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| Zusammenfassung

| Zusammenfassung

Pilzliche Hydrophobine sind kleine, amphiphile Proteine, die sich an hydrophil-hydrophoben
Grenzflachen zu einem Monolayer assemblieren und so die Oberflacheneigenschaften
verandern, was sie fir eine Vielzahl an biotechnologischen Anwendungen interessant macht.
In dieser Arbeit wurde ein Expressionssystem entwickelt, das die heterologe Expression von
Hydrophobinen unterschiedlicher Klasse in Escherichia coli ohne die Fusion an einen
permanenten N-terminalen Tag ermoglicht. Durch den Einsatz des Signalpeptids PelB war es
moglich, die Hydrophobine DewA, DewC, DewD und DewkE aus Aspergillus nidulans und HFBI
aus Trichoderma reesei zu produzieren und ihre biochemischen Eigenschaften zu
charakterisieren. Alle Hydrophobine waren in der Lage an Oberflaichen zu binden, die
Hydrophobizitidt von Glas zu erhéhen und zeigten emulgatorische Fihigkeiten in einem OlI-
Wasser Gemisch. Wahrend das typische Klasse | Hydrophobin DewA die stabilsten
Beschichtungen auf harten Oberflichen bildete, zeigten die nicht direkt einer Klasse
zuordbaren Hydrophobine DewD und DewE die besten Eigenschaften als Emulgator. Die
Ergebnisse unterstiitzen die zuletzt aufgekommenen Forderungen nach einer Uberarbeitung
der Einteilung der Hydrophobine und postulieren die Einflihrung einer neuen, intermedidren

Klasse.

Zusatzlich wurde der Einsatz der Hydrophobine DewA und HFBI im Denkmalschutz
untersucht. Die Proteine waren in der Lage, eine hydrophobe aber Wasserdampf-
durchldssige Beschichtung nach dem GoreTex®-Modell auf drei unterschiedlichen Lithotypen
zu bilden. Die groRe Eindringtiefe der Hydrophobine in das Gestein macht einen Einsatz
jedoch nicht nur als wasserabweisende Beschichtung, sondern auch als Vorbehandlung bei
der Konsolidierung von briichigem Gestein denkbar. Die Eigenschaft, die Polaritdt von
Oberflachen zu verdandern und die Oberflaichenspannung von Fliissigkeiten zu verringern,

kdnnte zu einem besseren Eindringen der Konsolidierungsmittel in den Stein fihren.

AbschlieBend wurden antimikrobielle Peptide an das Hydrophobin DewA fusioniert,
heterolog aus E. coli und Saccharomyces cerevisiae aufgereinigt und auf ihre antibakterielle
und fungizide Wirkung untersucht. Die hergestellten bakteriziden Oberflachen sind ein erster

Schritt im Kampf gegen Antibiotika-resistente Bakterienstamme.
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Kapitel 1: Hydrophobine

1.1 Rolle pilzlicher Hydrophobine

Hydrophobine sind kleine, amphiphile Proteine mit einer Grof3e von 50 bis 150 Aminosauren
(Wessels, 1994), die nur in Ascomyceten und Basidiomyceten vorkommen (Linder et al.,
2005). Sie wurden erstmals 1990 als Proteine, die die Oberflache der Fruchtkdrper und
Sporen von Schizophyllum commune wasserabweisend machen, beschrieben (Schuren &
Wessels, 1990) und erhielten dementsprechend auch ihren Namen (Wessels et al., 1991).
Hydrophobine werden von den Pilzen in das meist wassrige Milieu, in dem sie wachsen,
sekretiert und assemblieren sich an der Luft-Wasser-Interphase zu einem Monolayer
(Wosten & Wessels, 1997). Dies erlaubt die Ausbildung von Lufthyphen, indem die
Hydrophobine die Oberflachenspannung des wassrigen Mediums verringern und die Hyphen
so in die Gasphase vordringen konnen (Wessels et al., 1991; Waosten et al., 1999). Zusatzlich
kleiden die amphiphilen Proteine die Luftkandle der Fruchtkdrper aus und verhindern so,
dass Wasser in diese eindringen kann (Lugones et al., 1999). AuBerdem sind sie unersatzlich
fir die effiziente Verbreitung der Konidiosporen, da die amphiphile Beschichtung eine
Aggregatbildung verhindert und gleichzeitig das Anhaften der Sporen an Insekten und
Wassertropfen bevorteilt (Stringer et al., 1991; Whiteford & Spanu, 2001).

Hydrophobine sind jedoch nicht nur fir die Hydrophobizitdt pilzlicher Strukturen
verantwortlich, sondern dienen in einigen Pilzstammen der mutualistischen oder
pathogenen Interaktion mit dem Wirt. So ist eine erhohte Hydrophobin-Expression wahrend
der Symbiose von Ektomykorrhiza-Pilzen und Pflanzenwurzeln zu beobachten, diese dient
vermutlich dem vereinfachten Gasaustausch zwischen den Symbionten (Tagu et al., 1998;
Martin et al., 1999; Tagu et al., 2002). Das Hydrophobin MPG1 aus Magnaporthe grisea ist
far die Bildung von Appressorien unerldsslich und stellt somit einen Pathogenitatsfaktor dar
(Talbot et al., 1993; Talbot et al., 1996). Zusatzlich kann die Hydrophobinbeschichtung die
Sporen vor dem Immunsystem des Wirtes verstecken (Aimanianda et al., 2009). Eine

Deletion des Hydrophobins RodA in Aspergillus fumigatus fihrt beispielsweise dazu, dass die
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Sporen vom menschlichen Immunsystem angegriffen werden, wohingegen Wildtyp-Sporen
unerkannt bleiben. Zu den Hydrophobinen homologe Proteine wurden mittlerweile auch in
Hefen und Bakterien beschrieben. Die Chaplins aus der bakteriellen Gattung Streptomyces
(Cleassen et al., 2003; Kodani et al., 2005) und die Repellents aus Ustilago maydis (Teertstra

et al., 2006) bernehmen dabei dhnliche Funktionen wie die Hydrophobine.

*. *« monomeres Hydrophobin M8 assembliertes Hydrophobin

Abbildung 1: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Funktionen der Hydrophobine

Die l6slichen Hydrophobin Monomere werden von den Hyphen in das wassrige Milieu abgegeben (A) und
assemblieren an der Wasser-Luft Interphase zu einem Monolayer (B), welcher die Wasseroberflachenspannung
verringert und so das Ausbilden von Lufthyphen ermdglicht (C). D) Hydrophobine bedecken auRerdem die
Luftkanale der Fruchtkorper und verhindern so das Eindringen von Wasser. E) Auf der Sporenoberflache dienen
die Hydrophobine der besseren Verbreitung der Sporen. F) AuBerdem vermitteln die an der Zellwand
angelagerten Hydrophobine die Anheftung an hydrophobe Oberflachen, wie es zum Beispiel bei der Infektion
von Pflanzengewebe notwendig ist (verdndert nach Wésten & Scholtmeijer, 2015).
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Strukturell zeichnen sich Hydrophobine durch acht stark konservierte Cysteine aus, die vier
intramolekulare Disulfidbriicken (Cys1-Cys6, Cys2-Cys5, Cys3-Cys4, Cys7-Cys8) bilden (de
Vries et al., 1993), sich sonst jedoch in ihrer Aminosdurensequenz sehr wenig dhneln.
Unterteilt werden die Proteine anhand ihrer GroRe und biochemischen Eigenschaften in
zwei Klassen (Wessels, 1994). Klasse | Hydrophobine bestehen aus 100 bis 150 Aminosauren.
Ein GroRteil von ihnen bildet an hydrophil-hydrophoben Grenzflaichen Amyloide, sogenannte
Rodlets aus, welche nur mit sehr starken, organischen Sduren von Oberflaichen entfernt
werden kénnen (Wessels et al., 1991; Linder et al., 2005). Zusatzlich zeichnen sich die Klasse
| Hydrophobine durch eine groRRere, ungeordnete Schleife zwischen dem dritten und vierten
Cystein aus (Mackay et al., 2001; Kwan et al., 2006). Klasse Il Hydrophobine sind kleiner (50
bis 100 Aminosauren) und bilden weniger stabile Aggregate, die sich in Detergenzien und
Alkohol auflésen (Woésten & de Vocht, 2000; Paananen et al., 2003). Im Gegensatz zu den
Klasse | Hydrophobinen ist die Anzahl an Aminosauren zwischen den Cysteinen 3 und 4
sowie 4 und 5 bei den Klasse Il Hydrophobinen stark konserviert (Linder et al., 2005; Kwan et
al.,, 2008; Ren et al., 2014). Durch die Untersuchungen von immer mehr Hydrophobinen
wurde die Einteilung in nur zwei Klassen anhand der Lange der Aminosdurensequenz in
Frage gestellt. Die Einfihrung von mindestens einer neuen, dritten Klasse wurde

vorgeschlagen (Jensen et al., 2010; Littlejohn et al., 2012, Winandy et al., 2018).

Klasse | | I | | | I 1
EAS : CSIDDYKPYCCQSMSGPAGSPGLLNLIPVDLSASLG-——-—--———-————— EVVGVIGSQ———————— CGASVKCCKDDVTNTGNSFLIINAANC
RodA : CGDQAQLT-CCNKTVKTGDFTQVEEGLLAGLLSNLLGAGQGSQGLGLLDECTNIPVIPIISIASPQEKCKQPISCCONTKSSADGDLVGIGLP-C
sSC3 : CTTGSLS--CCNQVQSASSSPVTALLGLLGIVLSDLNVLVGIS———-——- CSPLTVIGVGGSG————— CSAQTVCCENTQFNGLINIG-————— c
FBH1 : CGSGSIQ--CCESVQSASAAQAAGILGPLDILTNLQGLVGSH-—=-=—-=-—-— CSPLAAVGVSGTS—--—— CSSQTVCCKDVSKSGLVNLG-=-—-—~— c)
HYD3 : CSAQSSNV=CCNGLG======—m e e e e e CLVQILGAG========— CSTKSYCCQSDAPLAVGALVNVNALNC

1 23 a 5 67 8
Klasse Il I | | I

1

HFBI : CPPGLFSNPQCCATQVLGLIGLDCKVPSQNVYDGTDFRNVCAKTGAQPLCCVAPVAGQALLC

HFBII : CPTGLFSNPLCCATNVLDLIGVDCKTPTIAVDTGAIFQAHCASKGSKPLCCVAPVADQALLC
HYD5 : C-SGLYGTSQCCATDVLGVADLDCGNPPSTPANATDFSAVCSAIGQRARCCVLPILDQGILC
MPGl : C-SGLYGSAQCCATDILGLANLDCGQPSDAPVDADNFSEICAAIGQRARCCVLPILDQGILC

1 23 4 5 67 8

Klasse I: C- Xs.7—C — C- X19.39— C -Xg.23— C— X5 — C— C — X6.18- C
Klasse Il: C-X9.10—C—C- X11—C-X16—C—Xg9—C—C—X10-C

Abbildung 2: Alignment von Klasse | und Klasse Il Hydrophobinen

Dargestellt sind die Aminosduren zwischen dem ersten und dem achten Cystein. Die acht konservierten
Cysteine sind in Gelb unterlegt, die vier gebildeten intramolekularen Disulfidbriicken mit Klammern
hervorgehoben. Die starkere Konservierung der Anzahl an Aminosaduren in den Klasse Il Hydrophobinen ist gut
zu erkennen. Verglichen wurden die Klasse | Hydrophobine EAS aus Neurospora crassa, RodA aus Aspergillus
fumigatus, SC3 aus Schizophyllum commune, FBHI aus Pleutorus ostreatus und HYD3 aus Gibberella
moniliformis sowie die Klasse Il Hydrophobine HFBI und HFBII aus Trichoderma reesei, HYD5 aus Gibberella
moniliformis und MPG1 aus Magnaporthe grisea (verandert nach Kwan et al., 2008). Dargestellt ist auBerdem
die Aminosaurenformel der Klasse | und Il Hydrophobine mit C = Cystein und X = belibige Aminosdure
(Littlejohn et al., 2012).
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Die tertidre Proteinstruktur ist bis heute nur von relativ wenigen Hydrophobinen bekannt,
vergleicht man deren Anzahl mit der Anzahl an publizierten Hydrophobingenen. Die
Strukturen der Klasse Il Hydrophobine HFBIl und HFBI (Hakanpaa et al., 2004; Hakanpaa et
al., 2006b) sowie des Klasse | Hydrophobins EAS (Kwan et al., 2006) waren die ersten, die
entschlisselt wurden. Gemeinsam haben alle Hydrophobine einen Kern bestehen aus vier -
Faltblattern (Wosten & Scholtmeijer, 2015). Die Klasse Il Hydrophobine sind kompakt
aufgebaut und besitzen kurze L1 (zwischen Cys3 und Cys4) und L3 (zwischen Cys7 und Cys8)
Schleifen sowie eine a-Helix in der L2 Schleife (zwischen Cys4 und Cys5) (Hakanpaa et al.,
2006a; Rey et al., 2013; Ren et al., 2014) (Abb. 3C). Die Klasse | Hydrophobine besitzen eine
grofRere Variabilitdt sowohl in der Ldnge als auch im Aufbau der einzelnen Schleifen. EAS aus
Neurospora crassa besitzt zum Beispiel unstrukturierte L1- und L3-Schleifen sowie ein kurzes
B-Faltblatt in der L2-Schleife (Kwan et al., 2006) (Abb. 3A). Andere Klasse | Hydrophobine wie
DewA aus Aspergillus nidulans oder RodA aus A. fumigatus haben a-Helices in den L1- und
L2-Schleifen (Morris et al., 2013; Pille et al., 2014). Obwohl sich die einzelnen Hydrophobine
in der Aminosdurensequenz und der Tertiarstruktur sehr stark unterscheiden, kénnen sie
ihre Funktionen teilweise ersetzen. Gezeigt wurde dies beispielsweise flir einen
apathogenen M. grisea Mpgl Deletionsstamm, der durch die Expression von Hydrophobinen

aus anderen Stammen teilweise rekomplementiert werden konnte (Kershaw et al., 1998).
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Abbildung 3: Die Tertidrstruktur der Hydrophobine

Schematische Darstellung der Klasse | (A, B) und Klasse Il (C) Hydrophobine. Beide Klassen enthalten einen Kern
aus vier B-Faltblattern und entweder eine a-Helix oder ein weiteres B-Faltblatt in der L2 Schleife. Bei den Klasse
| Hydrophobinen sind die L1 und L3 Schleifen relativ grof® und unstrukturiert wie bei EAS aus N. crassa (A) oder
formen eine a-Helix in der L1 Schleife wie bei DewA aus A. nidulans oder RodA aus A. fumigatus (B). Die Klasse
Il Hydrophobine sind eher kompakt und zeichnen sich durch kurze, in der Anzahl an Aminosduren stark
konservierte L1 und L3 Schleifen aus (C) (verandert nach Woésten & Scholtmeijer, 2015).
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1.2 Hydrophobine in Aspergillus nidulans

Der GieBkannenschimmel A. nidulans, ein homothallischer Ascomycet und
Modellorganismus fir eine Vielzahl biologischer Fragestellungen, besitzt mehrere
Hydrophobine. Das erste wurde bereits kurz nach ihrer Entdeckung in S. commune
beschrieben und erhielt den Namen RodA (rodletless A), da die Deletion dieses Proteins das
verschwinden der Rodlets auf der Sporenoberflache zur Folge hatte (Stringer et al., 1991).
Das Fehlen von RodA fiihrte ebenfalls zu weniger hydrophoben Kolonien und
verklumpenden Sporen. Mittlerweile wurden funf weitere Hydrophobine in A. nidulans
bestdtigt und DewA bis DewE genannt (detergent wettable A-E) (Stringer & Timberlake,
1995; de Groot et al., 2009; Jensen et al., 2010; Griinbacher et al., 2014). Die meisten von
ihnen wurden der Klasse | zugeordnet, auch wenn man sich bei DewD nicht darauf festlegen
konnte (Jensen et al., 2010). In silico Recherchen postulierten ldangst weitere vier
Hydrophobin-dhnliche Proteine in A. nidulans, die in ihrem Aufbau jedoch nicht der
klassischen Definition mit acht konservierten Cysteinen entsprechen (Littlejohn et al., 2012).
Alle sechs Hydrophobine lokalisieren an der Sporenoberfliche und sind fir deren

Hydrophobizitdt verantwortlich (Throm, 2011; Griinbacher et al., 2014).

RodA | MKFSIAAAVV-- '
MRF- Ivs:.—-r..—ETmT--mr

MKP-IGLA‘I‘-LSIJ‘---AL-— AS

KATYAG-D- T!TVDE-GL S
SPAETNNDSL——LS——.L AGL

NI---
NIV--
NI---
NHV--
GGTPK-B@YSI----- TEVGDGVDK
EPQ--- - e PLEH-G-H

SR Y §§§§§

Abbildung 4: Alignment der sechs in A. nidulans bestatigten Hydrophobine

Alignment erstellt durch den Vergleich des Hydrophobizitat-Musters der Aminosduren. Die vorhergesagten
Signalpeptide sind mit einem blauen Kasten unterlegt. Die acht charakteristischen Cysteine sind rot
hervorgehoben. Die restlichen Farben stellen den Grad an Homologie zwischen den sechs untersuchten
Hydrophobinen dar. Hellblau bedeutet 100%, Lila 71% und Griin 57% Homologie (Griinbacher et al., 2014).
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RodA und DewB besitzen einen Glykosylphosphatidylinositol (GPI) Anker, mit dem sie in der
Zellwand der Sporen fixiert sind. Eine Deletion des dazugehoérigen Aminosdaurenmotivs
fihrte bei DewB zum Verlust der Fahigkeit, an Oberflachen zu binden (Fokina et al., 2016).
Obwohl alle sechs Hydrophobine auf den Sporen vorzufinden sind, ist nur RodA essentiell fur
die Ausbildung der Rodlets genannten Mikrofibrillen. Wahrend die Sporen des ArodA
Stammes glatt sind, weisen die anderen Hydrophobin-Deletionsstimme weiterhin die
spezifische Rodlet-Struktur auf den Sporen auf (Griinbacher et al., 2014). In wéassriger Losung
wurde jedoch gezeigt, dass sowohl DewA als auch das Klasse | Hydrophobin EAS aus N.

crassa an der Wasser-Luft Grenzphase Rodlets ausbilden (Morris et al., 2011; Lo et al., 2014).

Abbildung 5: Struktur der Sporenoberfliche
Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen der Sporenoberflichen der verschiedenen A. nidulans Hydrophobin-
Deletionsstamme. Gut sichtbar sind die Rodlets, die jedoch im ArodA Stamm fehlen (Griinbacher et al., 2014).

Expressionsanalysen haben gezeigt, dass die unterschiedlichen Hydrophobine eines
Organismus zeitlich unabhangig voneinander exprimiert werden (Brown et al., 2016; Fokina
et al., 2016). In A. nidulans werden die Hydrophobine RodA, DewA, DewB und DewC erst
wahrend der Entwicklung der Metulae und Phialiden exprimiert, wohingegen DewD und
DewkE bereits in vegetativen Hyphen exprimiert werden (Griinbacher et al., 2014). Ein
ahnliches Bild findet man in S. commune, wo das Hydrophobin SC3 nur in Lufthyphen, SC1
und SC4 hingegen nur in vegetativen Hyphen vorzufinden ist (Wessels et al., 1991). Dies
deutet darauf hin, dass unterschiedliche Hydrophobine verschiedene Funktionen in einem
Organismus erflillen und dementsprechend auch eigene biochemische Charakteristika

besitzen.
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Abbildung 6: Expressionsanalysen der A. nidulans Hydrophobine

Die Expression der sechs bestatigten Hydrophobine nach dem Transfer des Myzels aus Fllssigkultur auf
Festmedium. Die Hydrophobine RodA, DewA, DewB und DewC werden erst wahrend der Entwicklung der
Metulae und Phialiden exprimiert. DewD und DewE jedoch werden bereits in vegetativen Hyphen exprimiert
(veréndert nach Griinbacher et al., 2014).

Tabelle 1: Charakteristika der bestatigten und potentiellen A. nidulans Hydrophobine (Littlejohn et al., 2012;
Griinbacher et al., 2014).

Name Aminosduren | Cysteine Aminosaurenformel Klassifizierung
RodA 157 8 C-X7-CC-X39-C-X18-C-X5-CC-X17-C Klasse |
DewA 135 8 C-X6-CC-X31-C-X23-C-Xs5-CC-X6-C Klasse |
DewB 135 8 C-X7-CC-X39-C-X18-C-X5-CC-X17-C Klasse |
DewC 143 8 C-X6-CC-X38-C-X22-C-X5-CC-X35-C | vermutlich Klasse |
DewD 101 8 C-X13-CC-X17-C-X12-C-X7-CC-Xs-C unbekannt
DewE 109 8 C-X5-CC-X32-C-X6-C-X5-CC-X13-C | vermutlich Klasse |
ANA4845 376 28 kein 8-Cystein Motiv unbekannt
AN5290 175 10 kein 8-Cystein Motiv unbekannt
AN7327 179 10 kein 8-Cystein Motiv unbekannt
AN11982 251 11 kein 8-Cystein Motiv unbekannt
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1.3 Biotechnologische Anwendung von Hydrophobinen

Aufgrund ihrer Eigenschaft, selbststdandig an Grenz- und Oberflachen zu assemblieren und so
die Eigenschaft dieser zu verdndern, sind Hydrophobine fiir biotechnologische
Anwendungen von grolem Interesse. Lange Zeit konnte man jedoch nur sehr geringe
Mengen der Proteine direkt aus dem pilzlichen Gewebe gewinnen, indem man dieses in
kochender SDS-Losung und mit Trifluoressigsdaure behandelte (Scholtmeijer et al., 2001).
Erste Versuche der rekombinanten Expression erfolgten mit dem Klasse | Hydrophobin EAS
in E. coli (Kwan et al., 2006). Die Aufreinigung von Hydrophobinen aus E. coli im industriellen
GrolBmaRstab gelang erstmals der BASF SE (Wohlleben et al.,, 2010). Durch die N-terminale
Fusion der Synthase YaaD aus Bacillus subtilis an das Hydrophobin DewA aus A. nidulans war
es moglich, groBe Mengen des Fusionsproteins aus Einschlusskérperchen aufzureinigen.
Seitdem wurden Hydrophobine in vielen Anwendungsgebieten erforscht. Beispielsweise
wird deren Einsatz als Emulgator fiir Wasser-Ol Gemische (Wohlleben et al., 2010) oder als
schaumstabilisierender Zusatz untersucht (Murray, 2007; Basheva et al., 2011). Dies wird in
der Lebensmittelindustrie, z.B. bei der Bierherstellung, als storend empfunden
(Shokribousjein et al., 2011). Industriell eingesetzt wird das Fusionsprotein H*B der BASF SE
(YaaD_DewA) von der RIBLER GmbH aus Stuttgart als Zusatzstoff im Kaltleim, der beim
Buchbinden zum Einsatz kommt. Durch den Einsatz des Hydrophobins wird die Verbindung
des Leims mit dem Papier verbessert, was zu stabileren Klebeflachen fihrt. Bereits gezeigt
werden konnte auch, dass die immunologisch inerten Hydrophobine die Aufnahme von
hydrophoben Pharmazeutika vereinfacht (Akanbi et al., 2010), diese vor dem zu schnellen
Abbau durch korpereigene Enzyme schiitzt (Zhao et al,, 2016) und eine gezielte, dosierte
Abgabe der Medikamente an den Korper ermoglicht (Valo et al.,, 2010; Bayry et al., 2012).
Die Fahigkeit der Hydrophobine, sich in Wasser-Tensid-Gemischen an der nicht-anionischen
Tensidphase anzulagern, erméglicht deren Einsatz in der selektiven Proteinaufreinigung im
AMTPS Verfahren (aqueous micellar two-phase system) (Lahtinen et al., 2008; Joensuu et al.,
2010). Auch die Anwendung als Schmiermittel, als Beschichtung zur Verminderung des
Biofilmwachstumes oder der Einsatz in Biosensoren wurden untersucht (Hektor &
Scholtmeijer, 2005; Zhao et al., 2009; Lee et al., 2015). Die heterologe Expression ermdglicht
es ebenfalls, funktionelle Gruppen, Peptide oder ganze Enzyme an Hydrophobine zu
fusionieren. So konnten Titanoberflachen mit Fusionsproteinen aus DewA und den Peptiden
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RGD und LG3 so modifiziert werden, dass Osteoblasten besser anhaften und Titanimplantate

moglicherweise besser und schneller im Korper verwachsen (Boeuf et al, 2011). Eine

Verbesserung der Enzymaktivitdt sowie das Funktionalisieren von Oberflachen mit aktiven

Enzymen waren ebenfalls durch die Fusion mit Hydrophobinen maglich (Ribitsch et al., 2015;

Fokina et al., 2016).
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Abbildung 7: Beispiele der biotechnologischen Anwendung von Hydrophobinen

; — s
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Hydrophobin

A) Ummantelung von Pharmazeutika zur besseren Aufnahme und dem Schutz vor dem enzymatischen Abbau
(verédndert nach Zhao et al, 2016). B) Beschichtung von Titanoberflichen mit DewA_RGD Fusionsprotein
erlauben Osteoblasten, besser an Implantaten zu haften (verdndert nach Kantlehner et al, 1999). C)
Funktionalisierung von Glas mit aktiven Enzymen durch DewA_Laccase Fusionsproteine (verandert nach Fokina

etal., 2016)
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Kapitel 2: Konservierung von steinernen Monumenten

Die Instandhaltung von steinernen Monumenten und Gebduden besteht aus zwei
Arbeitsfeldern, dem Schutz des Baumaterials vor dem Verfall und dem Verfestigen

(Konsolidieren) von denaturierter Bausubstanz.

2.1 Schutz vor Umwelteinfliissen

Die groBte Herausforderung in der Konservierung von steinernen Gebauden ist der Schutz
vor Wasser (Poli et al., 2004), sei es Regen, Kondenswasser oder die Feuchtigkeit, die durch
kapillare Krafte aus dem Untergrund aufsteigt (Andreotti et al., 2018). Dabei sind die
unzahligen Gefrier- und Auftauzyklen von Feuchtigkeit, die im Inneren des Steines
eingeschlossen ist, hauptsachlich verantwortlich fiur deren Zerfall. Dazu kommt die
chemische Korrosion, verursacht durch verschmutze Luft und sauren Regen sowie das
Auskristallisieren von Salzen (Toniolo et al., 2002). Daher ist der einfachste Weg, den Verfall
der steinernen Bausubstanz zu verhindern, eine Erhohung der Hydrophobizitat der
Steinoberflache. Wahrend der letzten Dekaden wurde eine Vielzahl an physikalischen und
chemischen Behandlungen vorgeschlagen, um die Wasserabsorption in den Stein zu
verhindern. Eine Moglichkeit, Oberflaichen wasserabweisender zu machen, ist es, die Rauheit
dieser zu erhohen (Tserepi et al., 2006; Chau et al.,, 2009). Der erfolgreiche Einsatz von
Plasmalasern zur Oberflaichenbehandlung (Coulson et al., 2000; Tserepi et al., 2006) wurde
jedoch verworfen, da sie im Gebaudeschutz weder logistisch noch wirtschaftlich vertretbar
war (Manoudis et al., 2009). Andere Methoden sind das Auftragen von natirlichen oder
synthetischen Wachsen (Klingspore & Kwiatowski, 1992), von Acryl- oder Siloxan-basierten
Harzen (van Hees et al., 1997; Alessandrini et al, 2000) und von Perfluoralkoxy-Polymeren
(Toniolo et al., 2002), die alle eine wasserabweisende Schicht auf der Oberflache bilden. In
den letzten Jahren wurde der Zusatz von Nanopartikeln zu den bereits etablierten Polymer-
basierten Schutzmitteln erforscht. Anorganische Siliziumoxid- (SiO2) und Titanoxid- (TiO)
Nanopartikel wurden Polymethylmethacrylat, Polyalkylsiloxanen (Manoudis et al., 2008;
Manoudis & Karapanagiotis 2014) oder Polydimethylsiloxan (PDMS) (Kapridaki &
Maravelaki-Kalaitzaki, 2013) beigemischt und konnten so die Hydrophobizitdt der Polymer-

beschichteten Oberflichen weiter erhéhen (Colangiuli et al., 2015; Munafo et al., 2015).
11
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Doch die Beschichtung von steinernen Oberflaichen mit den organischen Polymeren hat auch
negative Auswirkungen. So verlieren einige Produkte schon nach kurzer Zeit ihre
wasserabweisende Wirkung (Toniolo et al., 2002; Matteini, 2008), verandern die Farbe des
Substrates oder l6sen sich von diesem ab (Esposito Corcione et al., 2016; Graziani et al.,
2016). Eine weitere Anforderung an die Produkte ist die Moglichkeit, wieder restlos von der
Oberfliche entfernbar zu sein. Diese wurde in der Charta der Steinrestauratoren
niedergeschrieben (Ministero della Pubblica Istruzione, 1972; De Naeyer et al., 2000) und
mehrfach von Wissenschaftlern hervorgehoben, da viele der verwendeten Produkte dieser

Anforderung nicht entsprechen (Della Volpe et al., 2000; Kourkoulis, 2006).

A Wirkungsprinzip
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Tio,
Nanopartikel
auf Marmor
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Abbildung 8: Hydrophobe Oberfliachen

A) Schematische Darstellung des Wirkungsprinzips einer hydrophoben Oberfliche. Das Wasser hat nur sehr
geringen Kontakt zur Oberflache und kann so nicht an ihr haften (verandert nach Ensikat et al., 2011). B) Zwei
Beispiele der kiinstlichen Nachahmungen von natirlich vorkommenden wasserabweisenden Oberflachen.
Bekannt ist vor allem die schmutzabweisende Blattoberflache der Lotosblume mit ihren unzdhligen Pili, die
durch das Aufbringen von Nanopartikeln auf glatten Oberflachen nachgeahmt wird (verandert nach Ensikat et
al., 2011; Manoudis et al., 2009). Ein anderes Beispiel ist die mit feinen Haaren besetzte Blattoberflache des
Wassersalates, dessen hydrophober Charakter durch ein synthetisches Fell aus nanostrukturierten
Polycarbonat-Harchen auf Solarpaneele Gbertragen wird (Villers et al., 2016).
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Doch nicht nur eindringendes Wasser ist verantwortlich fir den Zerfall der steinernen
Bausubstanz von Monumenten und Gebaduden. Aggressive, phenolische Chemikalien und
Farbstoffe greifen die Steinoberflache an und machen sie poros, was sie noch anfalliger fir
das Eindringen von Wasser macht. Seit der Entdeckung seiner photokatalytischen Aktivitat
(Renz, 1921) wurde TiO; in einer Vielzahl chemischer Prozesse eingesetzt und findet auch
seit einigen Jahren Einsatz im Denkmalschutz (Munafo et al., 2015). Das hydrophile Titanoxid
wird, wie oben beschrieben, hydrophoben organischen Polymeren als Nanopartikel
beigemischt und auf steinerne Gebaude aufgetragen. Durch die lichtinduzierte, katalytische
Aktivitat ist TiO; in der Lage, phenolische Ringe zu zerstéren und somit Farbstoffe
abzubauen, wie es am Beispiel von Rhodamin, Methylenblau und an anderen Azo-

Farbstoffen gezeigt wurde (Lu et al., 2015; Quagliarini et al., 2018; Roveri et al., 2018).

Auch Mikroorganismen, die als Biofilm auf den Steinoberflichen wachsen, sind
verantwortlich flir optische Schaden an Monumenten und dem Verfall der Bausubstanz.
Dabei handelt es sich neben den dominant vorkommenden Cyanobakterien sowie Bakterien
der Gattungen Bacillus, Pseudomonas und Staphilococcus auch um Pilze, Algen und Flechten
(Warscheid & Braams, 2000; McNamara & Mitchell, 2005; Scheerer et al., 2009). Sie greifen
den Stein durch die Absonderung von sauren Metaboliten an, bohren sich hinein oder
zerstoren den dsthetischen Aspekt des Gebdudes durch das Verdandern der Farbe (Herrera et
al., 2004; Nuhoglu et al., 2006). Um eine Kolonisierung der Steinoberflachen zu verhindern,
wird der Einsatz von Silber-, Zirconiumoxid- und Kupferoxid-Nanopartikeln vermehrt

erforscht (Miller et al., 2015; Sierra-Fernandez et al., 2017; Zarzuela et al., 2017).

E ol : S. aureuss =~ . albicans

Abbildung 9: Antimikrobielle Wirkung von Nanopartikeln

Hemmbhoftest von Silber-Nanopartikeln gegen das gramnegative Bakterium E. coli, das grampositive Bakterium
Staphilococcus aureus und die Hefe Candida albicans. Chloramphenicol wurde als Positivkontrolle, n-Hexan als
Negativkontrolle eingesetzt (Shah et al., 2015).
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2.2 Verfestigung der Bausubstanz

Neben dem Schutz der Bausubstanz vor weiterem Verfall ist das Konsolidieren, also das
Reparieren von bereits entstandenen Schaden, die zweite, groe Herausforderung im
Denkmalschutz. Durch dufRere Einfllisse entstehen im Stein groRere Poren und allgemein
eine erhohte Porositdt, was das Material mechanisch instabiler werden lasst. So erhoht sich
gleichzeitig die Anfalligkeit fiir das Eindringen von Wasser, wodurch weiterer Verfall
beglinstigt wird (Cardell et al., 2003; Steiger et al., 2011). Erste Versuche, die pordsen
Steinoberflachen zu konsolidieren, erfolgten mit Calciumhydroxid (Ca(OH);), Bariumhydroxid
(Ba(OH)2) und Ammoniumoxalat ((NHa4)2C204) (Schnabel, 1992; Price et al., 1998; Lanterna et
al., 2000). Diese anorganischen Stoffe dringen jedoch nicht tief in den Stein ein und
verfestigen das behandelte Material nur in der duRersten Schicht. Die heutzutage am
weitesten verbreiteten Stoffe zur Konsolidierung sind die organischen Alkoxysilane, da sie
tiefer in den pordsen Stein eindringen und so zu einer starkeren Verfestigung fliihren. Das am
meisten benutzte Produkt ist TEOS (Tetraethoxysilan), welches nach dem Eindringen in den
Stein mit der Restfeuchtigkeit reagiert, polymerisiert und aushartet (Wheeler, 2005; Pinto &
Delgado Rodrigues, 2008). Das gebildete Silikat-Polymer bildet dabei Briicken zwischen den
einzelnen Steinkodrnern und verleiht dem pordsen Material so mehr Stabilitdt. Der Nachteil
an Alkoxysilanen ist das Schrumpfen der Chemikalie beim Auspolymerisieren, was zu
Spannungen und Rissen im Produkt und dadurch auch im Stein fihrt (Weiss et al., 2000;
Wheeler et al., 2000). Andere organische Stoffe wie Epoxidharze wéren in der Lage, dem
Stein eine groRere mechanische Stabilitat zu vermitteln, sind aber aufgrund ihrer hohen
Viskositdat und der einhergehenden Farbveranderung des Substrates nicht geeignet, Steine
zu konsolidieren (Selwitz, 1992).

