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BM Johannes Hahn

Osterreichs Nachwuchsfoérderung ist
einzigartig in Europa

Spitzenwissenschaft ist gewissermallen wie
Spitzensport — die Basis wird in der Nach-
wuchsférderung gelegt. Daher ist es mir ein
groBes Anliegen, Neugier und Faszination fir
Wissenschaft und Forschung bei Kindern und
Jugendlichen bereits moglichst frih  zu
wecken!

Mit dem Forschungsprogramm ,Sparkling
Science®, das vom Bundesministerium fur
Wissenschaft und Forschung 2007 aus der
Taufe gehoben wurde, beschreiten wir einen
unkonventionellen und in Europa einzigartigen
Weg, um unseren wissenschaftlichen Nach-
wuchs zu férdern.

In samtlichen Forschungsvorhaben, die im
Rahmen des Programms gefordert werden,
arbeiten Wissenschafterinnen und Wissen-
schafter partnerschaftlich mit Jugendlichen
zusammen. Dabei schauen die Jugendlichen
den Wissenschafterinnen und Wissenschaftern
nicht nur Gber die Schulter, sondern arbeiten
selbst aktiv mit. Die Schilerinnen und Schiler
bringen in ihrer Rolle als Juniorkolleginnen und
Juniorkollegen zusatzliche Fragestellungen
und DenkansttRBe ein, sie wirken an der
Konzeption und Durchfiihrung von Unter-
suchungen mit, machen Befragungen, erheben
Daten, interpretieren diese gemeinsam mit den
Wissenschafterinnen und Wissenschaftern und
stellen die Ergebnisse an Schulen, Universi-

taten und sogar bei wissenschaftlichen Tagun-
gen vor. Die jungen Nachwuchsforscherinnen
und Nachwuchsforscher lernen also bereits
sehr frth das Vvielfaltige Spektrum von
Wissenschaft und Forschung kennen.

Die Zusammenarbeit von Wissenschaft und
Schule bringt fur beide Seiten einen grofien
Mehrwert: Die Wissenschaft profitiert, weil die
Jugendlichen innovative Ideen und
erfrischende Beitragen einbringen, die dann in
neue wissenschaftliche Erkenntnisse ein-
flieRen. Die Jugendlichen bekommen einen
einzigartigen Zugang zu neuen wissen-
schaftlichen Erkenntnissen und erwerben
Kompetenzen in den Bereichen Teamarbeit,
Projektplanung und Projektprasentation.
Sorgfaltig und  eigenverantwortlich  an
komplexen Themenstellungen zu arbeiten und
sich dabei auch mutig in Neuland vorzuwagen,
sind dabei nicht nur entscheidende
Basiskompetenzen fir  wissenschaftliches
Arbeiten. Es sind Schlusselfertigkeiten fur
erfolgreiche Karrieren in samtlichen Berufs-
feldern der modernen Arbeitswelt.

Ganz besonders freut es mich als
Wissenschaftsminister, wenn Forschungs-
beitrage unserer  ,Sparkling Science*
Teilnehmerinnen und Teilnehmer (ber das
Stadium von ersten  wissenschaftlichen
Gehversuchen hinaus wachsen und die
Gestalt eigenstandiger, kleiner Forschungs-
berichte annehmen. Eine der wichtigsten
Grundregeln  wissenschaftlichen  Arbeitens
besteht schlieRlich darin, Forschungsergeb-
nisse zu publizieren und damit fir andere
Wissenschafterinnen und Wissenschafter bzw.
der Offentlichkeit zugénglich zu machen. Das
Bundesministerium fur Wissenschaft und
Forschung gibt daher eine eigene Publika-
tionsreihe fir jene Forschungsergebnisse
heraus, die im Rahmen von Maturaprojekten
und Bakkalaureatsarbeiten aus ,Sparkling
Science” entstehen.

Ich danke allen Beteiligten an ,Sparkling
Science® fur ihr Engagement und wiinsche
Ihnen viel Freude mit den folgenden Seiten.
Sie kénnen sich nun selbst von den
erstaunlichen und beeindruckenden Ergeb-
nissen uberzeugen!

Herzlich

W

Johannes Hahn
Bundesminister fiur Wissenschaft und
Forschung
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Ao. Univ.-Prof. Mag. Dr. rer. nat. Robert L. Mach

Die Verwendung nachwachsender Rohstoffe
stellt unter dem Gesichtspunkt der Nachhal-
tigkeit einen SchllUsselbereich der Techno-
logieentwicklung dar. Sinnvoll ist deren Einsatz
besonders dann, wenn die Synthesevor-
leistung der Natur optimal genutzt werden
kann, d. h. wenn nur wenige biotechnologische
Veredelungsschritte ndtig sind, um industriell
verwertbare Stoffe zu erhalten.

Biotechnologisch werden derartige Verede-
lungsschritte durch die Anwendung von
Enzymen und Mikroorganismen erreicht. In der
Weillen Biotechnologie, die sich mit Produk-
tionsverfahren von chemischen Grundstoffen
beschaftigt, kommen vor allem genetisch
verbesserte Mikroorganismen zum Einsatz.
Diese ermoglichen eine nachhaltige
Steigerung der Produktionseffizienz, indem der
bendtigte  Biokatalysator  (entweder ein
isoliertes Enzym oder der gentechnisch
veranderte  Organismus als  Ganzzell-
katalysator) in Mengen hergestellt wird, die die
Effizienz natirlicher Organismen um mehrere
Zehnerpotenzen Ubersteigen kann. Besonders
zukunftstrachtig erscheint dabei die
Kombination der Nutzung von nach-
wachsenden Rohstoffquellen mit der Weilen
Biotechnologie zur Etablierung einer
nachhaltigen und v. a. erddlunabhangigen,
chemischen Industrie.

Die Projektgruppe, welche sich in meinem
Arbeitsbereich  mit  derartigen  Problem-
stellungen beschaftigt, ist ein junges,
funfkdpfiges Team bestehend aus der Leiterin,
Dr. Astrid Mach-Aigner, zwei DoktorandInnen,
DI Marion Pucher und DI Matthias Steiger,
einer Diplomandin, Rita Gorsche, und einem
Erasmus Studenten, Jens Kroll.

Ziel der Forschungen ist es, aus Holz-
bestandteilen oder aus Chitin Uber einen
mehrstufigen,  biokatalytisch  unterstiitzten
Prozess Synthesebausteine fir die chemische
bzw. pharmazeutische Industrie herzustellen.
Vereinfacht ausgedriickt wird als erster Schritt
versucht, sich die Abbauleistung von
filamentdsen Pilzen, welche im Stande sind
eben diese Biopolymere in ihre monomeren
Einzelbausteine zu zerlegen, zu Nutze zu
machen. Die so gewonnenen, monomeren
Zuckereinheiten konnen nun einerseits als
Ausgangstoff flir eine weitere chemische
Modifikation dienen, um daraus Treibstoff-
additive herzustellen oder sie werden in
entsprechend gentechnisch veranderten Pilzen
in einem  Ganzzellkatalyseverfahren  zu
Feinchemikalien weiter metabolisiert. Zwei
typische Beispiele dafir sind die Erzeugung
von Furan (ein hochoktaniger Treibstoffzusatz)
aus Zellulose und Xylan oder die Gewinnung
der pharmakologisch bedeutenden Substanz
N-Acetylneuraminsaure (Ausgangsstoff fir die
Synthese des Grippetherapeutikums Relenza)
aus Chitin. In den ausgewiesenen Projekten
werden nun die unterschiedlichsten
Arbeitsschritte, die fir eine derartige
Prozessentwicklung notwendig sind, durch-
gefihrt.

Im Zuge des Sparkling Science Programms
werden die Teilnehmer in meinem Arbeits-
bereich in alle wesentlichen, eingangs be-
schriebenen Projektschritte integriert. Die
Uberblicksartige Integration in das Gesamtpro-
jekt soll erreichen, dass bei den Teil-
nehmerlnnen ein hohes Interesse an den noch
sehr neuen Forschungsgebieten Bioorga-
nische Chemie und Weilke Biotechnologie
geweckt wird. Wir hoffen, so eine Begeisterung
fur die wissenschaftliche Forschung zu wecken
und vielleicht gar zukinftige Teammitarbeiter
rekrutieren zu kénnen.

Robert Mach
Technische Universitat Wien






Mag. Beate Bulfon

Im Februar 2008 wurde ich in einem privaten
Gesprach mit Herrn Univ.Ass. DI Dr. Michael
Schnirch gefragt, ob ich mir vorstellen konnte,
am  Projekt ,Sparkling Science* der
technischen Universitat Wien teilzunehmen.

Als Chemielehrerin des Bundesgymnasiums
und  Bundesrealgymnasiums  St.Veit/Glan
freute ich mich, dass Schilerlnnen unserer
Schule — obwohl sehr weit weg von der
Bundeshauptstadt — die Mdglichkeit hatten, in
den Sommerferien in ein  derartiges
Forschungsprojekt eingebunden zu werden
und dann dariber eine schriftliche Arbeit zu
verfassen.

Als mir die Themen bekannt waren, ermittelte
ich die prinzipielle Bereitschaft der Schiiler und
Schiilerinnen. Obwohl noch kein genaues
Konzept vorlag, waren einige (auch Madchen!)
von der Idee begeistert.

Der Schulalltag brachte es mit sich, dass zwei
Realgymnasiasten der 7. Klasse und eine
Gymnasiastin der 8. Klasse das Vorhaben
konkretisierten, sich in den Ferien an eine wis-

senschaftliche Arbeit heranzuwagen. Férdernd
war sicherlich auch die tatkraftige Unter-
stlitzung der TU Wien bei der Quartiersuche,
was naturgemald fur Schilerlnnen aus dem
Bundeslanderbereich ein mittelgrolles bis
grofdes Hindernis (auch finanziell) darstellt.

Im Juli und August ,kopfelten® die drei
Nachwuchsforscher im wahrsten Sinn des
Wortes in die von Herrn A.o. Univ.-Prof. DI Dr.
Marko D. Mihovilovic mit grofem Engagement
und — wie mir meine Schiler und meine
Schiulerin einhellig berichteten mit heraus-
ragender personlicher Betreuung — in die
Laborarbeit. Dafiir sei Herrn Professor an
dieser Stelle herzlich gedankt.

