgeführt. Der Primer hyd3r wurde wie unter 3.2.2 beschrieben aus der Amino-

säuresequenz des C-terminalen C-C Motives von Klasse II Hydrophobinen abgelei-

tet. Wie in Abb. 46 dargestellt, findet sich auch in den bei Fuchs et al. (2004) be-

schriebenen Hydrophobinen dieser Klasse das charakterisitsche Motiv CCVLP wie-

der. Neben der Verwendung von genomischer DNA als Template für die PCR-

Amplifikation  wurden außerdem Versuche unternommen, mit den von der Sequenz

der Klasse II Hydrophobine abgeleiteten Primern hyd24f und hyd25r unter Verwen-

dung von  cDNA (aus Gesamt-RNA und aus mRNA von allen Versuchstagen des in 

3.2.1.2 beschriebenen Wachstumsversuches) aus F. culmorum TMW 4.0111 durch-

geführt. Die resultierenden PCR Produkte wurden ligiert und in E. coli DH5a kloniert.
Von insgesamt 58 mittels Restriktion überprüften und teilweise sequenzierten 

Plasmiden der erhaltenen Klone zeigte jedoch keine Sequenz eine Homologie zu 
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einem bekannten Hydrophobingen. Auch die charakteristischen C-C Motive konnten 

nicht identifiziert werden.

3.2.4.2 Einsatz von spezifischen Primern aus Sequenz en von

F. verticillioides

Aufgrund der unter 3.2.4.1 beschriebenen Ergebnisse wurde für die weitere 

Arbeit angenommen, dass die zunächst verwendeten Primer hyd20f, hyd21r, hyd22f, 

hyd23r, hyd24f und hyd25r in ihrer Sequenz zu stark degeneriert waren, um damit 

eine erfolgreiche Amplifikation von Hydrophobinsequenzen in F. culmorum zu errei-

chen. Aus diesem Grunde wurden weitere Primer abgeleitet, die eine eindeutige Se-
quenz hatten und somit potenziell spezifischer sind. Auf Basis der von Fuchs et al.

(2004) veröffentlichten DNA Sequenz des HYD5 Gens aus F. verticillioides (Gen-

Bank accession no. AY158024), das für ein Klasse II Hydrophobin kodiert, wurden

die Primer hyd26f, hyd27r, hyd28f und hyd29r synthetisiert. Die Lage und Orientie-

rung der vier Oligonukleotide ist in Abb. 46 dargestellt. Die Sequenzen der Primer 

sind in der nachfolgenden Aufstellung angegeben.

Spezifische Primer aus HYD5 Sequenz von F. verticillioides

hyd26f  (21mer, Tm = 59,8 °C): (Aminosäuresequenz EKRQAYI)

5’-GAG AAG CGC CAG GCT TAT ATC-3’
hyd27r  (21mer, Tm = 63,7 °C): (Aminosäuresequenz PCSGLYG)

5’-GTC CTG GAC ACC AGT AGG GGT-3’
hyd28f  (21mer, Tm = 61,8 °C): (Aminosäuresequenz TPTGVQD)

5’-CCT TGC TCT GGT CTC TAT GGC-3’
hyd29r  (21mer, Tm = 61,8 °C): (Aminosäuresequenz DQGILCN)

5’-GGT GCA GAG GAT GCC TTG GTC-3’

Es wurden PCRs mit den Primerkombinationen hyd26f-hyd27r, hyd26f-hyd29r,

hyd28f-hyd27r bzw. hyd28f-hyd29r unter Verwendung genomischer DNA von

F. culmorum TMW 4.0111 durchgeführt. Die Ergebnisse der Versuche sind in

Abb. 47 dargestellt, wobei für jede der genannten Primerkombinationen acht PCRs 

mit unterschiedlicher Annealing Temperatur in einem im Rahmen des Projektes be-

schafften sogenannten Gradienten-Cycler durchgeführt wurden.

Die Primer hyd26f-hyf27r bzw. hyd28f-hyd29f amplifizierten jeweils ein etwa 
300 bp großes Fragment aus der genomischen DNA von F. culmorum TMW 4.0111,

welches der erwarteten Größe eines Hydrophobin-Genfragmentes entspricht. 
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Abb. 47 : Agarosegel von Fragmenten von PCRs mit den Primerkombinationen hyd26f-

hyd27r, hyd26f-hyd29r, hyd28f-hyd27r und hyd28f-hyd29r und genomischer DNA 

aus dem Isolat F. culmorum TMW 4.0111. M = 100 bp DNA-Marker (MBI Fermen-

tas). Die Zahlen geben die jeweilige Annealingtemperatur während der PCR an.

Anschließend wurde mit den vier zuletzt entwickelten Primern eine “nested”

PCR durchgeführt. Hierzu wurde zunächst eine erste PCR mit genomischer DNA von 
F. culmorum TMW 4.0111 mit den Primern hyd26f-hyd27r angesetzt. Wie in Abb. 46 

ersichtlich, binden diese Primer jeweils nahe dem 5´- und dem 3´-Ende der Gense-

quenz. Nach Durchführung der PCR wurde das entstandene Produkt aus dem Aga-

M    51,4   55,5    60,8   66,0
50,3    53,2    58,1   63,5

hyd26f-hyd29rhyd26f-hyd27r

M    51,4   55,5    60,8   66,0
50,3    53,2    58,1   63,5

M    51,4   55,5    60,8   66,0
50,3    53,2    58,1   63,5

hyd26f-hyd29rhyd26f-hyd27r

M    51,4   55,5    60,8   66,0
50,3    53,2    58,1   63,5

M    51,4   55,5    60,8   66,0
50,3    53,2    58,1   63,5

hyd28f-hyd29rhyd28f-hyd27r

M    51,4   55,5    60,8   66,0
50,3    53,2    58,1   63,5

M    51,4   55,5    60,8   66,0
50,3    53,2    58,1   63,5

hyd28f-hyd29rhyd28f-hyd27r

M    51,4   55,5    60,8   66,0
50,3    53,2    58,1   63,5
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rosgel gereinigt und als Template in eine zweite PCR eingesetzt. Dabei wurden nun 

in unabhängigen Ansätzen die beiden Primerpaare hyd28f-hyd29r bzw. hyd24f-

hyd25r eingesetzt, die jeweils an von den beiden Sequenzenden weiter entfernten

Genregionen binden. Nach Ligation und Klonierung der resultierenden PCR Frag-

mente wurde von 20 Transformanten aus den verschiedenen Versuchen Plasmid-

DNA isoliert. Es wurden die Inserts der sechs Klone 480, 483, 485, 490, 493 und 498 

sequenziert.

Die erhaltenen Sequenzen waren untereinander homolog und die resultieren-

de Consensus-Sequenz zeigte nach einem Sequenzvergleich mit Datenbanken,

dass sie eine sehr hohe Homologie zu dem Hydrophobingen HYD5 von F. verticillioi-

des hatte. Somit konnte im Rahmen der Arbeiten nunmehr eindeutig ein Teil eines 

Hydrophobingens (326 bp) in F. culmorum TMW 4.0111 gefunden werden. Dieses 
F. culmorum Hydrophobingen wurde in der Folge aufgrund der gefundenen Homolo-

gie zu HYD5 aus F. verticillioides mit FcHYD5 bezeichnet. Ein Vergleich mit Daten-

banken zeigte auch, dass die DNA-Sequenz für FcHYD5 wahrscheinlich aus drei 

Exons und zwei Introns besteht. Die Sequenz von FcHYD5 zeigte außerdem eine 

hohe Homologie zu dem Gen für das hypothetische Protein FG01831.1, welches in 

der Genomsequenz von F. graminearum annotiert wurde.

3.2.4.3 Einsatz von spezifischen Primern aus der Gen omsequenz von

F. graminearum (FG01831.1)

Da das Genom von F. graminearum inzwischen vollständig sequenziert ist,
wurde diese Sequenz für die Ableitung weiterer Primer verwendet, um die komplette

Sequenz des HYD5 Gens in F. culmorum TMW 4.0111 zu erfassen. Wie aus Abb. 46 

hervorgeht, konnte durch Sequenzierung der mit den Primern hyd28f/hyd29r nur ein 

innerer Teil des Gens amplifiziert werden. Deshalb fehlten zu dem Gen FcHYD5

noch das vollständige 5’-Ende und das 3’-Ende. Um das vollständige Gen FcHYD5 

mit dem 5’- und dem 3’-Ende zu erhalten, wurden die im Folgenden aufgeführten

Primer hyd30f und hyd31r konstruiert. 

Primer mit Spezifität für die Bindung an Bereiche stromaufwärts des 5`-Endes und 

stromabwärts des 3`-Endes des FcHYD5 Gens

hyd30f  (20mer, Tm = 51,2 °C):

5’-AAC CAA TCA CTC TAT TCA TC-3’
hyd31r  (21mer, Tm = 57,3 °C):

5’-GGT CAC AAA CTC GTG ACA CT-3’



Ergebnisse

91

Diese Primer wurden von Sequenzen abgleitet, die jeweils vor und hinter dem 

im F. graminearum Genom identifizierten HYD5 Gen angrenzten. Die Sequenz des 

Primers hyd30f schließt sich direkt an das Startcodon des F. graminearum HYD5 

Gen an und die revers komplementäre Sequenz des Primers hyd31r befindet sich

direkt im Anschluss an das Stoppcodon dieses Gens. Die erfolgreiche Amplifikation 

eines PCR Fragmentes mit diesen Primern sollte daher die Sequenzierung des voll-

ständigen Gens in F. culmorum vom Start- bis zum Stoppcodon ermöglichen. 

Es wurde eine PCR mit genomischer DNA von F. culmorum TMW 4.0111 als 

Template durchgeführt. Das ca. 400 bp große PCR Fragment wurde wiederum nach 

Reinigung aus dem Gel ligiert und in E. coli DH5a kloniert. Nach Untersuchung von 

insgesamt 40 Klonen, die teilweise sequenziert wurden, besaßen die Klone 561, 569, 

570 und 577 als Insert das komplette Gen FcHYD5. Mit den Primern hyd30f-hyd31r
konnte also ein vollständiges Hydrophobingen, FcHYD5, aus genomischer DNA von 

F. culmorum TMW 4.0111 amplifiziert werden. 

Die Consensus-Sequenz dieser vier Klone zeigte, dass das vollständige Gen 

FcHYD5 inklusive Start- und Stoppcodon eine Größe von 392 bp besitzt. In dieser 

genomischen Sequenz sind nach Datenbank-Vorhersagen zwei Introns von 46 bp 

bzw. 49 bp vorhanden. FcHYD5 besitzt ohne die erwähnten Introns eine theoretische

Größe von 297 bp. In Tabelle 7 sind die Daten für das neu identifizierte Gen noch 

einmal zusammen gefasst.

Tabelle 7:  Eigenschaften des Hydrophobin-Gens FcHYD5 aus F. culmorum

TMW 4.0111.

FcHYD5

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Größe gesamtes Gen 392 bp

Anzahl Intron 2

Größe Gen ohne Intron(s) 297 bp

Gen kloniert in pST-Blue1 und E. coli DH5a Klone Nr. 561, 569, 570, 577

Im Anschluss wurden aus der vollständigen genomischen Sequenz von

FcHYD5 die Primer hyd32f und hyd33r abgeleitet, die mit dem Startcodon von

FcHYD5 beginnen bzw. mit dessen Stoppcodon enden. Diese Primer passen daher 

genau zu der für F. culmorum TMW 4.0111 ermittelten Gensequenz. 
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Primer zur Amplifikation des vollständigen FcHYD5 Gens von F. culmorum

hyd32f  (23mer, Tm = 64,2 °C): (Aminosäuresequenz MKFSLAAV)

5’-ATG AAG TTC TCA CTC GCC GCC GT-3’

hyd33r  (23mer, Tm = 62,4 °C): (Aminosäuresequenz TPTGVQD*)

5’-TTA GTC CTG GAC ACC AGT AGG AG-3’

3.2.4.4 Detektion des FcHYD5 Gens in Isolaten von F. culmorum  und

F. graminearum

In diesen Untersuchungen wurde getestet, ob das in dem Isolat F. culmorum

TMW 4.0111 gefundene Hydrophobingen FcHYD5 in anderen Isolaten von

F. culmorum ebenso vorkommt wie in dem Stamm TMW 4.0111. Darüber hinaus

wurde untersucht, ob sich das für die Amplifikation des gesamten Gens eingesetzte 

Primerpaar hyd32f/hyd33r auch für den Nachweis des Gens in F. graminearum Isola-

ten eignet. Als weitere Isolate wurden, ausgehend von den Ergebnissen der unter 3.1 

erwähnten Benetzungsversuche, die stark benetzenden F. culmorum Isolate

TMW 4.0102 und TMW 4.0149, die stark benetzenden F. graminearum Isolate

TMW 4.0122 und TMW 4.0169 sowie die nicht benetzenden F. graminearum Isolate 

TMW 4.0143, TMW 4.0157, TMW 4.0173, TMW 4.0185 und TMW 4.0208 ausge-

wählt. Von diesen Isolaten wurde jeweils eine PCR mit genomischer DNA und den 

für das FcHYD5 Gen spezifischen Primern hyd32f/hyd33r (Annealing Tempera-
tur = 63 °C) durchgeführt. Wie aus Abb. 48 hervorgeht, konnte in allen Isolaten ein 

spezifisches PCR-Fragment von 392 bp amplifiziert werden. Das Gen FcHYD5 liegt 

also in allen Isolaten vor. Die Eigenschaft der Benetzung ist hiervon anscheinend 

unabhängig.
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Abb. 48 : Agarosegel von Fragmenten von PCRs mit den Primern hyd32f und hyd33r und 

genomischer DNA aus den angegebenen Fusarium-Isolaten. M = 100 bp DNA-

Marker (MBI Fermentas); K = Kontrolle ohne DNA.

3.2.4.5 Charakterisierung des vom Gen FcHYD5 aus F. culmorum

TMW 4.0111 abgeleiteten Hydrophobins FcHyd5p

Aus der nunmehr vorliegenden Sequenz des Hydrophob-Gens FcHYD5 aus

F. culmorum TMW 4.0111 konnte durch in silico Translation die entsprechende Ami-
nosäuresequenz des Hydrophobins FcHyd5p abgeleitet werden (siehe Abb. 49). Da-

nach handelt es sich um ein sekretorisches Protein mit einem Signalpeptid von 17 

Aminosäuren. Nach der computergestützten Strukturvorhersage (SignalP 3.0 Server) 

liegt die wahrscheinlichste Schnittstelle für die Abtrennung des Signalpeptids zwi-

schen Alanin an Position 17 und Alanin an Position 18. Weiterhin besitzt FcHyd5p 

eine mögliche N-Glykosylierungsstelle innerhalb des Sequenzmotivs NFSA. Das the-

oretische Protein FcHyd5p besteht einschließlich dem Signalpeptid aus 98 Amino-

säuren. Nach Abtrennung des Signalpeptids an der berechneten Position verbleiben 

81 Aminosäuren. Es besitzt einschließlich dem Signalpeptid ein errechnetes Moleku-

largewicht von 10,0 kDa, ohne Signalpeptid ergeben sich 8,4 kDa. Sein isoelektri-

scher Punkt liegt mit Signalpeptid im Sauren bei pI4,05 und ohne Signalpeptid bei 

pI 3,85. Weiterhin beträgt der Anteil hydrophober Aminosäuren 38% (mit Signalpep-
tid) bzw. 31% (ohne Signalpeptid). 
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.        .        .        .         .        .
1   ATGAAGTTCTCACTCGCCGCCGTTGCCCTCCTTGGAGCCGTTGTCTCTGCCCTTCCCGCC

M  K  F  S  L  A  A  V  A  L  L  G  A  V  V  S  A   L  P  A

             .         .         .         .         .         .
61  AACGAGAAGCGACAGGCCTACATCCCTTGCAGTGGCCTCTACGGCACTTCCCAGTGCTGT
    N  E  K  R  Q  A  Y  I  P  C  S  G  L  Y  G  T  S  Q  C  C

             .         .         .         .         .         .
121 GCTACTGATGTCTTGGGTGTTGCTGACCTCGACTGTGGAAACCGTAAGTACTCGAGTCTG
    A  T  D  V  L  G  V  A  D  L  D  C  G  N  P

             .         .     .         .         .         .
181 TCGATTGGAGATCAAGCTAACATGAACAGCCCCTTCGTCTCCCACCGACGCCGACAACTT
                                   P  S  S  P  T  D  A  D  N  F 

             .         .         .         .         .         .
241 CAGCGCTGTCTGCGCCGAGATCGGCCAGCGAGCTCGCTGCTGTGTTCTCCCCATCGTGAG
     S  A  V  C  A  E  I  G  Q  R  A  R  C  C  V  L  P  I

             .         .         .         .         .         .
301 TTTATCTTTTGCATTGATGGTTAACATAACTAACATCTCTTCAGCTCGACCAAGGAATCC

                        L  D  Q  G  I  L

             .         .         .
361 TCTGCAACACTCCTACTGGTGTCCAGGACTAA
      C  N  T  P  T  G  V  Q  D  *

Abb. 49: DNA- und abgeleitete Proteinsequenz des Gens FcHYD5 bzw. des Proteins 
FcHyd5p  isoliert aus Fusarium culmorum TMW 4.0111. Die Sequenzen der bei-
den Introns sind kursiv gedruckt. Das mögliche Signalpeptid (nach Vorhersage 
von SignalP) ist im Fettdruck unterstrichen dargestellt.

Die Eigenschaften des Hydrophobins FcHyd5p sind in Tabelle 8 nochmals zu-
sammengefasst. FcHyd5p konnte aufgrund seiner Aminosäuresequenz eindeutig als 

ein Hydrophobin der Klasse II identifiziert werden, da es alle bisher beschriebenen 

Eigenschaften wie Reihenfolge und Abstand der acht Cystein-Reste erfüllt. 
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Tabelle 8:  Eigenschaften des Hydrophobins FcHyd5p aus F. culmorum

TMW 4.0111.

FcHyd5p

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Größe Signalpeptid (SP) 17 Aminosäuren

N-Glykosylierungsstelle eine, NFSA an Position 64 

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

mit SP ohne SP

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Größe 98 Aminosäuren 81 Aminosäuren

errechnetes Molekulargewicht 10,03 kDa 8,40 kDa

pI 4,05 3,85

Ein Sequenzvergleich von FcHyd5p mit BLAST zeigte starke Homologien zu 

bereits bekannten Hydrophobinen wie HYD5 von Gibberella moniliformis

(F. verticillioides), Magnaporin (mp) von Magnaporthe grisea und einem Cryparin

presursor CRP von Cryphonectria parasitica. Einen Vergleich der Hydrophobine

FcHyd5p, des seit 2004 im Genom von F. graminearum annotierten hypothetischen 

Proteins FgHyd5p und des Hydrophobins FvHyd5p von F. verticillioides (Fuchs et al.,

2004) ermöglicht Abb. 50. Die Analyse der Daten lieferte folgendes Ergebnis: Das im 

Rahmen dieser Arbeit isolierte Hydrophobin FcHyd5p zeigt eine 100%-ige Identität 

(98/98 Aminosäuren) auf Proteinebene zu dem vom FgHYD5 kodierten hypotheti-

schen Protein. Auf DNA-Ebene gab es hier einige Unterschiede, die aber bei der 
Translation ins Protein keine Rolle spielen. Weiterhin zeigt FcHyd5p eine 85%-ige

Identität (83/98 Aminosäuren) auf Proteinebene zu dem Hydrophobin FvHyd5p. 