Ahnlich wie beim Schutz vor Umwelteinfliissen hielten auch Nanopartikel Einzug bei der
Reparatur entstandener Schaden in steinernen Oberflachen, da ihre geringe GréRRe und die
damit verdanderte Oberflachenenergie das Eindringen in den Stein vereinfachen soll (Sierra-
Fernandez et al., 2018). Als erstes Produkt wurden Calciumhydroxid-Nanopartikel in
Isopropanol in den Stein eingebracht (Ziegenbalg et al., 2008; Giorgi et al., 2010). Nach dem
Verdampfen des Alkohols reagieren die Nanopartikel mit Kohlendioxid und der
Restfeuchtigkeit im Stein zu Calciumcarbonat. Ein Nachteil ist jedoch das Isopropanol, da der
Alkohol beim Verdampfen die Nanopartikel wieder teilweise aus den tieferen Steinschichten
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herauszieht (Borsoi et al, 2017). Im Gegensatz dazu ist die Verwendung von
Diammoniumhydrogenphosphat ((NH4)2HPO4), das im Stein mit dem vorhandenen Calzit zu
Hydroxyapatit reagiert, besser zur Konsolidierung geeignet. Die Nanopartikel werden in
einer wassrigen, leicht basischen Losung aufgetragen, welche langsamer und gleichméaBiger
trocknet, sodass die Partikel tiefer im Stein verbleiben (Naidu et al., 2011; Sassoni et al.,

2011; Sassoni et al., 2013).

Abbildung 10: Konsolidierung von porésem Steinmaterial

A) Schematische Darstellung eines kornigen, nicht konsolidierten Steines (i), eines Steines mit einem
Verfestigungsmittel, das Briicken bildet, um die einzelnen Kérner miteinander zu verbinden (ii) und eines
Steines behandelt mit einem Produkt, das die Hohlraume groRtenteils ausfullt (iii) (verdndert nach Clifton &
Frohnsdorff, 1980). B) SEM-Aufnahme (Scanning Electron Mikroscope) eines unbehandelten (links) und mit
TEOS behandelten Kalksteins (rechts). Das gebildete Silikat-polymer ist in Rot hervorgehoben (verandert nach
Milchin et al., 2016). C) SEM-Detailaufnahme der Briickenbildung zwischen den einzelnen Kdrnern eines mit
TEOS behandelten Kalksteins. Das Steinmaterial ist in Weil}, das Silikat-Polymer in Hellgrau dargestellt (Coltelli
et al., 2018).
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Kapitel 3: Antimikrobielle Peptide

Durch die Entdeckung von Penicillin im Jahr 1929 (Fleming, 1929) und dessen industrieller
Produktion in den friihen 40er Jahren gelang der Medizin der bis dato groBte Schritt in der
Bekdmpfung von Wund- und Infektionskrankheiten. Im Laufe der Zeit wurden zahlreiche
weitere Antibiotika entdeckt, wie z. B. Streptomycin (Schatz et al., 1944) und Aureomycin
(Duggar, 1948). Die Suche nach neuen antimikrobiellen Wirkstoffen halt jedoch an, da sich
vermehrt antibiotikaresistente Pathogene entwickeln, deren Eindammung eine der groBRten
Herausforderungen in der modernen Medizin darstellt.

Ein solcher Wirkstoff stammt dabei vielleicht aus der Gruppe der antimikrobiellen Peptide
(AMPs), wovon das erste 1962 aus der Haut der Gelbbauchunke (Bombina variegata) isoliert
wurde (Kiss & Michl, 1962). Sie werden von zahlreichen Organismen wie Protozoen, Pilzen,
Pflanzen, Insekten, Végeln, Fischen und Sdugetieren einschlieBlich des Menschen produziert
(Martin et al., 1995; Hancock & Lehrer, 1998; Wang & Wang, 2004; Leippe et al., 2005).
AMPs sind ein Bestandteil der angeborenen, unspezifischen Immunantwort (Boman, 1995)
und dienen der primaren Abwehr eindringender Pathogene (Zasloff, 2002; Oppenheim et al.,
2003; Hancock et al., 2006). Sehr nah miteinander verwandte AMPs sind (iber mehrere
Reiche des Lebens verteilt. Dies lasst vermuten, dass AMP-Gene bereits bei den
urspriinglichen Eukaryoten, noch vor der Aufteilung in verschiedene Reiche, vorhanden
waren (Lehrer & Ganz, 1999; Lehrer, 2007; Zhu, 2008). Bis heute (Stand 04.08.2018) sind laut
der Antimicrobial Peptide Database 2521 Peptide mit einer antibakteriellen, 1078 Peptide
mit einer fungiziden und 182 Peptide mit einer antiviralen Wirkung bekannt (Wang & Wang,
2004; Wang et al., 2009; Wang et al., 2016). Unter ihnen sind auch Peptide, die wirksam
gegen Methicillin-resistente Staphylococcuc aureus (MRSA)-Stamme und Vancomycin-
resistente Enterokokken (VRE) sind (Jenssen et al., 2006; Hancock et al., 2006). Kirzlich
wurde sogar der Einsatz von AMPs als Wirkstoff gegen Krebszellen positiv getestet (Mader &

Hoskin, 2006; Mader et al., 2007; Wu et al., 2009).
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3.1 Struktur antimikrobieller Peptide

AMPs bestehen in der Regel lediglich aus neun bis 50 Aminosauren und zeichnen sich durch
eine hohe strukturelle Diversitat aus. Ein Grof3teil der AMPs besitzt durch die Anhaufung der
basischen Aminosauren Arginin und Lysin eine positive Nettoladung, was ihnen das Anlagern
an die negativ geladene Plasmamembran ermdglicht. Zusatzlich bestehen die Peptide bis zu
50% aus hydrophoben Resten, was ihnen einen amphiphilen Charakter verleiht (Hancock &
Chapple, 1999; Hancock, 2001). Aufgrund der nicht existierenden Homologie zwischen den
AMPs ist eine starre Einteilung unmoglich, doch man hat sich grob auf die Klassifizierung in

vier Gruppen geeinigt (Andreu & Rivas, 1998; Hancock, 2001; Brogden, 2005).
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der vier AMP-Gruppen

A) lineare, gestreckte Peptide ohne Sekundarstruktur wie das Indolicidin aus dem Hausrind (1G89). B) Peptide
mit B-Faltblattern und Schleifenstruktur (B-hairpin) wie das Lactoferrin, ebenfalls aus dem Hausrind (1LFC). C)
o-helikale Peptide wie das Distinctin D1 aus der Haut der Makifrésche (1XKM). D) Peptide mit mehreren B-
Faltblatt Strukturen, die durch zwei bis drei Disulfidbriicken stabilisiert werden. Ein Beispiel hierfiir ist das
menschliche a-Defensin 1 (3GNY). Die 3D-Abbildungen wurden mit dem NGL Viewer erstellt (Rose &
Hildebrand, 2015), die entsprechenden PDB-Codes sind angegeben.

Lineare Peptide wie Indolicidin (Rozek et al., 2000), das aus den neutrophilen Granulozyten
des Hausrindes isoliert wurde, enthalten keine sekundaren Strukturen und besitzen lediglich
eine gestreckte Spiralstruktur (Abb. 11A). Das AMP Lactoferrin (Hwang et al. 1998), ebenfalls

aus dem Hausrind, enthélt wie die anderen AMPs der zweiten Gruppe zwei B-Faltblatter und
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bildet eine Schleifenstruktur (B-hairpin), die durch eine Disulfidbindung stabilisiert wird
(Abb. 11B). Amphipatische, a-helikale Peptide wie das Distinctin D1 aus der Haut der
Makifrosche (Phyllomedusa distincta) (Raimondo et al., 2005) oder das menschliche LL-37
(Cowland et al.,, 1995; Larrick et al., 1995) nehmen ihre Struktur erst in Gegenwart von
anionischen Tensiden, Alkoholen oder Phospholipiden ein (Brogden, 2005). In wassriger
Losung sind sie unstrukturiert und zeigen erst durch die Auspragung der o-Helix eine
antimikrobielle Wirkung (Abb. 11C) (Park et al., 2000). Zu der vierten Gruppe AMPs gehort
das menschliche a-Defensin 1 (Wei et al., 2009). Die Peptide dieser Gruppe besitzenden
mehrere B-Faltblatt-Strukturen und werden durch zwei bis drei intramolekulare
Disulfdbriicken stabilisiert (Abb. 11D). Peptide mit B-Faltblatt- und a-helikalen-Strukturen

sind die am meisten verbreiteten in der Natur (Hancock, 2001).

3.2 Wirkungsweise der AMPs

Durch elektrostatische und hydrophil-hydrophobe Wechselwirkungen sind antimikrobielle
Peptide in der Lage, mit der Plasmamembran des Zielorganismus zu interagieren und diese
teilweise zu zerstéren. Vor allem der Wirkmechanismus von AMPs gegen eine Vielzahl von
Bakterien ist untersucht. Die kationischen AMPs werden von den negativ geladenen
Membranen der Bakterien angezogen, konnen sich aufgrund ihres amphiphilen Charakters in
die Membran integrieren und diese so permeabilisieren (Brogden, 2005). Die Wirkungsweise
wurde in in vitro Experimenten an kinstlichen Lipiddoppelmembranen nachgewiesen. Dazu
wurden Phospholipid-Mizellen, die in ihrem Inneren einen Farbstoff tragen, mit
unterschiedlichen AMPs behandelt und der Farbstoffaustritt dokumentiert (Kang et al.,
1998; Zhao et al., 2001). Im Gegensatz zu den in vitro Experimenten missen die AMPs, um
ihre Wirkung an der Cytoplasmamembran zu entfalten, in vivo die Mureinschicht der
grampositiven und die duflere Membran der gramnegativen Bakterien passieren. Im
Gegensatz zu den grampositiven Bakterien, wo dieser Mechanismus nicht wirklich
verstanden ist, ist die Wirkungsweise in gramnegativen Bakterien zumindest teilweise
erforscht (Brogden, 2005). Die positiv geladenen AMPs verdrangen durch ihre hohe Affinitat
zu den Lipopolysacchariden der duBeren Membran Mg?*- und Ca?*-Kationen, was zur
Instabilitat der dulReren Membran flihrt (Jenssen et al., 2006). Durch eine konsekutive, nicht
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naher erforschte, selbstinduzierte Aufnahme kommt es zu einer vermehrten Translokation

der AMPs zur inneren Membran (Hancock, 1997).
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Abbildung 12: Wirkmechanismus der antibakteriellen Peptide auf die Cytoplasmamembran

Die kationischen AMPs lagern sich an der negativ geladenen Plasmamembran an und kénnen dank ihres
amphiphilen Charakters in diese integrieren. Entweder passieren die AMPs die Membran durch Translokation
oder mit Hilfe eines Transporters und entfalten ihre Wirkung im Cytoplasma, oder sie beschadigen die
Plasmamembran durch Porenbildung (nach dem barrel-stave oder toroidal Modell) oder 16sen diese auf (nach

dem carpet Modell) (verdndert nach Ageitos et al., 2017).

Der Wirkmechanismus der antimikrobiellen Peptide beruht entweder auf der Porenbildung
und dem Auflosen der Cytoplasmamembran oder der Storung intrazelluldrer Prozesse nach
Passieren der Plasmamembran. Fir die Wirkungsweise an der Cytoplasmamembran gibt es
drei Erklarungsmodelle, die je nach AMP zutreffen.

Das erste ist das barrel-stave Modell. Dabei lagern sich die AMPs mit ihrer hydrophoben
Seite an die Lipidreste der Phospholipide und bilden Poren, deren Kern aus den hydrophilen
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Seiten der AMPs besteht. Ein Beispiel hierfir ist das Peptid Alamethicin aus Trichoderma
viride (Bechinger, 1999). Die a-helikalen AMPs bilden aus drei bis elf Molekilen
wassergefillte Poren mit einem Durchmesser von 2,5 — 3 nm (Sansom, 1993; Matsuzaki et
al., 1995).

Das zweite ist das toroidal Modell, bei dem sich die a-helikalen Peptide in die
Plasmamembran einlagern und so eine Spannung innerhalb der Membran erzeugen. Dies
flhrt zu einer Krimmung der Lipiddoppelmembran und der Entstehung von Poren, deren
Inneres von den polaren Kopfgruppen der Phospholipide und den hydrophilen Seiten der
AMPs ausgekleidet ist (Brogden, 2005). Ein Beispiel fir diesen Wirkmechanismus ist das
Magainin 2 aus dem afrikanischen Krallenfrosch Xenopus laevis (Zasloff, 1987). Im Gegensatz
zum barrel-stave Modell bestehen die Poren nur aus vier bis sieben Peptidmonomeren und
haben einen flexibleren Durchmesser von 3 — 5 nm (Matsuzaki et al., 1997; Yang et al.,
2001).

Das dritte ist das carpet-like Modell. Im Gegensatz zu den vorherigen Modellen lagern sich
die AMPs hierbei horizontal an die Plasmamembran an, es kommt nicht zur Porenbildung
(Pouny et al., 1992). Nach dem Erreichen einer kritischen AMP-Konzentration an der
AuBenseite erfolgt der Zusammenbruch der Plasmamembran, vermutlich unter der Bildung
von Micellen (Shai, 1999; Ladokhin & White, 2001). Das AMP Ovispirin aus dem
Knochenmark des Hausschafes ist ein Beispiel fiir diesen Wirkmechanismus (Kalfa et al.,
2001). Doch die antibakterielle Wirkung der AMPs beruht nicht nur auf der Perforierung
der Plasmamembran, sondern auch auf der Stérung intrazelluldrer Prozesse. So hat man
festgestellt, dass Bac7 Fragmente in das Cytoplasma von E. coli eindringen, ohne die
Plasmamembran zu zerstéren. Das Wachstum der behandelten Bakterienkulturen wurde
trotzdem um den logarithmischen Faktor 2,5 verringert (Gennaro & Zanetti, 2000). Das
Spektrum an Angriffszielen reicht dabei von der Proteinbiosynthese (iber die DNA-
Replikation, enzymatische Prozesse bis hin zur Zellatmung (Lehrer et al., 1989; Park et al.,
2000; Patrzykat et al., 2002; Boman, 2003).

Obwohl iber tausend AMPs mit fungizider Wirkung bekannt sind, ist der Wirkmechanismus
dieser Peptide weit weniger untersucht als der der antibakteriellen Peptide. Und auch hier
gilt, dass durch die groRe strukturelle Diversitdt keine genauen Wirkmechanismen
vorhersagbar sind (van der Weerden et al, 2013). Auch unterscheidet sich die

Zusammensetzung der pilzlichen Plasmamembran von der bakteriellen, was unterschiedliche
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Wirkmechanismen hervorrufen muss (Matsuzaki, 1999). So besitzen pilzliche
Plasmamembranen unterschiedliche, anionische Phospholipide und zusatzlich Ergosterol
(Bloch, 1983; Theis & Stahl, 2004). AuRerdem umgibt die Zellen eine Zellwand, die aus
Proteinen, Chitin, Glukan- und Mannanpolymeren besteht. Bei filamentdsen Pilzen und
Hefen besteht die Zellwand zu Uber 50% aus B-1,3-Glucanpolymeren, die Uber B-1,6-
Bindungen miteinander verknilpft sind (Schoffelmeer, 1999). Dazu kommt eine diinne
Schicht Chitin entlang der Plasmamembran sowie glykosylierte Proteine (Bowmann & Free,

2006).

—— Zuckerreste

—— Glykoproteine

0QO000 ‘0000000 JO00

000Q000000Q000000000000 —— p-1,3-Glucan
0000000000QO00D000000000
0000000000000000Q000000 B-1,6-glycosidische

000000000000Q00000000000 Bindungen
000000000000000000000000 ...
-—’—:::.—‘-‘:'q “_3#—2:_5_.‘——5‘? —  Chitin

— Plasmamembran

Abbildung 13: Schematischer Aufbau der pilzlichen Zellwand

Dargestellt sind die Glykoproteine (griin) mit anhaftenden Zuckerresten (orange), das B-1,3-Glucannetzwerk
(dunkelblau) mit den pB-1,6-glycosidischen Bindungen (hellblau), und das Chitin (gelb), das auf der
Plasmamembran aufliegt (verdndert nach van der Weerden et al., 2013).

Die grofite Klasse an fungiziden AMPs bilden die Defensine oder Defensin-dhnliche Peptide
(van der Weerden et al., 2013). Wie bei den antibakteriellen AMPs unterscheidet man bei
den fungiziden Peptiden zwischen denen, die Schaden an der Plasmamembran der Pilze
verursachen, und denen, die in die Zellen eindringen und dort ihre Wirkung entfalten. Laut
neuesten Studien besteht jedoch kein direkter Kontakt der AMPs mit den Phospholipiden
der Membran (Hegeslis & Marx, 2013). Die AMPs binden an spezifische Domanen in den
lipid rafts, was eine hohe rdaumliche Konzentration an fungiziden Peptiden ermdglicht (De

Coninck et al., 2013). Durch transiente Poren oder mit Hilfe von Transportern ist es den
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AMPs moglich, in das Cytoplasma vorzudringen (Marx et al., 2008) und dort die Bildung von
Sauerstoffradikalen und den programmierten Zelltod herbeizurufen (Leiter et al., 2005; Aerts

et al.,, 2011).

3.3 Synthetische AMPs

In den letzten zehn Jahren ist das Herstellen von synthetischen antimikrobiellen Peptiden in
den Mittelpunkt der AMP-Forschung geriickt und dient dabei verschiedenen Zwecken
(Omardien et al., 2018). AMPs sind nur in sehr geringen Mengen aus den natirlichen
Produzenten zu gewinnen, was eine groRflachige Anwendung als Antibiotika-Ersatz
unmoglich macht (Ghosh & Halder, 2015). AuRerdem ermadglicht das synthetische Herstellen
von AMPs die Modifizierung der Aminosdurensequenz. Dadurch ist es moglich, den
Wirkungsmechanismus der einzelnen Strukturen innerhalb der AMPs zu analysieren und
moglicherweise deren Wirkung zu verbessern (Omardien et al., 2018). Viele natirliche AMPs
haben unerwiinschte Nebeneffekte wie das Schadigen von Sdugerzellen, die durch ein
besseres Verstandnis des Peptidaufbaus und den Austausch von Aminosauren geldst werden
konnten (Brogden & Brogden, 2011; Czaplewski et al., 2016). Die Erforschung und
Herstellung von kiinstlichen antimikrobiellen Peptiden, deren Sequenz nicht mit der von
natirlichen AMPs Ubereinstimmt, ist auch deshalb wichtig, da bereits einige pathogene
Bakterienstamme bekannt sind, die Resistenzen gegen bestimmte Peptide aufweisen
(Guilhelmelli et al., 2013). Ein AMP, auf dessen Basis Uber hundert verschiedene Varianten
synthetisch hergestellt wurden (Hilpert et al., 2005), ist das nur zwolf Aminosduren grofe
Bactenecin (RLCRIVVIRVCR), was in den Neutrophilen von Rindern gefunden wurde (Romeo
et al., 1988). Das durch eine Disulfidbriicke stabilisierte Peptid zeigt eine malige Wirkung
gegen gramnegative (Escherichia coli, Pseudomonas aeroguinosa) und grampositive
(Streptococcus pyogenes, Cornyebacterium xerosis) Bakterien. Bereits das Ersetzten der
Cysteine durch Alanine und damit das Entfernen der Disulfidbriicke verstarkte die Wirkung

gegen grampositive Bakterien um 50 % (Wu & Hancock, 1999).
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Zielsetzung

Seit der Entdeckung der Hydrophobine und der Maoglichkeit, sie heterolog in groRerem
Malstab zu produzieren, ergeben sich immer mehr potentielle Anwendungsbereiche fiir die
kleinen, amphiphilen Proteine. Die Expression in E. coli ist dabei jedoch an die Fusion der
Hydrophobine an bestimmte Peptide gebunden. In dieser Arbeit soll ein System entwickelt
werden, das die Expression unterschiedlichster Hydrophobine in E. coli ohne die Fusion an
einen permanenten N-terminalen Tag ermdglicht. Die fiir die Expression ausgewadhlten A.
nidulans und T. reesei Hydrophobine werden anschlieBRend auf ihre biochemischen
Eigenschaften hin untersucht und mogliche technologische Anwendungen getestet.
Aullerdem sollen die bis dato teilweise nicht klassifizierten A. nidulans Hydrophobine einer

der zwei postulierten Hydrophobinklassen zugeordnet werden.

Zusatzlich soll der Einsatz von Hydrophobinen im Denkmalschutz untersucht werden. Das
Projekt NANO-CATHEDRAL (Nanomaterials for conservation of European architectural
heritage developed by research on characteristic lithotypes) beschaftigt sich mit der
Anwendung von Nanopartikeln zum Schutz steinerner Monumente vor dem Verfall. Die
klassischen Produkte stoBen aufgrund ihrer limitierten Schutzeigenschaften an ihre Grenzen
und neue, innovative Mittel werden bendtigt. Aufgrund der Eigenschaft, hydrophile
Oberflachen in hydrophobe zu verwandeln, sollen die natiirlich vorkommenden Nanopartikel
Hydrophobine als wasserabweisende Beschichtung auf verschiedenen Lithotypen getestet

werden.

Die heterologe Expression von Proteinen ermdoglicht es, diese nach Wunsch zu verandern
und zu modifizieren. So soll in einem weiteren Schritt die Fusion von antimikrobiellen
Peptiden (AMPs) an Hydrophobine untersucht werden. Mit den AMP-Hydrophobin
Fusionsproteinen sollen Oberflichen beschichtet und auf antibakterielle oder fungizide

Eigenschaften hin getestet werden.
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lll Ergebnisse

Kapitel 1: Heterologe Expression und Charakterisierung pilzlicher
Hydrophobine

1.1 Aufbau eines alternativen Expressionssystems fiir pilzliche
Hydrophobine

Die Aufreinigung der amphiphilen, fir technische Anwendungen sehr interessanten
Hydrophobine aus den pilzlichen Ursprungsstimmen ist mit einem sehr groBen Aufwand
und einer sehr geringen Ausbeute verbunden, was die industrielle Verwendung dieser
Proteine lange Zeit unmoglich machte. Die Produktion eines Hydrophobins im grofen
MaRstab gelang erstmals der BASF SE (Wohlleben et al., 2010) mit der heterologen
Expression des Hydrophobins DewA in E. coli. Durch die N-terminale Fusion einer verkirzten
Version der Synthase YaaD aus B. subtilis an das Hydrophobin konnten grolRe Mengen dieses
Fusionsproteins (genannt H*B) gewonnen werden (Abb. 13A). Der mit 40 Aminosduren
relativ groBe Fusionspartner macht eine Charakterisierung des Hydrophobins schwierig, da
er dessen biochemische Eigenschaften moglicherweise maskiert. AuRRerdem ist eine
Verwendung dieses Expressionssystems im Projekt NANO-CATHEDRAL (Nanomaterials for
conservation of European architectural heritage developed by research on characteristic
lithotypes), unter welchem diese Arbeit entstanden ist, nicht moglich, da die BASF SE diese
Technologie patentiert hat (Patent No. US 7,892,788 B2, Subkowski et al. 2011). Anstelle des
Peptids YaaD wurde in dieser Arbeit das Signalpeptid PelB N-terminal an die Hydrophobine
DewA, DewC, DewD, DewE und HFBI aus A. nidulans und HFBI aus Trichoderma reesei
fusioniert (Abb. 13B). Das 22 Aminosauren grofRe Signalpeptid PelB stammt aus der
Pektinlyase B aus Pectobacterium carotovorum und bewirkt die Translokation der
Fusionsproteine Uber den Sec-Sekretionsweg in das Periplasma (Yoon et al., 2010;
Sockolosky & Scoka, 2013). Eine erfolgreiche Aufreinigung von PelB-Fusionsproteinen wurde
bereits flr das HIV-1 Protein Vpu (Deb et al., 2017) sowie fiir Hydrophobine der Klasse |l
(Przylucka et al., 2017) gezeigt. Zusatzlich tragen die Fusionsproteine einen C-terminalen 6-

fach His-tag zum Nachweis und einer moglichen down-stream Aufreinigung.
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Fiir die Herstellung der Expressionsvektoren wurden die Gene dewA, dewC, dewD und dewE
aus A. nidulans cDNA amplifiziert und Gber die Restriktionsschnittstellen Sph/ und Hindlll in
das Plasmid pET28a kloniert (Abb. 13C). Das fir das Klasse Il Hydrophobin HFBI codierende
Gen wurde Codon-optimiert, synthetisiert und ebenfalls lber die oben genannten
Restriktionsschnittstellen in pET28a eingebracht. Das fiir das Signalpeptid PelB kodierende
DNA-Fragment wurde aus zwei komplementdren Oligonukleotiden durch Primerligation
hergestellt und N-terminal Uber die Schnittstellen Ncol und Sphl vor die jeweiligen
Hydrophobine kloniert. Durch Site-Directed Mutagenesis wurde abschliefend die Ncol
Schnittstelle vor pelB entfernt, um eine optimale Distanz zwischen Fusionsprotein und der

T7/lacO Promotor-Region mit der enthaltenen Pribnow-Box zu gewahrleisten.

A H*B: [ YaaD I DewA IGxH] 18,8 kDa
B pelB_DewA: [ pelB I DewA stH] 16,4 kDa
Signalpeptid, Sekretion in das
Periplasma
C pT5/laco T7 term
Fusionsprotei
Fusionsprotein T7/1acO L
KanR
AmoR _— \/
pBASF2 _ pLW64
3956 bp 5751 by
Lac— ’
ColE1
ColE1 origin

Abbildung 14: Expressionssystem fiir pilzliche Hydrophobine

A) Schematische Darstellung des Fusionsproteins H*B, bestehend aus dem Peptid YaaD aus B. subtilis, dem
Hydrophobin DewA und einem 6-fach His-Tag. B) Schematische Darstellung des Fusionsproteins zur
heterologen Expression von DewA. Das Hydrophobin wurde N-terminal an das Signalpeptid PelB aus
Pectobacterium carotovorum fusioniert und C-terminal an einen 6-fach His-tag. Fir beide Proteine ist die
theoretische Masse angegeben. C) Vektorkarten der Plasmide zur Expression der Fusionsproteine H*B (pBASF2)
und pelB_DewA (pLW64).
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1.2 Aufreinigung der Hydrophobine aus E. coli

Die heterologe Proteinexpression fand in frisch mit dem Expressionsvektor transformierten,
chemisch kompetenten SHuffle® T7 E. coli statt. Ausgehend von einer Ubernachtkultur
wurde die Hauptkultur in einem Schikanekolben angeimpft und auf eine ODgoo von 0,6 - 0,8
wachsen gelassen, bevor der T7 Promotor mit 0,5 mM IPTG (lsopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid) induziert wurde. Nach der Inkubation iber Nacht wurde die Kultur
geerntet und die Zellen mit der Frensh Pressure Cell Press (AMINCO, Maryland, USA)
aufgeschlossen. In mehreren Zentrifugations- und Waschschritten wurden die
Einschlusskorperchen, in denen sich die Hydrophobine zusammenlagern, aufgereinigt. Durch
die Zugabe von NaOH wurden die Einschlusskorperchen aufgeschlossen und das
Hydrophobin ging in Losung. Mit H3PO4 wurde der pH auf 8,0 eingestellt und die |6slichen
Hydrophobine wurden von den restlichen festen Bestandteilen durch Zentrifugation
getrennt. Die aufgereinigten Hydrophobine konnten in Roti®-Blue gefarbten SDS-Gelen und
per Western Blot nachgewiesen werden (Abb. 15). Dabei waren neben der Monomer-Bande

auch Banden zu erkennen, welche in ihrer GroRe Dimeren oder Trimeren entsprechen.

DewA DewA

M
kDa VI NI P US VI NI P US

45.0
35.0

-
25.0

g - [
18.4

14.4

Abbildung 15: Nachweis des aufgereinigten Hydrophobins DewA

Das in E. coli heterolog exprimierte Protein DewA (roter Pfeil) wurde aus den Einschlusskdorperchen aufgereinigt
und in einer SDS-PAGE mit 15%igem Gel aufgetrennt. Die Proteine wurden anschliefend im Gel mit Roti®-Blue
gefarbt oder fiir zwei Stunden bei 40 V auf eine Nitrocellulosemembran lbertragen. Der immunhistochemische
Nachweis erfolge mit einem Primarantikdrper gegen den 6x-His Tag und einem Peroxidase-gekoppelten
Sekundarantikérper. M = GroRenstandard, VI = Probe der Kultur vor der Induktion mit IPTG, NI = Probe der
Kultur 16 Stunden nach der Induktion mit IPTG, P = Pellet nach dem AufschlieRen der Einschlusskdrperchen, US
= Uberstand mit dem I8slichen Hydrophobin nach dem letzten Zentrifugationsschritt (verdndert nach Winandy
et al., 2018).
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Mit diesem Expressionssystem war es moglich, neben DewA auch die weiteren Klasse |
Hydrophobine aus A. nidulans, DewC, DewD und DewE sowie das Klasse Il Hydrophobin HFBI
aus T. reesei in grolen Mengen zu gewinnen (Abb. 16). Die Ausbeute fiir eine 1-Liter Kultur
betrug fir DewA 2,3 mg/ml in 20 ml Endvolumen, was einer Gesamtmenge von 46 mg
entspricht. Die Ausbeuten fir DewC, DewD, DewE und HFBI lagen bei 68 mg, 42 mg, 38 mg

und 26 mg. Die Hydrophobine wurden anschlielend gefriergetrocknet und bei 4 °C

aufbewahrt.
H*B DewA DewC DewD DewE HFBI
55kpa
W 40kDa .
35kDa W
25kDa -
-4
.- 2 H*B: 18,3 kDa
- DewA: 16,4 kDa
Loddie A gl DewC: 17,5 kDa
-4 DewD: 13,9 kDa
Dewtk: 14,3 kDa
HFBI: 11,7 kDa

Abbildung 16: Nachweis der aufgereinigten A. nidulans Klasse | Hydrophobine DewA, DewC, DewD und DewE
sowie des Klasse Il Hydrophobins HFBI aus T. reesei

Die aus E. coli heterolog aufgereinigten Hydrophobine wurden in einer SDS-PAGE mit 15%-igem Gel
aufgetrennt, flr zwei Stunden bei 40 V auf eine Nitrocellulosemembran tbertragen und immunhistochemisch
mit einem Primarantikorper gegen den 6x-His Tag und einem Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikérper
nachgewiesen (roter Pfeil). Aufgetragen wurden 23 pg DewA, 34 ug DewC, 21 pg DewD, 19 pg DewE und 26 ug
HFBI. Als Kontrolle ist das ebenfalls heterolog produzierte Fusionsprotein H*B aufgetragen (20 pg). Die
theoretische Masse der Proteine ist angegeben.

1.3 Beschichtung von harten Oberflachen

Die Beschichtung von harten Oberflachen fand angelehnt an Rieder et al. (2011) statt. Um
die optimalen Bedingungen fiir gleichmaRige Hydrophobinbeschichtungen zu ermitteln,
wurde lyophilisiertes DewA in unterschiedlichen Konzentrationen in Beschichtungspuffer
geldst und auf gereinigte Objekttrager gegeben. Diese wurden in einer Feuchtekammer fiir
zwei Stunden bei 60 °C gebacken, mit Wasser gewaschen und trocknen gelassen. Mit

primdren Antikorpern gegen den 6-fachen His-tag und Cy3-gekoppelten sekundaren
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Antikorpern wurden die Hydrophobine im Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen. Eine
gleichméaRBige Beschichtung konnte bei einer Proteinkonzentration von 100 pg/ml
nachgewiesen werden. Niedrigere (50 ug/ml) oder sehr viel hohere Konzentrationen (500
ug/ml) fihrten zu unvollstandigen Beschichtungen oder Protein-Akkumulationen auf der
Oberflache (Abb. 17). Ausgehend von diesem Ergebnis wurden Objekttrager auch mit den
anderen Hydrophobinen mit einer Proteinkonzentration von 100 pg/ml beschichtet und am
Fluoreszenzmikroskop untersucht. Mit DewC, DewD und HFBI konnten vergleichbare
Beschichtungen erreicht werden. DewkE allerdings zeigte eine ungleichmaRige, kornige
Verteilung der Hydrophobine auf der Oberflache (Abb. 18). Diese konnte auch nicht durch
geringere oder hohere Mengen an DewE im Beschichtungspuffer vermieden werden (Abb.

19).

DewA 50 pg/ml DewA 100 pg/ml

DewA 250 pg/ml DewA 500 pg/ml

Abbildung 17: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Beschichtung von Objekttragern mit
unterschiedlichen Konzentrationen DewA

Glaserne Objekttrager wurden fiir zwei Stunden bei 60°C mit unterschiedlichen DewA-Konzentrationen
beschichtet. Nach mehreren Waschschritten wurden die Hydrophobine mit einem Priméarantikérper gegen den
6x-His Tag und einem Cy3-gekoppelten Sekundarantikérper nachgewiesen und am Fluoreszenzmikroskop
untersucht. Eine gleichméaRige Beschichtung konnte mit 100 pg/ml erreicht werden. Bei geringeren oder viel
hoheren Konzentrationen kam es zu unvollstandigen Beschichtungen (50 ug/ml) oder zu Protein-Aggregaten
auf der Oberflache. Der MaRstabsbalken entspricht 20 um (Winandy et al., 2018).
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Abbildung 18: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Beschichtung von Objekttrigern mit den
Hydrophobinen DewA, DewC, DewD, DewE und HFBI

Glaserne Objekttrager wurden fiir zwei Stunden bei 60°C mit den Hydrophobinen DewA, DewC, DewD, DewE
und HFBI mit einer Proteinkonzentration von 100 pg/ml beschichtet. Als Negativkontrolle diente BSA. Nach
mehreren Waschschritten wurden die Hydrophobine mit einem Priméarantikérper gegen den 6x-His Tag und
einem Cy3-gekoppelten Sekundarantikorper nachgewiesen und am Fluoreszenzmikroskop untersucht. Eine
erfolgreiche Oberflachenbeschichtung war mit allen Hydrophobinen moglich. Der Malistabsbalken entspricht
20 um (Winandy et al., 2018).

DewE 50 pg/ml DewE 100 pg/ml

DewE 200 pug/ml DewE 500 pg/ml

Abbildung 19: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Beschichtung von Objekttragern mit
unterschiedlichen Konzentrationen DewE.