Besonders Kevin Pichler, dessen Arbeit ,Von
nachwachsenden Rohstoffen zu wertvollen
Synthesebausteinen® in vorliegender Schriften-
reihe zu lesen ist, zeigte ohne Voraussetzung,
jedoch tatkraftig unterstitzt und fachlich
betreut von Herrn a.o. Univ.-Prof. Mag. Dr.
Robert Mach, dass auch ein Schiiler einer
snhormalen® AHS durch ein Projekt wie
.oparkling Science® zu herausragender
Leistung angespornt werden kann.

Kevin, ein ausgezeichneter Schiler,
betrachtete die Mdglichkeit der Forschung an
einer renommierten Universitat Osterreichs als
personliche Herausforderung und verzichtete
darauf, seine Arbeit als Fachbereichsarbeit fiir
die Reifeprifung vorzulegen. Fir ihn war die
vorliegende Projektarbeit also eine
.Fleilaufgabe®“. Fir mich als seine Chemie-
lehrerin war es eine Freude, eine Arbeit dieser
Qualitat zu lesen und meinem Schiiler Kevin
Pichler helfend zur Seite stehen zu konnen.

Die Wissenschaft rief die Schule und die
Schule antwortete mit Begeisterung.

Die Schule ruft die Wissenschaft nun, dieses
Projekt weiterzufiihren zum Wohle der von der
Offentlichkeit leider zu oft stiefmiitterlich
behandelten Chemie.

Mag. Beate Bulfon
BG/BRG St.Veit/Glan
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Vorwort

Als naturwissenschaftlich begeisterter Schiler wurde mein Interesse naturlich sofort
geweckt, als ich vom Sparkling Science Projekt horte. Nach anfanglichen
Organisationsschwierigkeiten und Zeitverzégerungen kam dann doch ein Projekt
zustande, sodass meinem Praktikum an der Technischen Universitat Wien nichts
mehr im Wege stand. So reiste ich nach Wien, wo mein Praktikum am 7. Juli 2008
mit einem Einweisungsgesprach beginnen sollte. Bereits am 8. Juli startete fur mich
der Laboralltag. Ich fihrte also in der Zeit vom 8. bis zum 31. Juli, dem Ende des
Praktikums, gemeinsam mit einer weiteren Projektteilnehmerin und meinen
Laborkollegen zahlreiche Experimente durch, um den Forschungsfortschritt
voranzutreiben. Es war fur mich eine sehr interessante Zeit und ich denke, dass ich
dabei einiges gelernt habe. Das schonste war aber, dass ich nun einen Einblick in

den Laboralltag bekommen habe und weil}, wie die aktuelle Forschung ablauft.

Aufmerksam gemacht auf das Sparkling Science Programm wurde ich in der Schule
durch meine Chemieprofessorin Frau Mag. Beate Bulfon. Daflr mdchte ich mich an
dieser Stelle sehr herzlich bei ihr bedanken. Danken mochte ich auch meiner Familie,
die mich ermutigt hat, bei dem Projekt mitzumachen, und mir die Teilnahme
ermoglicht hat. Ganz besonderer Dank gilt aber vor allem meinen zwei Betreuern
Marion Pucher und Matthias Steiger. Danke flr die wunderbare Betreuung und die
interessanten Labortage, aber auch fir die Hilfe nach dem Praktikum, wie zum
Beispiel das Korrekturlesen dieser Arbeit. Ich bedanke mich hiermit auch bei Astrid
und Robert Mach, sowie bei allen anderen Beteiligten des Sparkling Science Projekts

fur ihre Unterstltzung.



Kurzfassung

Die Arbeiten im Zuge dieses Sparkling Science Projektes beschaftigen sich mit dem
Abbau von ,Nicht-Starke-Biopolymeren“ (v.a. Cellulose und Xylan), zu ihren
jeweiligen monomeren Einheiten (z.B.: Glucose, Xylose). Diese Monomere dienen
ihrerseits wiederum als Ausgangssubstrate flir die Synthese hochwertiger
Chemikalien. Dabei sollen alle Umsetzungsprozesse biokatalytisch, entweder durch
gereinigte Enzyme oder durch Ganzzellkatalysten, durchgefuihrt werden. Zu diesem
Zweck werden gentechnisch veranderte Stamme des filamentdsen Pilzes
Trichoderma reesei verwendet. Diese sollen vermehrt Enzyme bilden, welche die
besagten Polymere zu ihren monomeren Komponenten zu zerlegen vermogen. Ziel
dieses Projektes ist es also, Prozesse zu entwickeln, durch welche auf
biokatalytischem Wege aus nachwachsenden Rohstoffen hochwertige Chemikalien

hergestellt werden.

Im Zuge dieser Arbeit wurden also gentechnisch veranderte Organismen mittels
Transformation hergestellt und in weiteren Schritten auf ihre Leistungsfahigkeit bei
der Enzymproduktion untersucht. AuRerdem konnten verschiedene Eigenschaften in
Abhangigkeit vom Locus des bei der Transformation verwendeten Plasmids im
Pilzgenom sowie von unterschiedlichen Kohlenstoffquellen bei der Kultivierung bzw.

bei der Fermentation festgestellt werden.
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1. Einleitung und theoretische Hintergriinde

1.1. Trichoderma reesei

1.1.1 Vorkommen und Entdeckung

Der Weichfaulepilz Trichoderma reesei ist die anamorphe Form von Hypocrea
Jecorina, und gehort zu einer Gruppe von 104 Spezies filamentdser Pilze, welche in
16 ,clades” gegliedert sind. Durch ihre metabolische Vielfaltigkeit konnen sie
zahlreiche Habitate bewohnen und sind daher weltweit in nahezu allen Bodenarten
aber auch in anderen Lebensraumen vertreten. Ihre wichtigste Aufgabe besteht
dabei in der Verwertung pflanzlicher Biomasse. Wegen ihres aeroben und
mesophilen Lebensstils findet man sie aber vor allem in tropischen und gemafigten
Klimazonen, wo pro Gramm Boden 10-1000 kultivierbare Einheiten gefunden werden
konnen [Bauer, 2005; Steiger, 2007].

Die Entdeckung von T. reesei erfolgte wahrend des zweiten Weltkriegs auf den
Solomon Inseln im Suddpazifik. Ein Forschungsprogramm sollte die schnelle
Verrottung von Textilien wie z.B. von Uniformen oder Baumwollzelten aufklaren. M.
Mandels und Elwyn T. Reese gelang es, einen Pilz fur die auftretenden Schaden
verantwortlich zu machen, dessen hohe sekretorische Kapazitat an cellulolytischen
Enzymen die Zersetzung der Textilien bewirkte. Als erster Stamm von Bedeutung
konnte QM6a isoliert werden, dessen Abkdmmling QM9414 haufig verwendet wird.
Zunachst wurde QM6a jedoch falschlicher Weise entweder als Trichoderma viride
oder als Trichoderma koningii bezeichnet, bis Simmons (1977) feststellte, dass es
sich dabei um eine eigene Spezies handelt, und er benannte ihn zu Ehren seines

Entdeckers mit Trichoderma reesei [Steiger, 2007].

1.1.2 Eigenschaften

Trichoderma spp. besitzen ein breites Spektrum an verwertbaren Substraten. Bei
Stickstoffquellen kann vom Ammoniak bis zum Protein fast alles metabolisiert
werden, nur die Verwertung von Nitrat ist Ublicherweise schlecht und sehr
speziesabhangig. Bei Kohlenstoffquellen reicht die Verwendbarkeit von allgemeinen

Zuckern Uber Polymere (Cellulose, Xylan) bis hin zu Kohlenwasserstoffen.
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Mit Trichoderma wird die anamorphe, asexuelle Lebensform bezeichnet. Einigen
Arten konnte auch eine teleomorphe, sexuelle Lebensform zugewiesen werden. So
konnte Trichoderma reesei eindeutig die teleomorphe Form Hypocrea jecorina

zugeordnet werden.

Kolonien von T. reesei weisen ein schnelles Wachstum auf (5,5 — 7 cm/4 d, 21 °C,
Agarplatten mit 2 % Malzextrakt). Auf Agarplatten mit 2 % Malzextrakt scheiden sie
ein gelbes Pigment aus. Die Sporenbildung erfolgt phialidisch und zeigt sich in
kleinen, verstreuten, gelb-grinlichen Buscheln. Sporentrager weisen schwache
Verzweigungen auf, wobei primare Aste langer und starker verzweigt sind als
sekundare. Die Phialiden sind zylindrisch oder manchmal auch leicht aufgeblaht, die

schwach grunlichen Konidien haben eine ellipsoide Form [Steiger, 2007].

1.1.3 Verwendung

Auf Grund seiner hohen sekretorischen Fahigkeit an cellulolytischen sowie
hemicellulolytischen Enzymen findet Trichoderma reesei in vielen Industriebereichen
Anwendung. Ein weiterer Vorteil bei T. reesei ist, dass der Pilz Uber eine trennbare
Regulation des Enzymhaushalts verfugt, das heildt, er kann bei geeigneter Anzucht
xylanolytische Enzyme bilden ohne dabei auch cellulolytische Enzyme zu
produzieren. Dieser Effekt wird vor allem in der Papierindustrie genutzt, wodurch eine
kostspielige Trennung der Xylanasen von den Cellulasen entfallt. Die Verwendung
von Hemicellulasen fur den Bleichprozess von Papier ermoglicht eine Reduktion der
verwendeten Menge an Chlor und damit auch eine Verminderung der

umweltbelastenden Abfalle [Bauer, 2005].

Auch in der Textilindustrie spielen Enzyme eine bedeutende Rolle. So werden fur die
Herstellung von stoned-washed Jeans Cellulasepraparate verwendet, durch welche
der Jeansfarbstoff Indigo aus den obersten Schichten des Materials herausgeldst
werden kann. Dieses enzymatische Verfahren l6ste das mechanische ,Waschen® mit
Bimsstein ab, da neben anderen Vorteilen die Maschinen weniger belastet werden,
aber auch die Umwelt ohne die Freisetzung von Bimssteinpulver geschont wird.
Cellulasen werden allerdings auch zur Glattung von Cellulosefasern eingesetzt,

wobei kleine Harchen, die nach dem Webvorgang aus der Faser hervorstehen, durch
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die Enzyme entfernt werden. Dadurch werden sowohl die Textur, als auch die

Griffigkeit und Farbeeigenschaften der Textilien entscheidend verbessert.

