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1 Einleitung

Das Verhalten von Mikroorganismen auf Stressfaktoren aus der Umwelt ist
fiir die Forschung von Interesse. Dies beruht auf den vielen konservierten
DNA-Regionen in vielen Organismen. Dadurch bietet die Analyse der Reak-
tion des einen eine Moglichkeit, die Reaktion des anderen Organismus vorher-
zusagen und zu evaluieren. Dies bietet Vorteile, da nicht alle Organismen so
intensiv und vergleichsweise einfach untersucht werden kénnen wie Bakterien
und Hefen. Auch auf Menschen treffen Stressfaktoren in vielen Formen, so wie
Giftstoffe, die z. B. auf Grund der modernen groftechnischen Nahrungsmit-
telproduktion aufgenommen werden, oder Inhaltsstoffe der Nahrung selbst,
auf deren Wirkung reagiert, werden muss, UV-Licht durch Sonneneinstrah-

lung oder schlicht oxidativer Zellstress durch einfache Atmung.

Das Wissen iiber die Stressantwort der Zellen und die einzelnen Zellpro-
zesse ermoglicht es, entsprechende Gegenmafknahmen oder eine fortgefiihrte
Aufnahme zu initiieren. So reagiert Saccharomyces cerevisiae z.B. auf die
Zugabe von bestimmten Koffeinmengen mit einer verldngerten Lebenserwar-
tung. Der Eingriff von Koffein ist dabei auf einen auch im Menschen und
anderen Organismen vorhandenen konservierten Reaktionsweg konzentriert
und bietet so eine mogliche lebensverlingernder Wirkung auch im Menschen
[79].

In den letzten Jahren hat sich das Forschungsgebiet der Systembiologie
entwickelt, auch um der Stressantwort von Mikroorganismen auf die Spur
zu kommen. Dort werden unter anderem das Genom, das Transkriptom und
das Metabolom betrachtet. Die Metabolomik untersucht dabei die genauen
Reaktionswege, die Konzentrationen der einzelnen Metabolite und die Kine-

tik und Dynamik der enzymatischen Reaktionen [140]. Diese Informationen



1 Einleitung

sind auch ein wichtiger Grundbaustein fiir eine dynamische Modellierung und
daher fiir das sog. Metabolic Engineering [99]. Diese Herangehensweise ermaog-
licht die gezielte genetische Anderung von Organismen, wobei rekombinante
DNA zur Restrukturierung des metabolischen Netzwerkes der Mikroorganis-
men verwendet wird. Dabei werden verschiedene Ziele verfolgt, wie héhere
Produktivitit, verbesserte Ausbeute oder der Anderung der benétigten Koh-
lenstoffquelle, fiir die Nutzung von billigeren Rohmaterialien. Dazu ist es oft
notwendig, verléssliche in vivo Daten iiber die metabolischen Fliisse und Kon-
zentrationen zu besitzen, um einen effektiven Eingriff vornehmen zu kénnen
[39]. So kann z. B. die Produktion der Aminosdure Lysin deutlich gesteigert
werden, indem eine Verdnderung in einem auf den ersten Blick nicht offen-
sichtlichen Reaktionsweg in Corynebacterium glutamicum induziert wird [5].
Eine Verdnderung der verwendbaren Kohlenstoffquelle fiir Zymomonas mobi-
lis kann 7. B. durch den Einbau von Eschericia coli Genen fiir fiinf verschie-
dene Enzyme erzielt werden. Dadurch sind die Bakterien in der Lage den
Fiinfachzucker Arabinose zu verstoffwechseln, der in Lignocellulosebiomas-
se und anderen Agrarreststoffen oft vorkommt, wodurch eine preiswertere
Ethanolproduktion mit Zymomonas mobilis moglich wird. Die Produktion

von Lysin oder Ethanol stellt dabei einen Produktionsstresstaktor dar.

1.1 Zielstellung und Hintergriinde

Eine Untersuchung der metabolischen Stressantwort von Mikroorganismen
bedarf einer guten Probenentnahme der zu untersuchenden Mikroorganis-
men, da in wvitro Untersuchungen selten die Reaktion in der lebenden Zelle
wiedergeben. Die eingesetzte Probenentnahme und Probenbehandlung darf
dabei die Konzentrationen in der Zelle nicht verédndern, da sonst eine genaue
Abschitzung und Modellierung der Reaktionswege der Zelle kaum mdoglich
ist.

Die Untersuchung der mikrobiellen Stressantwort wird an Escherichia coli
(E. coli) MG1655 sowie an Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) BY4T42
und deren ausgewéhlten Knockoutmutanten durchgefiihrt. Die Knockoutmu-
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1.1 Zielstellung und Hintergriinde

tanten stammen aus der Bibliothek von OpenBiosystems, die die Mutanten
des Saccharomyces Genome Deletion Projects [143] fiir weltweite Untersu-
chungen zugénglich macht. Dabei wurden gezielt Mutanten mit Knockouts
im zentralen Kohlenstoffwechsel ausgewéhlt.

Folgende Punkte werden zum Erreichen der Ziele verfolgt, die in den fol-
genden Unterkapiteln eingehender auf ihren theoretischen Hintergrund hin

beleuchtet werden:

e Untersuchung der Reaktion von FE. coli und S. cerevisiae auf verschie-
dene Stressfaktoren (Kap. 1.1.1)

e Untersuchung der Auswirkung der eingesetzten Abstopplosungen auf
die Zellintegritit (Kap. 1.1.2)

e Konstruktion eines automatischen Probenentnahmegerates zur Analyse

der dynamischen Stressreaktion in kurzen Zeitabschnitten (Kap. 1.1.3)

1.1.1 Stressverhalten und Organismen

Bei den Untersuchungen zum Stressverhalten wurden sowohl der Prokaryot
Escherichia coli als auch der Eukaryot Saccharomyces cerevisiae herangezo-
gen.

Kolibakterien sind 2 bis 6 pm lang, stibchenférmig und durchmessen 0,5 bis
1,0 pm. Sie sind fakultativ anaerob und machen bei Mensch und Tier etwa
1% der Bakterienflora des Darms aus. Flagellen konnen auf der gesamten
Oberfliche verteilt ausgebildet werden und bis zu 20 um lang sein. Vor 125
Jahren entdeckte Theodor Escherich diese Familie der Enterobacteriaceae
[119]. E. coli ist dabei das am besten bekannte Bakterium und generell eins
der am besten untersuchten biologischen Systeme weltweit [119]. 1997 wurde
das gesamte Genom sequenziert und die Funktionen von 76 % seiner 4288
Gene sind bekannt [9, 54].

Viel Forschung wurde und wird mit diesem Organismus durchgefiihrt, nicht
zuletzt gelang mit F. coli die Entdeckung zur genetischen Kontrolle der Enzym-
und Virussynthese durch Jacob, Lwoff und Monod, fiir den sie 1965 den No-
belpreis erhielten. Trotz dieser langen Forschungszeit {iberrascht E. coli noch
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1 Einleitung

heute mit neuen Erkenntnissen und immer noch sind viele Aspekte der Bio-
logie dieses ,,Arbeitstiers” der molekularen Biologie zu entdecken [45].

Da es sich bei E. coli um ein Gram-negatives Bakterium handelt [119],
wird eine deutlich stédrkere Reaktion als bei S. cerevisiae auf verwendete Ab-
stopplosungen und die damit verbundene Zellstressantwort erwartet. Dies
wird als Indikator fiir eine gute Abstopplosung herangezogen (Kap. 1.1.2).
Auferdem wird mit E. coli eine allgemeine Untersuchung der Stressantwort
auf Abstopplosungen durchgefiihrt. Es wird zusétzlich fiir die Validierung
der Anwendbarkeit des Probenentnahmegerétes fiir Bakterien herangezogen
(Kap. 1.1.3).

Bei S. cerevisiae handelt es sich um einen Organismus, der hohe Genho-
mologitét zum humanen Genom aufweist und auferdem stark konservierte
fundamentale biochemische Reaktionswege besitzt. Dies ermoglicht, grundle-
gende zelluldre Prozesse aufzudecken. Dies hat bereits zu mehreren Erkennt-
nissen und Entdeckungen im Bereich der Virologie und der Anwendung in
der antiviralen Arzeneimittelentwicklung gefithrt [35]. Bei der Anwendung
von antiviralen Medikamenten darf allerdings kein toxischer Effekt auf die
Zellen selbst auftreten, weshalb die Auswirkungen auf Genom-, Proteom-
und Metabolomebene minimal sein miissen [112]. Die neuen Plattformtech-
nologien der Omics Forschung ermdglichen diese globale Herangehensweise
auf allen Ebenen. Der wahrscheinlich sensitivste und umfassendste Indikator
der Verdnderungen durch antivirale Medikamente oder sonstige Stressoren ist
das zelluldre Metabolom [59]. Die Analyse welches der Proteine das vielver-
sprechenste Ziel fiir antivirale Medikamente ist, muss durch den Nachweis der
Wirksamkeit der Inhibierung getestet werden. Da eine solche Studie nicht am
Menschen durchgefiihrt werden kann, ist S. cerevisiae mit seinen Genhomo-
logien ein geeigneter Modellorganismus. In einer Studie wurde unter anderem
der Effekt von Deletionen mehrerer Gene auf den zentralen Stoffwechsel von
S. cerevisiae untersucht, deren Genprodukte fiir die Virusproliferation wich-
tig sind. Dies dient der Abschitzung der nachteiligen Einfliisse der Inhibie-
rung dieser Genprodukte auf die Wirtsorganismen und ihren Metabolismus.
So konnen die vielversprechendsten Zielgene und deren Produkte mit dem
geringsten Einfluss auf den Zellmetabolismus lokalisiert werden [112].
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1.1 Zielstellung und Hintergriinde

Das Stressverhalten von S. cerevisiae ldsst also durch Homologie auf das
Verhalten von humanen Zellen schlieffen und je genauer das Verhalten von
S. cerevisiae bekannt ist, desto genauer lisst sich die Reaktion auf verschiede-
ne Stressoren und Deletionen modellieren und vorhersagen. Daher werden in
dieser Arbeit verschiedene S. cerevisiae Knockoutmutanten mit je einer Dele-
tion im zentralen Kohlenstoffwechsel ausgewéhlt, wobei der Stamm BY4742
mit den genetischen Eigenschaften his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 der
Elternstamm darstellt. Die in diesem Stamm vorhandenen Deletionen bewir-
ken eine allgemeine Auxotrophie fiir Histidin, Leucin und Lysin und Ura-
cil. Zu den ausgewéhlten Knockoutmutanten gehéren zwei mit Deletionen
in der Glycolyse (pfk1A - Phosphofruktokinase (o Untereinheit); pfk2A -
Phosphofruktokinase (3 Untereinheit)), drei mit Deletionen im Pentosephos-
phatzyklus (gnd1 A - 6-Phosphogluconatdehydrogenase; gnd2 A - 6-Phospho-
gluconatdehydrogenase; zw f 1 A - Glukose-6-Phosphatdehydrogenase), sowie
sechs mit Deletionen im Zitratzyklus (acol A - Aconitase; aco2A - Aconitase,
fum1A - Fumarase; icl1 A - Isocitratlyase; idp2 A - Isocitratdehydrogenase,
mael A - Malic-Enzym). zwf1A benotigt die Zugabe von Methionin und

acol A die von Glutamat.

Von den fiir die Festkulturen in dieser Arbeit ausgewéhlten Stressfaktoren
NaCl (osmotischer Stress), CdCl (Schwermetallstress), pH-Wert (5, 6,8 und
8.,5), Diamid (oxidativer Stress) und Koffein (Kap. 2.1.2) wird nur die Auswir-

kung von Koffein und Diamid weiter in Schiittelkolbenkulturen betrachtet.

S. cerevisiae hat sich in den letzten Jahren als leistungsfihiges Modellsys-
tem zur Erforschung der genetischen und physiologischen Faktoren, die die
Lebensspanne beeinflussen, entwickelt. Die Einschrinkung der Nahrungsauf-
nahme, d.h. didtische Erndhrung, zeigt in so gut wie allen untersuchten bio-
logischen Systemen eine verlangsamende Wirkung auf den Alterungsprozess
und eine Verlingerung der Lebenserwartung [79]. Studien belegen, dass ei-
ne genetische Schidigung von konservierten substrataktivierten Signalsteue-
rungspfaden die Phinokopie dieser Erndhrungsart ausbildet und dabei so-
wohl die zeitliche Lebensspanne (chronological lifespan, CLS, Lebensféhigkeit
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in der stationdren Phase) als auch die replikative Lebensspanne (replicative
lifespan, RLS, Anzahl an Tochterzellen/Knospen) verlingert.

Koffein ist ein natiirliches Analog der Purinbase und physiologisch aktiv
[68, 11]. Es wird mit einer breiten Spanne von zelluldren Prozessen in Sdu-
getieren, Pflanzen und Pilzen in Verbindung gebracht [68]. Niedrige Dosen
an Koffein inhibieren die substratsensitive Kinase TORC1, ein Regulator im
Wachstum von eukaryotischen Zellen [101], dessen nachfolgende Reaktions-
kaskaden Pkclp-Mpklp [68] und TORC1-Sch9-Rim15 [137] die CLS signifi-
kant verlingern. Vornehmlich wird das durch die Inhibierung von TORC1-
Sch9 freigesetzte Rim15 dafiir verantwortlich gemacht. Rim15 beeinflusst
wiederum weitere physiologische Prozesse, die sich von antioxidativen Ver-
teidigungsmechanismen, der Akkumulation von Speicherkohlenhydraten wie
Glykogen {iber die Hochregulierung von stressgekoppelter Genexpression er-
streckt, welche alle positiv CLS-kritisch sind [137]. Die Auswirkung von Kof-
fein wird dabei mit Transkriptionsexperimenten analysiert [68]. Hier kann
neben diesen Beobachtungen auch eine inhibierende Wirkung des Ras/cAMP
Reaktionsweges beobachtet, werden. Der gesamte Reaktionsweg um TOR ist
strukturell konserviert und wird daher als mégliche Erklarung fiir die Daten
einer epidemiologischen Studie zu einer gesenkten Sterblichkeit von Menschen
mit mifkigem Kaffekonsum (d.h. Koffein) betrachtet [137].

Mutanten, die einen Defekt im Reaktionsweg der Zellwandintegritit besit-
zen, reagieren sensitiv auf Koffein [68]. Es induziert weiterhin die Anderung
der Zellarchitektur. So wird die Zellwand durch einen gestiegenen (3-Glucan-
Gehalt deutlich verstirkt, was die Zellwand resistenter gegen abbauende En-
zyme wie Zymolase macht. In hohen Konzentrationen von iiber 10 mM kann
Koffein auf knospende und teilende Hefen mutagene Effekte haben [86].

Koffein ruft auch pleiotropische Effekte hervor, was letztendlich durch einen
noch nicht charakterisierten Mechanismus zum Zelltod fiithrt [68]. Dadurch
besteht die Moglichkeit, dass Koffein als Antikrebsmittel wirken kdnnte, da
es die Transformation von Zellen unterdriickt [93]. Es inhibiert z. B. die Bil-
dung von Tumoren und induziert Apoptose der bereits vorhandenen |77, 49].

Weiterhin induziert Koffein in S. cerevisiae die Makroautophagozytose, die
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1.1 Zielstellung und Hintergriinde

dazu dient, zelleigene Bestandteile abzubauen und in den Zellzyklus zuriick-
zufithren. Dies ist z. B. essentiell bei stickstofflimitiertem Wachstum. Koffe-
inkonsum verursacht auch ein verringertes Auftreten von Parkinson. In dem
Modell zur Parkinson Krankheit wird dabei ein mdoglicher Zusammenhang
zwischen Autophagozytose und dem Abbau von a-Synuclein vorgeschlagen
[142].

Durch die Blockade der Ca*2-Kanile, wobei der Austritt aus den Zellen
nicht vollsténdig eliminiert wird, minimiert Koffein die intrazelluldre Kal-
ziumkonzentration. In diesem Zusammenhang wirkt sich Koffein positiv auf
die stereoselektive Produktion von (1R,2.5)-Diastereomeren von (3-Ketoestern
aus. In Kombination mit -Ketoestern verursacht Koffein eine Apoptose ei-
nes kleinen Teils der Zellpopulation. Diese Teilpopulation ist vermutlich vor
der Kultivierung durch Umweltbedingungen gestresst worden und produziert
nun unerwiinschte Stereoisomere. Durch diese Wirkung erméglicht Koffein es,
die Batch- zu Batch-Anderungen zu minimieren und die Ausbeuten und die

Reinheit zu verbessern [11].

Mikroorganismen mit der Mdglichkeit zur Nutzung von Koffein als Koh-
lenstoffquelle sind z.B. die Pilze Aspergillus niger, Penicillium roquefortii
und die Bakterien Pseudomonas putida und Serratia marcescens. Von einem

Abbauweg in S. cerevisiae und E. coli wurde bisher nichts berichtet [80].

Tetramethylazodicarboxamid (CHj3),NCON-—-NCON(CHjy),, mit dem Tri-
vialnamen Diamid, ist ein Thiol-oxidierender Wirkstoff mit der chemischen
Summenformel. Es ist ein gelbes, nicht hygroskopisches kristallines Pulver,
das leicht 16slich in Wasser und organischen Lésungsmitteln ist. Gegeniiber
Hydrolyse ist es sehr stabil [66]. , Er tritt rasch in Zellen wie E. coli und
S. cerevisiae ein und stort dort reversibel die Balance der redoxaktiven Thio-
le und ihrer Disulfidformen [56, 65]. Vorzugsweise werden niedrigmolekulare
Thiole statt Proteinthiole durch Diamid oxidiert. Glutathion ist das am hiu-
figsten vorkommende nichtproteinogene Thiol in den Zellen (1-10 mM) [94].
Es schiitzt viele zellulire Komponenten und den Thiolstatus von Proteinen
gegen oxidativen Stress in Pflanzen [38]. Die Zugabe von Diamid in stdchio-
metrischer Menge oxidiert Glutathion (GSH) in den Zellen zu Glutathion-

7



1 Einleitung

Disulfid (GSSG) [94]. Die theoretische Menge an Diamid fiir die Umwandlung
von 1 mol GSH betrigt 0,5 mol. Die Reaktion ist dabei in den Zellen extrem
schnell und nahe dem theoretischen Wert [66].

Der Ubiquitin-Proteasom Reaktionsweg reguliert kritische Zellprozesse, wie
den Zellzyklus, die Zytokin induzierte Genexpressiong, die Differenzierung
und den Zelltod. Dieser Reaktionsweg zeigt sich als anfillig gegeniiber oxi-
dativem Stress in tierischen Zellen, wobei die beiden entscheidenden Enzyme
E1 und E2 durch das zelluldre Redoxpotential, namentlich das GSSG:GSH
Verhiltnis, reguliert werden. Ein erhShtes Verhéltnis verursacht eine Inhibie-
rung beider Enzyme, was durch die Zugabe von Diamid ausgel6st wird. Das
Verhiltnis von GSSG und GSH wird dabei dosisabhéngig verdndert [94].

In der vorgelegten Arbeit wird die Analyse der intrazelluliren Metaboli-
te mit dem sog. Metabolic Profiling durchgefiihrt. Mit dieser Methode ist es
nicht notwendig die Konzentrationen zu bestimmen, es erfolgt eine Klassi-
fizierung und eine Auswertung der Reaktion an Hand einer Kontrolle [48].
In der vorliegenden Arbeit dient der Elternstamm BY4742 unter Minimal-
medienbedingungen als Kontrolle. Mit diesem werden alle anderen Versuche,
inklusive der stressfaktorversetzten Kultivierung, verglichen und daraus die

zelluldre Antwort abgeleitet.

1.1.2 Abstoppen von Zellen mit kalten Lésungen

Die Analyse und Bestimmung intrazellulirer Metabolite wird durch ihre kur-
zen Zeitkonstanten, die durch hohe Umsatzraten und kleine Poolgréfsen ver-
ursacht werden, erschwert [144]. Die schnellen Umsatzraten erfordern das
sofortige Abstoppen des intrazelluliren Metabolitumsatzes zur Bestimmung
von akkuraten in vivo Konzentrationen und Verhéltnissen [47]. So wird z. B.
in E. coli zytosolische Glukose mit ca. 1,0 mM s~! und zytosolisches ATP mit
ca. 1,5mMs~! umgesetzt [64]. Auch freie Aminosiiuren besitzen eine Um-
satzzeit im Bereich von Sekunden [89)].

Die Verwendung von kalten Losungen zum Abstoppen des Metabolismus
(sog. kalte Abstopplosungen) zur Untersuchung des in vivo Metabolomzu-

standes wird bereits einige Jahre angewendet [144, 133|. Vorzugsweise wird
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1.1 Zielstellung und Hintergriinde

kaltes Methanol eingesetzt. Dies liegt darin begriindet, dass es sich fiir das
Abstoppen von Hefen als gut geeignet herausgestellt hat [64] und fiir Proka-
ryoten iibernommen wurde. So wird ein Abstoppen von S. cerevisiae mit 60%
Methanol (-40°C) mit der folgenden Zellernte durch Zentrifugation [64] oder
Filtration [105] als effektive Methode zum Abstoppen des Metabolismus und
zur Aufkonzentrierung der Zellen eingesetzt, vorausgesetzt, dass die Tempe-
ratur unter -20°C gehalten wird. Ein eventuell aktiver Metabolismus wird bei

dieser Temperatur als unwahrscheinlich ausgeschlossen [64].

Der Erhalt der Zellintegritdt von Mikroorganismen wahrend des Abstopp-
prozesses wurde lange Zeit angenommen. Im Laufe der Zeit verbesserte sich
jedoch die Sensitivitit der Analytik und es stellte sich heraus, dass Proka-
ryoten bei der Anwendung von Abstopplosungen beschidigt oder gar zerstort
werden. Dies zeigt sich im Vorkommen von intrazelludren Metaboliten in der
Abstopplosung, wobei oft ATP als Modellmetabolit gewédhlt wird, da es sich
dabei um ein energiereiches Nucleotid handelt, welches nicht in grofem Um-
fang auferhalb der Zellen vorkommen sollte [12, 76, 132, 134, 139, 144].

Der sog. Kilteschockeffekt bei Zellen ist allerdings kein neues Phinomen,
sondern bereits seit dem achtzehnten Jahrhundert bekannt und wurde dort
zuerst bei Pflanzen beobachtet. So zeigten diese irreversible Schiden bei der
Anwendung eines Abkiihlungsprozesses durch Temperaturen wenig iiber dem
Gefrierpunkt. Dieses als Kéilteschaden in der Botanik bekannte Phinomen
weist ebenfalls den Verlust an zellulirem Material in den extrazelluldren
Raum auf [75]. In der Tierwelt fanden sich parallele Effekte, die erstmals
in den 1930ger Jahren durch russische Arbeiter beim raschen Abkiihlen von
Spermien beobachtet wurden. Sie priagten den Begriff des Temperaturschocks.
In den 90ger Jahren des zwanzigsten Jahrhunderts wurde schlieflich der Be-
griff des Kalteschocks (engl. cold shock) fiir beide Phanomene gepragt, da
vermutet wurde, dass von einem mechanistischen Zusammenhang ausgegan-
gen werden kann [30, 84, 85]. Zunéchst wurde postuliert, das nur spezifische
Zellen fiir den Kilteschock anfillig sind, wie bestimmte Pflanzenzellen, Séuge-
tiersperma und bestimmte Mikroorganismen. Jedoch wurde das Kilteschock-

phdnomen schliefslich in einem breiten Spektrum von Zellen beobachtet, was
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1 Einleitung

bedeutet, dass eine Zellschddigung in diesem Zusammenhang ein allgemeines
Phénomen darstellt [30, 84, 85].

Neuere Studien zum Verlust an intrazelluliren Metaboliten beim Abstop-
pen von Zellen , dem sog. leakage, konnen belegen, dass es in verschiedenem
Maft zum Verlust der Zellintegritit kommt und die Leakageverluste nicht
vernachléssigt werden dirfen [13, 52, 139, 144|. Die Studien zeigen, dass der
Kalteschockeffekt einen erheblichen Einfluss auf die Zellen haben muss. Dies
wird z. B. auch in Studien ohne Abstoppprozedur nachgewiesen. So weist Tsu-
chido etal. [128] eine sinkende relative OD von 10 fach mit kaltem Medium
verdiinnten Bacillus subtilis Zellen nach, wobei der Effekt der Lyse stirker
wird, je weiter die Kiihltemperatur unter 10 °C gesenkt wird. Werden die Zel-
len dagegen langsamer abgekiihlt (fiinf- oder zweifache Verdiinnung), kann
eine geringere Zelllyse beobachtet werden. Es wird vermutet, dass die Zelllyse
in diesem Fall wahrscheinlich wegen der Stérung der Membranorganisation
erfolgt, die durch den schnellen Temperaturwechsel hervorgerufen wird, wobei
es zur Lipidphasenverdnderung kommt. Auch bei der Untersuchung des Kal-
teschockverhaltens von Spermien zeigt sich, dass eine Temperaturabsenkung
von mehreren Grad pro Minute den Verlust der Flagellenaktivitit, die Be-
schidigung intrazelluldrer Organellen und Leakage von gelGsten Substanzen
iiber die Zellmembran hinweg verursacht [30]. Da die Abstoppldsungen einen
sehr rapiden Temperaturwechsel fiir die Zellen verursachen liegt es nahe, dass
auch in diesem Fall ein Kélteschockeffekt auftritt. Dies fiihrt zu erheblichen
Verlusten aus den Zellen [144] und vermutlich auch zur teilweisen Zelllyse

wahrend des Prozesses.