FcHyd5p MKFSLAAVAL LGAVVSALPA NEKRQAYIPC SGLYGTSQCC ATDVLGVADL DCGNPPSSPT

FgHyd5p MKFSLAAVAL LGAVVSALPA NEKRQAYIPC SGLYGTSQCC ATDVLGVADL DCGNPPSSPT

FvHyd5p MQFSLALVTL LATAVSALPT E EKRQAYIPC SGLYGTSQCC ATDVLGVADL DCGNPPSTPA

FcHyd5p DADNFSAVCA EIGQRARCCV LPILDQGILC NTPTGVQD

FgHyd5p DADNFSAVCA EIGQRARCCV LPILDQGILC NTPTGVQD

FvHyd5p   N ATDFSAVCS A IGQRARCCV LPILDQGILC NTPTGVQD

Abb. 50: Sequenzvergleich nach ClustalW von FcHyd5p aus F. culmorum TMW 4.0111,

dem hypothetischen Protein FgHyd5p (FG01831.1) aus F. graminearum contig 

1.94 und FvHyd5p aus Gibberella moniliformis (F. verticillioides, Genbank NCBI 

AY158024). Die zu FcHyd5p identischen Aminosäuren sind fett markiert. Die für 

Hydrophobine charakteristischen acht Cysteine sind eingerahmt. Das Signalpep-

tid (nach Vorhersage mit SignalP) ist durch einen Strich vom sekretierten Protein 

abgetrennt.
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3.2.5 Charakterisierung eines weiteren Hydrophobin-G ens in F. culmorum

Im Artikel von Fuchs et al. (2004) waren außer Hyd5p Teile der Proteinse-

quenzen (ohne N- und C-Terminus) der Hydrophobine Hyd1p, Hyd2p, Hyd3p und 

Hyd4p aus F. verticillioides (Gibberella moniliformis) angegeben. Die Proteine Hyd1p, 

Hyd2p und Hyd3p werden der Klasse I der Hydrophobine zugeordnet. Das

Hydrophobin Hyd4p gehört ebenso wie das Hyd5p der Klasse II an. Ausgehend von 

diesen Protein-Teilsequenzen wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit die ent-

sprechenden Gensequenzen in Datenbanken gefunden:

· AY155496: G. moniliformis strain M-3125 hydrophobin 1 (HYD1) gene,

complete cds. 

· AY155497: G. moniliformis strain M-3125 hydrophobin 2 (HYD2) gene,

complete cds. 

· AY155498: G. moniliformis strain M-3125 hydrophobin 3 (HYD3) gene,

complete cds. 

· AY155499: G. moniliformis strain M-3125 hydrophobin 4 (HYD4) gene,

complete cds. 

Basierend auf den DNA-Sequenzen der genannten Gene aus F. verticillioides

wurden die unten aufgeführten PCR-Primer abgeleitet. Alle konstruierten Vorwärts-

primer besitzen das Startcodon, alle Rückwärtsprimer amplifizieren das Stoppcodon 

(*) des jeweiligen Hydrophobingens. Ein Vorwärtsprimer ist mit f („forward“) bezeich-

net, ein Rückwärtsprimer mit r („reverse“). In derAminosäuresequenz steht * für das 

Stoppcodon, M steht jeweils für das Startcodon.

Spezifische Primer zum Gen HYD1 aus F. verticillioides :

hyd34f (21mer, Tm = 57,9 °C): (Aminosäuresequenz MQYMTIV)

5’-ATG CAG TAC ATG ACC ATC GTC-3’
hyd35r  (21mer, Tm = 59,8 °C): (Aminosäuresequenz ALSSLI*)

5’-TCA GAT AAG GCT GCT GAG AGC-3’

Spezifische Primer zum Gen HYD2 aus F. verticillioides :

hyd36f (21mer, Tm = 55,9 °C): (Aminosäuresequenz MYAYTVI)

5’-ATG TATGCC TAC ACT GTC ATC-3’
hyd37r  (21mer, Tm = 54,0 °C): (Aminosäuresequenz AISNLV*)

5’-TTA AAC AAG GTT GCT GT AGC-3’
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Spezifische Primer zum Gen HYD3 aus F. verticillioides :

hyd38f (21mer, Tm = 61,8 °C): (Aminosäuresequenz MQFAKIA)

5’-ATG CAG TTC GCC AAG ATC GCC-3’
hyd39r  (21mer, Tm = 55,9 °C): (Aminosäuresequenz NCVQVL*)

5’-TTA GAG AAC CTG GAC ACA GTT-3’

Spezifische Primer zum Gen HYD4 aus F. verticillioides :

hyd40f  (21mer, Tm = 61,8 °C): (Aminosäuresequenz MQFYAIA)

5’-ATG CAG TTC TAC GCC ATC GCC-3’
hyd41r  (21mer, Tm = 57,9 °C): (Aminosäuresequenz PVGVTA*)

5’-TTA AGC AGT AAC ACC GCA AGG-3’

Anhand der für F. verticillioides vorhandenen Sequenzdaten konnten für die 

verschiedenen zu erwartenden PCR-Produkte die folgenden theoretischen Größen

ermittelt werden. hyd34/hyd35r (amplifizieren HYD1): 436 bp, hyd36f/hyd37r (amplifi-

zieren HYD2): 421 bp, hyd38f/hyd39r (amplifizieren HYD3): 342 bp, hyd40f/hyd41r

(amplifizieren HYD4): 410 bp. Es wurde angenommen, dass bei Verwendung von

genomischer DNA aus F. culmorum ähnliche Fragmentgrößen resultieren. Wie

Abb. 51 zeigt, waren bei Anwendung aller vier Primerkombinationen mit genomi-

scherDNA von F. culmorum TMW 4.0111 als Template, DNA-Banden der erwarteten 

Größe im Agarosegel sichtbar. 
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Abb. 51: Agarosegel von Fragmenten von PCRs mit den Primerkombinationen hyd34f-

hyd35r, hyd36f-hyd37r, hyd38f-hyd39r und hyd40f-hyd41r aus genomischer

DNA aus dem Isolat F. culmorum TMW 4.0111. M = 100 bp DNA-Marker (MBI 

Fermentas). Die Zahlen geben die jeweilige Annealing-Temperatur [°C] wäh-

rend der PCR an.

Die betreffenden Banden wurden aus dem Gel herausgeschnitten, gereinigt, in 

den Vektor pSTBlue-1 eingesetzt und in E. coli DH5a kloniert. Insgesamt wurden 70 

Transformanten (Nr. 660-729) resultierend aus diesen vier PCR-Kombinationen nä-

her charakterisiert. Alle Transformanten wurden mit einer PCR mit den Primern T7 

und SP6 auf die Größe des jeweiligen Inserts überprüft. Von diesen 70 Transforman-

ten wurden die Plasmide von 13 Klonen (Nr. 662, 665, 666, 681, 690, 691, 695, 696, 

700, 702, 710, 713, 729) jeweils in einer Richtung sequenziert. Teilweise waren die 

Inserts in den Plasmiden der Klone identisch. Es zeigte jedoch keine Sequenz eine 

Homologie zu einem bereits bekannten Hydrophobin-Gen.

Daraufhin wurden die gleichen PCRs mit cDNA anstatt mit genomischer DNA 
aus F. culmorum TMW 4.0111 durchgeführt. Es wurde cDNA vom 3. Tag der unter 

3.2.1.2 beschriebenen Zeitreihe verwendet. Nach Ligation und Transformation wur-

M    51,4    55,5   60,8   66,0
50,3   53,2    58,1   63,5

hyd40f-hyd41r (HYD4)hyd38f-hyd39r (HYD3)

hyd36f-hyd37r (HYD2)hyd34f-hyd35r (HYD1)

M    51,4    55,5   60,8   66,0
50,3   53,2    58,1   63,5

M    51,4    55,5   60,8   66,0
50,3   53,2    58,1   63,5

hyd40f-hyd41r (HYD4)hyd38f-hyd39r (HYD3)hyd38f-hyd39r (HYD3)

hyd36f-hyd37r (HYD2)hyd34f-hyd35r (HYD1)hyd34f-hyd35r (HYD1)

M    51,4    55,5   60,8   66,0
50,3   53,2    58,1   63,5
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den 21 Transformanten (Nr. 730-750) untersucht, jedoch zeigte wiederum keine Se-

quenz eine Homologie zu einem Hydrophobin-Gen.

Nach diesen Ergebnissen wurde angenommen, dass die verwendeten Primer 

hyd34f, hyd35r, hyd36f, hyd37r, hyd38f, hyd39r, hyd40f und hyd41r, abgeleitet von

F. verticillioides, eventuell zu unspezifisch sind, um damit mögliche Hydrophobin-

Gene aus F. culmorum TMW 4.0111 zu amplifizieren. Aus diesem Grunde wurde 

eine neue Strategie verfolgt, in der sich die Arbeiten auf HYD3 konzentrierten. Die in 

Fuchs et al. (2004) veröffentlichte Teilsequenz des Proteins FgHyd3p aus

F. graminearum wurde mit der im „Fungal Genetic Stock Center“ veröffentlichten Ge-

samt-Genom-Sequenz von F. graminearum verglichen. Über „Gene suchen“ wurde 

letztendlich eine Proteinsequenz und die dazugehörige kodierende Gensequenz ge-

funden. FgHyd3p ist in der Datenbank als hypothetisches Protein FG09066.1 ange-
geben. Die Eigenschaften dieses Proteins und des dazugehörigen Gens sind in den 

Tabellen 9 und 10 angegeben.

Tabelle 9:  Eigenschaften des Gens zu dem hypothetischen Protein (Hydrophobin ?) 

FG09066.1 (FgHyd3p) aus F. graminearum contig 1.370.

FG09066.1 (FgHYD3)

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Größe gesamtes Gen 299 bp (8217 -> 82445)

Anzahl Intron 1

Größe Gen ohne Intron 249 bp

Tabelle 10 : Eigenschaften des hypothetischen Proteins (Hydrophobins ?)

FG09066.1 (FgHyd3p) aus F. graminearum contig 1.370.

FgHyd3p

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Größe Signalpeptid (SP) 18 Aminosäuren

N-Glykosylierungsstelle keine vorhergesagt (mit SignalP) 

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

mit SP ohne SP

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Größe 82 Aminosäuren 65 Aminosäuren
errechnetes Molekulargewicht 8,3 kDa 6,5 kDa

pI 6,83 6,83
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Ausgehend von dieser F. graminearum-Sequenz (FG09066.1) wurden nun die 

spezifischen Primer hyd42f und hyd43r abgeleitet. 

Spezifische Primer zu der kodierenden Sequenz des hypothetischen Proteins

FgHyd3p aus der Genomsequenz von F. graminearum :

hyd42f (25mer, Tm = 63,0 °C): (Aminosäuresequenz MQFSTLTT)

5’-ATG CAG TTC TCT ACT CTC ACC ACT G-3’
hyd43r  (24mer, Tm = 62,7 °C): (Aminosäuresequenz LNCVKLL*)

5’-CTA GAG GAG CTT GAC ACA GTT GAG-3’

Diese Primer beinhalten das Start- bzw. Stoppcodon und wurden direkt von
der F. graminearum–Sequenz abgeleitet ohne Berücksichtigung der Codon Usage 

von F. culmorum. Mit diesem Primerpaar und genomischer DNA von F. culmorum

TMW 4.0111 wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine PCR durchgeführt. Auf 

dem Agarosegel war eine kräftige PCR-Bande bei etwa 300 bp sichtbar (Abb. 52).

Dies deutete darauf hin, dass mit den Primern hyd42f und hyd43r ein mögliches

Hydrophobin-Gen aus F. culmorum TMW 4.0111 amplifiziert werden kann.

Abbildung 52: Agarosegel von Produkten einer PCR mit den Primern hyd42f und hyd43r 

und genomischer DNA aus dem Isolat F. culmorum TMW 4.0111. M = 100 

bp DNA-Marker (MBI Fermentas). Die Zahlen geben die jeweilige Annea-

ling-Temperatur [°C] während der PCR an.

M    55,5   60,8   66,0    69,7
53,2    58,1   63,5   68,1 

MM    55,5   60,8   66,0    69,7
53,2    58,1   63,5   68,1 

M
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Die 300 bp-DNA-Bande wurde aus dem Agarosegel ausgeschnitten, die DNA 

eluiert, in den Vektor pSTBlue-1 ligiert und das resultierende Plasmid in E. coli DH5a 

transformiert. Anschließend wurden 35 Transformanten (Nr. 751-785) näher charak-

terisiert. Die Plasmide dieser Transformanten wurden isoliert und zur Überprüfung 

der Insert-Größen eine PCR mit den Primern T7 und SP6 durchgeführt. Wie aus

Abb. 53 hervorgeht, wiesen die meisten Inserts der konstruierten Plasmide die richti-

ge Größe von etwa 300 bp auf. Das PCR-Produkt mit T7 und SP6 erscheint größer, 

da diese Primer auch einen Teil des Vektors zusätzlich mit amplifizieren. Daraufhin 

wurden die Plasmide der Transformanten 752, 760, 765 und 777 sequenziert. Die 

Sequenz dieser vier Plasmide waren identisch. Sie zeigte eine hohe Homologie zu 

bekannten Hydrophobinen der Klasse I. 

Abb. 53: Agarosegel von Produkten einer PCR mit den Primern T7 und SP6 und Plasmid-

DNA der Transformanden 751 - 779. M = 100 bp DNA-Marker (MBI Fermentas). 
K = Negativkontrolle.
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751     753    755    757
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759     761     763    765

M     752     754    756    758
751     753    755    757

M     760    762    764    766
759     761     763    765

M     768     770    772    774
767     769    771    773

M     776    778      K        K 
775     777     779     K

M     768     770    772    774
767     769    771    773

M     776    778      K        K 
775     777     779     K
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Das damit vorliegende zweite isolierte Hydrophobin-Gen aus F. culmorum

TMW 4.0111 wurde im Folgenden mit FcHYD3 und das dazugehörige Protein mit 

FcHyd3p bezeichnet. In den folgenden Kapiteln werden FcHYD3 und FcHyd3p näher

charakterisiert und ein Sequenzvergleich gezeigt.

3.2.5.1 Charakterisierung des Hydrophobin-Gens FcHYD 3 und des abgeleite-

ten Proteins FcHyd3p aus F. culmorum  TMW 4.0111

Wie aus Tabelle 11 hervorgeht, hat das Gen FcHYD3 eine Größe von 302 bp,

besitzt ein Intron und wurde als Insert in den Vektor pSTBlue-1 in E. coli DH5a klo-

niert (identische Klone Nr. 752, 760, 765, 777). Abb. 54 gibt die ermittelte Gense-
quenz mit der sich daraus ergebenden Proteinsequenz wieder. Die weiteren Eigen-

schaften des aus der FcHYD3 Gensequenz abgeleiteten Hydrophobins FcHyd3p

wurden mit Hilfe eines Computerprogramms ermittelt. Sie sind in Tabelle 12 zusam-

mengefasst. Danach ist FcHyd3p ein Hydrophobin der Klasse I, da es alle bisher be-

schriebenen Eigenschaften wie die Reihenfolge und den Abstand der 8 Cystein-

Reste voneinander aufweist. Das Hydrophobin FcHyd3p (mit Signalpeptid) ist

83 Aminosäuren lang, hat ein errechnetes Molekulargewicht von 8,33 kDa und einen 

pI von 6,83. Es handelt sich also um ein wesentlich basischeres Protein, als

FcHyd5p. Es beinhaltet nach Vorhersage des Programms SignalP ein Signalpeptid 

von 18 Aminosäuren am N-Terminus. Nach Analyse mit dem Programm NetNGly1.0 

besitzt es keine mögliche N-Glykosylierungsstelle. Die Gensequenz von FcHYD3 und 

die daraus abgeleitete Proteinsequenz FcHyd3p sind in Abb. 54 dargestellt.

Tabelle 11:  Eigenschaften des Hydrophobin-Gens FcHYD3 aus F. culmorum

TMW 4.0111.

FcHYD3

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Größe gesamtes Gen 302 bp

Anzahl Intron 1

Größe Gen ohne Intron(s) 252 bp

Gen kloniert in pST-Blue1 und E. coli DH5a Klone Nr. 752, 760, 765, 777
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Tabelle 12:  Eigenschaften des Hydrophobins FcHyd3p aus F. culmorum

TMW 4.0111.

FcHyd3p

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Größe Signalpeptid (SP) 18 Aminosäuren

N-Glykosylierungsstelle keine vorhergesagt

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

mit SP ohne SP

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Größe 83 Aminosäuren 65 Aminosäuren

errechnetes Molekulargewicht 8,33 kDa 6,51 kDa
pI 6,83 6,83

 .         .         .         .         .         .
1   ATGCAGTTCTCTACTCTCACCACTGTCTTCGCCCTCGTCGCCGCTGCCGTCGCTGCTCCC

M  Q  F  S  T  L  T  T  V  F  A  L  V  A  A  A  V  A   A  P

             .         .         .         .         .         .

61  CACGGCAGCAGCGGAGGCAACAACCCCGTCTGCTCTGCTCAGAACAACCAGGTCTGCTGT
    H  G  S  S  G  G  N  N  P  V  C  S  A  Q  N  N  Q  V  C  C

             .         .         .         .         .         .

121 AACGGACTCCTCAGCTGTGCCGTCCAGGTTCTCGGCAGCAACTGCAATGGCAACGCTTAC

  N  G  L  L  S  C  A  V  Q  V  L  G  S  N  C  N  G  N  A  Y

             .         .         .         .         .         .
181 TGCTGCAACACTGAGGCCCCTACTGTAAGTTTCACTCTCACACTATTCAAAAGACTACTT

    C  C  N  T  E  A  P  T  G

             .         .   .         .         .         .
241 TCTAACTTTCTTAGGGCACTCTCATCAACGTTGCTCTCCTCAACTGTGTCAAGCTCCTCT

                     T  L  I  N  V  A  L  L  N  C  V  K  L  L  *

301 AG

Abb. 54 : DNA- und abgeleitete Proteinsequenz des Gens FcHYD3 bzw. des Proteins

FcHyd3p isoliert aus Fusarium culmorum TMW 4.0111. Die Sequenz des 

Introns ist kursiv gedruckt. Das mögliche Signalpeptid (nach Vorhersage von 

SignalP) ist im Fettdruck unterstrichen dargestellt.
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Ein Sequenzvergleich nach ClustalW der Hydrophobine FcHyd3p, des im Ge-

nom von F. graminearum vorhandenen hypothetischen Proteins FG09066.1

(FgHyd3p) sowie des Hydrophobins FvHyd3p von F. verticillioides (Fuchs et al.,

2004) lieferte folgendes Ergebnis: Das im Rahmen dieser Arbeit isolierte Hydropho-

bin FcHyd3p zeigt eine 86%-ige Identität (71/83) auf Proteinebene zu dem von

FgHYD3 kodierten hypothetischen Protein. Weiterhin zeigt FcHyd3p eine 57%-ige

Identität (47/83) auf Proteinebene zu dem Hydrophobin FvHyd3p. In Abb. 55 ist der 

Sequenzvergleich dargestellt. 