Aber auch in der Lebensmittelindustrie finden diese Enzyme Verwendung, wie zum
Beispiel bei der Herstellung von Olivendl. Dadurch werden bessere Ausbeuten bei
der Kaltpressung sowie eine Verbesserung der Qualitat des Ols erzielt. Auch bei der

Futtermittel- und Spirituosenherstellung werden Xylanasen eingesetzt.

Eine weitere Anwendung solcher Enzyme kdnnte in Zukunft auch die Herstellung von
Biotreibstoffen (Ethanol) sein. Auf der Suche nach erneuerbaren Energien ist es
naheliegend, dass Kohle und Erddl in Zukunft durch Biomasse ersetzt werden. Durch
Trichoderma Enzyme sollen Biopolymere verzuckert und durch anschlieBende
Fermentation weiter verarbeitet werden [Steiger, 2007]. Das Problem dabei ist derzeit
noch der hohe Kostenfaktor, der eine weitgehende industrielle Nutzung in Grenzen
halt.

All diese Anwendungsmaoglichkeiten fur Trichoderma Enzyme machen eine weitere

Verbesserung der Enzymproduktion des Pilzes interessant.

1.2 Abbausysteme fiir Cellulose und Xylan in T. reesei

1.2.1 Cellulose und Xylan

Organismen wie Trichoderma reesei haben die Fahigkeit, Biopolymere in ihre
monomeren Einheiten zu zerlegen und zu metabolisieren. Cellulose ist als
Hauptbestandteil von pflanzlichen Zellwanden das haufigste und bedeutendste
Biopolymer. Es besteht aus einer Vielzahl von 3-1,4-verknupften Glucoseeinheiten.

Das zugehdrige Dimer wird Cellobiose genannt.

Xylane, auch Holzgummi genannt, sind Polymere mit dem Grundbaustein D-Xylose,
welche B-1,4-verknUpft sind. Sie zahlen zu den Polyosen (Hemicellulosen) und
weisen eine kurzere Kettenlange als Cellulose auf. Je nach Herkunft kann Xylan mit
verschiedenen Substituenten auf unterschiedliche Art und Weise versehen sein. In
Hartholz treten zum Beispiel neben a-1,2-verknipfter 4-O-Methyl-D-Glukoronsaure

und a-1,2- bzw. a-1,3-verknupfter L-Arabinofuranose auch Xylane mit Acetylresten
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vor allem an Position 2 und 3 Xylopyranosylreste auf. Des Weiteren sind in Getreide
L-Arabinofuranosylreste an Position 5 mit Ferulasaure oder p-Cumarsaure verestert
[Steiger, 2007].

1.2.2 Cellulasen und Xylanasen

Am celluloseabbauenden Enzymsystem von T. reesei sind mehrere Arten von
Enzymen beteiligt. Zunachst sind es Endoglukanasen, die Cellulose zu
Glukooligosacchariden hydrolisieren und das Polymer im Inneren und eher an den
amorpheren Bereichen angreifen. Dadurch entstehen fir die Cellobiohydrolasen
mehr Angriffsorte, da diese Enzyme jeweils von den Enden des Polymers
Cellobioseeinheiten abspalten. Die Cellobiose wird schliellich von B-Glukosidasen

hydrolisiert, wodurch Glukosemonomere freigesetzt werden.

FUr den Abbau der Xylane ist auf Grund deren komplexeren Aufbaus eine groRRere
Zahl an Enzymen noétig, da neben der Xylosegrundstruktur auch die
unterschiedlichen Substituenten abgespalten werden mussen. Fir einen Abbau sind
mindestens eine Endo-1,4-D-Xylanase und eine B-Xylosidase fur die Hauptkette,
sowie eine a-Glukuronidase und eine Acetylxylanesterase fur die Seitenketten
erforderlich [Steiger, 2007]. Die erforderliche Zusammensetzung zusatzlich

bendtigter Enzyme hangt von der Art des Pflanzenmaterials ab [Bauer, 2005].

1.3 Hygromycinresistenz

Da Trichoderma reesei mittels Gene Gun Transformation gentechnisch verandert
werden soll, ist es von groler Bedeutung, die transformierten Stamme von den nicht-
transformierten unterscheiden zu koénnen. Dafur wird bei der Transformation ein
zusatzliches Markerplasmid verwendet, welches den Pilz gegen Hygromycin B
resistent machen soll. Hygromycin B ist ein aminoglycosidisches Antibiotikum,
welches von der Bakterienart Streptomyces hygroscopicus produziert wird. Auf
Grund ihrer hemmenden Wirkung auf die Proteinsynthese von Bakterien, Pilzen und
hoheren eukaryotischen Zellen wirkt die Substanz auf diese Organismen toxisch
[http://www.hygromycin.net/]. Dem Nahrmedium, auf welchem sich die zu
transformierenden Pilzsporen befinden, wird nun Hygromycin B zugegeben, sodass

nicht-transformierte Pilze nicht Uberleben koénnen. Bei denen, die erfolgreich
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transformiert werden, ist nun auch das Hygromycinresistenzgen im Genom

vorhanden, sodass diese Pilze wachsen kdnnen.

Die Wirkung des Hygromycinresistenzgens beruht darauf, dass dieses Gen fur die
Kinase Hygromycin B Phosphotransferase (HPT) kodiert. HPT katalysiert die
Phosphorylierung von Hygromycin B und macht dieses dadurch inaktiv
[http://www.hygromycin.net/ (06.01.2009)]. Stamme mit einem Hygromycinresistenz-
gen konnen also auf Nahrmedien mit Hygromycin B wachsen, das Wachstum ist

daher ein Indikator fur eine erfolgreiche Transformation.

1.4 Ziel dieser Arbeit

Im Zuge dieser Arbeit sollen nun solche gentechnisch veranderten Organismen
hergestellt werden und anschlieBend auf ihre veranderten Eigenschaften hin
untersucht werden. Dafur sollen zunachst durch Transformation neue Plasmide in
das Pilzgenom eingebracht werden, anschlieRend deren tatsachliche Prasenz im
Genom sowie ihre Funktionstichtigkeit mittels Southern Blot und ,real-time“PCR
getestet werden, und dann durch Enzymmessung und Fermentation untereinander

verglichen werden.
Dabei soll auch geklart werden, wie sich die Einbringung eines neuen Plasmids in

das Pilzgenom auswirkt, oder wie verschiedene Kohlenstoffquellen von

transformierten Stammen verwertet werden koénnen.
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2 Methoden

2.1 Kultivierung

Die Kultivierung von Trichoderma reesei erfolgt auf Platten mit Malzextrakt (MEX)-
Medium und die Stamme werden bei 28 °C bis zur Sporulation inkubiert (etwa eine
Woche). Sporulierende Platten werden bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung
aufbewahrt [Bauer, 2005]. Die Uberimpfung auf neue Platten erfolgt steril, indem man
einen kleinen Teil einer bewachsenen Platte aussticht und auf eine neue Platte setzt.
FUr die Anzucht in einer Flussigkultur wird ein Teil der Oberflache einer
sporulierenden Platte mit einem Spatel abgeschabt und in 1 ml einer NaCl (0,8%)-
Tween 80 (0,05%)-Losung suspendiert. Das geschieht in einem sterilen Bereich um
Kontaminationen zu vermeiden. Um die Sporen vom Myzel zu trennen wird die
gesamte Suspension uber Glaswolle filtriert. Die Endkonzentration im Medium soll
1x10® Sporen pro Liter betragen, daher miissen die Sporen fiir die jeweilig benétigte
Menge ausgezahlt werden. Die Auszahlung erfolgt mikroskopisch auf einem

speziellen Objekttrager mit einem Raster aus einigen Feldern zu je 16 Kastchen

n-10®

darauf. Mit der Formel 0.0025001.F (

wobei n die durchschnittliche Anzahl der Sporen in

einem Feld mit 16 Kastchen und f die Zahl der Kastchen pro Feld, in diesem Fall also
16, ist) wird die Anzahl der Sporen pro Milliliter Suspension berechnet. Anschliel3end
wird die benotigte Menge an Sporensuspension in ein Mandels-Andreotti (MA)-
Medium in einem Erlenmeyerkolben Uberimpft. Der Kolben wird sodann bei 30° C

und unter standigem Schutteln in einem Inkubationsschuttler inkubiert.

Geerntet wird indem man das Myzel Uber Miracloth abfiltriert, mit Wasser wascht und
in Filterpapier trocken presst. Das Myzel wird anschlieRend je nach weiterer
Verwendung entweder (gefrier)getrocknet oder zur Lagerung in flissigem Stickstoff
(-196 °C) aufbewahrt. Der fliissige Uberstand kann ebenfalls aufgefangen und fur

spatere Enzymaktivitatsmessungen verwendet werden.

2.2 Transformation mit der Gene Gun

Bei der Transformation mit der Gene Gun soll ein bestimmtes Plasmid mittels
Wolframpartikel in die Zellkerne von Pilzsporen gelangen um die Eigenschaften des

Pilzes zu verandern. Zur Selektion der transformierten Zellen von den nicht-
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transformierten wird die toxische Substanz Hygromycin B verwendet. Gleichzeitig
wird bei der Transformation ein zusatzliches Plasmid flir Hygromycin-Resistenz

benutzt.

Fur die Transformation wird eine Sporensuspension vorbereitet und mittels
Drigalskyspatel zentral auf Platten mit Malzextrakt (MEX)-Medium (mit Hygromycin

B) ausgestrichen.

Im nachsten Schritt werden 10-15 mg Wolframpartikel eingewogen und anschliel3end
dreimal mit 1 ml Ethanol sowie zweimal mit 1 ml sb (steriles, bidestilliertes Wasser)
gewaschen. Die gereinigten Partikel werden in 200 pl sb aufgenommen und in vier
Aliquote aufgeteilt. Danach erfolgt die Prazipitation der DNA auf die Wolframpartikel.
Dafur kommt eine Mischung aus den beiden Plasmiden (eigentliches Plasmid und
Marker-Plasmid) sowie 70 pl einer Spermidin-CaCl,-Lésung in jedes Aliquot. Die
Suspension wird sofort 3 min am Vibrationsschuttler durchmischt und danach fur 10
min auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation wird die Suspension abzentrifugiert, der
Uberstand verworfen, die Partikel sanft in 250 pl EtOHaps resuspendiert und bis zur

Verwendung auf Eis gelagert.