Die Ergebnisse von Wittmann et al. [144] zeigen deutlich, dass eine Ver-
wendung von kalter Abstopplosung und der darauffolgenden Zellabtrennung
durch Zentrifugation fiir Corynebacterium glutamicum nicht angewendet wer-
den kann, da es zu einem iiber 90 %tigem Verlust an intrazellulirem Glutamin
und Glutamat kommt. Hier zeigt sich auch, dass die Expositionszeit der Zel-
len mit der Abstopplésung eine wichtige Rollte spielt. Eine Verldngerung der
Zentrifugationszeit zur Trennung von Abstopplésung und Zellen um das dop-
pelte fiihrt zu einem erhéhten intrazellularen Metabolitverlust. Diese Zeitab-
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1.1 Zielstellung und Hintergriinde

hingigkeit zeigt sich auch bei den Versuchen von Tsuchido etal. [12§], wo
durch eine lingere Inkubation bei tiefen Temperaturen die OD weiter sinkt

und damit eine erhchte Zelllyse beobachtet werden kann.

Fiir die Analyse von Aminosduren kann eine schnelle Filtration eingesetzt
werden [12], nicht aber bei Metaboliten des zentralen Kohlenstoffwechsels
oder anderen Metaboliten mit hohem Umsetzungsrate. Dafiir muss zum heu-
tigen Stand der Forschung noch immer eine Abstopplosung eingesetzt werden,
sollte man nicht das gesamte Kulturmedium direkt durch einen Extraktions-
schritt abstoppen wollen (sog. wohle broth quenching) [78], was einen differen-
ziellen Ansatz erfordert, um extra- und intrazellulire Metabolite separieren
zu konnen [12, 123]. Ein Aspekt des Abstoppprozesses ist neben dem Ab-
stoppen des Metabolismus die Moglichkeit des Abtrennens des umgebenden
Mediums bei gleichzeitig niedrigen Temperaturen. Dies ist notwendig, um
die im Medium vorhandenen Salze und Metabolite von den intrazelluldren
zu trennen und eine Verdiinnung der Probe zu minimieren. Das Zellvolumen
im Vergleich zu dem Probenvolumen betridgt nur einen Bruchteil und die

Konzentrationen vieler intrazelluldrer Metabolite liegen unter 1 mM [17].

Trotz umfangreicher Untersuchungen zur Zusammensetzung von Abstopp-
16sungen konnte bisher jedoch noch keine ideale Zusammensetzung gefunden
werden, um eine Zellruptur zu vermeiden [134]. Da Methanol selbst zellschédi-
gende Eigenschaften besitzt, wurden verschiedene Additive getestet, um zum
einen dem Kélteschockeffekt und zum anderen diesen Eigenschaften entgegen

zu wirken.

In dieser Arbeit wird die Zusammensetzung von Abstopplosungen und de-
ren Auswirkung auf die Zellen untersucht. Dies diente der Identifikation einer
geeigneten Losung und Temperatur, bei deren Anwendung es nicht zur Be-
schidigung oder kompletten Zellruptur wahrend der Probenentnahme von
E. coli oder S. cerevisiae kommt. Auferdem soll die Auswirkung der Ab-
stopplosungen auf Einzelzellebene untersucht werden, um ein besseres Ver-
stédndnis der Vorgéinge wiahrend des Abstoppprozesses zu erlangen. Dazu wer-
den verschiedene Zusatzstoffe und Starttemperaturen eingesetzt, wobei vier
Abstopplosungen aus anderen Arbeiten herangezogen werden, um eine Ver-
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1 Einleitung

gleichsbasis zu erzielen, da die Probenentnahme selbst ebenfalls Auswirkun-
gen auf die Ergebnisse hat und somit ein direkter Vergleich der hier gewonnen
Ergebnisse mit denen aus der Literatur nicht unbedingt moglich ist. Zu den zu
untersuchenden Zusatzstoffen gehdren Glycerin [76, 132], HEPES [52], Man-
nitol, Trehalose, Glutaraldehyd (GA) [128], sowie Ectoin und Hydroxyectoin.
Zusétzlich wurde in Anlehnung an Canelas et al. [19] reines Methanol einge-
setzt.

Der Puffer HEPES zeigte bei 70 mM mit einem pH-Wert von 7,5 bei der Un-
tersuchung der Metabolitstabilitit wihrend der Ethanolextraktion erhebliche
positive Effekte und reduziert den Verlust an NAD'T, NADH und Pyruvat
auf unter 1% [39]. Glycerin, welches auch als Zusatzstoff beim Einfrieren von
Zellkulturen als Frostschutzmittel verwendet wird, bewirkt ebenfalls deutlich
verbesserte Eigenschaften der Abstopplosung [76]. Der Zuckerausstauschstoff
Mannitol ist ein sog. kompatibles Solut, das Proteine und Zellen vor ver-
schiedenen Stressfaktoren schiitzt [37]. Das Disaccharid Trehalose wirkt als
Schutz gegen osmotischen Stress. Es wirkt nicht reduzierend und unterstiitzt
den Erhalt der Membranfluiditét unter trockenen Bedingungen [102]. Sowohl
Mannitol als auch Trehalose werden traditionell als Schutz vor Kilteschdden
eingesetzt [4, 103, 122, 127]. Glutaraldehyd wird in der Histologie als Gewe-
befixierungsmittel eingesetzt. Dabei bleibt die Struktur der Zelle erhalten,
jedoch wird die Zellaktivitit gestoppt, da GA u. a. die Autolyse ausschaltet
[34] oder Lysinreste verkniipft und so aktive Zentren von Enzymen deaktiviert
[67, 120, 141]. Die kompatiblen Solute Ectoin und Hydroxyectoin werden ein-
mal der Abstopplésung und einmal dem Wachstumsmedium zugesetzt. Diese
beiden Stoffe werden von halophilen Mikroorganismen als Schutz gegen extre-
me Bedingungen, wie hohe Salzgehalte oder Temperaturen, gebildet. Ectoine
haben sich als stabilisierend fiir Proteine, Nucleotide, Membranen und Zellen
herausgestellt. Es sind keine Wechselwirkungen mit enzymatischen Reaktio-
nen oder Bindungsreaktionen bekannt, wobei sie trotzdem hoch kompatibel
mit dem Zellmetabolismus sind. Die Herstellerfirmen empfehlen eine Konzen-
tration von 0,1-1 M als idealen Schutz von Proteinen und 0,1-1 % (w/v) fiir
Membranen [114, 115].
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1.1 Zielstellung und Hintergriinde

Methanol bildete in fast allen Fillen die Basiskomponente (60 % v/v), da
Methanolmischungen einen niedrigen Gefrierpunkt aufweisen und somit ohne

Viskositédtsprobleme als kalte Abstopplosung eingesetzt werden kénnen.

Die Analyse der Zellintegritét, also der Auswirkung der einzelnen Abstopp-
16sungen auf die Zellenphysiologie, erfolgt mit einem Durchflusszytometer.
Die Durchflusszytometrie ist eine vergleichsweise schnelle und etablierte Zel-
lanalysetechnologie, welche Informationen basierend auf Lichtstreuung und
Fluoreszenzsignal auf Einzelzellebene, unter anderem auch iiber die Viabili-
tét, liefert [113]. Traditionell wird die Lebensfihigkeit von Zellen durch Kulti-
vierung auf Festmedium belegt, d. h. Zellen, die in der Lage sind eine Kolonie
auszubilden, werden als lebensfihig klassifiziert, alle anderen als tot [26, 62].
Allerdings ist dies eine vereinfachte Methode und das Fehlen von Kolonien
bedeutet nicht unbedingt, dass die Zellen zum Zeitpunkt der Probenentnah-
me tot sind [60, 22]. Lebende aber nicht mehr kultivierbare Zellen (viable
but non-culturable, VBNC) sind beschddigte oder ruhende Zellen, die nicht
mehr in der Lage sind, auf dem angebotenen Medium zu wachsen. Damit
sind sie fiir die traditionelle Methode der Viabilitdtsbestimmung unsicht-
bar [60, 87, 22, 95]. Trotzdem kénnen diese Zellen metabolische Aktivitdten
in verschiedenem Ausmafl aufweisen [22, 95]. Die Reaktion auf verschiedene
Stressfaktoren, wie Chemikalien, Hitzeschock, osmotischen Stress oder De-
hydration, sind als Faktor fiir den Eintritt in den VBNC Zustand bekannt
[41, 42, 44, 98].

Die Markierung von beschddigten Zellen kann durch verschiedene Farbstof-
fe wie Propidiumbromid oder Propidiumiodid (PI) erfolgen. Diese Farbstoffe
sind dafiir bekannt, dass sie intakte Zellmembranen oder Zellwinde nicht
passieren konnen, weshalb sie lediglich beschédigte Zellen firben [113, 146].
Der Vorteil von PI ist dabei, dass kein weiterer Farbstoff zur Markierung der
lebenden Zellen eingesetzt werden muss [146]. PI besitzt interkalative Eigen-
schaften, d.h. es wird zwischen die Basenpaare der DNA und RNA eingela-
gert, wobei es einen rot fluoreszierenden Komplex bildet [58]. Das Fluores-
zenssignal kann dann mit Hilfe des Durchflusszytometers detektiert werden,

um die Verteilung des Férbers einer Zellpopulation zu bestimmen [29, 57].
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1.1.3 Probenentnahmesysteme

Die Untersuchung der dynamischen Reaktion auf einen Puls, 7. B. Glukose
oder Schwermetalle, kann nur durch eine rasch aufeinander folgende Pro-
benentnahme gewihrleistet werden, da die Umsetzung der internen Metabo-
lompools sehr schnell erfolgt, vor allem fiir Metabolite, die stark gekoppelt
sind, wie Pyruvat, oder relativ niedrige Poolgréfien besitzen, wie FBP und
Fumarat [19]. Grundvoraussetzung fiir eine rasche Probeninaktivierung und
damit Abstoppen des zelluldren Stoffwechsels ist eine kurze Verweilzeit der
Probe von der Entnahmestelle bis zur Inaktivierung. Glasreaktoren kénnen,
wie Metallreaktoren, umgebaut werden, um an den Wéanden oder dem Boden
Ventile fiir eine rasche Probenentnahme anzubringen. Dies ist aber nicht in
jedem Fall praktikabel, wie zum Beispiel im Fall von Doppelménteln, und
verhindert den globalen Einsatz eines Probenentnahmegerétes. Zum varia-
blen Einsatz soll daher im Verlauf der Arbeit ein Probenentnahmegerit mit
den bereits beschriebenen Eigenschaften mit einem mdglichst hohen Auto-
matisierungsgrad konstruiert werden.

Bis heute wurden diverse teilweise bis vollstdndig automatisierte Geréte
fiir die Metabolomanalyse entwickelt. Dabei reicht die Konstruktion von am
Reaktor anschliefsharen Systemen, bis hin zu speziellen Konstruktionen, die
den Reaktor selbst bei der Probenentnahme und einem zugegebenen Puls
unbehelligt lassen.

Wesentliche Aspekte fiir die Konstruktion eines solchen Gerétes sind die
Reproduzierbarkeit der Umgebungsbedingung fiir die Probe, die Reproduzier-
barkeit der Probenentnahme selbst, eine einfache Handhabung, ein rasches
Abstoppen des Metabolismus und ein geringer Einfluss der Probenentnahme
auf den in vivo Zustand der Zellen. Diese Ziele wurden mit unterschiedlichem
Erfolg erreicht, jedoch existiert bis zum heutigen Tag kein ideales System. Je-
des zeigt Vor- und Nachteile, die beriicksichtigt werden miissen, will man die
Ergebnisse, die mit diesen Systemen erzielt worden sind, vergleichen.

Eines der ersten Gerite, die zum Zweck der Metabolomanalyse gebaut
wurden, ist das System von Theobald etal. [125], welches spéter verdndert

wurde, um die Inaktivierungszeit der Zellen zu verkiirzen (Abb. 1.1, a) [124].
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1.1 Zielstellung und Hintergriinde

Das System besteht aus einer Kapillaren, die durch eine Membran in der
Reaktorwand gefiihrt wird, und durch ein Ventil geoffnet werden kann. Die
Probe gelangt durch diese Kapillare in ein evakuiertes Probengefafy, das mit
auf -20 °C vorgekiihlten Glaskugeln gefiillt ist. Aus dem Reaktor in das Pro-
bengefiaft bendtigt die Probe 150 ms und wird in 0,4s komplett inaktiviert.
Die Modifizierung des Systems 1997 brachte eine Verkiirzung auf 0,2s. Dies
wird erreicht, indem in den Probenrdhrchen 1ml Extraktionslosung und 10
bis 15 Edelstahlkugeln zur Beschleunigung des Wirmeaustauschs vorgelegt

werden.

b)
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Probenentnahmegerite von Theobald etal. [124] (a),
Térnkvist und Larsson [71] (b) und Lange etal. [70] (c).

Ein ahnliches System wurde von Larsson und Térnkvist [71] entwickelt
(Abb. 1.1, b). Dort wird statt eines einfachen Ventils ein Dreiwegeventil ver-
wendet, um das Verbindungsstiick Reaktor-Probenréhrchen vor der Proben-
entnahme von zuriickgebliebenen Resten vorangegangener Probenentnahmen
zu befreien. Zum Abstoppen des Metabolismus wird Perchlorsdure im Ver-
héltnis 1:2 in den Probenrohrchen vorgelegt. Probenentnahme und Inakti-
vierung wird in unter einer Sekunde erreicht. Das Gerédt wird genutzt, um
extrazellulire Metabolite, die in geringen Konzentrationen vorliegen, zu be-
stimmen.

Lange [70] nutzt die Entwicklung von Theobald et al. [124], um ein weiteres
System zu konstruieren. Damit konnen kleine und vor allem konstante Pro-
benvolumina erreicht werden (Abb. 1.1, ¢). Dies dient dazu, dass zum einen
der Reaktor durch die Probenentnahme nicht in seinem stationédren Zustand
gestort wird und zum anderen dazu dass das Verhiltnis Probe-Abstoppldsung
eingehalten werden kann. Die Probenrdhrchen miissen nicht mehr manuell

evakuiert werden, sondern kénnen direkt in der Probenentnahmeposition vor
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der eigentlichen Probenentnahme mit Hilfe eines Vakuumbehilters entliiftet
werden. Ein Dreiwegeventil entfernt wie bei Larsson und Térnkvist [71] die
stehende Fliissigkeit aus den Probenentnahmekapillaren. Das Totvolumen der
Konstruktion liegt so bei 5 % des Probenvolumens. Die Probenentnahmege-
schwindigkeit betriigt 1,5 mls~!. Das Probenvolumen von ca. 1 ml gelangt in
0,7s in einem geraden Diisenstrahl in 5ml vorgelegte wéssrige Methanollo-

sung (-40°C). Probenintervalle von weniger als 55 sind erreichbar.

Probenschleife

b) c) f Lut

Magazin Ventil

(;—}‘UUB”JHUBHVHWVM

Storflussigkeit

/ Schrittmotor
Zahnriemen

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Probenentnahmegerite von Weuster-Botz [140] (a),
Schiifer etal. [108] (b) und Grénke etal. [43] (c).

1997 wurde durch Weuster-Botz [140] ein System entwickelt, um ebenfalls
schnelle dynamische Anderungen zu untersuchen (Abb. 1.2, a). Dazu wird
an den Reaktor ein langes helikales Probenentnahmerohr angeschlossen. In
der Ndhe des Zulaufs befindet sich ein zusétzlicher Zulauf, der Perchlorsiure
(-40°C) in die den Reaktor durch Uberdruck stetig verlassende Probe leitet
und diese sowohl inaktiviert als auch aufschlieftt. Die Flussrate der Probe wird
gravimetrisch iiberwacht und das gesamte Probenrohr nach der Probenent-
nahme bei -80 °C eingefroren. Das Rohr wird anschlieflend so zerséigt, dass die
Teilstiicke einer Probenentnahmezeit von 0,64s entspricht. Das Gerédt wird
genutzt, um die Auswirkungen eines Glukosepulses auf den Metabolismus der
Zellen zu untersuchen.

Schéfer et al. [108] konstruierte ein automatisiertes System mit einem Ven-
tilzugang am Boden des Reaktors (Abb. 1.2, b). Alle 160 ms wird ein neu-
es, mit 15ml -50°C Methanol gefiilltes, Probenréhrchen unter dem Ventil
platziert, aus dem die Probe kontinuierlich fliefit. Die Probenréhrchen sind

dafiir auf einem Magazin hintereinander angeordnet. Durch mehrere aufein-
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ander folgende Magazine auf dem Transportférderband erreicht das gesamte
System eine rasch aufeinander folgende Probenentnahme {iber einen langen
Zeitraum. Die eigentliche Probenentnahme von 5ml dauert 60 ms und wird
durch Uberdruck im Reaktor angetricben. Mit diesem System war es zum
ersten Mal moglich, intrazelluldr oszillierende Metabolomkonzentrationen zu

messen.

b) Probenrohr Probenentnahmesonde C) Kuhl-
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Probenentnahmegerite von Schaub etal. [109] (a),
Hiller etal. [51] (b) und Wellerdiek etal. [139] (c).

Gronke etal. [43] verwendet eine dhnliche Herangehensweise wie Sché-
fer etal. [108]. Er nutzt statt des geraden Magazins einen Drehteller mit 20
Probenplitzen, der {iber einen Schrittmotor angetrieben wird (Abb. 1.2, ¢).
Als Ventil dient ein spezielles Ventil der Firma Aerre Innox. Dieses Dreiwe-
geventil wird direkt ohne das {ibliche Verbindungsstiick an der Reaktorwand
angeschlossen. Vor und nach der Probenentnahme kann das Ventil {iber den
dritten Weg mit Heiflluft entleert und sterilisiert werden. Dies ermdoglicht ei-
ne totvolumenfreie Anwendung. Die geringe Ansprechzeit der pneumatisch
betédtigten Ventile und die Kombination mit einem gesteuerten Probenteller
ermoglicht, im Gegensatz zu dem Gerét von Schifer etal. [108], eine Pro-
benentnahme gezielt in jedes einzelne Probenrdhrchen. Lediglich durch den
hohen Medienfluss aus dem Ventil erfolgt ein Riickstofs aus dem Probenrhr-
chen und somit eine Verteilung von Probe. Die Konstruktion ermgglicht eine
Probenentnahme im Bruchteil einer Sekunde. Die Proben werden durch 15 ml
vorgelegte wissrige Methanollésung abgestoppt.

Durch einen Warmetauscher (95 °C) direkt nach dem Probenventil, welches
an der Reaktorwand angeschlossen ist, erreicht Schaub et al. [109] die sofortige
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Inaktivierung der Probe und ihren gleichzeitigen Aufschluss, ohne die Probe
verdiinnen zu miissen (Abb. 1.3, a). Radiale Durchmischung wird durch eine
helikale Geometrie des Probenrohres gesichert. Antriebskraft der Probe ist
auch hier Uberdruck im Reaktor. Das Probenvolumen kann eingestellt wer-
den und betrigt in den Untersuchungen 0,7 ml. Die maximale Verweilzeit im
System betrdgt 200 ms, ohne dass dabei eine Sauerstofflimitierung auftritt.
Die Inaktivierung der Probe ist nach rund 0,5s erreicht und eine komplette
Extraktion nach 2,5s. Die intrazelluldre Metabolitkonzentration wird danach

durch Gegenrechnen zu Proben des Reaktoriiberstandes ermittelt.

Die meisten der raschen Probenentnahmegeréte sind fiir Edelstahlreakto-
ren konzipiert. Hiller et al. [53] konstruierten 2003 ein manuelles Probenent-
nahmegerét fiir Glasreaktoren, welches durch den Zugang {iber den Deckel
universell angewendet werden kann, ohne den Reaktor umbauen zu miissen
(Abb. 1.3, b). Das System besteht aus zwei Teilen, einmal der Probenent-
nahmesonde und einmal dem Probenrohr. Die Sonde ist ein nach auften of-
fenes Edelstahlrohr, welches in den Deckel eingeschraubt werden kann. An
dessen unteren Ende ist unterhalb der Fliissigkeitsoberfliche das Probenent-
nahmeventil angebracht. Dadurch wird der Zugang zum gut durchmischten
Medium moglich. Das Probenrohr besteht aus Kunststoff und ist oben durch
einen Deckel und am unteren Ende durch ein Ventil abgeschlossen. Dieses
passt in das Ventil der Sonde. Werden beide Ventile manuell gekoppelt, flieft
Probe aus dem Reaktor in das Probenrohr. Die Probe flieft dabei durch das
Fiihrungsrohr direkt in die wissrige Methanolabstopplésung, die zuvor auf
-50 °C abgekiihlt wird. Angetrieben wird dieser Fluss durch einen Unterdruck
(100 mbar) {iber der Abstopplésung im Rohr. Das System ist nicht automa-
tisierbar.

Fiir die Untersuchung der Temperaturauswirkung auf die Zellen konstruier-
te Wellerdiek et al. [139] ein System, welches einen Querstrom-Mikrostruktur-
Wirmetauscher des Forschungszentrums Karlsruhe [15] verwendet (Abb. 1.3,
c¢). Eine der Durchgangsrichtungen ist dabei fiir das Kulturmedium und eine
fiir das Kiihlmittel (-15°C). Jeder Durchgang besteht dabei aus 850 Kanélen
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mit einer geometrischen Abmessung von 100 x 200 pm und einer Lange von
14 mm. Beide Fliissigkeiten werden durch eine Schlauchpumpe geférdert. Der
Aufbau erméglichte eine rasche Abkiihlung der Proben um 30 °C innerhalb
von ca. 200 ms.

Die zuvor beschriebenen Systeme benutzen das Kultivierungsmedium di-
rekt aus dem Bioreaktor, wobei der zumeist kontinuierlich laufende Prozess
unterbrochen wird. Auch Pulsexperimente bewirken eine Stérung der konti-
nuierlichen Prozessfithrung. Damit muss mit der nichsten Probenentnahme
bis zum Einsetzten eines erneuten kontinuierlichen Zustandes gewartet wer-
den. Als Alternative bieten sich dabei die Probenentnahmesysteme von Buziol
etal. [18], Visser etal. [136] und Mashego et al. [78] an. Diese verwenden ein
System, welches die Probe kontinuierlich aus dem Reaktor fiihrt. Erst dort
erfolgt eine Storung der kontinuierlichen Phase und die rasche Probenentnah-
me. So kann eine grofse Anzahl von verschiedenen Experimenten in wesentlich

kiirzerer Zeit und geringerem Materialaufwand durchgefiihrt werden.

Das System von Buziol etal. [18] besteht aus einem Ventil, das an die
Reaktorwand angeschlossen ist (Abb. 1.4, a). Beim Offnen des Ventils fliefst
wegen des Drucks im Reaktor Kulturmedium durch eine Kapillare aus dem
Reaktor in die Mischkammer, wo es mit einer GlukoselGsung, die durch eine
zweite Kapillare zugeleitet wird, gemischt wird. Die gesamte Losung fliefst
dann durch eine dritte Kapillare in Richtung der Probenentnahmekaskade.
Dreiwegeventile, in bestimmten Abstéinden an der Kapillare angebracht, er-
moglichen eine zeitgesteuerte Probenentnahme auf Basis der Kapillarldnge,
die die Probe zuriick gelegt hat, sowie der Flussrate, die durch das Pro-
bengewicht bestimmt wird. Die Probenréhrchen werden zur Probenabstop-
pung zuvor mit 10ml fliissigem Strickstoff gefiillt. Insgesamt werden je Pro-
be 2,6 ml bis 3,7 ml gesammelt. In der Kapillare herrscht Pfropfenstromung,
weshalb fiir jeden einzelnen Zustand beliebig viel Probe gesammelt werden
kann. Auch eine Anderung des Storungsfaktors ist moglich. Der gesamte Ap-
parat ist computergesteuert und Versuche zu intrazelluldren Kinetiken, wie
Aufnahme- und Sekretionsraten, sind durch die verwendete sog. stopped-flow
Methode moglich.
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1 Einleitung
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Probenentnahmegeréte von Buziol etal. [18] (a),
Mashego etal. [78] (b) und Aragon etal. [2] (c)-

Visser etal. [136] konzipierten ein System basierend auf der kontinuierli-
chen Flussmethode. Das sog. BioScope besteht aus einer Helix einer sauer-
stoffdurchléssigen Silikonréhre. Die Geometrie soll das Wachstum als Biofilm
verhindern und Dispersion sowie den Widerstand gegen Hitze und Massen-
transfer senken. 20 Helices werden hintereinander angeordnet und je ein Pro-
benentnahmeanschluss dazwischen gesetzt. Diese 11 Anschliisse ermoglichen
eine Aufenthaltszeit im System von 4s bis 69s. Das BioScope wird an einen
kontinuierlich betriebenen Bioreaktor angeschlossen, wobei eine Pumpe fiir
eine konstante Flussrate sorgt. Das Gerit befindet sich in einer Temperierein-
heit, um eine konstante Temperatur zu gewihrleisten. Durch einen weiteren
Zulauf nach dem ersten Probenentnahmeanschluss kann Storfliissigkeit, wie
Glukose o. &., zugegeben werden. Nach 140 mm Réhrenmaterial, dquivalent zu
1,5, ist eine komplette Durchmischung gegeben. Diese Mischzeit entspricht
der des Reaktors. Wahrend des Transportes tritt weder Sauerstoff- noch Glu-
koselimitation auf. Die Proben selbst tropfen aus den gedffneten Probenan-
schliissen in mit 5 ml -40 °C Methanol befiillte Probenréhrchen. Dabei ist die
Abstoppgeschwindigkeit eines Tropfens unter 0,5s und eine gute Reprodu-
zierbarkeit der Versuche ist gegeben.