FcHyd3p MQFSTLTTVF ALVAAAVAAP HG-------- --- SSGGNN- PVCSAQNNQV CCNGLLSCAV

FgHyd3p MQFSTLTTVF ALVAAAVAAP H--------- --- SSGGNN- PVCSAQNNQV CCDGILTCPI

FvHyd3p MQFAKIASVL AMAAAAVAAP APGNYEVEPR TGGSNNGNNQ PACSAQSSNV CCNG- LGCLV

FcHyd3p QVLGSNCNGN A YCCNTEAP- -T GTLINVAL LNCVKLL

FgHyd3p QVLGSNCNGN S YCCKTDAP- -V GALINVAL LNCVKLL

FvHyd3p QI LGAGCSTK SYCCQSDAPL AV GALVNVNA LNCVQVL

Abb. 55: Sequenzvergleich nach ClustalW von FcHyd3p aus Fusarium culmorum

TMW 4.0111, dem hypothetischen Protein FgHyd3p (FG09066.1) aus

F. graminearum contig 1.370 und FvHyd3p aus Gibberella moniliformis M-3125

(F. verticillioides, Genbank NCBI AY155498). Die zu FcHyd3p identischen Ami-

nosäuren sind fett markiert. Die für Hydrophobine charakteristischen acht

Cysteine sind eingerahmt. Das Signalpeptid (nach Vorhersage mit SignalP) ist 

durch einen Strich vom sekretierten Protein abgetrennt.

3.2.6 Untersuchungen zur Expression des Hydrophobins  FcHYD5 wäh-

rend des Wachstums von F. culmorum

Mit Hilfe der quantitativen Real-Time-PCR (qRT-PCR) im LightCyclerTM kön-

nen PCR-Produkt-Mengen an einem Punkt während der exponentiellen Phase der

Amplifikation gemessen werden. In diesen Untersuchungen wurde der Fluoreszenz-

farbstoff SYBR Green I eingesetzt, der sich in doppelsträngige DNA einlagert. Die 

Quantifizierung der Signale erfolgt in einem LightCyclerTM-Gerät der Firma Roche.

Dieses Gerät wurde bereits früher im Rahmen der industriellen Gemeinschaftsfor-

schung (Projekt AiF 12163) beschafft und konnte in den vorliegenden Arbeiten sehr 
vorteilhaft eingesetzt werden.
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In allen Untersuchungen bestand jeder Reaktionsansatz zur qRT-PCR aus

QuantiTect SYBR Green I Mastermix 10 µl

Vorwärtsprimer (2,5 pmol)   4 µl

Rückwärtsprimer (2,5 pmol)   4 µl

genomische DNA bzw. cDNA bzw. H2O (Kontrolle)   2 µl

Da in diesen Untersuchungen die Genexpression von FcHYD5 mittels qRT-

PCR ermittelt werden sollte, waren die Templates RNA-revers-transkribierte cDNA-

Proben, die von Pilzmyzelien aus einer Wachstumszeitreihe von F. culmorum

TMW 4.0111 über einen Zeitraum von neun Tagen stammten. Damit auftredende

Unterschiede in der Expression des hier zu untersuchenden Gens FcHYD5 nicht

durch Unterschiede in der Menge der jeweils extrahierten RNA überdeckt werden,
wurde bei jeder Messung die Expressionsrate eines konstitutiv exprimierten Kontroll-

gens („house-keeping gene“) bestimmt. Im Rahmen der vorliegenden Untersuchun-

gen wurde dazu das ß-Tubulin Gen verwendet. Zur Amplifizierung des ß-Tubulin

Gens wurden die Primer Bt-2a und Bt-2b (Glass & Donaldson, 1995) eingesetzt. Das 

LightCylerTM PCR-Programm für ß-Tubulin ist in Tabelle 13 angegeben. Die Tempe-

ratur, bei der die Fluoreszenz während des PCR-Cyclus gemessen wurde, wurde

zuvor aufgrund der Schmelzkurve des entstehenden Produktes angepasst (Abb. 56).

Sie wurde im Falle des ß-Tubulin Gens auf 84 °C festgelegt.

Tabelle 13:  LightCylerTM PCR-Programm für die quantifizierung von ß-Tubulin cDNA

Program Temperature (°C) Time (s) Slope (°C/s) Acquisition mode

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Cycle 1

Start 95 900 20 NONE

Cycles 55

PCR 95 10 20 NONE

50 5 20 NONE

72 30 20 NONE

84 0 20 SINGLE

Cycle 1

Melting 95 0 20 NONE

75 10 20 NONE

95 0 0.1 CONTINOUS
Cycle 1

End 40 10 20 NONE
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Abb. 56: Schmelzkurven des unter Zugabe von verschiedenen Konzentrationen der gesamt

DNA aus F. culmorum TMW 4.0111 mit dem ß-Tubulin-spzifischen Primerpaar er-

zeugten DNA-Fragmentes.

Zum Aufbau der RT-PCR Methode musste zunächst eine Standardkurve zur 

DNA-Mengenbestimmung ermittelt werden. Die Standardkurve für das Kontrollgen
ß-Tubulin wurde mit einer Verdünnungsreihe genomische DNA von F. culmorum

TMW 4.0111 mit bekannten DNA-Konzentrationen erstellt. In Abb. 57 sind die Fluo-

reszenzkurven und die Standardkurve (Regressionsgerade) einer Verdünnungsreihe 

von genomischer DNA aus F. culmorum TMW 4.0111 dargestellt.



Ergebnisse

107

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

4

4.5

0 10 20 30 40 50 60

Zyklenzahl

2.000 ng/µl
1.110 ng/µl

0.620 ng/µl
0.340 ng/µl

0.190 ng/µl
0.100 ng/µl

0 ng/µl

y = -3.5606x + 26.342
Error = 0.103
r = -0.99

25

26

27

28

29

30

-1 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0 0.2 0.4

Log Konzentration [ng/µl]

Abb. 57: Standardkurve einer ß-Tubulin qRT-PCR mit dem LightCyclerTM. Es sind die Fluo-

reszenzkurven und die Regressionsgerade einer Verdünnungsreihe von genomi-

scher DNA aus F. culmorum TMW 4.0111 gezeigt. Für die Regressionsgerade 

wurde der Logarithmus der als Template eingesetzten DNA-Konzentration gegen 

die Zyklenzahl aufgetragen die nötig ist, um das Floreszenzsignal über einen

significant von Null verschiedenen Wert anzuheben.
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Anschließend wurde die qRT-PCR-Methode für das Gen FcHYD5 optimiert.

Um auch hier eine Standardkurve mit genomischer DNA aus F. culmorum

TMW 4.0111 zu ermitteln, wurden zunächst die Primer hyd32f und hyd33r (amplifizie-

ren das komplette Gen, siehe 3.2.4.3) zur qRT-PCR eingesetzt. Diese erzeugten im 

Verlauf der PCR allerdings sehr viele Primer-Dimere, die bei der Fluoresenzmessung 

störten. Aus diesem Grund wurden die neuen, spezifischen Primer hyd44f und

hyd45r konstruiert, die nur ein 160 bp großes PCR-Produkt von FcHYD5 amplifizier-

ten und weniger Dimere bildeten. 

Spezifische Primer zur qRT-PCR von FcHYD5:

hyd44f (20mer, Tm = 57,3 °C): 5’-GCT ACT GAT GTC TTG GGT GT-3’

hyd45r  (20mer, Tm = 55,3 °C): 5’-TAG GAG TGT TGC AGA GGA TT-3’

Das LightCylerTM PCR-Programm für FcHYD5 ist in Tabelle 14 angegeben.

Der Fluoreszenzmesspunkt (SINGLE) wurde zuvor aufgrund der Schmelzkurve an-

gepasst (Abb. 58). Er wurde im Falle des Gens FcHYD5 auf 85 °C festgelegt.

Tabelle 14:  LightCylerTM PCR-Programm für FcHYD5

Program Temperature (°C) Time (s) Slope (°C/s) Acquisition mode

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Cycle 1
Start 95 900 20 NONE

Cycles 55

PCR 95 10 20 NONE

54 5 20 NONE

72 30 20 NONE

85 0 20 SINGLE

Cycle 1

Melting 95 0 20 NONE

70 10 20 NONE

95 0 0.1 CONTINOUS

Cycle 1

End 40 10 20 NONE
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Abb. 58: Schmelzkurven des unter Zugabe von verschiedenen Konzentrationen der gesamt 

DNA aus F. culmorum TMW 4.0111 mit dem FcHYD5-spezifschen Primerpaar 

hyd44f und hyd45r erhaltenen PCR Produktes.

Daraufhin wurde eine Standardkurve zur DNA-Mengenbestimmung für das

Gen FcHYD5 mit genomischer DNA von F. culmorum TMW 4.0111 mit zuvor opti-
mierten DNA-Konzentrationen abgeleitet. In Abb. 59 sind die Fluoreszenzkurven und 

die Standardkurve (Regressionsgerade) einer Verdünnungsreihe von genomischer

DNA aus F. culmorum TMW 4.0111 dargestellt.
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Abb. 59: Standardkurve einer FcHYD5 qRT-PCR mit dem LightCyclerTM. Es sind die Fluo-

reszenzkurven und die Regressionsgerade einer Verdünnungsreihe von genomi-

scher DNA aus F. culmorum TMW 4.0111 gezeigt. Für die Regressionsgerade 

wurde der Logarithmus der Konzentration gegen die Zyklenzahl aufgetragen.
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In dem eigentlichen Versuch wurde die Expression des FcHYD5 Gens im Ver-

lauf eines 9-tägigen Wachstumsversuches von F. culmorum TMW 4.0111 unter stan-

dardsierten Bedingungen in Fernbachkolben (Durchmesser 20 cm) bei 25 °C und 

120 rpm mittels qRT-PCR bestimmt. Hierbei wurden cDNA-Proben einerseits mit den 

ß-Tubulin spezifischen Primern und andererseits mit den FcHYD5-spezifischen Pri-

mern amplifiziert und quantifiziert. Die so anhand der Standardkurve bestimmten

DNA-Mengen bei der FcHYD5-Expression wurden prozentual zu den entsprechen-

den Werten der ß-Tubulin Expressionen angegeben. Bei der Quantifizierung ergaben 

sich DNA-Mengen von FcHYD5 von 9,6 x 10-3 bis 1,9 x 10-1 ng/µl. 

Wie aus Abb. 60 hervorgeht, nahm von Tag 1 bis Tag 5 die relative Expressi-

on von FcHYD5 kontinuierlich zu. Am Tag 5 erreichte die FcHYD5 Expression das 

Maximum mit 80,7 %. Das bedeutet, dass fünf Tage nach Inokulation und Inkubation 
bei 25 °C und 120 rpm in Fernbachkolben in dem genannten Medium F. culmorum

TMW 4.0111 die meiste mRNA zu dem Hydrophobin FcHyd5p bildet. Im Anschluss 

an ein solches Maximum in der Genexpression sollte mit einem gewissen zeitlichen 

Versatz auch eine hohe Menge an dem Hydrophobin FcHyd5p im Kulturüberstand

des Pilzes zu finden sein. Am 6. Tag nahm die Expression von FcHYD5 wieder deut-

lich auf nur noch etwa 5 % ab. Am 7. Tag wurde keine Expression gemessen, da dort 

keine RNA isoliert wurde. An den Tagen 8 und 9 war die relative Expression von 

FcHYD5 kontinuierlich bei 21-29 %.

Relative Expression von FcHYD5 in F. culmorum  TMW 4.0111
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Abb. 60: Relative ß-Tubulin-Expression von FcHYD5 in F. culmorum TMW 4.0111 über 

einen Zeitraum von neun Tagen. Am Tag 7 stand keine RNA zur cDNA-Synthese

zur Verfügung und es wurde somit keine Expression gemessen. Beachte die lo-

garhitmische Darstellung der Expression!
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3.3 Untersuchungen zur Rolle von LTP1 bei der Entste hung des Gushing

3.3.1 Isolierung und Charakterisierung von LTP1 aus schimmelpilzbefalle-

nen und gesunden Getreidekörnern sowie aus gushende n und nicht-

gushenden Bieren.

Der wichtigste Schaumbildner im Bier ist das Lipid Transfer Protein 1 (LTP1).

Man vermutet, dass es eine entscheidende Rolle bei der Entstehung des primären 

Gushing spielt. Da insbesondere das Weißbier betroffen ist, wurde das LTP1 aus 

Weizen genauer untersucht. Zur Isolierung dieses Proteins aus verschiedenen Pro-

ben (gushendes und nicht-gushendes Weißbier; zu Gushing führende und gesunde 
Getreidekörner) wurden verschiedene Methoden angewandt.

3.3.1.1 Zerschäumungsverfahren

Beim „Zerschäumungsverfahren“ macht man sich die Oberflächenaktivität des Prote-

ins zu Nutze.  Diese Eigenschaft bewirkt, dass oberflächenaktive Proteine, wie das 

LTP1,  an Grenzflächen akkumulieren. Bierproben und Weichwasser geschroteter

Weizenmalze, sowie Weichwasser die einer Wärmebehandlung in Anlehnung an das 

Maischeverfahren unterzogen wurden, wurden in einer Zerschäumungsapparatur

eingesetzt. Durch Einleiten eines inerten Gases (Stickstoff) in die Proben wird ein

Schaum erzeugt, an dem sich das LTP1 und andere oberflächenaktive Proteine an-

reichern. Dieser Schaum steigt in einer Glassäule nach oben und wird in einem Auf-
fanggefäß gesammelt (Abb. 61). Dort zerfällt der Schaum und man erhält das soge-

nannte „Spumat“.

Abb. 61 : Zerschäumungsanlage, wie sie für die Auf-
reinigung von LTP1 aus Bierproben verwendet wurde.
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Dach Dialysierung der Spumate (Spectra/Por Membrane MWCO: 1.000) über 

Nacht gegen destilliertes Wasser bei 2 °C wurde am folgenden Tag das Volumen 

und der Proteingehalt (Bradford) der Proben bestimmt. Die anschließend gefrierge-

trockneten Proteine wurden durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Auftren-

nung der Proteine nach der Größe) und 2-D-Analyse (Auftrennung der Proteine nach 

Größe und Ladung) aufgetrennt. Interessant erscheinende Proteinspots der 2-D-
Analyse wurden über MALDI-TOF-MS (Matrix-Assisted-Laser-Desorption/Ionisation

Time-Of-Flight Mass Spectrometry) bestimmt (Aminosäuresequenz des Protein muss 

bekannt sein). 

Für die Zerschäumung mussten die Weizenbiere aus der Flasche geholt wer-

den. Die gushenden Varianten schäumten beim Öffnen über. Die Analyse des Über-

schäumvolumens und des in der Flasche verbleibenden Bieres ergab zumindest hin-
sichtlich des Proteingehaltes und der Proteinzusammensetzung keinen Unterschied. 

Die “gegushten“ Biere ließen sich im Gegensatz zu den normalen Weizenbieren nur 

ganz schlecht zerschäumen. Nur unter enorm starker Stickstoffdurchspülung ent-

stand überhaupt ein sehr instabiler Schaum, der große Flüssigkeitsmengen mit sich 

riss, so dass es im Spumat auch zu keiner besonderen Proteinanreicherung kam. 

Abb. 62 zeigt ein SDS-PAGE Gel von zwei Gushing-Weizenbieren (GB 1 und 2) und 

zwei Nicht-Gushing-Weizenbieren (WB 1 und 2). Zusätzlich sind auf dem Gel zwei 

Standards (P.St. 1 und P.St. 2) mit Proteinen, deren Molekulargewichte bekannt sind, 

aufgetragen.

Abb. 62 : SDS-PAGE des Spumats zweier gushender (GB1, GB1) und zweier nicht-

gushender (WB1, WB2) Weizenbiere.
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Das Gel zeigte erstens, dass nur zwei Proteincluster mit Molekulargewichten

um 40 kDa und um 6 bis 14 kDa in größeren Mengen im Bierschaum enthalten wa-

ren. Während die Bande bei 40 kDa relativ scharf war, fand sich im Bereich zwischen

6 und 14 kDa eine Proteinwolke, die bei den überschäumenden Bieren erheblich

schwächer ausfiel und nach unten, also in den niedermolekularen Bereich, verscho-

ben zu sein schien. 

Eine mögliche Ursache für diese Proteinwolke sind die verschiedenen Isofor-

men von LTP1. Neben LTP1 (MW:9,7) konnten auch LTP1b und LTP1c mit etwas 

höheren Molekulargewichten im Bier nachgewiesen werden (Douliez et al., 2001;

Jégou et al., 2001). Außerdem finden sich proteolytische Abbauprodukte der LTP-

Iso-formen, die vor allem 1 bis 4, aber auch mehr Aminosäuren am C-terminalen En-

de durch Carboxypeptidase-Aktivität verloren haben und Molekulargewichte zwi-
schen 8 und knapp 10 kDa erreichen. Während des Mälzungsprozesses laufen au-

ßerdem in großem Umfang Maillardreaktion ab, wobei diese LTP1-Varianten zum 

Teil glykolisiert werden können und so als Glykoproteine vorliegen. Diese Vielzahl

von LTP1-Abkömmlingen mit einem so engen Molekulargewichtsbereich lassen sich 

mit Hilfe der SDS-PAGE nicht voneinander trennen.

Bei den Proteinbanden im Bereich von 40 kDa könnte es sich um das Protein 

Z (MW: 44 kDa) handeln, das für die Schaumstabilität im Bier verantwortlich ist und

wie das LTP1 mit einem Anteil von 4% am Gesamtprotein zu den Hauptalbuminen 

des Getreidekorn-Endosperms gehört. Wie LTP1 ist Protein Z hitzestabil und protea-

setolerant und wird wie LTP1 während des Brauprozesses modifiziert (Evans und 

Hejgaard, 1999). Auch Protein Z weist Isoformen mit leicht unterschiedlichen Amino-

säuresequenzen und Molekulargewichten auf (Evans & Hejgaard, 1999; Østergaard 
et al., 2000). 