Glaserne Objekttrager wurden fiir zwei Stunden bei 60°C mit unterschiedlichen DewE-Konzentrationen
beschichtet. Nach mehreren Waschschritten wurden die Hydrophobine mit einem Primarantikdrper gegen den
6x-His Tag und einem Cy3-gekoppelten Sekundarantikérper nachgewiesen und am Fluoreszenzmikroskop
untersucht. Bei allen getesteten Konzentrationen ist eine ungleichmaRige, kornige Verteilung der Proteine auf
der Oberflache sichtbar. Der MaRstabsbalken entspricht 20 um (Winandy et al., 2018).
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1.4 Rasterkraftmikroskopie

Um die von den Hydrophobinen gebildeten Beschichtungen genauer zu untersuchen wurden
sie am Rasterkraftmikroskop untersucht. Dazu wurden beschichtete Objekttrdager an der Luft
von einem Cantilever mit einer Resonanzfrequenz von 65 kHz bis 75 kHz im Nicht-Kontakt-
Modus ,,abgetastet”. Zunachst wurden Scans mit einer Seitenlange von 20 um angefertigt
(Abb. 20A). Auf den Amplitudenbildern ist eine feinkdrnige Oberflache zu erkennen, welche
sich deutlich von der reinen Glasoberfliche unterscheidet. Die abgebildeten feinen
Strukturen glichen denen auf den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen. Eine
detailreichere Abbildung der Oberflachenstruktur konnte durch Scans mit einer Seitenlange
von 1 um und einer leicht hoheren Resonanzfrequenz erreicht werden. Sichtbar wurde eine
Schicht kleiner, kugeliger Strukturen von 10 nm - 20 nm Durchmesser, die teilweise von
groReren Strukturen Uberdeckt wurden (Abb. 20B). Bei unbehandeltem Glas fehlten diese
globuldren Strukturen komplett. Rodlet-dhnliche Strukturen, wie sie auf der Oberflache von
Sporen vorzufinden sind, konnten weder fir DewA noch fiir die vier anderen getesteten
Hydrophobine nachgewiesen werden. Neben den Amplitudenbildern wurden auch
Hohenbilder angefertigt. Diese ergaben fir DewA ein Hohenprofil von -4 nm — 4 nm und
demnach eine maximale Aggregat-Hohe von 8 nm (Abb. 21). Dies war vergleichbar mit den
Ergebnissen fir DewC (max. 6 nm), DewD (max. 8 nm) und HFBI (max. 6 nm). Bei den
Beschichtungen mit DewE konnten Auslenkungen bis zu 20 nm im Héhenprofil gemessen
werden. Diese grofleren Aggregate waren auch deutlich auf dem Hohenbild als groRe, weilke

Flachen erkennbar.
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Abbildung 20: Rasterkraftmikroskopische Amplituden-Aufnahmen von unbehandeltem und mit
Hydrophobinen beschichtetem Glas

Die Oberflachen wurden mit einem Silizium Cantilever bei einer Resonanzfrequenz von 65 kHz bis 75 kHz im
Nicht-Kontakt-Modus gescannt. A) Scans mit einer Seitenldinge von 20 um. Eine feinkornige
Oberflachenstruktur der Hydrophobinbeschichtung ist zu erkennen, die sich deutlich von der von
unbehandeltem Glas unterscheidet. B) Scans mit einer Seitenldange von 1 um. Sichtbar sind kleine kugelige
Strukturen, die teilweise von groReren tiberdeckt sind. Diese Strukturen fehlen komplett bei reinem Glas. Der
MaRstabsbalken betragt 5 um fir (A) und 200 nm fir (B) (verandert nach Winandy et al., 2018).
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Abbildung 21: Rasterkraftmikroskopische Hohen-Aufnahmen der Hydrophobinbeschichtungen auf Glas und
die dazugehérigen Hohenprofile
Die Oberflachen wurden mit einem Silizium Cantilever bei einer Resonanzfrequenz von 65 kHz bis 75 kHz im
Nicht-Kontakt-Modus gescannt. Die Hohenprofile wurden entlang der in Rot gekennzeichneten Linie im
Hohenbild generiert. DewA, DewC, DewD und HFBI zeigen vergleichbare Profile mit maximalen Aggregatdicken
von 6 nm bis 8 nm. DewE hingegen bilden Aggregate mit bis zu 20 nm Dicke. Diese Proteinakkumulationen sind
auch deutlich auf dem Hohenbild als grolRe, weile Flachen zu erkennen (verdndert nach Winandy et al., 2018).
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Zusatzlich wurde die Adhasionskraft der ausgebildeten Hydrophobinbeschichtungen auf Glas
untersucht (Abb. 22). Dazu wurde die Oberflache nicht wie vorher beschrieben im Nicht-
Kontakt-Modus ,,abgetastet”, sondern der Cantilever wurde gezielt an einer Stelle auf die
Oberflache gedriickt und wieder abgezogen. Die Auslenkung des Cantilevers wurde dabei
dokumentiert und in einem force plot dargestellt. In Rot ist die Konvergenz, die Auslenkung
den Cantilevers in Richtung Oberfliche, dargestellt, und in Blau die Divergenz, die
Auslenkung des Cantilevers auf dem Rickweg. Durch diese Methode kann man zwischen
harten, weichen und klebrigen Oberflaichen unterscheiden. Bei allen fiinf untersuchten
Hydrophobinen sind die jeweilige Konvergenz und Divergenz fast deckgleich und deuten auf

eine harte, nicht klebrige Oberflache hin.
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Abbildung 22: Adhdsionskraft-Messungen von Hydrophobin beschichtetem Glas

Fiir die Messung der Adhasionskrafte der Hydrophobin-beschichteten Glasoberflachen wurde der Cantilever
des Rasterkraftmikroskops gezielt auf die Oberfliche gedriickt, wieder abgezogen und seine Auslenkung
wdéhrend des Prozesses dokumentiert. In den Force-Plots ist auf der X-Achse die relative Distanz des Cantilevers
zur Oberflache und auf der Y-Achse die Auslenkung des Cantilevers relativ zur aufgebrachten Kraft aufgetragen.
In Rot ist die Konvergenz des Cantilevers zur Oberflache hin und in Blau die Divergenz von der Oberflaiche weg
dargestellt. Bei allen fiinf Hydrophobinen sind Konvergenz und Divergenz fast deckgleich und deuten auf eine
harte, nicht klebrige Oberflache hin (verandert nach Winandy et al., 2018).
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1.5 Effekt der Hydrophobinbeschichtung

Um die Auswirkungen der unterschiedlichen Hydrophobinbeschichtungen auf die
Benetzbarkeit der behandelten Oberflichen zu testen, wurden die Wasserkontaktwinkel
bestimmt. Hierzu wurde ein Tropfen Wasser auf die Oberflache gegeben und die Winkel, die
der Tropfen mit der Oberflache bildet, gemessen (Abb. 23A). Unbeschichtetes Glas wies
Kontaktwinkel von 29,6 + 2,4° auf. Die Beschichtungen mit DewA und DewE bildeten die
wasserabweisendsten Oberflaichen mit Kontaktwinkeln von 76,3 + 0,6° und 76,8 + 1,2°. Mit
DewC und DewD beschichtetes Glas war weniger hydrophob mit Kontaktwinkeln von 66,0 +
1,2° und 62,2 £ 1,9°. Der hydrophobe Effekt des Klasse Il Hydrophobins HFBI lag mit 71,8
1,4° in der Mitte der getesteten Beschichtungen (Abb. 23B). Insgesamt konnten alle

Hydrophobine dem Glas einen wasserabweisenden Charakter verleihen.
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Abbildung 23: Effekt der Hydrophobinbeschichtung auf Glas

A) Aufnahmen von Wassertropfen auf unbehandeltem und mit Hydrophobinen beschichtetem Glas. B)
Messungen der Kontaktwinkel, die sich zwischen der Aullenseite des Tropfens und der Oberflache bilden.
Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung mit n = 20 (verandert nach Winandy et al., 2018).

1.6 Stabilitat der Hydrophobinbeschichtung

Neben der Fahigkeit, gleichmaRige Beschichtungen auszubilden und die Charakteristika von
Oberflachen zu verandern, spielt bei etwaigen technischen Anwendungen auch die Stabilitat
der Hydrophobine auf behandelten Flachen eine entscheidende Rolle. Um diese zu testen,

wurden beschichtete Glasoberflichen mit Wasser, Ethanol, SDS, UV-Licht und Hitze
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behandelt und die verbliebene Hydrophobinbeschichtung analysiert. Dazu wurden die freien
Fenster von glasernen 8-well Objekttragern mit den unterschiedlichen Hydrophobinen
beschichtet und die Objekttrager zur Halfte in die zu testende Losung (ddH.0, 70% EtOH und
1% SDS) gestellt (Abb. 24A). Darin wurden die Proben bis zu sieben Tage stehend inkubiert.
Die Stabilitat gegentber UV-Licht wurde in einem DNA-Crosslinker, die Stabilitdt gegenliber

Hitze in einem Hybridisierungsofen bei 80 °C getestet.

Kontrolle 19 20 @ :@
eingetaucht
= behandelt \

zu testende Losung

Abbildung 24: Schematischer Aufbau des Stabilitats-Assay

A) Mit Hydrophobin beschichtete 8-well Objekttrager wurden zur Halfte in die zu testende LOosung gestellt,
fixiert und darin bis zu 7 Tage stehend inkubiert. B) Das Schema stellt die drei Regionen dar, von denen die
Fluoreszenzintensitat jeder mikroskopischen Aufnahme ausgewertet wurde.

Nach einem, drei oder sieben Tagen wurden die entsprechenden Objekttrdager aus den
Losungen entfernt, mit ddH.O gespilt und die Hydrophobine, mit Antikdrpern
nachgewiesen, am Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die Fluoreszenzintensitat der
eingetauchten Beschichtungen wurde mit der Intensitdit der nicht eingetauchten
Beschichtungen verglichen, welche als 100% festgelegt wurden. Insgesamt wurden fir jeden
Zeitpunkt und jede Kondition drei Regionen von sechs Aufnahmen ausgewertet (Abb. 24B).
Die Beschichtungen mit DewA stellten sich dabei als die stabilsten gegeniiber Wasser,
Ethanol und SDS heraus. Nach sieben Tagen in ddH,O waren noch 97,6 * 4,2% der
Beschichtung vorhanden. 70% EtOH reduzierte die Beschichtung auf 92,3 £ 5,2% und 1% SDS
auf 66,2 + 2,4% (Abb. 25A). Die Behandlung mit ddH,0 fiihrte nach einer Woche bei DewC zu
einem Verlust von 2,9 + 1,8% der Beschichtung. In 70% EtOH und 1% SDS inkubierte
Beschichtungen mit DewC wiesen nach sieben Tagen noch eine Fluoreszenzintensitit von
59,9 + 3,6% bzw. 38,6 + 1,7% auf (Abb. 25B). DewD und DewE formten die am wenigsten
stabilen Beschichtungen. Nach einer Woche in Wasser waren noch 73,6 + 2,9% bzw. 73,3 +

6,4% der urspriinglichen Beschichtung vorhanden.
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Abbildung 25: Ergebnisse des Stabilitdts-Assay

Nach der Inkubation der Hydrophobin-beschichteten 8-well Objekttrager in ddH.0, 70% EtOH und 1% SDS
wurden die Hydrophobine mit einem Priméarantikérper gegen den 6x-His Tag und einem Cy3-gekoppelten
Sekundarantikdrper nachgewiesen und am Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die Diagramme zeigen die
verbliebende Fluoreszenzintensitdt der Beschichtungen mit den Klasse | Hydrophobinen DewA (A), DewC (B),
DewD (C), DewE (D) und dem Klasse Il Hydrophobin HFBI (E) nach den Behandlungen mit den entsprechenden
Losungen. Angegeben sind die Fluoreszenzintensitaten nach einem Tag (Griin), drei Tagen (Blau) und sieben
Tagen (Orange). Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung mit n = 18 (* p < 0,01)
(veréandert nach Winandy et al., 2018).

Die Behandlungen mit EtOH und SDS entfernten die Hydrophobine DewC und DewD fast
komplett von den Glasoberflachen (Abb. 25C und 25D). Die Beschichtungen mit dem Klasse Il
Hydrophobin HFBI waren relativ stabil gegenliber Wasser und EtOH und die Resultate
vergleichbar mit denen von DewC. 1% SDS konnte allerdings 85,5 + 0,9% der Beschichtung
mit HFBI entfernen (Abb. 25E). Die Bestrahlung mit UV-Licht reduzierte die Beschichtungen
mit DewA um 16,4 + 5,4% und mit DewC um 10,7 + 1,7% (Abb. 26). DewD, DewE und HFBI
waren unstabiler gegeniiber UV-C und wurden um 36,9 + 2,4% bzw. um 35,8 + 7,7% und um

30,5 £ 7,6% vermindert. Nach der Behandlung fiir zwei Stunden bei 80 °C im
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Hybridisierungsofen  zeigte die  Beschichtung mit DewA eine verbleibende
Fluoreszenzintensitat von 65,0 + 3,9% verglichen mit den nicht gebackenen Proben. DewD
war am instabilsten mit nur noch 45,0 + 3,2% vorhandener Beschichtung nach dem Backen.
DewC, DewE und HFBI waren vergleichbar resistent gegeniiber trockener Hitze mit

verbleibenden Beschichtungen von 51,4 +1,1%, 53,6 + 2,5% und 52,1 + 4,0%.
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Abbildung 26: Stabilitdt der Hydrophobinbeschichtungen gegen UV-C und Hitze

Hydrophobin-beschichtete Objekttrager wurden fiir 20 Minuten mit UV-C (254 nm Wellenlange) bestrahlt oder
flir zwei Stunden bei 80°C gebacken. Anschliefend erfolgte der Nachweis der Hydrophobine mit einem
Primarantikorper gegen den 6x-His Tag und einem Cy3-gekoppelten Sekundarantikbrper sowie die
Untersuchung am Fluoreszenzmikroskop. Das Diagramm zeigt die verbleibende Fluoreszenzintensitat der
Beschichtungen mit den unterschiedlichen Hydrophobinen nach der Belichtung mit UV-C (Griin) und dem
Backen bei 80 °C (Blau). Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung mit n = 18 (* p < 0,01)
(veréandert nach Winandy et al., 2018).

1.7 Hydrophobine als Emulgator

Aufgrund ihrer amphiphilen Eigenschaften und der pilzlichen Herkunft bieten sich
Hydrophobine als natiirliche Emulgatoren an. Die Fahigkeit stabile Emulsionen aus
wasserloslichen und -unléslichen Flissigkeiten zu bilden wurde mit einem einfachen Test
analysiert. Hierzu wurden 2 ml Ol mit 2 ml hydrophobinhaltigem Wasser gut gemischt und
die anschlieBende Phasentrennung per Videokamera dokumentiert. Als Kontrolle diente
Wasser ohne Hydrophobinzusatz. Bei einer Hydrophobinkonzentration von 100 pg/ml stellte
sich heraus, dass DewD die Phasentrennung am starksten verlangsamt (Abb. 27). DewC und
HFBI zeigten die schwadchste Fahigkeit, als Emulgator zu dienen. Eine Erhdéhung der
Proteinkonzentration auf 500 pg/ml verlangsamte sichtbar die Phasentrennung bei allen
Hydrophobinen im Vergleich zu den 100 pg/ml (Abb. 28). DewD zeigte auch bei der héheren

Konzentration die besten emulgatorischen Fahigkeiten.
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Abbildung 27: Emulsions-Assay mit 100 pg/ml Hydrophobin

2 ml Ol wurden mit 2 ml hydrophobinhaltigem Wasser gemischt und die Phasentrennung wurde {ber einen
Zeitraum von 150 s dokumentiert. Die Endkonzentration Hydrophobin im Gesamtvolumen betrug 100 ug/ml.
Der Pfeil markiert die Grenzphase zwischen Ol- und Wasserphase. DewD konnte die Auftrennung in wissrige
und 6lige Phase am starksten verlangsamen (veréndert nach Winandy et al., 2018).
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Abbildung 28: Emulsions-Assay mit 500 pg/ml Hydrophobin

2 ml Ol wurden mit 2 ml hydrophobinhaltigem Wasser gemischt und die Phasentrennung wurde {ber einen
Zeitraum von 150 s dokumentiert. Die Endkonzentration Hydrophobin im Gesamtvolumen betrug 500 ug/ml.
Der Pfeil markiert die Grenzphase zwischen Ol- und Wasserphase. Im Vergleich zu einer
Hydrophobinkonzentration von 100 pg/ml ist die Phasentrennung deutlich verlangsamt. DewD konnte die
Auftrennung in wdssrige und 6lige Phase auch bei einer Proteinkonzentration von 500 pg/ml am starksten
verlangsamen (verdandert nach Winandy et al., 2018).
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Fiir einen Langzeitversuch wurden 3 ml Ol mit 1 ml hydrophobinhaltigem Wasser (500 pg/ml
als Endkonzentration) gemischt und fir eine Woche unberihrt stehen gelassen. Der hohere
Prozentsatz Ol vereinfacht das Bilden einer stabilen Emulsion gegeniiber der 1:1 Mischung
der vorherigen Tests. Getestet wurde das Fusionsprotein aus YaaD und DewA der BASF SE,
H*B, sowie die Hydrophobine DewA und DewD (Abb. 29). Nach sieben Tagen war die
Phasentrennung bei der Probe mit dem H*B Protein vergleichbar mit der Wasserkontrolle.
Verglichen mit dem H*B zeigte das DewA ohne das Peptid YaaD bessere emulgatorische
Fahigkeiten. Die Phasentrennung bei DewD war am wenigsten weit vorangeschritten. Dieses

Hydrophobin eignet sich demnach am besten als Emulgator in Wasser-Ol Mischungen.

Kontrolle H*B DewA DewD

Abbildung 29: Emulsions-Assay iiber sieben Tage

3 ml Ol wurden mit 1 ml hydrophobinhaltigem Wasser gemischt und die Phasentrennung wurde nach sieben
Tagen dokumentiert. Die Endkonzentration Hydrophobin im Gesamtvolumen betrug 500 pug/ml. DewA zeigt
ohne das N-terminale Peptid YaaD bessere emulgatorische Fahigkeiten als mit dem Peptid (H*B). Bei DewD war
die Phasentrennung am wenigsten vorangeschritten.
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Kapitel 2: Hydrophobine als wasserabweisende Beschichtung zum
Schutz steinerner Monumente

2.1 Beschichtung unterschiedlicher Lithotypen

Der Schutz steinerner Bauwerke vor Wasser ist eine der grofRten Herausforderungen der
Restoration und Instandhaltung architektonischer Monumente. Durch das Eindringen von
Wasser in den Stein und zigfache Gefrier- und Auftau-Zyklen entstehen Risse in der Struktur
und die Steine werden briichig. Die Fahigkeit der Hydrophobine, hydrophile Oberflachen in
wasserabweisende zu verwandeln, macht sie zu interessanten Kandidaten, um die

wsserinduzierte Degradierung steinerner Gebilde zu bekampfen.

A

Abbildung 30: Herkunft der verwendeten Lithotypen

A) Der Obernkirchen Sandstein wurde im Koélner Dom (Hohe Domkirche Sankt Petrus) verbaut (www.dbu.de).
B) Der Balegem Kalkstein wurde beim Bau der Sint-Baafs Kathedrale in Gent verwendet
(www.sintbaafskathedraal.be). C) Der Dom in Pisa (Dom Santa Maria Assunta) besteht hauptsachlich aus
Carrara Marmor (eigene Aufnahme).
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Zuerst wurde untersucht, ob die Hydrophobine in der Lage sind, an unterschiedliche
Lithotypen zu binden und so deren Oberflachencharakteristika zu verandern. Dazu wurden
Steinproben von Obernkirchen Sandstein, Balegem Kalkstein und Carrara Marmor mit dem
Klasse | Hydrophobin DewA und dem Klasse Il Hydrophobin HFBI beschichtet. Die entsalzten
und getrockneten Steine wurde 5 mm tief in Hydrophobin enthaltenden
Beschichtungspuffer (100 pg/ml DewA oder HFBI) gelegt und zwei Stunden lang bei 60 °C
gebacken. Der Nachweis der Hydrophobine auf der Steinoberfliche im
Fluoreszenzmikroskop war aufgrund der starken Autofluoreszenz der im Stein
eingeschlossenen Mineralien nicht moglich (Abb. 31). Aus diesem Grund wurden die
Hydrophobine auf der Oberfliche der Steine mit einem primaren a-His Antikorper und
einem sekunddren, Peroxidase-gekoppelten Antikdrper nachgewiesen, wie sie im Western
Blot Anwendung finden. Sowohl DewA als auch HFBI konnten an die drei unterschiedlichen

Lithotypen binden (Abb. 32).

Abbildung 31: Autofluoreszenz vom Balegem Kalkstein

Der Kalkstein wurde am Fluoreszenzmikroskop mit den unterschiedlichen Anregungswellenlangen fir die
Fluorophore dsRED, GFP und YFP belichtet. Die starke Autofluoreszenz der Mineralien macht einen Nachweis
der Hydrophobine auf der Steinoberflaiche mit einem Fluorophor-gekoppelten Antikorper unmoglich. Der
Malfstabsbalken betragt 200 um.
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Abbildung 32: Nachweis der Hydrophobinbeschichtung von Obernkirchen Sandstein, Balegem Kalkstein und
Carrara Marmor

Die drei Lithotypen wurden fiir zwei Stunden bei 60 °C mit DewA und HFBI beschichtet. Der Nachweis der
Hydrophobine auf der Steinoberflache erfolgte wie beim Western Blot mit einem primaren a-His Antikorper
und einem Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikdrper. Als Negativkontrolle dienten unbeschichtete
Steinproben der drei Lithotypen.

2.2 Bestimmung der Eindringtiefe der Hydrophobine in den Stein

Ein interessanter Aspekt im Zusammenhang mit der Instandhaltung und dem Schutz von
steinernen Monumenten ist die Penetrationstiefe der aufgetragenen Schutz- und
Verfestigungsmittel. Um die Eindringtiefe der Klasse | und Il Hydrophobine in die
verschiedenen Lithotypen zu testen, wurden 5 cm x 5 cm x 1 cm grofle Steinplattchen
hochkant 5 mm tief in Hydrophobinlésung (100 ug/ml DewA oder HFBI) gestellt und fir zwei
Stunden bei 60 °C gebacken. Nach drei Waschschritten mit ddH,O wurden die Steinplattchen
getrocknet und mit MeilRel und Hammer mittig geteilt. Anschliefend fand der Nachweis der
Hydrophobine durch a-His und Peroxidase-gekoppelte Antikdrper statt. Sowohl DewA als
auch HFBI konnten bis zu 1,5 cm in den Obernkirchen Sandstein eindringen, beim Balegem
Kalkstein waren es bis zu 2 cm. Beim Carrara Marmor konnte keine oder wenn nur eine sehr

geringe Penetration der zwei Hydrophobine in den Stein nachgewiesen werden (Abb. 33).
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Abbildung 33: Eindringtiefe der Hydrophobine in den Stein

Steinplattchen der drei Lithotypen wurden hochkant 5 mm tief in Hydrophobinldsung gestellt, zwei Stunden bei
60 °C gebacken und trocknen gelassen. AnschlieRend wurden sie mittig gespalten und die Hydrophobine mit
einem primdren a-His Antikorper und einem Peroxidase-gekoppelten Sekundéarantikdrper nachgewiesen.
Dargestellt sind Bilder der Steinbruchstiicke bei Licht sowie die Chemilumineszenzaufnahmen (CL). Der
Malstabsbalken betragt 1 cm.

2.3 Hydrophobierung der Lithotypen

Die wasserabweisende Wirkung der Beschichtung von Obernkirchen Sandstein, Balegem
Kalkstein und Carrara Marmor mit den Hydrophobinen DewA und HFBI wurde mit der
verlangsamten Absorption von Wassertropfen nachgewiesen. Dazu wurden auf
unbeschichtete und mit Hydrophobin behandelte Steinproben Wassertropfen aufgetragen

und die Absorptionsgeschwindigkeit des Tropfens mit einer Kamera dokumentiert.
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Abbildung 34: Hydrophobierung von Sand- und Kalkstein

Wassertropfen wurden auf unbehandelten und mit Hydrophobin DewA oder HFBI beschichteten Obernkirchen
Sandstein und Balegem Kalkstein gegeben und das Einsinken des Tropfens mit einer Videokamera
dokumentiert. Dargestellt sind Einzelbilder der Videoaufnahmen sowie die Absorptionszeiten der
Wassertropfen. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung mit n = 3.
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Wassertropfen aufgetragen auf unbehandelten Obernkirchen Sandstein versanken innerhalb
von 2,3 + 0,9 s im Stein, wohingegen die Wassertropfen aufgetragen auf DewA
beschichteten Sandstein im Durchschnitt 166,7 £ 9,2 s brauchten, um komplett im Stein zu
versinken. Flr HFBI behandelten Obernkirchen betrug die Absorptionszeit 148,3 + 10,6 s. Ein
dhnlicheres Bild ergab der Test bei dem Balegem Kalkstein, wo die Absorptionszeit auf
unbeschichtetem Stein 1,7 * 0,3 s betrug. Auf DewA behandeltem Kalkstein verweilte der
Wassertropfen 312,3 + 14,3 s auf der Oberflache und bei HFBI 265,6 + 21,7 s (Abb. 34). Um
die Benetzbarkeit des Carrara Marmors zu bestimmen war eine andere Methode notwendig,
da der Lithotyp Wasser nur in sehr geringen Mengen aufnimmt. Alternativ wurden die
Kontaktwinkel der unbehandelten und beschichteten Marmoroberflaiche bestimmt.
Natlrlicher Marmor zeigt Kontaktwinkel von 31,4 + 1,3 ° auf. Dieser Wert konnte durch die
Beschichtung mit DewA auf 78,8 £ 1,4 ° und mit HFBI auf 68,6 + 1,1 ° gesteigert werden (Abb.
35).
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Abbildung 35: Hydrophobierung von Marmor

A) Aufnahmen von Wassertropfen auf unbehandeltem und mit den Hydrophobinen DewA und HFBI
beschichtetem Marmor. B) Die Messungen der Kontaktwinkel der Marmoroberflaichen. Dargestellt sind die
Mittelwerte und die Standardabweichung mit n = 10.
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2.4 Feuchtedurchgang

Die Fahigkeit zu ,,schwitzen”, also Feuchtigkeit durch den Stein nach AuRen abzuleiten, wird
als Feuchtedurchgang bezeichnet und wurde fiir die drei untersuchten Lithotypen analysiert.
Dazu wurden unbeschichtete und beschichtete Steinproben auf einen wassergetrankten
Schwamm gesetzt, der sich in einem Becher befand. Der Spalt zwischen Stein und Becher
wurde mit Installationskitt verschlossen und die Gewichtsabnahme an der Feinwaage
dokumentiert (Abb. 36). Diese ist gleichzustellen mit der Menge an Wasser, die durch den
Stein nach AuBen verdampft. Nach 120 Stunden betrug der Wasserverlust von
unbehandeltem Obernkirchen Sandstein 12,03 + 0,28 I/m2. Durch die Steinproben, die mit
DewA oder HFBI beschichtet waren, verdampften liber den gleichen Zeitraum 12,15 + 0,16
I/m? beziehungsweise 12,78 + 0,36 |/m? (Abb. 37). Ein dhnliches Bild ergab sich bei dem
Balegem Kalkstein. Der Wasserverlust betrug fiir unbehandelten Stein 11,9 + 0,11 I/m?, fir
DewA beschichteten Stein 11,65 + 0,17 I/m? und fiir HFBI beschichteten Stein 11,14 + 0,21
I/m?2. Die Werte fir den Feuchtedurchgang vom Carrara Marmor lagen deutlich unter denen
des Sand- und Kalksteins mit Werten von 2,21 + 0,01 I/m? fiir unbeschichteten, 2,19 + 0,03
I/m? fir DewA beschichteten und 2,11 + 0,03 I/m? fir HFBI beschichteten Marmor.
Signifikante Unterschiede zwischen den Ergebnissen der unbeschichteten und der
beschichteten Steinproben waren keine festzustellen (zweiseitiger Students T-Test bei

gleicher Varianz).

Abbildung 36: Aufbau Feuchtedurchgang

Die unbeschichteten und mit DewA oder HFBI beschichteten Steinplattchen wurden auf einen
wassergetrankten Schwamm gesetzt, der sich in einem zur Halfte mit Wasser gefiillten Becher befand. Der
Spalt zwischen Becher und Stein wurde mit Installationskitt wasserdicht verschlossen. Die Gewichtsabnahme
der Prifkorper, gleichzustellen mit der Menge an Wasser, die durch den Stein nach AuRRen verdampft, wurde
Uber fiinf Tage an der Feinwaage dokumentiert.
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Abbildung 37: Ergebnisse des Feuchtedurchgangs

Dargestellt ist der Wasserverlust in I/m? iber einen Zeitraum von 120 Stunden. Aufgetragen sind die Werte fir

die unbehandelten (Griin), mit DewA (Blau) und mit HFBI beschichteten (Orange) Steinproben. Angegeben sind
die Mittelwerte und die Standardabweichung mit n = 5.

2.5 Stabilitat der Beschichtung

Da sich DewA zuvor als das am starksten wasserabweisende Hydrophobin herausgestellt hat,
wurde die Stabilitdt der Hydrophobinbeschichtung auf Stein gegen Alkohol und Detergenzien
getestet. Dazu wurden mit DewA beschichtete Steinproben fiir einen oder drei Tage in 70%
EtOH und 1% SDS inkubiert, gesplt und getrocknet. AnschlieRend wurde die Absorptionszeit
von Wassertropfen gemessen. Das Experiment wurde fiir Obernkirchen Sandstein und
Balegem Kalkstein durchgefiihrt, da der Absorptionstest mit dem Carrara Marmor nicht
realisierbar war. Die Absorptionszeit betrug fiir Obernkirchen nach einem Tag in 70% EtOH

126,3 + 8,7 s und nach drei Tagen 48,3 + 4,4 s (Abb. 38A). Die Behandlung mit SDS reduzierte
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die Absorptionszeit nach einem Tag auf 63,0 + 3,9 s und nach drei Tagen auf 29,7 + 1,9 s, was
einer Reduzierung von 82,2% gegenliber des Ausgangswertes von 166,7 + 9,2 s entspricht.
Die Absorptionszeiten der Wassertropfen auf DewA beschichtetem Balegem betrugen nach
der Inkubation in 70% EtOH 113,7 £ 7,6 s nach einem Tag und 49,7 £ 3,7 s nach drei Tagen
(Abb. 38B). Das Bad in 1% SDS reduzierte die Absorptionszeit nach einem Tag auf 93,3 +5,7 s
und nach drei Tagen auf 19,3 £ 2,4 s. Ausgehend von einer Absorptionszeit von 312,3 + 14,3
s bei frisch beschichtetem Balegem Kalkstein, ist dies eine Reduzierung des
wasserabweisenden Charakters um 93,8%. Die Entfernung der Hydrophobinbeschichtung ist

demnach sowohl mit Alkohol als auch mit Detergenzien moglich.
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Abbildung 38: Stabilitat der Hydrophobinbeschichtung auf Stein

Mit DewA beschichtete Steinplattchen von Obernkirchen Sandstein (A) und Balegem Kalkstein (B) wurden fir
einen oder drei Tage in 70% EtOH und 1% SDS inkubiert, gewaschen und getrocknet. AnschlieBRend wurde die
Wasserabsorption in den Stein gemessen. Dargestellt sind Einzelbilder der Videoaufnahmen (nach drei Tagen
Inkubation) sowie die Absorptionszeiten der aufgetragenen Wassertropfen. In Griin ist die Absorptionszeit von
frisch beschichtetem Stein gezeigt, in Blau die Werte nach einem Tag und in Orange nach drei Tagen in der
entsprechenden Losung. Angegeben sind die Mittelwerte und die Standardabweichung mit n = 3.
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2.6 Langzeitstabilitat

Die Bestimmung der Langzeitstabilitdt der Hydrophobinbeschichtung auf Stein unter realen
Bedingungen fand mit DewA beschichteten Obernkirchen Sandsteinblécken statt. Die
Exponierung fand im Freien am Koélner Dom (Abb. 39A) und auf einer Garage im Kreis
Karlsruhe (Abb. 39B) statt. Die durchschnittliche Absorptionszeit von Wassertropfen auf
unbeschichteten Sandsteinwirfeln betrug 6,5 + 1,8 s. Frisch mit DewA beschichtete
Steinproben wiesen Absorptionszeiten von durchschnittlich 55,7 £ 2,1 s auf. Diese waren

nach der Exponierung im Freien um 25,9% auf 41,3 £ 2,8 s reduziert (Abb. 39C).
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Abbildung 39: Langzeitstabilitat der Hydrophobinbeschichtung

Mit DewA beschichtete Steinquader wurden am Kolner Dom (A) und in Griinwettersbach, Kreis Karlsruhe (B)
fir drei Monate im Freien exponiert. AnschlieBend wurde die Absorptionszeit von Wassertropfen in die
Steinproben gemessen und die Werte mit denen vor der Exponierung verglichen (C). Gezeigt sind die
Absorptionszeiten von unbehandeltem Sandstein (Schwarz) und von DewA beschichtetem Sandstein vor (Grin)
und nach (Orange) der Exponierung im Freien. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung
mitn = 3.
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Kapitel 3: Fusion von antimikrobiellen Peptiden an Hydrophobine

3.1 Design der Fusionsproteine

Mit der Idee, antimikrobiell aktive Oberflichen herzustellen, wurden AMPs aus
unterschiedlichen Organismen an Hydrophobine fusioniert. Die fiir die AMPs kodierenden
Gensequenzen wurden aus zwei komplementaren Oligonukleotiden durch Primerligation
hergestellt und N-terminal iber Restriktionsschnittstellen an DewA kloniert. Zwischen AMP
und Hydrophobin war zuvor Uber Primer ein acht Aminosduren grolRer flexibler Linker
(GGGSGGGS) eingebracht worden, um die sterische Hinderung der Proteine zu vermindern.
N-terminal an das AMP wurde eine Schutzkappe fusioniert um zu verhindern, dass das
Fusionsprotein den Expressionsorganismus E. coli bei der Expression abtotet. Diese
Schutzkappe bestand entweder aus den Peptid YaaD und einem dreifachen HA-Tag (Abb.
40A) oder aus dem Signalpeptid PelB und ebenfalls dem dreifachen HA-Tag (Abb. 40B).
Zwischen Schutzkappe und AMP war die Erkennungssequenz der Enterokinase (DDDDL)
plaziert, die die Entfernung der Schutzkappe von dem restlichen Protein ermdglichen und so

das freie AMP-Hydrophobin (Abb. 40C) freigeben sollte.

£ Linker Ginkbilobin

A [ YaaD IBxHA L Hydrophobin I 6xH ] C

EK

B pelB | 3xHA L Hydrophobin 6xH

DewA

Abbildung 40: Expressionssystem der AMP-Hydrophobin Fusionsproteine

Schematische Darstellung der AMP-Hydrophobin Fusionsproteine mit den Schutzkappen bestehend aus einem
dreifachen HA-Tag und entweder dem Peptid YaaD (A) oder dem Signalpeptid PelB (B). Die zwischen dem
dreifachen HA-Tag und dem AMP platzierte Enterokinase Schnittstelle (EK) ermdglichte die enzymatische
Abspaltung der Schutzkappe. C) 3D-Modell des freien Ginkbilobin_DewA Fusionsproteins mit dem Hydrophobin
in Griin, dem AMP in Rot und dem Linker in Blau (3D-Proteinstruktur dargestellt mit PyMol).
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3.2 Proteinaufreinigung aus E. coli und Test auf antimikrobielle
Aktivitat

Die Aufreinigung der Fusionsproteine aus E. coli fand wie vorher beschrieben statt (Kapitel 1,
1.2). Nach dem Auflésen der Einschlusskorperchen wurde das in Losung befindliche
Fusionsprotein einem enzymatischen Verdau unterzogen, um die Schutzkappe von dem
AMP-Hydrophobin zu entfernen. Dazu wurden in einem Gesamtvolumen von 500 pl 0,5 mg
Fusionsprotein mit 4 ul Enterokinase (New England Biolabs, Frankfurt) und Puffer
(Endkonzentration 20 mM Tris, 50 mM NaCl, 2 mM CaCly, pH 8) gemischt und fiir 16 Stunden
bei 25 °C inkubiert. Die erfolgreiche Proteinaufreinigung und der gelungene Enterokinase-
Verdau konnten per Western Blot nachgewiesen werden (Abb. 41A). Die prominente Bande
des Fusionsproteins (27,2 kDa) war nach dem enzymatischen Verdau (+EK) nahezu komplett
verschwunden. Sichtbar war hauptsachlich die Bande auf Hohe des ,freien” AMP-
Hydrophobins (18,9 kDa). Diese war auch schon vor der Behandlung mit Enterokinase (-EK)
sichtbar. Die so gewonnenen Fusionsproteinen waren weiterhin in der Lage, harte
Oberflachen wie Glas bei einer Proteinkonzentration von 100 pg/ml relativ gleichmaRig zu
beschichten (Abb. 41B). Insgesamt wurden 17 unterschiedliche antimikrobielle Peptide an

DewA fusioniert und aufgereinigt (Tabelle 2).