Da das System u.a. auf Grund der flexiblen Silikonschlduche anféllig fiir
mechanische Verdnderungen ist und jede einzelne Helix auf ihre Eigenschaf-
ten hin einzeln untersucht werden muss, entstand durch die Uberarbeitung
von Mashego et al. [78] die zweite Generation des BioScopes (Abb. 1.4, b).
Das Design basiert jetzt auf zwei hemispherischen Kanélen in einer zweidi-
mensionalen Serpentinengeometrie, die die Pfropfenstrémung gewéhrleistet.
Die Kanéle werden in Acrylglas gefrast, iibereinander gelegt und dabei durch
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1.1 Zielstellung und Hintergriinde

eine Silikonmembran voneinander getrennt. Diese Membran ermdglicht den
Gasaustausch von O, und CO,. Diese Box wird ebenfalls in eine Temperier-
einheit plaziert.

Fiir die Transkriptomebene von Hefen konzipierte Aragon et al. [2] ein auto-
matisiertes Probenentnahmegerit fiir Schiittelkolben (Abb. 1.4, ¢). Wie bei
Glasreaktoren kann Probe nur iiber den Deckel entnommen werden, wenn
man das System flexibel anwenden will und keine Baumafinahmen vorneh-
men mochte oder kann. Ein Probenrohr fiihrt durch den Deckel in ein auf ei-
nem Vortexgerit lagerndes Probenrohrchen, das mit 20 g Eis gefiillt ist. Eine
Abkiihlzeit auf 4°C von <0,1s kann damit erreicht werden. Das Kulturme-
dium wird aus dem Schiittelkolben durch Kopfdruck geférdert, der kurz vor
der Probenentnahme zugeschaltet wird. Da der Druck im Gefaf} iiber die Zeit
durch den sinkenden Fliissigkeitsspiegel féllt, wird der Druck im Verlauf der
Probenentnahme sténdig erhoht. Dieses Druckverhalten wurde untersucht
und in ein computergesteuertes System umgesetzt. Grofse Probenvolumina
werden durch multiple Probenrohre und Probengefife realisiert. Fiir 10 ml
werden 10s benétigt und Probenvolumen von 10 ml bis 30 ml bei variablem

Probenintervall kénnen gesammelt werden.
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2 Material und Methoden

In diesem Kapitel werden die angewendeten Losungen, Medien und Arbeits-
methoden vorgestellt. Einige Methoden, wie die automatisierte Probenent-
nahme, werden in den entsprechenden Kapiteln im Einleitungs-, sowie im

Ergebnis- und Diskussionsteil genauer erldutert.

2.1 Medien und Stamme

Die Anzucht auf Agarplatten erfolgte auf Komplexmedium, die Kultivierung
von E. coli und S. cerevisiae in Schiittelkolben und gegebenenfalls im Biore-

aktor erfolgte mit Minimalmedium.

2.1.1 Minimalmedium fiir E. coli

Fiir E. coli wurde das Minimalmedium nach [51] mit 1/4 der angegebe-
nen MgSO, Konzentration eingesetzt. Die einzeln aufgefiihrten Lésungen
in den Tab. 2.1, 2.2, 2.3, 2.4 wurden separat autoklaviert, um die Bildung
von Maillard-Produkten zu vermeiden. Die Spurenelementlosung (Tab. 2.2)
wurde zum Losen der Bestandteile mit HCI auf pH 2 gebracht und anschlie-
Rend sterilfiltriert. Das Medium wurde vor jeder Kultivierung frisch vereinigt
(Tab. 2.5). Agarplatten wurden mit LB-Medium (Trypton substituiert mit
Pepton) hergestellt (Tab. 2.6). Die Substanzen wurden jeweils in bidestillier-

tem Wasser gelOst.



2.1 Medien und Stimme

Tabelle 2.1: Magnesiumsulfatlésung, 250fach konzentriert
Substanz Chemische Formel Konzentration [g17!]
Magnesiumsulfatheptahydrat MgSO, - 7 H,O 63,75

Tabelle 2.2: Spurenelementldsung, 500fach konzentriert
Substanz Chemische Formel Konzentration [g17!]
Aluminiumchloridhexahydrat  AlCl; - 6 H,O 1,25
Borsdure H;BO,4 0,0625
Cobaltchlorid Co(Cl, 0,475
Eisensulfatheptahydrat FeSO, - 7 H,O 9,0
Kalziumchloriddihydrat CaCl, - 2 H,O 5,0
Kupferchlorid CuCly 0,1
Mangansulfatmonohydrat MnSO, - H,O 1,25
Natriummolybdatdihydrat Na,MoO - 2 H,0O 0,25
Zinksulfatheptahydrat 7ZnS0O, - 7 H,O 0,25

Tabelle 2.3: Glukoseldsung, 10fach konzentriert
Substanz Chemische Formel Konzentration [g17!]
Glukosemonohydrat CeH 1,04 - Hy,O 330,0

Tabelle 2.4: Salzldsung, 1,25fach konzentriert

Substanz Chemische Formel Konzentration [g17!]
Ammoniumchlorid NH,Cl 0,2

Ammoniumsulfat (NH,)»S0O, 2
Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO, 3,25
Dikaliumhydrogenphosphat K,HPO, 2,5
Natriumdihydrogenphosphat  NaH,PO, 1,3
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2 Material und Methoden

Tabelle 2.5: Minimalmediumzusammensetzung (ad. 11 MQ-Wasser)
Substanz Volumen [ml]
Spurenelementlésung 2.4
Magnesiumsulfatlésung 4.8
Glukosel6sung 100
Salzlosung 800

Tabelle 2.6: Agarplattenmedium
Substanz Chemische Formel Konzentration [g17!]
Agar (C12H1509), 20
Hefeextrakt 5
Natriumchlorid NaCl
Pepton 10

2.1.2 CBS-Minimalmedium fir S. cervisiae

Fiir S. cerevisiae wurde das Minimalmedium nach Verduyn et al. [129] einge-
setzt. Da die S. cerevisiae Knockoutmutanten Auxotrophien aufwiesen, wurde
zusétzlich Uracil, Glutamin, Lysin, Leucin, Histidin und Methionin zugege-
ben (Tab.2.14, 2.13). Nicht alle diese Substanzen sind fiir jede Knockoutmu-
tante notwendig. Die Zugabe zu jeder Kultivierung erfolgte zur normierten
Anwendung des Wachstumsmediums. Diese Losungen, sowie die Vitamin-
(Tab. 2.8) und Spurenelementlosung (Tab. 2.7), wurden sterilfiltriert. Der Puf-
fer wurde auf pH 4,5 eingestellt (NaOH) (Tab.2.9) und wie die anderen Lo-
sungen (Tab.2.10, 2.11, 2.12) autoklaviert. Die Losung der Chemikalien er-
folgte in bidestilliertem Wasser und die Zusammenstellung des Mediums er-
folgte nach Tab. 2.15.
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2.1 Medien und Stimme

Tabelle 2.7: Spurenelementlésung, 1000fach konzentriert, Lagert

ing bei 4°C, dunkel

Substanz

Chemische Formel

Konzentration [g17|

Dinatriumethylendiamin-
tetraacetat
Zinksulfatheptahydrat
Manganchloriddihydrat
Cobaltchloridhexahydrat
Kalziumchloriddihydrat
Kupfersulfatpentahydrat
Natriummolybdatdihydrat
Eisensulfatheptahydrat
Borsdure

Kaliumiodit

Na,EDTA

7nS0O, - 7 H,O
MnCl, - 2 H,O
CoCl, - 6 H,O
CaCl, - 2 H,O
CuSO, - 5 H,O
Na,MoO - 2 H,O
FeSO, - 7 H,O
H3;BO,

KI

15

4,5
1,0
0,16
3,39
0,3
0,25
3,0
1,0
0,1

Na,EDTA und Zinksulfat der Spurenelementlésung wurden in 0,751 bi-

destilliertem Wasser gelost (pH6, 1M NaOH). Alle weiteren Komponenten

wurden bei pH 4 unter pH-Kontrolle einzeln zugegeben (1 M HCI). Die Lage-
rung erfolgte dunkel bei 4°C (Tab.2.7).

Tabelle 2.8: Vitaminlésung, 1000fach konzentriert, Lagerung bei 4°C

Substanz

Chemische Formel

Konzentration [g17]

D-Biotin
Ca-D-Pantothenat

Nikotinsdure
myo-Inositol
Pyridoxalhydrochlorid
p-Aminobenzosiure
Thiaminhydrochlorid

CioH16N2035
HOCH,C(CH,),
CH(OH)CONHCH,
CH,CO, - 0,5 Ca
CeH;NO,

CeH1504
CH,,NO, - HCI
C,H,NO,
C,,H,;CIN,0S -
HCl

0,05
1,0

1,0
25,0
1,0
0,2
1,0

25



2 Material und Methoden

Tabelle 2.9: Bernsteinsdurepuffer, pH 4,5, 10fach konzentriert, 4 °C Lagerung
Substanz Chemische Formel Konzentration [g17!]
Bernsteinsiure C,4Hz0, 100

Biotin (Tab. 2.8) wurde in 10ml 0,1 M NaOH gelost und anschliefsend mit
0,751 bidestilliertem Wasser aufgefiillt. Der pH wurde mit 1M HCI auf 6,5
eingestellt und die restlichen Komponenten unter pH Kontrolle einzeln zuge-
geben. Zuletzt wurde die Losung ebenfalls unter pH Kontrolle auf 11 aufge-
fiillt (Tab.2.8).

Tabelle 2.10: Glukoselssung, 5fach konsentriert
Substanz Chemische Formel — Konzentration [g17}]
Glukosemonohydrat CeH 1,04 - H,O 110

Tabelle 2.11: Kaliumlésung, 10fach konzentricrt

Substanz Chemische Formel Konzentration [g17!]
Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO, 30

Tabelle 2.12: Sulfatldsung, 10fach konzentriert

Substanz Chemische Formel ~Konzentration [g171]

Ammoniumsulfat (NH,)SO, 25
Magnesiumsulfatheptahydrat MgSO, - 7 H,O 2,5

Tabelle 2.13: Aminosiure- und Pyrimidinbaselssungen, 12,5fach konzentriert
Substanz Chemische Formel Konzentration [g17?|
Uracil C,H4N,0, 1
Glutamat HO,CCH,CH,CH (NH,)CO,H 1,5
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2.1 Medien und Stimme

Tabelle 2.14: Aminosiurclssungen, 100fach konzentricrt
Substanz Chemische Formel Konzentration [g171|
Lysin H,N(CH,),CH(NH,) CO,H 12
Leucin (CH;),CHCH,CH (NH,)CO,H 12
Histidin CgHgN30O, 8
Methionin CH3SCH,CH,CH (NH,)CO,H 12

Tabelle 2.15: Minimalmedium (ad 11 MQ-Wasser)

Substanz

Volumen [ml]

AS-Losung
ASPB-Lésung
Glukoseldsung
Kaliumlosung
Spurenelementlésung
Succinatpuffer
Sulfatlosung

Vitaminlosung

10
80
200
100

100
200

Tabelle 2.16: Agar LB-Medium [74]

Substanz Konzentration [g171|
Agar (C12H150g)n 20
Hefeextrakt 20
Pepton 10
Glukosemonohydrat C¢H1,04 - H,O 11

Die Glukose fiir die Agarplattenherstellung wurde als 10fach Stammlésung

nach dem Autoklavieren und nach erreichen einer Temperatur von unter 60 °C

in die Agarlésung gegeben (Tab. 2.16).

Zur Auswahl eines geeigneten Stressfaktors wurde zunédchst die Anzucht auf
verschiedenen Agarplatten, versetzt mit verschiedenen Stressfaktoren, durch-
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2 Material und Methoden

gefiihrt. Ausplattiert wurden Zellen aus der exponentiellen Wachstumsphase
in Minimalmedium (Kap.2.1.1, 2.1.2) angezogene Kulturen. Als Stressfak-
toren wurde der pH-Wert (pHb5 - Essigsédure, pH 6,8 - Komplexagar selbst,
pHS&,5 - 5M NaOH), 100 uM Diamid (oxidativ), 0,6 M NaCl (osmotisch),
55uM CdCl (Schwermetall), sowie 5,15 mM Koffein eingesetzt. NaCl wurde
separat autoklaviert. Die sterilfiltrierten Diamid- und CdCl,-Lésungen wur-
de nach dem Autoklavieren der Agarlésung nach erreichen einer Temperatur
unter 60 °C zugegeben.

Die Anzucht auf Agarplatten erfolgte im Brutschrank bei 30 °C iiber Nacht
fiir E. coli oder iiber zwei bis mehrere Tage fiir S. cerevisiae, je nach Anpas-

sungsfihigkeit und Wachstumsgeschwindigkeit der Knockoutmutante.

2.1.3 Stiamme und deren Lagerung

In Tab.2.17 ist der in dieser Arbeit verwendete S. cerevisiae Elternstamm,
die dazugehdrigen Knockoutmutanten, sowie der E. coli Stamm mit den je-

weiligen genetischen Eigenschaften und Lieferanten aufgefiihrt.

Tabelle 2.17: Staimme

S. cerevisiae M AT« Genotyp Lieferant

BY4742 (ID BY4742) his3A1 leu2A0 lys2A0 Open Biosystems
(Elternstamm) ura3 A0 YSC1049-645441
BY4742 (ID 15212) his8A1 leu2A0 lys2A0 Open Biosystems
(acolA) ura3A0 YLR174w:kanMX4 YSC1021-548376
BY4742 (ID 17022) his3Al1 leu2A0 lys2A0 Open Biosystems
(aco2A) ura8AQ YJL200c:kanMX4  YSC1021-550366
BY4742 (ID 11030) his3A1 leu2A0 lys2A0 Open Biosystems
(fuml1A) ura3 A0 YPL262w::kanMX4  YSC1021-547047
BY4742 (ID 12877) his8A1 leu2A0 Ilys2A0 Open Biosystems
(gnd1A) ura3 A0 YSC1021-547682

YHR183w::kanMX4

Fortsetzung...
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Tabelle 2.17: Fortsetzung Tabelle Stamme

S. cerevisiae M AT« Genotyp Lieferant
BY4742 (ID 15908) his3Al1 leu2A0 lys2A0 Open Biosystems
(gnd2A) ura3 A0 YSC1021-549096
YGR256W::kanM X4
BY4742 (ID 10202) his3A1 leu2A0 lys2A0 Open Biosystems
(icl1A) ura3A0 YERO065c:kanMX4  YSC1021-547474
BY4742 (ID 14123) his8A1 leu2A0 lys2A0 Open Biosystems
(idp2A) ura3 A0 YLR174w:kanMX4  YSC1021-547784
BY4742 (ID 14878) his3Al leu2A0 lys2A0 Open Biosystems
(maelA) ura3 A0 YKL029c:kanMX4  YSC1021-547837
BY4742 (ID 15893) his3Al leu2A0 lys2A0 Open Biosystems
(pfk1A) ura8 A0 YGR240c::kanMX4  YSC1021-548668
BY4742 (ID 10791) his8A1 leu2A0 lys2A0 Open Biosystems
(pfk2A) ura3A0 YSC1021-546690
YMR205¢::kanM X4
BY4742 (ID 11971) his8A1 leu2A0 lys2A0 Open Biosystems
(zwf1A) ura3 A0 YNL241c:kanMX4  YSC1021-548812
E. coli Genotyp Lieferant
K-12 Unterstamm MG1655 DSMZ

Die Kryoampullen von FE. coli wurden bei -86 °C gelagert, und von diesen
wurde auch angeimpft. S. cerevisiae wurde auf YPD-Platten (Kap.2.16) als
Lebendkultur angezogen und bei 4 °C im Kiihlschrank maximal einen Monat
gelagert und zum Animpfen genutzt. Die Petrischalen wurden mit Parafilm
versiegelt, um das Austrocknen der Platten zu verzdgern. Zusétzlich wurden
Lagerkulturen in CBS-Medium (Kap.2.1.2) hergestellt und bei -80°C gela-
gert (25% v/v Glycerin). Die Agarplatten wurden, bis auf die Platte des
Elternstamms BY4742, mit Geneticin (0,2gl~!) als Selektionsantibiotikum
versetzt. Geneticin wurde steril in Kryoampullen als 200 g1~ Stammlésung
bei -20°C gelagert.
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2 Material und Methoden

2.2 Kultivierung

Im folgenden Kapitel werden die Kultivierungsbedingungen und die Metho-

den der Kultivierungsiiberwachung beschrieben.

2.2.1 Bestimmung der optischen Dichte und
Biotrockenmassekonzentration

Die Bestimmung der optischen Dichte (OD) erfolgte iiber die Absorptions-
messung (UV/VIS Photometer, Helios «, Unicam, GB) Fiir E. coli wurde eine
Wellenlénge von 660 nm und fiir S. cerevisiae 600 nm verwendet. Der lineare
Bereich des Gerétes erstreckt sich von 0,05 bis 0,3. Die dadurch notwendigen
Verdiinnungsschritte wurden mit HoOgqest durchgefiithrt. Der Verdiinnungs-
faktor wurde durch auswiegen von Kiivette (VWR), Probe und HyOgegss be-
stimmt.

Die Korrelation der Biotrockenmasse und der OD wurde fiir beide Orga-
nismen in der SpeedVac (Vacufuge 5301, Eppendorf, Deutschland) durch-
gefithrt. Dazu wurden 4x2ml, (E. coli) und 1x50ml des Kulturmediums
(S. cerevisiae) verwendet. Nach Zentrifugation (5min, 4°C, 13000 g, bzw.
10000g) wurde der Uberstand verworfen und die Reaktionsgefife in der
Speedvac iiber Nacht getrocknet. Die Gefifse wurden entnommen und nach
erreichen der Raumtemperatur ausgewogen. Die Berechnung der Biotrocken-
massekonzentration erfolgte iiber Formel 2.1, wobei es sich bei den Variablen
um das leere, getrocknete Falkongefdfs (Falkon, leer), das Falkon mit dem ge-
trockneten Biomassepellet (Falkon, getrocknetes Pellet), sowie um das Falkon
mit der fliissigen Probe (Falkon, Probe) handelt.

Cy = (mFalkon,leer _mFalkon,getracknetcsPellet)/(mFalkon,Probe - mFalkon,leer)
(2.1)
2.2.2 Bestimmung der koloniebildenden Einheiten

Die Bestimmung der koloniebildenden Einheiten (Colony Forming Units,

CFU) erfolgte iiber ausplattieren von je zwei mal 20l einer mit HyOgest
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2.2 Kultivierung

verdiinnten Kultur. Ca. 300 Kolonien pro Platte werden angezogen. Die Du-
plikate wurde am folgenden Tag (E. coli), bzw. nach zwei Tagen (S. cerevisiae)
Inkubation im 30 °C Brutschrank (B. Braun, Deutschland) ausgezéhlt.

2.2.3 Kultivierung von E. coli

Die Vorkulturen wurden in 500 ml Schiittelkolben mit 50 ml Medium (gerin-
ger wenn weniger Hauptkulur ben6tigt wurde), die mit vier Schikanen aus-
gestattet waren, bei 30 °C und 120 rpm iiber Nacht angezogen. Die Vorkultur
wurde in ein 50 ml Falkon {iberfiihrt und zentrifugiert (3 min, 4°C, 10000 g).
Der Uberstand wurde verworfen. Die Vorkultur wurde in 50 ml Falkons iiber-
fiihrt und zentrifugiert (3 min, 4 °C, 10000 g). Der Uberstand wurde verworfen
und das Biopellet an Hand der OD der Vorkultur in frischem Medium so re-
suspendiert, dass 1ml der Suspension zum Animpfen der Hauptkultur mit
einer definierten OD verwendet werden konnten. Die Hauptkulturen wurde
in 250 ml Schiittelkolben mit vier Schikanen bei 37 °C und 120 rpm angezo-
gen. Die Bestimmung der OD-Biomassekorrelation erfolgte in 21 Kolben, die

ebenfalls 4 Schikanen aufwiesen.

2.2.4 Kultivierung von S. cerevisiae

Die Vorkultur von S. cerevisiae wurde in 100 ml Kolben mit vier Schikanen
iiber Nacht bei 30°C, 120 rpm und mit 50 ml Kultivierungsvolumen angezo-
gen. Fiir die folgenden Hauptkulturen bei gleichen Kultivierungsbedingun-
gen und Schikanenanzahl wurden zur OD-BTM Korrelation 21 Kolben mit
500 ml Kultivierungsvolumen verwendet. Fiir die Versuche zur Auswirkung
der Apstopplésungen wurden 250 ml Kolben mit 50 ml Kultivierungsvolumen
verwendet.

Die Vorkultur wurde in 50 ml Falkons tiberfiihrt und zentrifugiert (3 min,
4°C, 10000g). Der Uberstand wurde verworfen und das Biopellet an Hand
der OD der Vorkultur in frischem Medium so resuspendiert, dass 1 ml der Sus-
pension zum Animpfen der Hauptkultur mit einer definierten OD verwendet

werden konnten.
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2.2.5 Kultivierung im Bioreaktor

Die Kultivierungen wurden in einem 11 Bioreaktor von Bioengineering mit
einem Kultivierungsvolumen von 400 ml durchgefiihrt. Kultiviert wurde im
Bioreaktor S. cerevisiae. Kultivierungsbedingungen betrugen 30 °C mit einer
Begasungsrate von 11z, 1 ' Reaktorvolumen Min ! und einer Riihrerdrehzahl
von 600 min~!. Zur Einstellung des pH-Wertes wurde 5M NaOH verwen-
det. Die Beimpfung erfolgte mit gewaschenen Zellen auf OD 2. Wihrend
der Kultivierung wurde die Gelostsauerstoffkonzentration (pO,), der pH, die
Temperatur (Temperierung iiber einen Doppelmantel) sowie die CO, und O,
Konzentration im Abgas iiberwacht. Das Wachstum wurde iiber die OD und
die Glukosekonzentration (YSI 2000 Select, YSI Incorporated, USA) durch
wiederholte Probenentnahme iiber den Versuchszeitraum analysiert. Nach er-
reichen einer OD von ca. 9 wurde die Kultivierung durch Zufuhr von frischem
Medium und Abzug von Kultivierungsmedium (Schlauchpumpe REGLO Di-
gital, Ismatec, Schweiz) als kontinuierliche Kultivierung geschaltet (Durch-
flussrate 0,17), da die Zellen auf Grund einer Limitation bei einer OD von
ca. 10 in die stationdre Phase iiber gehen. Die Probenentnahme erfolgte durch

ein Probenentnahmerohr (Bioengineering, Schweiz).

2.2.6 Automatisierte Probenentnahme und Pulsaufgabe

Die rasche Probenentnahme erfolgte durch das konstruierte Probenentnah-
megerit, dessen Aufbau und Funktionsweise in Kapitel 3.3 beschrieben wird.
Die Falkons wurden direkt aus der -86 °C Truhe in den Teller gebracht, der
zuvor mit Kis gefiillt worden war. Die Aufgabe des Pulses erfolgte durch
den Probenentnahmezugang des Bioengineering Bioreaktors direkt in das
Medium iiber eine 50 ml Einwegspritze. In der Spritze befand sich 4 ml der
Testsubstanz (z. B. 400 g1=! Glukose, 20 g1~! Koffein), sowie sterile Luft im
restlichen Volumen der Spritze, um das gesamte Losungsvolumen durch den
Zugang in das Medium driicken zu kénnen. Die rasche Probenahme erfolgte

wie in Kapitel 3.3 beschrieben.
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2.3 Abstoppprozess

2.3 Abstoppprozess

Zur Bestimmung der intrazelluliren Konzentration der Metabolite wurden
die Zellen durch kalte Losung rasch abgestoppt, ein Prozess, der auch als
quenching bezeichnet wird [19]. Zur Minimierung der Metabolitverluste aus
den Zellen, die wihrend des Abstoppprozesses auftreten, wurden verschiede-
ne Methanolkonzentrationen, unterschiedliche Starttemperaturen, sowie ver-
schiedene Additive getestet.