Die Adduktbildung mit Zuckern bewirkt neben einer Verbesserung der

Wasserlöslichkeit auch eine Veränderung der Ladung des Proteins. Mit Hilfe der

isoelektrischen Fokusierung können somit die etwa gleich großen, aber

unterschiedlich geladenen Proteinvarianten von Protein Z bzw. LTP1 von einander

getrennt werden. Eine Analyse der Schaumproteine mit Hilfe der 2-D-

Gelelektrophorese (Auftrennung der Proteine nach Ladung und Molekulargewicht)

ergab deutliche Unterschiede im Proteinmuster von nicht-gushenden (Abb. 63) und 

gushenden (Abb. 64) Weizenbieren.
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Abb. 63: 2-D-Gelelektrophorese eines nicht-Gushing-Bieres

Bei den wie an einer Perlenkette aneinander gereihten Proteinspots mit Mole-

kulargewichten von ca. 45 bis 40 kDa und isoelektrischen Punkten (IEP) zwischen 

4,5 und 7,5 (Abb. 63: nicht-gushendes Bier) handelt es sich um Abkömmlinge von 

WSZ2 und WSZ3, zwei Protein Z Isoformen aus Weizen. Die Identifizierung der Pro-

teine erfolgte durch Trypsinverdau der aus dem Gel herausgeschnittenen Prote-

inspots und Analyse der Fragmente mit Hilfe der MALDI-TOF-MS. Die basischen 

Proteine (IEP von ca. 8 bis 9,5) mit Molekulargewichten von 45 bis 25 kDa wurden 
bisher nicht untersucht.

Eine weitere Kette von Proteinspots war im Bereich von 10 kDa erwartet wor-

den, wo die verschiedenen Isoformen des LTP1 aufgetrennt werden müssten. In Die-

sem Bereich zeigte das in Abb. 64 dargestellte 2D-Gel des Gushing-Bieres jedoch 

lediglich vier einzelne Proteinfragmente, die keine Isoformen einzelner Proteine dar-

stellten. Aus dem Größenbereich wurden vier Proteinspots mit saurem bis basischem 

pI mit MALDI-TOF-MS untersucht. Es handelte sich dabei entweder um a-Amylase-

Inhibitoren oder virale Proteine, jedoch nicht um LTP1.
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Abb. 64: 2-D-Gelelektrophorese eines Gushing-Bieres

Beim Gushing-Bier (Abb. 64) fällt sofort der sehr umfangreiche Protein Z-

Cluster (MG von 40 bis 45 kD) auf, der im Vergleich zum Nicht-Gushing-Bier

(Abb.63) deutlich länger war und auch isoelektrische Punkte von unter 3,0 aufwies. 

Dies zeigte, dass bei diesem Protein in dem Gushing-Bier eine deutlich stärkere Zu-

ckeradduktbildung stattgefunden hat. Die basischen Proteine im Molekular-

gewichtsbereich von 45 bis 25 kDa waren praktisch ganz verschwunden. Im 10 kDa 

Bereich waren nur wenige basische Proteine zu erkennen.
Um den Zeitpunkt zu ermitteln, in welchen Stadium die Proteinzusammenset-

zung des Getreides verändert wird, wurden auch die zugehörigen Weizenmalze mit-

tels 2-D-Gelelektrophorse untersucht (Rohware stand nicht zur Verfügung). Dazu

wurden je 200 g der Malze geschrotet und 24 h bei Raumtemperatur in 900 ml Was-

ser eingeweicht. Danach wurden die unlöslichen Bestandteile abzentrifugiert und der 

Überstand für die spätere Analytik dialysiert und anschließend lyophilisiert. Ein Teil 

des geweichten Schrotes wurde einer dreistündigen Wärmebehandlung, die an die 

Temperaturführung beim Maischen angelehnt wurde (Weideneder, 1992), unterzo-

gen. Danach wurden wieder die festen Bestandteile abzentrifugiert und der Über-

stand dialysiert und lyophilisiert. Abbildungen 65 und 66 zeigen 2-D-Gele eines  Wei-

zenmalzes, vor und nach der Wärmebehandlung, die zu keinem Gushing-Bier geführt 

haben. In den Abb. 67 und 68 sind 2-D-Gele von Weizenmalzen, vor und nach der 
Wärmebehandlung gezeigt, aus denen Gushing-Bier gebraut wurde. 
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Abb. 65: 2-D-Gelelektrophores eines normalen Weizenmalzes vor der

Wärmebehandlung
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Abb. 66: 2-D-Gelelektrophorese eines normalen Weizenmalzes nach der Wärmebehand-

lung
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Im “normalen“ Weizenmalz vor der Wärmebehandlung (Abb. 65) fanden sich

Proteinspots von modifiziertem Protein Z mit isoelektrischen Punkten zwischen 4,5 

und 7,5, die durch die Wärmebehandlung beim Darren des Malzes entstanden sein 

müssen. Im Bereich um 10 kDa fanden sich vor allem basische Proteine. Die basi-

schen Proteine mit Molekulargewichten zwischen 45 und 25 kDa, die beim Nicht-

Gushing-Bier (siehe Abb. 63) in großen Mengen auftraten, waren nur andeutungs-

weise vorhanden. Nach der Wärmebehandlung (Abb. 66) waren genau in diesem

Bereich Proteine zu sehen, wobei es sich mit großer Wahrscheinlichkeit um die wäh-

rend der Keimung neusynthetisierten und durch die Wärmebehandlung aktivierten

Enzyme handelte, die während der Mälzung vor allem die Abbauprozesse der Spei-

chermakromoleküle einleiten. Dieses Proteinmuster nach dem “Maischen“ bleibt im 

wesentlichen bis zur Fertigstellung des Bieres erhalten (siehe Abb. 63).
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Abb. 67: 2-D-Gelelektrophores eines Weizenmalzes das zu Gushing-Bier führte vor der 

Wärmebehandlung

Im Gegensatz zu der Proteinprobe des nicht-gushenden Malzes unterschie-

den sich die gushenden Malze vor (Abb. 67) und nach der Wärmebehandlung (Abb. 

68) nur unwesentlich. Deutlich zu sehen waren die verschiedenen Protein Z-

Abkömmlinge im 40 kDa Bereich mit isoelektrischen Punkten zwischen 4,5 und 7,5. 

Da der Protein Z-Cluster im Gushing-Bier bis in den stark sauren Bereich verlief, 

musste es während des Würzekochens zu weiteren Modifikationen des Protein Z

gekommen sein. Wie schon beim Gushing-Bier fehlten bei den Malzen die basischen 

Proteine im Bereich von 25 bis 45 kDa. Im Bereich um 10 kDa waren auf beiden Ge-
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len einige basische und wenige saure Proteine zu erkennen. Im fertigen Bier (siehe 

Abb. 64) waren außer dem mächtigen Protein Z-Cluster nur noch sehr wenige ande-

re Proteine vorhanden.

kDa
97
67

45

29

21

12
6

pH 8.57543 10

Abb. 68: 2-D-Gelelektrophores eines Weizenmalzes, das zu Gushing-Bier führte, nach der 

Wärmebehandlung

Obwohl auf alle Gele die gleiche Proteinmenge aufgetragen wurde, war auf 

den “Gushing“ Gelen deutlich weniger Protein zu sehen. Dies bedeutet, dass in den 

Schaumproteinextrakten der Gushing-Biere bzw. in den Weizenmalzextrakten  Prote-

ine bzw. Abbauprodukte mit Molekulargewichten kleiner als 6 kDa vorkommen müs-

sen, die aber auf diesem Gel nicht mehr erfasst wurden. 
Die 2-D-Gelelektrophorese-Untersuchungen zeigten, dass sich die Proteinzu-

sammensetzung von Gushing-Weizenbier und Nicht-Gushing-Weizenbier deutlich

von einander unterscheidet. Wie gezeigt wurde, liegen die Ursachen hierfür bereits in 

der Proteinzusammenseztung der verwendeten Malze begründet. Dies lässt den

Schluss zu, dass die durch das Maischen bedingten Aktivierungsprozesse, zumin-

dest auf Proteinebene, bei Gushing-Malz praktisch nicht stattfinden. 

Wie beschrieben konnte mit den angewendeten Methoden der 2D-Gelelektrophore

und Spot-Analsye über MALDI-TOF-MS das Vorhandensein von LTP1 in Gushing-

Bieren oder in nicht-Gushing-Bieren nicht nachgewiesen werden. Es wurde vermutet, 

dass ein Großteil dieses oberflächenaktiven Proteins durch den Aufreinigungsschritt 

des Dialysierens verloren gegangen war.
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Sowohl die Ergebnisse aus der SDS- als auch der 2-D-Gelelektrophorese le-

gen allerdings den Verdacht nahe, dass entgegen der Hypothese I (siehe Einleitung) 

in Gushing-Bieren nicht mehr LTP1, sondern eher viel weniger LTP1 vorhanden ist. 

Dies würde mit unserer Beobachtung übereinstimmen, dass gushende Biere eine 

sehr schlechte Schaumbildungskapazität aufweisen. Mögliche Eiweißabbauprozesse 

in befallenen Getreidekörnern könnten zu niedermolekularen Abbauprodukten von

LTP1 (< 6 kDa) führen, die dann als Schaumbildner ungeeignet sind, aber als Kon-

densationskeime für die Gasentbindung Gushing auslösen. 

Die deutlich schlechtere Schaumstabilität der Gushing-Biere wird möglicher-

weise durch die vielen Modifikationen des Protein Z verursacht. Ob das Protein Z 

oder auch die fehlenden basischen Proteine bei Gushing-Bieren bzw. Gushing-

Malzen im Molekulargewichtsbereich von 25 bis 45 kDa eine Rolle beim Entstehen 

des primären Gushing spielen, muss in weiteren Untersuchungen ermittelt werden.

Da das Zerschäumungsverfahren nicht die erhoffte Anreicherung von LTP1 brachte, 

bzw. um die im 10 kDa Bereich auftretende Proteinwolke weiter aufzutrennen, wur-

den in weiteren Versuchen anstatt der Zerschäumungsanalyse die klassischen Prote-

inreinigungsschritte Ammoniumsulfatfällung mit anschließender Säulenchromatogra-

pie eingesetzt.

3.3.1.2 Gelfiltration

Bei einer Ammoniumsulfatfällung werden die in Lösung befindlichen Proteine 

ausgefällt. Durch Zusatz von NH4
+- und SO4

2--Ionen in die Proteinlösung kommt es 

zur Hydratisierung der Salzionen, wodurch den Proteinen die Hydrathülle entzogen

wird. Die Folge ist eine Aggregation der Proteine durch hydrophobe Wechselwirkun-
gen, die wiederum zu einer Verminderung der Löslichkeit der Proteine führt und 

letztendlich in der Fällung der Proteine resultiert. Bei der fraktionierten Ammonium-

sulfatfällung wird durch portionsweise Zugabe des Salzes eine Anreicherung be-

stimmter Proteine erreicht. Die Anreicherung ist vor allem vom Molekulargewicht

(Größe des Proteins) abhängig. Je kleiner das Protein, desto stärker die Bindung der 

Hydrathülle. Dies bedeutet, dass mit Abnahme des Molekulargewichts zur Fällung

der Proteine eine höhere Ammoniumsulfat-konzentration benötigt wird. Da es in den 

meisten Fällen zu einer Co-Präzipitation verschiedener Proteine kommt, soll durch 

eine anschließende Gelfiltration eine weitere Aufreinigung stattfinden.

Bei der Gelfiltration handelt es sich um eine chromatographische Methode zur 

Reinigung und Trennung von Proteinen nach der Teilchengröße.
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Abb. 69 zeigt das Prinzip der Gelfiltration. Die Reinigung oder Trennung findet in ei-

ner Glassäule statt, die mit einem porösen Material gefüllt und als stationäre Phase 

bezeichnet wird. Das verwendete Material und sein Vernetzungsgrad definiert die 

Porengröße der stationären Phase (Gelmatrix). Durch die Porengröße wird bestimmt, 

ob ein Molekül (Protein) bestimmter Größe in die Gelmatrix diffundieren kann. Die zu 

trennende Proteinprobe wird auf die Säule aufgetragen und durchströmt mit der mo-

bilen Phase (isokratischer Puffer) die Säule, wobei große Proteine, die nicht in die 

Poren diffundieren können, relativ schnell mit dem Puffer am unteren Ende der Säule 

eluiert werden. Je kleiner die Proteine sind, desto häufiger bzw. tiefer können sie in 

die Poren eindringen und werden umso später eluiert. 

Abb. 69: Prinzip der Gelfiltration

Von der Forschungsstelle 2 wurde eine HiLoad 16/60 Superdex 75 prep grade 

Säule der Firma Amersham Bioscience verwendet, die einen Trennbereich von 3.000 

bis 70.000 Da besitzt. Als mobile Phase kam ein 0,05 M Natriumphosphatpuffer mit 

0,2 M Natriumchlorid, eingestellt auf pH 7,2, zum Einsatz. Die eluierten Proteine wur-

den mittels eines UV-Detektors bei 280 nm detektiert, mit einem Schreiber graphisch 

dargestellt, und anschließend fraktioniert. 

Mit dieser Methode wurden Gushing-Biere, nicht-Gushing-Biere, mit Fusarium

infizierter Weizen (Rohware), “gesunder“ Weizen (Rohware) und Weizenmalze, die 

zu gushenden und nicht-gushenden Bieren geführt hatten, untersucht. Zur Extraktion 
der Proteine aus der Rohware und den Malzen wurden diese fein gemahlen (Sieb-

größe 0,5 mm). Jeweils 30 g des entstandenen Mehls wurde mit 100 ml Extraktions-

puffer (0,1 M Ammoniumacetat, 2 mM Cystein, 0,1 mM EDTA, pH 5,5 mit Eisessig) 

versetzt und über Nacht bei 2 °C extrahiert. Nach Zentrifugation (3.000 x g für

30 min) wurde der Überstand einer Ammoniumsulfatfällung unterzogen. Die Fällung 
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erfolgte in zwei Stufen um eine erste Auftrennung zu erreichen. Nach einer 50%igen 

Fällung und anschließender Zentrifugation (3.000 x g für 30 min) wurde der Über-

stand auf 80% mit Ammoniumsulfat gesättigt. Die Pellets aus beiden Fällungsschrit-

ten wurden getrennt in einem Puffer (0,05 M Natriumphosphatpuffer mit 0,2 M Natri-

umchlorid, pH 7,2) aufgenommen und auf die Säule aufgetragen. Nach dem Säulen-

durchlauf und Bestimmung des Volumens und des Proteingehalts der Fraktionen

wurden diese gefriergetrocknet. Die weitere Proteinauftrennung erfolgte wieder mit 

SDS-PAGE. Da es sich bei LTP1 um ein oberflächenaktives Protein handelt, wurden 

für alle Schritte nur Glasgefäße verwendet. 

Abb. 70 bis 71 zeigen SDS-PAGE Gele eines “normalen“ Weizenmalzes

(WWM), sowie von Weizenrohware (W1N) und Weizenmalz (E95M), die zu Gushing-

Bier geführt haben, jeweils nach 50%iger und 80%iger Ammoniumsulfatfällung. 
Auf allen Gelen erkennt man, dass mit aufsteigender Fraktion (F1 bis F10) die Prote-

ine der Größe nach getrennt wurden. Durch die zweistufige Ammoniumsulfatfällung 

konnten die Proteine quantitativ getrennt werden. Nach beiden Fällungsschritten und 

anschließender Gelfiltration wiesen die Fraktionen in der Summe Proteinwerte von

12 bis 18 mg auf.  Die qualitativen Unterschiede waren nur gering. 

Anders als bei den 2-D-Gelen, wo das normale Malz und das zu Gushing führende 

Malz (vor der Wärmebehandlung) im Molekulargewichtsbereich von 45 bis 25 kDa 

nahezu keine Proteine aufwiesen, zeigte sich nach der Gelfiltration auf den SDS-

PAGE Gelen ein großes Proteinspektrum. Die Ursache dieser Differenz sind in der 

Behandlung begründet. Während für die 2-D-Gele der Weizen nur grob geschrotet 

und die Proteine mit Wasser extrahiert wurden, zudem die Spumate zum Einsatz

kamen, wurden für die Gelfiltration die Weizenproben sehr fein gemahlen und mit
einem Ammoniumnitratpuffer extrahiert. Da die grob geschroteten Weizenproben

eine deutlich geringe Angriffsfläche bieten als die fein gemahlenen, findet schon hier 

eine deutlich geringere Proteinextraktion statt. Da zusätzlich durch die Wasserextrak-

tion lediglich die wasserlöslichen Albumine in Lösung gehen, während der Ammoni-

umnitratpuffer zusätzlich die Globuline löst, kann das Fehlen der Proteine im Bereich 

von 25 bis 45 kDa bei den 2-D-Gelen erklärt werden.
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St.
(kDa)F 1 F 2 F 3 F 4 F 5 F 6 F 7 F 8

WWM 50%

F 9 F 10

26

17
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6
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(kDa)F 1 F 2 F 3 F 4 F 5 F 6 F 7 F 8

WWM 80%

F 9 F 10

26

17

14

6

Abb. 70:  “Normales“ Weizenmalz (WWM) nach 50%iger Ammoniumsulfatfällung

Abb. 71: “Normales“ Weizenmalz (WWM) nach 80%iger Ammoniumsulfatfällung

Hinsichtlich der Proteinzusammensetzung der verschiedenen Proben konnten

keine gravierenden Unterschiede festgestellt werden. Auf allen Gelen zeigten sich

nach der 80%igen Ammoniumsulfatfällung intensive Banden bei den Fraktion 5, 6, 7 

oder 8 im 10 kDa Bereich (rot markiert), die nach Fällung mit 50 % Ammoniumsulfat 

nicht vorhanden waren. Bei diesen Banden dürfte es sich um das LTP1 samt Isofor-

men handeln. Dass zumindest eine Isoform oder Modifikation hier beteiligt ist, er-

kennt man in der Fraktion 5 von W1N 80% (Abb. 73). Deutlich sind hier zwei Banden 

im 10 kDa Bereich zu identifizieren. Zusätzlich zeigte sich bei der Fraktion 6 des 
normalen Weizenmalzes (Abb. 71) und der Weizenrohware (Abb. 73) eine weitere 

Bande unterhalb von 10 kDa (grün markiert). Hierbei könnte es sich um das LTP2 

handeln, das ein Molekulargewicht von 7 kDa aufweist. Bisher hat man zwei Isofor-
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men von LTP2 mit Molekulargewichten von 6971 bzw. 7038 Da isoliert (Douliez et 

al., 2001a). Wie beim LTP1 ist auch hier die genaue biologische Funktion nicht be-

kannt.

Abb. 72 : Zu Gushing führende Weizenrohware (W1N) nach 50%iger Ammoniumsul-

fatfällung

Abb. 73: Zu Gushing führende Weizenrohware (W1N) nach 80%iger Ammoniumsulfatfäl-

lung
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Abb. 74: Zu Gushing führendes Weizenmalz (E95M) nach 50%iger Ammoniumsulfatfällung

Abb. 75: Zu Gushing führendes Weizenmalz (E95M) nach 80%iger Ammoniumsulfatfällung

Für die Identifizierung der rot markierten Bande wurde die Fraktion 7 des nor-

malen Weizenmalzes (Abb. 71 ) auf eine PVDF Membran geblottet und zum Se-

quenzieren  (Edman-Abbau) an die Firma Prosequenz Bioanalytik geschickt. Es wur-

den die ersten zwölf Aminosäuren sequenziert, wobei 8 davon eindeutig bestimmt

werden konnten. Diese stimmten mit der Aminosäuresequenz des LTP1 aus Weizen 

(= LTP1500) überein, so dass man mit hoher Wahrscheinlichkeit davon ausgehen

kann, dass es sich bei den rot markierten Banden in den Abbildungen 71, 73 und 75 
um LTP1 handelt.