Anschlielend wird die Gene Gun vorbereitet. Um Kontaminationen und dadurch
Hintergrundwachstum auf den Platten zu vermeiden findet der gesamte Vorgang in
einer Reinraumwerkbank statt. Zunachst werden alle bendtigten Materialien mit
Ethanol gewaschen und getrocknet. Dann werden die Makrocarrier in die daflr
vorgesehenen Halterungen eingespannt und jedes Aliquot der Partikelsuspension
wird auf je funf Makrocarrier gleichmaRig verteilt. Sobald die Partikel getrocknet sind
kann mit dem Schiel3en begonnen werden. Daflir wird pro Schuss ein Makrocarrier
und eine Rupture Disk verwendet. Auf dieser soll sich ein mittels Heliumgasflasche
erzeugter Druck aufbauen und diese bei 900 psi (= 62 bar) durchbrechen, sodass die
Partikel vom darunterliegenden Makrocarrier durch den austretenden Druck weiter
auf die Platte mit den Sporen geschossen werden. Wenn alles vorbereitet ist wird
eine Platte mit Sporen in die Vakuumkammer der Gene Gun gestellt und die Luft aus
dieser abgesaugt. Anschlie3end wird der Druck uber der Rupture Disk aufgebaut und
die Partikel werden auf die Platte geschossen. Ein kleines Stahlgitter (Stopping
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Screen) verhindert dabei, dass der Makrocarrier beim Schuss mit auf die Platte

gedruckt wird.

Nach der Transformation werden die Platten bis zum Auskeimen im Brutschrank

gelagert.

2.3 Isolation genomischer DNA

Myzel wird aus einer Flussigkultur geerntet, das heilt uber Miracloth abfiltriert und
gut mit Filterpapier getrocknet. AnschlieRend wird ein Teil davon zu einer Rolle
geformt und in einem gelocherten Eppendorf Reaktionsgefal® (ERG) in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Das verbleibende Myzel wird in Alufolie verpackt und
ebenfalls eingefroren. Parallel werden eine Reibschale, eine Pinzette und ein Spatel
bei -196 °C vorgekuhlt. Dann wird das zuvor tiefgefrorene Myzel in der Reibschale
zerrieben und in 700 pl einer DNA Salzlésung mit 2% Mercaptoethanol (14 pl) in
einem ERG aufgenommen und gut geschdittelt. Es folgt eine Inkubation von 30 min
bei 65 °C. Danach werden 400 ul basisches Phenol dazugegeben und das Ganze

wird geschuttelt bis keine Phasentrennung mehr zu sehen ist.

Das gleiche passiert nach der Zugabe von 400 pl Chloroform/Isoamylalkohol (49:1).
Nach zehnminlitigem Zentrifugieren wird die obere wassrige Phase in ein neues
ERG uberfiihrt. Dieser Vorgang wiederholt sich und nach dem erneuten Uberfiihren
der wassrigen Phase wird die DNA-L6sung mit 0,7 Volumen Isopropanol versetzt, 20
min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert und danach 20 min zentrifugiert. Der
Uberstand wird abgesaugt und das verbliebene DNA-Pellet wird mit 500 pl 96%igem
Ethanol gewaschen und wieder 5 min zentrifugiert. Zuletzt wird die DNA in 50-100 pl
Tris-EDTA (TE)-Puffer gelost.

2.4 Southern Blot

Bei diesem Verfahren handelt es sich um eine Methode, einzelne Gensequenzen in
einem komplexen DNA-Gemisch (in diesem Fall aus dem gesamten Genom einer
Zelle) nachzuweisen. Der Southern Blot wird deshalb verwendet, um zu Uberprufen,
ob sich das bei der Transformation verwendete Plasmid auch tatsachlich bzw.

vollstandig im Pilzgenom befindet.
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Grundsatzlich kann man den Southern Blot in drei Abschnitte Gliedern:
2.4.1 Blotting (Kapillarblot)

Zunachst werden die mit einem geeigneten Restriktionsenzym geschnittenen DNA-
Proben auf ein Agarosegel aufgetragen. Anschlieend wird eine Gelelektrophorese
durchgefuhrt um die unterschiedlich langen DNA-Fragmente aufzutrennen. Danach
wird die DNA auf dem Gel nacheinander mit einer Denaturierungslésung sowie einer
Neutralisierungslosung behandelt. Danach folgt der Transfer auf eine Membran.
Daflr wird eine Glasplatte mit einem Filterpapier darauf in eine Wanne mit 20x SSC
darin gelegt. Das Filterpapier taucht in die Flussigkeit ein und saugt somit die
Salzlésung auf. Auf dem Papier liegt das Gel und darauf liegt die Membran. Darlber
werden noch ein paar Schichten Filterpapier und Zellstoff gelegt um die Saugwirkung
zu erzeugen. Ganz oben auf den Stapel kommen noch eine Glasplatte und ein
Gewicht zum Beschweren. Dieser Vorgang dauert dann einige Stunden (Uber Nacht)
und danach erfolgt die Fixierung der DNA auf der Membran. Dabei wird die Membran
im UV-Crosslinker mit UV-Licht bestrahilt.

2.4.2 Hybridisierung

Die Hybridisierung erfolgt in einem Warmeschrank, in dem sich das Gefal® mit der
Flissigkeit und der Membran darin standig dreht damit diese nicht austrocknet.
Zunachst wird die Membran 30 min mit einer Prahybridisierungslosung behandelt.
Danach wird die denaturierte Sonde dazugegeben. Mit dieser Hybridisierungslésung
wird die Membran Uber Nacht bei 51 °C inkubiert. Die Sonde ist eine einzelstrangige
DNA-Sequenz die sich nur am gesuchten DNA-Fragment anlagern kann, daher
bleiben alle anderen DNA-Fragmente einzelstrangig. Unspezifisch gebundene Sonde
wird nach der Hybridisierung weggewaschen. Zu diesem Zweck wird die Membran
2x15 min mit 0,5xSSC & 0,1% SDS bei 65 °C gewaschen.

2.4.3 Posthybridisierungswaschungen, immunologische Detektion und

Entwickeln des Films

Als nachstes wird die Membran 1-5 min mit Waschpuffer gewaschen und danach
wird dieser durch eine Blocking Solution ersetzt, um die unspezifischen
Bindungsstellen zu blockieren. Nach 30 min Inkubationszeit bei 30 °C wird die

Blocking Solution entfernt und die Membran wird 30 min mit der Antibody Solution
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inkubiert. Nach Abnahme der Antibody Solution wird noch 2x15 min mit Waschpuffer
gewaschen und anschlielRend wird der Detection Buffer fur 2-5 min dazu gegeben.
Die jeweils eingesetzten Flussigkeitsmengen variieren mit der Gro3e der Membran.
Anschlieend muss CSPD ready-to-use auf die Membran getropft werden, worauf
diese sofort in Klarsichtfolie luftblasenfrei verpackt und 5 min bei Raumtemperatur in
der Filmkassette inkubiert wird. Danach erfolgt noch eine 10-minttige Inkubation bei

37 °C um die Lumineszenzreaktion zu starten.

Der Rontgenfilm ist extrem lichtempfindlich und das Auflegen und Entwickeln des
Films muss daher unbedingt in einer Dunkelkammer (bei Rotlicht) erfolgen. Nach
dem Belichten wird der Film nacheinander in eine Entwicklerlosung, eine
Stoppldsung und eine Festigungslosung getaucht. Danach wird er noch mit Wasser
gewaschen und getrocknet. Je nach Vorhandensein des gesuchten DNA-Fragments

sind dann unterschiedlich viele Banden am Film zu erkennen.

2.5 ,,real-time“ PCR (Polymerasekettenreaktion)

Die PCR ist ein Verfahren zur Vervielfaltigung von DNA-Abschnitten mittels DNA-
Polymerase. Bei der ,real-time“ PCR kann dabei zusatzlich noch eine Quantifizierung
der DNA vollzogen werden. Die PCR wird daher eingesetzt um festzustellen, ob eine
transformierte Zelle das transformierte Gen auch annimmt, das heil3t, dass sie die

DNA in mRNA transkribieren und folglich diese in Proteine translatieren kann.

Zur Vorbereitung der PCR wird zunachst fur jede Probe eine Mischung aus 12,5 pl
Supermix, 0,4 ul tagman xyr1 (TagMan-Sonde), 0,4 pl tagxyr1 f (Forward Primer), 0,4
ul tagxyr1 r (Reverse Primer) und 8,8 pl sb hergestellt. Bei der Herstellung dieser
Mischung sowie fur weitere Schritte bei der Vorbereitung der PCR werden Pipetten
mit sterilen Spitzen mit Filtereinsatz verwendet um Kontaminationen zu vermeiden. In
einer Reinraumwerkbank werden die DNA-Proben in eine Mikrotiterplatte als
Reaktionsgefald vorgelegt und sodann die vorbereitete Mischung hinzugeflgt. Dabei
wird die Probe durch mehrmaliges Auf- und Absaugen mit der Pipette gut vermischt.
Aulerdem gibt es einen Blindwert (mit Wasser statt Probe) und eine ,no-
amplification“-Kontrolle bestehend aus 2 pl Probe und 0,5 pl 0,5%igem SDS. Dann
wird die Mikrotiterplatte mit einer Verschlussfolie verschlossen und in den

Thermoblock mit optischem Detektionssystem gestellt. Die Messung kann gestartet
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werden sobald das gewunschte PCR-Programm sowie die Anordnung der Proben in

der Platte und die Art des verwendeten Fluorophors festgelegt worden sind.