Fiir die Untersuchungen wurde ein Verhiltnis von Probe zu Abstopplosung
von 1:5 eingesetzt [19]. Die Abstopplésung wurde in 50 ml Falkons vorgelegt
und bei -86°C gelagert. Vor (bei Raumtemperatur) und nach Zugabe der
Probe wurde jedes Reaktionsgefdft zur Bestimmung der exakten Probenmen-
ge ausgewogen. Die Pelletierung der Probe erfolgte in einer Biofuge Stratos
(HERAEUS, Deutschland) (-19 °C, 3 min, 10000 g). Der Uberstand wurde ab-
genommen und die Zellen extrahiert. Fiir die GC-MS Analytik wurden die
Proben vor der Extraktion zwei mal mit 100 % MeOH bei -20 °C gewaschen
um Medienbestandteile zu entfernen. Der Transport der Proben erfolgte je-
weils auf Eis.

Die Untersuchung der Auswirkung der Abstopplosung erfolgte mit Schiit-
telkolbenkulturen (Kap. 2.2.3, 2.2.4). Vor der Probenahme wurden die Fal-
kontubes in einem vortemperierten Kryostat fixiert. 4 ml Probe wurde mit
einer Pipettierhilfe (Hirshmann Laborgeréte, Deutschland) und einer 10 ml
Glaspipette (Brand), rasch in die Losung pipettiert. Die Temperatur der Ab-
stopplosung wurde mit Hilfe des Datenloggers 177-T4 von Testo iiberwacht.
Von den jeweiligen Uberstinden wurden Proben zur Bestimmung der ATP
Konzentration genommen (Kap.2.3.3), deren Auftreten auf eine Zerstérung
der Zellwinde wihren der Probenentnahme hindeutet.

Fiir die rasche Probenentnahme wurde fiir S. cerevisiae 100 % MeOH ein-
gesetzt. Die Falkontubes wurden dabei im Probenteller fixiert, der zuvor mit
Eis gefiillt worden war. Zwdlf Proben konnten parallel bearbeitet werden. Alle
iiberzdhligen Proben wurden im -40 °C Kryostat (RK20KS, Lauda, Deutsch-
land) zwischengelagert bis die ersten zwolf Proben in die Extraktion gebracht

worden waren.
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2 Material und Methoden

2.3.1 Analyse der Zellintegritat beim Abstoppprozess

Die abgestoppten Zellen wurden zentrifugiert (5min, -19°C, 10000g) und
im Volumen der eingesetzten Probenmenge in 1xPBS Puffer (Tab. 2.18)
resuspendiert und auf Eis gelagert. Die OD wurde ermittelt und mit der
der unbehandelten Zellen verglichen um den Anteil an lysierten Zellen zu
bestimmen [128].

Die Ermittlung der Zellintegritiit erfolgte durch die Markierung mit Propi-
diumiodit (Stammldsung 5 gl1~!, Arbeitslosung 200 pg1~!, Endkonzentration
10 pgl=1). Die Proben wurden mit PBS Puffer auf OD 0,1 verdiinnt und
mit PI versetzt. Vor der Messung wurden die Zellen mindestens 4 min mit
PI inkubiert. Als Referenz dienten unbehandelte markierte und unmarkierte
Zellen aus der Kultivierung, sowie unmarkierte Zellen aus dem Abstoppver-
fahren. Die Messung der Zellen erfolgte in einem Flowzytometer der Firma
Beckman Coulter (Cell Lab Quanta™ Flow Cytometer). Dabei wurde die
Fluoreszenz auf das sogenannte elektronische Zellvolumen normiert. Die er-

mittelten Peakflichen konnten intakten und beschidigten Zellen zugeordnet

werden.

Tabelle 2.18: PBS, 20fach konzentriert
Substanz Chemische Formel Konzentration [g17!]
Natriumchlorid NaCl 8
Kaliumchlorid KCI 0,2
Dinatriumhydrogenphosphat ~ Na,HPO, 1,44
Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO, 0,24

2.3.2 Zellextraktion zur Analyse der
Appstopplésungsauswirkung

Fiir die Analyse der ATP Konzentration (Kap. 2.3.3) im Zellpellet wurde 1 ml

kochendes HoOgest (30 mM TEA) [51] zur Resuspension der Zellen zugegeben

und die Suspension in einem Wasserbad (Kottermann, Deutschland) (100 °C)

fiir 15 min inkubiert. Das extrahierte Zellpellet wurde 1 min auf Eis abgekiihlt
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2.3 Abstoppprozess

und anschlieRend zentrifugiert (4°C, 5min, 10000 g). Der Uberstand wurde
ausgewogen und bei -86 °C bis zur Analyse gelagert. Der Transport der Pro-

ben erfolgte auf Eis.

2.3.3 ATP Bestimmung

Die Bestimmung des ATP Gehaltes in den Proben erfolgte enzymatisch mit
den ATP Determination Kits von Invitrogen (USA) und Biaffin (Deutsch-
land). Extraktionsproben wurden zur Einhaltung des linearen Messbereichs
1:20 mit HsOgegy verdiinnt und mit dem Kit von Invitrogen analysiert. Al-
le Abstopplésungsproben wurden mit dem Analysekit von Biaffin bestimmt,
da der ATP Gehalt in der Probe durch die Verdiinnung mit der Abstopp-
16sung zu gering fiir die Bestimmung mit dem Kit von Invitrogen war. Der
Abstopplosungsiiberstand wurde auf Grund des Methanolgehaltes 1:10 mit
bidestilliertem Wasser verdiinnt.

Die Messung wurde in weifsen 96 well Platten (NUNC, Deutschland) durch-
gefiihrt. Die Analyse des ATPs erfolgt in beiden Fillen iiber einen Lumines-
zenznachweis mit einem Tecan Genios, gesteuert durch die Software Magellan
(Tecan, Schweiz). Es wurden im Falle des Biaffinkits 20 ul Probe mit 20 pl
Analyselésung und bei dem Invitrogenkit 10pl mit 90 pl versetzt und an-
schliefend 10 min im Mikrotiterplattenreader bei maximaler Auslenkung bei
28°C geschiittelt. Nach 3s Setzzeit erfolgte die Messung der Proben. Die
Bestimmung des ATP Gehaltes erfolgte iiber eine bei jeder Messung mit-
laufender Kalibrierung mit der von Invitrogen mitgelieferten ATP Losung,
verdiinnt mit MQ-Wasser. Jede Probe wurde dreifach bestimmt. Die berech-
nete Menge an ATP in der Losung wurde anschliefsend auf die eingesetzte
BTM normiert. Sowohl das Kit von Invitrogen, die fertige Reaktionslésung
des Biaffin Kits als auch die ATP-Standards wurden bei -20 °C gelagert. Die

Reaktionslosung des Invitrogenkits wurde jeweils frisch angesetzt.
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2.3.4 Zellextraktion zur GC-MS Analyse von S. cerevisiae
und Hydrolyse der Proben

Die Schiittelkolbenkulturen wurden bis auf eine OD von 6 angezogen. An-
schliefsend wurde eine manuelle Probenentnahme durchgefiihrt. Das Zellpel-
let aus dem Abstoppschritt wurde in 1,5 ml Extraktionslosung (1,5ml 100%
EtOH/ 0,2g1~! Ribitolstammldsung) resuspendiert und 15 min bei 70 °C im
Ultraschallbad (Bandelin electronic, Deutschland) inkubiert. Anschliefend
wurden die Proben auf Eis ca. 5 min abgekiihlt. 1,5 ml HyOges (4 °C) wurde
zu jeder Probe gegeben und 1min homogenisiert. Die Proben wurden erneut
mit 1ml Chloroform homogenisiert. Die Mischung wurde zentrifugiert (4 °C,
5min, 10000 g) und die wéssrige Phase abgenommen. 1 ml der wéssrigen Pha-
se wurde in 1ml Reaktionsgefiafse (Eppendorf, Deutschland) {iberfiihrt und
in einer SpeedVac (Vacufuge 5301, Eppendorf, Deutschland) getrocknet (1h
Rotation, weitere Trocknungszeit ohne Rotation bis zur vollsténdigen Ver-
dampfung der Losung) [10]. Bis zur anschliefenden Hydrolyse wurden die
Proben bei -86 °C gelagert (angepasst nach [110]).

2.3.4.1 GC-TOF-MS basierte Metabolitanalyse

Die GC-TOF-MS basierte Metabolitanalyse erfolgte nach dem angepassten
Protokoll von Scherling [110] mit einem HP 6890 Gaschromatographen (Agi-
lent, Deutschland) via Kaltaufgabe System mit deaktivierten Standard-ALEX-
Linern (GERSTEL, Deutschland), gekoppelt an ein Pegasus IV TOF Massen-
spektrometer (LECO, USA). Durch die splittlose Injektion von 1 pl derivati-
sierter Probe in das Kaltaufgabe System (60 °C, 1min isotherm, 30 °C min—*;
280 °C, 3 min isotherm) kann eine nahezu diskriminierungsfreie Ubertragung
der Analyten auf die Sdule garantiert werden. Als chromatographische Trenn-
sdule wurde eine VF-5ms Kapillarsdule verwendet, 30 m lang, 0.25 mm ID,
25pm Film und eine 10m EZ-Guard Vorsidule (Agilent, Deutschland), bei
konstantem Fluss von 2ml min~! Helium mit temperaturprogrammierter Ver-
dampfung (80 °C, 2min isotherm; 80-360°C, 15°C min—!; 360 °C, 5min iso-
therm). Vor jeder Injektion wurde der Liner durch Injektion von 1pl MST-
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2.3 Abstoppprozess

FA gespiilt; nach ca. 80 Injektionen erfolgte ein manueller Linerwechsel. Die
Datenakquisition erfolgte softwaregesteuert mit Hilfe der LECO®Chroma-
TOFTM Software (LECO, USA) bei einer Scanrate von 20s™! in einem Mas-
senbereich von m/z 71-600 nach Elektronenstoss-Ionisation bei 70 €V. Als Re-
ferenzgas fiir das (Auto)Tuning diente Trisperflourbutylamin (FC43) (Perki-
nElmer Inc., USA). Zu Beginn und am Ende jedes Probensets wurde ein Qua-
lity Control-Standardmix injiziert. Alle zu einer Probencharge gehdrenden
Chromatogramme wurden zunichst mit Hilfe der LECO® ChromaTOFTM
Software und der Golm-Metabolom-Datenbank (GMD@CSB.DB, Max-Planck-
Institut fiir Molekulare Pflanzenphysiologie, Deutschland) Spektrenbiblio-
thek abgeglichen. Um einen genauen Retentionsabgleich mit der Bibliothek zu
gewihrleisten, miissen die systembedingten Retentions Shifts mit Hilfe von
n-Alkanen und der Berechnung des Retentions Index ausgeglichen werden.
Die annotierten Peaks werden darauthin in einem Referenz-Chromatogramm
markiert, welches anschlieflend gegen alle Chromatogramme abgeglichen wird.
Fiir die akkurate relative Quantifizierung wurde jede Flidche mittels isoto-
penmarkierten Internen Standard und Frischgewicht normalisiert. Die von
LECO®ChromaTOFTM erzeugten Daten konnten dann mit Hilfe der Soft-
ware GC-GC-MS Data Matrix Creator [63] exportiert und als Matrix zur
statistischen Auswertung abgelegt werden [110].

2.3.4.2 Derivatisierung fiir GC-TOF-MS

Die Derivatisierung der Proben erfolgte nach dem angepassten Protokoll von
Scherling [110]. Eingeengte Metabolitfraktionen wurden unter starkem Schiit-
teln zunéchst mit 20 pl einer frisch angesetzten Methoxyaminhydrochloridls-
sung (40 mgmin~! Pyridin) fiir 90 min bei 30°C geldst, und anschlieRend
mit weiteren 1351l MSTFA (Machery-Nagel, Deutschland) fiir 30 min bei
37°C inkubiert. Vor der Injektion wurden die derivatisierten Proben bei
14000 g fiir 5min zentrifugiert und anschliefend mit 1pl Retentionsindex-
Markerlgsungen (n-Alkane Cpy-Cag, je 2nlml~! in Pyridin sowie n-Fettséure-
methylester-Standardldsung Cg-Cag, je 200 pgml~! CHCl) versetzt [110)].
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2.3.5 Chemometrische Analyse

Die chemometrischen Analysen wurden mit dem Programm Tigr Multiexpe-
riment Viewer (TigrMeV) Version 4.5.1 [106] durchgefiihrt.

2.3.5.1 Dimensionsreduktion — Hauptkomponentenanalyse (PCA)

Die Dimensionsreduktion der aus der Metabolitanalyse resultierenden hochdi-
mensionalen Datensédtzen zur zweidimensionalen Darstellung der Datenmen-
gen mittels Hauptkomponentenanalyse erfolgte nach vorangegangener Nor-
malisierung nach Formel 2.2 in TigrMeV, welche auf der Kovarianzmatrix
gemif des implementierten PCA Scriptes basiert. Bei den Variablen handelt
es sich um den Messwert eines Metabolits einer einzelnen Probe (a;), den
Daten zu einem Metabolit gemittelt {iber alle gemessenen Proben (a), sowie

die dazugehorige Standardabweichung (o).

x=(a; —a)/oq (2.2)

Bei der PCA werden die Originaldaten durch eine geringere Anzahl von Va-
riablen ersetzt, die trotzdem die relevanten Informationen beibehalten. Dabei
werden redundante Variablen, d.h. Variablen die stark mit einer anderen kor-
relieren und damit keine oder kaum neue Informationen enthalten, entfernt.
Dies erfolgt durch eine lineare Transformation des Originaldatensatzes. Kor-
relierte Variablen werden somit in neue Variablen zusammengefasst, wobei
jede so entstehende Variable als Hauptkomponente bezeichnet wird, die un-
tereinander unkorreliert sind und redundanzfrei den grofiten Teil der Gesamt-
varianz erkldren. Die Hauptkomponenten bilden dabei die Basisvektoren des
neuen Koordinatensystems, welches durch die Linearkombination entsteht.
Dadurch kénnen die transformierten Daten durch wenige Hauptkomponen-
ten, d.h. Dimensionen, passend abgebildet werden und eine Differenzierung
der Proben wird sichtbar. Die Hauptkomponenten beinhalten dabei die grofs-
te Varianz innerhalb des Datensatzes |28, 110].
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2.3.5.2 T-Test-Clustering

T-Test-Clustering und die farbcodierte Darstellung relativer Anderungen der
Metabolitkonzentrationen erfolgte nach vorangegangener Normalisierung nach
Formel 2.2 mit Hilfe des in TIGRMeV implementierten Algorithmus. Als Si-
gnifikanztest wurde der Welch T-Test zwischen zwei Gruppen mit unglei-
chen Varianzen durchgefiihrt. Die zur Verwerfung der Nullhypothese, dass
die n untersuchten Stichproben sich nicht unterscheiden, angenommene Irr-
tumswahrscheinlichkeit p betrug 0,01. Die Clusteranalyse erfolgte mit den
Distanzfunktionen K-mean-Algorithmus und der euklidische Distanz zur Be-
stimmung des Abstands oder der Ahnlichkeiten von Metabolitgruppen [110].
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Die Stressantwort von Zellen ist vielfaltig und die Analyse ldsst Riickschliis-
se auf Metabolische Reaktionswege und Mdoglichkeiten der Vorhersage iiber
die Reaktion andere Organismen zu. Das Stressverhalten und die Stressant-
wort von FE. coli und S. cerevisiae wird in dieser Arbeit untersucht. Dafiir
kommen fiir die Versuche verschiedene Analysenmethoden zum Einsatz. Da
die Untersuchungen auf Metabolomebene stattfinden, muss eine geeignete
Probenentnahmeverfahren verwendet werden, d.h. der Metabolismus muss
sehr schnell abgestoppt werden. Um eine Abstopplosung zu identifizieren die
fiir diese Belange eingesetzt werden kann, kommen verschiedene Starttempe-
raturen und Zusammensetzungen zum Einsatz. Durch die Verwendung von
kalten Abstopplésungen kommt es oft zum Verlust von intrazellularen Meta-
boliten, was eine genaue Bestimmung der Konzentration in den Zellen zum
Zeitpunkt der Probenentnahme sehr behindert oder gar unmdéglich macht.
Die fiir die Analyser der Zellschadigung bei diesem Prozess eingesetzte Me-
thode der Durchflusszytometrie wird zunéchst validiert und dann bei den
Versuchen in Kombination mit einer PI Farbung eingesetzt. Zusétzlich wer-
den weitere Parameter untersucht, um die Zellintegritdt zu iiberpriifen. Dazu
gehort die Bestimmung der ATP-Menge, die sich nach dem Abstoppen au-
Rerhalb der Zellen befinden, sowie die OD der resuspendierten Proben im

Verhiltnis zur Kultivierung fiir Riickschliisse auf Zelllyse.

Die Untersuchung des eigentlichen Stressverhaltens erfolgt mit S. cerevisiae
in einem ersten Vorversuch auf festem Komplexmedium. Dieses wird mit
verschiedenen Stressfaktoren versetzt und dient der Feststellung der Wachs-
tumsfihigkeit und des Wachstumsverhaltens im Vorfeld von Kultivierungs-

versuchen. In Schiittelkolbenkultivierungen werden anschliefsend die Wachs-



3.1 Auswirkung von kalten Abstopplosungen

tumsraten in Minimalmedium mit den ausgewéhlten Stressfaktoren Diamid
und Koffein bestimmt. Das Metabolic Profiling erfolgt mittels GC-MS. Das
Abstoppen der Proben erfolgt daher mit der als geeignet identifizierten Ab-
stopplosung. Zum einen erfolgt die Analyse der Stressantwort in Kombination
mit einer manuellen Probenentnahme mit Schiittelkolbenkultivierungen, die
unter Langzeitstressbedingungen wachsen. Und zum anderen in Kombinati-
on mit einer im Zuge dieser Arbeit konstruierten automatisierten Proben-
entnahmeeinheit, gekoppelt an einen kontinuierlich betriebenen Bioreaktor,
zur Bestimmung der dynamischen Anderung der intrazelluliren Metabolit-

konzentrationen auf einen Stressimpuls.

3.1 Auswirkung von kalten Abstopplésungen

Zunéchst erfolgt die Validierung der Durchflusszytometrie. Im Anschluss dar-
an werden die Abstopplosungen mit verschiedenen Starttemperaturen und
Zusammensetzungen fiir F. coli getestet. Flir S. cerevisiae erfolgt eine weite-
re Untersuchung der Auswirkung bei verschiedenen MeOH-Konzentrationen

und Starttemperaturen.

3.1.1 Validierung der Durchflusszytometrie

Die Untersuchung der moglichen Ursachen fiir den Metabolitverlust aus Zel-
len durch die Probenentnahme und das Abstoppen kann durch die Bestim-
mung der Zellmembranintegritdt mittels Durchflusszytometrie erfolgen. Dazu
wird in dieser Arbeit das Gerit von Beckman verwendet (Cell Lab Quanta™
Flow Cytometer). Diese Methode muss validiert werden, da sie fiir Untersu-
chungen wie in dieser Arbeit noch nicht verwendet wurde. In der Durchfluss-
zytometriemethode sollen mit Hilfe von PI intakte von durch den Prozess
beschédigte Zellen unterschieden werden. Nebe-von-Caron und Badley [21]
beschreiben die Evaluation der Membranintegritit als sichersten Nachweis
der Zellviabilitdt, da die Integritét ein Indikator fiir das Potential einer Zelle
ist, Gradienten aufzubauen, d.h. das Membranpotential, und somit ein Indi-
kator der metabolischen Aktivitit. Zellen mit beschidigten oder beeintrich-
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3 Ergebnisse und Diskussion

tigten Membranen werden als tot betrachtet, da groffe Membrandefekte den
Zellen Substanzen entziehen, die sie normalerweise akkumulieren wiirden, sie
Toxinen aussetzt, die die Zellmembran normalerweise nie iiberwinden wiirden
und die Fahigkeit einen elektrochemischen Gradienten aufzubauen oder zu
erhalten verloren geht [113, 29].

Die Validierung erfolgt durch die thermische Behandlung von jeweils 1 ml
Kultur aus der exponentiellen Phase in einem Thermoblock (99 °C, 700 rpm,
HeizThermoMixer MHL 20). Dabei wird 10 Minuten lang jede Minute ei-
ne Probe aus dem Thermoblock entnommen und auf Eis abgekiihlt. Jeweils
20 pl einer behandelten Probe werden auf Agarplatten ausplattiert. Von den
Proben wird aufierdem die OD bestimmt. Fiir die Analyse im Durchflusszy-
tometer werden die Proben mit Hilfe von sterilfiltriertem 1xPBS auf eine
OD von 0,1 verdiinnt. Die Vermessung der Proben erfolgt einmal ohne und
einmal mit PI Zusatz (Kap. 2.3.1). Dies dient der Uberpriifung der Reprodu-
zierbarkeit und der Untersuchung der Auswirkung von PI auf die Messung,
d.h. ob das Analyseverfahren in der Lage ist, aussagekriftige Daten zu lie-

fern, die durch das Experiment, nicht aber durch die Messmethode bedingt

werden.
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Abbildung 3.1: FL3-FC von E. coli(links) und S. cerevisiae(rechts). Nach Behandlung der Zellen mit
60 % MeOH/Glycerin/NaCl (E. coli) und 60 % MeOH (S. cerevisiae) und Zugabe von PI kann
im FL3-FC Diagramm statt einem einzelnen Peak von unmarkierten Zellen (griin), ein weiterer

beobachtet werden (rot), wobei es sich um mit PI markierte Zellen handelt.
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Die Auswertung der auf das Elektronische Volumen (EV) normierten Fluo-
reszenz (FL3), FL3-FC, ergibt zwei voneinander unterscheidbare Peakflichen
nach der Zugabe von PI, davor lediglich eine einzelne, die in Abbildung 3.1 als
unmarkiert bezeichnet wird. Im Verlauf der thermischen Behandlung sinkt in
den mit PI versetzten Proben die Flidche des ersten Peaks stark ab. Bereits
nach 2 Minuten ist fast ausschliefslich Peakfliche 2 aufzufinden. Damit steigt
bei E. coli (Abb. 3.2, links) der Flichenanteil des zweiten Peaks auf ca. 95 %
und bei S. cerevisiae (Abb. 3.3, links) auf ca. 100 %. Die in diesen Abbildun-
gen jeweils auf der rechten Seit dargestellten Ausstriche zeigen in Korrelation
zur Annahme, dass es sich bei der zweiten Peakfliche um beschidigte Zellen
handelt, fiir beide Organismen ebenfalls nach einer thermischen Behandlung
ab 2 Minuten keine koloniebildenden Zellen mehr. Das Wachstumsverhalten

deutet auf eine vollstdndig inaktivierte, d. h. beschidigte Zellpopulation hin.
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Abbildung 3.2: Markierungsmuster mit PI (links) und Agarkultur (rechts) von E.coli nach
Hitzebehandlung. Nach 2 Minuten verschwindet die Fraktion der unmarkierten Zellen im
FL3-FC Diagramm fast vollstindig und die zweite Peakfliche steigt auf ca. 95 %. In
Korrelation dazu kénnen auf dem Agarnihrboden nach 2 Minuten keine lebenden Zellen mehr
in der Probe gefunden werden. Die nicht markierte Fraktion (ca. 5%) im FL3-FC sind Partikel.

Die verbleibenden 5% der Peakfliche1 bei E. coli sind Partikel aus dem
Medium. Dies zeigt sich an einem gleichbleibenden Markierungsmuster von
ca. 95 %, dem Fehlen von CFUs nach 2 Minuten (Abb. 3.3, rechts) und dem
verdnderten Seitwirtsstreulicht (SSC) (Abb. 3.4, rechts), was Partikeleigen-
schaften mit deutlich anderer Granularitit als bei den unbehandelten Zellen
bedeutet.
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Abbildung 3.3: Markierungsmuster mit PI (links) und Agarkultur (rechts) von S. cerevisiae nach
Hitzebehandlung. Nach 2 Minuten verschwindet die Fraktion der unmarkierten Zellen im
FL3-FC Diagramm fast vollstindig. Die zweite Peakfliche steigt auf fast 100 %. In Korrelation
dazu kénnen auf dem Agarndhrboden nach 2 Minuten keine lebenden Zellen mehr in der Probe

nachgewiesen werden.

Bei E. coli verdndert die Zugabe von PI die Zelleigenschaften von unbe-
handelten Zellen im SSC, nicht aber im EV. Mit fortschreitender Hitzebe-

handlungszeit weichen die EV Mittelwerte von denen der unversetzten Probe
ab, folgen aber einem &hnlichen Verlauf. Der Mittelwert von Peakflich 2 weist
noch einmal einen héheren EV Wert auf, was eine Unterscheidung der Proben
im EV ermdglicht. Der Mittelwert FL3-FC der Proben verdndert sich {iber
den Behandlungszeitraum deutlich. Teilweise ist diese Verdnderung durch
die Anderung des EV bedingt. Jedoch gleichen die Werte des EV zum Ende
der Behandlungszeit denen des Anfangs, demnach hat das EV dort kaum
Einfluss, wobei trotzdem ein héherer FL3-FC Mittelwert auftritt. Demnach
deutet die Verschiebung auch auf eine wachsende Zellschidigung iiber den
Behandlungszeitraum hinweg hin (Abb. 3.4).