Für eine noch bessere Auftrennung der Weizenproteine wurde die fraktionierte 

Ammoniumsulfatfällung weiter verfeinert. Zur Entfernung der großen Proteine erfolgte

zunächst wieder eine 50%ige Sättigung, danach wurde die Proteinlösung in 10er
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Schritten bis 90% gesättigt. Dabei zeigte die Fällung mit einer Ammonium-

sulfatsättigung von 80 – 90% die sauberste Ausbeute an LTP1 (Abb. 76, viertes Gel 

von links). 

Abb. 76: SDS-PAGE nach fraktionierter Ammoniumsulfatfällung und Gelfiltration von Wei-
zenmalz  (WWM) angefärbt mit Coomassie Brilliant Blue R250

Wurden die Gele mit Silber angefärbt, so zeigten sich bei der 80 – 90%igen 
Sättigung zwei Banden mit Molekulargewichten von ca. 15 und 20 kDa. Überra-

schenderweise trat die LTP1 Bande trotz der sensitiveren Färbung (10 – 100fach) 

nicht mehr auf (Abb. 77; AS 80 – 90%). Anscheinend ist die Silberfärbung zum An-

färben von LTP1 aus Weizen ungeeignet. Dies würde auch erklären, warum bei der 

2-D-Gelelektrophrese (3.3.1.1, Zerschäumungsverfahren) kein LTP1 detektiert wer-

den konnte.

Da mit dieser Methode das LTP1 nicht isoliert werden konnte, wurde anstelle der Gelfiltration 

eine Anionenaustauschchromatographie durchgeführt.

Abb. 77: SDS-PAGE nach fraktionierter Ammoniumsulfatfällung und Gelfiltration von Wei-
zenmalz angefärbt mit Silbernitrat

3.3.1.3 Anionenaustauschchromatographie

Bei dieser Säulenchromatographie erfolgt die Trennung der Proteine aufgrund

ihrer Ladungen. Hierbei werden negativ geladene Proteine an eine positiv geladene 

Trägermatrix gebunden (elektrostatische Wechselwirkungen), positiv geladene Prote-

ine passieren dagegen ungebunden mit dem Elutionspuffer (NaCl-Gradient) die Säu-

le. Mit steigender Konzentration des Puffers werden zuerst die weniger fest gebun-

AS 50-60% AS 60-70% AS 70-80%
AS 80-90%

10 kDa 10 kD10 kD10 kD

LTP1

10 kD

30 kD
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den Proteine eluiert, dann die stärkeren, so dass eine Auftrennung der Proteine nach 

der Ladung erfolgt. Proteine, die nach einer 60 – 90%igen Ammoniumsulfatfällung 

aus unbefallenem Weizenmalz gewonnen wurden, wurden in einem Puffer (Triethy-

lamin, pH: 11,1) aufgenommen und auf eine Anionenaustauschsäule aufgetragen.

Die mit NaCl eluierten Proteine wurden fraktioniert, über SDS-PAGE weiter aufge-

trennt und mit Coomassie Brilliant Blue R 250 oder Silberfärbung visualisiert. Abb. 78 

zeigt das Chromatogramm der Proteinauftrennung (blaue Linie = Protein; schwarze 

Linie = NaCl-Konzentration; rote Linie = Leitfähigkeit).

Abb. 78: Anionenaustauschchromatogramm von Proteinen aus Weizenmalz (WWM) nach 
60-90%iger Ammoniumsulfatfällung

Der höchste Peak des Chromatogramms (= Fraktion 4) enthielt LTP1. Neben 

der 10 kDa Bande (LTP1) waren aber auch dünne Banden mit Molekulargewichten
von 20, 40 und 60 kDa auf dem SDS-PAGE Gel zu sehen. Hierbei dürfte es sich um 

Aggregationen von LTP1 handeln (Abb. 79). Überraschenderweise konnte entgegen 

den oben gemachten Fesstellungen hier die LTP1 Bande mit Silber angefärbt wer-

den.
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Abb. 79: SDS-PAGE von Fraktion 4 nach Silberfärbung

Möglicherweise bewirkt eine Wechselwirkung der Säulematrix mit dem Prote-

in, in Verbindung mit dem hohen pH-Wert des Puffers (Triethylamin; pH=11,1), eine 

Modifikation, so dass es zur Bindung des elementaren Silbers kommt. Zur Überprü-
fung, ob es sich bei den zusätzlich auftretenden Banden um aggregiertes LTP1 han-

delt, wurde ein Western Blot mit anschließender Immundetektion durchgeführt.

3.3.2 Antikörper gegen LTP1

Antikörper sind Eiweißverbindungen aus der Gruppe der Immunglobuline und 

ein zentraler Bestandteil des Immunsystems von Wirbeltieren. Sie erkennen fremde 

organische Verbindungen und Krankheitserreger im Körper (Antigene), gehen mit

ihnen eine Bindung ein und machen sie auf diese Weise unschädlich. Diesen Me-

chanismus macht man sich bei der Herstellung von spezifischen Antikörpern zum

Nachweis von z.B. Proteinen nutzbar.

Für eine Immundetektion von LTP1 aus Weizen war die Gewinnung von spezi-
fischen Antikörpern gegen dieses Protein notwendig. Da bisher keine reine Isolierung 

des Proteins möglich war, wurden die Proteine aus unbefallenem Weizenmalz durch 

SDS-PAGE der Größe nach aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blue R 250 

sichtbar gemacht. Die im 10 kDa Bereich auftretenden Banden, hierbei handelt es 

sich nachweislich (Aminosäurensequenzierung) um LTP1, wurden ausgeschnitten,

lyophilisiert und gemörsert. Das so gewonnene “LTP1 Pulver“ wurde zur Immunisie-

rung von Kaninchen an die Firma “pabproductions“ geschickt. Nach ca. 8 Wochen 

konnte das erste Antiserum mit polyklonalen Antikörpern gegen LTP1 aus Weizen 

getestet werden. 
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Die Spezifität des Antiserums wurde mittels Westernblot an verschiedenen

Proben (Weizenmalz, gushende und nicht-gushende Biere) überprüft. Beim

Westernblot werden die Proteine, die mittels Gelelektrophorese (SDS-PAGE) der

Größe nach aufgetrennt wurden, durch ein zum Gel senkrecht angelegtes elektri-

sches Feld eluiert und auf eine proteinbindende Nitrocellulosemembran (PVDF-

Membran) transferiert.

Die Immundetektion des LTP1 erfolgte über das aus Kaninchen gewonnene 

Antiserum mit Immunglobulinen gegen LTP1 (IgG-LTP1 = primärer Antikörper), die 

spezifisch an LTP1 aus Weizen binden. Zur Sichtbarmachung des Proteins wurde die 

Membran mit einem sekundären Antikörper überschichtet, der mit alkalischer

Phosphatase gekoppelt ist und spezifisch an Antikörper (IgG) aus Kaninchen bindet. 

Bei der Zugabe von Nitroblau-Tetrazolium (NBT) und 5-Bromo-4-Chlor-3-
Indolylphosphat (BCIP) kommt es, katalysiert durch die alkalische Phosphatase am 

Sekudärantikörper, zur Reduktion des NBT und Dephosphorylierung des BCIP. Da-

bei bildet sich ein blauvioletter Niederschlag, der auf der Membran als Bande oder 

Spot zu sehen ist. In Abb. 80 ist die Immundetektion des LTP1 noch einmal schema-

tisch dargestellt.

Abb. 80: Schematische Darstellung der Immundetektion von LTP1 durch Westernblot

Die hohe Spezifität der gewonnenen Antikörper gegen das LTP1  ist in

Abb. 81 deutlich zu erkennen. Hierzu wurden die Proteine desjenigen Weizenmalzes, 

aus dem das LTP1 zur Gewinnung von Antikörpern isoliert wurde, mit SDS-PAGE

aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran geblottet und mit dem Antiserum inkubiert. Auf 

das Gel wurde einmal 10 µl und einmal 20 µl Proteinlösung pro Spur aufgetragen.

Nach der Immundetektion war auf beiden Spuren nur eine diskrete Bande zu erken-
nen.
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Abb. 81: Immundetektion von LTP1 in Weizenmalz nach Westernblot

Mit dieser Methode konnte auch nachgewiesen werden, dass es bei der Auf-

trennung des Weizenproteins mittels Anionenaustauschchromatographie zu einer

Aggregation von LTP1 gekommen war. Wie bereits oben erwähnt, traten nach der 

Anionenaustauschchromatographie und SDS-PAGE in der Fraktion Nr. 4 Banden im 

Bereich von 10 (LTP1), 20, 40 und 60 kDa auf. Abb. 82 zeigt den Immunblot von ext-
rahierten Weizenmalzproteinen vor und nach der Anionenaustauschchromatographie

(Fraktion 4). Auch hier traten nach der Anionen-austauschchromatographie neben

der 10 kDa Bande, Banden mit Molekulargewichten von 20, 30 und 40 kDa auf, die in 

dem ungetrennten Extrakt fehlten. 

Abb. 82: Immundetektion von LTP1 vor und nach (Fraktion 4) Anionenaustausch-

chromatographie

Da die Immundetektion der Weizenmalzproteine vor der Chromatographie nur 

eine 10 kDa Bande lieferte (= LTP1), muss es sich bei den anderen Banden um ag-

gregiertes LTP1 handeln. Wechselwirkungen zwischen der Säulenmatrix und dem
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stark oberflächenaktiven Protein dürften für diese Aggregationen verantwortlich sein. 

Als Folge der Aggregation entstanden häufig unterschiedliche Chromatogramme, so 

dass eine Standardisierung zur Isolierung von LTP1 nicht möglich war und diese Me-

thode nicht weiter zur Anwendung kam.

3.3.3 Infektionsversuch

Um Unterschiede hinsichtlich der Proteinzusammensetzung zwischen befalle-

nem und befallsfreiem Malz untersuchen zu können, wurde Weizenrohware mit

F. graminearum und F. culmorum, wie unter 3.1.2 beschrieben infiziert. Zur Auftren-

nung der Proteine wurde eine 2-D-Gelelektrophorese durchgeführt. Hierzu wurden
die Proteine mit Ammoniumacetatpuffer aus Grünmalz extrahiert, mit Trichloressig-

säure gefällt und in H2Odest resuspensiert. Pro Probe wurden jeweils 100 µg Protein 

eingesetzt. Die Anfärbung der Proteine in den Chromatogaphiegelen erfolgte mit Sil-

ber.

Auf den 2-D-Gelen konnten nur geringe Unterschiede zwischen befallenem

und befallsfreiem Malz festgestellt werden (Abb. 83). Unterschiede zeigten sich bei 

den beiden sauren Proteinclustern im Bereich zwischen 40 kDa und 60 kDa. Zwar 

wies auch die befallsfreie Kontrolle diese Cluster auf, diese waren jedoch weniger 

stark ausgebildet, d.h. sie wiesen weniger Isoformen bzw. Modifikationen auf als die 

befallenen Proben. Bei dem Cluster im 40 kDa Bereich (grüne Ellipsen) handelt es 

sich um das Protein Z. Der höher molekulare Cluster im Bereich um 60 kDa (rote El-

lipsen) konnte bisher nicht identifiziert werden. Im 15 kDa Bereich war es bei einigen 
basischen Proteinspots zu einer geringen qualitativen und quantitativen Veränderung 

gekommen (blaue Ellipsen). Auffällig waren die leicht sauren Proteinspots im Bereich 

zwischen 10 kDa und 15 kDa (gelbe Ellipsen), die nur bei den infizierten Proben auf-

traten. Hierbei könnte es sich um pilzliche Proteine (Hydrophobine ?) handeln. 

Relativ wenige Proteinspots fanden sich im 10 kDa Bereich (pinkfarbene Ellip-

sen). Diese lagen fast ausschließlich im basischen Bereich. Der isoelektrische Punkt 

von nativem LTP1 liegt bei pH 9. Das heißt, bei diesen Spots könnte es sich um Iso-

formen oder Modifikationen von LTP1 handeln. Gegen diese Vermutung  spricht,

dass die Gele mit Silber (wegen Sensitivität) angefärbt wurden und diese Färbeme-

thode sich bisher als ungeeignet zur Visualisierung des Proteins erwiesen hat. Im

Vergleich zur normalen SDS-PAGE wurden die eingesetzten Proben mit einem

Chaps-Lysepuffer und einem Äquilibrierungspuffer (beide enthalten Harnstoff) be-

handelt. Es ist nicht auszuschließen, daß dadurch das LTP1 „silber-sensitiviert“ wur-
de (vgl. Anionenaustauschchromatographie in 3.3.1.3).
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Abb. 83: 2-D-Gele von Proteinen aus befallsfreiem (Abb. 83a) und infiziertem (Abb. 83b-d)

Ein kräftiger Proteinspot im sauren Bereich war ausschließlich auf den Gelen 
der befallenen Proben zu sehen (braune Ellipsen). Es bleibt zu klären, ob es sich hier 

um ein pilzliches Protein oder um stark modifiziertes LTP1 handelt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die erwarteten deutlichen Un-

terschiede zwischen infizierten und nicht–infizierten Weizenmalzen hinsichtlich der

Proteinzusammensetzung, sich nicht zeigten. Als Ursache muss die relativ kurze Be-

siedlungszeit des Pilzes angeführt werden. Zwischen Beimpfen des Weichwassers 

und Durchführung der 2-D-Gelelektrophorese lag ca. eine Woche. Diese Zeit war

anscheinend nicht ausreichend um augenscheinliche Proteinveränderungen zu ver-

ursachen. Ein nach Donhauser durchgeführter Gushing-Test zeigte aber, dass es zu 

Veränderungen gekommen sein muss. Die infizierten Weizenmalze erwiesen sich

dabei als gushing-instabil, d.h. es kam zu einem deutlichen Überschäumen beim Öff-

nen der Probeflaschen. Das befallsfreie Weizenmalz erwies sich dagegen als gus-

hing-stabil. Die Überschäumvolumen der aus den Weizenmalz hergestellten Proben 
sind in Abb. 3 (siehe S. 17) zu sehen.

Abb. 83a: befallsfrei Abb. 83b: F. culmorum 4.0111

Abb. 83c: F. graminearum 4.0506 Abb. 83d: F. graminearum 4.0517
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3.3.4 Quantifizierung von LTP1 aus Weizen mit Hilfe immunchemischer

Techniken

Zur Quantifizierung von LTP1 in Weizenrohware, Weizenmalz, Weizenbiervor-

stufen und Weizenbieren sind polyklonale Antikörpern gegen das LTP1 (LTP1-IgG)

ein ideales Werkzeug. Mittels Western Blot und ELISA wurde versucht die LTP1-

Gehalte in verschiedenen Proben zu ermitteln und zu vergleichen.

3.3.4.1 Westernblot

Die Methode des Westernblots wurde unter 3.3.2 bereits beschrieben. Von 
den Proben, die unter 3.3.3 für den Gushing-Test nach Donhauser verwendet wur-

den und die unterschiedliche Überschäumvolumina verursachten, wurden die LTP1-

Gehalte quantifiziert. Hierzu erfolgte nach SDS-PAGE und Westernblot die Immunde-

tektion des LTP1 mit Hilfe der unter 3.3.2 beschriebenen spezifischen anti-LTP1 An-

tikörper. Sowohl die befallsfreie Probe, wie auch die infizierten Proben, zeigten auf 

der Membran bei einer Auftragsmenge von 1 µg Protein pro Spur, kräftige Banden im 

10 kDa Bereich, wobei die Banden der infizierten Proben sogar noch etwas kräftiger

erschienen (Abb. 84 links). Auch bei einer Auftragsmenge von 0,25 µg Protein pro 

Spur war dieser Unterschied zu erkennen (Abb. 84 rechts). Somit kann eine Über-

konzentration ausgeschlossen werden. Eine mögliche Erklärung für den erhöhten

LTP1 Gehalt in den infizierten Proben ist die Ausschüttung von Gibberellinsäure

durch die Fusarium-Arten. Hierdurch könnte es zur Aktivierung von Proteasen ge-
kommen sein, die eine zusätzliche Freisetzung von gebundenem LTP1 bewirken.

Das Überschäumen der infizierten Proben ist demnach nur eine Konsequenz der er-

höhten LTP1 Gehalte, wie es auch in der Hypothese I (siehe Einleitung) formuliert

wurde.
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Abb. 84: Immundetektion von LTP1 in Proben für den Gushing-Test nach Donhauser; 
linke Abbildung: 1 µg Protein/Spur; rechte Abbildung: 0,25 µg Protein/Spur

Im nächsten Schritt wurden 6 verschiedene Weißbiere, 3 gushende und 3

nicht-gushende (Tabelle 15), mit den Antikörpern auf ihren Gehalt an LTP1

untersucht.

Tabelle 15:

Bier/ Abkürzung Gushing Brauerei

Aventinus Weizenstarkbier/ A nein Schneider & Sohn

Aventinus Weizenstarkbier/ AG ja Schneider & Sohn

Erdinger Weißbier/ E nein Erdinger Weißbräu

Erdinger Weißbier/ EG ja Erdinger Weißbräu

Bräu`z Loh Weißbier/ BL nein Bräu`z Loh

Bräu`z Loh Weißbier/ BLG ja Bräu`z Loh

Jeweils 250 ml Bier wurden bis zu einer Sättigung von 90% mit

Ammoniumsulfat versetzt. Nach Zentrifugation wurden die gefällten Proteine mit

H2Odest resuspensiert und in die SDS-PAGE eingesetzt. Die Proteine wurden auf eine 

Membran geblottet und mit Antikörper gegen LTP1 behandelt. 

Obwohl von jedem Bier 1 µg Protein aufgetragen wurde, erkennt man in
Abb. 85, dass die LTP1 Banden der gushenden Biere im Vergleich zu den nicht-

gushenden nur sehr schwach ausfallen bzw. keine Banden zu sehen sind. Das

a
befalls-

frei

b
F.cu

c
F.gr

d
F.gr

Proteinmenge: 0,25 µg/Spur

a
befalls-

frei

b
F.cu

c
F.gr

d
F.gr

10 kDa

50 kDa

37 kDa

25 kDa

20 kDa

15 kDa

ÜSV (ml)
ÜSV = Überschäumvolumen

2 184 137 95

Proteinmenge: 1µg/Spur
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bedeutet, dass der LTP1 Gehalt in Gushing-Bieren deutlich geringer zu sein scheint 

als in nicht-Gushing-Bieren. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zur Hypothese I

sowie zu den mit den infizierten Weizenmalzen erhaltenen Ergebnissen. Es wird

jedoch durch die Beobachtung, dass die Schaumbildungskapazität von Gushing-

Bieren nach dem öffnungsbedingten Überschäumen nahezu verloren gegangen ist, 

untermauert.