Der Vorgang der Messung teilt sich in drei Schritte, welche mehrmals wiederholt
werden: Zuerst werden die Proben auf 95 °C aufgewarmt, damit die DNA denaturiert,
das heildt, dass sich die Doppelstrange trennen. Im nachsten Schritt lagern sich die
Primer an der zu amplifizierenden DNA an und im letzten Schritt fullt die Polymerase
die fehlenden Strange mit freien Nukleotiden aus der Losung auf. Die Temperaturen
der letzten beiden Schritte sind von der jeweiligen Beschaffenheit der verwendeten
Primer bzw. der verwendeten Polymerase abhangig. Gleichzeitig lagert sich auch die
TagMan-Sonde an der DNA an. Wenn nun die Polymerase an dieser Sonde vorbei
kommt um den Gegenstrang zu synthetisieren, wird diese abgebaut und ein an ihr
gebundener Fluorophor freigesetzt. Das optische Detektionssystem kann ab einer
gewissen Konzentration einen Anstieg der Fluoreszenz erkennen. Der Zyklus, bei
dem dieser Anstieg gemessen wird, wird durch den C'-Wert ausgedriickt. Je nach
Betrag des C'-Wertes kann dann auf eine gréRere bzw. kleinere Konzentration
geschlossen werden. Eine anschlielfende Gelelektrophorese gibt Auskunft Uber die

GrolRe der amplifizierten DNA-Sequenzen.

2.6 Enzymaktivitdtsmessung
2.6.1 Xylanaseaktivitat

Fir die Messung der Xylanaseaktivitat wird der Enzymtest Xylazyme AX (Megazyme,
Bray, Irland) verwendet. Dieses Testsystem beruht darauf, dass bei der Hydrolyse
der Substrattablette ein wasserloslicher, blauer Farbstoff freigesetzt wird, durch
welchen bei einer Photometermessung ein Anstieg der Absorbanz bei 590 nm

Wellenlange bewirkt wird.

Vorbereitend werden je 450 ul der zu messenden Proben mit 50 yl 250 mM Na-
Acetat-Puffer in einer Glaseprouvette versetzt. Bei zu hoher Enzymaktivitat der
Proben kann die Probenmenge reduziert werden, jedoch muss die Endkonzentration
des Na-Acetat-Puffers bei einem Gesamtvolumen von 500 ul immer auf 25 mM

eingestellt werden.
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Die vorbereiteten Ansatze werden in einem Wasserbad bei 40 °C temperiert.
Anschliefend wird eine Blindprobe fir die spater folgende Photometermessung
vorbereitet. Dafur wird eine Stopplosung (Trizma-Base-Losung, 2%, pH~9) vor der
Reaktionstablette dazugegeben, damit kein Farbstoff freigesetzt wird. Danach wird
jeder Probe eine Xylazyme-Tablette zugegeben und die Reaktion wird nach exakt
zehn Minuten durch Zugabe von 10 ml 2% Trizma-Base-Ldsung gestoppt. Dann wird
jede Probe geschuttelt und funf Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen, bevor

sie durch einen Trichter mit Filterpapier abfiltriert wird.

Die Messung am Photometer erfolgt bei 590 nm Wellenlange in einer
Kunststoffkuvette. Gemessen wird gegen die Blindprobe, das heift die Extinktion
wird mit der Blindprobe auf 0 gestellt. Der Grad der Blaufarbung und damit die
Extinktion im Photometer sind direkt proportional zur Enzymaktivitat. Die Menge der
im Ansatz enthaltenen Xylanaseaktivitat berechnet sich nach folgender
Regressionsgeraden:

mlnits [Ansatz = 46,8 - Absorbanz+ 0,5

2.6.2 Cellulaseaktivitat
2.6.2.1 Enzymtest Cellazyme C (Megazyme)

Die Durchfihrung dieses Enzymtests erfolgt analog zur Durchfuhrung des Tests
Xylazyme AX (Megazyme), wie in 2.6.1 beschrieben. Auch das Prinzip, das diesem
Test zu Grunde liegt ist dasselbe. Die Cellulaseaktivitat berechnet sich nach
folgender Regressionsgerade:

mlinits fAnsatz = 232,6 - Absorbanz + 5,0

2.6.2.2 Messung nach Methode der reduzierenden Zucker

Dieses Testsystem misst die Konzentration von reduzierenden Zuckern in einer
Probe. Da beim Abbau der polymeren Cellulose (durch Cellulasen) Oligosaccharide
freigesetzt werden, erhoht sich beim Abbau auch der Anteil der freien reduzierenden
Enden. Daher kann diese Messung zur Feststellung der Cellulaseaktivitat in einer

Probe herangezogen werden.
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Zuerst wird 1 ml einer Substratldsung bestehend aus 1 % Carboxymethylcellulose
(CMC) mit 0,5 ml der zu untersuchenden Probe in einer Eprouvette vermischt und 15
min bei 50 °C im Wasserbad inkubiert. Dann wird die Enzymreaktion durch die
Zugabe von 1 ml 2,5 M NaOH gestoppt. Um die Farbereaktion zu initieren werden 3
ml einer DNS-Lésung dazu pipettiert. Anschliel3end wird die Eprouvette abgedeckt, 5
min in siedendes Wasser gestellt und danach 5 min im Eisbad abgekuhit.
Anschlieliend werden 15 ml destilliertes Wasser zugegeben und gut mit dem Ansatz
vermischt. FUr jede Probe wird der gesamte Vorgang doppelt ausgefuhrt.
AnschlieRend erfolgt eine Extinktionsmessung mit dem Photometer bei 540 nm
Wellenlange gegen einen Blindwert. Allerdings besitzt jeder Ansatz eine eigene
Blindprobe, da bereits in den Proben eine bestimmte Ausgangskonzentration an
reduzierenden Zuckern vorliegt. Fur die Herstellung der Blindproben wird die
Stoppldsung vor der Probe in der Eprouvette vorgelegt. Die Absorbanzwerte werden
wie folgt umgerechnet:
(Abs +0,0275) +0,4133 = mgGlec/assay

Zur Berechnung der Enzymaktivitat missen die mg Glucose noch in Units (= umol

umgesetztes Substrat pro Minute) umgerechnet werden.
2.6.3 B-Glucosidase-Messung

Bei dieser Messung wird durch die enzymatische Umsetzung von p-Nitrophenyl-3-D-
Glucopyranosid bei entsprechender Enzymaktivitat nach Zugabe einer Stoppldsung

eine Gelbfarbung erkennbar.

Der Ansatz fur die Messung, bestehend aus 1,1 ml 50 mM Citratpuffer (pH 5), 100 pl
Probe (mit bzw. ohne Myzel) und 100 ul p-Nitrophenyl-B-D-Glucopyranosidlésung,
wird in einer Eprouvette vermischt. Nach 30-minutiger Inkubation bei 50 °C im
Wasserbad wird die Reaktion mit 2 ml einer 1 M Na,COs3-Ldsung gestoppt. Bei hoher
Enzymaktivitat muss die Probe mit Citratpuffer verdinnt bzw. die Inkubationsdauer
verkurzt werden. Die Messung am Photometer erfolgt bei 405 nm gegen einen
Blindwert (Stopplésung wird vor der Substratidsung zugegeben). Mit Hilfe folgender

Formel erfolgt die Berechnung der Enzymaktivitdt in U/ml (= puMole gebildetes
Produkt pro min): AF - fvol

z-d-ml-min
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AE Extinktionsdifferenz

€ Extinktionskoeffizient

d Schichtdicke der Kuvette (1 cm)
mi Volumen der eingesetzten Probe
min Inkubationsdauer (in min)

2ol Gesamtvolumen des Ansatzes

2.7 Fermentation

Ziel der Fermentation ist einerseits der direkte Vergleich zweier bzw. mehrerer
Stamme unter optimalen Wachstumsbedingungen und andererseits die Auswertung
der Eigenschaften (Enzymaktivitat, Wachstum, ...) eines Stammes in Abhangigkeit
der eingesetzten Kohlenstoffquelle. Aulerdem dient die Fermentation zur

Gewinnung der von T. reesei erzeugten Enzyme.

Aufbau eines Fermenters

Der Fermenter besteht aus einem doppelwandigen Glasgefal3, in dessen Innerem
sich eine Ruhrwelle befindet. Der Mantel des Gefalles wird an einen Wasserkreislauf
angeschlossen und dient zur Temperierung des im Fermenter befindlichen Mediums.
Wahrend des Betriebes ist der Behalter dicht verschlossen, um Kontamination
jeglicher Art zu vermeiden. Nur zwei Metallrdhrchen flihren in das Innere des
Gefales, einerseits um Saure bzw. Base zuzugeben, andererseits um Proben zu
entnehmen. Der Fermenter ist aullerdem mit einem speziellen Filter an eine
Luftversorgung angeschlossen, um das Fermentationsmedium mit Sauerstoff zu
sattigen. Durch einen Ruckflusskihler soll verdunstete Flussigkeit wieder kondensiert
und zuruckgeleitet werden. Zusatzlich befinden sich noch eine Sauerstoffsonde, ein
pH-Meter sowie eine Temperatursonde im Inneren des Behalters. Diese sind
zusammen mit der gesamten Anlage an einen Computer angeschlossen, das heift,
dass samtliche Vorgange wahrend der Fermentation via Computer Uberwacht und
gesteuert werden konnen. Der gesamte Aufbau befindet sich dabei in einer
Plexiglaswanne, um auslaufende Flussigkeiten (z.B. bei Beschadigung des
Glasgefalles) auffangen zu kdnnen. Das ist besonders bei gentechnisch veranderten
Organismen wichtig, da diese nach Beendigung des Versuches durch

Hitzebehandlung (Autoklavieren) abgetotet werden mussen.
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Anzucht einer Kultur

Fir die Anzucht eines Stammes in einer Fermentation wird ein
Fermentationsmedium verwendet. Die genaue Zusammensetzung ist dem Kapitel
6.1.2 (Medien und Losungen) zu entnehmen. Dieses Medium wird in den fertig
zusammengestellten Fermenter gefullt und das verschlossene Gefaly wird zum
Sterilisieren in den Autoklaven gestellt. Dabei ist allerdings darauf zu achten, dass
das Medium im Inneren des Fermenters durch das doppelwandige Gefal} besonders
warmeisoliert ist, sodass die notwendige Temperatur von 121 °C nur sehr langsam
erreicht werden kann. Aus diesem Grund sollte als Referenzgefal® ebenfalls ein
doppelwandiges Gefald verwendet werden, da sonst die Betriebszeit nicht
ausreichend lange ist, um wirklich alle Keime abzutdten.