Die Granularitit verdndert sich durch PI Zugabe ebenfalls. Die Kurven-
verldufe des SSC der PI versetzten und unversetzten Proben folgen einem
dhnlichen, in den Werten verschobenen, Verlauf. Die Granularitit der Zellen

verdndert sich also durch PI Zugabe.

Bei S. cerevisiae steigert sich der Mittelwert des FL3-FC Peaks nur bis zu
2 Minuten und bleibt dann anndhernd gleich, womit bereits nach 2 Minuten
eine maximale Zuginglichkeit der DNA und RNA fiir PI erreicht wird, was
mit der CFU Bestimmung korreliert. Der Mittelwert des EV folgen dem glei-
chen Verlauf. Jedoch dndert sich dabei das EV von Peak 1 einer einzelnen
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Abbildung 3.4: Mittelwert EV, FL3-FC (links) und SSC (rechts) von E. coli nach Hitzebehandlung.

Die Zugabe von PI veridndert die Eigenschaften der Zellen.

Probe durch die Zugabe von PI nicht, d.h. PI verdndert die Granularitét
der Hefezellen nicht und kann eingesetzt werden. Das SSC der Hefezellen ist
ebenfalls mit und ohne PI Zugabe identisch. Nach 1,5 Minuten sind in der
ersten Peakfliche kaum noch Partikel enthalten, wobei es sich wie bei E. coli
basierend auf der unsteten Granularitdt nicht um Zellen handelt (Abb. 3.5).
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Abbildung 3.5: Mittelwert EV, FL3-FC (links) und SSC (rechts) von S. cerevisiae nach
Hitzebehandlung. Versetzen der Probe mit PI dndert die Eigenschaften der Zellen nicht.

Da Zellen durch fortschreitende thermische Behandlung zunehmend ge-
schidigt werden, kann mit diesem Versuch nachgewiesen werden, dass das
Durchflusszytometer fiir die Identifikation von lebenden und beschidigten
Zellen mit Hilfe von PI angewendet werden kann. Mit den Ergebnissen kon-
nen den beiden auftretenden Peaks Zellfraktionen zugewiesen werden. Dem
ersten Peak wird dabei die Fraktion lebender Zellen und dem zweiten die
Fraktion der beschéidigten und toten Zellen zugeordnet.
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Abbildung 3.6: Relative OD von E. coli (links) und S. cerevisiae (rechts) nach Hitzebehandlung. E. coli

erreicht nach 2 min seinen niedrigsten Wert, S. cerevisiae bereits nach 1 min Behandlungszeit.

Die OD der hitzebehandelten Zellen wurde zusétzlich ins Verhiltnis zu der
der Hauptkultur gesetzt. Ziel war es eine Verdnderung der OD mit der CFU
korrelieren zu kénnen. Die OD beider Organismen sinkt durch Hitzebehan-
dlung ab. E. coli erreicht mit der vollstindigen Inaktivierung nach 2 Minuten
Inkubation den niedrigsten relativen OD Wert von ca. 85 % (Abb. 3.6, links).
Bei S. cerevisiae fallt der Wert nur auf 95 % ab und erreicht diesen bereits
nach 1 Minute Inkubation, wobei CFU nachweisbar sind (Abb. 3.6, rechts).
Somit kann zwar eine Anderung der OD durch die Behandlung festgestellt
werden, jedoch keine Korrelation zwischen den vorhandenen inaktivierten
Zellen, die mit PI angefarbt werden konnen, und der CFU. Auch der VBNC
Zustand [60, 87, 22, 95], die ebenfalls durch ausplattieren nicht nachgewiesen
werden kénnen, jedoch mittels OD-Messung beriicksichtigt werden, kénnen
auftreten. Ein weiterer Versuch mit Zellbehandlung durch mehrere Behand-
lungszyklen mit fllissigem Stickstoff zur Simulation des Kalteschocks zeigen
ebenfalls keine Korrelation.

3.1.2 Wirkung von kalten Abstoppldsungen auf E. coli

Wie in der Einleitung beschrieben (Kap. 1.1.2) werden intrazellulire Meta-
bolite rasch umgesetzt. Nur ein gleichfalls rasches Abstoppen ermoglicht ein
Abbild des intra- und extrazelluliren Metabolitprofils zu bestimmten Zeit-
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3.1 Auswirkung von kalten Abstopplosungen

punkten. Die hauptsichlich eingesetzte Methode, um diese schnell umgesetz-
ten Metabolite zu bestimmen, ist die Zellabstoppung mit kalter Abstopplo-
sung. Diese Abstoppmethode wird in den meisten Probenentnahmegeriten
fiir die Metabolitanalyse eingesetzt, da damit der Metabolitumsatz gestoppt
und die Zellen vom Medium getrennt werden kénnen [52, 71, 124]. Auch in
dieser Arbeit werden verschiedene kalte Abstopplésungen eingesetzt.

Die am héiufigsten eingesetzte Abstopplosung ist Methanol, zumeist mit
verschiedenen Additiven versetzt. Die zum Verlust an intrazellularen Meta-
boliten durchgefithrten Untersuchungen mit diesen Ldsungen zeigen deut-
liche Verluste an intrazelluldren Metaboliten [13, 19, 132]. Der Grund fiir
diesen Verlust wihrend des Zellabstoppprozesses wird im Verlust der Zellin-
tegritdt gesehen, der durch den sog. Kilteschockeffekt verursacht wird. Die
Untermauerung dieser Annahme basiert auf dem Nachweis der Metabolite
im Uberstand der Abstoppldsung [13, 76] und der Analyse der Zellintegri-
tét iiber Farbung der Zellen in Mikrotiterplattenanalysen [52]. In der vor-
liegenden Arbeit wird zur Untersuchung der Wirkung der Abstopplosungen
die Zusammensetzung und die Starttemperatur variiert, um eine Losung zu
identifizieren, die den Verlust an Metaboliten aus den Zellen minimiert oder

unterbindet.

Als Modellmetabolit wird ATP im Zellextrakt und im Abstopplosungs-
iiberstand mittels Luciferaseassay (Kap. 2.3.3) bestimmt. ATP dient auch in
anderen Untersuchungen als Modellmetabolit [51, 76], da dieser nur in sehr
geringen Konzentrationen im umgebenden Medium vorhanden sein sollte und
einen guten Indikator fiir eventuell wihrend des Abstoppvorgangs auftreten-
de Zelldefekte darstellt. Zusétzlich wird die Zellintegritéit untersucht, indem
zum einen die OD des resuspendierten Pellets und die der unbehandelten
Schiittelkolbenkultur verglichen wird [27, 128]. Diese Methode dient als In-
dikator fiir den Verlust an intakten Zellen, da eine Zellzahlverringerung zu
einer Reduzierung der OD fiihrt. Zum anderen wird die Aufnahmefihigkeit

von PI (Kap. 1), detektierbar mittels Durchflusszytometer, untersucht.

Zunichst wird getestet, ob einzelne Versuche in dieser Arbeit untereinan-

der vergleichbar sind. Dazu wird eine Schiittelkolbenkultivierung vorgenom-
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Abbildung 3.7: Verlauf des ATP-Gehaltes in der Abstopplésung iiber die Wachstumskurve von E.
coli. Das Verhalten von E. coli im Verlauf des Wachstums auf die eingesetzte Abstopplésung
von 60 % MeOH/70 mM HEPES zeigt bis zum Einsetzen der stationiren Phase keine
statistische Signifikanz. Erst bei der Probe im Bereich der stationdren Phase (t >11h) énderte
sich die gemessene Intensitit des ATP-Luciferaseassays bezogen auf die eingesetzte BTM
deutlich. Demnach kénnen Versuche aus der exponentiellen Phase bei E. coli miteinander

verglichen werden.

men. Wihrend des gesamten Wachstumsverlaufs werden Proben mittels 60 %
MeOH/70 mM HEPES [51] abgestoppt und ATP iiber eine Intensitétsbestim-
mung in der Quenchinglésung bestimmt (Abb. 3.7), wobei bei diesem Experi-
ment kein ATP Standard mitgemessen wird und somit keine Umrechnung in
eine ATP-Konzentration erfolgt. Der Wert im frithen exponentiellen Wachs-
tumsbereich (t — 2 h) liegt etwas unter denen in der exponentiellen Phase, was
auf die geringe eingesetzte Biotrockenmasse zuriickgefiihrt werden kann und
damit auf einen grofieren Messfehler durch die starke Verdiinnung mit der
Abstopplosung. Im Bereich der exponentiellen Phase und der einsetzenden
stationdren Phase zeigt sich keine Signifikanz in den Werten (4h <t <8h).
Nach erreichter stationdrer Phase kann eine erhebliche Steigerung des ATP-
Gehaltes festgestellt werden (t >11h). Evt. sind die Zellen in dieser Phase
auf Grund der Substratlimitierung bereits gestresst, bzw. haben ihren Me-
tabolismus und damit die Zellmembranstruktur verdndert. Damit kommt es
zu einem hoheren Anteil an beschidigten und lysierten Zellen durch den Ab-
stoppprozess. Aus den Ergebnissen geht hervor, dass Versuche im exponen-

tiellen Wachstumsbereich gut vergleichbar sind, Proben aus der stationdren
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3.1 Auswirkung von kalten Abstopplosungen

Phase hingegen einen zu hohen Verlust aufweisen und nicht in die Analyse

einbezogen werden kénnen.

3.1.2.1 Wirkung von Abstopplésungen mit verschiedenen
Methanolkonzentrationen auf E. coli

Die Wirkung von Methanol wird mit Schiittelkolbenkultivierungen unter-
sucht. Dazu wird die Methanolkonzentration variiert. Die Starttemperatur
fiir alle Losungen betrigt -20°C, um die Losungen kalt aber fliissig zu hal-
ten. Ein Kryostat verhindert einen zusitzlichen Einfluss durch Temperatur-
schwankungen auf die Probenentnahme. Die Analyse des ATP-Gehaltes in
den Proben, bezogen auf die eingesetzte Biotrockenmasse, ergibt bei einer
Abstopplosung von 40 % MeOH einen deutlich héheren Wert im Uberstand
als bei hoheren Methanolkonzentrationen. 80 und 100 % MeOH zeigen hier
dhnliche Auswirkungen auf die Zellen. Demnach wirkt sich eine hohe MeOH-
Konzentration positiv auf die Zellintegritéit aus. Die Analyse des Zellextraktes
ergibt in Korrelation mit den Ergebnissen der Abstopplosung geringe ATP-
Konzentrationen bei niedriger MeOH-Konzentration abgestoppten Zellen und
steigende Werte fiir steigende MeOH-Konzentrationen (Abb. 3.8). Jedoch
kann der Gesamt-ATP-Gehalt in der Quenchinglésung und dem Zellextrakt
bei hoheren MeOH Konzentrationen nicht die von 40 % MeOH erreichen. Die
Ursache dafiir ist unklar. Zellproben werden in allen Fallen bis auf den Me-
thanolgehalt der Quenchinglésung gleich behandelt und MeOH stérte den
Luciferaseassay nicht.

Ausgehend von der bestimmten ATP/BTM-Konzentration ist zu vermu-
ten, dass bei der Verwendung von 100 % MeOH weniger Zellen beschidigt
werden als bei 40 % MeOH. Diese Hypothese kann jedoch weder mit dem
Vergleich der Resuspensions-OD noch mittels Durchflusszytometrie bestétigt
werden. Der Vergleich der OD der Hauptkultur und der der resuspendier-
ten Pellets zeigt, dass keine der MeOH-Konzentrationen eine vollstdndige
Wiederherstellung der Ausgangs-OD zuldsst. Die OD des in 1xPBS Puffer
resuspendierten Pellets bei 80 % MeOH-Konzentration erreichte anndhernd
82,5 % der Ausgangs-OD, 60 % MeOH ca. 81,4 %, 40 % MeOH rund 79 % und
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Abbildung 3.8: Vergleich der gemessenen ATP/BTM-Konzentration mit verschiedenen
Methanolkozentrationen abgestoppter E.coli Zellen bei einer Starttemperatur von
-20 °C. Die ATP/BTM-Konzentrationen in der Abstopplésung liegen bei h&heren
Methanolkonzentrationen deutlich unter denen bei 40 und 60 % MeOH. Hohe Konzentrationen

kénnen im Uberstand von 80 und 100 % MeOH nachgewiesen werden.

100 % MeOH rund 70% (Abb. 3.9, rechts). Dies impliziert, dass 15 bis 25 %
der E. coli Zellen in der Probe einen Volumenverlust erleiden und/oder ly-
sieren, was einen direkten Metabolitverlust in die umgebende Abstopplosung
bedeutet.

Die Ergebnisse deuten auf wihrend des Prozesses lysierte, geschrumpfte
oder verklumpte Zellen hin, wobei beachtet werden muss, dass bei allen Ver-
suchen ein Teil der Zellen auch durch das Abnehmen des Abstopplosungs-
iberstandes entfernt wird. Die Verwendung von PBS Puffer hat auferdem
zwar keinen Einfluss auf unbehandelte Zellen, kann aber das weitere sehr
langsame Absinken der OD abgestoppter Zellen nicht verhindern.

Die resuspendierten Zellen werden nun auf eine OD von 0,1 verdiinnt und
im Durchflusszytometer analysiert. Der Vergleich der Absolutwerte der Peak-
fldchen fiir markierte und unmarkierte Zellen ergibt sowohl bei 80 als auch 100
% MeOH eine fast vollstdndig mit PI markierte Probe, wonach fast alle Zel-
len Beschidigungen aufweisen. Bei 40 und 60 % MeOH sind lediglich 58 bzw.
51 % der Probe markiert (Abb. 3.9, links). Diese Ergebnisse spiegeln nicht die
Analysen von Hiller [52] wieder, wobei zu beachten ist, dass die Proben iiber
ein anderes Probenentnahmegerit gezogen werden. In den Untersuchungen
kommt SYTO 9 und PI zum Einsatz, um den Anteil an beschéddigten Zellen
bei der Verwendung von 60 % MeOH zu identifizieren. Die Analyse erfolgt
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3.1 Auswirkung von kalten Abstopplosungen

nicht iiber Einzelzellanalyse wie im Durchflusszytometer, sondern {iber eine
Kalibrierung und Messung in Mikrotiterplatten. Dabei werden ca. 99,1 % der
Zellen als lebend mit intakten Zellwinden identifiziert.
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Abbildung 3.9: Durchflusszytometer- (links) und relative OD-Werte (rechts) mit verschiedenen
Methanolkonzentrationen abgestoppter E. coli Zellen bei esiner Starttemperatur von
-20°C. 80 und 100 % MeOH verursachten eine fast vollstindig markierte Zellpopulation. Die
OD der resuspendierten Zellen erreicht nicht den Wert der unbehandelten Kultur. Die relative
OD bei ciner Abstopplésung von 100 % MeOH bleibt dabei noch unter der der anderen
Lé&sungen.

Zusétzlich werden die resuspendierten Zellen auf Agar ausplattiert. Es zeigt
sich, dass in 80 und 100 % MeOH kaum lebensfihige Zellen vorliegen. In 40
und 60 % MeOH kann jedoch ein geschlossener Rasen beobachtet werden,
d.h. viele der Zellen sind revitalisierbar (Abb. 3.10, links). Die OD der resus-
pendierten Pellets liegt bei diesen Abstopplosungen bei jeweils ca. 80 % der
Ausgangs-OD.

Mit der hier angewendeten Probenentnahme ldsst sich aus den vorliegen-
den Ergebnissen schlussfolgern, dass die Zellen unabhingig von der einge-
setzten MeOH-Konzentration zu einem gewissen Grad durch das organische
Losungsmittel beschidigt werden, was bis zur vollstdndigen Lyse der Zellen
fithrt. Die Ergebnisse aus ATP-Bestimmung, Durchflusszytometrie und OD-
Analyse zeigen trotz des hohen Beschiadigungsgrades der Zellpopulation von
fast 100 % bei hohen MeOH Konzentrationen eine positive Wirkung auf den
Verlustgrad an intrazelluliren Metaboliten. Trotz geringerer Beschidigung
durch 40 % MeOH wird damit deutlich mehr ATP in der Abstopplosung nach-
gewiesen, also ein hoherer Verlust an intrazelluldren Metaboliten. Demnach
muss es neben dem Einfluss auf die Zellintegritiat weitere Einfliisse geben, die
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3 Ergebnisse und Diskussion

fiir den Verlust von intrazellulirem ATP herangezogen werden miissen. Da
die Proben bei 40 und 60 % MeOH noch einen hohen lebensfihigen Anteil
besitzen, befindet sie sich dieser Teil wiahrend des Abstoppprozesses in einem

anderen Zustand als die gesamte Probe bei hoheren MeOH-Konzentrationen.

Abbildung 3.10: Ausplattierte Zellen aus dem Quenchingversuch mit unterschiedlichen MeOH
Konzentrationen. Kaum lebensfihige Zellen konnten in 60 und 100 % MeOH nachgewiesen
werden. In 40 und 60 % hingegen konnte, wie bei den Zellen der Kultivierung, ein dichter
Zellrasen beobachtet werden. (a - 40 % MeOH, b - 60 % MeOH, c - 80 % MeOH, d - 100 %
MeOH, e - 60 % MeOH/Glycerin/NaCl, f - 60 % MeOH /Trehalose, g - 60 % MeOH/Mannitol, h
- 0,0025 % Glutaraldehyd, i - 0,05 % Glutaraldehyd, 0,5 % Glutaraldehyd)

3.1.2.2 Wirkung von 100 % MeOH als Abstopplosung fiir E. coli bei
verschiedenen Starttemperaturen

Canelas etal. [19] weist bereits 2008 auf den Einfluss der Temperatur beim
Verlust, der Metabolite aus den Zellen hin. Eine Starttemperatur der Ab-
stopplosung von unter -40 °C und einer maximalen Mischungstemperatur von
-20°C ist dabei die ideale Bedingung fiir das Abstoppen von Hefen. Daher
wird in dieser Arbeit reines Methanol bei verschiedenen Starttemperaturen
mit E. coli getestet, da die Viskositdt dieser Losung bei tiefen Temperaturen
gering bleibt.

Die ATP/BTM-Konzentration in der Abstopplosung liegt bei hohen Start-
temperaturen bis um das zehnfache hoher als bei niedrigen Temperaturen
(-50 und -76 °C) (Abb. 3.11). Entsprechend kann im Zellextrakt bei niedrigen
Starttemperaturen eine héhere ATP/BTM-Konzentration bestimmt werden.
Diese Daten korrelieren mit den Daten der Resuspensions-OD. Mit sinken-
der Starttemperatur ndhert sich die Resuspensions-OD immer mehr dem der
Kultivierung an und erreicht bei einer Starttemperatur von -76 °C und einer
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3.1 Auswirkung von kalten Abstopplosungen

Mischungstemperatur von unter -20°C rund 86,9 % der Ausgangs-OD. Ei-
ne tiefere Temperatur war durch technische Gegebenheiten nicht einsetzbar.
Bei hoheren Temperaturen hingegen sinkt die OD der Resuspension und er-
reichte bei einer Starttemperatur von 0°C und einer daraus resultierenden
Mischungstemperatur von iiber 20 °C nur ca. 58,6 % der Ausgangs-OD.
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Abbildung 3.11: Vergleich der ATP/BTM-Konzentrationen mit 100 % MeOH abgestoppter E. coli
Zellen bei verschiedenen Starttemperaturen. Geringe ATP/BTM-Konzentrationen werden
in der Abstoppldsung bei allen Temperaturen detektiert, wobei die Konzentration mit
sinkender Temperatur noch zuriickgeht. Aquivalent dazu ist im Zellpellet bei tiefen
Temperaturen eine hdhere ATP/BTM-Konzentration, als in Zellen die bei einer hheren

Temperatur abgestoppt werden, nachweisbar.

Im Extrakt wird bei niedrigen Temperaturen, wie aus den Werten zur Ab-
stopplosung zu erwarten, mehr ATP/BTM detektiert als bei héheren. Die
Untersuchung der Zellmembranintegritit ergibt bei allen eingestellten Tem-
peraturen eine fast vollstindige Markierung mit PI, was auf beschidigte Zell-
wande unabhingig von der Starttemperatur der Abstopplésung hindeutet.
Dies bestéatigt den negativen Einfluss von Methanol, der auch durch Tempe-
raturvariation nicht neutralisiert werden kann.

Der Temperaturunterschied, d. h. der Temperaturshift, zwischen der Start-
temperatur und der Mischungstemperatur nach Zugabe der Hauptkultur-
probe steigt mit sinkender Starttemperatur: 0°C/20,04+0,4°C,-10°C/23,3 +
0,1°C,-20°C/27,2+0,2°C,-30°C/31,1+£0,1°C, -40°C/34,3+0,1°C, -50°C/
39,0 £0,5°C und bei der tiefsten Temperatur von -76°C /50,7 + 0,6 "C. Mit
dem angewendeten Verfahren und dem Mischungsverhéltnis von 1:5 kann erst

bei -76 °C eine Mischungstemperatur unter -20 °C erreicht werden, wie sie als
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3 Ergebnisse und Diskussion

ausreichend zum Abstoppen des Zellmetabolismus angesehen wird [51]. Die
hohe Mischungstemperatur bei niedrigen Starttemperaturen kann fiir einen
Teil der ATP/BTM-Menge in der Abstopplosung und der niedrigen Kon-
zentration im Zellextrakt urséchlich sein, da ein grofer Teil der Probe bei
Temperaturen iiber 0°C in das Methanol gebracht wird, wodurch der Zell-
stoffwechsel nicht abrupt durch den Temperaturshift abgestoppt wird und

sich auch die Zellen in unterschiedlichen Zusténden befinden.
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Abbildung 3.12: Durchflusszytometer- (links) und relative OD-Werte (rechts) mit 100 % MeOH
abgestoppter E.coli Zellen bei verschiedenen Starttemperaturen. Alle Zellpopulationen
zeigen die gleiche Reaktion auf die Abstopplésung und sind fast 100 % der Zellen mit PI
angefirbt. Der Vergleich der relativen OD der in 1x PBS resuspendierten Pellets zeigt mit

sinkender Starttemperatur eine Ndherung an die OD der Hauptkultur an.

Trotzdem der Anteil an lysierten Zellen bei einer Starttemperatur von 0 °C
mit einer relativen OD von ca. 58,6 % sehr tief liegt und die Zellen der Pro-
be fast vollstandig mit PI markiert werden (Abb. 3.12), ist die bestimm-
te ATP/BTM-Konzentration in der Quenchinglésung um 70 % niedriger als
die bei 40 % MeOH und einer Starttemperatur von -20 °C. Der Grund dafiir
ist unbekannt und kann in den vorliegenden Untersuchungen nicht ermit-
telt werden. Evt. tritt bei diesen rascheren Termperaturverdnderungen auch
verstirkt der VBNC Zustand auf, was dazu fithrt, das ein geringerer Teil
der Zellen lysiert vorliegt und somit die OD hoher ist. Die Hypothese, dass
Zellleakage in dem Verlust der Zellintegritit und Lyse begriindet liegt, 14dsst
sich mit den vorliegenden Daten teilweise bestétigen, wobei weitere Ursachen
vorliegen miissen. So ist trotz deutlich geringerer OD und gleichem Farbungs-

muster mit PI z.B. zwischen -50 und -76 °C kein Unterschied zwischen der
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3.1 Auswirkung von kalten Abstopplosungen

ATP/BTM-Konzentration in der Abstopplésung oder dem Zellextrakt zu se-
hen. Eindeutig ist neben der Wirkung des organischen Losungsmittels (Kap.
3.1.2.1), der als Grundbaustein der Abstopplosung dient, ein Kélteschockef-
fekt feststellbar. Neben diesen Griinden miissen allerdings noch andere Fak-

toren fiir den Verlust der Metabolite aus den Zellen ursichlich sein.

3.1.2.3 Wirkung von Additiven in Abstopplésungen auf E. coli

In vielen Untersuchungen wird der Zusatz von Additiven getestet, um die
Wirkung von Methanol auf die Zellen abzuschwiichen und den Verlust an in-
trazelluldren Metaboliten zu minimieren oder génzlich zu verhindern [13, 19,
51, 76]. Einige dieser Zusammensetzungen werden auch im Zuge dieser Arbeit
untersucht, um die Effekte auf die Zellintegritit mittels ATP-Bestimmung
und Durchflusszytometrie zu untersuchen und die Daten mit denen anderer
Arbeiten in Relation setzen zu kénnen. E. coli wurde fiir diese Untersuchun-
gen verwendet, da es als Gram-negatives Bakterium das sensitivere der beiden
Organismen sein sollte [118] und keine der anderen in dieser Arbeit eingesetz-
ten Losungen und Starttemperaturen bisher in den Tests die Zellintegritit
erhilt und der Organismus somit noch nicht fiir Metabolituntersuchungen
eingesetzt werden kann. 60 % MeOH wird dabei versetzt mit 70 mM HEPES
[52], 40 % Glycerin [76], mit 92,4mM NaCl (Salzkonzentration der Losung
von Villas-Boas und Bruheim [132]), 5% (m/v) Trehalose, 0,5 % (m/v) Man-
nitol, sowie 0,0025, 0,05 und 0,5 % (v/v) GA, welches bei Tsuchido etal. [128]
bereits als Zellmembranstabilisator bei Temperaturabsenkungen Anwendung
findet. Zusitzlich wird auch die glycerinbasierte Losung von Villas-Boas und
Bruheim [132] untersucht, da sie als besonders schonende Methode des Ab-
stoppens des Zellmetabolismus gilt. Die Versuche werden fiir die Additive
HEPES und Glycerin bei -50 °C, fiir Trehalose, Mannitol und Glutaraldehyd
bei -40°C und im Fall der Glycerinlosung auf Grund der hohen Viskositit
bei -20 °C gestartet.