Abb. 85: Immunblot von Proteinen aus gushenden und nicht gushenden Bieren

In der Abb. 85 erkennt man aber auch, dass sich die nicht-gushenden Biere 

hinsichtlich des LTP1 Gehaltes unterscheiden. Am meisten LTP1 aus Weizen wies 
das Erdinger Weißbier auf, gefolgt vom Aventinus Weizenstarkbier. Sehr wenig LTP1 

aus Weizen ließ sich im nicht-Gushing Weißbier von Bräu´z Loh nachweisen. Dies 

deckt sich mit den Aussagen verschiedener Personen, dass dieses Bier im

allgemeinen sehr gushing-anfällig ist. Anhand dieser Ergebnisse muss die

Hypothese, dass in Gushing-Bieren mehr LTP1 vorhanden ist als in nicht-Gushing-

Bieren, revidiert werden. Es scheint sogar das genaue Gegenteil zutreffend zu sein. 

Durch den Befall von Weizen mit Fusarium wird das LTP1 nach einer gewissen Zeit 

zum Teil metabolisiert, so dass die daraus gebrauten Biere weniger LTP1 enthalten. 

Aus den Ergebnissen kann man weiter folgern, dass das LTP1 keine gushing-

induzierende Substanz ist, sondern möglicherweise durch Übertreffen eines

bestimmten Grenzwertes das Gushing verhindert bzw. unterdrückt. 

Wenn nicht ein erhöhter LTP1 Gehalt für das Gushing verantwortlich ist,

warum ist es dann bei den infizierten Proben (Gushing-Test) zum Überschäumen
gekommen? Hier dürften die Hydrophobine oder andere pilzliche Proteine wieder ins 

Spiel kommen. Wie bereits erwähnt, konnten durch andere Arbeitsgruppen

Hydrophobine in Gushing-Malz und Gushing-Bieren nachgewiesen werden. Da der

A AG

Auftragsmenge: 1 µg Protein/Spur

E EG BL BLG
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Weizen bei der Mälzung mit relativ hohen Konzentrationen an Konidien beimpft

wurde, ist es wahrscheinlich, dass eine hohe Konzentration an Hydrophobinen

vorlag. Da diese extrem oberflächenaktiv sind, könnten sie das Überschäumen

verursachten haben.

3.3.4.2 Aufbau eines ELISA zum Nachweis von LTP1

ELISA steht für Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay und ist inzwischen ein 

verbreitetes Verfahren, um einzelne Proteine nachweisen zu können. Wie beim Wes-

tern Blot (Immundetektion; siehe 3.3.2) wird auch beim ELISA-Test die sogenannte 

Antigen-Antikörper Reaktion genutzt. Soll ein bestimmtes Protein nachgewiesen
werden, müssen die dazu passenden Antikörper vorhanden sein. Ist dann in einer

Probe das gesuchte Protein vorhanden, fischen es die auf ein Trägermedium aufge-

brachten Antikörper heraus. Dabei wird eine von Enzymen gesteuerte Reaktion aus-

gelöst, die zu einem sichtbaren Farbniederschlag führt. 

Um zu prüfen, ob die im Rahmen des Projektes gewonnen spezifischen Anti-

körper geben LTP1 aus Weizen sensitiv genug sind, um in einem ELISA-Test An-

wendung zu finden, wurden in ersten Tests Gushing- und nicht-Gushing-Biere mit

dem Antiserum untersucht. Die untersuchten Biere sind in Tabelle 15 (siehe 3.3.4.1) 

aufgelistet. Die Beschichtung der ELISA-Platten (96-Well ELISA-Platten, Greiner)

erfolgte mit Bieren als Antigen. Die Biere wurden dazu mit TBS-Puffer unterschiedlich 

stark verdünnt (1:100 bis 1:2) und in die Wells pipettiert. Die Durchführung des ELI-

SA Tests erfolgte nach dem folgenden Protokoll:

Protokoll:

1) Beschichtung der Platte mit Antigen (Bier verdünnt mit TBS-Puffer) für 30 min bei 

RT (100 µl/well)

2) Entfernen der Antigen-Lösung durch Ausklopfen der Platte

3) 3 x Waschen mit TBS-Tween 20 (100 µl/well)

4) Blocken mit TBS-Tween 20-BSA (1%) für  30 min bei RT (100 µl/well)

5) Entfernen der Blocking-Lösung durch Ausklopfen der Platte

6) 3 x Waschen mit TBS-Tween 20 (100 µl/well)

7) Zugabe des Antiserums (= primärer Antikörper gegen LTP1, 1:2000 verdünnt mit

    TBS-Tween 20) für 30 min bei RT (100 µl/well)

8) Entfernen der Antiserum-Lösung durch Ausklopfen der Platte

9) 3 x Waschen mit TBS-Tween 20 (100 µl/well)
10) Zugabe von Anti-Rabbit-IgG-AP (1:2000 verdünnt mit TBS-Tween 20) für 20 min

      bei RT (100 µl/well)

11) Entfernen der Anti-Rabbit-IgG-AP-Lösung durch Ausklopfen der Platte
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12) 3 x Waschen mit TBS-Tween 20 (100 µl/well) und 1 x mit TBS (100µl/well)

13) Substratzugabe: 1 mg 4-Nitrophenyl-phosphat/ml Substratpuffer bis deutliche

      Gelbfärbung

14) Messung der Extinktion bei 405 nm

Puffer:

TBS-Puffer:

6.06 g Tris 

11,69 g NaCl

in 900 ml H2Odest lösen, mit HCL auf pH 7,4 einstellen und auf 1 l auffüllen.

TBS-TWEEN20:
PBS + 0,5 ml TWEEN20 pro Liter

Blocking-Puffer TBS-TWEEN20-BSA (1%):

TBS + 1% BSA

Substrat-Puffer:

9,7 ml Diethanolamin

0,02 g MgCl2 x 6 H2O

in 60 ml H2Odest lösen, mit 1 N HCL auf pH 9,8 einstellen und auf 100 ml auffüllen.

Eine genaue Bestimmung der LTP1-Gehalte der Biere war mit dieser Methode 

nicht möglich, da dieses Protein für die Herstellung einer Eichkurve nicht in reiner
Form volag. Bei den durchgeführten Verdünnungsreihen der einzelnen Biere zeigten

sich keine Relationen bezüglich der untersuchten Konzentrationen. Mögliche Ursa-

chen sind das verwendete Antiserum, das neben den LTP1-IgGs auch noch andere

Bestandteile beinhaltet, die den Test negativ beeinflussen. Daneben könnte auch

eine mangelhafte Sensitivität der Methode oder oder auch eine fehlende Bindung 

des Antigens an die Mikrotiterplatten der Grund für das Fehlschlagen der Messungen 

sein. Wie aber schon beim Western Blot (nach Immundetektion) zeigten sich deutli-

che quantitative Unterschiede zwischen gushenden und nicht-gushenden Bieren.

Für eine genaue Quantifzierung von LTP1 in Weizenbieren, -malz und Rohwa-

re wurden in weiteren Versuchen LTP1-Antikörper (LTP1-IgG) über Protein A-

Sepharose aus dem Antiserum aufgereinigt. Für den anschließenden ELISA-Test

wurden 96-Well-Platten (Maxisorp) der Firma Nunc verwendet, die mit Antigen in

verschiedenen Verdünnungen beschichtet wurden. Nach Zugabe des primären
(LTP1-IgG) und sekundären (Anti-Rabbit-IgG-AP) Antikörpers wurde mit Hilfe von 4-

Nitrophenylphosphat (=Substrat) die Konzentration des LTP1-IgGs photometrisch
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bestimmt. Dabei ist die Konzentration des entstandenen farbigen Produktes der Anti-

körper-Konzentration in der Probe direkt proportional.

Zur Optimierung des ELISA-Tests zur Quantifizierung von LTP1 in Bier wurde 

das Erdinger Weißbier (nicht-gushend) als „Musterbier“ herangezogen, da es sich

beim Westernblot als das am stärksten LTP1-haltige Bier erwiesen hatte (siehe Abb. 

85). Nach den bisherigen Tests scheint eine Auftragsmenge von 50 ng bis 1µg pro 

ml und Well optimal zu sein. Als optimale Konzentrationen für LTP1-IgG, Anti-Rabbit-

IgG-AP und Substrat erwiesen sich 2 µg/ml, 125 ng/ml bzw. 1 mg/ml. Mit dem

folgenden ELISA-Protokoll  wurden die in Tabelle 15 (siehe 3.3.4.1) aufgeführten

Biere und ein nicht-gushendes Rappen-Weißbier der Brauerei Rapp untersucht. Da 

für eine genaue Quantifzierung des LTP1-Gehaltes reines LTP1 zur Erstellung einer 

Eichkurve notwendig war, dieses aber bisher nicht gewonnen werden konnte, wurde 
von jedem Bier Gesamtproteinkonzentrationen von 0,1 µg/ml bis 0,8 µg/ml in 0,1 

Schritten auf die ELISA-Platten aufgetragen.

ELISA-Protokoll:

1) Beschichtung der Platten mit Antigen (Bier verdünnt mit Coating-Puffer)

    über Nacht bei 4 °C  (100 µl/well)

2) Entfernen der der Antigenlösung durch Ausklopfen der Platte

3) 3 x Waschen mit PBS-Tween 20 (200 µl/well)

4) Blocken der nicht besetzten Bindungsstellen mit Rinderserumalbumin (BSA) für 

    2 h bei 37 °C (100 µl/well): 10% BSA in PBS-Puffer

5) Entfernen der Blocking-Lösung durch Ausklopfen der Platte

6) 3 x Waschen mit PBS-Tween 20 (200 µl/well)
8) Zugabe von LTP1-IgG (2 µg/ml; verdünnt mit PBS-BSA (1%)) für 2 h bei 37 °C

    (100 µl/well)

9) Entfernen der LTP1-IgG -Lösung durch Ausklopfen der Platte

10) 3 x Waschen mit PBS-Tween 20 (200 µl/well)

11) Zugabe von Anti-Rabbit-IgG-AP (1:4000 verdünnt mit PBS-BSA (1%)) für 1 h bei 

      37 °C

12) Entfernen der Anti-Rabbit-IgG-AP -Lösung durch Ausklopfen der Platte

12) 2 x Waschen mit PBS-Tween 20 (200 µl/well) und 2 x Waschen mit PBS-Puffer

11) Substratzugabe: 1 mg 4-Nitrophenyl-phosphat/ml Substratpuffer für 1 h

12) Messung der Extinktion bei 405 nm

Puffer:

Coating-Puffer: 1,59 g Na2CO3

2,93 g NaHCO3

in 900 ml H2Odest lösen, mit HCl auf pH 9,6 einstellen und auf 1 l auffüllen.
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PBS-Puffer: 8,00 g NaCl

0,20 g KH2PO4

1,15 g Na2HPO4

0,20 g KCl

in 900 ml H2Odest lösen, mit NaOH oder HCL auf pH 7,4 einstellen und auf 1 l

auffüllen.

PBS-TWEEN20:

PBS + 0,5 ml TWEEN20 pro Liter

Blocking-Puffer:

PBS + 10% BSA

Substrat-Puffer:

9,7 ml Diethanolamin

0,02 g MgCl2 x 6 H2O

in 60 ml H2Odest lösen, mit 1 N HCL auf pH 9,8 einstellen und auf 100 ml auffüllen.
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Abb. 86 : ELISA-Test von 3 gushenden und 4 nicht-gushenden Bieren (nG = nicht-gushend,

G = gushend)

In Abb. 86 sind die Ergebnisse der ELISA-Tests dargestellt. Mit Ausnahme 

des nicht-gushenden Bräu’z Loh Weißbier weisen alle nicht-gushenden Biere
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deutlich höhere LTP1-Konzentrationen auf als die Gushing-Biere. Obwohl es beim 

Öffnen der Bräu’z Loh Flasche zu keinem Überschäumen gekommen war, zeigte das 

Bier teilweise gushing-typische Merkmale. So war zum Einen der Proteingehalt

(Bradford) fast um die Hälfte niedriger als bei den nicht-gushenden Bieren, zum

Anderen wies das Bier nur eine geringe Schaumstabilität auf. Dies bestätigt noch

einmal, dass dieses Bier sehr guhing-anfällig ist (vgl. 3.3.4.1). Bei einem

Proteingehalt von 0,3 µg/ml (siehe Abb. 86) wiesen die nicht-Gushing-Biere

(Aventinus und Erdinger) einen etwa 4- bis 5-fach höheren LTP1 Gehalt auf als die 

entsprechenden Gushing-Varianten.

3.3.5 Untersuchungen zur Modifizierbarkeit von LTP1 

Mit Hilfe der Antikörper konnte auch gezeigt werden, dass in den untersuchten 

gushenden Bieren keine anderen Isoformen oder Modifikationen vorlagen als in den 

nicht-gushenden Bieren. Hierzu wurden die Proteine der 6 Biere (Tabelle 15) mittels 

2-D-Gelelektrophorese nach Ladung und Größe getrennt. Nach Westernblot erfolgte 

die Detektion des LTP1 mit den oben beschriebenen spezifischen Antikörpern. In

den Abbildungen 87 bis 92 sind die Isoformen/Modifikationen von LTP1 der 6 Biere 

auf PVDF-Membranen nach der Immundetektion zu sehen. Pro Gel wurden 50 µg 

Protein aufgetragen.

Wie bereits erwähnt, besitzt das native LTP1 aus Weizen einen

isoelektrischen Punkt um pH 9. Die Spots auf den Membranen lagen in pH-Bereichen

von 9 bis 6, wobei die meisten Isoformen/Modifikationen pH-Werte um 9 bzw. 7 
aufweisen. Das bedeutet, dass es während des Brauprozesses zu einem Shift der 

Ladung des Proteins um bis zu 3 pH Einheiten gekommen ist. Hierfür verantwortlich 

ist die Maillard-Reaktion, bei der reduzierende Zucker mit freien Aminogruppen von 

Proteinen unter Hitzeeinwirkung reagieren und Glukose- oder Maltosaddukte bilden.

Neben einer Veränderung des Molekulargewichts kann es dabei auch zu einer

erheblichen Änderung der Ladung des Proteins kommen. 

Vergleicht man die Proteinspots der 6 Biere miteinander, so erkennt man

wieder den deutlich geringeren LTP1 Gehalt der Gushing-Biere im Vergleich zu den 

gushenden Varianten. Auffällig ist dabei, dass bei den Gushing-Bieren vor allem die 

Proteinspots mit niederen isoelektrischen Punkten nahezu vollständig verschwunden 

sind, während die Proteinspots um pH-Wert 9 zwar deutlich quantitativ abgenommen 

haben, aber noch zu erkennen sind. Das heißt, Gushing-Biere weisen weniger

Modifikationen von LTP1 auf als nicht-Gushing-Biere. Damit kann die geringe
Schaumbildungskapazität von Gushing-Bieren nach dem Überschäumen weiter

erklärt werden, da gerade modifiziertes LTP1 durch eine Zunahme des amphoteren 

Charakters ein besserer Schaumbildner ist. Die Abbildungen 87 und 88 zeigen das 
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nicht-gushende und gushende Aventinus Weizenstarkbier, die Abbildungen 89 und 

90 das nicht-gushende und gushende Erdinger Weißbier und die Abbildungen 91 

und 92 das nicht-gushende und gushende Weißbier von Bräu´z Loh. Wie schon beim 

Western Blot und ELISA-Test, zeigte das nicht-gushende Bräu’z Loh Bier einen

deutlich niedrigeren LTP1 Gehalt im Vergleich zu anderen nicht-gushenden Bieren.

Abb. 87: Immunblot von Proteinen aus nicht-gushendem Aventinus Weizenstarkbier nach 2-D-
Gelelektrophorese

Abb. 88 : Immunblot von Proteinen aus gushendem Aventinus Weizenstarkbier nach 2-D-
Gelelektrophorese
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Abb. 89: Immunblot von Proteinen aus nicht-gushendem Erdinger Weißbier nach 2-D-
Gelelektrophorese

Abb. 90 : Immunblot von Proteinen aus gushendem Erdinger Weißbier nach 2-D-
Gelelektrophorese
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Abb. 91: Immunblot von Proteinen aus nicht-gushendem Bräu´z Loh Weißbier nach 2-D-
Gelelektrophorese

Abb. 92: Immunblot von Proteinen aus gushendem Bräu´z Loh Weißbier nach 2-D-
Gelelektrophorese
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4. Schlussbetrachtung

Das Ziel der im Verlaufe des Projektes AiF 13468/N1 durchgeführten Arbeiten 

war die Überprüfung zweier Arbeitshypothesen, die über die Beteiligung von Protei-

nen an der Entstehung des Gushing aufgestellt wurden. Grundlage dieser Hypothe-

sen waren Überlegungen zu den nötigen Eigenschaften von Substanzen, die die be-

obachteten Phänomene verursachen können. Neuere Untersuchungen im Vorfeld

des Projektes wiesen dabei auf Proteine, die durch ihren Aufbau viele der geforder-

ten Eigenschaften besitzen. Sowohl nsLTP als auch Hydrophobine können zudem in 

den für die Bierbereitung verwendete Rohstoffen vorkommen. Es wurde daher im

Verlaufe der Untersuchungen versucht, einen Zusammenhang zwischen dem Auftre-

ten von Gushing und dem Auftreten der beiden Gruppen von Proteinen in den betrof-
fenen Bieren und Rohstoffen herzustellen. Im Folgenden sollen die erhaltenen Er-

gebnisse den beiden zugrunde liegenden Arbeitshypothesen gegenüber gestellt

werden, um so zu einer Bewertung der neuen Erkenntnisse zu gelangen.

Hypothese I : Durch Schimmelpilzbefall wird vermehrt LTP1 im Korn gebildet bzw. 

freigesetzt, das dann auch vermehrt ins Bier gelangt und dort bei Überschreiten ei-

nes bestimmten Schwellenwertes zu Gushing führt. Dabei spielt wahrscheinlich nicht 

nur die absolute Menge, sondern auch das Ausmaß der Modifikation dieses Proteins 

eine entscheidende Rolle.

Die Daten, die im Rahmen der Arbeiten zum Vorkommen von LTP1 in Weizenbieren 

und Weizenmalzen erhalten wurden waren im höchsten Maße überraschend. Mit Hil-
fe eines gegen dieses Protein gerichteten Antikörpers konnte nämlich gezeigt wer-

den, dass die Verhältnisse gegenüber der Annahmen in Hypothese I genau umge-

kehrt sind. Gushende Weizenbiere aus der Praxis hatten im Vergleich zu nicht-

gushenden Bieren einen deutlich verringerten Gehalt an LTP1. Gleiches zeigte sich 

auch bei der Untersuchung der zu diesen Bieren gehörenden Malze. Auch hier hat-

ten die Gushing-Malze wesentlich geringere Mengen an LTP1 aufzuweisen als die 

Malze, die zu keinem Gushing-Bier führten. 