Nachdem der Fermenter abgekiihlt ist kann mit dem Uberimpfen der Sporen
begonnen werden. Dafur wird der Bereich um das Loch, durch welches die Sporen in
den Fermenter gelangen, nochmals griindlich desinfiziert. Nach dem Uberimpfen
kann dann der Fermenter in Betrieb genommen werden. Nach etwa 24 Stunden sind

erste Myzelteile zu erkennen.

Ablauf einer Fermentation

Zuerst wird der Mantel des FermentationsgefalRes mit Wasser gefillt, der Befehl
dazu wird via Computer gegeben. Anschliefend wird die gewlnschte Temperatur
von 30 °C einprogrammiert, welche das System durch Aufwarmen bzw. Kihlen des
Mantels aufrecht erhalt (die Messung der Temperatur erfolgt durch die
Temperatursonde). Sodann wird die Umdrehungsrate der Ruhrwelle auf 500
Umdrehungen pro Minute eingestellt und die Luftzufuhr aktiviert. Auch der optimale
pH-Wert des Mediums (pH 4,5) kann festgelegt und bei Bedarf durch Zugabe von
Saure oder Base korrigiert werden. Alle diese Vorgange werden standig vom
Computer uberwacht und auch aufgezeichnet, damit der Verlauf der Fermentation
nachvollziehbar ist. Die dabei erstellten Diagramme geben auch Auskunft GUber den

Verlauf des Pilzwachstums im Medium.

Sobald sich eine Kultur im Medium befindet werden in regelmaliigen Abstanden
Proben gezogen. Dieser Vorgang lauft naturlich steril ab, um Verunreinigungen des

Mediums zu vermeiden. Daflr werden mittels einer sterilen Spritze einige Milliliter
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vom Inhalt des Behalters durch einen Schlauch herausgezogen. Der Schlauch wird
dann sofort mit Ethanol desinfiziert und eine neue Spritze wird angesteckt. Die
Flussigkeit von der Spritze wird durch einen Glastrichter mit einer Einlage aus
Miracloth in ein verschraubbares Reaktionsgefal} abfiltriert. Anschlielend werden die
gezogenen Proben auf Kontaminationen (z.B. durch Bakterien) bzw. auf

Enzymaktivitat untersucht oder zur Lagerung eingefroren.
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3 Resultate

3.1 Ergebnisse vom Southern Blot

Um zu untersuchen ob und wo bzw. wie oft sich eine bestimmte DNA-Sequenz im
jeweiligen Genom befindet wurden beim Southern Blot insgesamt drei Membranen
vorbereitet: Eine mit den QHR (1-7) Stdmmen, eine mit den Stammen Axyr1, 15/1/2,
15/1/3, 15/2/1, 16/1/1 und 16/1/2 (die Zahlen bezeichnen lediglich die Uberimpften
Kolonien der transformierten Stdmme), und eine weitere Membran fir den Stamm

Ace2 Retransformante (RT) und die beiden Transformantenstdmme 12 und 22.

Am entwickelten Rontgenfilm waren auf allen Membranen Banden zu erkennen.
Besonders auffallend bei den Banden auf der Membran mit den QHR-Stammen war
vor allem, dass bei allen Stdammen, mit Ausnahme des Stammes QHR 5, zwei
Banden zu erkennen waren, welche sich alle auf gleicher Hohe befanden. Einzig
beim Stamm QHR 5 waren zwei Banden etwas weniger weit vorgeruckt. Diese DNA-
Fragmente waren also grol3er als die der anderen Stamme, das heil3t, dass das
gesuchte DNA-Fragment beim Restriktionsverdau an einer anderen Stelle
geschnitten wurde und sich daher an einem anderen Locus im Pilzgenom befand.
AuRerdem war bei diesem Stamm noch eine dritte, relativ dicke Bande erkennbar.
Auch die zwei Banden des Stammes QHR 6 waren dicker als die der anderen
Stamme. Dabei kdnnte es sich um Uberlagerte, also doppelte Banden handeln, was
darauf schliel3en lasst, dass sich das Plasmid in doppelter Ausflihrung im Genom
befand.

Die Stamme von der zweiten Membran (Axyr1, 15/1/2, 15/1/3, 15/2/1, 16/1/1 und
16/1/2) wiesen alle jeweils zwei Banden auf, die sich alle auf gleicher Hohe

befanden.

Die dritte Membran (Ace2 RT, 12, 22) war am Film allerdings sehr stark schwarz
gefarbt, sodass kaum etwas mit Sicherheit zu erkennen war. Der Southern Blot
wurde daher fiir diese Membran wiederholt. Interessant war aber, dass am neu
entwickelten Film nur beim Stamm Ace2 RT zwei Banden zu erkennen waren. Die
anderen Stamme wiesen je nur einen Bande auf. Dieses Ergebnis gibt keine klare

Auskunft Uber die Prasenz des Plasmids im Genom.
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Daher wurden diese Stamme in spateren Versuchen auf Enzymaktivitat untersucht.

3.2 Untersuchung der Transkription mittels ,,real-time“ PCR

In diesem Experiment wurden die Stamme QM9414, Axyr1, QHR 1 und die
Transformantenstamme 15/1/2, 15/1/3 und 16/1/1 verwendet. Axyr1 ist der Stamm
QM9414 ohne dem Xylanase-Regulator-Gen xyr1, die Transformantenstdmme
enthalten eine mutierten Version des Xylanase Regulators (die Zahlen bezeichnen
nur die Uberimpften Kolonien). Ziel der ,real-time“ PCR war es nun zu untersuchen,
ob die Transformantenstdmme das mutierte Gen auch akzeptieren und xyr7-
Transkript gebildet wird. Die Stamme QM9414 und QHR 1 (QM9414 mit
eingebrachter Hygromycinresistenz) waren dabei die Positivkontrollen, da der Stamm
QM9414 xyri-Transkript bilden muss. Axyr? war die Negativkontrolle, da diesem

Stamm das xyr7-Gen fehlt und somit keine mRNA gebildet werden kann.

Diese PCR durchlief 45 Zyklen, das heilt die DNA wurde 2*-mal vervielfaltigt. Fiir
jeden Stamm wurden drei Replikate angesetzt. Eingesetzt wurde dabei pro Ansatz
eine Mischung aus 12,5 pl Supermix, 0,4 yl tagman xyr1 (TagMan-Sonde), 0,4 pl
tagxyr1 f (Forward Primer), 0,4 ul tagxyr1 r (Reverse Primer) und 8,8 ul PCR-Wasser
sowie 2,5 ul DNA-Probe.

Nach Ablauf der Zyklen ergaben sich folgende Cr-Werte:

Stamm Replikat 1 Replikat 2 Replikat 3

QM9414 29,0 28,9 28,9
Axyr1 30,5 30,4 30,0
QHR 1 32,1 32,1 32,0
15/1/2 28,2 28,2 28,3
15/1/3 26,7 26,7 26,7
16/1/1 29,8 30,1 30,2

Besonders eigenartig ist hier, dass alle Ct-Werte relativ nahe beieinander liegen und
auch bei der Negativkontrolle, beim Blindwert und bei der no-amplification-Kontrolle
ein Amplikon gebildet wurde. Das ist wahrscheinlich auf eine Verunreinigung einer

der Reagenzien zurlickzufihren. Diese Ergebnisse sind daher nicht aussagekraftig.
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3.3 Einfluss des Hygromycinresistenzgens auf die Enzymbildung

Ziel der folgenden Experimente ist es, herauszufinden, wie viel an Enzymen von den
Stammen QM9414 und QHR (1-7) unter gleichen Wachstumsbedingungen gebildet
wird.

Die zu untersuchenden Stamme wurden in FlUssigkulturen Kkultiviert und

verschiedenen Enzymtests unterzogen.

Xylanase-/Cellulaseaktivitat

Fir diese Messungen wurden die Stdmme in einer Flussigkultur (30 ml) auf 1 %
Xylan kultiviert. Untersucht wurden jeweils die Proben (ohne Myzel) nach 48 und 72

Stunden Kultivierungszeit.

Fur die 48-Stunden-Proben wurden jeweils 12 ml aus den Kolben entnommen und

Uber Miracloth filtriert. Als Enzymtest wurden die Testsysteme Xylazyme AX und

Cellazyme C  (Megazyme) herangezogen  (Durchfuhrung siehe 2.6
Enzymaktivitatsmessung).
Ubersténde der Proben (nach 48 h, ohne Myzel):
QM9414 | QHR1 QHR 2 QHR 3 QHR 4 QHR 5 QHR 6 QHR 7
8,9 ml 11,0 ml 11,1 ml 10,5 ml 10,6 ml 9,4 ml 10,6 ml 10,9 ml

Bei der Messung der Xylanaseaktivitat zeigten nur die Stamme QM9414 und QHR 5

eine Blaufarbung, daher wurde die Absorbanz auch nur bei diesen beiden Proben

gemessen.
Ergebnis:
Stamm Menge [W] | Verdinnung [1:x] | Absorbanz | Enzymaktivitdt [mUnits/ml]
QM9414 100 10 0,446 2177
QHR 5 100 10 0,325 1611

Bei der Cellulasenmessung konnte bei gar keiner Probe eine Blaufarbung erkannt

werden. Daher wurde auch keine Extinktionsmessung durchgefuhrt.
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Fur die Enzymmessung nach 72 Stunden wurde der gesamte restliche Kolbeninhalt

(ohne Myzel) verwendet.

Ubersténde der Proben (nach 72 h, ohne Myzel):

QM9414 QHR 1 QHR 2 QHR 3 QHR 4 QHR 5 QHR 6 QHR 7
8,6 ml 11,8 ml 9,9 ml 10,9 ml 11,4 ml 8,7 ml 10,5 ml 10,5 ml

Auch nach 72 Stunden zeigen nur die Stamme QM9414 und QHR 5 Enzymaktivitat.

AulRerdem war wieder bei keinem Stamm Cellulaseaktivitat erkenntlich.