B
Gink_DewA
A H*B ————————
-EK  +EK
55.0
45.0
350 —
25.0
- i e
15.0
H*B: 18,3 kDa
Gink_DewA -EK: 27,2 kDa
64ug  20pg | Gink_DewA +EK: 18,9 kDa

Abbildung 41: Nachweis des aufgereinigten Ginkbilobin_DewA Fusionsproteins

A) Das heterolog in E. coli exprimierte Fusionsprotein Ginkbilobin_DewA wurde nach der Aufreinigung tber
Nacht mit Enterokinase behandelt, in einer SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot nachgewiesen.
Aufgetragen sind das Fusionsprotein Ginkbilobin_DewA vor (-EK) und nach (+EK) der 16-stiindigen Inkubation
mit der Enterokinase. Geladen wurden unterschiedliche Mengen an Protein (64 ug fiir -EK, 20 pg fur +EK). Als
Kontrolle wurde das Protein H*B ebenfalls aufgetragen. B) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der
Beschichtung von Objekttragern mit DewA und Ginkbilobin_DewA, jeweils mit einer Proteinkonzentration von
100 pg/ml. Der Nachweis am Fluoreszenzmikroskop erfolgte mit einem Primarantikérper gegen den 6x-His Tag
und einem Cy3-gekoppelten Sekundarantikorper. Der MaRstabsbalken entspricht 20 um.
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Name Aminosaure Sequenz Literatur

Ginkbilobin ANTAFVSSAHNTQKIPAGAPFNRNLRAMLADLR | Wang et al., 2000
QNAAFAG

Bactenecin RLCRIVVIRVCR Romeo et al., 1988

Tet021 KKWKIVVIKWKK Hilpert et al., 2009

Tet022 KKWKIVVIRWRR .

Tet023 RRWKIVVIRWKK "

Tet024 RRRWIVVIWRRR .

Tet032 RRWRRWWRRWRR "

Tet033 RRRWWWRRWWRR .

Tet091 FLPKKFRWWKYRK !

Tetl12 KWKWWKWKK "

Tetl127 KRWWKWWRR !

Protonectin
BMAP-28

Thanatin
PA-1
AFP (antifungal

peptide)
LK-reiches Peptid

ILGTILGLLKGL
GGLRSLGRKILRAWKKYGPIIVPIIRI
GSKKPVPIIYCNRRTGKCQRM

KYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGAMA
WATGGHQGNHKC
LSKYGGECSVEHNTCTYLKGGKDHIVSCPSAANLR
CKTERHHCEYDEHHKTVDCQTPV
LKLLKKLLKLLKKL

Wang et al., 2015
Scarsini et al., 2015

Panteleev et al.,
2014

Nieto-Lozano et al.,
2006

Hagen et al., 2007

Yazici et al., 2016

Die hergestellten AMP-Hydrophobin Fusionsproteine wurden anschlieBend auf ihre

antimikrobielle Wirkung hin untersucht. Dazu wurden in einem ersten Schritt Hemmhoftests

mit den vier

Bakterienstammen Pseudomonas putida, Serratia marcescens (beide

gramnegativ), Staphilococcus epidermidis und Micrococcus luteus (beide grampositiv) sowie

dem Schimmelpilz Aspergillus nidulans durchgefiihrt. Dazu wurden aus beimpften LB-Platten

Locher mit 7-8 mm Durchmesser ausgestochen und diese mit AMP-Hydrophobin Ldsung

befullt. Getestet wurden zwei verschiedene Proteinkonzentrationen (0,5 mg/ml und 1

mg/ml), als Negativkontrolle diente steriles Wasser (Abb. 42). Fir den Test mit A. nidulans

wurden die zu testenden Substanzen auf beimpfte MM-Platten aufgebracht und eintrocknen
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Staphylococcus epidermidis (+) Pseudomonas putida (-) Aspergillus nidulans

Abbildung 42: Hemmhoftest mit dem Fusionsprotein Ginkbilobin_DewA

100 pl Ginkbilobin_DewA L6ésung mit unterschiedlichen Proteinkonzentrationen (1 mg/ml (1) und 0,5 mg/ml
(2)) wurden in vorgestanzte Locher von mit S. epidermidis (gramnpositiv), P. putida (gramnegativ) und A.
nidulans beimpften Testplatten gegeben. Als Negativkontrolle diente steriles Wasser (3). Keine Hemmung des
Wachstums konnte festgestellt werden.

gelassen. Die Platten wurden anschlieBend inkubiert und ausgewertet. Weder fur
Ginkbilobin_DewA noch fiir eines der anderen getesteten Fusionsproteine konnte im
Hemmhoftest eine antimikrobielle Wirkung nachgewiesen werden. In einem zweiten Schritt
wurden mit AMP-Hydrophobin beschichtete Objekttrager Gber Nacht in Bakterienkultur
inkubiert und die anhaftenden Zellen per Lebend-Tot-Mikroskopie nachgewiesen. Doch auch
hier konnte kein Unterschied zwischen unbeschichtetem, nur mit DewA oder mit AMP-

Hydrophobin beschichtetem Glas nachgewiesen werden (Abb. 43).

unbeschichtet DewA PA-1_DewA

Abbildung 43: Biofilmbildung auf PA-1_DewA (aus E. coli) beschichtetem Glas

Unbeschichtete und mit DewA oder PA-1_DewA beschichtete 8-well Objekttrager wurden liber Nacht in einer
S. epidermidis Kultur inkubiert. Anschliefend wurden lose Bakterien abgespiilt und die anhaftenden Zellen mit
Propidiumiodid und Syto™9 gefarbt. Dargestellt sind die Aufnahmen der Syto™9 Farbung. Der Mal3stabsbalken
entspricht 100 um.

Um auszuschlieRen, dass die Aufreinigung aus den Einschlusskérperchen einen negativen
Effekt auf die Wirksamkeit der antimikrobiellen Peptide hat, wurden die Fusionsproteine

|6slich im Cytoplasma von E. coli exprimiert. Dazu wurde das pelB in der Schutzkappe des PA-
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1 _DewA Proteins per PCR entfernt und durch das Start-Codon ATG ersetzt. Nach der
Transformation des neu gewonnenen Plasmids in SHuffle® T7 E. coli wurden 50 ml Kulturen
bei verschiedenen Bedingungen inkubiert, um die optimalen Voraussetzungen auszuloten,
bei der die heterolog exprimierten Proteine geldst im Cytoplasma vorliegen. Auch geringere
Mengen an IPTG zur Induktion der Proteinexpression wurden getestet. Die Kulturen wurden
anschlieBend geerntet, an der French Press aufgeschlossen und der Uberstand per Western
Blot Uberprift. Dabei stellte sich eine Inkubation bei 16 °C Uber Nacht als am besten
geeignet heraus (Abb. 44). Nach der Aufreinigung und dem Enterokinase-Verdau konnte
jedoch auch fir das cytoplasmatisch exprimierte PA-1_DewA Fusionsprotein keine
antimikrobielle Wirkung im Hemmhoftest oder bei der Lebend-Tot-Mikroskopie festgestellt

werden.
0,1 mM IPTG

37°C 28°C | 16°C | 4°C 37°C 28°C 37°C 28°C

H*B M oo . o . .. ..
UN UN UN UN 3h 3h UN UN

25 kDa PRSI S = TS T —

H*B: 18,3 kDa
3xHA_PA-1_DewA: 23,3kDa

Abbildung 44: Native PA-1_DewA Aufreinigung aus E. coli

Um eine native Aufreinigung von PA-1_DewA aus dem Cytoplasma zu ermoglichen, wurde das pelB in der
Schutzkappe des Fusionsproteins per PCR entfernt. Um die optimalen Bedingungen fir die Produktion von
|6slichem Protein im Cytoplasma zu finden wurde PA-1_DewA unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen
in E. coli exprimiert. Nach dem Aufschluss der Zellen wurden die |6slichen Proteine des Cytoplasmas von den
Zelltrimmern getrennt, per SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrocellulose Ubertragen. Aufgetragen wurden
jeweils 10 pl der aufgereinigten Cytoplasma-Fraktion. Der immunhistochemische Nachweis des PA-1_DewA
erfolge mit einem Primarantikorper gegen den 6x-His Tag und einem Peroxidase-gekoppelten
Sekundarantikérper. Am meisten Protein mit einer Inkubation bei 16 °C lber Nacht und 0,5 mM IPTG erzielt
(roter Kasten).

3.3 Proteinaufreinigung aus S. cerevisiae und Test auf
antimikrobielle Aktivitat

Als Alternative zu der Proteinaufreinigung aus den Einschlusskdorperchen oder dem
Cytoplasma von E. coli wurde das Fusionsprotein PA-1_DewaA in S. cerevisiae exprimiert. Die
zuvor in E. coli benutzte Schutzkappe wurde entfernt (Abb. 45A), da das AMP PA-1 nur gegen

Bakterien wirksam ist (Wang et al., 2017). Dazu wurde die fir das Konstrukt kodierende
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Gensequenz Codon-optimiert bestellt, per PCR amplifiziert und in den Vektor pSP-G1
kloniert. Die Proteinexpression wird von dem konstitutiv aktiven TEF1 Promotor gesteuert
(Abb. 45B). Zusatzlich wurde ein Plasmid erstellt, in dem das DewA durch HGFI ersetzt
wurde. Nach der erfolgreichen Transformation der zwei Plasmide in den S. cerevisiae Stamm
BY4741 wurden jeweils zehn Einzelkolonien in einem Vorversuch auf ihre Proteinexpression
getestet. Die Transformante mit der groSten Menge produziertem Fusionsprotein wurde fiir
die Proteinexpression im Halbliter-Mal3stab verwendet. Bei dem direkten Vergleich der
Produktionsraten beider Fusionsproteine stellte sich heraus, dass die Expression des Proteins
PA-1_DewA um ein Vielfaches hoher war als die des PA-1_HGFI (Abb. 45C), wodurch
letzteres verworfen wurde. Nach dem Zellaufschluss an der French Press wurde der

Uberstand der PA-1_DewA Transformante direkt benutzt, um Glas zu beschichten.

A C D
L Hydrophobin IGKH ] PA-1  PA-1
M leer pGE  Dewa
55 kDa -
40 kDa
B 35 kDa - PA-1_DewA vor Dialyse
. 25kDa
URA3 2u ori
\ Py
” 15kDa .
flori 4
ADH1 term pLwW97 _—AmpR .
7740 bp : PA-1_DewA nach Dialyse

PA-1_HGFI:  14,3kDa

Fusionsprotein PA-1 DewA: 17,6 kDa

TEF1 prom ColE1l

Abbildung 45: Expression der AMP-Hydrophobin Fusionsproteine in S. cerevisiae

A) Schematische Darstellung des Aufbaus der in S. cerevisiae exprimierten Fusionsproteine. B) Vektorkarte des
Plasmids pLW97 zur Expression des Fusionsproteins PA-1_DewA in Hefe. C) Nachweis der aufgereinigten
Proteine PA-1_HGFI und PA-1_DewA per Western Blot. Aufgetragen ist die gleiche Menge Gesamtprotein aus
den jeweiligen meistproduzierenden Transformanten. Als Kontrolle ist das aufgereinigte Protein aus einer mit
Leervektor transformierten Kolonie aufgetragen Der Nachweis erfolge mit einem Primarantikorper gegen den
6x-His Tag und einem Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikérper. D) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen
der Beschichtungen von Glas mit dem Uberstand der Leerkontrolle sowie dem PA-1_DewA Protein vor und
nach der Dialyse gegen Beschichtungspuffer. Der Nachweis des PA-1_DewA erfolge mit einem Primarantikorper
gegen den 6x-His Tag und einem Cy3-gekoppelten Sekundarantikorper. Der Malistabsbalken entspricht 20 um.
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Die Fluoreszenzaufnahmen zeigten jedoch, dass so keine gleichmaRige Beschichtung erreicht
werden konnte. Der Uberstand wurde anschlieBend tiber Nacht gegen Beschichtungspuffer
dialysiert und die Beschichtung erneut durchgefiihrt. Im Vergleich zu vorher war eine
deutlich gleichméaBigere Verteilung des Fusionsproteins auf der Oberfliche zu erkennen
(Abb. 45D). Mit dem dialysierten Uberstand, der das PA-1_DewA Protein enthielt (1,7 mg/ml
Gesamtproteinkonzentration), wurde der Hemmhoftest gegen die vier zuvor genannten
Bakterienstamme durchgefiihrt. Eine Inhibierung des Bakterienwachstums um die
ausgestanzten Locher oder die Stellen, an denen das Fusionsprotein eintrocknen gelassen

wurde, konnte nicht erkannt werden (Abb. 46).

Staphylococcus epidermidis (+) Micrococcus luteus (+) Pseudomonas putida (-)

Abbildung 46: Hemmhoftest mit dem Fusionsprotein PA-1_DewA, gewonnen aus S. cerevisiae

100 pl einer 1 mg/ml Lésung PA-1_DewA (1+2) und 100 pl steriles Wasser (3+4) wurden in ein vorgestanztes
Loch einer beimpften Testplatte gegeben (1+3) oder vor der Beimpfung der Platten eintrocknen gelassen (2+4).
Gezeigt sind die Testplatten mit S. epidermidis, M. luteus (beide grampositiv) und P. putida (gramnegativ). Eine
Hemmung des Wachstums konnte nicht festgestellt werden.

Fir die Lebend-Tot-Farbung wurden Objekttrager mit PA-1_DewA beschichtet und lber
Nacht in S. epidermidis, M. luteus und P. putida Kulturen bei 28 °C inkubiert. Als Kontrollen
dienten unbeschichtete und mit DewA beschichtete Objekttrager, die in den gleichen
Kulturen inkubiert wurden. Am Folgetag wurden die Objekttrager abgespilt, die
anhaftenden Zellen mit Propidiumiodid und Syto™9 angefarbt und die Proben bei 200-facher
VergroRRerung mikroskopiert (Abb 47A). AnschlieBend wurden die Aufnahmen in ImageJ
analysiert und die Anzahl der anheftenden Zellen bestimmt. Die Gesamtzahl an S.
epidermidis Zellen auf DewA beschichtetem Glas betrug 1021,3 + 37,5 Zellen/mm? und
unterschied sich nicht signifikant von unbeschichtetem Glas mit 1017,3 + 27,1 Zellen/mm?
(Abb 47B). Auf PA-1_DewA beschichtetem Glas waren nur 723,6 + 31,4 Zellen/mm?
vorzufinden. Betrachtet man nur die mit Syto™9 angefarbten, lebenden Zellen betragen die

Werte fiir unbeschichtetes Glas 511,3 + 33,1 Zellen/mm?, fiir DewA beschichtetes Glas 507,6
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+ 32,8 Zellen/mm? und fiir das PA-1_DewaA beschichtete Glas 195,3 + 37,0 Zellen/mm?. Dies
entspricht einer Reduzierung der Anzahl an lebenden Zellen um 61,8 % verglichen mit den
zwei anderen Oberflachen. Die Ergebnisse fir den Test mit M. luteus waren vergleichbar, die

Anzahl an lebenden Zellen auf PA-1_DewA beschichtetem Glas war verglichen mit DewA

beschichtetem Glas jedoch nur um 26,1 % reduziert. Bei dem gramnegativen P. putida wurde

keine Wachstumsreduzierung festgestellt.

A

unbeschichtet

PA-1_DewA

B
S. epidermidis
1000 1000 -

~ 800 - ~ 800 -
E £
o 600 - o 600 4 .
o * o
E 400 A E 400 -
° o
N 200 4 N 200 4
0 - T T 1 0 T T 1
unbeschichtet DewA PA-1_DewA unbeschichtet DewA PA-1_DewA

Abbildung 47: Biofilmbildung auf PA-1_DewA (aus S. cerevisiae) beschichtetem Glas

A) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Lebend-Tot-Firbung mit unbeschichtetem, DewA und PA-
1 _DewA beschichtetem Glas nach der Inkubation in einer S. epidermidis Kultur. Nach dem Absptlen der losen
Bakterien wurden die anhaftenden Zellen mit Propidiumiodid und Syto™9 gefarbt. Die toten Zellen sind in Rot,
die lebenden in Griin dargestellt. Der MaRstabsbalken entspricht 100 um. B) Ergebnis der Lebend-Tot-Farbung
als Zellen pro mm?2. In Griin die Anzahl der Propidiumiodid angefirbten Zellen, in Blau die Anzahl der Syto™9
angefarbten Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung mit n =3 (* p < 0,05).
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IV Diskussion

Kapitel 1: Heterologe Expression und Charakterisierung pilzlicher
Hydrophobine

1.1 Aufreinigung der Hydrophobine aus E. coli

Hydrophobine haben seit ihrer Entdeckung 1990 das Interesse der Forschung und der
Industrie geweckt (Schuren & Wessels, 1990). Die amphiphilen Proteine sind in der Lage, an
diverse Oberflachen zu binden und die Polaritat der Grenzflachen zu verdndern. Besonders
die Klasse | Hydrophobine zeichnen sich durch sehr stabile Beschichtungen aus, die nur
durch starke Sduren geldst werden kénnen (de Vries et al., 1993; Linder et al., 2005). Lange
Zeit war es jedoch ausschlieBlich moglich, Hydrophobine mit aufwendigen Prozessen aus
ihren Ursprungsorganismen zu isolieren, was zu sehr geringen Proteinausbeuten fihrte
(Scholtmeijer et al., 2001). Die heterologe Expression eines Hydrophobins gelang erstmals
2006 mit dem in E. coli exprimierten Klasse | Hydrophobin EAS aus N. crassa (Kwan et al.,
2006). Die Aufreinigung gelang durch eine N-terminale Fusion des menschlichen Ubiquitins
an EAS und anschlieRender Aufreinigung aus Einschlusskorperchen. Es folgte die Expression
von Hyd2 aus Beauveria bassiana und DewA aus A. nidulans, ebenfalls in E. coli (Kirkland &
Keyhani, 2010; Wohlleben et al.,, 2010). Auch hier was dies nur durch eine Fusion der
Hydrophobine an die Chitinbindedomane aus Bacillus circulans, beziehungsweise die YaaD
Synthase aus B. subtilis moglich. Zeitgleich gelang auch die heterologe Expression des A.
nidulans Hydrophobins DewA in Hypocrea jecorina (im sexuellen Entwicklungsstadium
befindliche Form von T. reesii) ohne einen Fusionspartner (Schmoll et al, 2010). Die
Ausbeute war jedoch geringer als in E. coli.

In dieser Arbeit wurde eine Methode entwickelt, um Hydrophobine aus verschiedenen
Organismen und Klassen ohne die Hilfe eines permanenten N-terminalen Fusionspartners in
E. coli zu exprimieren (Winandy et al., 2018). Dazu wurden die Gene der A. nidulans
Hydrophobine DewA, DewC, DewD und DewE sowie von HFBI aus T. reesei C-terminal an das
Signalpeptid PelB aus P. carotovorum kloniert. Dieses bewirkt die Sekretion der heterologen

Proteine in das Periplasma, was mehrere Vorteile darstellt. Die Translokation der
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heterologen Proteine vom Cytoplasma in das Periplasma geschieht durch die Sec-abhangige
Transportmaschinerie (Sockolosky & Szoka, 2013), infolgedessen das Signalpeptid PelB von
der Signalpeptidase | abgespalten wird (Pugsley, 1993; Pratap & Dikshit, 1998). Der freie N-
Terminus ermoglicht eine bessere Charakterisierung der Proteine, da das abgespaltene PelB
im Gegensatz zum YaaD keinen Einfluss auf etwaige, biochemische Interaktionen der
Hydrophobine mit der Umgebung hat. Zusatzlich garantieren die im Periplasma
vorherrschenden, oxidativen Bedingungen sowie die vorhandenen Disulfid-Isomerasen und -
Oxidasen die fehlerfreie Bildung der vier intramolekularen Disulfidbriicken (Bardwell et al.,
1991; Missiakas et al., 1994; Bessette et al., 1999). Die korrekte Faltung und Wirksamkeit
von periplasmatisch aufgereinigten Proteinen konnte am Beispiel vom HIV-Protein Vpu
gezeigt werden (Deb et al., 2017). Es ist also davon auszugehen, dass die aus dem Periplasma
aufgereinigten Klasse | und Klasse Il Hydrophobine in ihrer natiirlichen Aminosdauresequenz
vorliegen, korrekt gefaltet sind und die charakteristischen vier Disulfidbriicken aufweisen.
Die im Western Blot auftretenden Dimer- und Multimerbanden sind ein Hydrophobin-
typisches Phanomen, welches auch bei der Aufreinigung von Hydrophobinen aus dem

natlirlichen Organismus zu beobachten ist (Wang et al., 2004; Linder et al., 2005).

1.2 Charakterisierung der aufgereinigten Hydrophobine

Die gewonnenen Hydrophobine konnten ohne weitere zeitaufwendige und teure
Aufreinigungsschritte, wie fiir andere Expressionssysteme beschrieben (Boeuf et al., 2012;
Przylucka et al, 2017), zur Oberflichenbeschichtung benutzt werden. Alle finf
aufgereinigten Hydrophobine waren in der Lage, Oberflachen zu beschichten und dabei die
Hydrophobizitdt von Glas zu erhéhen. Dabei bildeten alle getesteten Hydrophobine, bis auf
Dewk, eine gleichmallige Beschichtung. Bei DewE waren gréRBere Aggregate sowohl im
Fluoreszenz- als auch im Rasterkraftmikroskop zu beobachten. Die Tatsache, dass diese
Proteinaggregate nicht durch geringere oder hohere Hydrophobinkonzentrationen
vermieden werden konnten, deutet darauf hin, dass sie durch die biochemischen
Eigenschaften von DewE verursacht sind.

Die Untersuchung der Beschichtungen am AFM zeigten auch, dass die Hydrophobine die

harte Glasoberflache nicht in eine weiche, klebrige Oberflaiche verwandeln, was das
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Vorhandensein einer sehr diinnen Proteinschicht verspricht. AuRerdem konnte bei den AFM-
Aufnahmen beobachtet werden, dass keines der Klasse | Hydrophobine Rodlet-artige
Strukturen auf dem Glas bildet. Dass das heterolog exprimierte DewA dazu in der Lage ist,
wurde bereits mehrfach gezeigt (Morris et al., 2011; Morris et al., 2013). Die Assemblierung
zu Rodlets fand dabei immer an der Luft-Wasser-Grenzphase statt. Zusatzlich konnte gezeigt
werden, dass eine Hydrophobinlosung, die luftdicht mit Folie abgeschlossen ist, keine
Rodlets bildet. Erst das Einfiihren einer Luftblase flihrte zur Assemblierung dieser an der neu
geschaffenen Gas-Wasser Grenzphase (Lo et al., 2014). Die erstellten AFM Aufnahmen der
Beschichtungen von Glas mit den A. nidulans Hydrophobinen dhneln denen, die auch mit
dem Klasse | Hydrophobin Hyd2 erstellt wurden (Kirkland & Keyhani, 2010). Der negative
Einfluss einer zu hohen oder niedrigen Proteinkonzentration ist ebenfalls auszuschlieBen, da
die Beschichtungen mit 100 pg/ml Hydrophobin durchgefiihrt wurden. Dies entspricht der
Proteinkonzentration, die auch bei der erfolgreichen Selbstassemblierung von SC3 zu Rodlets
genutzt wurde (Scholtmeijer et al., 2009).

Die Klasse | Hydrophobine DewA und DewE konnten dem eigentlich hydrophilen Glas den
wasserabweisendsten Charakter verleihen, was zumindest fiir DewA den Erwartungen
entspricht. Die Deletion von dewA in A. nidulans fiihrt von allen Hydrophobin-Deletionen zu
dem stadrksten Verlust an Hydrophobizitat (Grinbacher et al, 2014). Selbst die ArodA-
Mutante, hauptverantwortlich fiir die Rodlet-Bildung, besitzt stirker wasserabweisende
Sporen als der AdewA-Stamm. Die Deletion von dewE hat jedoch nur geringe Auswirkungen
auf die Hydrophobizitdt. Der stark wasserabweisende Charakter der DewE-Beschichtung
kann moglicherweise durch ein Zusammenspiel des hydrophoben Charakters des Proteins
und der geformten Proteinaggregate erklart werden. Diese rauen die Oberfliche wie
SiO2/TiO2-Nanopartikel an und verringern so die Kontaktfliche des Wassers zu der
Oberflache (Manoudis et al., 2009).

Obwohl alle Hydrophobine auBer HFBI aus einem Organismus stammen, zeigten die
Beschichtungen sehr unterschiedliche Ergebnisse, was ihre Stabilitdt gegeniiber EtOH, SDS,
UV-Licht und Hitze betrifft. Nur DewA und HFBI zeigten die klassische Stabilitat eines Klasse |,
beziehungsweise Klasse Il Hydrophobins. Wahrend die Beschichtung mit DewA nur sehr
schwer zu dissoziieren war (Wessels et al., 1991; Linder et al., 2005), konnte das HFBI mit
EtOH und SDS vom Glas entfernt werden (Wosten & de Vocht, 2000; Ritva et al., 2003). Die

Beschichtung mit DewC war weniger stabil als die mit DewA, was vielleicht durch die fir
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Klasse | Hydrophobine sehr lange L3-Schleife (zwischen Cys7 und Cys8) mit 35 Aminosauren
erklarbar ist. Normal wéaren sechs bis 18 Aminosduren (Littlejohn et al., 2012). Dieser
zusatzliche Bereich in der L3-Schleife besteht fast nur aus hydrophoben Aminosduren (4x
Valin, 3x Alanin, 2x Leucin) und interferiert moéglicherweise mit der klassischen Struktur und
der Beschichtungsstabilitat, wie sie ein Klasse | Hydrophobin wie DewA vorweist. Die
Hydrophobine DewD und DeweE bildeten noch weniger stabile Beschichtungen als das Klasse
Il Hydrophobin HFBI. Erklart werden kann dies moglicherweise durch zwei hydrophobe,
ungeordnete Schleifen, die im Gegensatz zu DewA oder DewC fehlen (DewD) oder stark
verschoben sind (DewE) (Griinbacher et al.,, 2014). Die einzelnen Schleifen haben einen
grofRen Einfluss auf die Bindeeigenschaften der Hydrophobine. Das Austauschen einer
solchen Schleife im Klasse | Hydrophobin HGFI aus Grifola frondosa durch eine Schleife aus
dem Klasse Il Hydrophobin HFBI fiihrte zu einem stark veranderten Beschichtungsverhalten
und dem Verlust der Fahigkeit, Rodlets zu bilden (Niu et al., 2014). Zuséatzlich besitzt DewD
noch ein Aminosaurenmuster (C-X13-CC-X17-C-X12-C-X7-CC-Xs-C), das sich weder den Klasse |
noch den Klasse Il Hydrophobinen zuordnen lasst (Griinbacher et al., 2014).

Im Emulsionstest waren alle Hydrophobine in der Lage, die Phasentrennung des Wasser-Ol
Gemisches zu verlangsamen. Dabei zeigte vor allem DewD die besten emulgatorischen
Fahigkeiten, was auch im Langzeitexperiment bestatigt wurde. Dort zeigte sich auch, dass
das N-terminal an DewA fusionierte Peptid YaaD im H*B Fusionsprotein der BASF SE einen
negativen Einfluss auf die emulgatorischen Fahigkeiten von DewA hat. Im Gegensatz dazu
wurde berichtet, dass das zusatzliche Peptid keinen Einfluss auf die hydrophobierenden
Eigenschaften von DewA hat (Schmoll et al., 2010; Rieder, 2012).

Fahigkeit der Hydrophobine, sich selbststdandig an hydrophil-hydrophoben Grenzschichten zu
einem Monolayer zu assemblieren, wurde in den Jahren nach der Entdeckung der Proteine
eingehend untersucht. Dies geschah aber meist nur an einzelnen Klasse | oder |l
Hydrophobinen, obwohl Pilze meist mehrere, unterschiedliche Hydrophobine besitzen
(Linder et al., 2005). Dabei wurde gezeigt, dass sowohl die Struktur der einzelnen Proteine
als auch die Natur der Oberfliche, mit welcher sie interagieren, Einfluss auf ihre
biochemischen Fahigkeiten und die Ausbildung von Rodlets haben (Morris et al., 2011;
Morris et al., 2013, Lo et al., 2014). Selbst der Produktionsorganismus von heterolog

exprimierten Hydrophobinen verandert ihre Eigenschaften (Przylucka et al., 2017).
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Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen diese Aussagen und bekraftigen die Hypothese,
dass verschiedene Hydrophobine aus einem Organismus unterschiedliche Funktionen
erfiillen. Obwohl DewA, DewC, DewD und DewtE alle aus A. nidulans stammen, besitzen sie
doch sehr unterschiedliche biochemische Eigenschaften. Dies passt zu der zeitlich
unabhdngigen Expression der Hydrophobine sowie der Lokalisation an verschiedenen
Pilzstrukturen (Wessels et al., 1991; Lacroix & Spanu, 2009; Griinbacher et al., 2014).

Die Unterteilung der Hydrophobine in zwei Klassen wurde in den letzten Jahren immer mehr
in Frage gestellt und das Einfiihren einer neuen, dritten Klasse vorgeschlagen (Jensen et al.,
2010; Littlejohn et al., 2012). Die experimentellen Daten dieser Arbeit unterstiitzen diese
theoretischen Untersuchungen, die die Einteilung der Hydrophobine nicht nur anhand ihrer
Aminosdaurensequenz, sondern nach ihren biochemischen Eigenschaften fordern. Obwohl
Hydrophobine wie DewA und HFBI mit typischen Klasse | oder Il Eigenschaften in
verschiedenen Pilzen gefunden werden kdnnen, passt eine Vielzahl der Proteine wie DewC,
DewD oder DewE in keine der zwei Klassen. Durch weitere Untersuchungen dieser
untypischen Hydrophobine kodnnen der Einfluss einzelner Strukturelemente auf die
biochemischen Eigenschaften, das Verhalten an hydrophil-hydrophoben Grenzphasen und
die verschiedenen Funktionen im Pilz méglicherweise aufgeklart werden. Wahrend sich
typische Klasse | Hydrophobine wie das DewA fiir stabile Beschichtungen von Oberflachen
eignen, ist der Einsatz von den nicht in eine Klasse zuordbaren DewD und Dewk als Schaum-

oder Emulsionsstabilisatoren in der Nahrungsmittelindustrie denkbar.
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Kapitel 2: Hydrophobine als wasserabweisende Beschichtung zum
Schutz steinerner Monumente

Der Schutz vor Umwelteinflissen und allen voran der Schutz vor Wasser ist die groRte
Herausforderung in der Konservierung von steinernen Gebduden (Poli et al., 2004). Eine
besondere Herausforderung ist dann gegeben, wenn zwar Wasser von aullen abgehalten
werden, aber Wasserdampf aus dem Inneren der Gebdude abgefiihrt werden soll. Dieser
Wasserdampf ist in groBen historischen Gebdauden mit unzulanglicher Liftungstechnik ein
grofRes Problem. Letztlich muss es hier das Ziel sein, eine Beschichtung zu finden, die die
Steine von aullen hydrophobisiert, aber die Durchldssigkeit flir Wasserdampf erhalt. In der
Bekleidungsindustrie gibt es dhnliche Anforderungen an Schuhe, Jacken und andere
Bekleidungsstiicke. Hier wurde ein Durchbruch durch die Einfliihrung von GoreTex® erreicht,
und im Falle von Steinen ware ein solcher Effekt wiinschenswert. Pilzliche Hydrophobine
konnten der Schliussel fur die Entwicklung solcher innovativer Beschichtungsverfahren sein.

Mit den Hydrophobinen DewA und HFBI als typische Vertreter der Klasse | und Klasse Il
Hydrophobine war es moglich, drei unterschiedliche Lithotypen, die sich in
Zusammensetzung, Porengrofle und Porositdat unterscheiden, erfolgreich zu beschichten.
Moderne Polymer-Schutzmittel sind oft aufgrund der chemischen Kompatibilitdat zwischen
Produkt und Stein in der Lage, nur einen speziellen Lithotypen zu beschichten und sind so
begrenzt einsetzbar (Esposito Corcione et al., 2016). Die Wasseraufnahme in den Stein
wurde mit der Hydrophobinbeschichtung deutlich verlangsamt, wobei die Beschichtung mit
DewA durchschnittlich um 10% - 15% besser funktionierte als die mit HFBI. Im Vergleich mit
den kommerziell erhéltlichen Produkten ist die Wirksamkeit der Hydrophobinbeschichtung
jedoch eher maRig. Das Produkt Silres® BS29A (Wacker Chemie AG, Miinchen), eine
Mischung aus Silanen und Siloxanen, ist das in Europa am meisten verwendete Schutzmittel
und erreicht auf Marmor Kontaktwinkel von 140° (Aslanidou et al., 2018), widhrend das
DewA auf dem gleichen Lithotyp 79° erreicht und damit nicht an die von der Literatur
geforderten Mindestwerte von 90° heran kommt (Della Volpe et al., 2000). Ein Vergleich der
Wasserabsorptionsraten mit Literaturwerten ist nicht moglich, da diese in der Regel an
grofRReren Blocken, meist in situ, bestimmt werden. Man kann jedoch davon ausgehen, dass

hohe Kontaktwinkel durch die verkleinerte Kontaktflache zwischen Wassertropfen und

64



IV Diskussion

Oberflache geringere Absorptionswerte nach sich ziehen (Barthlott & Nienhuis, 1997; Zorba
et al., 2008).

Nach dem Brechen der Steine konnten sowohl fir das DewA als auch fir das HFBI
Penetrationstiefen in Sand- und Kalkstein von bis zu 2 cm festgestellt werden. Im Vergleich
mit den Schutzmitteln auf dem Markt ist das sehr weit, da diese nur direkt an der Oberflache
des Steines binden (D‘Arienzo et al., 2008). Selbst bei der Konsolidierung liegt die
Eindringtiefe der Produkte bei durchschnittlich 5 mm fir klassische Polymer-basierte
Produkte (Delgado Rodrigues, 2001; Slavikovd et al., 2012) und bei 5 - 10 mm bei
Nanopartikel-basierten Produkten, die beispielsweise Calciumoxid- oder
Bariumhydroxidpartikel enthalten (Sassoni et al., 2013; Delgado Rodrigues et al., 2018). Ein
Grund fir die tiefe Penetration der Hydrophobine kdnnte ihre Fahigkeit sein, die Polaritaten
an der Steinoberflache zu verdandern und die Oberflaichenspannung des Wassers, in dem sie
gelost sind, zu verringern. Sowohl die Polaritdt als auch die Oberflichenspannung der
Flussigkeit sind Schliisselelemente fiir die Ausbildung starker Kapillarkrafte (Richards, 1931).
Dieses Phdanomen ist auch in der modernen Konsolidierung von briichigem Steingut
anzutreffen, denn in Ethanol gel6ste Nanopartikel und Silane dringen tiefer in den Stein ein
als die gleichen, in Wasser gelosten Wirkstoffe (Roveri et al., 2018). Der Grund hierfir sind
die unterschiedlichen Oberflaichenspannungen von Wasser (72,75 mN/m) und Ethanol
(22,55 mN/m). Die geringere Oberflachenspannung erlaubt es dem Alkohol, tiefer in pordses
Material vorzudringen.