Die Bestimmung der ATP/BTM-Konzentration in der Abstopplésung und
der Extraktionslosung liefert fiir die Losungen basierend auf 60 % MeOH un-
abhéngig von dem eingesetzten Additiv hohe Werte (Abb. 3.13). Die Ergeb-
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3 Ergebnisse und Diskussion

nisse fiir die Additivlésungen mit Trehalose, Mannitol, 0,0025 % (v/v) Glut-
araldehyd und HEPES liegen im Bereich der mit 40 % MeOH abgestoppten
Proben (Abb. 3.8, 3.13) und hoher als die von ungepuffertem 60 % MeOH.
Hingegen entspricht die Konzentration im Extrakt in allen Fillen der von
60 % MeOH.

Die Kombination von Methanol und Glycerin senkt den ATP-Gehalt in der
Abstopplosung deutlich und liefert im Zellextrakt eine Konzentration, die der
von 100 % MeOH entspricht. Glycerin in Verbindung mit Methanol erlaubt
die Nutzung bei niedrigen Temperaturen, wie bei Link et al. [76] beschrieben.
Jedoch zeigen sich bei anderen Untersuchungen bei der Verwendung von Gly-
cerin zusitzlich zur Viskositdt einige Schwierigkeiten bei der nachfolgenden
Analytik. Spura etal. [118] untersucht die Glycerin-Salzlosung von Villas-
Boas und Bruheim [132]. Dabei sind sie nicht in der Lage das Glycerin von
den Zellen zu trennen. Auch ein Waschschritt kann nicht alles entfernen. Da-
mit zeigen die ermittelten Chromatogramme bei allen Untersuchungen einen
deutlichen Glycerinpeak, der den anderer Metabolite vollstindig iiberlagert.
Den Ergebnissen entsprechend sollte daher komplett von einer Verwendung

von Glycerin abgesehen werden.

Eine Ausnahme zu den stets hohen ATP/BTM-Konzentration in der Ab-
stopplosung, bildet die Abstopplosung mit dem Additiv Glutaraldehyd in
den Konzentrationen 0,05 % und 0,5 % sowie das Zellextrakt der Losung mit
0,5% GA. Untersuchungen der Abstopplosungen, versetzt mit einer definier-
ten Menge an ATP, liefern gleiche Ergebnisse. Dies beruht auf der fixierenden
Wirkung von Glutaraldehyd. Es vernetzt Lysinreste, welche im Fall von Luci-
ferase entscheidend fiir die Enzymaktivitit sind [67, 120]. Dies hat demnach
zur Folge, dass Luciferase nicht mehr in der Lage ist ATP umzusetzen, wo-
durch das freigesetzte ATP in der Abstoppldsung nicht nachgewiesen werden
kann. Die geringere ATP Konzentration im Zellextrakt der Quenchinglésung
mit 0,5 % Glutaraldehyd wird durch an den Zellen haftendes Glutaraldehyd
verursacht, da die Zellen nach dem Abstoppen nicht gewaschen werden, son-

dern direkt extrahiert werden.
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Abbildung 3.13: ATP/BTM-Konzentration des Abstoppprozesses von E.coli mit Abstopplésungen
mit verschiedenen Additiven und Kultivierungsbedingungen. Keins der Additive kann
den Verlust von Metaboliten wihrend des Abstoppprozesses verhingern. Hihere
Konzentrationen an Glutaraldehyd senken den ATP Gehalt in der Abstopplésung und der
Extraktion, was auf der inhibierenden Wirkung von Glutaraldehyd auf den Luciferaseassay
beruht. Die Zellen die mit der Abstopplésung basierend auf Glycerin behandelt werden
kénnen mit den vorhandenen Geréten nicht abgetrennt werden, kénnen daher auch nicht
extrahiert werden. Die Zugabe von Ectoin und Hydroxyectoin und das Abstoppen mit 100 %
MeOH zeigt eine gleiche Auswirkung wie auf Zellen, die ohne die kompatiblen Solute
angezogen werden. Das Extrakt von vollstindig unbehandelten Zellen aus der exponentiellen

Kultivierungsphase zeigt eine geringere ATP/BTM-Konzentration als alle anderen Extrakte.

Bei der Untersuchung der relativen OD erreicht die Glycerin-Saline Losung
von Villas-Boas und Bruheim [132] trotz der positiven Eigenschaften des Gly-
cerins auf die Zellintegritit nur knapp 85 % der Ausgangs-OD, was allerdings
iiber allen methanolbasierten Losungen liegt. Die Zellen kénnen aus dieser
Losung aufserdem auf Grund der hohen Viskositdt mit den vorhandenen Ge-
raten nicht abgetrennt werden und werden nach der Bestimmung der OD
in der Abstopplosung mit 1x PBS Puffer verdiinnt. Bei der Verwendung des
Methanol-Glycerin Gemisches kann eine drastische Erhéhung des markierten
Anteils festgestellt werden. Eine Beobachtung in diesem Zusammenhang ist
die geringe Durchmischung der Probe mit der Abstopplésung auf Grund der
hohen Viskositét, verursacht durch die niedrige Temperatur. Im Gegensatz
zu allen anderen Losungen, die kein Glycerin enthalten, liegt hier die Probe
als deutliche Schliere vor, wobei einige Bereiche der Losung {iberhaupt nicht
durchmischt werden. Dies tritt wahrscheinlich in den Untersuchungen von
Link etal. (2008) [76] nicht auf, da der Sampler von Hiller [52] verwendet
wird, in dem die Probe automatisch gleichméfig in der Abstopplosung ver-
teilt wird. Trotzdem senkt die Kombination von Methanol und Glycerin den
ATP-Gehalt in der Abstopplosung und liefert trotz des hohen Anteils an PI
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3 Ergebnisse und Diskussion

markierten Zellen, der eher dem von 80 oder 100 % MeOH entspricht, eine
ATP/BTM-Konzentration im Zellextrakt, die der von 100 % MeOH gleicht.
Hier zeigt sich wiederum die fehlende Korrelation zwischen dem Verlust der
Zellintegritdt und den ermittelten ATP/BTM-Konzentrationen in der Ab-
stopplosung und im Extrakt.

Die Additive 70 mM HEPES, 5% (m/v) Trehalose, 0,5 % (m/v) Mannitol,
sowie Glutaraldehyd in verschiedenen Konzentrationen (0,0025 %, 0,05 % und
0,5 % (v/v)) zeigen unterschiedliche Auswirkungen auf die Zellintegritit. HE-
PES verdndert die Auswirkung von 60 % MeOH nicht, was auch auf gerin-
ge Konzentrationen von Glutaraldehyd zutrifft, das PI-Markierungsmuster
ist gleich. Trehalose, Mannitol und 0,5 % Glutaraldehyd senken das Markie-
rungsmuster deutlich, die Trehaloselosung liegt dabei etwas iiber dem Wert
der ,schonenden,, glycerinbasierten Losung. Die Werte liegen im Mittel zwi-
schen 24 und 41 %. Jedoch kann durch die Losungen keine Verinderung im
ATP/BTM-Gehalt erzielt werden. Die relative OD der resuspendierten Pel-
lets zeigen kaum Unterschiede. Bei allen verwendeten Losungen kdnnen le-
diglich rund 80 % der OD detektiert werden. Bei 60 % MeOH/HEPES sind

es sogar nur 70 %.

[ Relative OD

Unbehandelte Zellen

100% MeOH (Hydroxyectoin-Kultivierung)

100% MeOH (Ectoin-Kultivierung)
60% Glycerin/NaCl (5,6% m/v) Probe nicht

60% MeOH/GA (0,5%)

60% MeOH/GA (0,05% V/v)

60% MeOH/GA (0,0025% v/v)

60% MeOH/Mannitol (0,5% m/v)

60% MeOH/Trehalose (5% m/v)

60% MeOH/Glycerin/NaCl (5.6% m/v)

60% MeOH (70mM HEPES)

60% MeOH

FIachenantell PI Markierung [% Relatlve OD [%]

Abbildung 3.14: Durchflusszytometer- (links) und relative OD-Werte (rechts) des Abstoppprozesses
von E. coli mit Abstoppldsungen mit verschiedenen Additiven und Kultivierungs-
bedingungen. Die Lésung 60 % Glycerin liefert den geringsten Anteil an PI gefirbten Zellen,
die OD wurde bedingt durch geringe Durchmischung nicht bestimmt. 60 % MeOH zeigt wie
die Lésung ohne HEPES keine Anderung im Markierungsmuster. Die Zugabe von Glycerin zu
MeOH fiihrt zu einem hheren Anteil an markierten Zellen. Sowohl die Kultivierung mit
Ectoin als auch Hydroxyectoin andern die Auswirkungen von 100 % MeOH auf die Zellen
nicht. Die relative OD der resuspendierten Zellen liegt zumeist bei 80 %, HEPES-Zusatz
bewirkt eine Senkung auf ca. 70 %. (Starttemperatur der Abstopplésung von oben nach unten:
/,-40°C, -40°C, -50°C, -40°C, -40 °C, -40 °C, -50 °C, -20 °C, -50°C, -20 °C, -50 °C, -50 °C)
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3.1 Auswirkung von kalten Abstopplosungen

In den untersuchten 60 % MeOH Losungen mit Additiven kénnen unter-
schiedliche Inaktivierungsgrade der Zellen mittels Durchflusszytometrie fest-
gestellt werden. 0,0025 un 0,05 % Glutaraldehyd liefert 40 % der Zellen mit
PI-Markierung, Mannitol, HEPES und ungepuffertes MeOH rund 50 bis 60 %,
0,5 % Glutaraldehyd 70 % und Trehalose sowie Glycerin/NaCl rund 80 %.
Trotz der geringen PI-Markierung mit 0,05 % Glutaraldehyd entsteht bei un-
verdiinnter Probe ein nicht so dichter Rasen wie bei den anderen Additiven
(Abb. 3.10, rechts). Mit 0,5 % Glutaraldehyd kénnen keine Koloniebildenden
Einheiten nachgewiesen werden, obwohl nur 70 % der Probe mit PT markiert
sind. Die verdndernde Wirkung von Glutaraldehyd kann auch in der Farbe
des Zellpellets wiedergefunden werden. Hier wird im Zellpellet der AL-Pellets
und der Extrakte eine leicht briunliche Farbung der Zellen deutlich. Bei dem
jeweiligen Zellpellet aus der Extraktion lief sich eine farbliche Verdnderung
bei der Verwendung von 0,05 und 0,5 % Glutaraldehyd beobachten. Im Ge-
gensatz zu einer fast weifilichen Farbe liegt hier ein hellbrauner (0,05 % GA),
bzw. fast orange-roter Farbton (0,5 % GA) vor. Das Zellpellet der unbehan-
delten Zellen hat hingegen einen leicht beigen Ton, der nur kaum von dem
etwas weillichen, mit anderen Abstopplosungen behandelten Zellen, unter-
schieden werden kann (Abb. 3.15). Diese starken Farbungen sind ein Indiz

fiir die starke Zellverinderung und damit fiir die fehlende Teilungsfdhigkeit.

Als weitere Moglichkeit, die Zellintegritit wihrend des Abstoppprozesses
zu erhalten, werden Additive im Kultivierungsmedium getestet. Dazu wird
sowohl eine Kultivierung mit 50 mM Ectoin als auch eine mit 50 mM Hydro-
xyectoin durchgefiihrt. Das Abstoppen erfolgt hier mit 100 % MeOH mit einer
Starttemperatur von -40°C (Abb. 3.13, 3.14). Zusitzlich werden beide Stoffe
bei einer normalen Kultivierungen in Minimalmedium in der Abstopplosung
selbst als Additive in 60 % MeOH eingesetzt. Fiir die Abstopplosung werden
die Konzentrationen 100 und 280 mM fiir Ectoin und 100 und 300 mM fiir
Hydroxyectoin eingesetzt. Beide Stoffe sollten nicht umgesetzt werden, son-
dern bei der Kultivierung in den Zellen akkumulieren. Ziel ist es, mit diesen

Antistressagentien die Stressantwort auf den Abstoppschritt zu minimieren.
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Unbehandelt . Resuspendiert in PBS - Extrahiert

0,0025% 0,05 % 05% 0,0025%  0,05% 0,5 %
Glutaraldehyd in der Abstopplésung

Abbildung 3.15: Verfirbung des Zellpellets durch die Abstopplésung mit dem Additiv Glutaraldehyd.
Zentrifugierte Zellen weisen einen beigen Farbton auf, extrahierte einen ins weiRlich gehenden.
Zellen, die mit Glutaraldehyd abgestoppt werden, haben eine bridunlich-rote Firbung, was auf

deutliche Zellinderungen hinweist.

Weder die Verwendung in der Abstopplosung (Daten nicht gezeigt, da
die Untersuchung zwar mit Referenz, jedoch ohne Bestimmung der ATP-
Konzentration erfolgte) noch als Wachstumsadditiv bringt eine Anderung der
Verlustauswirkungen (Abb. 3.13, Vergleich 100 % MeOH Abb. 3.11). Bei einer
héheren Konzentration an Ectoin und Hydroxyectoin in der Abstopplésung
kann eine leichte Verbesserung fiir das erstere und eine stirkere Verbesserung
um ca. ein drittel fiir das letztere festgestellt werden. Eine hohere Konzentra-
tion ist allerdings fiir Hydroxyectoin nicht moéglich, da die Loslichkeitsgrenze
in MeOH erreicht ist. Beide Stoffe sind also fiir den Einsatz zum Erhalt der
Zellintegritédt im Abstoppverfahren nicht geeignet.

Da die Zellen wéhrend der Kultivierung nicht unter Stress stehen, wird
Ectoin oder Hydroxyectoin nur in geringen Mengen aufgenommen, so wie dies
bei halophilen Zellen ebenfalls erst im Stressfall passiert. Da das Abstoppen
mit kalter Losung innerhalb von einem Sekundenbruchteil erfolgt, haben die
Zellen keine Moglichkeit, die Protektanzien aufzunehmen.

Keine der ausgewédhlten Kombinationen ist in der Lage die Verluste an
intrazelluldren Metaboliten in E. coli zu verhindern. Trotzdem muss eine Ab-
stopplosung eingesetzt werden. Die allgemeine Notwendigkeit und Effektivi-
tit des Abstoppens wird durch die Untersuchung von unbehandelten Zellen
gezeigt. Dafiir wird Probe aus der Kultur direkt mit der Extraktionsmethode
aufgeschlossen, ohne zuvor mit Abstopplésung in Kontakt gekommen zu sein.
Die Ergebnisse liefern eine deutlich geringere ATP/BTM-Konzentration als
in allen Versuchen mit Abstopplosung (Abb. 3.13). Demnach wird durch den
nicht abgestoppten Zellstoffwechsel das ATP in den Zellen umgesetzt und

auch alle anderen in vivo Konzentrationen von Metaboliten mit hohem Tur-
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3.1 Auswirkung von kalten Abstopplosungen

nover sind somit ohne das Abstoppen nicht bestimmbar. Dieses Phdnomen
kann auch auf die Abstoppversuche zutreffen, die bei geringer Starttempera-
tur durchgefiihrt werden (Kap. 3.1.2.2, Abb. 3.11). Auch hier kann es sein,
dass der Metabolismus von FE. coli durch zu hohe Umgebungstemperaturen
nicht abgestoppt wird und dadurch ATP in den Zellen umgesetzt wird und es
auferdem zu erhohter Spannung in den Zellwinden und damit zur erhéhten
Lyse kommt (Abb. 3.12, rechts).

3.1.3 Wirkung von kalten AbstopplGsungen auf
S. cerevisiae

Die Untersuchung der Reaktion von S. cerevisiae auf kalte Abstopplosungen
erfolgt mit 100 % Methanol bei verschiedenen Starttemperaturen und mit
unterschiedlichen Methanolkonzentrationen bei -20°C.

3.1.3.1 Auswirkung von kalter Abstopplésung mit unterschiedlichen
MeOH-Konzentrationen auf S. cerevisiae

Ein hoher Methanolgehalt liefert wie bei E. coli (Abb. 3.8) einen erhchten
ATP/BTM-Gehalt trotz eines hohen Anteils an beschédigten Zellen (Abb.
3.16, 3.17, rechts). Die Ergebnisse der Abstopplosungsuntersuchung liegen
alle in der gleichen Grofenordnung. Bei der Analyse des Zellextraktes treten
grofere Schwankungen auf. Ein Versuch wird mit einer Kultur und den Ab-
stopplosungen 40, 60 und 80 % MeOH durchgefiihrt. 100 % MeOH wird, wie
die Temperaturversuche aus technischen Griinden, dreifach mit einer separa-
ten Schiittelkolbenkultur durchgefiihrt. Die bestimmte ATP/BTM-Konzen-
tration liegt um das 10 (40 % MeOH) bis 1000 (100 % MeOH) fache héher
als das in der AL. Die Wiederholung der Versuche bringt unterschiedliche
Ergebnisse zum absoluten ATP/BTM-Gehalt des Zellextraktes. Jedoch zeigt
die Tendenz fiir 40 bis 80 % MeOH, dass mit steigender Methanolkonzen-
tration eine hohere in vivo ATP-Menge in den Zellen nachgewiesen werden
kann. Durch den variierenden ATP-Gehalt der Versuche kann dieser Versuch
beziiglich des absoluten in vivo ATP/BTM-Gehaltes der Zellen nicht direkt
mit denen bei 40 bis 80 % verglichen werden.
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Der Temperaturunterschied der gemischten Losungen liegt bei 14,3 +£0,5°C
fiir 40 % MeOH, 16,5+ 0,7°C fiir 60 % MeOH, 19,9 °C fiir 80 % MeOH und
25.5+0,5°C fiir 100 % MeOH was deutlich iiber den vorgeschlagenen maxi-
malen Temperaturen fiir das Abstoppen einer Zellpopulation liegt [19, 52].

Die beobachteten Schwankungen lassen den Schluss auf eine Anderung der
internen Metabolitpools wihrend der exponentiellen Phase zu. So beobachtet
Hans et al. [47] signifikante und komplexe Dynamiken der intrazelluléren
Aminosdurepools wihrend der Batchkultivierung von S. cerevisiae. Es liegt
daher nahe, das auch die Metabolite des zentralen Kohlenstoffwechsels und

die Energietrigermolekiile wie ATP diesen Schwankungen unterliegen.
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Abbildung 3.16: ATP/BTM-Konzentration des Abstoppprozesses von S. cerevisiae mit
unterschiedlichen Methanolkonzentrationen. Geringe Methanolkonzentrationen
verursachen, eine hohe ATP Konzentration in der Abstopplésung. (Starttemperatur von

-20°C, 1 bis 3 Versuchsnummer)

Die Behandlung der Zellen mit PI bringt wie bei E. coli im FL3-FC (Kap.
3.1.1) einen zweiten Peak, der beschidigte Zellen reprisentiert. Bereits unter
Kultivierungsbedingungen ist ein Teil der Zellpopulation mit PI gefirbt (ca.
22.2%), d. h. bereits stark geschadigt aber noch nicht lysiert.

Bei der Verwendung von unterschiedlichen Methanolkonzentrationen wird
ein deutlicher Unterschied im Peakflichenanteil und somit an beschidigten
Zellen, zwischen niedrigen (40 und 60 %) und hoheren Methanolkonzentra-
tionen (80 und 100 %), sichtbar, der umgekehrt zum ATP/BTM-Gehalt ist.
Bei der Verwendung von 40 % MeOH steigt der Flachenanteil des zweiten
Peaks um 8,6 %, mit 60 % MeOH um 28,7 %, mit 80 % um 74,2 %, wodurch
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3.1 Auswirkung von kalten Abstopplosungen

der Anteil an beschidigten Zellen auf ca. 97 % der gesamten Zellpopulation
steigt, und mit 100 % um 57,6 % (Abb. 3.17).

Die Untersuchung der Verringerung der OD nach der Resuspension in
1xPBS Puffer zeigt bei 40 und 60 % MeOH &ahnliche Verluste von ca. 10 %
der Ausgangs-OD. Bei 80 % MeOH tritt ein Verlust von ca. 19% auf. Die
Ergebnisse fiir 100 % MeOH liegen wiederum niedriger (ca. 8 %).
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Abbildung 3.17: Durchflusszytometer- (links) und relative OD-Werte (rechts) mit verschiedenen
MeOH-Konzentrationen abgestoppter S.cerevisiae Zellen. Geringe
Methanolkonzentrationen verursachen eine geringe Markierung mit PI, hohe eine fast
vollsténdige Einfirbung. Der Vergleich der relativen OD bringt eine geringere OD bei Zellen
mit 80 % MeOH Behandlung. Bei allen anderen Konzentrationen wird eine &hnlich hohe OD

ermittelt, die ca. 10 % unter der Ausgangs-OD liegt.

Von den in 1xPBS resuspendierten Zellen werden 20 ul unverdiinnt auf
YPD-Agar ausplattiert. Dabei zeigt sich ein dicht bewachsener Rasen bei 40
und 60 % MeOH, was die Ergebnisse der Durchflusszytometrieuntersuchung
unterstiitzt. Trotz der fast vollstdndig mit PI gefdrbten Zellpopulation kénnen
bei 80 % MeOH einige wenige kolonieformende Zellen nachgewiesen werden.
100 % MeOH fiihrt im Durchflusszytometer zu keiner vollstiandig inaktivier-
ten Zellpopulation, jedoch kénnen auf dem Agar keine Zellen nachgewiesen
werden. Es handelt sich also bei den Zellen, die mit 80 und 100 % MeOH ab-
gestoppt werden, um zumeist nicht mehr lebensfihige, jedoch intakte Zellen.
Dies ist ein Indiz dafiir, dass der Zellstoffwechsel der Zellen sehr wahrschein-
lich nicht mehr funktionsfihig ist, und die in vivo Metabolitkonzentrationen
dadurch nicht mehr verdndert werden, wohingegen bei 40 und 60 % MeOH ein
grofler Anteil der Zellen noch lebensfihig ist und ein Zellstoffwechsel, wenn

auch eingeschrinkt, nicht ausgeschlossen werden kann. Dies wird zusétzlich
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durch die Ergebnisse der ATP Untersuchung mit den Abstopplésungen von
40 und 60 % unterstrichen.

Abbildung 3.18: Ausplattierte, mit verschiedenen MeOH-Konzentrationen abgestoppte, in PBS
resuspendierte Zellen von S. cerevisiae BY4742 auf YPD-Agar. Zellen, die mit geringen
Methanolkonzentrationen behandelt werden (40 % MeOH (a) und 60 % MeOH (b)) sind
teilungsfihig, wohingegen 80 % MeOH (c) fast alle Zellen inaktiviert und bei 100 % MeOH (d)

keine lebensfihigen Zellen mehr nachgewiesen werden kénnen.

3.1.3.2 Wirkung von 100 % MeOH als Abstopplésung fiir S. cerevisiae
bei unterschiedlichen Starttemperaturen

Unabhéngig von der eingesetzten Temperatur kann nur eine sehr geringe
ATP/BTM-Konzentration in der Abstopplosung nachgewiesen werden. Die
Werte der Zellextraktion zeigen keine Abhéngigkeit wie bei E. coli, wo mit sin-
kender Starttemperatur eine hohere ATP/BTM-Konzentration nachgewiesen
werden kann. Statt dessen liegen die Werte fiir 0 °C deutlich {iber denen von
-20 und -40 °C und leicht unter denen bei -60 °C (Abb. 3.19). Da diese Versu-
che im Gegensatz zu denen mit unterschiedlichen MeOH-Konzentrationen aus
technischen Griinden aufgrund der Temperierung der Abstopplosungen nicht
mit der gleichen Kultur durchgefiithrt werden kann, lisst sich aus den Daten
der ATP/BTM-Bestimmung lediglich schlussfolgern, dass sich der ATP Ge-
halt der Kultur bezogen auf die BTM, im Gegensatz zu E. coli (Kap. 3.1.2),im
Verlauf der Kultivierung dndert. Demnach miissen die Kulturen mit gleicher
OD abgestoppt werden.
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Abbildung 3.19: ATP/BTM-Konzentration des Abstoppprozesses von S.cerevisiae mit 100 % MeOH
bei unterschiedlichen Starttemperaturen. Bei niedriger Temperatur ist eine hhere
Konzentration vorhanden. Allerdings konnte keine genaue Tendenz aus den Daten ermittelt

werden.