Ergebnis der Extinktionsmessung:

Stamm | Menge [W] | Verdinnung [1:x] | Absorbanz | Enzymaktivitit [mUnits/ml]
QM9%414 100 20 0,596 5759
QHR 5 100 20 0,423 4139

Gebildete Myzelmasse in den Proben (Trockengewicht):

QM9414 | QHR1 | QHR2 | QHR3 | QHR4 | QHR5 | QHR6 | QHR7
48 h 0,050g | 0,010g | 0,010g | 0,010g | 0,010g | 0,042g | 0,010g | 0,013g
72 h 0,048g | 0,008g | 0,008g | 0,008g | 0,008g | 0,050g | 0,006g | 0,004g
B-Glucosidaseaktivitat
Zur Bestimmung der B-Glucosidaseaktivitat (s. Kapitel 2.6) wurden die zu

messenden Stamme in Mandels-Andreotti (MA)-Medium mit 1 % Lactose kultiviert.
Pro Stamm wurden nach 48 h jeweils zwei Proben gezogen, einmal mit und einmal

ohne Myzel.

Uberstidnde der Proben (mit bzw. ohne Myzel):

QM9414 | QHR 1 QHR 2 QHR 3 QHR 4 QHR 5 QHR 6 QHR 7
mit M. 410ml | 426ml | 430ml | 420ml | 425ml | 440ml | 430ml | 4,25 ml
ohneM. | 360ml | 3,50ml | 3,50ml | 3,60ml | 3,50 ml | 3,50ml | 3,50ml | 3,40 mi

Bei der Messung mit Myzel konnte bei allen Proben eine Gelbfarbung festgestellt

werden und die Extinktion wurde mit dem Photometer gemessen.
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Ergebnis:
Stamm Menge [ml] | Inkubationszeit [min] | Absorbanz | Enzymaktivitdat [mUnits/ml]
QM9414 0,1 6 0,703 209
QHR 1 0,1 10 0,583 104
QHR 2 0,1 10 0,821 146
QHR 3 0,1 10 0,619 110
QHR 4 0,1 10 0,661 118
QHR 5 0,1 6 0,694 206
QHR 6 0,1 10 0,619 110
QHR 7 0,1 10 0,616 110

Bei der Aktivitatsmessung ohne Myzel zeigten besonders die Proben der Stamme

QM9414 und QHR 5 eine Gelbfarbung, die restlichen Proben waren nur leicht

gefarbt.

Ergebnis der Extinktionsmessung:

QM9414 QHR 1

QHR 2

QHR 3

Stamm

QHR4 QHRS

Stamm | Menge [ml] | Inkubationszeit [min] | Absorbanz | Enzymaktivitat [mUnits/ml]
QM9%414 0,1 30 0,728 43

QHR 1 0,1 30 0,062 4

QHR 2 0,1 30 0,051 3

QHR 3 0,1 30 0,051 3

QHR 4 0,1 30 0,052 3

QHR 5 0,1 30 0,503 30

QHR 6 0,1 30 0,052 3

QHR 7 0,1 30 0,047 3

B-Glucosidaseaktivitat

_ 250

E 00

2 2

E‘ 150

g 100 ® ohneMyzel

E 50 ® mit Myzel

=)

=IENU

QHRG QHR?7
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Zu erkennen ist auch hier, dass von den Stammen QM9414 und QHR 5 deutlich

mehr Enzyme gebildet werden.

3.4 Fermentation

Im folgenden Experiment wurden die Stamme QM9414 und nx7 in Bezug auf das
Wachstumsverhalten und die Enzymproduktion mittels Fermentation verglichen. Da
es mit den neuen Fermentern anfangs Probleme gab wurde die Fermentation zuerst
mit alteren Fermentern durchgefuhrt. Danach wurde eine weitere Fermentation mit

den neuen Fermentern gemacht.
3.4.1 Wachstumsverhalten

Nach einer Fermentation auf 1 % CMC wurde das gebildete Myzel der Stamme von
den Medien herausgefiltert und die jeweiligen Massen des getrockneten Myzels

bestimmit.

QM9414 nx7
1,395 g 2,012¢g
Diese Massenverteilung zeigt, dass im Zuge der Fermentation von nx7 eindeutig

Stamm

Masse

mehr Myzel gebildet wurde.

Aus den Sauerstoffkurven war ersichtlich, wie bei den einzelnen Stammen das
Wachstum verlief. Bei QM9414 setzte der Wachstumsschub etwas friher ein, bei nx7
war er aber starker. Auch eine geringfiigige Anderung des pH-Wertes war ein
Zeichen fur Wachstum. Bei beiden Stammen konnte man jedoch eine kleine
Unregelmaligkeit bei den Sauerstoffkurven erkennen. Der Sauerstoffgehalt der
Losung stieg dabei kurzzeitig wieder an, bevor er weiter sank, ein Hinweis darauf,

dass etwas das Wachstum der Pilze gestort hat.
3.4.2 Enzymaktivitiaten

Xylanaseaktivititsmessung von QM9414 bei der ersten Fermentation (1 %
Xylan):

Zeit Menge [ul] | Verdlinnung [1:x] | Extinktion | Enzymaktivitat [mUnits/ml]
40 h 250 4 0,562 435

48 h 250 10 0,397 779

72 h 250 100 0,396 7773

90 h 250 100 0,691 13296
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Xylanaseaktivitatsmessung von nx7 bei der ersten Fermentation (1 % Xylan):

Zeit Menge [ul] Verdinnung [1:x] Extinktion [Enzymaktivitdt [mUnits/ml]
40 h 125 1 0,456 178
48 h 250 2 0,582 225
72h 250 10 0,209 427
90 h 250 50 0,217 2211

QM9414 zeigt bei diesen Messungen eindeutig die hohere Aktivitat bei der Bildung

von Xylanasen.

Xylanaseaktivititsmessung von QM9414 bei der zweiten Fermentation (1 %

CMC):

Zeit Menge [ul] | Verdunnung [1:x] | Extinktion | Enzymaktivitat [mUnits/ml]
40 h 250 1 0,621 120
48 h 250 1 0,955 182
65 h 250 2 0,687 264

Xylanaseaktivitdatsmessung von nx7 bei der zweiten Fermentation (1 % CMC):

Zeit Menge [ul] Verdinnung [1:x] Extinktion Enzymaktivitat [mUnits/ml]
40 h 250 1 0,217 44
48 h 250 1 0,937 179
65 h 250 2 0,950 363

Zu beobachten ist, dass QM9414 bei der Fermentation auf CMC anfangs mehr

Enzymaktivitat als nx7 aufweist und spater von diesem Ubertroffen wird.

Mit den Proben der zweiten Fermentation wurden auch Messungen zur Bestimmung
der Cellulasenaktivitat unternommen. Allerdings zeigte der Enzymtest Cellazyme C
(Megazyme) keine bzw. nur sehr geringe Enzymaktivitat. Daher wurden die Proben
auch nach Methode der reduzierenden Zucker (s. Kapitel 2.6) auf Aktivitat

untersucht.
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Cellulasenmessung (red. Zucker) von nx7:

Zeit/Probe | Extinktion | Mittelwert | mgGlc/assay | Enzymaktivitat [mU/ml]
e T o | O™

"""/Pl 0'023 0,121 90
, 0,023

/P2 0,023

LT i

"""/Pl 0'342 0,570 422
, 0,331

/P2 0,320

s o 1o

"""/Pl 0'500 0,751 556
, 0,482

/P2 0,464

T T

"""/Pl 0'272 0,740 548
, 0,280

/P2 0,287

T T D

"""/Pl 0'311 0,754 558
, 0,307

/P2 0,303

(Zur Erlauterung: BW...Blindwert, P...Probe)

Cellulasenmessung (red. Zucker) von QM9414:

Zeit/Probe | Extinktion | Mittelwert | mgGlc/assay | Enzymaktivitat [mU/ml]

T T

""" /p1 0'293 0,494 366
...... A 0,282

...... /P2 0,271

T e

"""/Pl 0'394 0,627 464
...... , 0,397

...... /P2 0,400

e T oae ]

o1 ae1 0,720 533
...... , 0,467

...... /P2 0,453

T T

"""/Pl '0'242 0,677 502
...... , 0,246

...... /P2 0,249

L T

"””/Pl 0'304 0,763 565
...... , 0,290

...... /P2 0,276
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Cellulasenaktivitit bei Fermentation auf 1 % CMC

__ 600
£ 500 :
E
= 400
E ~
= 300
h7 / ——(QM9414
= 200
E / —-1x7
8" 100
=
() T T T T |
40h 48h 65h 72h 90h
Zeitpunkt

Auch bei der Cellulasenaktivitat ist zu erkennen, dass QM9414 zunachst schneller

mit der Enzymproduktion beginnt, spater aber von nx7 Ubertroffen wird.

Xylanasenmessung nach Fermentation von QM9414 und nx7 auf 1 % Xylan:

Qwv9414
Zeitpunkt | Menge [ul] [ Verdinnung [1:x]| Absorbanz | Enzymaktivitdt [mU/ml]

24 h 250 1 0,008 5
30h 250 1 0,015 6
40h 250 1 0,427 84
48 h 250 1 0,838 160
65h 25 1 0,628 1212
72 h 250 100 0,194 3992
90 h 250 100 0,443 8653

nx7
Zeitpunkt | Menge [ul] [ Verdinnung [1:x]| Absorbanz | Enzymaktivitat [mU/ml]

24 h 250 1 0,006 5
30h 250 1 0,011 6
40 h 125 1 0,695 267
48 h 125 1 1,491 565
65h 125 1 1,032 394
72h 250 10 0,549 1064
90 h 250 10 0,973 1857
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Xylanasenaktivititbei Fermentation auf 1 % Xylan
10000
9000

8000 ,

7000 /

' /

6000

5000 /

4000 / ——(0QM9414
3000 —l—nx7
2000 //

1000

Enzymaktivitiit [mU/ml]

24h 30h 40h 48h 65h 72h 90h

Zeitpunkt

Bei dieser Fermentation =zeigte der Stamm nx7 zwischenzeitig mehr
Xylanaseaktivitat, gegen Ende aber wies QM9414 eine hohere Enzymaktivitat auf.
Bei der 65-Stunden-Probe ist zu erkennen, dass die Aktivitat von nx7

zurtuckgegangen ist und erst spater wieder ansteigt, wohingegen die Aktivitat von
QM9414 ohne Unterbrechung zunimmt.
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4 Diskussion

4.1 Einfluss des Hygromycinresistenzgens auf die Enzymbildung

Wahrend man bei der Transformation mit der Gene Gun ohnehin nur eine relativ
geringe Ausbeute transformierter Stamme erhalt, spielen dennoch einige weitere
Faktoren eine Rolle dabei, ob vom Pilz die gewunschten Enzyme produziert werden

oder nicht.