Eine weitere Überraschung zeigte sich, als das Ausmaß der Modifikation von 

LTP1 im Mälzungs und Maischprozess untersucht wurde. Im Gegensatz zu der vor-

her gemachten Annahme zeigte das Protein in Gushing-Malzen und –Bieren ein

deutlich geringeres Maß an Isoformen, was auf eine verminderte Bildung von Zucke-

raddukten durch Maillardreaktion während der Mälzung und des Maischens sowie

der Würzekochung hindeutet.
Über die Bedeutung dieser Erkenntnisse konnte im Rahmen der Arbeiten kei-

ne abschließende Klarheit erlangt werden. Im Bezug auf den Mechanismus der Gus-

hing-Induktion scheint jedoch eine Änderung der bisherigen Betrachtungsweise an-
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gebracht zu sein, denn die Ergebnisse zeigen, dass Gushing möglicherweise nicht 

durch die Anwesenheit eines Induktors sondern durch die Abwesenheit eines Stabili-

sators verursacht wird.

Hypothese II : Durch Schimmelpilzbefall des Korns kommt es zur Einschleppung von 

Hydrophobinen in das Bier, die extrem oberflächenaktiv sind, bzw. in Form ihrer Po-

lymere als Kondensationskeime für die CO2-Entbindung dienen und so ein über-

schäumendes Bier verursachen.

Die Beteiligung von Hydrophobinen an der Auslösung von Gushing wurde

durch immunchemische Arbeiten aus Finnland gestützt, bei denen mit immunchemi-

schen Nachweismethoden gezeigt wurde, dass Gushing-Biere einen höheren Gehalt 
an diesen Proteinen besitzen als Biere, die kein Gushing zeigen. Eine Publikation der 

Ergebnisse erfolgte jedoch bisher nur in wenig detaillierter Form als Poster. Ein

Artikel in Journal of the Institute of Brewing, (Fungal hydrophobins as predictors of 

the gushing activity of malt. Tuija Sarlin, T. Nakari-Setälä, M. Linder, M. Penttilä, und 

A. Haikara) in dem eine genauere Darstellung erwartet wird, ist für die Ausgabe 

2/2005 (Vol. 111) dieser Zeitschrift angekündigt. Die Publikation war jedoch zum

Zeitpunkt der Abfassung dieses Berichtes noch nicht erfolgt (siehe

http://www.scientificsocieties.org/jib/contents/papersaccepted.htm). Eine eingehende

Diskussion der Daten und der Vergleich mit den hier erhaltenen Ergebnissen war

daher nicht möglich.

Bei den im Rahmen der vorliegenden Untersuchugen durchgeführten Arbeiten 

wurde versucht, den Blickwinkel weiter zu fassen. Daher konzentrierten sich die
durchgeführten Versuche nicht in erster Linie auf die Gruppe der Hydrophobine, son-

dern gingen eher allgemein von dem aus, was an oberflächenaktiven Proteinen

durch wachsende Kulturen der für die Auslösung von Gushing bekannten Pilze ge-

bildet wird. Damit wurde hier ein eher funktionaler Ansatz verfolgt. Erst in nachgela-

gerten Schritten wurde versucht, die gefundenen Proteine einerseits mit der Gushing-

Induktion in Verbindung zu bringen und sie andererseits sowohl strukturell als auch 

funktionell zu analysieren. 

Keines der drei oberflächenaktiven Proteine von F. culmorum und auch keines 

der aus F. gramiearum Kulturen isolierten basischen oberflächenaktiven Proteine

konnte bisher als ein Hydrophobin identifiziert werden. Gleichwohl zeigen die meisten 

dieser Proteine Eigenschaften, die denen der Hydrophobine sehr ähnlich sind. Alle 

sind hitzestabil, haben einen sehr starken Einfluss auf die Oberflächenspannung von 

Wasser, besitzen eine ausgeprägte Oberflächehydrophobizität, sind proteasestabil
und werden durch die Reaktion mit Maltose sehr stark modifiziert, wobei ihre Ober-

flächenaktivität noch einmal signifikant zunimmt. Für einige der isolierten Proteine 

konnte bereits bei der Präparation eine sehr starke Tendenz zu Bidlung von stabilen 
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Filmen beobachtet werden. Auch die Messungen der Oberflächenhydrophobizität

gaben Hinweise auf eine Aggregatbildung dieser Proteine.

Sehr interessant waren die Ergebnisse der Versuche, bei denen mit den iso-

lierten Proteinen mit und ohne Modifikation durch Zuckeradduktbildung nach Zugabe 

zu Bieren Gushing erzeugt werden sollte. Dabei zeigte sich, dass keines der Protein 

in einem stabilen Bier Überschäumen auslösen konnte. Bei einem Bier, welches be-

reits eine geringe Tendenz zum Gushing aufwies, konnte das Überschäumen durch 

zwei der Proteine jedoch deutlich verstärkt werden. Sehr viel prononcierter war die-

ser Effekt noch, wenn die Proteine durch Hitzebehandlung mit Zucker modifiziert

wurden.

Nimmt man nun den beobachteten Effekt der oberflächenaktiven Fusarium

Proteine zusammen mit dem oben beschriebenen Phänomen des Fehlens von LTP1 
in Gushing-Bieren, so ließe sich daraus eine neue Hypothese formulieren, die das 

Überschäumen von Bier auf der Basis der gemachten Beobachtungen erklären könn-

te. Dazu seien im Folgenden einige der in der vorliegenden Arbeit erhaltnenen Er-

gebnisse im Hinblick auf ihre Bedeutung für die Bildung und Stabilisierung von Bla-

sen in wässrigen Flüssigkeiten und ihre mögliche Beziehung zum Gushing diskutiert.

Welche Rolle spielt die Oberflächenspannung des Bie res bei der Entstehung 

von Gushing?

Eine negative Korrelation der Oberflächenspannung mit dem Überschäumvo-

lumen von Gushingbieren wurde von Weideneder (1992) festgestellt, wobei die Ober-

flächenspannung stabiler Biere um 48 mN/m lag, die von Gushingbieren mit Werten 

bis 41 mN/m gefunden wurde. Darüber hinaus wurden in früheren Arbeiten zum
Thema Gushing auch immer wieder Tensidrückstände in Bieren als eine mögliche 

Ursache für das Auftreten des Phänomens in der Praxis beschrieben. Führt also eine 

niedrigere Oberflächenspannung per se zu Gushing oder unterstützt dieser Faktor

lediglich die Intensität seines Auftretens?

Die unter 3.1.4.6.3 beschriebenen Versuche, bei denen verschiedene Tenside 

weder in niedrigen noch in hohen Konzentrationen in einem Gushing-stabilen Bier 

zum Überschäumen führten, zeigten, dass eine Verringerung der Oberflächenspan-

nung an sich kein Gushing auslöst wenn die Zugabe unter Bedingungen erfolgt, un-

ter denen CO2 gut in Wasser löslich ist. Versuche von Zepf (1998) mit einem karbo-

niserten Heißwasser-Extrakt aus Trebern ergaben ein Überschäumvolumen um

10 mL für Tween 20 und kein Überschäumen bei SDS, beide mit 15 mg/mL zuge-

setzt. Die Wirkung von CTAB wurde im Rahmen der damaligen Versuche nicht be-

stimmt. Die Ergebnisse von Zepf (1998) stehen nicht im Widerspruch zu den hier er-
zielten. In Bier ist eine Vielzahl an Proteinen, deren unspezifische Abbauprodukte 

und Maillardprodukte und weitere grenzflächenaktive Stoffe, sowie Ethanol zu finden. 

Deshalb beruht dort die Stabilisierung von Grenzflächen auf einer Vielzahl von Stof-
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fen. Der CO2-Gehalt liegt um 4,5 g/L. Im Heißwasserextrakt aus Trebern waren da-

gegen weder die Vielzahl an Proteinen und Abbauprodukten zu finden, noch war E-

thanol enthalten. Zudem war die Karbonisierung auf 9 g/L in den Versuchen nicht

praxisgerecht. In Mineralwasser war ein Auslösen von Gushing ebenfalls nicht zu

erwarten, da einerseits in Mineralwasser keine hydrophoben Partikeln mit anhaften-

den Gasresten vorliegen, an denen ein Anwachsen von Blasen stattfinden könnte. 

Andererseits sind kleine Detergensmoleküle nicht in der Lage, eventuell erzeugte 

Mikroblasen "gasdicht" zu stabilisieren, da ihre Mobilität in der Grenzfläche zu hoch 

ist. Durch die laterale Bewegung entstehen vielmehr Lücken in der Grenzfläche,

durch die Gasmoleküle entweichen können (Murray & Ettelaie 2004). Damit schieden 

Effekte, die rein durch Detergentien bedingt sind als alleiniger Auslöser von Gushing

aus.

Ist die Oberflächenhydrophobizität von Proteinen ei n wesentlicher Faktor bei 

der Entstehung des Gushing? 

Fusarium-Arten, besonders F. culmorum und F. graminearum sind als Auslö-

ser von primärem Gushing bekannt (Niessen et al. 1992). Dabei ist trotz einer Viel-

zahl von Untersuchungen nicht bekannt, auf welche Weise das primäre Gushing

durch die Infektion von Weizen oder Gerste mit Fusarium sp. auf dem Feld oder 

durch Übertragung von infizierten auf gesunde Körner bei der Mälzung ausgelöst

wird. Drei Wege sind nach den frühen Untersuchungen von Gjertsen et al. (1965) zur 

Auslösung von Gushing vorstellbar:

n Stoffe, die von Fusarium sp. ausgeschieden werden und Gushing auslösen,
ohne mit dem Korn in Wechselwirkung zu treten

n Veränderungen am keimenden Getreide durch von Fusarium sp. ausgeschie-

dene Stoffe

n Interaktion von Fusarium sp. mit keimendem Getreide (Wachstum auf dem

Korn oder in das Korn hinein)

Bei den damals durchgeführten Untersuchungen wurden jedoch zwei andere Überle-

gungen außer Acht gelassen:

1. Das Entstehen von Gushing kann multifaktoriell bedingt sein, ein einzelner

"Gushingfaktor" exisitiert möglicherweise gar nicht

2. Gushing könnte statt durch Anwesenheit eines "Gushingfaktors" auch durch

das Fehlen von einem oder mehreren Stoffen ausgelöst werden.

Insbesondere zu dem letztgenannten Punkt liefern die hier erhaltenen Ergeb-

nisse einige Hinweise. Vor allem das Fehlen des Haupt-Schaumproteins LTP1 in 
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gushenden Weizenbieren und die Beobachtung, dass Bier nach dem Überschäumen 

nicht mehr zur Bildung von Schaum fähig ist, bieten einen neuartigen Erklärungsan-

satz zu den am Gushing beteiligten Mechanismen. Ein weiteres wichtiges Ergebnis 

der Arbeiten war, dass das Gesamtprotein von Malzen nach einer Infektion mit Gus-

hing-auslösenden Fusarium-Arten sowohl in seiner Menge reduziert war als auch

eine gegenüber Kontrollmalzen sehr deutlich reduzierte Oberflächenhydrophobizität

aufwies.

Die Oberflächenhydrophobizität stellt eine durch die Aminosäuresequenz und

Konformation bestimmte Eigenschaft von Proteinen dar, die mit der Oberflächenakti-

vität in Verbindung steht. Jedes Protein, das sich stabil in eine Grenzfläche vom Typ 

hydrophob-hydrophil, also z.B. Gas-Wasser, einlagern soll, muss eine hinreichend

hohe Hydrophobizität an seiner Moleküloberfläche aufweisen. Dadurch ist die O-
berflächenhydrophobizität auch mit der Oberflächenaktivität korreliert (Kato & Nakai 

1980). Darüber hinaus ist die Oberflächenhydrophobizität S0 eine Eigenschaft von 

Proteinen, die durch Interaktion mit anderen Stoffen Veränderungen unterworfen ist, 

aber auch durch technologische Einflüsse, wie etwa Erhitzung, modifiziert werden

kann (Voutsinas et al. 1983). Eine der ersten Untersuchungen zur Wirkung von Inter-

aktionen zwischen verschiedenen Proteinen und kappa-Carrageenan auf die O-

berflächenhydrophobizität wurde von Alizadeh-Pasdar & Li-Chan (2001) durchge-

führt. Die Autoren stellten ein differenziertes Verhalten unterschiedlicher Proteine in 

der Interaktion mit kappa-Carrageenan fest. Steigerungen von S0 durch kappa-

Carrageenan konnten ebenso beobachtet werden, wie Verminderungen. Zudem be-

stand eine Abhängigkeit vom pH-Wert, was nicht überraschend ist, kann doch durch 

eine pH-Wert-Änderung eine Ladungsänderung von kappa-Carrageenan bewirkt
werden. Für die Interaktion von Rapsproteinisolat und den Hydrokolloiden kappa-

Carrageenan und Guaran wurde kürzlich eine Steigerung der Oberflächenhydropho-

bizität durch Erhöhung der Hydrokolloid-Konzentration beobachtet (Uruakpa & Arnt-

field 2005). Dabei wurde die Oberflächenhydrophobizität des Rapsproteinisolats

durch Zusatz von Guaran bis auf den sechsfachen Wert gegenüber der Hydrokolloid-

freien Probe gesteigert. Mit Carrageenan konnte lediglich eine Steigerung um rund 

50 % erreicht werden, was den Schluss zulässt, dass eine Interaktion zwischen Hyd-

rokolloiden und Proteinen zu einer Konformationsänderung der Proteine, verbunden 

mit der Freilegung hydrophober Domänen, führen kann. Über an anderer Stelle pub-

lizierte Messungen zur Bestimmung der Oberflächenhydrophobizität von Rohstoffen, 

Zwischenprodukten oder Endprodukten des Brauprozesses mittels der Fluoreszenz-

methode konnte nichts in Erfahrung gebracht werden. Die Messung der Oberflä-

chenhydrophobizität ist unerlässlich zur Beurteilung der funktionellen Eigenschaften
von Proteinen im Hinblick auf die Stabilisierung von Grenzflächen, z.B. in Emulsio-

nen. Obwohl auch Schäume eine Form von Emulsionen darstellen, wurde diese Ana-

lytik offenbar für den Bereich der Bierherstellung noch nicht eingesetzt.
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Die für das 14 kDa-Protein aus F. culmorum TMW 4.0111 festgestellte O-

berflächenhydrophobizität S0 von ca. 24 %-1 bei pH 7,4 liegt im Bereich der für ß-

Lactoglobulin belegten Werte (Nakai & Li-Chan 1988). Eine starke Veränderung von 

S0 durch Erhitzung (1 h im kochenden Wasserbad) oder Interaktion mit Maltose ohne 

Erhitzung wurde für dieses Protein nicht beobachtet. Erst eine Erhitzung in Gegen-

wart von Maltose erhöhte S0 um ca. 38 %. Deutlich größeren Einfluß als die Erhit-

zung hatte jedoch die Änderung des pH-Wertes. Bei pH 3,4, also am pI des Proteins, 

wurde mit S0=73 %-1 ein Mehrfaches des bie pH 7,4 gemessenen Wertes erreicht. 

Höhere Basiswerte (S0=ca. 135 %-1) wurden für die basischen Proteine (17 mit

20 kDa) von F. culmorum TMW 4.0111 gefunden, wiederum ohne nennenswerten

Einfluß von Maltose auf die Oberflächenhydrophobizität des nativen Proteins. Nach

einer Erhitzung (1 h im kochenden Wasserbad) lag S0 bei der erhitzten reinen Prote-
inlösung bei 930 %-1, bei der mit Maltose erhitzten Proteinlösung, die also Maillard-

produkte erhalten sollte, bei 1055 %-1. Hier war also eine massive Freilegung hydro-

phober Domänen durch die Erhitzung geschehen. Die Reaktion mit Maltose führte 

zwar noch zu einem messbaren, aber angesichts der enormen Erhöhung von S0 un-

bedeutenden Unterschied. Die Oberflächenhydrophobizität der hitzebehandelten

Proteine lag damit in der Größenordnung des Wertes von Rinderserumalbumin

(S0=1500 %-1, Nakai & Li-Chan 1988). Es handelt sich um Proteine mit außerge-

wöhnlich hoher Oberflächenhydrophobizität, die angesichts ihrer thermischen Stabili-

tät den Prozess der Würzekochung überstehen sollten. Die Erhöhung der Oberflä-

chenhydrophobizität im Zuge der thermischen Behandlung prädestiniert diese Prote-

ine geradezu zur Einlagerung in Blasenhäute. Dadurch wären diese Proteine geeig-

net, beim Zusammenbruch einer Blase hydrophobe Partikel zu bilden, an denen Gas-
reste anhaften können. Die Stabilisierung von Gasblasen durch geeignete Partikeln 

ist ein anerkannter, aber komplexer Einfluß bei der Stabilisierung von Schäumen in 

Lebensmitteln (Murray & Ettelaie 2004).

Auch für die basischen Proteine von F. graminearum TMW 4.0175 wurde eine

qualitativ ähnliche Veränderung der Oberflächenhydrophobizität durch Hitzebehand-

lung festgestellt. Die native Proteinfraktion wies mit und ohne Maltose ein S0 um 

60 %-1 auf. Die hitzebehandelten Proben ergaben S0-Werte um 110 %-1 ohne Malto-

se und 80 %-1 mit Maltose und liegen damit im Bereich der für a-Casein oder a-

Lactalbumin festgestellten Werte (Nakai & Li-Chan 1988). Auch hier war eine deutli-

che Aktivierung durch die Hitzebehandlung feststellbar. Deshalb bestehen mögli-

cherweise große Unterschiede zwischen den von F. culmorum und F. graminearum

ausgeschiedenen Proteinen gegenüber thermischer Behandlung. Gleichzeitig bele-

gen auch diese Ergebnisse, dass die prozessnahe Behandlung von Substanzen, die 
auf ihre Gushing-beeinflussende Wirkung untersucht werden sollen, zwingend not-

wendig ist.
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Ein weiterer Schwerpunkt der durchgeführten Arbeiten war die Untersuchung

der Oberflächenhydrophobizität von Weizenmalzen mit unterschiedlichem Gushing-

verhalten aus gezielten Infektionen mit F. culmorum bzw. F. graminearum. Die Infek-

tion mit den genannten Pilzen führte zu einer sehr deutlichen Verminderung der O-

berflächenhydrophobizität der aus den Malzen isolierten Proteine. Malze, welche

nicht zu Gushing führten, wiesen Oberflächenhydrophobizitäten im Bereich von

5000-7000 %-1 auf, Malze mit extremem Gushing zeigten dagegen Werte, die  deut-

lich unter 1200 %-1 lagen. Die Korrelation zwischen Überschäumvolumen im Gus-

hingtest und der Oberflächenhydrophobizität war mit r²=0,80 für unabhängige Analy-

senverfahren recht hoch. Auch Malze, deren Gushing durch extreme Infektion

(10fach höhere Konidiendichte als bei F. culmorum bzw. F. graminearum) mit den 

eigentlich nicht als Gushingverursacher betrachteten F. avenaceum, F. equiseti,
F. poae und F. tricinctum beeinflusst wurde, wurden analysiert. Diese ebenfalls zu

Gushing neigenden Malze wiesen auch eine reduzierte Oberflächenhydrophobizität

auf, jedoch nicht in dem Maße, wie dies bei F. culmorum bzw. F. graminearum der 

Fall war. 