Die Behandlung der Zellen mit 100 % MeOH bei unterschiedlichen Start-
temperaturen zeigt im Durchflusszytometer fiir Temperaturen unter 0 °C ge-
ringe Schwankungen in den Peakflichen (Abb. 3.20, links). Bei dem Versuch
bei 0°C betragt die unmarkierte Fraktion 1,7 % des Flachenanteils, bei -20 °C
15,3 %, bei -40°C 10,6 % und bei -60 °C 10,9 %. Damit zeigt sich kein direkter
Zusammenhang zwischen der Starttemperatur und dem Beschiadigungsgrad
der Zellen, bis auf die stirkere Auswirkungen der Starttemperatur von 0 °C.
Auch die relativen OD-Werte zeigen keine Unterschiede zwischen den einzel-
nen Temperaturversuchen und betragen ca. 92 % (Abb. 3.20, rechts).

Der Temperatursprung zwischen Start- und Mischungszeitpunkt liegt fiir
0°C bei 17,3 +0,2°C, fiir -20°C bei 25,5+ 0,5 °C, fiir -40°C bei 28,8 £ 3,6 °C
und fiir -60°C bei 43,6 + 1,4 °C. Dies liegt iiber -40°C [19], bzw. -20°C [51]

als maximale Mischungstemperatur.

3.1.4 Zusammenfassung der Untersuchung der
Apstopplésungswirkung

Viele der auf die Zellmembran der Mikroorganismen wirkenden Stressarten
wihrend des raschen Kilteschocks und der Verwendung von Abstopplosun-

gen lassen sich analog an Hand von Untersuchungen der Zellmembran bei
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Abbildung 3.20: Durchflusszytometer- (links) und relative OD-Werte (rechts) abgestoppter
S. cerevisiae Zellen mit 100 % MeOH bei verschiedenen Starttemperaturen. Die
Verringerung der Starttemperatur unter 0°C senkt die PI-Markierung auf 85 bi 90 %. Die
relative OD zeigt dabei keine Verénderung.

Verwendung von Kryopreservativen [107] und Kélte vermittelte Bakteriento-

tung, z. B. zur Nahrungsmittelkonservierung, [6, 20, 31, 61] zusammenfassen:

e Veridndertes Verhiltnis von Oberfliche zu Volumen durch Volumen-
dnderungen und damit verbundene Membrangrofsenéinderungen durch

kalte hyperosmotische Abstopplésungen
o Toxizitatseffekt der Abstopplosung

e Thermotropische Phasenénderung der Membranphospholipide durch ge-
senkte Temperatur

e Dehydration durch gefrieren und Osmose
e Verlust des Zellturgors und Plasmolyse

e Mechanischer Stress durch extrazelluldre Eisbildung sowie Zelle-Zelle
und Zelle-Probenentnahmegerit Wechselwirkungen

e Jonische und elektrische Effekte durch Einbau von Ionen in die Eiskris-
talle

e Intrazelluldre Eisbildung (Kiihlungsrateabhingig)

e Kilteinduzierte Lipidperoxidation und Verlust der Superoxidismutase-
aktivitat
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3.1 Auswirkung von kalten Abstopplosungen

e Verringerte Zellmembranfluiditdt und erhohte Zellmembranviskositét

durch mechanische Kompression und gesenkter Temperatur

e Nichtspezifische Lipidextraktion aus der Membran durch organische Lo-

sungsmittel in der Abstopplésung

e Hydromechanischer Scherstress im Probenentnahmegerit durch rasche
Probenentnahme

In den Untersuchungen zu den Verlusten an Metaboliten aus den Zellen
werden einige dieser Stressarten bereits als Ursache fiir die Verluste in Be-
tracht gezogen. Britten und McClure [16] ermittelten ein osmotisches Aquili-
brium zwischen intra- und extrazelluliren Metaboliten in wachsenden E. coli
Zellen. Anderungen der Osmolaritiit des umgebenden Mediums entfernen alle
freien intrazelluldren Aminosiuren aus den Zellen [134]. Basierend auf diesem
Aquilibriumsprinzip sollte eine Abstopplosung, die die Zellphysiologie nicht
beeintrichtigt, die Verluste auf Grund von Osmose reduzieren [132].

Das klassische Fliissig-Mosaik-Modell der Zellmembran von Singer und Ni-
colson [116] beschreibt eine Doppelschicht von Phospholipiden mit erheb-
lichem Bewegungsfreiraum, in dem Proteine und anderen Molekiile seitlich
treiben, konnen, der Ubergang von einer zur anderen Schicht aber einge-
schrankt ist. In diesem Sinne prasentiert die Membranfluiditét, die auf Grund
der nicht kovalenten Wechselwirkungen der Elemente besteht, die dynamische
Eigenschaft in der Doppelschicht [90].

Die Lipidzusammensetzung der Zelle wird reguliert, um bei unterschiedli-
chen Wachstumsbedingungen eine konstante Membranfluiditit zu erreichen,
da die Struktur und Biegsamkeit der Doppelschicht von den vorhandenen
Lipiden abhingt. So werden in Bakterien und Hefen vermehrt ungesittig-
te Fettsduren bei niedrigen Wachstumstemperaturen eingebaut [3, 90]. Dem
entsprechend senkt sich auch die Phaseniibergangstemperatur. Die charakte-
ristisch kurze Probenentnahme- und Abstoppzeit ist deutlich unter der Re-
aktionszeit von Bakterien, die dadurch die Zusammensetzung der Lipide der
Membran nicht regulieren kénnen und es kommt zum Phaseniibergang von
der fliissigen in die nicht fliissige Phase [82, 126, 145]. Die nun in der Gel-

phase vorliegenden Komponenten arbeiten nicht mehr in den normalen Para-
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metern, weshalb bakteriellen Membranen nicht mehr voll funktionsfihig sind
und Komponenten aus dem Zellinneren unkontrolliert austreten kénnen [3].
Abhingig von der Fettsiurezusammensetzung der Lipiddoppelschicht wird
die Membran von FE. coli Zellen unter bestimmten Temperaturen sogar so
fragil, dass sie leicht zerreifien kann [46]. E. coli Zellen die bei niedrigeren
Temperaturen angezogen werden und damit angepasst sind, weisen wesent-
lich mehr ungesittigte Fettsduren auf, weshalb sie deutlich weniger sensitiv
in Hinblick auf den Phaseniibergang der Membran sind, der Ubergang er-
folgt erst bei deutlich tieferen Temperaturen als bei Kulturen, die bei 37 °C
angezogen werden [61, 96, 145]. Ahnliche Ergebnisse werden bei dem Gram-
positiven Organismus Bacillus subtilis beobachtet [27, 121, 128, 7].

In Bakterien konnen Phospholipide verschiedene fluide und feste Phasen
einnehmen, charakterisiert durch verschiedene rdumliche Anordnungen, wo-
bei die lamellare Phase fiir die Funktion von Biomembranen die relevante
ist [81]. Biophysikalische Herangehensweisen zur Emulation der Zellmembra-
nen als einfache Doppelschichtmischungen zeigen ein umfangreiches Phasen-
verhalten inklusive der Koexistenz von zwei fliissigen Phase, d.h. fliissig-
geordnete und -ungeordnete Doménen mit unterschiedlichen physikalischen

Eigenschaften innerhalb einer einzelnen Membranflache [1, 32, 33, 81].

Der rasche Phaseniibergang bei der Nutzung von kalten Abstopplésungen
kann daher eine Ursache fiir viele Metabolitverluste aus den Zellen Gram-
positiver und Gram-negativer Bakterien sein. Fiir Corynebacterium glutami-
cum konnen bei einem starken Temperaturshift, der innerhalb einer Sekunde
statt findet, intrazellulire Metabolitverluste beobachtet werden [139]. Stu-
dien zur Permeabilitit der E.coli Membran in Hinblick auf permeaseak-
kumulierende Substrate durch Leder [73] zeigen eine starke Sensitivitdt auf
isoosmotischen Kélteschock. Die Substrate verschwinden bei dem angewende-
ten Probenentnahmeprozess dabei fast vollstindig aus den Zellen, bei einem
Temperaturshift von 25 auf 0°C. Leder vermutet dabei, dass der isoosmoti-
sche Kélteschock eine Kristallisation der sich in der Fliissigphase befindenden
Lipide der Membran verursacht. Die sich bei diesem Prozess bildenden hy-

drophilen Kanéle beschleunigen den Verlust des Substrats aus den Zellen.
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Bei eukaryotischen Zellen wird beim Phaseniibergang ein ca. 50 %tiger Ver-
lust der Lipidfliche beobachtet, die auch die gebundenen Proteine beeinflusst

und somit Protein-Protein Kontakte und Interaktionen verandert [32].

Die Kiihlungsrate selbst ist ebenfalls ein wesentlicher Faktor fiir die Zell-
schidigung von E. coli und Bacillus subtilis |20, 121]. So zeigt das Anti-
biotikum Nisin bei einer Kiihlungsrate von 2°C Minuten™! keine Wirkung,
wohingegen 2000 °C Minuten~! eine Dosisabhiingige Populationsdezimierung
hervorruft. Dies ldsst eine starke Schidigung der Zellmembran durch Stérung
der dufleren Membranbarriere vermuten, die E. coli sensitiv auf Nisin macht
[20]. Auf der anderen Seite zeigt sich bei den Untersuchungen von Canelas
etal. [19] fiir S. cerevisiae eine stirkere Kiithlungsrate als positiv gegen intra-
zellulére Metabolitverluste. Und auch bei der Herstellung von Kryokulturen
wird allgemein ein rasches Abstoppen der Proben mit fliissigem Stickstoff
verwendet, was einen positiven Effekt auf den Anteil an lebenfahigen Zellen
hat. Auch in der vorliegenden Arbeit liegen umgekehrte Ergebnisse vor. Die
Auswirkungen der organischen Losungsmittel werden durch den Einsatz von
tiefen Temperaturen bei FE. coli deutlich gesenkt, ersichtlich an der relativen
OD und der spezifischen ATP-Konzentration im Uberstand der Abstopplé-
sung. Mit sinkender Starttemperatur und damit stirkerem Temperaturshift

verbessern sich beide Werte.

Der Verwendung von kaltem Methanol fiir die schnelle Probenentnahme
wurde von de Koning und van Dam entwickelt [64]. Durch die Verwendung
von kalten Losungen kann der Zellmetabolismus rasch abgestoppt werden
und nur so kann die Biomasse vom umgebenden Medium abgetrennt wer-
den, so dass Medienkomponenten wie Salze nicht die Analysetechnik stéren
[19]. Die Verwendung von Methanol als Basiskomponente fiir Abstopplosun-
gen hat den Vorteil, dass es bei sehr tiefen Probenentnahmetemperaturen
zum Abstoppen des Metabolismus eingesetzt werden kann. Auf der anderen
Seite 16sen die organischen Losungsmittel fast alle der intrazelluliren Me-
tabolite aus Bakterienzellen [134]. Laut Bolten et al. [12] kommt es bei der
Verwendung solcher Losungen zu unspezifischen Verluste einer Vielzahl von
Metaboliten, was keine detaillierte Analyse der in vivo Metabolitkonzentra-
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3 Ergebnisse und Diskussion

tionen und -verteilungen mdéglich macht. Der Hauptgrund wird dabei in der
Schédigung von Zellwédnden und Membranen gesehen [118, 132, 134].

Selten werden Daten zur Hypothese der Schidigung der Zellen durch den
Abstoppprozess auf Grundlage der Einzelzellanalyse durchgefiihrt. Zumeist
werden der Uberstand der Abstopplésung und die darin enthaltenen Meta-
bolite betrachtet [12, 19, 76, 132]. Hiller etal. [52] kann so gut wie keine
Zellschadigung bei der Verwendung von 60 % MeOH/HEPES bei E. coli be-
obachten. Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen zeigen eine starke
Schidigung bereits durch das organische Losungsmittel MeOH, selbst bei ei-
ner Pufferung mit HEPES. Es kommt teilweise zu starken Einfliissen auf
die Zellen, bis hin zur Lyse der Zellen. Das PI-Markierungsmuster weist mit
steigenden Konzentrationen organischer Losungsmittel eine stérker werdende
Einzelzellschddigung auf. Auch die relative OD weicht von der der Kultur bei
jeder Starttemperatur und jeder MeOH-Konzentration ab.

Die Verwendung von Additiven wie Trehalose, Mannitol, GA, Glycerin
und NaCl senken die Schidigende Wirkung von 60 % MeOH zwar teilweise
deutlich, jedoch zeigt die Bestimmung der spezifischen ATP-Konzentration
aus der Abstopplosung und dem Zellextrakt kaum Unterschiede (Abb. 3.14).
Trotzdem verhindert keine der Kombinationen komplett den intrazelluldren
Metabolitverlust. Untersuchungen von Canelas etal. [19] zeigen z. B. eben-
falls keinen signifikanten Vorteil bei der Verwendung von Puffern und ei-
ner angepassten ionischen Stirke der MeOH-Losung beim Abstoppen von
S. cerevisiae, wie sie in anderen Arbeiten berichtet werden. Im Gegenteil,
Canelas et al. ermittelt sogar leicht schlechtere Ergebnisse fiir intrazelluldre
Konzentrationen, stirker ausgeprigt fiir kleine Komponenten als fiir grofse.

Keine der untersuchten Abstopplésungen und keine der gewdhlten Start-
temperaturen ermoglicht es E. coli Zellen unbeschidigt aus der Kultivie-
rung in die Extraktion zu bringen. Gleichzeitig zeigt sich eine Notwendig-
keit den Metabolismus abzustoppen an der Extraktion unbehandelter Zel-
len (Abb. 3.13). Ein ca. dreifach geringerer spezifischer ATP-Gehalt als in
100 % MeOH abgestoppter Zellen kann so nur nachgewiesen werden, was auf
eine Umsetzung der Metabolite wihrend der Probenentnahme hindeutet. Da-
her wurde die Untersuchung von E. coli nicht fortgesetzt.
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Auch bei S. cerevisiae konnte kein vollstédndiger Erhalt der Zellintegritét er-
reicht werden. Da eine tiefe Temperatur zu geringen ATP /BTM-Konzentration
in der Abstopplosung fiihrt und auch das PI-Markierungsmuster 10 % besser
ist als das bei 0°C, wird fiir die Analyse der intrazellularen Metabolite der
folgenden Experimente zu den Stresskultivierungen und den Pulsexperimen-
ten eine tiefe Starttemperatur verwendet, wie sie auch bei Canelas et al. [19]

vorgeschlagen wird.

3.2 S. cerevisiae unter Stressfaktoreinwirkung

In diesem Unterkapitel wird das allgemeine Wachstumsverhalten der verwen-
detet Hefen S. cerevisiae auf Agarplatten, versetzt mit Stressfaktoren darge-
stellt. Auferdem erfolgt der Vergleich der Wachstumskurven von Minimalme-
dienkulturen und gestressten Kulturen, d. h. dort wurde das Minimalmedium
wie das Agar mit den Stressfaktoren versetzt. Im Anschluss daran folgt die
Analyse der intrazelluliren Metabolite mittels GC-MS.

3.2.1 Wachstumsverhalten von S. cerevisiae unter
Stressfaktoreinwirkung

Zur Evaluierung des Wachstumsverhaltens der Knockoutmutanten werden
Agarplatten versetzt mit verschiedenen Stressfaktoren verwendet. Die Kulti-
vierung erfolgt in Verduynmedium. In der exponentiellen Phase werden Zellen
entnommen, auf ca. 15000 Zellen ml~! verdiinnt und davon 20 pl ausplattiert.
Nach einem definierten Inkubationszeitraum bei 30 °C wurden die Kolonien
verglichen.

Je nach Stressfaktor und Knockoutmutante wachsen die Zellkolonien unter-
schiedlich schnell an. Die Morphologie der einzelnen Knockoutmutanten vari-
iert je nach eingesetztem Stressfaktor und auch untereinander zeigen sich un-
terschiedliche Morphologien. Cadmiumchlorid verhindert jegliches Zellwachs-
tum. Alle Stdmme wachsen auf YPD (pH 6,8) und Diamidplatten innerhalb
von zwei Tagen zu sichtbaren Kolonien heran. Aufer fir zwf1A trifft dies
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YPD 0,6 M 5,15 mM 100 uM
(PH6,8) pH5 pHB8,5 NaCl Koffein Diamid

Abbildung 3.21: Agarplattenkultivierung auf YPD Medium versetzt mit unterschiedlichen Stressfaktoren nach
Inkubation von ca. 8 Tagen (bzw. ca. 10 Tage fiir pH8,5 gnd1A und zwf1A , sowie pH 5,
5,15 mM Koffein, 100 uM Diamid zwf1A ). Von links nach rechts: YPD (pH 6,8), pH5,
pH8,5, 0,6 M NaCl, 5,15 mM Koffein, 100 uM Diamid.
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auch fir pH5 zu. zwf1A braucht dort ca. 8 Tage, um sichtbare Kolonien
auszubilden. Im basischen Bereich kann nur mael A innerhalb von 2 Tagen
Kolonien ausbilden, fum1 A benétigte 4 Tage, und pfk1 A 5 Tage. Alle anderen
Mutanten sowie der Elternstamm benétigen einen ldngeren Zeitraum. Unter
osmotischem Stress, durch 0,6 M NaCl verursacht, wuchsen auf den Platten
bei mehreren Mutanten und dem Elternstamm nicht alle ausplattierten Zellen
zu Kolonien heran (acol A, pfk1 A, pfk2A, fum1 A, gnd1 A, gnd2A), nur we-
nige Zellhaufen sind nach mehrtégiger Inkubation sichtbar. acol A, zwf1A,
pfk1 A und pfk2A brauchen 5 Tage, alle anderen nur 4 Tage, um Kolonien
auszubilden. 5,15 mM Koffein wirkt ebenfalls wachstumshemmend. gnd1A
benotigt weniger als 4 Tage, pfk2A 5 Tage und acol A und zwf1A deutlich
mehr als 5 Tage, alle andern Mutanten und der Elternstamm bendtigen 4
Tage.

Die Morphologie reicht von flachen iiber runde, glatte halbkugelférmige
Zellhaufen bis hin zu rauen unférmigen Kolonien (Abb. 3.21). Farblich treten
alle Stdmme in beige-weifer Farbe auf, einige, vor allem die flach wachsenden,
sind durchscheinend.

acol A zeigt in jedem Fall glatte Kolonieoberflichen. Auf NaCl und Dia-
mid bilden sich nur flache Kolonien aus. aco2A und der Elternstamm bilden
grofe, beige Kolonien aus. Auf Koffein- und NaCl-Medium sind diese glatt
und halbkugelférmig. Auf pH 8,5, YPD und Diamid zeigen die Kolonien aus-
ladende Rénder, die auf pH5 Medium noch deutlich zunehmen und dort im
Falle von aco2A auch keinen kreisférmigen Querschnitt mehr aufweisen.

fuml1 A zeigt bei Koffein halbkugelformige glatte Kolonien. NaCl, Diamid
und YPD verursachen raue Oberflichen und pH 5 wiederum die ausladensten
Rénder. gnd1 A zeigt nach lingerem Wachstum auf YPD pH 5, NaCL, und
Koffein zwar halbkugelférmige Kolonien, die Oberfliche zeigt sich jedoch un-
terschiedlich rau, wobei Koffein die starkste Rauigkeit verursacht. Auf pH 8,5
entstand eine glatte, kugelige Oberfliche.

gnd2 A, idp2 A, pfk1 A sowie pfk2A zeigen fast ausschlieklich glatte, halb-
kugelformige Zellhaufen. Aicll weist zumeist eine raue Oberfliche auf und
zeigt teilweise ausladende Kolonierrdnder. zw f 1 A wichst wie aco2 A in einer

Mischung aus allen Formen.
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In einigen Féllen zeigen die Mutanten und der Elternstamm ein veréndertes
morphologisches Verhalten. Die Kolonien reichen von ca. 0,1 mm bis hin zu
1mm durchmessenden Kolonien, die bis zu 1 cm Lénge erreichen und senk-
recht, der Gravitation folgend, vom Agarboden her wachsen, da die Agar-
platten mit dem Deckel nach unten im Brutschrank gelagert werden, was
eine Kondenswassertropfenbildung in den Petrischalen verhindert. Nach ei-
nem erneuten Ausplattieren dieser Kolonien entstehen einfache Zellhaufen.
Auferdem treten bei vielen Platten und Mutanten sog. small colony vari-
ants (SCV) auf. Dabei handelt es sich um langsam wachsende Zellhaufen,
die genetisch identisch zu den Zellen morphologisch anders gewachsener Zell-
haufen auf der Platte sind [50]. SCV werden sowohl bei Gram-positiven und
-negativen Bakterien [50] als auch bei Pilzen [8] beobachtet. Der Grund fiir
das phénotypische Umschalten ist bis heute ein Gebiet der Forschung. Mitt-
lerweile werden bei akuten Infektionen vor allem diese SCV als wesentlich
fiir Persistenz und Rezidivitét vieler pathogener Mikroorganismen angesehen.
So werden SCV von Staphylococcus aureus als Ursache fiir Herzinnenhaut-,

Lungen- und Knochenmarksentziindung betrachtet [50].

10 [—a—Bv4742 (Minimalmedium)

—e— BY4742 (5,15 mM Koffein)

—0O— Glukose BY4742 (Minimalmedium)
—O— Glukose BY4742 (5,15 mM Koffein)

oD [/
Glukose [g/l]

0 2 4 6 8 10 12 14
Zeit ]

Abbildung 3.22: Wachstumsverlauf des S. cerevisiae Elternstamms BY4742 in Minimalmedium und
koffeinversetztem Medium. Mit einer verringerten Glukosevorlage von ca. 10 g1~ ! statt
20g171 erreichen die Kulturen eine OD von unter 10. Der Zusatz von 5,15 mM Koffein

verringert sowohl die maximale Wachstumsrate als auch die maximal erreichbare OD.

Die Kultivierung in Schiittelkolben wird mit Verduyn-Minimalmedium so-
wie mit den Zusétzen Diamid und Koffein durchgefiihrt (Kap. 2.1.2). BY4742

und mael A zeigen dabei ein dhnliches Wachstumsverhalten auf Verduynme-
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dium (ca. 0,22h™1). zwf1A weist eine halbierte maximale Wachstumsge-
schwindigkeit auf (ca. 0,1J0h~1). Diamid zeigt keine Auswirkungen auf die
Kulturen, sie wachsen wie im normalen Verduynmedium. Die Konzentration
an Koffein wird variiert. Die Wachstumsrate von BY4742 senkt sich deutlich
mit steigendem Koffeingehalt bis hin zu einer Dezimierung auf 0,014 h—! mit
5,15 mM Koffein. zw f 1 A zeigt die gleiche Reaktion auf steigende Koffeinkon-
zentrationen wie BY4742. Die Wachstumsrate sinkt um das Zehnfache beim
Einsatz von 5,15 mM Koffein. Die Wachstumsrate von mae 1 A sinkt hingegen
mit steigender Koffeinkonzentration nicht so stark ab. Es wird eine maximale
Wachstumsrate von 0,16 h—! bei 5,15 mM Koffein erreicht. Das Wachstum mit
einem verringerten Glukosegehalt von 10gl~! statt 20 g1=! bewirkt eine ge-
ringere End-OD der Kultur von unter 9. Durch diese Kultivierung wird auch
deutlich, dass der Zusatz von 5,15 mM Koffein einen héheren Energiebedarf
fiir die Zellen bedeutet, weshalb mit der vorgelegten Glukose nicht die gleiche
OD wie im Minimalmedium erreicht wird (Abb. 3.22). Fiir die Kultivierungen
der GC-MS Untersuchung wird daher eine doppelte Glukosekonzentration im
Medium eingesetzt, wodurch alle Kulturen ohne Glukoselimitation iiber ei-
ne OD von 8 wachsen, was ausreicht, da die Kulturen bei einer OD von 6

abgestoppt werden.

3.2.2 Metabolic Profiling von S. cerevisiae unter
Stressinduktion

Die Untersuchung der Langzeitstressantwort erfolgt in Minimalmedium, dem
der entsprechende Stressfaktor zugesetzt wird, in Schiittelkolbenexperimen-
ten. Als Stressfaktoren werde 100 pM Diamid und 5,15 mM Koffein eingesetzt.
Untersucht werden der Elternstamm und die Knockoutmutanten mae A und
zwf1A. Dazu werden wie bei der Untersuchung der Auswirkungen der Ab-
stopplosung 500 ml Kolben mit 50 ml Kultivierungsmedium verwendet. Die
Behandlung der Zellen und die Extraktion fiir die GC-MS Analyse erfolgt
nach dem Protokoll von Borner et al. [10] und die Vorbereitung und Messung

der Proben angepasst nach dem Protokoll von Scherling [110] (Kap. 2.3.4).
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Die Wirkung von Stressfaktoren auf den Zellmetabolismus kann nicht vor-
hergesagt werden. Zu komplex sind die Reaktionen auf allen miteinander ver-
flochtenen Reaktionsebenen. Die Untersuchung des Metaboloms bildet daher
in dieser Arbeit einen Schritt in der Erstellung einer Hypothese iiber die
Reaktion der ausgewihlten Mikroorganismen. Dazu wird ein Kontrollorga-
nismus bzw. eine Kontrollbedingung gewihlt und die Kultivierungen unter
Stressbedingungen damit verglichen. Als Kontrolle dient in diesem Fall die
Kultivierung von S. cerevisiae BY4742 (Elternstamm) auf Minimalmedium
ohne Stressfaktorzugabe, wobei zu bemerken ist, das dem Minimalmedium
auf Grund von Auxotrophien Glutamin, Histidin, Leucin, Lysin und Ura-
cil zugegeben wird. Die zu erwartenden Unterschiede zwischen Elternstamm
(Kontrolle) und den Zellen unter Stressbedingungen sind dabei zumeist auf
Grund der Komplexitét nicht ersichtlich und um die entscheidenden Aussagen
aus den hochdimensionalen Datensédtzen durch Visualisierung und dadurch
erst ermoglichte Mustererkennung zu extrahieren, ist eine Reduzierung der
Datensatzdimension nétig [83].