Die Experimente haben gezeigt, dass nicht alle QHR-Stamme die gleiche
Enzymaktivitat aufweisen. Unabhangig von der verwendeten Kohlenstoffquelle war
es neben QM9414 nur der Stamm QHR 5 der vermehrt Enzyme gebildet hat. Sowohl
bei den Xylanasen, als auch bei B-Glucosidase hatten diese beiden Stamme mit
Abstand die groflite Enzymaktivitat, wobei vom Stamm QM9414 noch etwas mehr an
Enzymen gebildet wurde als von QHR 5. Das Nachlassen der Enzymbildung bei den
QHR-Stammen muss also etwas mit dem eingebrachten Hygromycinresistenzgen zu
tun haben. Aber warum konnte nun bei QHR 5 Enzymaktivitat nachgewiesen werden,
bei den anderen QHR-Stammen aber nicht? Die Antwort auf diese Frage findet sich
wahrscheinlich in den Ergebnissen vom Southern Blot (siehe 3.1 Ergebnisse vom
Southern Blot). Es zeigte sich dabei eindeutig, dass sich das
Hygromycinresistenzgen bei QHR 5 an einer anderen Stelle im Genom befand, als
bei den udbrigen QHR-Stammen. Offenbar ist der Locus, an dem sich das
eingebrachte Plasmid im Genom befindet, von groRer Bedeutung flr die
Enzymproduktion. Da bei der Transformation das Plasmid in das Genom
hineingeschossen wird, ist es durchaus moglich, dass dadurch eine Dbereits
bestehende DNA-Sequenz beschadigt oder unterbrochen wird. Handelt es sich dabei
um die Sequenz, die fir den Enzymhaushalt verantwortlich ist, so wird dieser
beeinflusst. Interessant ist allerdings, dass sich das eingebrachte Plasmid bei allen
QHR-Stammen (mit Ausnahme von QHR 5) am gleichen Locus im Genom befand.
Diese Stelle wird offenbar bei der Transformation bevorzugt, sodass sich das
eingebrachte Plasmid bei den meisten transformierten Stammen genau dort befindet.
Warum das so ist, und weshalb QHR 5 eine Ausnahme bildet, muss in weiteren
Experimenten geklart werden. QHR 5 zeichnet sich aulRerdem noch dadurch aus,
dass er das Hygromycinresistenzgen in doppelter Ausfuhrung in sich tragt. Ob bzw.

wie sich das auf seine Eigenschaften auswirkt ist noch nicht vollig geklart.
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4.2 Auswirkungen des konstitutiv aktivierten Xylanaseregulatorgens

Dem Stamm nx7 enthalt einen konstitutiv aktivierten Xylanaseregulatorgens,
wodurch seine Enzymproduktion verbessert werden sollte. Das konstitutiv aktivierte
Xylanaseregulatorgen bewirkt, dass Xyr1 immer, unabhangig von den
Kultivierungsbedingungen, gebildet wird. Um zu Uberprifen, in welchem Malde sein
Enzymhaushalt dadurch verandert wurde, wurde er mittels Fermentation mit dem
Stamm QM9414 verglichen.

Die beiden Stamme wurden in zwei Fermentationen miteinander verglichen. Bei der
ersten Fermentation war die Kohlenstoffquelle Xylan, bei der zweiten Fermentation
war CMC die Kohlenstoffquelle. Im Zuge der Fermentation auf 1 % Xylan konnte bei
QM9414 eindeutig die starkere Xylanasenaktivitat festgestellt werden. Von Beginn an
war bei QM9414 ein starkeres Wachstum zu erkennen, und auch der Enzymgehalt
im Fermentationsmedium war bei QM9414 zu jedem Messungszeitpunkt der

Fermentation grofl3er als bei nx7.

Bei der Fermentation auf 1 % CMC wies QM9414 bis 48 Stunden nach Beginn der
Fermentation die starkere Enzymaktivitat auf (sowohl bei Xylanasen, als auch bei
Cellulasen). Ab der 65-Stunden-Probe war aber zu erkennen, dass nx7 mehr
Enzyme als QM9414 produzierte. Auch die gebildete Myzelmasse war nach Ablauf

der Fermentation bei nx7 deutlich gréfier als beim Wildtyp.

Der Stamm nx7 kann offenbar Xylan weniger gut verwerten als QM9414. Auf CMC
zeigt er jedoch, nach einem leicht verzogerten Wachstum, die groRere
Enzymaktivitat. Der Stamm mit dem Kkonstitutiv aktivierten Xylanaseregulatorgen
kommt also mit dem Abbau von CMC besser klar, wohingegen er Xylan weniger gut
abbauen kann. Bei der Kohlenstoffquelle Xylan kommt es im Vergleich zu QM9414
zu einer verminderten Bildung von Xylanasen, wahrend bei der Kohlenstoffquelle
CMC vergleichsweise mehr Xylanasen, aber auch Cellulasen, gebildet werden. Die
konstitutive Aktivierung von xyr1 beeinflusst die Enzymproduktion also noch nicht
optimal, das heil3t, dass die Enzymbildung durch weitere Experimente optimiert

werden muss.
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5 Zusammenfassung

Mit Trichoderma reesei ist ein Pilz entdeckt worden, welcher Enzyme zu bilden
vermag, die ihrerseits Polymere in deren monomere Komponenten zerlegen kdnnen.
Dieser Organismus wird auf gentechnischem Wege so verandert, dass diese
Enzyme vermehrt produziert werden. Ein so erhaltener Stamm kann dann in einer
Fermentation angezuchtet werden, um die gewlnschten Stoffe zu gewinnen. Auf
diese Weise sollen also aus nachwachsenden Rohstoffen Ausgangssubstrate fur die

Synthese hochwertiger Chemikalien hergestellt werden.

Dieses Verfahren ist vor allem deshalb wichtig, weil andere Prozesse zur Gewinnung

dieser Chemikalien viel aufwandiger und dadurch auch sehr teuer sind.

Allerdings konnten auch Probleme festgestellt werden, welche die Enzymproduktion
des Pilzes beeinflussen, wie zum Beispiel die Auswirkungen der Einbringung eines
neuen Gens in das Pilzgenom, oder die Funktion des konstitutiv aktivierten
Xylanaseregulators xyr1. Daher mussen die Eigenschaften des Pilzes und auch der
Aufbau des Genoms durch weitere Experimente untersucht werden, um die

Enzymproduktion zu optimieren.
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6 Anhang

6.1 Verwendete Stamme

Im Rahmen dieses Projektes wurden folgende Stamme von Trichoderma reesei

verwendet:

= QM9414, ein Abkdmmling des Wildtypstammes von T. reesei

= Die Stamme QHR 1-7, QM9414-Stamme mit eingebrachter
Hygromycinresistenz

=  Axyr1, ein Abkdbmmling des Stammes QM9414, aus dem das
Xylanaseregulatorgen xyr1 entfernt wurde

* nx7, ein Stamm mit einem konstitutiv aktivierten Xylanaseregulator Xyr1

Alle verwendeten Stamme wurden vom Institut fur Verfahrenstechnik, Umwelttechnik
und Technische Biowissenschaften der Technischen Universitat Wien zur Verfigung

gestellt.

6.2 Medien und Lésungen

Malzextrakt (MEX)-Medium

Zusammensetzung fiir 100 mi: 2 g Agar-Agar
3 g Malzextrakt (MEX)

Mandels-Andreotti (MA)-Medium

Zusammensetzung fiir 1000 mi: 20 ml 50x Spurenelementlésung
500 ml Mineralsalzlosung
480 ml 0,1 M Phosphat-Citrat-Puffer
darin gelést: 10 g/l Kohlenstoffquelle
1 g/l Pepton
0,3 g/l Harnstoff
(20 g/l Agar-Agar)
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Phosphat-Citrat-Puffer: 500 ml einer Lésung von 0,2 M Na;HPO42 H,O (35,6 g/l)
werden mit 0,2 M Citronensaure (42 g/l) auf pH 5 eingestellt.

Mineralsalzl6sung: 2,8 g/l (NH4)2S04 (21,19 mM)
4,0 g/l KH2POy4 (29,16 mM)
0,6 g/l MgSO4-7 H20 (2,43 mM)
0,8 g/l CaCly-2 H,0O (5,44 mM)

50x Spurenelementlésung: 250 mg/l FeSO4-7 H,0 (0,9 mM)
85 mg/l MnSO4-H,0 (0,31 mM)
70 mg/l ZnSO4-7 H,0 (0,24 mM)
100 mg/l CaCly-2 H,0 (0,68 mM)

Fermentationsmedium

Zusammensetzung fiir 1000 mi: 2,8 g (NH4)2S0O4
4,0 g KH2PO4
1,0 g MgSOy4-7 H,0O
0,5 g NaCl
20 ml 50x Spurenelementlésung
1 g Pepton
0,5 g Tween 80
10 Tropfen Glanapon
10 g Kohlenstoffquelle

Sporensuspensionslosung
Gelbst in dest. Wasser: 0,8 % NaCl
0,05 % Tween 80

Waschpuffer (Southern Blot)

Lésung von 0,1 M Maleinsaure und 0,15 M NaCl auf pH 7,5 einstellen und

autoklavieren. Anschlie3end 0,3% (v/v) Tween 20 zugeben.
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Blocking Solution (SB)

1x Working Solution durch Verdinnung von 10x Blocking Solution (Southern Blot)
1:10 mit Maleinsaurepuffer herstellen.

Maleinsé&urepuffer: Losung von 0,1 M Maleinsaure und 0,15 M NaCl auf pH 7,5

einstellen.

Detection Puffer (SB)

Lésung von 0,1 M Tris-HCI und 0,1 M NaCl auf pH 9,5 einstellen.

Antibody Solution (SB)

Anti-Digoxigenin-AP 5 min zentrifugieren (10000 rpm) und 1:10000 (75mU/ml) (aus

Uberstand) mit 1x Blocking Solution verdiinnen.

6.3 Literaturverzeichnis
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