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die Infektion von Getreide mit

F. culmorum bzw. F. graminearum zu einem sehr starken Abbau von hydrophoben 

Proteine führt. Dieser Abbau hydrophober und damit grenzflächenstabilisierender

Proteine kann im Sinne der oben gemachten Aussagen geeignet sein, Gushing her-

vorzurufen. Nach den vorliegenden Ergebnissen scheint jedoch die beobachtetet

Abnahme der Oberflächenhydrophobizität des Gesamtproteins nicht auf einem Ab-

bau von LTP1 zu beruhen, denn entsprechend 3.3.4.1 nahm die Menge dieses Pro-

teins in den selben Proben gegenüber der unbefallenen Kontrolle deutlich zu. Die 
dennoch festgestellte Verminderung der Menge dieses Proteins gegenüber Negativ-

kontrollen im Bier deutet darauf hin, dass der LTP-Abbau nicht während der Mälzung 

geschieht, sondern erst während des Maischens oder der Gährung stattfindet. Durch 

die Verringerung des Gehalts an  hydrophoben Proteinen als eine Gruppe von Be-

standteilen der Blasenhaut könnte die mechanische Stabilisierung von Mikroblasen 

im Bier möglicherweise so verändert werden, dass Mikroblasen kritischen Durch-

messers tatsächlich bei der Druckentlastung anwachsen und Gushing verursachen

können. Alternativ könnte die verringerte Menge hydrophober Proteine gerade noch 

zur Bildung hydrophober Proteinaggregat-Domänen ausreichen, an denen nach Zu-

sammenbruch der Blase Gasreste anhaften, die zu Gushing führen.

Wie beeinflussen physikalische und chemische Parame ter das Verhalten ober-

flächenaktiver Proteine?

Im Rahmen der Arbeiten konnte gezeigt werden, dass sowohl das LTP1 Pro-

tein des Weizens als auch die aus Kulturen von F. culmorum isolierten oberflächen-

aktiven Proteine durch eine Behandlung mit zuckerhaltiger Lösung bei
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hohen Temperaturen deutliche Veränderungen erfahren. Für alle untersuchten Prote-

ine wurde nach der thermischen Behandlung eine Veränderung des isoelektrischen 

Punktes um teilweise mehrere pH-Einheiten gezeigt. Auch die Molekülmassen nah-

men zu. Die beobachteten Veränderungen können auf die Bildung von Maillardpro-

dukten zurückgeführt werden. Die beobachteten Veränderungen wurden dabei be-

reits in früheren Publikationen vorhergesagt und bilden eine der Grundüberlegungen

zu der oben genannten Hypothese I, nach der eine Modifikation des basischen Pro-

teins LTP1 im Brauprozess zum Gushing führen soll (Hippeli & Elstner 2002, Marion 

et al. 2001).

Neben den zu beobachtenden strukturellen Veränderungen konnte für die o-

berflächenaktiven F. culmorum Proteine auch eine teils drastische Veränderung der 

physikalischen Eigenschaften nachgewiesen werden. Insbesondere zeigte sich durch 
die Behandlung eine deutliche Erhöhung der Oberflächenhydrophobizität der Protei-

ne, wobei dieser Effekt am deutlichsten bei den beiden basichen Proteinen (17 und 

20 kDa) von F. culmorum ausgeprägt war. Dabei zeigten die Ergebnisse, dass für 

den Effekt auf die Hydrophobizität der Proteine eher die durch die Temperatur verur-

sachten Veränderungen als die Reaktion mit reduzierenden Zuckern verantworlich

war. Ähnliche Effekte, wenn auch in schwächerer Ausprägung, zeigten sich bei der 

thermischen Behandlung der basischen Proteine von F. graminearum.

Ergeben sich aus den Ergebnissen neue Erklärungsans ätze für die Entstehung 

von Gushing?

Unter Beachtung der im vorliegenden Projekt erhaltenen Ergebnisse und den 

aus der Literatur zu entnehmenden Erkenntnissen über den Einfluss verschiedener 
Parameter auf die Stabilisierung von Grenzflächen und der anerkannten Notwendig-

keit, zur Auslösung von Gushing stabilisierte Mikroblasen (einschließlich Gasresten

zwischen Partikel) über einem kritischen Durchmesser vorzufinden, ergibt sich fol-

gender hypothetische Mechanismus:

Im nicht-gushenden Bier

· Bei der Abfüllung entstehen in einem Bier in großer Zahl CO2-gefüllte Blasen. 

· Amphiphile Proteine reichern sich in den Grenzflächen der Blasen an

· Beim nicht-gushenden Bier ist LTP1 die wesentliche Komponente in den Grenz-

flächen

· Unter den Druckverhältnissen in der geschlossenen Flasche geht CO2 teils in Lö-

sung, die Blase schrumft, die LTP1 Konzentration in der Grenzfläche steigt an 

· Oberhalb der Kritischen Aggregat Konzentration kommt es zur Bildung einer sta-

bilen und geschlossenen Blasenhaut

· Durch Kompression der Blase faltet sich die Blasenhaut in der in Abb. 93 (rechtes 
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Bild) beschriebenen Weise auf

· Bei der Druckentlastung geht ein Teil des gelösten CO2 in die Gasphase über und 

diffundiert bevorzugt in die hydrophoben Hohlräume der Mikroblasen, die Bla-

senwand wird gespannt und für Gas durchlässig (siehe Abb. 93, linkes Bild)

· Wegen der stabilen Blasenhaut wachsen Mikroblasen nur geringfügig an, bis sich 

Innendruck und Grenzflächendrücke ausgleichen

· Der resultierende Blasendurchmesser bleibt zu gering um eine aufsteigende Bla-

se zu erzeugen

Im gushenden Bier

· LTP1 als Hauptkomponente unter den amphiphilen Proteinen fehlt oder ist nur in 

geringer Konzentration vorhanden

· In den Phasengrenzen reichern sich neben LTP1 andere amphiphile Proteine wie 

etwa die basischen oberflächenaktiven Proteine von F. culmorum an

· Durch elektrostatische Abstoßung bei ähnlichem pI der Proteine kommt es zur

Bildung von „Inseln“ verschiedener Proteinspezies in der Blasenhaut

· Diese „Inseln“ zeigen ein vom LTP1 abweichendes Aggregationsverhalten wäh-

rend der Blasenkompression und verbinden sich nicht fest mit den LTP1-

Aggregaten

· Beim Anwachsen der Blase während der Druckentlastung setzt die so aufgebaute 

Blasenhaut dem Wachstum der Blase keinen Widerstand entgegen

· Ab einer bestimmten Blasengröße zerreißt die Blasenhaut, wobei die Mikroblase 

nun ungehindert weiter wachsen kann und aufsteigt

· Die entstehenden Fragmente der geplatzten Blasenhaut exponieren die hydro-

phobe Innenseite nun zur wässrigen Umgebung

· Hierdurch entstehen in großer Zahl hydrophobe Kondensationspunkte für die wei-

tere Entbindung von CO2 mit der Bildung von Blasen, die durch keine geschlos-

sene Proteinhaut stabilisiert sind und daher ungehindert wachsen und aufsteigen

können.

· Das Bier schäumt über

Die oben beschriebenen Abläufe beruhen auf Annahmen, die auf Grund der 

im Projekt erhaltenen Ergebnisse gemacht wurden. Diese Annahmen müssen im

Rahmen weiterführender Untersuchungen überprüft werden, ehe endgültige Aussa-

gen über die Vorgänge beim Gushing gemacht werden können. Insbesondere der

Widerspruch zwischen der Tatsache, dass in künstlich mit Fusarium spp. Infiziertem 
Weizenmalz der LTP1500 Gehalt gegenüber der nicht ifizierten Kontrolle erhöht war, 

im Gegensatz dazu jedoch der Gehalt an diesem Protein im gushenden Weizenbier 

aus der Praxis gegenüber den nicht-gushenden Kontrollen regelmäßig signifikant
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verringert war. Um diesen Widerspruch aufzuklären sind weitere Untersuchungen im 

Maischprozess notwendig. Die Autoren dieses Berichtes vermuten, dass es durch

den Schimmelbefall zur Ausscheidung von hoch aktiven Proteasen kommt, die unter 

den Bedingungen der Maischeverarbeitung zu einem gezielten Abbau des LTP1500 

führen, welches beim Erhitzen denaturiert und daher leichter zugänglich wird.

Abb. 93 : Modell der an der Phasengrenze Wasser/CO2 entstehenden Blasenhaut

(nach Dickinson, 1999). Linkes Bild: Blasenhaut einer gasgefüllten Blase. Rechtes

Bild: Blasenhaut einer durch CO2-Lösung komprimierten Blase

Sind Hydrophobine an der Entstehung des Gushing bete iligt?

Die Beteiligung von Proteinen aus der Klasse der Hydrophobine war eines der 

zentralen Themen des vorliegenden Projektes. Dabei war zu klären ob solche Protei-

ne von den relevanten Fusarium-Arten in Reinkulturen und/oder während der Infekti-

on im Getreide überhaupt gebildet werden und ob diese in das Bier gelangen kön-

nen. Von Beginn der Arbeiten an wurde jedoch das Augenmerk nicht ausschließlich 

auf die Hydrophobine gelegt. Deshalb wurden Verfahren entwickelt und angewendet, 

die eine Selektion von Proteinen nach den funktionellen Kriterien „Senkung der Ober-

flächenspannung“ und „Bildung amphiphiler Filme“ vornehmen. 

Die erhaltenen Ergebnisse lassen jedoch eine eindeutige Beantwortung der

Fragen nach der Beteiligung von Hydrophobinen an der Gushing-Induktion nicht zu. 

Obwohl im Rahmen der genetischen Arbeiten zwei unterschiedliche Hydrophobinge-
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ne jeweils in den beiden Gushing-relevanten Arten F. graminearum und F. culmorum

identifiziert  werden konnten, gelang die Isolierung der entsprechenden Proteine bis-

her nicht. Das Vorliegen der isolierten Proteine ist jedoch Voraussetzung für die

Durchführung von Versuchen, durch die ihre Beteiligung am Gushing gezeigt werden 

könnte. Versuche zur Expression dieser Gene haben jedoch gezeigt, dass diese Pro-

teine vorzugsweise am fünften Kulturtag gebildet werden, so dass mit einer Isolie-

rung im Laufe weiterer Arbeiten gerechnet werden kann. 
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Der Vergleich zwischen den im Antrag vom 13.02.2002  gesetzten Meilensteinen 
und den im Rahmen der durchgeführten Arbeiten erhal tenen Ergebnisse zeigt, 

dass die meisten der Ziele erreicht wurden. Die Unt ersuchungen ergrachten 

eine Reihe von Ergebnissen, die bei der Beantwortun g der in der Einleitung zu 

diesem Bericht formulierten Fragen sehr hilfreich s ind. Neue Erkenntnisse über

die Zusammensetzung und die Modifikation von oberfl ächenaktiven Proteinen 

haben zu neuartigen Erklärungsansätzen zu den an de r Auslösung des Gus-

hing im Bier beteiligten Mechnismen geführt, auf de ren Grundlage die Planung 

und Durchführung weiterer Arbeiten in Angriff genom men werden kann. Die im 

Rahmen des Projektes entwickelten Methoden können n ach weiterer Optimie-

rung zu einem verbesserten Insturmentarium für die Qualitätskontrolle in der 

Brauindustrie werden.



Wirtschaftliche Bedeutung für kleine und mittlere Unternehmen

160

5. Wirtschaftliche Bedeutung für kleine und mittlere  Unternehmen

In den vergangenen zehn Jahren waren 54 % der deutschen Brauereien min-

destens einmal von Gushing betroffen. Als Konsequenz lassen über 50 % der Braue-

reien regelmäßig Malz auf sein Gushing-Potenzial untersuchen und verschneiden

ihre Malze aufwändig mit unbeanstandeter Ware. Die hierdurch und durch Image-

Schäden bei auftretendem Gushing entstehenden Kosten sind in den Brauereien,

Mälzereien sowie im Getreidehandel und der Getreideerzeugung sehr hoch. Von

größtem Interesse für betroffene Betriebe ist die Frage, ob eine Beeinflussung des 

Gushing-Potenzial während des Brauprozesses durch physikalische, chemische und 

technische Parameter möglich ist. Um jedoch Einfluss nehmen zu können, müssen

die wesentlichen Zusammenhänge bei der Auslösung des Gushing in ihren chemi-
schen, physikalischen und biologischen Grundlagen verstanden werden, damit die 

resultierenden Probleme in nachfolgenden Schritten technisch gelöst werden kön-

nen. Die wirtschaftliche Bedeutung des geplanten Projektes für die Unternehmen

muss daher längerfristig gesehen werden. 

Die im Rahmen des vorliegenden Projektes gewonnenen Erkenntnisse haben 

gezeigt, das es sich bei dem als Gushing bekannten Phänomen des spontanen Ü-

berschäumens von Flaschenbier um einen hochgradig komplexen Vorgang handelt, 

der in sehr vielfältiger Weise in seiner Ausprägung beeinflusst wird. In umfangreichen 

Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der Prozess der Würzekochung mit

den dabei ablaufenden Veränderungen an den Proteinen sehr wesentlich für die Ent-

stehung des Phänomens ist. Alle hier untersuchten Proteine reagierten mit veränder-

ten Eigenschaften auf diese Temperaturbehandlung in Anwesenheit von reduzieren-
den Zuckern und in allen Fällen verstärkte diese Behandlung diejenigen Eigenschaf-

ten der Proteine, die zu einer Erhöhung der Gushing-Aktivität führen können. Dies 

zeigt, dass bei einem vollständigen Verständnis der ablaufenden Vorgänge durchaus 

die Chance besteht, in der Zukunft den Brauprozess technologisch so zu gestalten, 

dass diese Veränderungen gezielt minimiert werden und somit die Gefahr des Auftre-

tens von Gushing verringert wird. Nach den bisher vorliegenden Ergebnissen sind 

dabei als die kritischen Schritte die Dauer der Keimphase während der Malzherstel-

lung (sieh Expressionsstudie zum FcHYD5 Gen) sowie das Darren zu sehen (Bildung

von Zuckeraddukten). Sudhausseitig dürften nach den vorliegenden Erkenntnissen

die Proteolyse während des Maischens (Abbau von LTP1) sowie die Würzkochung

(Bildung von Zuckeraddukten) diejenigen Schritte darstellen, bei denen die zum

Gushing führenden Veränderungen im Proteingefüge und die Modifikationen stattfin-

den.
Von zentraler Bedeutung für das vorliegende Projekte war einerseits die neue 

Erkenntnis, dass Gushing-Biere sich entgegen den bisherigen Annahmen durch das 

Fehlen einer stabilisierenden Komponente von unbeanstandeten Bieren unterschei-
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den. Wenn eine solche stabilisierende Komponente im Bier fehlt, dann können Sub-

stanzen wie etwa oberflächenaktive Proteine von Fusarium spp. Als Gushing-

Auslöser wirken. Dieser Umstand könnte im Sinne der Analytik genutzt werden, um 

anhand der Untersuchung von LTP1-Konzentrationen zu einer Vorhersage des Gus-

hing-Potenzials von Probenmaterial zu gelangen. Im vorliegenden Projekt wurden

dazu allerdings erst die anfänglichen Schritte unternommen. Bis zu einer tatsächli-

chen Anwendbarkeit einer solchen Methode in der industriellen Qualitätskontrolle ist 

jedoch eine noch wesentlich genauere Kenntnis der Zusammenhänge notwendig.

Eine weitere wichtige Erkenntnis, die möglicherweise im Rahmen der Quali-

tätskontrolle in der Brauindustrie und auch der Mälzereien in der Zukunft Awendung 

finden könnte ergibt sich aus den hier durchgeführten Untersuchungen zur Oberflä-

chenhydrophobizität der Proteine aus Getreide und Malz. Die Arbeiten zeigten einen 
deutlichen Zusammenhang zwischen diesem Parameter und der Fusarium-Infektion

von untersuchten Proben. Bei den wenigen getesteten Mustern trat darüber hinaus

auch eine Korrelation zwischen Oberflächenhydrophobizität der extrahierten Proteine

und dem im Gushing-Test gemessenen Überschäumvolumen auf. Auch dieser Um-

stand könnte deshalb im Rahmen einer verbesserten Gushing-Vorhersage genutzt

werden. Jedoch muss auch hier festgestellt werden, dass bis zum Vorliegen einer

anwendbaren Messmethode noch wesentliche Arbeiten zur Optimierung des Verfah-

rens nötig sind.
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6. Umsetzung der Forschungsergebnisse

Die im vorliegenden Schlussbericht beschriebenen Arbeiten dienten der Un-

tersuchung und Aufklärung grundlegender Fragestellungen mit dem Ziel, Erkenntnis-

se über die Rolle von oberflächenaktiven Proteinen aus Pilzen und Pflanzen bei der 

Gushing-Induktion sowie deren Beeinflussung durch technologische Parameter zu

gewinnen. Eine Umsetzung dieser Erkenntnisse in Form von Anwendungen und Ver-

fahren war demnach nicht das Ziel der Arbeiten. Sie ist im Rahmen eines Fortset-

zungsantrags geplant.

Über Ergebnisse aus dem vorliegenden Berichtszeitraum wurde im Rahmen zweier 

Vorträge vor einem Fachpublikum aus der Brauindustrie berichtet

Untersuchungen zur Bildung oberflächenaktiver Proteine durch Gushing-relevante

Fusarium-Arten, Zapf, M., Niessen, L. und Vogel, R.F, 37. Technologisches Seminar 

am 21.01.04, 28.01.04, 4.02.04 sowie 10.02.04 in Freising-Weihenstephan.

Characterization of surface active proteins from Fusarium speices and grain affecting 

foam stability. Zapf, M.W., Theisen, S., Vogel, R.F., Hecht, D., Elstner, E.F. und 

Niessen, L., Proceedings of the 30th EBC Congress, Prague 2005, Fachverlag Hans 

Carl, Nürnberg, in press

Weitere Publikationen über die hier dargestellten Ergebnisse erfolgten bisher 
nicht. Bei allen Vorträgen in Inn- und Ausland erfolgte stets der Hinweis auf die AiF, 

das Bundeswirtschaftsministerium und die Wissenschaftsförderung der Deutschen 

Brauwirtschaft e.V. als Förderer der Arbeiten.

6.1 Übertragung der Ergebnisse in die betriebliche P raxis

Die Übertragung von Ergebnissen aus dem abgeschlossenen Projekt

AiF 13468/N im Sinne des Anbietens von Produkten oder Dienstleistungen durch die 

Forschungsstellen oder durch Dritte, die auf den hier dargestellten Ergebnissen be-

ruhen, sind bisher nicht bekannt.
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7. Gewerbliche Schutzrechte

Zu den während der Projektlaufzeit erhaltenen Ergebnissen wurden keinerlei 

gewerbliche Schutzrechte angemeldet.

8. Schlagwörter

Gushing, Bierqualität, nonspecific lipid transfer proteins, ns-LTP, LTP1, LTP1500,

Hydrophobine, Fusarium, Oberflächenativität, biosurfactants
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