Eine Behandlung, die die Steinoberfliche wasserabweisend macht, darf gleichzeitig die
Fahigkeit des Steines zu ,schwitzen”, also Feuchtigkeit nach AuRen abzuleiten, nicht negativ
beeinflussen. Um das zu testen, wurde der Feuchtedurchgang von unbeschichteten
Steinproben mit dem von DewA- und HFBI-beschichteten Steinen verglichen. Dabei lagen die
Ergebnisse der unbehandelten Steine im Rahmen der Literaturwerte, was einen
einwandfreien Versuchsaufbau bestatigt (Li et al., 2013; Gherardi et al., 2018). Die Werte fir
den Feuchtedurchgang der beschichteten Steine unterschied sich nicht signifikant von den
Werten der naturbelassenen Steinproben. Eine luft- und wasserdampfdichte Beschichtung
der Steinblocke kdnnte an den Gebduden zu einer Ansammlung von Feuchtigkeit unterhalb
der behandelten Steinschicht filhren und damit zu weiteren Schaden am Baumaterial. Eine

solche Einschrankung des Feuchtedurchgangs ist bei den friiher und aktuell verwendeten

65



IV Diskussion

Schutzmitteln weit verbreitet und reicht von 10% - 12% bei Rhodorsil (Siloxane in
Testbenzin) (Manoudis et al., 2009) bis hin zu 95% fiir Acrylharze (Vicini et al., 2005).

Eine weitere Anforderung an die Schutzmittel ist die Mdglichkeit, sie wieder restlos von der
behandelten Flache entfernen zu kénnen, wie es in der Charta der Steinrestauratoren
niedergeschrieben wurde (Ministero della Pubblica Istruzione, 1972; De Naeyer et al.,
2000). Da es sich bei den Hydrophobinen um Proteine natiirlicher Herkunft handelt, wurde
deren Stabilitdit gegeniber Detergenzien (SDS) und Alkohol (EtOH) uberprift, den
Bestandteilen klassischer Reinigungsmittel. Die Beschichtungen mit DewA und HFBI konnten
mit SDS und, nach langerer Inkubation, auch mit EtOH von den behandelten Steinen entfernt
werden. Schlussendlich wurde auch die Langzeitstabilitdt der Hydrophobinbeschichtung
unter natirlichen Bedingungen untersucht. Die frisch mit DewA beschichteten Steinproben
wurden am Kdélner Dom und in Griinwettersbach fiir drei Monate exponiert und verloren in
dieser Zeit rund 26% ihrer Hydrophobizitat.

In dieser Arbeit konnte ich zeigen, dass Hydrophobine in der Lage sind, an unterschiedlichen
Lithotypen zu binden und tiefer in Sand- und Kalkstein einzudringen, als die auf dem Markt
befindlichen Produkte zum Schutz und zur Konsolidierung von steinernen Gebduden. Auch
wenn Hydrophobine aufgrund ihrer nicht ausreichenden Hydrophobierung und Langlebigkeit
als alleiniges Schutzmittel fir Steine eher nicht in Frage kommen, ist ihr Einsatz in der
Denkmalpflege dennoch denkbar. Ein mogliches Szenario ist der Einsatz der Hydrophobine
zusammen mit einem Konsolidierungsmittel oder als Vorbehandlung fiir die in einem
zweiten Schritt folgende Konsolidierung, um die Eindringtiefe des Verfestigungsmittels zu
erhohen. Aullerdem ist die zusatzliche Funktionalisierung der Hydrophobine durch die
Fusion von Peptiden moglich. Denkbar ware zum Beispiel eine Gruppe von kleinen Peptiden,
die das Auspolymerisieren von Diammonium-hydrogenphosphat ((NH4)2HPO4) bei
Vorhandensein von Calcium zu Hydroxyapatit verbessern (Melcher et al., 2016). (NH4);HPOa4
wird als wassrige Losung auf beschadigte Steine gegeben und reagiert mit dem vorhandenen
Calzit zu Hydroxyapatit, was der Verfestigung der Bausubstanz dient (Naidu et al., 2011;
Sassoni et al., 2011; Sassoni et al., 2013). Auch die Fusion von antimikrobiellen Peptiden an
die Hydrophobine wadre denkbar, um das Wachstum von Mikroorganismen auf der
Steinoberflaiche zu verringern. Ein gegen grampositive Bakterien wirksames AMP-

Hydrophobin Fusionsprotein konnte bereits hergestellt werden (Wang et al., 2017).
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Kapitel 3: Fusion von antimikrobiellen Peptiden an Hydrophobine

Der Bewuchs durch Mikroorganismen und die Entstehung von Biofilmen ist nicht nur im
Denkmalschutz, sondern auch in der Industrie und der Medizin ein Problem. Die
angelagerten Mikroorganismen greifen die Oberfldchen an, verstopfen Rohrsysteme und
konnen schéadlich flir die Gesundheit sein (Characklis & Marshall, 1990; Herrera et al., 2004;
Nuhoglu et al., 2006; Lebret et al., 2009). Die effektivste Strategie, um Biofilme zu
vermeiden, ist es, die initiale, reversible Ansiedlung der Bakterien zu verhindern (Sauer et al.,
2002; Hall-Stoodley et al., 2004). Ausgebildete Biofilme zeigen eine starke Resistenz gegen
UV-Strahlung, Schwermetalle, Sduren und Antibiotika (Espeland & Wetzel, 2001; Mah &
O’Toole, 2001; Stewart & Costerton, 2001; Gilbert et al., 2002). Um die initiale Anheftung
von Bakterien zu verhindern, gerieten Hydrophobine in den Fokus der Forschung. Sie sind in
der Lage, hydrophile Oberflachen in wasserabweisende zu verwandeln und erschweren so
moglicherweise die Anlagerung von Bakterien. Die Beschichtung von Glas mit den DewA-
Fusionsproteinen H*A und H*B der BASF SE hatte jedoch keinen Einfluss auf die bakterielle
Besiedlung der Oberflachen (Rieder et al., 2011; Rieder 2012). Um Hydrophobinen einen
antimikrobiellen Charakter zu verschaffen, wurde die Fusion von AMPs an die amphiphilen
Proteine untersucht.

Die Expression der AMP-Hydrophobin Fusionsproteine fand in E. coli statt. Da sich in
vorherigen Studien herausgestellt hatte, dass die Expression von AMPs zum Absterben von
E. coli fuhrt (Gutt, 2013), wurde N-terminal an das AMP eine Schutzkappe fusioniert, um die
antimikrobielle Funktion der AMPs zu maskieren. Nach der Aufreinigung der Fusionsproteine
aus den Einschlusskorperchen konnte die Schutzkappe erfolgreich mit einem Enterokinase-
Verdau entfernt werden. Die 17 hergestellten AMP-Hydrophobin Fusionsproteine zeigten im
Hemmbhoftest jedoch keine antibakterielle oder fungizide Wirkung. Auch den
Glasoberflachen, die mit den Proteinen beschichtet wurden, konnte keine bakterizide
Wirkung nachgewiesen werden. Die Grinde hierfiir kdnnten nicht korrekt gefaltete Proteine
nach der Aufreinigung aus den Einschlusskérperchen (Quaas et al, 2018), unvorteilhafte
Aminosaurereste nach der Behandlung mit der Enterokinase (Shahravan et al., 2008) oder
die sterische Behinderung der AMPs durch das fusionierte Hydrophobin sein. Trotz ihrer
Nachteile ist die Bildung von Einschlusskdorperchen und die anschlieende

Proteinaufreinigung die praferierte Methode zur heterologen Herstellung von fir den
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Expressionsorganismus toxischen Proteinen (Rudolph & Lilie, 1996). Nach der Aufreinigung
sind jedoch oft renaturierende Schritte notwendig, um bioaktive Proteine zu gewinnen
(Singh & Panda, 2005; Rosano & Ceccarelli, 2014). Doch auch das cytoplasmatisch in E. coli
exprimierte und nativ aufgereinigte Fusionsprotein PA-1_DewA besall keine hemmende
Wirkung auf das Bakterienwachstum, weder im Hemmbhoftest noch bei der Lebend-Tot-
Mikroskopie. Ein negativer Einfluss des Hydrophobins auf die antibakterielle Wirkung des
AMPs ist jedoch zumindest fir das PA-1 auszuschlieRen, da es bereits eine antibakterielle
Wirkung als Fusionsprotein mit HGFI zeigte (Wang et al., 2017). Nach der Expression und
Aufreinigung von PA-1_DewA aus S. cerevisioe konnte eine Hemmung des
Bakterienwachstums in der Lebend-Tot-Mikroskopie, nicht aber im Hemmbhoftest,
beobachtet werden. Dies ist vermutlich durch eine zu geringe PA-1_DewA Konzentration in
der im Hemmhoftest eingesetzten Proteinlosung zu erkldaren. Diese spielt bei der
Beschichtung von Oberflichen nur eine geringe Rolle, da bereits geringe
Hydrophobinmengen (50 — 100 pg/ml) eine flichendeckende Beschichtung erméglichen. Das
Fusionsprotein zeigte nur eine Wirkung gegen die grampositiven Bakterien S. epidermidis
und M. luteus, nicht aber gegen gramnegative Bakterien. Dies entspricht den Ergebnissen
vorheriger Studien mit dem AMP PA-1 (Le Blay et al., 2012; Song et al., 2014; Wang et al.,
2017). Warum das in Hefe exprimierte Fusionsprotein, im Gegensatz zu dem bakteriell
exprimierten Protein, eine antibakterielle Wirkung hatte, konnte verschiedene Ursachen
haben. Das AMP PA-1 besitzt N-terminal zwei antiparallele B-Faltblatter und C- terminal eine
a-Helix, die in Hefe moglicherweise besser ausgebildet werden kdnnen als in E. coli (Bédard
et al., 2018). Zusatzlich bietet die heterologe Proteinexpression in Hefe den Vorteil der post-
translationalen Modifikation, welche fir viele bioaktive Proteine wie auch PA-1 notwendig
ist (Mesa-Pereira et al., 2017). Dass der Expressionsorganismus auch bei nicht-modifizierten
Proteinen einen Einfluss auf die biochemischen Eigenschaften hat, wurde flr die
Hydrophobine HFB4 und HFB7 gezeigt (Przylucka et al., 2017). Diese zeigten je nach
Organismus, aus dem sie aufgereinigt wurden, unterschiedliche
Oberflachenbindungseigenschaften. Eine ebenfalls positive Auswirkung auf die
antibakterielle Wirkung von PA-1_DewA koénnte der Wegfall der Schutzkappe und der damit
nicht mehr notwendige Enterokinase-Verdau sein. Das Weglassen der Kappe ist jedoch nur
praktizierbar, wenn das exprimierte AMP keine tddliche Wirkung auf den

Expressionsorganismus hat. Wird eine Schutzkappe gebraucht, ware eine Alternative zu der
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IV Diskussion

Enterokinase-basierten Abspaltung dieser die Verwendung der zuverlassigerer TEV-Protease
(Terpe, 2003) oder der Einsatz selbstabspaltender Peptide wie die NP Variante EDDIE. Das
Peptid spaltet sich nach der korrekten Faltung selbststdandig ab und hinterldsst im Gegensatz
zu den enzymatischen Abspaltungen authentische N-Termini ohne stérende
Aminosaurenreste (Achmdiller et al., 2007).

Weiterfihrende Studien sind notwendig, um, ausgehend von den ersten wirksamen AMP-
Hydrophobin Fusionsproteinen, eine breite Palette an antibakteriellen oder fungiziden
Oberflachen zu schaffen. Dabei kann man aus einer riesigen Auswahl an unterschiedlichen
AMPs schopfen, doch die richtige Kombination aus antimikrobiellem Peptid, Hydrophobin,
dem Expressionsorganismus und der Aufreinigung der Proteine ist entscheidend. Die
Moglichkeit der heterologen Expression in E. coli, mit Zuhilfenahme der Schutzkappe, oder in
S. cerevisiae ermoglicht jedoch die glinstige Herstellung unterschiedlichster Fusionsproteine,

die anschlieBend auf ihre antimikrobielle Wirkung hin untersucht werden kénnen.
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V Material und Methoden

1 Chemikalien

Soweit nicht anders angegeben, stammen die verwendeten Chemikalien und Kits von den
Firmen AppliChem (Darmstadt), Invitrogen (Karlsruhe), Macherey-Nagel (Diren), Nippon
Genetics - Europe (Dilren), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Hamburg).

Restriktionsenzyme stammen von New England Biolabs (Frankfurt).

2 Verwendete Lithotypen

In dieser Arbeit wurden drei verschiedene Lithotypen verwendet: Obernkirchen Sandstein,
Balegem Kalkstein und Carrara Marmor. Der Obernkirchen ist ein feinkorniger, kleinporiger
Sandstein aus Niedersachsen und setzt sich hauptsachlich aus Quarz (SiOz; 94%), Kaolinit und
Feldspat zusammen. Die durchschnittliche PorengréBe betrdagt 0,8 um bei einer offenen
Porositat von 24,1%. Der Balegem Kalkstein stammt aus der Region um Gent (Belgien) und
ist ein sehr kompakter Stein mit einigen mehrere Millimeter groRen Hohlrdumen.
Hauptséachlich besteht er aus klastischem Arenit (43,3% SiO2; 1,4% Al,O3 und 0,9% FeQ3) in
einem Zement aus Sparit (Ca-/MgCOs; 53,3%). Trotz der haufig auftretenden, groReren
Hohlrdume besitzt der Stein eine offene Porositat von 9,9% und eine mittlere PorengroRe
von 0,28 um. Der Carrara Marmor stammt aus der Gegend um Carrara in der Toskana
(Italien) und besteht zu 99,6% aus CaCOs. Er ist ein strukturell sehr kompakter Stein mit
einem Porendurchmesser von 0,08 um und einer Porositdt von nur 0,7% (Roveri et al.,
2018). Die Steinproben wurden von der Dombauhiitte Kéln (Obernkirchen Sandstein), vom
Architektenbiro Bressers aus Gent (Balegem Kalkstein) und der Opera della Primaziale
Pisana OPZ (Carrara Marmor) bezogen. Durchgefiihrt wurden die Experimente, wenn nicht

anders angegeben, mit Steinplattchen der GroRe 5 cm x 5 cm x 1 cm (Abb. 47).
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Abbildung 48: Verwendete Lithotypen
Aufnahmen der 5 cm x 5 cm x 1 cm Steinplattchen der Lithotypen Obernkirchen Sandstein (links), Balegem
Kalkstein (Mitte) und Carrara Marmor (rechts).

3 Verwendete Organismen

In dieser Arbeit wurden folgende bakterielle und pilzliche Stamme verwendet.

Tabelle 3: Liste der verwendeten Bakterienstamme

Organismus Genotyp Herkunft
Escherichia coli
Topl0 F-, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), | Invitrogen
®80lacZAM15, AlacX74, deoR, recAl, | (Karlsruhe)
araD139, A(ara-leu)7697, galU, galk,
rpsL(StrR), endA1, nupG
Shuffle® T7 F', lac, pro, lacl? / A(ara-leu)7697, araD139, | New England Biolabs

Serratia marcescens
DSM-30121
Pseudomonas putida
DSM-12735
Micrococcus luteus

DSM-20030

fhuA2, lacZ::T7 genel A(phoA)Pvull, phoR,
ahpC*, galE (or U), galK, Aatt::pNEB3-rl-
cDsbC (Spec®, lacl?), AtrxB, rpsL150(Str®),
Agor, A(malF)3

Wildtyp

Wildtyp

Wildtyp

(Frankfurt)

Leibniz-Institut DSMZ

Leibniz-Institut DSMZ

Leibniz-Institut DSMZ
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Staphilococcus
epidermidis
DSM-20044 Wildtyp Leibniz-Institut DSMZ

Aspergillus nidulans

FGSC A4 Glasgow wildtype, veA+ Fungal Genetics
Stock Center

GR5 pyrG89, wA3; pyroA4; veAl Waring et al., 1989

Saccharomyces

cerevisiae

BY4741 MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 Brachmann et al,
1998

4 Kultivierung der Organismen

Die verwendeten Medien wurden fiir 20 Minuten bei 121 °C und 1 bar Uberdruck
autoklaviert. Hitzeempfindliche Losungen wurden sterilfiltriert (Sterilfilter mit 0,45 um

Porengrolie). Glaswaren wurden bei 180 °C fir drei Stunden im Hitzesterilisator gebacken.
4.1 Kultivierung der Bakterienstimme

Fiir Klonierungen und das Anlegen von Glycerinstocks wurde der Stamm E. coli TOP10
verwendet. Dieser wurde in LB-Medium (Bertani, 1951) mit entsprechenden Antibiotika
aerob bei 37 °C kultiviert. Die Proteinexpression erfolgte in SHuffle® T7 E. coli in EC3 Medium
bei 37 °C. S. marcescens, P. putida, M. luteus und S. epidermidis wurden in TSB-YE bei 28 °C
inkubiert. Die Kultivierung in Flissigmedium erfolgte im Schittelinkubator bei 180 rpm. Fir

Festmedien wurden 15 g Agar pro Liter Medium eingewogen.

Tabelle 4: Ndhrmedien zur Kultivierung der Bakterienstimme

Medium Zusammensetzung (1 L)

Lysogeny Broth (LB) 20 g Trypton; 10 g Hefeextrakt; 10 g NaCl; pH 7,5
SOC 20 g Trypton; 5 g Hefeextrakt; 0,5 g NaCl; 0,19 g KCI; 2 g MgCl, x 7

H,0; 3,6 g Glukose; pH 7,0
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Tryptic Soy Broth - YE
(TSB-YE)
SL4 Spurenelemente

(1000x)
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15 g Trypton; 15 g Hefeextrakt; 30 g Glycerin; 2 g KH,PO4; 5 g
(NH4)2S04; 1 g MgS04 x 7 H20; 0,1 g CaCl; x 2 H.0; 1 ml SL4
Spurenelemente; pH 7,0

17 g Trypton; 3 g Phyton (Soja-Pepton); 5 g Hefeextrakt; 5 g NaCl;
2,5 g KkHPOg; 2,5 g Glukose pH 7,5

500 mg CsHsO7 x H,0 (EDTA); 200 mg FeSO4 x 7 H20; 10 mg ZnSO4 x
7 H20; 3 mg MnCl, x 4 H,0; 30 mg H3Bos, 20 mg CoCl x 6 H.0, 1 mg
CuCl x 2 H20; 2 mg NiCl x 6 H20; 3 mg NazMoO4 x 2 H,0

Tabelle 5: Liste der verwendeten Antibiotika

Antibiotikum Endkonzentration im Medium
Ampicillin 100 pg/ml
Kanamycin 50 pg/ml

4.2 Kultivierung von A. nidulans

Die Kultivierung von A. nidulans erfolgte auf oder in Minimalmedium (MM). Das Medium

wurde mit entsprechenden Auxotrophiemarkern versetzt. Fir Festmedien wurden 15 g Agar

pro Liter Medium eingewogen. Flissigkulturen wurden fiir zwei Tage bei 37 °C und 180 rpm

angezogen.

Tabelle 6: Medien fiir A. nidulans

Medium

Zusammensetzung (1 L)

Minimalmedium
(MMm)
Spurenelementlésung

(1000x)

Salz-Stamml6sung

50 ml Salz-Stammlésung; 1 ml Spurenelementlosung; 2% Glukose;
pH 6,5

22 g ZnSO4 x 7 H20; 11 g H3BOs; 5 g MnCl; x 4 H,0; 5 g FeSO4 x 7
H,0; 1,6 g CoCl; x 5 H20; 1,6 g CuSOa4 x 5 H,0; 1,1 g (NH4)sMo070: x 4
H.0; 50 g Na4EDTA; pH 6,5 (mit KOH einstellen)

120 g NaNOs; 10,4 g KCl; 10,4 g MgS0a4 x 7 H20; 30,4 g KH2PO4
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Tabelle 7: Auxotrophiemarker fiir A. nidulans

Auxotrophiemarker Menge pro 1| Medium

Uracil 1lg
Uridin lg
Pyridoxin 1mg

4.3 Kultivierung von S. cerevisiae

Die Kultivierung der transformierten S. cerevisiae Stamme erfolgte aerob bei 30 °C auf oder
in synthetischem Komplexmedium, welchem die Nukleinbase Uracil fehlt (SC-ura). Der
Ursprungsstamm BY4741 wurde auf YPD-Komplettmedium kultiviert. Fir Festmedien

wurden 20 g Agar pro Liter Medium eingewogen.

Tabelle 8: Medien fiir S. cerevisiae

Medium Zusammensetzung (1 L)

SC-ura 20 g Glukose; 34 g Yeast Nitrogen Base (mit Ammoniumsulfat, ohne
Aminosauren); 2 g Yeast Synthetic Drop-Out ohne Uracil; pH 6,5
YPD 10 g Hefeextrakt; 20 g Pepton; 20 g Glukose; pH 6,5

5 Molekularbiologische Methoden

5.1 Praparation von A. nidulans RNA und cDNA

Fur die Isolation der RNA aus A. nidulans wurde der Stamm GRS in 10 ml Minimalmedium
angeimpft und bei 37 °C stehend fiir 24 h inkubiert. Die entstandene Kahmhaut wurde
abgenommen, zwischen sterilem Miracloth (Calbiochem; Heidelberg) und Papiertiichern
trocken gepresst und in flissigem Stickstoff fein gemorsert. Das so gewonnene Pilzmaterial
wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Die RNA wurde mit dem E.Z.N.A.
Fungal RNA Mini Kit (OMEGA bio tec; Norcross, Georgia, USA) nach leicht verdndertem
Protokoll gewonnen. Alle folgenden Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt.

Maximal 100 mg gemorsertes Myzel wurde mit 500 pl RB Buffer gevortext und fir drei
74



V Material & Methoden

Minuten bei 13.000 rpm pelletiert. Der Uberstand wurde auf die im Kit beiliegende, griine
Homogenisierungssdule gegeben und anschlieBend finf Minuten bei 13.000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand des Durchflusses wurde vorsichtig in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefald Gberfihrt und mit 250 pl 100% EtOH gemischt. Diese Suspension wurde auf
eine beiliegende, orangene Bindesaule gegeben und 30 Sekunden bei 13.000 zentrifugiert.
Die Saule wurde anschlieBend einmal mit 500 pl RNA Wash Buffer | und zweimal mit 700 pl
RNA Wash Buffer Il gewaschen (30 Sekunden bei 13.000 rpm). AnschlieRend wurde die Saule
eine Minute leer zentrifugiert, um restliche Minimalmengen an Puffer zu entfernen. Die
Saule wurde auf ein DNase- und RNase-freies 1,5 ml ReaktionsgefaR iberfiihrt, die RNA mit
50 pl DEPC Wasser bei 13.000 rpm eluiert und bei -80 °C gelagert. Bevor cDNA aus der RNA
gewonnen werden konnte, wurde diese einem DNA-Verdau mit Hilfe des Ambion TURBO
DNA-free™ Kits (Life Technologies GmbH; Darmstadt) unterzogen. Die anschlieRende cDNA-
Synthese erfolgte nach Herstellerangaben mit dem SuperScript® Il First-Strand Synthesis
System (Life Technologies GmbH; Darmstadt). Die so gewonnene cDNA wurde bei -20 °C

gelagert.

5.2 Klonierung von PCR-Produkten und Site-directed Mutagenesis

Die PCRs wurden mit der Polymerase Q5 (New England Biolabs, Frankfurt) in einem
Gesamtvolumen von 50 pl durchgefiihrt, wobei die dNTP-Endkonzentration bei 200 uM und
die Primer-Endkonzentration bei 0,4 pM lag. Die benutzen PCR-Programme richteten sich
nach der jeweiligen GroBe des zu amplifizierenden PCR-Produkts und der Annealing
temperature der Primer (55 °C - 65 °C). Die DNA-Probe wurde bei 98 °C denaturiert, die
Elongation erfolgte bei 72 °C fiir 30 sek/kb. Die PCR-Produkte wurden, je nach GroRe, auf ein
1%- oder 2%-iges Agarosegel aufgetragen und in 0,5x TAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat pH 8,0;
1mM EDTA) durch Elektrophorese aufgetrennt. Durch den dem Agarosegel zugefiigten
Farbstoff Midori Green Advance (Nippon Genetics, Diren) wurde die DNA unter blaugriinem
Licht sichtbar. Als DNA-GroBenstandarts dienten hierbei die 100 bp oder die 1 kb DNA-
Ladder (New England Biolabs, Frankfurt). Die gewilinschten PCR-Fragmente wurden mit
einem Skalpell aus dem Gel herausgetrennt und die DNA mit dem FastGene Gel Extraction
Kit (Nippon Genetics, Duren) aufgereinigt. Die anschlieBenden Restriktionen wurden in
einem Volumen von 25 pl und bei 37 °C durchgefiihrt. Die Ansdtze entsprachen in ihrer

Zusammensetzung den Angaben des Herstellers. Grundsatzlich wurden pro Ansatz 0,25 pl -
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0,5 ul je Restriktionsenzym eingesetzt. Die geschnittenen PCR-Produkte und Zielvektoren
wurden in einem 20 pl Ansatz fir 30 Minuten bei Raumtemperatur oder Gber Nacht bei 16
°C mit der T4-Ligase (New England Biolabs, Frankfurt) ligiert.

Um kleine Veranderungen an der DNA-Sequenz in bereits hergestellten Plasmiden zu
erzeugen, wurde eine an das QuikChange® Il Site-Directed Mutagenesis Kit von Agilent
(Santa Clara, USA) angelehnte Methode benutzt (Abb. 48). Es wurden 30 bp grofRe Primer
erstellt, die in der Mitte die gewlinschte Mutation enthielten. Mit der Phusion® High Fidelity
DNA Polymerase (New England Biolabs, Frankfurt) wurde eine PCR auf das zu verandernde
Plasmid durchgefiihrt. Das PCR-Produkt wurde anschlieBend einer Restriktion mit Dpnl
unterzogen, wodurch die methylierte Ursprungs-DNA geschnitten wurde und das neu
synthetisierte Plasmid, welches die gewollte Mutation trug, Ubrigblieb. Der Ansatz wurde
anschlieflend in E. coli transformiert, das Plasmid aufgereinigt und zum Sequenzieren an die

Firma Eurofins Genomics (Ebersberg) geschickt, um die eingefiigte Mutation zu bestatigen.

PCR mit der Phusion-Polymerase und
dem Primerpaar, das die gewollte

Q
4

@ O Mutation enthalt
{

®

4
H 1 Verdau der methylierten Ursprungs-DNA
A Y

Transformation der mutierten DNA in E. coli

Abbildung 49: Schematische Darstellung der Site-Directed Mutagenesis

Durch spezielle Primer, welche die gewiinschte Mutation in ihrer Mitte enthalten, werden per PCR die
Veranderungen in die neu synthetisierte Plasmid-DNA eingebracht. Durch eine Dpnl-Restriktion wird die
methylierte Ursprungs-DNA geschnitten und das mutierte Plasmid wird in E. coli transformiert (verandert nach:
Instruction Manual QuikChange® Il Site-Directed Mutagenesis KIT, Agilent, Santa Clara, USA).
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Tabelle 9: Liste der verwendeten Oligonukleotide
Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen, der C-terminale 6-fach His-Tag an den
Hydrophobinen ist kursiv geschrieben.

Bezeichnung

Sequenz (5’ - 3’)

DewA fw
DewA re

DewC fw

DewC re

DewD fw
DewD re
DewtE fw
Dewtk re
HFBI fw
HFBI re

pelB fw Duplex

pelB re Duplex

pelB Test fw
pET28a ANcol QC1
pET28a ANcol QC2
pBASF2 Seq fw
pBASF2 Seq re
pET28a Seq fw
pET28 Seq re

Tet021 fw

Tet021 re

Tet022 fw

ATGCATGCGCTTCATCGTCTC
ATAAGCTTAGTGATGGTGATGGTGATGAGATCCCTCAGCCTTGGTACCAG
ATGCATGCAATTCACAATCGC
ATAAGCTTAGTGATGGTGATGGTGATGAGATCCGAGAACCTGGACAGGA
AC

ATGCATGCATCTTTCCACCTCC
ATAAGCTTAGTGATGGTGATGGTGATGAGATCCCTTGTCAACGCCATCAC
ATGCATGCTTATGAAGGTCGCCACTGC
ATAAGCTTAGTGATGGTGATGGTGATGAGATCCGTGGCCGTGCTCCAG
ATGCATGCAGCCGTTAGAAGATC
ATAAGCTTAGTGATGGTGATGGTGATGAGATCCTGCGCCCACGGC
AACCATGGATGAAATCGTTCATCGCGCCGATCGCTGCGGGCCTGCTGCTG
GCCCTGTCTCAGCCGCTGCTGGCTGGCATGCAA
TTGCATGCCAGCCAGCAGCGGCTGAGACAGGGCCAGCAGCAGGLCLCGC
AGCGATCGGCGCGATGAACGATTTCATCCATGGTT
CGTTCATCGCGCCGATCGC
CTTTAAGAAGGAGATATACCATGAAATCGTTCATCGCGCC
GGCGCGATGAACGATTTCATGGTATATCTCCTTCTTAAAG
GCCACGATGCGTCCGGC

CTGGATCTATCAACAGGAGTC

GGAATTGTGAGCGGATAAC

GCAGCCAACTCAGCTTC
ATCTGCAGGACGATGACGATAAAAAGAAATGGAAGATCGTAGTCATCAA
GTGGAAGAAGGGCGGGGGATCCAT
ATGGATCCCCCGCCCTTCTTCCACTTGATGACTACGATCTTCCATTTCTTTT
TATCGTCATCGTCCTGCAGAT
ATCTGCAGGACGATGACGATAAAAAGAAGTGGAAGATCGTTGTGATTCG
GTGGAGACGTGGCGGGGGATCCAT
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Tet022 re

Tet023 fw

Tet023 re

Tet024 fw

Tet024 re

Tet032 fw

Tet032 re

Tet033 fw

Tet033 re

Tet091 fw

Tet091 re

Tet112 fw

Tetll2 re

Tetl127 fw

Tetl27 re

Protonectin fw
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ATGGATCCCCCGCCACGTCTCCACCGAATCACAACGATCTTCCACTTCTTT
TTATCGTCATCGTCCTGCAGAT
ATCTGCAGGACGATGACGATAAAAGACGGTGGAAGATTGTGGTTATTCG
CTGGAAAAAGGGCGGGGGATCCAT
ATGGATCCCCCGCCCTTTTTCCAGCGAATAACCACAATCTTCCACCGTCTT
TTATCGTCATCGTCCTGCAGAT
ATCTGCAGGACGATGACGATAAACGTCGCAGATGGATCGTGGTAATATG
GCGTCGGCGCGGCGGGGGATCCAT
ATGGATCCCCCGCCGCGCCGACGCCATATTACCACGATCCATCTGCGACG
TTTATCGTCATCGTCCTGCAGAT
ATCTGCAGGACGATGACGATAAACGGAGATGGAGACGGTGGTGGCGTA
GATGGCGCAGAGGCGGGGGATCCAT
ATGGATCCCCCGCCTCTGCGCCATCTACGCCACCACCGTCTCCATCTCCGT
TTATCGTCATCGTCCTGCAGAT
ATCTGCAGGACGATGACGATAAACGGCGGAGATGGTGGTGGCGTCGCT
GGTGGAGACGGGGCGGGGGATCCAT
ATGGATCCCCCGCCCCGTCTCCACCAGCGACGCCACCACCATCTCCGCCG
TTTATCGTCATCGTCCTGCAGAT
ATCTGCAGGACGATGACGATAAATTCCTGCCTAAAAAATTTCGCTGGTGG
AAGTATAGAAAGGGCGGGGGATCCAT
ATGGATCCCCCGCCCTTTCTATACTTCCACCAGCGAAATTTTTTAGGCAGG
AATTTATCGTCATCGTCCTGCAGAT
ATCTGCAGGACGATGACGATAAAAAGTGGAAGTGGTGGAAATGGAAGA
AGGGCGGGGGATCCAT
ATGGATCCCCCGCCCTTCTTCCATTTCCACCACTTCCACTTTTTATCGTCAT
CGTCCTGCAGAT
ATCTGCAGGACGATGACGATAAAAAACGCTGGTGGAAGTGGTGGCGTC
GGGGCGGGGGATCCAT
ATGGATCCCCCGCCCCGACGCCACCACTTCCACCAGCGTTTTTTATCGTCA
TCGTCCTGCAGAT
ATCTGCAGGACGATGACGATAAAATTCTGGGCACGATCCTTGGTTTATTA
AAAGGGTTAGGCGGGGGATCCAT
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ATGGATCCCCCGCCTAACCCTTTTAATAAACCAAGGATCGTGCCCAGAAT
Protonectin re TTTATCGTCATCGTCCTGCAGAT
ATCTGCAGGACGATGACGATAAACGTCTGTGCCGTATTGTTGTTATCCGC
Bactenectin fw GTCTGTCGTGGCGGGGGATCCAT
ATGGATCCCCCGCCACGACAGACGCGGATAACAACAATACGGCACAGAC
Bactenectin re GTTTATCGTCATCGTCCTGCAGAT
ATCTGCAGGACGATGACGATAAAGGGAGCAAAAAGCCGGTTCCGATCAT
Thanatin fw CTACTGCAATCGCCGTACAGGCAAATGCCAACGTATGGGCGGGGGATCC
AT
ATGGATCCCCCGCCCATACGTTGGCATTTGCCTGTACGGCGATTGCAGTA
Thanatin re GATGATCGGAACCGGCTTTTTGCTCCCTTTATCGTCATCGTCCTGCAGAT
PA-1_DewA pSP-G1 f | TAGCGGCCGCATGAAATATTATGGAAACGGAG

PA-1_DewA pSP-G1r | GATTAATTAACTTAATGGTGATGATGATGG

PA-1_HGFI pSP-G1 fw | TAGCGGCCGCATGAAGTATTACGGCAACGG

PA-1_HGFI pSP-G1 re | GATTAATTAACTTAGTGATGGTGGTGGTG

5.3 Insertion von Peptiden via Primerligation

Die fiir die antimikrobiellen Peptide (AMPs) sowie fiir die pelB-leader sequence kodierenden
DNA-Fragmente wurden per Primerligation hergestellt. Hierzu wurden zwei Primer
entworfen, welche komplementar zueinander waren und sowohl die DNA-Sequenz des zu
klonierenden Peptids als auch Restriktionsschnittstellen an den Enden tragen. Die
Oligonukleotide wurden in Duplex-Puffer (10 mM Tris-HCl; 100 mM KH2POa; pH 7,5) geldst
und dquimolar gemischt. Das Primer-Gemisch wurde im Heizblock fiir zwei Minuten bei 95 °C
erhitzt und anschlieend das Gerat ausgeschaltet, sodass sich das Gemisch langsam auf
Raumtemperatur abkihlen und sich die einzelstrangigen Oligonukleotide zu einem
doppelstrangigen DNA-Fragment anlagern konnten. Die so gewonnene DNA wurde per
Restriktion in die entsprechenden Vektoren kloniert oder bei -20 °C gelagert.

DNA-Sequenzen von Peptiden, welche zu groR fir die Primerligation waren (>30 bp), wurden
als Geneblock bei Integrated DNA Technologies (Leuven, Belgien) bestellt und in den pJET1.2

Vektor (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) zwischenkloniert.
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5.4 Transformation und Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Ligationsprodukte sowie durch site-directed Mutagenesis gewonnene Plasmide wurden zur
Vervielfaltigung und anschlieBender Aufreinigung in E. coli (TOP10) transformiert. Hierzu
wurden 50 pl chemisch kompetenter TOP10 mit der Plasmid- DNA fiir 30 Minuten auf Eis
inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein Hitzeschock bei 42 °C fiir 60 Sekunden. Dieser Ansatz
wurde mit 250 pl SOC versetzt und eine Stunde bei 37 °C und 180 rpm im Schittler inkubiert.
Der Ansatz wurde auf Festmedium mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und Gber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Einzelkolonien wurden mit einem sterilen Zahlstocher in 3 ml LB-
Medium mit entsprechendem Antibiotikum Gberfiihrt und tiber Nacht bei 37 °C schiittelnd
inkubiert. 2 ml der Kultur wurden in einem Reaktionsgefal} bei 13.000 rpm fiir eine Minute
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das gewonnene Pellet in 200 pl Zell-
Suspensionspuffer gelost. AnschlieRend wurden 200 ul Zell-Lysepuffer zugegeben und das
Gemisch invertiert. Nach zweiminutiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die
Proteinfdllung durch die Zugabe von 200 pl Kalium-Acetat Lésung und einer Lagerung von
zehn Minuten auf Eis. Nach einem Zentrifugationsschritt von fiinf Minuten bei 13.000 rpm
wurde der klare Uberstand in ein 1,5 ml ReaktionsgefiR tiberfiihrt, in dem bereits 600 pl
100% Isopropanol vorlagen. Das Gemisch wurde fiir zehn Minuten auf Eis gelagert und die
Plasmid-DNA anschlieBend fir zehn Minuten bei 13.000 rpm in einer vorgekihlten
Zentrifuge pelletiert. Das DNA-Pellet wurde mit 500 ul kaltem 70% Ethanol Uberschichtet
und erneut zentrifugiert. Nach dem Trocknen bei 68 °C wurde die Plasmid-DNA in 50 ul TE

resuspendiert und bei -20 °C gelagert.

Tabelle 10: Losungen zur Plasmid-Prdparation aus E. coli

Lésung Zusammensetzung

Zell-Suspension 50 mM Tris-HCl pH 7,5; 10 mM EDTA; 0,01% RNase
Zell-Lyse 0,2 M NaOH; 1% SDS

Kalium-Acetat 1,5 M KAc pH 4,8

TE 10 mM Tris-HCl pH 7,4; 1 mM EDTA pH 8,0
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Name Beschreibung Herkunft
pBASF2 YaaD_DewA_6xHis unter T5/lacO \Z/\é‘ig"ebe” al.
Vektor zur Proteinexpression in E. coli unter
pET28a T7/lacO Novagen, Darmstadt
pSP-G1 Vektor zur Proteinexpression in S. cerevisiae | Partow et al., 2010
pLW31 YaaD_DewC_6xHis in pBASF2 diese Arbeit
pLW32 YaaD_DewD_6xHis in pBASF2 diese Arbeit
pLW33 YaaD_DewE_6xHis in pBASF2 diese Arbeit
pLW34 YaaD_HFBI_6xHis in pBASF2 diese Arbeit
YaaD_EK_Ginkbilobin_DewA_6xHis in
pLW36 OBASF2 diese Arbeit
pLW37 YaaD_DewA 6xHis in pET28a diese Arbeit
pLW38 YaaD_DewC_6xHis in pET28a diese Arbeit
pLW39 YaaD_DewD_6xHis in pET28a diese Arbeit
pLW40 YaaD_DewE_6xHis in pET28a diese Arbeit
pLW41 YaaD_HFBI_6xHis in pET28a diese Arbeit
YaaD_EK_Ginkbilobin_DewA_6xHis in
pLW43 OET28a diese Arbeit
pLW58 pelB_DewA 6xHis in pET28a diese Arbeit
pLW59 pelB_DewC_6xHis in pET28a diese Arbeit
pLW60 pelB_DewD_6xHis in pET28a diese Arbeit
pLW61 pelB_DewE_6xHis in pET28a diese Arbeit
pLW62 pelB_HFBI_6xHis in pET28a diese Arbeit
pLW63 pelB_3xHA_Gink_DewA_6xHis in pET28a diese Arbeit
pLW64 ANcol vor pelB in pLW58 diese Arbeit
pLW65 ANcol vor pelB in pLW59 diese Arbeit
pLW66 ANcol vor pelB in pLW60 diese Arbeit
pLW67 ANcol vor pelB in pLW61 diese Arbeit
pLW68 ANcol vor pelB in pLW62 diese Arbeit
pLW72 YaaD_EK Tet21l DewA 6xHis in pET28a diese Arbeit
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pLW73 YaaD_EK Tet22 DewA 6xHis in pET28a diese Arbeit
pLW74 YaaD_EK Tet23 DewA 6xHis in pET28a diese Arbeit
pLW75 YaaD_EK_Tet24_DewA_6xHis in pET28a diese Arbeit
pLW76 YaaD_EK Tet32 DewA 6xHis in pET28a diese Arbeit
pLW77 YaaD_EK_Tet33_DewA_6xHis in pET28a diese Arbeit
pLW78 YaaD_EK Tet91 DewA 6xHis in pET28a diese Arbeit
pLW79 YaaD_EK_Tet112 DewA_6xHis in pET28a diese Arbeit
pLW80 YaaD EK Tetl27 DewA_ 6xHis in pET28a diese Arbeit
pelB_3xHA_BMAP28 DewA 6xHis in
pLw381 DET28a diese Arbeit
pelB_3xHA_Protonectin_DewA 6xHis in
pLW382 OET28a diese Arbeit
pelB_3xHA_Bactenectin_DewA_6xHis in
pLW83 oET28a diese Arbeit
pelB_3xHA_Thanatin_DewA_6xHis in
pLW84 OET28a diese Arbeit
pLWS85 pelB_3xHA_AFP_DewA 6xHis in pET28a diese Arbeit
pLW86 pelB_3xHA PA-1_DewA 6xHis in pET28a diese Arbeit
pLW87 A pelB_3xHA in pLW86 diese Arbeit
pLW97 PA-1_DewA_ 6xHis in pSP-G1 diese Arbeit
pLW98 PA-1_HGFI_6xHis in pSP-G1 diese Arbeit

5.5 Transformation von S. cerevisiae

Die Transformation von S. cerevisiae (BY4741) erfolge per Hitzeschock. Dazu wurden 50 ml
YPD mit einer Vorkultur auf eine ODsoo von 0,2 angeimpft und fir vier Stunden bei 30 °C und
180 rpm inkubiert. Die Kultur wurde bei 5.000 rpm geerntet, in 1 ml dH,0 resuspendiert und
in ein 1,5 ml Reaktionsgefal tberfihrt. Das Pellet wurde anschlieRend weitere zweimal mit
dH20 und dreimal mit 0,1 mM LiAc gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die
Zellen auf drei Reaktionsgefalle verteilt und mit 240 pl 50% PEG 3500, 36 pl 1 M LiAc, 20 pl

Lachs-Sperma DNA (10 mg/ml) und 1 pg Plasmid gemischt. Das Gemisch wurde fir 30
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Sekunden gevortext und bei 30 °C schittelnd inkubiert. AnschlieBend erfolgte der
Hitzeschock bei 42 °C fur 20 Minuten, wobei der Ansatz zwischenzeitlich mehrere Male
gevortext wurde. Danach wurden die Zellen einmal mit 1 ml dH,0 gewaschen, in 300 pl
dH20 resuspendiert und auf drei SC-ura Platten ausplattiert. Nach drei Tagen konnten

einzelne Kolonien auf neue SC-ura Platten gepickt werden.

6 Biochemische Methoden

6.1 Aufreinigung der Hydrophobine aus E. coli

Fir die Expression der rekombinanten Hydrophobine wurden chemisch kompetente
SHuffle® T7 E. coli frisch mit dem entsprechenden Plasmid transformiert. 50 ml LB wurden
mit einer Kolonie angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Am Folgetag
wurden 500 ml EC3 in einem 2|-Schikanekolben auf eine optische Dichte von 0,05 (ODeoo) mit
dieser Vorkultur angeimpft und bis zu einer ODgopo von 0,6 - 0,8 wachsen gelassen. Die
Proteinexpression unter dem T7 Promotor erfolgt durch die Zugabe von 0,5 mM IPTG
(Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid). Die induzierte Bakterienkultur wurde Gber Nacht bei
37 °Cund 180 rpm inkubiert. Die Kultur wurde fiir zehn Minuten bei 5.000 rpm geerntet und
das Pellet in 25 ml 20 mM Natrium-Phosphat Puffer pH 7,5 resuspendiert. Die
Proteinaufreinigung erfolgte durch Abtrennen und Auflésen der Einschlusskorperchen (engl.:
inclusion bodies; IB), welche die Hydrophobine enthalten. Dazu erfolgte der Zellaufschluss an
der French Pressure Cell Press (AMINCO, Maryland, USA) bei einem Druck von 1.500 psi
(pound-force per square inch = Pfund pro Quadratzoll), was ungefdahr 103 bar entspricht.
Nach einem Zentrifugationsschritt bei 5.000 rpm und 4 °C fur 30 Minuten wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet ein weiteres Mal in Natrium-Phosphat Puffer und
anschliefend zweimal in ddH,0 gewaschen, um die IBs von einem Grof3teil der Zelltriimmer
und von l6slichen Proteinen zu trennen. Das Ubrig gebliebene Pellet wurde in 10 ml ddH,0
gelost und die Einschlusskorperchen durch die Zugabe von 25% NaOH bis zu einer
Endkonzentration von 100 mM gel6st. Nach einer Inkubation von 20 Minuten bei 4 °C,
welche rollend erfolgte, wurde 20% H3PO4 zugegeben, bis ein pH-Wert von 8,0 - 8,5 erreicht
war. Die so aus den Einschlusskdrperchen gelésten Hydrophobine wurden in einem letzten

Zentrifugationsschritt bei 13.000 rpm fir zehn Minuten von den unldslichen Fragmenten
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getrennt. Der das Hydrophobin enthaltende Uberstand wurde entweder sofort zur
Oberflachenbeschichtung benutzt, fiir kurze Zeit bei -20 °C gelagert oder bei -40 °C und

0,120 mbar flr 48 Stunden gefriergetrocknet.

6.2 Aufreinigung der Hydrophobine aus S. cerevisiae

Fir die Aufreinigung der Hydrophobin-Fusionsproteine aus Hefe wurden positiv
transformierte BY4741 Einzelkolonien in 250 ml SC-ura angeimpft und fiir drei Tage bei 30 °C
und 180 rpm im 1l-Schikanekolben inkubiert. Die Kultur wurde bei 5.000 rpm fiir zehn
Minuten geerntet und einmal mit dH,O gewaschen, bevor es in B+ Aufschlusspuffer
resuspendiert wurde. Der Zellaufschluss erfolgte an der French Pressure Cell Press (AMINCO,
Maryland, USA) bei einem Druck von 1.500 psi, wobei die Zellen den Prozess flinfmal
durchlaufen mussten. Die Zelltrimmer wurden durch einen Zentrifugationsschritt bei 10.000
rpom fir 30 Minuten von der flissigen Phase, in der sich die heterolog exprimierten
Fusionsproteine befinden, getrennt. Der Uberstand wurde in einen zuvor in Wasser
eingeweichten Dialysierschlauch Uberfihrt (ZelluTrans Dialysiermembran T2, Roth,

Karlsruhe) und tGber Nacht bei 4 °C gegen Hydrophobinbeschichtungspuffer dialysiert.

Tabelle 12: Zusammensetzung S. cerevisiae Aufschlusspuffer

Lésung Zusammensetzung

B+ Aufschlusspuffer 300 mM NaCl; 100 mM Tris; 1 mM EDTA; 10% Glycerol; 0,1% NP-
40; pH 7,5

6.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Alle Losungen und verwendete Puffer fiir die SDS-PAGE, welche nicht in Tabelle 13
angegeben sind, wurden wie in Molecular Cloning, Appendix 8 (Sambrook & Russell, 2001)
beschrieben hergestellt. Zum Anfertigen der SDS-Polyacrylamidgele und zur
Gelelektrophorese wurde das Mini PROTEAN System von Bio-Rad (Miinchen) verwendet. Die
Proteinproben wurden mit 4x SDS-Ladepuffer versetzt und fiir zehn Minuten bei 95 °C
denaturiert. Die Proteine wurden anschliefend ihrer GroRe entsprechend in einem Gel mit

einem 15%-igem Anteil an Polyacrylamid (Rotiphorese Gel 30 (37,5:1)) aufgetrennt. Als
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GrolRenstandards dienten die PageRuler™ Prestained Protein Ladder 10 to 180 kDa und die
Pierce™ Unstained Protein MW Ladder (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA). Die Gele
wurden entweder fiir den Western Blot weiterverwendet oder die aufgetrennten Proteine

mit der Roti®-Blue quick Losung (Roth, Karlsruhe) im Gel sichtbar gemacht.

Tabelle 13: Losungen fiir die SDS-PAGE

Lésung Zusammensetzung

SDS-Laufpuffer 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1% SDS
4x SDS-Ladepuffer 40% Glycerol; 8% SDS; 0,4% Bromophenolblau; 400 mM DTT; 200
mM Tris-HCI, pH 6,8

6.4 Western Blot

Die Western Blots wurden im Wet Blot Verfahren in der Mini Trans Blot Cell von Bio-Rad
(Minchen) durchgefihrt. Der Transfer der Proteine erfolge auf eine PVDF-Membran (A.
Hartenstein) oder auf eine Nitrocellulosemembran (Amersham™ Protran® Western blotting
membran 0,2 um poresize, GE Healthcare, Little Chalfont, UK) fiir zwei Stunden bei 40 V. Der
erfolgreiche Proteintransfer wurde mit Ponceau S tberpriift. Zum Blockieren unspezifischer
Bindungsstellen wurde die Membran anschlieend fiir 30 Minuten bei 4 °C mit Blocking-
Losung inkubiert. Die Hybridisierung mit dem Priméarantikorper (6x-His Tag Monoclonal
Antibody from mouse, Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) erfolgte in 1% Magermilch
in TBS-T Uber Nacht bei 4 °C. Die Membran wurde dreimal fir zehn Minuten mit TBS-T
gewaschen und anschlieBend mit dem Sekundarantikérper (Anti-mouse IgG (Fab specific)-
Peroxidase antibody, Sigma-Aldrich, Hamburg) in 1% Magermilch in TBS-T fiir eine Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten mit TBS-T fiir zehn
Minuten fand die Immundetektion am Chemi-Smart 5.000 (Peqlab, Erlangen)
Chemilumineszenz-detektor statt, nachdem die Membran mit der WesternBright ECL HRP

Losung (Advansta, Menlo Park, USA) befeuchtet wurde.
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Tabelle 14: Losungen fiir den Western Blot

Losung Zusammensetzung

Transferpuffer 20 mM Tris; 100 mM Glycin; 0,1% SDS, 20% Methanol
Ponceau S-L6sung 0,1% Ponceau S in 5% Essigsaure

TBS-T 20 mM Tris-HCL; 150 mM NaCL; 0,05% Tween 20; pH 7,5
Blocking-Losung 10% Magermilch in TBS-T

6.5 Oberflachenbeschichtung mit Hydrophobinen

Die Beschichtung von harten Oberflaichen mit Hydrophobinen fand angelehnt an Rieder et
al., 2011 statt. Glaserne Objekttrager wurden vor dem Beschichten mit 100% Isopropanol
gereinigt und an der Luft trocknen gelassen. Die 5 cm x 5 cm x 1 cm grofRen Steinproben
wurden zum Entsalzen zweimal fiir eine Stunde in ddH,0 gewaschen und lber Nacht bei 50
°C im Hybridisierungsofen getrocknet. Das Hydrophobin wurde in Beschichtungspuffer (50
mM Tris-HCl; 5 mM CaCl;; pH 8,0) resuspendiert, die Objekttrager mit dieser Losung
uberschichtet und in einer luftdichten Feuchtekammer fiir zwei Stunden bei 60 °C inkubiert.
Die Beschichtung der Steinproben fand ebenfalls bei 60 °C im Hybridisierungsofen statt.
Diese wurden 5 mm tief in Hydrophobin enthaltenden Beschichtungspuffer gelegt und
ebenfalls fir zwei Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden alle Proben dreimal fiir 15

Minuten in ddH,0 gewaschen und bei Raumtemperatur Giber Nacht trocknen gelassen.

6.6 Test auf Beschichtungsstabilitat

Um die Stabilitat der unterschiedlichen Hydrophobinbeschichtungen zu testen, wurden die
Vertiefungen von Epoxy beschichteten 8-well Objekttragern (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) mit Hydrophobin beschichtet und zur Halfte in ddH.0O, 70% Ethanol oder 1%
SDS getaucht. Nach einem, drei und sieben Tagen Inkubation bei Raumtemperatur wurden
die Objekttrager dreimal kurz mit ddH,O gewaschen und die Hydrophobinbeschichtung per
Immunfluoreszenz am Mikroskop analysiert (siehe 7.1). Die Stabilitdt gegentiber UV wurde in
einem UV-Crosslinker BLX-E254 (Vilber Lourmat, Marne-la-Vallée, Frankreich) getestet,
welcher UV-C mit einer Wellenldnge von 254 nm abstrahlt. Zum Testen der

Temperaturstabilitdat wurden beschichtete Objekttrager fiir zwei Stunden bei 80 °C trocken
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gebacken. Die Bestimmung der Stabilitat der Hydrophobinbeschichtung erfolgte ausgehend
von der Fluoreszenzintensitdt der mikroskopischen Aufnahmen. Insgesamt wurden pro
Zeitpunkt und getesteter Kondition jeweils drei Regionen von sechs Bildern mit /ImageJ
ausgewertet (n = 18). Diese Werte wurden mit den Werten verglichen, die von den nicht
eingetauchten Vertiefungen auf dem gleichen Objekttrager erhalten und als 100% Intensitat
festgesetzt wurden. Die Daten wurden mit dem Anderson-Darling Test auf Normalverteilung
geprift bevor sie mit dem zweiseitigen Students T-Test bei gleicher Varianz und einem alpha
Level von 0,01 auf Signifikanz getestet wurden.

Die Stabilitat der Hydrophobinbeschichtung auf Stein wurde durch eine Inkubation von frisch
beschichteten 5 cm x 5 cm x 1 cm groBen Proben fiir drei Tage in 70% EtOH und 1% SDS
untersucht. Nach den entsprechenden Inkubationszeiten wurden die Steinplattchen aus der
Losung entfernt, finfmal fiir zehn Minuten mit ddH.O gewaschen und bei 60 °C fiir 30
Minuten im Ofen getrocknet. Nach dem Abkiihlen wurde ein 8 ul Tropfen Wasser auf die
Steinoberflaiche gegeben und die Absorptionsgeschwindigkeit mit einer Kamera
dokumentiert. Das Wasser war zuvor mit 25 ug/ml Remazol Brilliant Blue R (Sigma-Aldrich,
Hamburg) eingefarbt worden, um den Tropfen besser sichtbar zu machen.

Die Bestimmung der Langzeitstabilitit der Hydrophobinbeschichtung wurde auf
quadratischen Steinblocken (Obernkirchen Sandstein) mit 5 cm Seitenldnge durchgefiihrt.
Nach der Beschichtung der Blocke mit DewA wurde die Wasseraufnahme der Steine
bestimmt und die Proben anschlieBend fir drei Monate im Freien exponiert. Dies geschah
zum einen auf dem Dach der sudlich gelegenen Chorkapellen der Hohen Domkirche Sankt
Petrus (Kolner Dom) in Koéln und zum anderen auf dem Dach einer Garage in
Grunwettersbach nahe Karlsruhe. Nach der Exponierung wurden die Steine fiir 30 Minuten
bei 60 °C getrocknet, abkilihlen gelassen und die Wasseraufnahme mit dem

Tropfenabsorptionstest erneut bestimmt.

6.7 Test auf Emulsion Stabilisierung

Die Fahigkeit der Hydrophobine, als Emulgator zu dienen, wurde in einem einfachen
Emulsionstest untersucht. Hierzu wurden die Hydrophobine in ddH,0 gel6st, welches mit 25
ug/ml Remazol Brilliant Blue R (Sigma-Aldrich, Hamburg) eingefarbt war. Die Farbe diente

der besseren Visualisierung der wassrigen Phase. 2 ml Rapsdl wurden mit 2 ml
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Hydrophobinlosung fiir 30 Sekunden auf dem Vortexmischer gemischt und die
Phasentrennung mit einer Videokamera dokumentiert. Fiir die Langzeitstudie wurden 3 ml
Rapsdl mit 1 ml Hydrophobinlésung gemischt und Uber eine Woche unberiihrt stehen

gelassen. Die Phasentrennung wurde bildlich dokumentiert

7 Mikroskopie

7.1 Lichtmikroskopie

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen wurden mit dem AxiolmagerZ.1 und einer AxioCam
MRm Kamera mit der Software Zen Pro 2012 durchgefiihrt (Carl Zeiss AG, Oberkochen).

Die Hydrophobinbeschichtung auf den Glasoberflichen wurde per Immunfluoreszenz
nachgewiesen. Beschichtete Objekttrager wurden fir 30 Minuten mit Blocking-Losung (siehe
Tabelle 14) abgesattigt, bevor sie fiir eine Stunde bei Raumtemperatur (alternativ bei 4 °C
Uber Nacht) mit dem Primarantikdrper (a-His) inkubiert wurden. Nach drei finfmin(tigen
Waschschritten mit TBS wurde der Sekundéarantikorper (Anti-mouse IgG Cy3-labelled
antibody, Dianova GmbH, Hamburg) fiir eine Stunde im Dunkeln aufgetragen. Nach
erneutem Waschen mit TBS und ddH,O wurden die Proben bei einer Anregungswellenldange
von 552 nm und einer Emissionswellenlange von 565 nm bei 1000-facher VergrofRerung
mikroskopiert.

Die Lebend-Tot-Mikroskopie von Bakterien wurde mit den zwei DNA-interkalierenden
Farbstoffen Propidiumiodid (Pl) (Sigma-Aldrich, Hamburg) und Syto™ 9 (Thermo Fischer
Scientific, Waltham, USA) durchgefiihrt. Wahrend das Pl nur perforierte Zellmembranen
passieren kann und so der Markierung von toten Bakterien dient, passiert das Syto™ 9 auch
die intakte Zellmembran und farbt so lebende Zellen. Pl besitzt eine Anregungs-
/Emissionswellenldnge von 488/590 nm und Syto™ 9 von 485/498 nm. Zur Lebend-Tot
Farbung wurden mit Fusionsprotein beschichtete Objekttrdger Uber Nacht in einer
Bakterienkultur inkubiert, dreimal mit steriler Saline (0,9% NaCl) gewaschen und fiir zehn
Minuten in der Farbelosung (2,5 uM Syto™ 9 und 15 yuM Pl in TBS) inkubiert. Nach zwei
Waschschritten mit ddH,O wurden die Objekttrager bei 200-facher VergroRerung

mikroskopiert und die Anzahl der Zellen mit ImageJ bestimmt.
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7.2 Rasterkraftmikroskopie

Die Rasterkraftmikroskopie (englisch: atomic force microscopy) diente der préazisen
Darstellung der  Oberflachenstruktur  hydrophobinbeschichteter  Glasobjekttrager.
Durchgefuhrt wurde sie an einem MFP-3D AFM (Asylum Research, Santa Barbara, USA) mit
der Software Igor Pro 6.35A5 (WaveMetrics, Portland, USA). Die Silizium Cantilever
(BudgetSensors, Sofia, Bulgarien) mit einer Federkonstante von 3 N/m wurden mit einer
Resonanzfrequenz von 65 kHz bis 75 kHz im Nicht-Kontakt-Modus benutzt. Fiir die
Adhasionskraft-Messungen wurde der Cantilever auf die Oberflaiche gedriickt, wieder

abgezogen und die Auslenkung der Cantilever-Spitze dokumentiert.
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Abbildung 50: Schematische Darstellungen moglicher Ergebnisse der Adhasionskraft-Messungen

In den Force-Plots ist auf der X-Achse die relative Distanz des Cantilevers zur Oberflache und auf der Y-Achse
die Auslenkung des Cantilevers relativ zur aufgebrachten Kraft aufgetragen. In Rot ist die Konvergenz des
Cantilevers zur Oberflache hin und in Blau die Divergenz von der Oberflaiche weg dargestellt.
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8 Weitere Methoden

8.1 Feuchtedurchgang

Der Feuchtedurchgang beschreibt die Menge an Wasser, die ein pordses Material in einer
definierten Zeit passieren kann. Um den Feuchtedurchgang der Steinproben zu ermitteln
wurde zuerst ein wassergetrankter Schwamm in einen quadratischen Plastikbehalter gelegt,
dessen Offnung nur minimal groRer war als die Steinplattchen (Abb. 50A). Der Behilter
wurde anschlieBend zu Dreiviertel mit ddH,O gefiillt und das Steinplattchen auf den
Schwamm aufgesetzt, sodass diese grof¥flachig in direktem Kontakt waren (Abb. 50B).
AbschlieBend wurde der freie Spalt zwischen Stein und Becherwand hermetisch mit plastic-
fermit Installationskitt (Fermit GmbH, VettelschoR) verschlossen (Abb. 50C). Die
Gewichtsabnahme, die gleichstehend mit der Menge an verdunstetem Wasser durch den
pordsen Stein war, wurde auf der Feinwaage alle 24 Stunden Uber einen Zeitraum von einer

Woche dokumentiert.

Abbildung 51: Aufbau zur Bestimmung des Feuchtedurchgangs

In einen Plastikbecher wurde ein wassergetrankter Schwamm eingelegt (A). Anschliefend wurde der Becher zu
Dreiviertel mit Wasser gefillt und das Steinplattchen auf den Schwamm aufgelegt (B). AbschlieRend wurde der
Spalt zwischen Stein und Becherwand hermetisch mit Installationskitt verschlossen (C) und die
Gewichtsabnahme an der Feinwaage dokumentiert.
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8.2 Kontaktwinkelmessung

Die Kontaktwinkelmessungen wurden an einem OCA20 mit der Software SCA 202 v3.12.11
(DataPhysics Instruments GmbH, Filderstadt) durchgefiihrt. Mit einer Nadel wurde ein 4 pl
Tropfen ddH,0 auf die Oberflache platziert und mit einer CCD Kamera (768 x 576 Pixel
Auflésung) abgebildet. An der Kontaktstelle von Tropfen und Oberfliche wurde eine
Basislinie platziert, die Tropfenform mit einer elliptischen Anndherung festgelegt und

beidseitige Kontaktwinkel gemessen.

Abbildung 52: Darstellung der Kontaktwinkelmessung

Nach dem Platzieren der Basislinie (1) an der Kontaktstelle von Tropfen und Oberflache wurde eine elliptische
Anndherung der Tropfenform (2) angewendet. Ausgehend von dieser wurden die von Basislinie und Tropfen
gebildeten Tangenten (3) berechnet und die Kontaktwinkel (Griin) bestimmt.
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Comparative analysis of surface
coating properties of five
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Fungal hydrophobins are small amphiphilic proteins that self-assemble into monolayers on
. hydrophobic:hydrophilic interfaces and can be used for surface coatings. Because e.g. Aspergillus
* nidulans contains six different hydrophobins, it is likely that they have different properties and are
. used for different “applications” in the fungus. We established a method for recombinant production of
. different class hydrophobins in Escherichia coli. We produced DewA, DewC, DewD, DewE from
. A. nidulans and HFBI from Trichoderma reesei and compared surface coating properties of these
. hydrophobins. All tested proteins formed coatings on glass, strongly increasing the hydrophobicity of
. the surface, and showed emulsion-stabilizing properties. But whereas the typical class | hydrophobin
. DewA formed the most stable coating on glass, the intermediate class hydrophobins DewE and DewD
. were more effective in stabilization of oil:water emulsions. This work gives insights into correlations
. between structural characteristics of hydrophobins and their behaviour as surface binding agents.
. It could help with the clarification of their biological functions and lead to novel biotechnological
. applications.

. Hydrophobins are small amphiphilic proteins that self-assemble into monolayers on hydrophilic and hydropho-
. bic surfaces and change their properties'~>. Fungi secrete these proteins to reduce surface tension and support
. hyphae growth or to increase the hydrophobicity of conidiospores, aerial hyphae and fruiting bodies***.

: Hydrophobins are cysteine rich proteins that are characterized by four intramolecular disulfide bridges®.
. Depending on their structural features, like for example the lengths of the loop between the cysteine residues,
. hydrophobins are divided into two classes’. However, several hydrophobins have been identified that do not fit
© into either of the two classes, like for example the protein DewD from A. nidulans®*”®. Generally, class I hydro-
. phobins form highly stable layers that can withstand detergents and high temperatures. Their formation involves
: conformational changes of the protein molecules upon interaction with one another and formation of amyloid
© fibrillar structures®!°. These layers on conidiospore surface are highly structured and shaped into so called rod-
© lets, approximately 10 nm in hight. The layers formed by the class II hydrophobins are less stable and can be
. dissolved by ethanol, detergents or pressure''~*>.

: Various applications, that have been investigated for hydrophobins, include coating and modification of solid
© surfaces, emulsion and foam stabilization, increasing enzyme activity or antifouling'#-'®. However, the prepa-
. ration of hydrophobins from wild type strains is complex and results mostly in milligram amounts of purified
. protein, due to the low natural production levels or strong binding of the proteins to the fungal cell wall'*1.
© Heterologous production of hydrophobins was first attempted in Escherichia coli with the Neurospora crassa class
. Thydrophobin EAS®. Recently a method of industrial-scale production in E. coli has been developed with modi-
. fied DewA hydrophobin from A. nidulans*'. Time-consuming and expensive downstream purification steps prior
. to hydrophobin usage have been reported for HGFI?2 and CMill, CMiI2 and CMil3, all produced in P. pastoris®.
: It has also been reported for two Class II hydrophobins HFB4 and HFB7 from T. virens that the production host,
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Figure 1. Recombinant hydrophobin production. (A) Design outline of the expressed hydrophobins with
N-terminal pelB leader sequence and C-terminal 6xHis tag for detection. (B) Detection of the hydrophobin
DewA during purification by Coomassie stained 15% SDS-polyacrylamide gel and protein immunoblot
detection (15 sec exposure). BI - before induction, Al - after induction, P - pellet after inclusion body
purification, SN -soluble protein in supernatant after purification. Arrow indicates the DewA protein monomer.
Full-length gel and blot are presented in Supplementary Figure S1.

E. coli or P. pastoris, influences the surface binding properties of produced proteins®. No production method for
hydrophobins has been universally established so far.

A. nidulans possesses six hydrophobins that are present on the conidiospore surface*. Most of these hydro-
phobins belong to class I can potentially be used for highly stable surface functionalization. DewA contributes
to the spore hydrophobicity and has been so far established as the first-choice hydrophobin from A. nidulans
for biosynthetic surface modification'#!>?>?¢, Hydrophobins RodA and DewB both possess a glycosylphosphati-
dylinositol (GPI) anchor for immobilization on the spore surface and both contribute to the hydrophobicity of
the conidiospore surface of A. nidulans*. Due to the anchor they are less suitable for application in soluble form.
The deletion of the anchor, as shown for the DewB protein, results in almost complete loss of surface binding
properties for this protein'*. The function and surface binding properties of other hydrophobins from A. nidu-
lans are less studied. They are all present on the spore surface, with DewD and DewE also expressed in hyphae*.
Several of them (DewA, DewB, RodA and DewC) are induced in the presence of lignocellulose, with RodA and
DewC directly contributing to A. nidulans growth on lignocellulose!*?’. It can be assumed that they all fulfil spe-
cific functions and that their biochemical or biophysical properties vary. Likewise, in for example Schizophyllum
commune the Sc3 hydrophobin is expressed in aerial hyphae and the Scl and Sc4 hydrophobins are expressed
in hyphae of fruiting bodies, suggesting different cellular functions and interesting specific properties of each
hydrophobin®.

In this study we have implemented a universal method for heterologous production and purification of soluble
class I hydrophobins (DewA, DewC, DewE from A. nidulans), an unknown class hydrophobin (DewD from A.
nidulans) and class IT hydrophobin (HFBI from T. reseii) in E. coli. To assess the suitability of different hydrophob-
ins for biosynthetic surface modification, we have characterized their surface binding properties and analysed
the long-termed stability of the formed layers and their resistance towards temperature, UV light, ethanol and
detergent. We have also tested the stabilizing effect of these proteins on water:oil emulsions to test their potential
application as emulsion or foam stabilizers.

Results

Design of modified hydrophobins for production in E. coli. Efficient heterologous production of
hydrophobins often requires modifications of the original protein sequence to ensure the correct biosynthesis
and intracellular localization suitable for purification of these cysteine-rich amphiphilic proteins. We have mod-
ified the hydrophobins DewA, DewC, DewE, DewD from A. nidulans and HFBI from T. reseii by fusing them
N-terminally with the pectate lyase B leader sequence pelB* and C-terminally with a His-tag (Fig. 1A). It has been
shown previously that the fusion of pelB to the HIV-1 protein Vpu is a suitable method for the expression of mem-
brane-targeted proteins in E. coli, and also Class II hydrophobins*#*°. Fused to PelB the proteins are directed to
the bacterial periplasm from where they can be purified by denaturation and renaturation from inclusion bodies.
Compared to another peptide modification with the YaaD fragment from Bacillus subtilis, introduced for hydro-
phobin purification in E. coli*!, the PelB peptide is smaller and is less likely to interfere with the surface binding
properties of the hydrophobins. The His-tag was added to the hydrophobins for immunodetection and potential
downstream purification steps, for example if the crystallization of the protein would be eligible. The purification
of recombinant hydrophobins was carried out from E. coli periplasm using alkaline pH and resulted in almost
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Figure 2. Hydrophobin coating on glass slides visualized by fluorescence microscopy. (A) DewA coated glass
slides with different protein concentrations in the coating solution. (B) Glass slides coated with the 5 different
hydrophobins with a protein concentration of 100 pg/ml. BSA was used as negative control. Scale bar =20 pm.

complete solubilization of the produced hydrophobins (Fig. 1B). From one liter culture following hydrophobin
concentrations have been achieved in final volume of 20 ml each: 2.3 mg/ml DewA, 3.4 mg/ml DewC, 2.1 mg/ml
DewD, 1.9 mg/ml DewE, 1.3 mg/ml HFBL

Fluorescence microscopy of hydrophobin coated glass. To determine the protein concentration suit-
able to generate even and uniform hydrophobin coatings, clean glass slides were coated with DewA solution with
different protein concentrations ranging from 50 ug/ml up to 500 pg/ml. Hydrophobin coatings were visualized

| (20718) 8:12033 | DOI:10.1038/541598-018-29749-0
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Figure 3. Atomic force microscopy of hydrophobin coated glass surfaces. Depicted are amplitude images of
scans of 400 um? (A) and 1 um? (B).

by fluorescence microscopy with an «-His primary antibody and a Cy3-labelled secondary antibody. A uniform
layer was achieved with protein concentrations of 100 ug/ml and 200 ug/ml (Fig. 2A). Lower concentrations led
to an uneven coating, whereas higher concentrations resulted in the formation of big hydrophobin aggregates
on the surface. The protein concentration of 100 ug/ml was chosen for all further surface coating experiments.
The results achieved with the hydrophobins DewC, DewD, and HFBI did not differ substantially from the DewA
layers at 100 pg/ml concentration (Fig. 2B). DewE coating showed, however, a more uneven and grained layer
structure on glass surface. This result could not be altered by lower or higher DewE concentration in the coating
solution (see Supplementary Fig. S2).

Atomic force microscopy of coated surfaces. To analyse the structure of the hydrophobin layer on glass
surface, atomic force microscopy (AFM) was performed. Amplitude images with 20 um side length resembled the
ones generated by fluorescence microscopy. A uniformly patterned, 3D-structured protein layer was observed
for all five hydrophobin coatings on scans of 400 um side length and was missing on untreated glass (Fig. 3A). A
more detailed view of the surface was generated with scans of 1 um side length and a slightly higher cantilever
resonance frequency (Fig. 3B). Small globular structures of 10 to 20 nm were observed underlying bigger aggre-
gates with an average diameter of 100 nm. Rodlet structures, typical for hydrophobin layers on for example native
conidiospore surface?, were not observed for the four tested A. nidulans hydrophobins, or for HFBI from T. reseii.
The height profile of the DewA coating revealed a maximal aggregate thickness of 8 nm (Fig. 4A). This was com-
parable to the results obtained for DewC, DewD, HFBI, but for DewE a height up to 20 nm could be observed
(see Supplementary Fig. $3), which corresponds to the results obtained with immunofluorescence microscopy.
Additionally, adhesion force measurements were carried out to check, if the coating of glass with hydrophobins
leads to a hard or soft sticky surface. The displacement of the cantilever when pulled back from the DewA-coated
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Figure 4. Height and adhesion characterization of the DewA coating. (A) AFM height image with height
profile. (B) Adhesion force measurement of DewA coated glass. Plotted is the displacement between the
cantilever and the resting position of the sample surface on the X axis against the deflection of the cantilever on
the Y axis. Depicted in red is the convergence, in blue the divergence of the cantilever and the surface.
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Figure 5. Water contact angle measurements of hydrophobin coated glass slides. (A) Pictures of water droplets
on bare and hydrophobin coated glass. (B) Contact angle measurements of hydrophobin coated glass slides.
Data shown as mean = standard deviation with n=20.

surface showed no deflection from the initial trajectory leading to the surface, showing that the modified surfaces
had no sticky characteristics (Fig. 4B). Similar results were achieved with other hydrophobins (see Supplementary
Fig. S3).

Determination of the hydrophobic effect of hydrophobin coatings. The static water contact angles
of a water droplet on hydrophobin-coated glass slides were measured to analyse the effect of hydrophobins on the
hydrophobicity of the glass surface (Fig. 5A). Coatings with class I hydrophobins DewA and DewE generated the
most hydrophobic surfaces with measured contact angles of 76.3 £ 0.6° and 76.8 + 1.2° respectively, compared
to the untreated glass with 29.6 4-2.4° (Fig. 5B). DewC and DewD coated glass showed slightly less hydrophobic
effect with 66.0 +1.2° and 62.2 £ 1.9° respectively. The hydrophobic effect of the Class II hydrophobin HFBI
with a mean contact angle of 71.8 4 1.4° lied in the middle. Generally, all hydrophobin coatings showed a strong
hydrophobic effect on glass.

Stability of the hydrophobin coatings. Alongside the ability of hydrophobins to form uniform layers
and modify the characteristics of coated surfaces, the stability of such modification plays an essential role in
technical applications of these proteins. Therefore, we have tested the resistance of the coatings on glass towards
temperature, UV light, 70% ethanol, 1% SDS detergent and in deionized water. To determine how much pro-
tein was left on the surface after the specific treatments, immunofluorescence detection of hydrophobin coatings
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Figure 6. Stability assay of hydrophobin coatings. Diagrams showing the fluorescence intensity of the
remaining DewA (A), DewC (B), DewD (C), DewE (D) and HFBI (E) coating after 1 day (white), 3 days
(grey) and 7 days (black) in water, 70% EtOH or 1% SDS. (F) Diagram showing the fluorescence intensity
of the remaining coating after illumination with UV-C (white) and heating at 80 °C (grey). Data shown as
mean = standard deviation with n=18 (*p < 0,01).

treated with different solutions was used. For the protein wash-out treatments half of the glass slide wells were
not submerged and therefore set as an untreated control with the measured fluorescence intensity defined as
100% for that specific glass slide only (see Supplementary Fig. S4). Three regions of interest on 6 different images
were analysed for each condition and time point resulting in a total n =18. DewA coatings were the most stable
towards water, ethanol and SDS treatments (Fig. 6A). After 7 days incubation in water, 97.6% of the fluorescence
intensity was maintained. 70% ethanol reduced the fluorescence intensity down to 92.3% and 1% SDS to 66.2%.
For DewC coating the incubation in water for 7 days resulted in a loss of 2.9% fluorescence (Fig. 6B). After the
treatments with ethanol and SDS only 59.2% and 38.6% of the initial fluorescence signal was detected for this
protein. DewD and DewE formed the less stable coatings on glass (Fig. 6C,D). After a week in water, only 73.6%
of the coating was left in samples with DewD and 73.3% for DewE. The hydrophobins could be removed nearly
entirely with ethanol and SDS. The stability of the class IT hydrophobin HFBI coating was comparable to that of
DewC for water and ethanol (Fig. 6E). SDS has removed 85.6% of the coating, resulting in a remaining fluores-
cence intensity of 14.4%.

Iumination with UV-C for 20 min led to a reduction of the hydrophobin coating of 16.4% for DewA, 10.9%
for DewC, 36.9% for DewD and 35.8% for DewE (Fig. 6F). HFBI coating was reduced to 69.5%. After the incuba-
tion for 2 hours at 80 °C (dry heat), DewA coating was reduced to 65.0%. DewD showed the least stable coating
towards heat and only 45.0% of the initial coating was left after baking. DewC, DewE and HFBI showed similar
stability towards heat with remaining coatings of 51.4%, 53.6% and 52.1%.

Clearly, though it was previously shown that class I hydrophobins in contrast to class II form highly stable
layers on solid surfaces, the hydrophobin affiliation with a certain class doesn’t necessarily determine the stability
of the hydrophobin-formed layer. However, the class I hydrophobin DewA showed the highest resistance towards
all treatments, as expected.

Emulsion stabilization by soluble hydrophobins. Several tested hydrophobins, especially DewD and
DewE, formed relatively unstable coating on glass, as demonstrated in the Fig. 6. The possibility to use these
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Figure 7. Emulsion stabilization assay. Hydrophobins were dissolved to a final concentration of 200 ug/ml in
ddH,0 and vortexed with the same volume canola oil to generate an homogenous emulsion. Final hydrophobin
concentration in the mixture 100 ug/ml. Phase separation was documented by video recording.

proteins in soluble form for emulsion stabilisation was tested on the oil:water mixture. Already 100 ug/ml concen-
trations of the hydrophobins DewA, DewE and especially DewD have shown a stabilizing effect on the emulsion,
compared to the sample without hydrophobin (Fig. 7). However, DewC and HFBI showed no such effect in the
given concentration. With the increasing hydrophobin concentration the emulsifying effect was increased for all
tested proteins (see Supplementary Fig. S5).

Discussion
The mechanism of the hydrophobin self-assembly into monolayers on hydrophilic:hydrophobic interfaces has
been addressed in various studies in the last years. Both structural characteristics of the proteins and the nature
of interface have been shown to influence the layer organization and the formation of rodlets'*"*2. Though most
studies analysed and compared single or few representatives of class I or IT hydrophobins, filamentous fungi often
contain several hydrophobins that belong to a single class®. It has also been shown that these hydrophobins are
often expressed during different stages of organism development, have different localization or exhibit different
functions*?%3,

Our results show that hydrophobins from a single organism that belong to the same class can exhibit various
surface binding characteristics. The tested hydrophobins from A. nidulans DewA, DewC, DewD, DewE and HFBI
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Primer Sequence (5’-3')

DewA fw ATGCATGCGCTTCATCGTCTC

DewA rev ATAAGCTTAGTGATGGTGATGGTGATGAGATCCCTCAGCCTTGGTACCAG
DewC fw ATGCATGCAATTCACAATCGC

DewC rev ATAAGCTTAGTGATGGTGATGGTGATGAGATCCGAGAACCTGGACAGGAAC
DewD fw ATGCATGCATCTTTCCACCTCC

DewD rev ATAAGCTTAGTGATGGTGATGGTGATGAGATCCCTTGTCAACGCCATCAC

DewE fw ATGCATGCTTATGAAGGTCGCCACTGC

DewE rev ATAAGCTTAGTGATGGTGATGGTGATGAGATCCGTGGCCGTGCTCCAG

HFBI fw ATGCATGCAGCCGTTAGAAGATC

HFBI rev ATAAGCTTAGTGATGGTGATGGTGATGAGATCCTGCGCCCACGGC

pelB fw AACCATGGATGAAATCGTTCATCGCGCCGATCGCTGCGGGCCTGCTGCTGGCCCTGTCTCAGCCGCTGCTGGCTGGCATGCAA
pelB rev TTGCATGCCAGCCAGCAGCGGCTGAGACAGGGCCAGCAGCAGGCCCGCAGCGATCGGCGCGATGAACGATTTCATCCATGGTT

Table 1. Primers used in this study. The underlined sequences represent the restriction sites for cloning. The
italicized sequences represent the 6xHis tag.

from T. reesei were all efficient in forming glass surface coatings, thereby increasing the hydrophobicity of glass.
Mostly, the hydrophobins formed a uniform layer, with the exception for DewE, which formed protein aggregates,
visible both via immunofluorescence and atomic force microscopy. The analysis of the coating resistance towards
ethanol, detergent, temperature and UV revealed major differences in the hydrophobin layer characteristics. Only
the DewA protein layers showed the class I typical high resistance towards water, ethanol, detergent and tempera-
ture treatments. Also, as expected, the HFBI protein, which is a class IT hydrophobin, has formed less stable layers
on the glass surface. Other hydrophobins from A. nidulans demonstrated lower resistance towards mentioned
treatments than expected. The DewE protein showed most distinctions in both layer formation and stability com-
pared to other tested proteins. It not only formed larger protein aggregates on surface, but was also almost com-
pletely removed by both ethanol and SDS treatments that interfere with the hydrophobic interactions between the
hydrophobin molecules. This sensitivity could be explained by the nontypical structure of the DewE protein com-
pared to other class [ hydrophobins*. Though the DewE hydrophathy pattern was previously identified as similar
to class I hydrophobins, two hydrophobic unstructured loops that are conserved in typical class I hydrophobins
DewA, RodA and DewB from A. nidulans are shifted in the DewE protein®. Another hydrophobin that showed
low resistance towards treatments with ethanol and SDS, DewD, has even more distinct hydrophobicity pattern in
comparison to other hydrophobins from A. nidulans and could not be assigned to any class*. Both protein layers
also showed higher sensitivity towards UV-C and temperature treatments than DewA. On the other hand they
showed the best emulsion stabilization effect in oil:water emulsion. The DewC protein, though assigned to class I
hydrophobins based on its secondary structure, showed coating stability characteristic close to the HFBI protein.

Recently, the classification into two classes has more and more been questioned and intermediate, unknown or
third class of hydrophobins has been proposed, based on the analysis of protein sequences and hydrophobicity pro-
files”®. Our results underline these analyses with experimental data on coating and emulsifying properties, show-
ing how the structural complexity of these proteins is reflected in the physical characteristics of the hydrophobin
constructs. And though some typical class I or IT hydrophobins with classical surface coating characteristics can be
found in different fungi, many of these proteins, like for example DewC, DewD and DewE from A. nidulans, elude
the typical classification. These proteins exhibit unique structural and functional features. Through further char-
acterization of these untypical hydrophobins, their structure and behavior on different hydrophobic:hydrophilic
interfaces, the relationship between their structural characteristics and certain biochemical features and possibly
the mechanisms of their action in fungi could be clarified. Also, whereas classical class I hydrophobins like DewA
are suitable for functionalization of solid surfaces, the intermediate or unknown class hydrophobins, like DewD
and DewE, show potential as foam or emulsion stabilizers in the food industry, as demonstrated by this study.

Methods

Strains and growth conditions. The A. nidulans strain GR5 (pyrG89; wA3; pyroA4; veA1)*® was culti-
vated for two days in supplemented liquid minimal medium (MM)?® before RNA extraction. Escherichia coli
strains TOP10 (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) and SHuffle ® T7 (New England Biolabs, Frankfurt am Main,
Germany) were used for molecular biology techniques and protein expression respectively. Standard E. coli culti-
vation was carried out in lysogeny broth (1% trypton, 0.5% yeast extract, 0.5% NaCl)*, protein expression in EC3
medium: 1.5% trypton, 1.5% yeast extract, 3% glycerol, 0.2% KH,PO,, 0.5% (NH,),SO,, 0.1% MgSO, x 7 H,0,
0.01% CaCl, x 2 H,0, 0,1% SL4 trace elements®.

Plasmid construction. For the amplification of the A. nidulans hydrophobin genes dewA, dewC, dewD and
dewE from cDNA, the mycelium from a two days old A. nidulans GR5 culture was filtered through miracloth
(Merck KGaA, Darmstadt, Germany), grinded in liquid nitrogen and RNA was isolated with the E.Z.N.A. Fungal
RNA Kit (Omega Biotek, Norcross, USA). After DNA digestion with the TURBO DNA-free™ Kit (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA), cDNA was synthesized with the SuperScript ™ IV First Strand Synthesis
System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). HFBI coding gene was synthesized in vitro (Integrated DNA
Technologies, Leuven, Belgium), sub cloned in pJET1.2 vector (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) and
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amplified by PCR. PCR fragments were cloned into pET28a vector (Novagen, Darmstadt, Germany), carrying
a C-terminal His-tag, under the IPTG-inducible (isopropyl 3-D-1-thiogalactopyranoside) T7 promotor using
restriction enzymes Sphl and HindIII. In a second step, the leader sequence from Erwinia carotovora pectate
lyase B (pelB)* was generated by primer dimerization forming duplex DNA and then cloned N-terminally to the
hydrophobin genes using Ncol and Sphl restriction sites. All primers used are listed in Table 1.

Protein expression and purification. Protein expression from recombinant A. nidulans hydrophobins
DewA, DewC, DewD and DewE and HFBI from T. reseii was carried out in SHuffle ® T7 Competent E. coli cells.
500 ml EC3 medium supplemented with 50 ug/ml kanamycin were inoculated to an ODgy, = 0.05 with an over-
night culture and incubated at 37°C and 180 rpm. Upon reaching an ODg, = 0.6 protein expression was induced
by addition of isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid (IPTG) to a final concentration of 0.5 mM. Cells were har-
vested the next day and purification from inclusion bodies was performed at alkaline pH without the addition of
urea as described previously". Solubilized hydrophobins were stored at —20°C.

Surface coating. The surface coating procedure was adapted from Rieder ef al.?, with following modifi-
cations. Prior to coating glass slides were washed for 30 min in 100% isopropanol, rinsed in deionized H,O and
dried under air flow. Aqueous solutions with 50, 100, 200 and 500 ug/ml hydrophobin in coating buffer (50 mM
Tris pH 8.0, 1 mM CaCl,) were applied on the glass slides with the hydrophobin of choice and incubated at 60 °C
for 2 hours in a humidity chamber to avoid complete evaporation of the coating solution. After incubation the
protein solution was removed and the surfaces were subsequently washed three times for 10 min with distilled
water and air-dried at room temperature.

Immunofluorescence microscopy. For specific immunodetection of the hydrophobin layers uncoated
and hydrophobin-coated glass slides were blocked for 30 min with 10% milk in TBS (Tris-buffered saline) at
room temperature. The primary a-His antibody (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), diluted 1:2000 in
1% milk in TBS was applied for 1 hour. The glass slide surface was washed four times for 5 minutes in TBS and
the secondary Cy3-labelled antibody to mouse IgG (Dianova GmbH, Hamburg, Germany) was applied in 1:5000
dilution in 1% milk in TBS for 1 hour in the dark and washed in TBS and water. Imaging was carried out on an
AxiolmagerZ.1 with an AxioCam MRm camera and the software Zen Pro 2012 (Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Germany) with the excitation wavelength of 552 nm and emission wavelength of 565 nm.

Atomic force microscopy. Atomic force microscopy (AFM) imaging was carried out on a MFP-3D AFM
(Asylum Research, Santa Barbara, USA) with the software Igor Pro 6.35A5 (WaveMetrics, Portland, USA). The
imaging process was conducted in tapping mode. Silicon cantilevers (BudgetSensors, Sofia, Bulgaria) were oper-
ated at a resonance frequency in the range of 65kHz to75 kHz possessing an average spring constant of 3 N/m.

Determination of water contact angles. The static water contact angles of uncoated and coated glass
surfaces were measured with an OCA20 and the software SCA 202 v3.12.11 (both DataPhysics Instruments
GmbH). 4l deionized water drops were put on the surfaces by the “hanging drop” method and imaged with a
CCD camera with a resolution of 768 x 576 px. An ellipse fit was chosen to approach the droplet form, followed
by the determination of the contact angles.

Coating stability assay. To define the stability of the different hydrophobin coatings, the wells of
epoxy-coated 8-well diagnostic slides (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) were coated with hydrophobin.
The slides were submerged half in deionized water, 70% ethanol or 1% SDS (sodium dodecyl sulfate) solution for
up to 7 days at room temperature (see Figure S4 for experimental setup).

After 1, 3 and 7 days, slides were rinsed with water and hydrophobin coating was visualized by fluorescence
microscopy. For UV stability, coated slides were illuminated for 20 min in an UV-Crosslinker BLX-E254 (Vilber
Lourmat, Marne-la-Vallée, France) emitting UV-C with 254 nm. For temperature stability, coated slides were
heated to 80 °C for 2 h in a hybridization oven and then analysed by fluorescence microscopy. Fluorescence inten-
sity of taken images was measured with Image]. A total of three regions of interest for six images per condi-
tion was measured (n = 18). Values given are remaining coating intensity of submerged wells compared to the
untreated wells on the same slide. Statistics were carried out using the two-tailed student’s t-test assuming equal
variance with an alpha level of 0,01. Data were tested for normality using the Anderson-Darling test.

Emulsion stability assay. Due to the amphiphilic character of hydrophobins, their use as emulsifying reagents
is widely analysed. Here we chose a simple setup to assess the property of the purified hydrophobins to form stable
oil-water emulsions. Hydrophobins were dissolved in water dyed with 25 ug/ml Remazol Brilliant Blue R for better
visualization of the aqueous phase. 2 ml of canola oil were vortexed with 2ml hydrophobin solution for 30 (final
hydrophobin concentrations 100 ug/ml and 500 ug/ml) and phase separation was documented by video recording.

Data availability statement. The datasets generated or analysed during this study are included in this pub-
lished article (and its Supplementary Information file) or are available from the corresponding author on request.
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Surfaces via Fungal Hydrophobins
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ABSTRACT

Fungal hydrophobins are small amphiphilic proteins that can be used for coatings on hydrophilic and hydrophobic surfaces.
Through the formation of monolayers, they change the hydrophobicity of a given surface. Especially, the class I hydrophobins
are interesting for biotechnology, because their layers are stable at high temperatures and can only be removed with strong sol-
vents. These proteins self-assemble into monolayers under physiological conditions and undergo conformational changes that
stabilize the layer structure. Several studies have demonstrated how the fusion of hydrophobins with short peptides allows the
specific modification of the properties of a given surface or have increased the protein production levels through controlled lo-
calization of hydrophobin molecules inside the cell. Here, we fused the Aspergillus nidulans laccase LccC to the class I hydropho-
bins DewA and DewB and used the fusion proteins to functionalize surfaces with immobilized enzymes. In contrast to previous
studies with enzymes fused to class I hydrophobins, the DewA-LccC fusion protein is secreted into the culture medium. The
crude culture supernatant was directly used for coatings of glass and polystyrene without additional purification steps. The high-
est laccase surface activity was achieved after protein immobilization on modified hydrophilic polystyrene at pH 7. This study
presents an easy-to-use alternative to classical enzyme immobilization techniques and can be applied not only for laccases but
also for other biotechnologically relevant enzymes.

IMPORTANCE

Although fusion with small peptides to modify hydrophobin properties has already been performed in several studies, fusion
with an enzyme presents a more challenging task. Both protein partners need to remain in active form so that the hydrophobins
can interact with one another and form layers, and so the enzyme (e.g., laccase) will remain active at the same time. Also, because
of the amphiphilic nature of hydrophobins, their production and purification remain challenging so far and often include steps
that would irreversibly disrupt most enzymes. In our study, we present the first functional fusion proteins of class I hydropho-
bins from A. nidulans with a laccase. The resulting fusion enzyme is directly secreted into the culture medium by the fungus and

can be used for the functionalization of hard surfaces.

mmobilization of enzymes is of increasing importance in bio-

technology. It provides various advantages compared to the ap-
plication of free enzymes in solution, like increased stability, easy
recovery, and reuse of the enzymes (1, 2). In some cases, binding
to certain surfaces even improved enzyme activity (3). Several
methods of immobilization are distinguished and are based on
chemical and physical interactions between the enzyme and the
surface, each having its own advantages and disadvantages (1, 2).
Basic parameters, like maintenance of high enzyme activity, pre-
vention of enzyme leaching, and contamination of the product,
are relevant for choosing the right method, depending on the re-
action system. Special surface materials, chemical treatments, or
spacer molecules are often required to ensure binding of the en-
zyme in an active form (2). These specifications not only limit the
method application but also increase the procedure complexity
and costs. An ability of some proteins, like, for example, fungal
hydrophobins, to self-assemble in stable layers under physiologi-
cal conditions presents a clear advantage in the development of
enzyme immobilization systems.

Hydrophobins are small amphiphilic proteins that spontane-
ously form monolayers on hydrophilic and hydrophobic surfaces,
changing their characteristics (4-6). In fungi, hydrophobins are
secreted to reduce surface tension at the medium-air interface
during hyphal growth and are responsible for the hydrophobicity
of the aerial structures, such as aerial hyphae, conidiophores,
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fruiting bodies, and spores (6). Depending on their structural
characteristics, hydrophobins are divided into two classes, with
class I protein aggregates binding strongly to surfaces and resisting
detergents and high temperatures (5, 7). In contrast, layers of class
IT hydrophobins can be easily dissolved by pressure, detergents, or
ethanol. The assembly of class I hydrophobins in highly stable
monolayers is associated with the formation of amyloid fibrillar
structures and includes conformational changes of the protein
molecules upon interaction (8, 9).

The development of recombinantly produced hydrophobins
in E. coli opened the possibility to test their application in various
systems (10-12). Class I hydrophobins can be used to disperse
hydrophobic substances in water and immobilize molecules on
solid surfaces, as well as in antifouling (6). The filamentous fungus
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TABLE 1 Oligonucleotides used for cloning and real-time PCR

Oligonucleotide name

Sequence (5'-3")

gpd(p)fw
gpd(p)rev
P1SP(lecC)fw
P2SPdewABlccCfw
P3dewAF1fw
P3dewBF2fw
P5SP(lccC)Flrev
P5SP(lccC)F2rev
P6dewAFl1rev
P6dewBF2rev
P7SPdewABlccCrev
P8lccCrev

lecCtw

lecCrev
QC1LccCAscldel
QC2LccCAscldel
rtDewAfw
rtDewArev
rtDewBfw
rtDewBrev
rtDewALccCfw
rtDewBLccCfw
rtDewABLccCrev
rtH2Bfw
rtH2Brev
gpdfwSeq
lecCfwSeq

revSeq

TATAGAATTCAATCATCCTTATTCGTTGACC
TATAGGCGCGCCTGTGATGTCTGCTCAAGC
TCTGGTTTCTTCTTTCTATGGG
TATAGGCGCGCCATGCTGCGTTCTTCCTTTCT
ATGCGCTTCATCGTCTCTC
GACAAGTTCCCCGTCCCC
AGAGAGACGATGAAGCGCATGGCAGAAGCATAGAGTGCATA
GGGACGGGGAACTTGTCGGCAGAAGCATAGAGTGCAT
CTCAGCCTTGGTACCGGC
CAGAATGGAGCCAAGGGC
TATATTAATTAACTAGACACCCGAATCATACTG
TTTCACACAGGAAACAGCTATG
TAGGCGCGCCATGCTGCGTTCTTCCTTTCT
TCTTAATTAACTAGACACCCGAATCATACTG
GCTGGCGAGCCCAGCAGTACGGGACAAC
CTGGGCTCGCCAGCGGTACGTGTACTC
CTCTCGGGCAACACTGG
GGCAACACAGTTGGTGGTTC
GAGTGACCTGCTCGGTG
CCACTCTTCGCACAGCAAG
GAACCACCAACTGTGTTGCC
CTTGCTGTGCGAAGAGTGG
CGAGACATCGGTCCCAAAG
TGCCGAGAAGAAGCCTAGCA
GAGTAGGTCTCCTTCCTGGT
CCCAGTCACGACGTTGTA
GATACAAACTACCACGAC
GCATGCCTGCAGGTCGAC

Aspergillus nidulans produces several class I hydrophobins, in-
cluding a well-studied protein, DewA, which already showed great
industrial potential and appears in several patent applications (13,
14). DewA has been used as an emulsion stabilizer, in optimiza-
tion of biliary stents, in the production of microcapsules, and was
even fused to peptides for selective enhancement of human cell
adhesion to surfaces (15-17). A DewA-enzyme fusion presents a
tempting alternative to conventional methods of highly stable sur-
face functionalization with an enzyme. So far, a functional enzyme
fusion was achieved to class II hydrophobins to enhance the activ-
ity of cutinases in solution and to create self-organized mem-
branes with glucose oxidase on a solid surface (18-20). Extracel-
lular fungal laccases present a suitable target for fusion with
hydrophobins for immobilization due to their monomeric struc-
ture, high stability, and great biotechnological potential (21, 22).
Different conventional immobilization methods have already
been reported for laccases with application in dye decolorization,
waste degradation, and in biological fuel cells (23).

Laccases (EC 1.10.3.2) belong to a group of blue oxidoreduc-
tases that can oxidize various aromatic and nonaromatic com-
pounds (21, 24). Their redox potential depends on the coordina-
tion of copper ions in the catalytic center and serves as a criterion
to divide them into three classes (25). A. nidulans produces several
low-redox-potential laccases with low expression levels in vegeta-
tive hyphae (26-28). Since no laccase activity can be detected in
supernatants of A. nidulans culture under normal growth condi-
tions, no interference with the heterologously expressed laccases
occurs. The overexpressed LccC laccase showed higher activity
levels in culture supernatant toward the commonly used artificial
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substrate ABTS [2,2'-azino-bis-(3-ethylthiazoline-6-sulfonate)]
than those in the other characterized A. nidulans laccases (26).

In this study, we created fusion proteins of the LccC laccase
with class I hydrophobins DewA and DewB in A. nidulans. The
proteins were directly applied for surface functionalization in the
form of cell-free crude culture supernatant without additional
purification steps. We also tested different hydrophobic/hydro-
philic surfaces and experimental settings to determine the optimal
conditions for the production and immobilization of hydropho-
bin-fused laccase.

MATERIALS AND METHODS

Strains and growth conditions. The Aspergillus nidulans strains GR5
(pyrG89 wA3 pyroA4 veAl) (29) and FGSCA4 (Fungal Genetics Stock
Center, University of Missouri, Kansas City) were cultivated in supple-
mented minimal medium (MM) or yeast extract-agar-glucose (YAG) me-
dium (30). Standard cloning and transformation procedures for A. nidu-
lans were used (31-33). Escherichia coli strain Topl0O (Invitrogen,
Karlsruhe, Germany) was used for molecular biology techniques. For lac-
case and fusion protein production, A. nidulans culture was incubated at
28°C and 120 rpm for 2 days in liquid YAG medium with 1% glucose or
2% straw (0.1- to 1-cm pieces) as the source of carbon.

Construction of hydrophobin-laccase fusion proteins. Hydropho-
bin genes dewA and dewB (AspGD identification [ID] 1837) from A. ni-
dulans were inserted into the A. nidulans lccC gene after the signal peptide
sequence. For this purpose, three separately amplified DNA fragments
were merged using a fusion PCR technique with the primers listed in
Table 1, as described previously (34). The construct was then cloned into
the pMCB17 vector (35) under the control of the constitutive yeast gpd
promoter with Ascl and Pacl restriction enzymes. As a control, the lccC
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gene was also cloned into the pMCB17 vector under the gpd promoter.
The Ascl restriction site in the lccC gene was removed using QuikChange
PCR. Clones were checked by sequencing. A. nidulans GR5 strain was used
as the recipient strain for all plasmids.

RNA isolation and quantitative real-time PCR. Conidia (107 spores)
were inoculated in 50 ml of liquid medium with glucose or straw as the
source of carbon in 100-ml Erlenmeyer flasks. After 48 h of incubation,
the culture was filtered through Miracloth (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) and ground in liquid nitrogen. RNA was isolated with the
E.Z.N.A. fungal RNA minikit (Omega Bio-tek, Norcross, GA, USA). DNA
was digested with the Turbo DNA-free kit (Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, MA, USA) and diluted to 50 ng/.l. Quantitative real-time PCR was
performed using the SensiFAST SYBR and fluorescein one-step kit
(Bioline, Luckenwalde, Germany) on an iCycler (Bio-Rad, Munich,
Germany). Each reaction mixture contained 0.2 wM primers and 100 ng
of RNA in 25-pl total volume. The oligonucleotides are listed in Table 1.
The program included 10 min of reverse transcription at 45°C for cDNA
synthesis, followed by 2.5 min of inactivation of reverse transcriptase at
95°C and 40 PCR cycles (10 s at 95°C and 30 s at 58°C). Melting curve
analysis was performed to assess the specific amplification of DNA. The
results for each sample from cultures grown in the presence of straw were
normalized to the corresponding results with the h2b gene and to the
normalized sample obtained from cultures grown in the presence of glu-
cose. Each expression level result is the average of the results from five
independent experiments.

Laccase activity assay. To measure laccase activity in crude culture
supernatant, 10” conidia spores were inoculated in 50 ml of liquid YAG
medium with glucose or straw as the carbon source. The cultures were
harvested 48 h after inoculation by filtering through Miracloth (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany) and a 0.45-pm-pore-size membrane filter.
The laccase activity in culture supernatant was assayed using 1 mM ABTS
[2,2"-azino-bis-(3-ethylthiazoline-6-sulfonate)] in 50 mM acetate buffer
(pH 5) (36). The change in absorbance at 420 nm was detected over a
period of 10 min at 25°C with an Ultrospec III spectrophotometer (Phar-
macia) or EnSpire multimode plate reader (PerkinElmer, Rodgau, Ger-
many). The laccase activity in solution was calculated using the molar
absorption coefficient of ABTS (g,,, = 36,000 liters - mol ' - cm '), with
one unit of laccase catalyzing the oxidation of 1 pmol ABTS per min. The
laccase activity on the surface was calculated using the molar absorption
coefficient of ABTS in units per square centimeter of the solid surface with
immobilized enzyme. One-way and two-way analysis of variance
(ANOVA) were performed using the StatPlus:mac LE program (Analyst-
Soft, Walnut, CA, USA) to compare the effect of pH and surface hydro-
phobicity on laccase activity after the immobilization on microtiter plate
and glass surfaces. An alpha level of 0.05 was used for all statistical tests.

Surface coating. To test the immobilization of fusion proteins on
hydrophobic and hydrophilic microtiter plate surfaces, 96-well nonmodi-
fied polystyrene microtiter plates (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Ger-
many) and cell culture plates with hydrophilic standard growth surface
(Sarstedt, Niimbrecht, Germany) were used. Coating of glass surfaces was
performed on high-precision cover glasses (Carl Roth, Karlsruhe, Ger-
many) and 0.4- to 0.85-mm glass beads (Weissker, Greiz, Germany). To
compare the immobilization on glass surfaces with different characteris-
tics, cover glasses were also treated with Sigmacote (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Germany) to generate a hydrophobic surface prior to fusion
protein immobilization. The coating procedure was adapted from previ-
ous studies (15). Filtered crude culture supernatants were diluted to 0.1
U/ml laccase activity (approximately 0.1 mg/ml total protein), directly
applied on glass or polystyrene surfaces, and incubated overnight at 37°C
in 50 mM sodium acetate buffer (pH 5) or sodium phosphate buffer (pH
7) with 1 mM CaCl,. For the immobilization in the presence of DewA,
recombinant H*proteinB containing YAAD-DewA-His (BASF-SE, Lud-
wigshafen, Germany) was mixed with 0.1 mg/ml laccase-containing cul-
ture supernatant in the molar ratios 1:0, 1:0.5, 1:2.5, and 1:5 DewA-LccC:
DewA. After incubation, the nonbound proteins were removed, the
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surface was washed 5 times for 10 min with 50 mM sodium acetate buffer
(pH 5), and the laccase assay was performed under standard conditions.

Determination of water contact angles. The static water contact an-
gles of uncoated and coated glass and polystyrene surfaces were measured
with an OCA20 instrument and the software SCA 202 version 3.12.11
(DataPhysics Instruments GmbH, Filderstadt, Germany). Four microli-
ters of Millipore water was put on the surfaces by the “hanging drop”
method and imaged with a charge-coupled-device (CCD) camera. An
ellipse fit was chosen to approach the droplet form, followed by determi-
nation of the contact angles.

Homology modeling. A Protein Data Bank (PDB) file of the LccC
laccase model was generated using the SWISS-MODEL Web server (http:
//swissmodel.expasy.org) by a homology modeling method (37-39). A
high-resolution structure (1.7 A) of alaccase from Botrytis aclada (PDB ID
3SQR) with 49.3% sequence identity to LccC was chosen as the template.
Figures were generated using PyMOL (www.pymol.org).

RESULTS

Design of fusion proteins. Two class I hydrophobins from A.
nidulans were chosen for fusion with the LccClaccase. The forma-
tion of monolayers on surfaces with the DewA protein is well
characterized, and the protein has been previously modified with
peptides without impairment of its coating ability (13, 15). An-
other hydrophobin from A. nidulans, DewB, has the typical class I
structure but also possesses a glycosylphosphatidylinositol (GPI)
anchor for immobilization on the spore surface, where it contrib-
utes to its hydrophobicity (14). In our constructs, the hydropho-
bin genes were inserted into the lccC gene after the signal peptide
sequence (Fig. la). This expression strategy was chosen because
fusion of the laccase to the C terminus of DewB would mask the
GPI anchor recognition site and prevent immobilization of DewB
on the spore surface. This fact could increase the probability of
obtaining a soluble fusion protein outside the cells. Also, the C
terminus of a laccase from Botrytis aclada, which shows the highest
sequence identity to the LccC laccase, compared to other pub-
lished crystal structures, lies in the direct vicinity of the catalytic
center inside the protein molecule (40). Therefore, a fusion of the
hydrophobins to the C terminus of the LccC laccase could im-
pair the three-dimensional structure of the enzyme and affect
its activity.

In the resulting fusion proteins, the hydrophobin parts would
be responsible for the assembly into a monolayer on the surface,
leaving the laccase freely exposed to the surrounding medium
(Fig. 1b). Due to the size difference between the LccC laccase and
the hydrophobins, we expected that additional native hydropho-
bin could be added to the coating solution to act as a spacer. These
small protein molecules would contribute to the formation of the
monolayer and prevent steric hindrance between laccase mole-
cules.

Production of hydrophobin-fused laccase. The fusion con-
structs were transformed into the A. nidulans GR5 strain. As
shown in Fig. 2a, almost no laccase was present in the culture
supernatants of transformed strains grown in submerged cultures
on glucose (DewA-LccC, 0.1 £ 0.1 U/liter; DewB-LccC, 2.9 = 0.1
Ulliter). It is known that glucose represses secretion, whereas en-
zyme secretion is induced by polymers, such as lignocellulose in
filamentous fungi (41). Straw was used as a single source of carbon
in submerged culture, which resulted in the highest activity of
hydrophobin-fused enzymes 2 days after inoculation (Fig. 2a).
The activity of DewB-LccC protein (520.0 = 146 U/liter) in cul-
ture supernatant was 4.5 times higher than that of DewA-LccC
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FIG 1 Schematic representation of hydrophobin-laccase constructs and their
immobilization on surfaces. (a) DewA-LccC and DewB-LccC constructs. Hy-
drophobin genes were inserted into the lccC gene after the signal peptide se-
quence (SP) to allow fusion to the laccase. (b) Schematic representation of
solid surface coated with hydrophobin-laccase fusion protein. Red triangles
represent enzyme substrate, and orange rhombuses represent the product.
Magnification shows the structure of DewA hydrophobin (PDB ID 2LSH),
colored in blue, and LccC laccase model, colored in green, as strings and
ribbons.

(114.7 = 10 Ul/liter), which could be explained by the absence of
the GPI anchor and artificial solubilization of DewB. DewA, how-
ever, does not have the GPI anchor; therefore, no increased secre-
tion of the soluble protein compared to the wild type was ex-
pected. As observed in the previous studies (26), no laccase activity
was detected in the wild-type stain culture supernatant. The LccC-
producing strain showed moderate laccase activity in culture su-
pernatant in the presence of both glucose (52.0 = 0.1 U/liter) and
straw (67.7 * 11.5 Ul/liter).

The expression levels of dewA and dewB genes in wild-type A.
nidulans strain, as well as the expression levels of artificial dewA::
lccC and dewB::lccC genes, were compared in submerged culture
with straw and glucose (Fig. 2b). The housekeeping gene h2b was
used for the normalization. Both the dewA and dewB genes were
expressed at higher levels in the wild-type strain cultures grown in
the presence of straw and, although the fusion proteins were ex-
pressed under the control of a constitutive promoter, their expres-
sion levels were increased as well. Using straw in submerged cul-
tures also prevented the formation of larger mycelial agglomerates
and increased the active surface of cultures, probably contributing
to the higher enzyme levels in culture supernatants.

Functionalization of polystyrene surface. Hydrophobin
DewA with N-terminal or C-terminal peptide fusions have previ-
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FIG 2 Production of the hydrophobin-fused LccC laccase. (a) Laccase activity
in culture supernatant, measured with an ABTS-based assay. The cultures were
incubated with glucose (glc) or straw, as indicated. wt, wild type. (b) Expres-
sion of dewA and dewB genes in the wild type and dewA::lccC and dewB::lccC
constructs measured with real-time PCR. The results obtained with straw were
normalized to the signals obtained from cultures grown in the presence of
glucose. Error bars represent standard deviations from the results from five
experiments.

ously been used to coat wells of 96-well microtiter plates (15).
Since fusion to a large enzyme, like laccase, could influence the
binding ability of hydrophobins, different coating conditions and
surfaces were tested. Nonmodified polystyrene microtiter plates
were used as hydrophobic surfaces and cell culture plates with
standard growth surface as hydrophilic surfaces. The highest ac-
tivity of 2.5 X 107* = 0.1 X 10~* U/cm® was achieved on a hy-
drophilic surface at pH 7 with DewA-LccC protein (Fig. 3a). The
activity on coated hydrophobic surfaces at pH 7 was slightly lower,
indicating that despite the fusion with the laccase, immobilization
on polystyrene was not impaired. After immobilization at pH 5,
the laccase activity on the surface was lower, indicating that neu-
tral pH was more preferable for coating. A two-way analysis of
variance showed that the effect of pH on DewA-LccC surface ac-
tivity was significant [F(1, 8) = 17.6, P = 0.003]. The effect of
microtiter plate surface hydrophobicity, however, was not signifi-
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FIG 3 Coating of polystyrene microtiter plates. (a) Crude culture superna-
tants containing LccC, DewA-LcecC, and DewB-LecC proteins with 0.1 U/ml
laccase activity were used for coating 96-well microtiter plates with hydropho-
bic/hydrophilic surface characteristics at pH 5 and 7. Laccase surface activity
was measured using the ABTS assay. Uncoated plates were used as a control.
(b) Different DewA-LccC:DewA molar ratios were used to determine optimal
coating conditions on hydrophobic/hydrophilic surface at pH 5 and 7. Recom-
binantly produced H*proteinB (DewA) was mixed with DewA-LccC-contain-
ing culture supernatant in rations of 1:0, 1:0.5, 1:2.5, and 1:5, as indicated.
Standard deviations from three independent experiments for each data point
are indicated by error bars.

cant [F(1,8) = 1.06, P = 0.33], nor was the combination of these two
factors [F(1, 8) = 0.4, P = 0.55]. The maximal laccase activity on
surfaces coated with DewB-LccC was much lower, at 0.1 X 10~ =
0.01 X 10~* U/em?* (Fig. 3a). The two-way analysis of variance
showed the significance of the effect of both pH [F(1, 8) = 10.25,P =
0.01] and surface hydrophobicity [F(1, 8) = 15.2, P = 0.004]. The
interaction of these two factors was not significant. However, due
to the low surface activity, the DewB-LccC fusion protein is not
suitable for surface functionalization. Similarly, the activity levels
achieved with LccC alone were low (0.1 X 107% £ 0.1 X 104
U/cm?®). The statistical analysis showed that the effect of both
tested factors was not significant in this case. Probably, small
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amounts of laccase itself can stick to the surface and perform the
substrate oxidation.

Laccase is a relatively large protein compared to the 13-kDa
DewA hydrophobin. The immobilization with the fusion protein
alone would likely cause a reduction in the laccase activity due to
the steric hindrance between single LccC molecules. Previous
studies with the class II hydrophobin HFBI fused to a glucose
oxidase revealed that a molar ratio between 1:1 and 1:19 of GOx-
HFBI to HFBI allowed the highest enzyme activity on surfaces
(18). Therefore, we tested different ratios between DewA and the
DewA-LccC fusion protein (Fig. 3b). Nonmodified DewA had a
negative effect on the surface activity under all coating conditions.
This effect was proportional to the increasing DewA amounts,
indicating that DewA substituted for the fusion protein. Since the
immobilization was performed with crude culture supernatant
containing native exoproteins from A. nidulans, including DewA,
it can be assumed that the natural production increase of hydro-
phobins in the presence of straw (Fig. 2b) was sufficient for effec-
tive coating with laccase-fused DewA and did not require addi-
tional supplements, as was the case for heterologically produced
and purified GOx-HFBI (18).

Functionalization of glass surfaces. The ability of laccase-
fused hydrophobins to coat glass was tested with nonmodified and
siliconized glass to compare hydrophilic and hydrophobic sur-
faces. The effect of both pH and surface hydrophobicity on DewA-
LccC surface activity was significant, at F(1, 8) = 18.97, P = 0.002
for hydrophobicity and F(1, 8) = 20.5, P = 0.002 for pH, as was
the interaction of these two factors [F(1, 8) = 17.26, P = 0.003].
The highest laccase activity was achieved after the coating of non-
modified hydrophilic microscopy coverslips at pH 7, similarly to
polystyrene microtiter plates (Fig. 4a). However, the activity levels
were three times lower than those with the polystyrene coating
under the same conditions. The laccase activity after coating un-
der other conditions was more than four times lower than that
with nonmodified glass at pH 7. The activity levels on the surfaces
with DewB-LccC were comparable to those achieved on polysty-
rene. However, the laccase surface activity did not significantly
depend on immobilization conditions [F(1, 8) = 0.9, P = 0.37 for
hydrophobicity and F(1, 8) = 4.67, P = 0.06 for pH]. Similarly,
both factors had no significant effect on the surface activity of
LecCalone, at F(1, 8) = 3.85 and P = 0.09 for hydrophobicity, and
F(1, 8) = 0.38 and P = 0.55 for pH.

Coating of nonmodified glass beads resulted in the highest lac-
case surface activity with DewA-LccC at pH 7 (Fig. 4b). The effect
of pH on laccase activity was significant for all tested proteins, as
determined by the one-way analysis of variance: DewA-LccC,
F(1, 4) = 26.08, P = 0.007; DewB-LccC, F(1, 4) = 40.0, P =
0.0004; and LccC, F(1, 4) = 23.14, P = 0.009.

In previous studies, the coating of glass with recombinantly
produced DewA showed lower protein immobilization efficiency
at room temperature than at 80°C (13). Due to the structural
characteristics of glass surfaces, the hydrophobin immobilization
could be impaired at lower temperatures than those with micro-
titer plates and would require fixation through the application of
higher temperatures during the incubation.

Determination of water contact angles. We anticipated that
coating with DewA would render hydrophilic surfaces hydropho-
bic and that coating with the DewA-laccase fusion protein would
change the polarity to hydrophilic due to the exposure of the hy-
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FIG 4 Coating of glass. (a) Microscopy coverslips were coated using culture
supernatants containing LccC, DewA-LecC, and DewB-LecC with 0.1 U/ml
laccase activity at pH 5 and 7. Hydrophobic glass surface was generated though
siliconization. Laccase activity on surfaces was measured using the ABTS assay.
(b) Glass beads with 0.4- to 0.85-mm diameter were coated with laccase-con-
taining culture supernatants at pH 5 and 7. Standard deviations from three
independent experiments for each data point are indicated by error bars.

drophilic enzyme. To test this hypothesis, we performed contact
angle measurements on different surfaces. Therefore, 4 pl of Mil-
lipore water was spotted onto uncoated and coated glass and poly-
styrene surfaces and visualized with a CCD camera (Fig. 5a). The
contact angles of the droplets were measured (Fig. 5b). Coating
with DewA generated slightly more hydrophobic surfaces on non-
modified glass and polystyrene. On siliconized glass, DewA coat-
ing lowered the hydrophobicity. This result can be explained by
the amphiphilic nature of hydrophobin. The protein-surface in-
teraction mechanism is different for hydrophobic and hydrophilic
surfaces, leaving different parts of hydrophobin exposed. All sur-
faces coated with DewA-LccC showed a reduction in hydropho-
bicity compared to the uncoated surfaces, because of the exposed
laccase. This effect was strongest on polystyrene, which also
showed the highest enzymatic activity.
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The angle (degree) between the surface and the droplet was measured. The
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DISCUSSION

Class I hydrophobins are suited for the establishment of highly
stable monolayers on surfaces (5). Compared to previously pub-
lished studies that presented combinations of peptides and tags
bound to hydrophobins for improved production, detection, or
surface functionalization, fusion with enzymes is more problem-
atic (11, 15). Not only could the ability of the hydrophobin to
self-assemble into monolayers be impaired, but the enzyme also
could lose its activity due to conformational changes caused by the
fusion. Using bioinformatic tools, we came to the conclusion that
fusions of the laccase LccC to the C terminus of the hydrophobins
should allow the functionality of both protein parts of the result-
ing fusion product. Unfortunately, due to the vicinity of the lac-
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case C terminus to the catalytic center, no C-terminal fusion of a
detection tag to the enzyme was possible. However, laccase activity
assays could easily substitute for immunodetection assays to show
immobilization and functionality of the fusion proteins.

The choice of A. nidulans as a production strain also had sev-
eral advantages and disadvantages. Heterologous production of
hydrophobins, especially DewA, has already been established in E.
coli; however, it includes a protein purification procedure that
would denature enzymes (11). Also, E. coli is not suited for the
production of highly glycosylated proteins, like fungal laccases. A.
nidulans, on the other hand, produced and secreted the fusion
proteins in amounts suitable for direct application on surfaces.
Thelack of additional purification steps reduces the cost and effort
for protein recovery. Since all hydrophobins from A. nidulans are
present on the spore surface in the wild-type strain (14), an addi-
tional class I hydrophobin, DewB, was chosen for fusion with the
LccC laccase. The GPI anchor that is normally present at the C
terminus of this hydrophobin in its native form and responsible
for its immobilization on spores was substituted by LccC. As ex-
pected, the resulting DewB-LccC protein was present in culture
supernatants at much higher concentration than DewA-LccC,
probably due to the disturbance of its immobilization mechanism.
Unfortunately, however, the DewB-LccC protein failed in creating
stable coatings on the tested surfaces. The concentration of DewA-
LeceC in crude culture supernatant was, however, sufficient for
conducting immobilization experiments. Cultivation of the fun-
gus with straw under conditions that stimulate protein secretion
and increased expression of both hydrophobins and fusion pro-
tein genes contributed to the high protein yield. A. nidulans also
provided an unexpected advantage as a homologues hydrophobin
producer. Probably due to the presence of native DewA in the
culture supernatant, no addition of recombinant DewA protein
was needed to achieve maximum laccase activity on the surfaces.

The immobilization experiments on different surfaces showed
that despite the C-terminal fusion to a laccase, DewA retained its
coating abilities on both hydrophilic and hydrophobic surfaces.
The coating of hydrophilic glass and polystyrene surfaces showed
the highest laccase activity after immobilization. This results of
these enzymatic activity assays are in agreement with the results
obtained by contact angle measurements. The reduction in hydro-
phobicity of DewA-LccC-coated surfaces, compared to uncoated
or with recombinant DewA-coated surfaces, are probably caused
by the highly glycosylated laccase. The highest decrease in hydro-
phobicity and the highest laccase activity were both observed on
the polystyrene surface. Therefore, polystyrene has proven to be
the best surface for immobilization of the fusion protein. The pH
conditions during coating were modified in comparison to previ-
ous studies, performed at pH 8 (13, 15), due to the acidic pH
optimum profile of fungal laccases (21). Although pH 5 had a clear
negative effect on the immobilization, laccases are generally stable
at neutral pH, and pH 7 was suitable for the assembly of the hy-
drophobin layer. The polystyrene surface proved to be more suit-
able for coating at low temperatures. Fusion of DewA to thermo-
stable enzymes would provide a possibility for fixing the
hydrophobin layer on glass at higher temperatures. Since DewA
forms stable coatings after 16 h of incubation at 80°C (13), it is
perfectly suited for fusion with thermostable enzymes.

The LccC laccase itself is a low-redox-potential laccase with
relatively low activity (26) and is not suited for industrial applica-
tion. Due to a conserved three-dimensional structure and a con-
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served reaction mechanism, its fusion to a class T hydrophobin and
successful coating serves as proof of principle for a possibility of
enzyme immobilization using this system. LccC can be substituted
with other laccases that are of interest in, for example, dye decol-
orization, phenolic waste degradation, or biofuel cells (22). Also,
other monomeric enzymes, like lipases, dehydrogenases, or decar-
boxylases, can be fused to hydrophobins for surface functionaliza-
tion. Class I hydrophobins, like DewA, provide not only a stable
binding to the surface, but they create an ordered protein mono-
layer with even enzyme exposure to the surroundings. Therefore,
overloading of the surface, which often leads to the inhibition of
enzyme activity in other immobilization techniques, is prevented.
Hydrophobins also do not require additional treatment, because
their coating ability is caused by a natural process of transforma-
tion from the soluble form to monolayer aggregates at the air-
liquid and liquid-surface interfaces.
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Abstract. The development of nanocomposites combining photocatalytic, antifouling and
protective features has provided interesting and promising results in the last years. However, few
data about the behaviour of the nanomaterials applied on stone surfaces are available in the
literature. In the framework of the EU-Horizon 2020 project “Nano-Cathedral”, nanostructured
protective treatments have been designed with different nanoparticles (TiO., Ag, ZnO), solvents
and silane/siloxane-based polymeric matrices. The innovative formulations have been applied
on 6 lithotypes, selected among the stones used in five medieval cathedrals (Vitoria-Gasteiz,
Ghent, Cologne, Vienna and Pisa) and a contemporary theatre (Oslo Opera House), which are
emblematic of different European geological and environmental areas. The treated stone
specimens have been fully characterized to evaluate the surface optical and morphological
compatibility, the reduction of water absorption by capillarity, the change in wettability and
water vapour permeability properties. The selected treatments fulfil all these requirements and
exhibit good photocatalytic and antifouling properties once applied on stone specimens.
Different accelerated ageing procedures have also been performed in order to evaluate the
stability of the polymeric matrices in the presence of photoactive TiO5.

1. Introduction

The use of nanomaterials in the conservation of natural and artificial stone materials has been an
active research topic over the last fifteen years, showing a potential for tackling different aspects of
conservation, from consolidation to protection against chemical and biological decay agents.

In particular, the development of chemically stable nanocomposites based on the addition of
inorganic TiO,, ZnO or Ag nanoparticles (NPs) to silanic or acrylic matrices has provided an effective
means of combining the water repellency features of siloxane, fluorinated and acrylic polymers with the
photocatalytic activity of nano-TiO; [1], able to promote the solar-driven degradation of many
pollutants, and the biocidal properties of Ag and ZnO [2].

“Nano-Cathedral”, a Horizon 2020 project currently in progress, is devoted to developing a
systematic approach to the use of TiO,, ZnO and Ag-based nanomaterials in the protection of European
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architectural heritage, by evaluating the performance of an array of innovative research products applied
on natural stones with highly different properties.

In this work, three innovative nanocomposites based on different silicon-based matrices and
containing different types and concentrations of NPs were set up with the contribution of companies and
their protective performance was assessed on different stone substrates.

As stone substrates, three lithotypes with largely complementary properties were selected, i.e. Apuan
marble, Balegem limestone and Schlaitdorf sandstone. These natural stones were employed in relevant
historical buildings involved in the project: Apuan marble is used in the Cathedral of Pisa (Italy, XIII
cent.) and in a contemporary high-standing building, the Oslo Opera House (Norway, 2008), Balegem
stone is present in the Cathedral of Ghent (Belgium, XIII cent.) and Schlaitdorf stone in the Cathedral
of Cologne (Germany, XIII cent.).

The performance of the selected nanocomposites was evaluated on fresh stone substrates in
laboratory conditions according to the recent EN Standard Protocol for the assessment of protective
treatments in the field of Cultural Heritage [3] and by assessing their photocatalytic/biocidal activity.

Moreover, three different artificial ageing protocols that take into account the separate effects of heat,
UV light irradiation and meteoric run-off are currently being conducted in laboratory conditions, with
the aim of investigating the durability of nanocomposites once applied on stone substrates and predicting
their long-term response towards environmental exposure. Partial results from this investigation will be
presented, including those related to the effects of heat and UV light irradiation.

As a final step of the Project, the nanocomposites were applied on deteriorated surfaces in pilot areas
of the respective historical buildings and the evaluation of their performance is currently being
performed in the real environmental conditions, which are very different from site to site. Results from
this onsite experimentation will be complementary and determinant for a thorough evaluation of the
effectiveness of the considered new protectives and will be available at the end of the Nano-Cathedral
project.

2. Materials and methods

Three nanocomposites were selected, according to a preliminary screening protocol, among those
prepared by the companies involved in the project. Owing to the confidential non-disclosure agreement
signed within the Project, only partial information can be given about the products, as shown in table 1.

Table 1. Description of the nanocomposites.

Product Composition Solvent Property
WNC alkyl alkoxy silane oligomers (15% w/w) with TiO2 NPs (0.96% w/w) water photocatalytic
ANC alkyl alkoxy silane monomers (40% w/w) with TiO2 NPs (0.12% wi/w) 2-propanol photocatalytic
TNC hydrophobized silica with AgO and ZnO nanoparticles (0.2% w/w) 2-propanol anti-bacterial

The stone substrates belong to three different lithotypes, i.e. Apuan marble, Balegem limestone and
Schlaitdorf sandstone, whose main characteristics are summarized in table 2.

Table 2. Main characteristics of lithotypes (porosity data are from mercury intrusion porosimetry
measurements).

Lithotype Provenance Description Open porosity (%vol)
Apuan marble Carrara region, Metamo_rphlc rock_ with almost purely calcitic 07+01
Italy composition and highly compact texture
Balegem limestone Ghent region, Sedl_mentary_ rchk with large siliceous clasts in 9.9+0.8
Belgium calcitic matrix; compact texture
Schlaitdorf sandstone Neckar area, Sedimentary rock with chiefly siliceous 1641

Germany composition and coarse texture
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5x5x1 cm and 5x5x2 cm specimens (6 for each size) of fresh lithotypes were gently polished with
abrasive paper (P180 carborundum paper), washed and kept in deionized water for 1 hour in order to
remove possible soluble salts and then dried in oven at 50 °C until constant weight (a minimum of 48
hours). The nanocomposites were applied by capillary absorption for 6 hours, using a filter paper pad
saturated with the treating material, according to EN 16581:2014 standard [3]. The time of application
was defined after checking the time necessary to allow for the penetration of the products inside the
depth of lithotypes. A commercial protective treatment based on silanes and siloxanes, Silres BS 290
(Wacker Chemie, dil. 8 wt.% in white spirit), was used as reference material for comparison. In order
to determine the amount of absorbed dry matter, all stone specimens were weighed before the treatment
and then after solvent evaporation until constant weight was achieved (a minimum of 48 hours). For all
products, the amount of dry matter per unit area is reported in table 3.

Table 3. Dry matter (mg/cm?) absorbed by the fresh stone specimens.

Treatment Apuan Marble Balegem Schlaitdorf
WNC 0.3+0.2 161 26+4
ANC 1.310.1 1043 18+10
TNC 4.540.2 7+1 7.7+0.5

Silres BS 290 2+1 12+8 18+7

The colour change of stone specimens after the application of the products was measured with a
Konica Minolta CM-600D Vis spectrophotometer with a D65 illuminant at 8°, in the 360-740 nm
wavelength range. 25 measurements were performed on each specimen before and after the treatment.
The results were expressed in the CIE L*a*b* colour space and the average values of L*, a* and b*
were used to calculate the colour change AE*. A threshold value of AE*=5 was set as requirement for
aesthetic compatibility [4].

Static contact angle test was performed on 15 points for each sample, according to EN Standard
Protocol [5], using an OCA (Optical Contact Angle) 20 PLUS (DataPhysics, Germany) equipment, with
a drop volume of 5 pl, after 10 seconds. The test was carried out before and after the application of the
treatments.

The capillary water absorption of the stone specimens was measured following the EN Standard
Protocol [6] on untreated and treated specimens. The data were elaborated according to the literature
[7]. In order to evaluate the reduction of water absorption, two parameters were considered: the relative
capillary index (Clrel) and the ratio of the absorption coefficients of treated and untreated specimen
(ACt/ACnt).

Water vapour permeability tests were performed according to the EN Standard Protocol [8] on the
specimens before and after the application of the treatments, using the “wet cup” system described in
[9]. In order to evaluate the retention of permeability, the ratio of the permeability values of treated and
untreated specimen (6t/0nt) was calculated.

The photocatalytic properties of the products were assessed through the Rhodamine discolouration
test, according to the laboratory procedure and data elaboration described in [9]. The extent of
discolouration (D*) of specimens treated with WNC and ANC was divided by that of specimens treated
with Silres BS 290, which has no photocatalytic properties and can be used as blank.

In order to determine the antibacterial activity of TNC, sterilized stone samples of the three chosen
lithotypes were treated with the products and, after the complete evaporation of the solvent, were
incubated with fresh Bacillus cereus or Pseudomonas putida cultures for 16 h at 28 °C. As controls,
untreated stone samples were also incubated with the bacterial strains. After the incubation, the stone
samples were washed once with fresh medium to remove unattached cells. Remaining bacteria were
collected by scratching an area of 5 cm? with a sterile swab. The swab was then transferred to 3 ml fresh
medium and vortexed to release the bacterial cells in the medium. Serial dilutions of this suspension
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were placed on solid medium plates and incubated at 28 °C for another 16 h. Afterwards, single colonies
could be observed and were counted to determine the number of CFU (Colonie Forming Units).

The artificial ageing of stone specimens in laboratory conditions was conducted for 750 hours
through two different protocols: one thermal ageing in oven at 65 °C and one UV light ageing in an
irradiation chamber (Suntest XLS*, URAI S.p.A) equipped with a Xenon arc lamp (cut-off filter for
A<295 nm, 765 W/m? irradiance). Two specimens per lithotype and treatment were selected for each
protocol, among the six specimens that were characterized in the former part of this investigation. At
the end of the first ageing cycle, the stone specimens were characterized through the static contact angle
and capillary water absorption tests, according to the previously described methodologies. A complete
testing procedure including all the tests will be carried out in the next few months, after another ageing
cycle of 750 hours has been finished.

3. Results
The results of the colour measurements on fresh stone specimens are summarized in table 4.

Table 4. Total colour difference (AE*) between treated and untreated specimens.

Treatment Apuan Marble Balegem stone Schlaitdorf
WNC 1.5+0.5 3.4+0.4 1.5+0.2
ANC 2.8+0.8 1.7£0.5 7.1+0.6
TNC 411 4.5+0.8 2.6x0.5
Silres BS 290 1.8+0.9 312 812

It can be observed that all treatments preserve the original surface colour on Apuan marble and Balegem
stone. On Schlaitdorf stone, WNC and TNC show excellent colour compatibility, whereas ANC and
Silres BS 290 produce a colour change higher than the threshold value of 5, due to a darkening and
yellowing effect. In both cases, the application of a lower amount of product would probably ensure a
lower chromatic alteration.

The results of water absorption measurements on treated and untreated specimens are reported in
table 5.

Table 5. Relative capillary index (Clrel) and relative absorption coefficient (ACt/ACnt) of treated
specimens.

Apuan Marble Balegem stone Schlaitdorf
Treatment
Clrel ACt/ACnt Clrel ACt/ACnt Clrel ACt/ACnt
WNC 0.75+0.05 0.4+0.4 0.35+0.07 0.1+0.1 0.44+0.05 0.11+0.05
ANC 0.13+0.02 0.19+0.03 0.07+0.01 0.02+0.01 0.08+0.02 0.028+0.009
TNC 0.5+0.2 0.03+0.02 0.19+0.09 0.01+0.01 0.09+0.01 0.031+0.007
Silres BS 290 0.240.3 0.05+0.07 0.5+0.3 0.6+0.3 0.11+0.07 0.02+0.01

On Apuan Marble, ANC shows the best results in terms of water absorption reduction. Good results
were obtained by Silres BS 290 but the very high standard deviation values of both Clrel and ACt/ACnt
is an indication of the heterogeneity of the treatment applied on different marble samples. TNC proves
to be a good water repellent product especially after a short time interval of contact with water (30 min),
whereas WNC is not effective in water absorption reduction. On Balegem stone, the best effectiveness
was obtained by ANC both after 4 days (CI rel) and after 30 min (ACt/ACnt) compared to the other
treatments. Good results were obtained by TNC and WNC, whereas Silres BS 290 shows poor
effectiveness in the reduction of the water uptake. Finally, on Schlaitdorf stone, excellent results in terms
of water absorption reduction were obtained from specimens treated with ANC, TNC and Silres BS 290,
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with Clrel values of about 0.1. WNC shows rather good reduction as well, especially within 30 min of
contact with water.

The results of water vapour permeability measurements on treated and untreated measurements are
reported in table 6.

Table 6. Ratio of water vapour permeability values of treated and untreated specimens (6t/dnt).

Treatment Apuan Marble Balegem stone Schlaitdorf
WNC 1.2+0.4 0.9+0.3 0.8+0.3
ANC 0.9+0.2 0.6+0.3 0.9+0.2
TNC 0.5%0.3 0.2+0.1 0.4+0.2
Silres BS 290 0.3+0.2 0.3+0.2 0.436+0.2

On Apuan marble, both WNC and ANC do not affect the original vapour permeability, since the 6t/6nt
values are about 1. Further investigations would be necessary to explain, in the adopted treatment
conditions, why WNC increases the mean values of vapor permeability of the stone. However, a similar
effect has been reported in the literature concerning other coating materials [10]. TNC leads to a
reduction of about 50% of permeability, whereas Silres BS290 significantly reduces it, indicating that
probably the product is partially occluding the pores of the stone. On Balegem stone, WNC does not
significantly affect the original water vapour permeability (reduction of about 10%), while ANC reduced
the permeability of about 40%. Silres BS 290 and TNC show the highest reduction of permeability
(about 70-80%). It is important to notice that, except for TNC, high values of standard deviation could
be observed, indicating a high heterogeneity of the treated stones. On Schlaitdorf stone, WNC and ANC
do not significantly change the original water vapour permeability; Silres BS 290 and TNC show
comparable results with a reduction of the permeability of about 60%.

The results of static contact angle measurements on treated and untreated specimens are reported in
table 7.

Table 7. Static contact angle () of treated and untreated specimens (expressed in degrees); on untreated
Schlaitdorf stone the contact angle could not be measured due to the very fast absorption of the drop.

Apuan Marble Balegem stone Schlaitdorf
Treatment
untreated treated untreated treated untreated treated
WNC 66+10 113.8+0.7 7148 116+4 - 128+2
ANC 72+18 14010 377 14343 - 13743
TNC 5547 129+12 54+10 14943 - 1337
Silres BS 290 58+11 10145 3248 125+12 - 127+6

In the case of Apuan marble, the application of all the new products reduces the surface wettability
compared to the result obtained from Silres BS 290, with static contact angle values higher than 100°.
In particular, ANC and TNC show a significant increase in the values of static contact angle (about 130-
140°). On Balegem stone, all the products change the original surface wettability. In particular,
specimens treated with TNC and ANC reach values of static contact angle of about 140-150° and the
low standard deviation proves the homogeneity of this surface property of the treated stone. Finally, all
the treatments applied on Schlaitdorf stone show water repellent properties, with contact angle values
higher than 100°. In particular, ANC and TNC lead to a significant reduction of the surface wettability
(about e=140°), with low standard deviations proving the homogenous distribution of the products on
specimens.
The results of the Rhodamine discolouration test are reported in table 8.
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Table 8. Ratio of D* values of specimens treated with WNC/ANC and specimens treated with Silres
BS 290 at 150 min (D*/D*sires).

Treatment Apuan Marble Balegem stone Schlaitdorf
WNC 1.34 2.08 3.04
ANC 1.30 1.40 3.90

It can be observed that, on Balegem stone, WNC produces a higher discolouration compared to ANC.
This is readily explained by its higher TiO, concentration. However, when it comes to Apuan marble,
the photocatalytic performances of the products are comparable and the performance of ANC is
significantly better in the case of Schlaitdorf stone, indicating that this product, despite a lower
nanoparticle concentration, has a better performance compared to WNC once applied on certain
substrates.

Concerning the results of the test for the antibacterial activity of TNC (table 9), it can be observed
that Apuan marble specimens show minor reduction of the CFU number for both Bacillus cereus and
Pseudomonas Putida. This could be explained either by the small amount of protective product absorbed
by the marble, or by the small amount of bacteria able to attach to the marble surface. On the other hand,
the antibacterial activity of Balegem and Schlaitdorf specimens prove the effectiveness of TNC in the
reduction of CFU compared to the respective untreated specimens, especially regarding Bacillus cereus.

Table 9. CFU values of untreated specimens and specimens treated with TNC (/10° counts/mL).

Apuan Marble Balegem stone Schlaitdorf
Treatment Bacillus Pseudomonas Bacillus Pseudomonas Bacillus Pseudomonas
cereus putida cereus putida cereus putida
TNC 1.9+0.4 4.4+0.4 7+1 10.4+0.3 5.7+0.1 11.2+0.7
untreated 1.9+0.4 4.940.4 2143 12.0+£0.9 57+8 1741

In conclusion, the laboratory tests conducted on fresh stone specimens showed that on Balegem and
Schlaitdorf stones, ANC and TNC prove to be the best products regarding both protection efficacy and
photocatalytic/antibacterial activity. In the case of Apuan marble, ANC has a comparable performance,
while TNC shows only poor effectiveness in antibacterial activity.

Consequently, ANC and the reference Silres BS290 were chosen to undergo the ageing protocols on
all three lithotypes, while TNC was only selected for Balegem and Schlaitdorf stones.

The results of the water absorption tests after 750 hours of thermal and UV light ageing are reported
in figure 1. By comparing the values of Clrel before and after the ageing, it can be observed that thermal
ageing does not produce negative effects on the protective performance, while in the case of UV light
ageing, some differences can be highlighted in the behavior of the products. Indeed, no effect is observed
in the case of TNC, while the effectiveness of Silres and ANC in the reduction of water absorption is
slightly reduced, but the change is not remarkable. The results prove that the addition of nanoparticles
in the formulations does not negatively affect the protective properties of the treated specimens.

The results of the static contact angle tests after the ageing are reported in figure 2. It can be observed
that in all cases thermal ageing does not significantly affect the surface water-repellency of the treated
stones. On the other hand, UV light ageing leaves the specimens treated with TNC unaffected, but it
produces a visible effect in the case of Silres BS 290 and has a very strong impact on specimens treated
with ANC in the case of Apuan Marble and Balegem, where substantially the surface wettability of
untreated stone is reverted, while on Schlaitdorf stone the loss of hydrophobicity is much less
pronounced. This significant decrease observed on specimens treated with ANC may be related to the
photocatalytic activity of TiO, nanoparticles towards the polymeric matrix in which they are embedded.
These results indicate that, although photocatalytic treatments applied on stone are predictably affected
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by a certain extent of degradation under UV light, this degradation remains largely a surface effect and
the ability of the treatment to reduce water penetration is not significantly impaired.

045

04

035
) m Before ageing 03 ) m Before ageing
After ageing @ After ageing
025
UV LIGHT AGEING THERMAL AGEING
UV LIGHT AGEING THERMAL AGEING - 0.2
2

Yois
0.1

0.05 I

$4
4
e
.+
&2 s
b 13

APUAN
MARBLE

BALEGEM

SCHLAITDORF

Iriiiee
Sessaes
T3TET
Feeees

APUAN BALEGEM SCHLAITDORF BALEGEM SCHLAITDORF
MARBLE
12
. UV LIGHT AGEING THERMAL AGEING
m Before agein,
05 geing
B After ageing
2 os
o

. I

APUAN BALEGEM
MARBLE

o

SCHLAITDORF

-

APUAN
MARBLE

i

BALEGEM SCHLAITDORF

3533
4al
34
$a4

BALEGEM SCHLAITDORF

Figure 1. Clrel values of specimens treated with A) ANC, B) TNC and C) Silres BS 290 before and
after the two ageing protocols.
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4. Conclusions

In this study, three innovative nanocomposites with photocatalytic or antibacterial properties, developed
in the framework of the Nano-Cathedral H2020 Project, have been applied for protection purposes on
three different lithotypes. The performance has been assessed through a set of laboratory tests and the
durability has been evaluated by means of two different protocols of artificial ageing. The results
indicate that two of the three products, one antibacterial and one photocatalytic product, show very high
and promising protective effectiveness. The antibacterial product also showed excellent response in the
durability tests, while the photocatalytic product proved to be able to retain much of its effectiveness in
the reduction of water absorption but contact angle tests indicated a loss of hydrophaobicity after the UV
ageing protocol. This suggests the fact that, upon prolonged exposure to UV light, the product undergoes
a degradation process, but this degradation, being a surface effect, does not significantly affect its
effectiveness in reducing water absorption.
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