Die Dimenstionsreduktion zielt auf die Darstellung der n-dimensionalen
Daten auf zwei- oder dreidimensionaler Ebene ab. Eine der am h&ufigsten
angewendeten Verfahren ist dabei die Hauptkomponentenanalyse (Principal
Components Analysis, PCA) (Kap. 2.3.5.1).

Die Identifizierung der relevanten Metabolite erfolgt mit Hilfe eines T-Tests
der normalisierten Werte in TigrMev und zusétzlich mit dem Verhéltnis der
Mittelwerte der Proben zur Kontrolle. Metabolite mit einem Verhéltnis von
mindestens Faktor 2 iiber oder unter den Vergleichswerten werden dabei be-
riicksichtigt. In den Tabellen im Anhang (Tab. 5.6, 5.7, 5.8, 5.9) sind die
Mittelwerte, Standardabweichungen, p-Werte und die Verhéltnisse der Me-
tabolite mit Signifikanz aufgefithrt. Die Werte sind fiir jede Kombination
erstellt, d.h. der Elternstamm in Minimalmedium als Kontrolle mit jeweils

einer anderen Wachstumsbedingung und/oder Knockoutmutante.

3.2.2.1 Metabolic Profiling des Elternstamms unter Stressbedingungen

Mittels PCA werden die Proben des Elternstamms unter ungestressten Be-

dingungen (Kontrolle) mit denen der gestressten Schiittelkultivierungen ver-
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3.2 S. cerevisiae unter Stressfaktoreinwirkung

gleichen (Abb. 3.23). Es wird deutlich, dass die Versetzung der Kultur mit
Diamid keine Unterschiede der beiden Kulturen verursacht. Sowohl die Kon-

trolle als auch die Stresskultur gehoren zu einem einzelnen Cluster.
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y y L L L L y y ; f
+ u t t + u t t t U
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mEY4T42-K-2
1317
W EY4T4K4 13896

Abbildung 3.23: PCA der Kultivierung des Elternstamms BY4742 unter ungestressten (Kontrolle,
Verduyn-Minimalmedium) und gestressten Bedingungen (Diamid- und
Koffeinmedium). Diamid verursacht keine signifikante Veranderung des Metabolitprofils,
eine Koffeinzugabe hingegen zeigt deutliche Unterschiede. PCA mit normalisierten und BTM
normierten Metabolitdaten von insgesamt 72 relativ quantifizierten Metaboliten, wobei beide
Komponenten 57,6 % der Gesamtvarianz wiedergeben. (BY4742 - Elternstamm, V -
Verduyn-Minimalmedium, D - Diamidmedium (100 pM), K - Koffeinmedium (5,15 mM), 1 bis

6 - Versuchsnummer der unabhingigen Versuche)

Hingegen bewirkt Koffein gegeniiber der Kontrollbedingung eine signifi-
kante Verdnderung bei 25 Metaboliten, von 72 gemessenen (Abb. 3.24). 16
davon weisen ein Verhéltnis grofer 2 oder kleiner 0,5 auf (Kap. 5.4). Zur
Verdeutlichung ist in Abbildung 3.25 ein Teil des Metabolomnetzwerks von
S. cerevisiae dargestellt. Hervorgehoben sind die Metabolite die der eben be-
schriebenen Verhiltnisbedingung entsprechen. Der Fettsdurestoffwechsel ist
durch Koffein gestort, Palmitinsdure liegt 2,27 fach geringer vor. Die zweite

der gemessenen Fettsduren, Stearinsdure, wird ebenfalls durch das Programm
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3 Ergebnisse und Diskussion

TigrMeV (Kap. 2.3.5.1 als signifikant veréndert erkannt, jedoch besitzt sie le-
diglich eine 1,70fach geringere Konzentration. Zusétzlich liegt das an der

Lipidbiosynthese beteiligte Glycerinphosphat in verringerter Konzentration
vor (3,33 fach).
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Abbildung 3.24: T-Test Clustering der Kultivierung des Elternstamms BY4742 unter ungestressten
(Kontrolle, Verduyn- und Diamid-Minimalmedium) und gestressten Bedingungen
(Koffeinmedium). Farbcodierte Darstellung signifikanter Anderungen der
Metabolitkonzentrationen, wobei dir rote Farbcodierung erhéhte und die griine Farbeodierung
verminderte Konzentrationen darstellt. Diamid wird, da es keine signifikanten Unterschiede zu
den Daten der Minimalmediumkultivierung gibt, als Kontrolle herangezogen. (BY4742 -
Elternstamm, V - Verduyn-Minimalmedium, D - Diamidmedium (100 pM), K - Koffeinmedium

(5,15mM), 1 bis 6 - Versuchsnummer der unabhingigen Versuche)

Die Aminosiuren zeigen einen deutlichen Unterschied zur Kontrolle. Im
Methion-Threonin und Lysin Bildungsreaktionsweg aus Oxalacetat ist Threo-
nin 2,25fach vorhanden, wobei es im T-Test nicht als signifikant erkannt
wurde. Lysin, welches dem Medium auf Grund von leu2 A0 vorgelegt werden
muss, liegt 3,84 fach vor. Gleichzeitig ist das aus Threonin oder 3-Phosphoglycerat
gebildete Glycin gesenkt (4,76 fach). Histidin, welches durch den Knockout
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3.2 S. cerevisiae unter Stressfaktoreinwirkung

von his3 nicht gebildet werden kann und ebenfalls vorgelegt wird, liegt in
den Zellen 2,83 fach erhoht vor. Die aus Chorismate gebildeten Aminosduren
Tryptophan (3,61 fach) und Tyrosing liegen erhéht vor, wobei Tyrosin das
Verhéltniskriterium mit 1,78 nicht erreicht wird. Das aus Pyruvat abstam-
mende Leucin wird dem Medium auf Grund von leu2 A0 zugegeben. Eins der
Zwischenprodukte auf diesem Reaktionsweg, das 2-Isopropylmalat ist um den
Fator 7,69 gesenkt.

Orotosdure wird im Reaktionsweg der Umwandlung von Glutamin in CTP
als Zwischenprodukt gebildet. Es liegt in 8,93 fach hoherer Konzentration
vor, obwohl der Reaktionsweg im Stamm durch ura3 A0 im weiteren Reakti-
onsweg unterbrochen ist. Orotosidure wird unabhingig vom Reaktionswegen
auch aus 4,5-Dihydro-Oroat unter Bildung von H2O2 gebildet.

Das aus der Reaktion von Putrecin und S-Adenosylmethioninamin gebil-
dete 5’-Methylthioadenosin liegt 2,60 fach vor. Es wird durch mehrere Zwi-
schenreaktionen in Methionin umgewandelt, welches dem Medium zugegeben
wird, da das Medium fiir alle Kultivierungen gleich sein soll. Es wird zugege-
ben, da zwf1A eine Methioninauxotrophie aufweist. Im gleichen Bildungs-
schritt von 5’-Methylthioadenosin wird auch Spermidin und aus Spermidin
wiederum 5’-Methylthioadenosin und Spermin gebildet, was eine Vorstufe fiir
CoA ist, welches bei vielen biologischen Prozessen als Cofaktor dient und als
Acetyl-CoA u. a. stark am Fettstoffwechsel beteiligt ist. Evt. wird durch die
Bereitstellung von Methionin der Pool von 5’-Methylthioadenosin nicht in

dem Mafie verbraucht wie in der Kontrolle.

Das von Lysin abstammende N6-Acetyl-Lysin liegt trotz hoher Lysinkon-
zentration 15,84 fach vor. Es handelt sich hierbei um ein kompatibles So-
lut, d.h. ein Osmolyt [69, 117]. Offensichtlich bewirkt Koffein eine starke
Stressantwort und 16st eine dhnliche Reaktion aus wie ein osmotischer Stress-
faktor. Zusatzlich dazu koénnte eine Storung des Energiestoffwechsels vorlie-
gen, d.h. eine Stérung des Redoxpotentials, ersichtlich zum einen am ge-
storten Fettsdurestoffwechsel und u. a. z. B. an der vermindert vorliegenden
2-Hydroxyglutarsdure (3,13 fach), welches aus 2-Oxoglutarat gebildet wird.
Die Synthese erfordert den Einsatz von NADH.
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Abbildung 3.25: Metabolomnetzwerk des Elternstamms unter Koffe

ieren

s

Netzwerk ba

Hervorgehoben sind Metabolite, die der Verhéltnisbedingung (Q) entsprechen, d.h. der

entsprechende Metabolitpool liegt mindestens doppelt héher oder niedriger vor als in der

Referenz.
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3.2 S. cerevisiae unter Stressfaktoreinwirkung

3.2.2.2 Metabolic Profiling der Knockoutmutanten unter
Stressbedingungen

BY4742mael A wurde nur mit Minimalmedium getestet, da nur geringe An-
derungen im Vergleich zum Elternstamm vorliegen und fiir eine Kultivierung
in Koffein nur ein geringer Unterschied zu erwarten ist. Es weist im Vergleich
zur Kontrolle die ca. dreifachen Konzentrationen an Fumarat (2,74 fach) und
Malat (3,30 fach) auf, was auf das Fehlen der Malat-Decarboxylase, die durch
das Gen mael codiert wird, zuriickzufiihren ist. Zusétzlich liegt der Spei-
cherstoff Trehalose in doppelter Konzentration vor. Die 2-Isopropylmalat-
konzentration im Leucinbiosyntheseweg ist halbiert. Neun weitere der 80 ge-
messenen Metabolite zeigen Signifikanz (Abb. 3.26), jedoch keine mindestens
doppelte Erhohung oder Senkung der in vivo Konzentrationen (Kap. 5.4).
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Abbildung 3.26: T-Test Clustering der Kultivierung des Elternstamms BY4742 und maelA unter
ungestressten Bedingungen (Verduyn-Minimalmedium). Farbcodierte Darstellung
signifikanter Anderungen der Metabolitkonzentrationen, wobei dir rote Farbeodierung erhshte
und die griine Farbcodierung verminderte Konzentrationen darstellt. (BY4742 - Elternstamm,
maelA - Knockoutmutante, V - Verduyn-Minimalmedium, 1 bis 6 - Versuchsnummer der
unabhiéngigen Versuche)

Die Hauptkomponentenanalyse der Daten von zwf1A in Minimalmedi-
um und 5,15 mM Koffein liefert wie fiir mael A eine Unterscheidbarkeit der
Kontrolle und der Mutante, sowie in ungestresstem und gestresstem Zustand.

Bei BY4742zw f 1 A in Minimalmedium zeigen sich deutlichere Unterschie-
de zur Kontrolle. Von den 72 gemessenen Metaboliten sind 28 als Signifikant
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3 Ergebnisse und Diskussion

im T-Test identifiziert (Abb. 3.28). Davon zeigen 17 ein dem Kriterium ent-
sprechendes Vielfache der intrazelluldren Konzentration von zwei oder dar-
iiber (Kap. 5.4). In Abbildung 3.27 sind entsprechend dieser Daten die Me-
tabolite in einem Teil des Metabolomnetzwerks hervorgehoben. Die meisten
der Aminosduren liegen in BY4742Azwf1 in geringeren Konzentrationen vor.
Dies liegt vor allem an der Auxotrophie fiir organischen Schwefel unter aero-
ben Wachstumsbedingungen, die durch Zugabe von Methionin teilweise be-
hoben werden kann. Die Hypothese warum eine fehlende Glukose-6-phosphat-
dehydrogenase eine Methioninauxotrophie auslost geht dahin, dass die Zelle
durch das Fehlen des NADPH Bildenden Reaktionsschrittes von G6P in den
Pentosephosphatweg ein verindertes Redoxpotential haben. So ermittelten
Hudak Slekar et al. [55] in einer zwf1A Saccharomyces-Knockoutmutante
nur 67 % des NADPH Levels des isogenen Wildtyps. Oxidativer Stress be-
wirkt, dass NADPH verstiarkt zum Schutz vor diesem Stressfaktor verwendet
werden muss, womit viele andere essentielle Reduktionsprozesse vernachlés-
sigt werden, d.h. die Zugabe von Methionin verhindert die schlechte Ener-

giebilanz nicht. Damit auch die Bildung von schwefelhaltigen Aminosduren.

Nicotinamid ist ein wesentlicher Bestandteil von NAD und NADP und
liegt in 2,18 facher Konzentration vor. Durch die Vorlage im Medium kann
diese erhohte Konzentration in den Zellen auftreten. Eine Umwandlung von
Nicotinamid in NAD erfolgt durch Umwandlung von Phosphoribosylpyro-
phosphat, was wiederum aus Ribose-5-phosphat gebildet wird, welches durch
das Fehlende Gen zwf1 und den damit gestérten Pentosephosphatweg in ge-
ringeren Mengen vorliegen sollte als in der Kontrolle.

Orotosédure liegt wie im mit Koffein angezogenen Elternstamm 2,56 fach
hoher konzentriert vor. Ein Grund fiir das Erhohte Aufkommen kann wie bei
der Umwandlung von Nicotinamid im gestorten Pentosephosphatweg liegen.
Auch hier wird PRPP genutzt, hier um Orotosdure in Orotidin-5 "-phosphat
umzuwandeln. Fehlt PRPP kann es auch zu einer erhohten Poolgrofie bei

Orotosadure kommen.

Thymin, ein Derivat der RNA-Base Uracil, liegt sehr wahrscheinlich auf

Grund des Uraciliiberschusses erhdht vor (2,24 fach). Aufierdem wird es un-
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Abbildung 3.27: Metabolomnetzwerk der Knockoutmutante zwf1A. Dargestellt ist das Netzwerk

basierend auf den Daten des Saccharomyces Genome Database [25, 24]. Hervorgehoben sind

Metabolite, die der Verhiltnisbedingung (Q) entsprechen, d.h. der entsprechende

Metabolitpool liegt mindestens doppelt hdher oder niedriger vor als in der Referenz.
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3 Ergebnisse und Diskussion

ter Verwendung von NADPH in Alanin abgebaut, welche in 2,22 fach niedri-
gerer Konzentration vorliegt. Da NADPH nicht in ausreichemdem Mafs vor-
handen ist, kann auch der Umsatz von Thymin reduziert sein. Guanosin-5-
monophosphat liegt wiederum in erhéhter Konzentration vor (2,68 fach). Da
es als Grundbaustein der RNA dient, liegt evt. eine verminderte Translation
Vor.
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Abbildung 3.28: T-Test Clustering der Kultivierung des Elternstamms BY4742 und zwf1A unter
ungestressten Bedingungen (Verduyn-Minimalmedium). Farbcodierte Darstellung
signifikanter Anderungen der Metabolitkonzentrationen, wobei dir rote Farbcodierung erh8hte
und die griine Farbcodierung verminderte Konzentrationen darstellt. Diamid wird, da es keine
signifikanten Unterschiede zu den Daten der Minimalmediumkultivierung gibt, als Kontrolle
herangezogen. (BY4742 - Elternstamm, zw f1A - Knockoutmutante, V -
Verduyn-Minimalmedium, D - Diamidmedium (100 pM), 1 bis 6 - Versuchsnummer der

unabhiéngigen Versuche)

Trotz Zugabe von Methionin sind die Level der Aminosduren in dieses Stoff-

wechselbereich deutlich gesenkt. Homocysteine, was direkt aus Methionin ge-
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3.2 S. cerevisiae unter Stressfaktoreinwirkung

bildet wird, besitzt nur einen 5,56 fach niedrigeren Level. Obwohl die Vorstufe
Homoserin keine Signifikanz aufweist, ist die ebenfalls davon abgeleitete Ami-
nosdure Threonin ebenfalls geringer vorhanden (2,04 fach). Geht man in der
Reaktion weiter zuriick kommt man zu der Aminosdure Aspartat. Dieses liegt
2,86 fach geringer vor. Ein weiterer Abkdmmling der Reaktionsschritte aus
Aspartat, das Lysin, liegt in 2,43 fach geringerer Konzentration vor, obwohl
es durch die Zugabe im Medium im Uberschuss vorhanden ist. Gebildet wird
Lysin auf Grund der parentalen Auxotrophie durch lys2A0 nicht. Glutamat,
was u.a. bei der Bildung von Aspartat verbraucht wird, liegt hingegen in
2,23 facher Konzentration vor. Unter Glutamatumwandlung wird auch Or-
nithin, Putrecin und Arginin gebildet. Diese drei Metabolite liegen wie As-
partat, Homocystein, Threonin und Lysin in geringerem Mafe in den Zellen
vor (gemessenen Derivate von Ornithin 6,67 und 4,55 fach, Putrecin 5,56 fach,
Arginin 3,13 fach). Putrecin wird im verlauf der weiteren Reaktion wie beim
Elternstamm beschrieben in Spermidin und schlieflich in CoA umgewan-
delt. Bei der Kontrolle liegt das Zwischenprodukt 5’-Methylthioadenosin in
erh6htem Mafte vor. Da die Vorstufen zu 5-Methylthioadenosin aus Methio-
nin abstammen und mit Putrecin reagieren, liegt evt. eine Verminderung
des Reaktionsweges vor, womit zwar die Vorstufen zu CoA Synthese gebildet

werden, jedoch nur in verringertem Maf weiter umgesetzt werden.

BY4742zwf 1 A hat eine erhthte Konzentration des Energiespeicherstoffes
und kompatiblen Soluts Trehalose (3,04 fach). Evt. wird hier der Uberschuss
an G6P, da er nicht in den Pentosephosphatweg gelangen kann, in Trehalo-
se umgesetzt. Der Fettsdurestoffwechsel ist ebenfalls verdndert. Es liegt eine
erhohte Konzentration an Glycerin (2,57 fach) vor und kann in der Gluconeo-
genese wieder zu G6P umgesetzt werden. Jedoch liegt eine deutlich geringere
Konzentration an Palmitinsaure (2,63 fach) und Stearinséure (2 fach) vor, die

einzigen gemessenen Fettsduren.

Die geringe Palmitinsdurekonzentration kann an dem hohen NADPH Be-
darf fiir die Bildung dieser Séure liegen (14 NADPH). Da Stearinsdure, die
aus Palmitinsdure gebildet wird, ebenfalls in geringer Konzentration vorliegt,

liegt die Vermutung nahe, dass sdmtliche Fettauren geringer vorliegen, da
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diese beiden Vorstufen fiir lingerkettige Fettsduren sind [90]. Eine geringere
Bildung von Fettsduren kann auch eine erhohte Konzentration an Glyce-
rin erkliren, da es als Riickgrat vieler Speicher- und Membranlipide dient.
Lipide sind wiederum u.a. aus einzelnen Fettsduren zusammengesetzt. Mit
einem geringeren Fettsdurestoffwechsel kann auch die beobachtete geringere
Wachstumsrate (Kap. 3.2.1) einher gehen, da die Bildung von neuen Zell-

membranbestandteilen damit deutlich verlangsamt ablaufen sollte.
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Abbildung 3.29: T-Test Clustering der Kultivierung des Elternstamms BY4742 (Veruyn- und
Diamid-Minimalmedium) unter ungestressten und zw f1A unter gestressten
Bedingungen (Koffeinmedium). Farbcodierte Darstellung signifikanter Anderungen der
Metabolitkonzentrationen, wobei dir rote Farbcodierung erh&hte und die griine Farbcodierung
verminderte Konzentrationen darstellt. Diamid wird, da es keine signifikanten Unterschiede zu
den Daten der Minimalmediumkultivierung gibt, als Kontrolle herangezogen. (BY4742 -
Elternstamm, zwf1A - Knockoutmutante, V - Verduyn-Minimalmedium, D - Diamidmedium
(100 uM), K - Koffeinmedium (5,15 mM), 1 bis 6 - Versuchsnummer der unabhingigen
Versuche)
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Die Zugabe von 5,15 mM Koffein beeinflusst den Metabolismus von zw f 1 A
stark. Im Vergleich zur Kontrolle sind 30 Metabolite signifikant (Abb. 3.29)
und 21 besitzen ein positives Verhiltniskriterium (Kap. 5.4). In Abbildung 3.30
sind entsprechend dieser Daten einige der Metabolite in einem Teil des Me-
tabolomnetzwerks hervorgehoben. Der Aminosdurestoffwechsel ist gestort.
Asparagin statt Asparaginsiure und Glutamat statt Glutaminsiure liegen
hier in erhéhtem Level vor (6,33 fach und 3,87 fach). Fumarat, welches u. a.
aus Glutamat {iber Aspartat und aus Succinat gebildet werden kann, liegt
2,45 fach erhoht vor, so wie das Reaktionsprodukt aus Fumarat, das Malat
(2,45 fach). Da durch Malatreaktionen NADH gebildet werden kann, verliert
der Metabolismus durch die Zugabe an Koffein zusitzlich Redoxpotential.
Auferdem liegt Ornithin deutlich geringer (3,03 fach) und Prolin deutlich er-
hoht (4,38 fach) vor, welche ebenfalls aus Glutamat gebildet wird. Prolin ist,
wie Ectoin, Hydroxyectoin und N6-Acetyl-Lysin, ein Osmoprotektanz [40].
Auch N6-Acetyl-Lysin kommt erhcht vor (4,11fach). Wie bei der ungest-
ressten Mutante liegt eine hohe Konzentration an Orotosiure (7,38 fach) vor,
die wie beschrieben aus Glutamin gebildet wird und ein Zwischenprodukt der
CTP Synthese ist. Im Reaktionsweg der Threonin- und Methioninbiosynthese
liegen keine der Aminosduren in geringerem Mafs vor. Homoserin zeigt sogar
eine doppelt so hohe Konzentration (2,12 fach). Gleichzeitig liegt ein Abbau-
produkt von Methionin, das Methioninsulfoxid geringer vor (2,78 fach).

In anderen Reaktionswegen zeigen sich deutlichere Anderungen, so im von
Pyruvat ausgehenden Leucin und Valin Bildungsweg. Sowohl Valin als auch
das Zwischenprodukt der Leucinbildungsreaktion 2-Isopropylmalat (4,34 fach)
liegen erhoht vor. Eine hohe 2-Isopropylmalat kann am Knockout des Gens
fiir den Reaktionsschritt von 3-Isopropylmalat zu 2-Ketoisocaproat liegen, je-
doch tritt dieser Zustand nicht bei dem ungestressten Organismus auf. Leu-
cin, welches im Medium zugesetzt ist, ist dagegen deutlich gesenkt (2,86 fach).

Evt. wird es verstirkt fiir die Proteinsynthese eingesetzt [90].

Weiterhin liegt mehr Tryptophan (2,23 fach) und Tyrosin (3,90 fach) in den
Zellen vor, die beiden aus einem Hauptreaktionsweg abstammen, die aus dem
Pentosephosphatweg herriihrt. Die Fettsduresynthese ist ebenso gestért wie
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Abbildung 3.30: Metabolomnetzwerk der Knockoutmutante zw f1A unter Koffe

d auf den Daten des Saccharomyces Genome Database

asieren

st das Netzwerk b
|25, 24]. Hervorgehoben sind Metabolite, die der Verhéltnisbedingung (Q) entsprechen, d.h.

Dargestellt i

der entsprechende Metabolitpool liegt mindestens doppelt hher oder niedriger vor als in der

Referenz.
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3.2 S. cerevisiae unter Stressfaktoreinwirkung

die der ungestressten Knockoutmutante. Palmitinsidure liegt wie bei der un-
gestressten Kultivierung deutlich geringer vor (2,33 fach). Stearinsiure zeigt
keine Signifikanz, liegt aber ebenfalls 2fach geringer vor. Statt Glycerin ist
Glycerinsdure erhoht (2,13 fach). Statt Thymin kann die Purinbase Adenin
5,98 fach nachgewiesen werden und Guanin nur 3,85 fach vermindert.

Durch die Ergebnisse wird deutlich, dass sich die ungestresste Knockout-
mutante auf metabolischer Ebene sowohl vom Elternstamm als auch von der

gestressten Kultivierung unterscheidet

3.2.2.3 Zusammenfassung des Metabolic Profiling

Die Ergebnisse der Metabolituntersuchung zeigen keine Unterschiede zwi-
schen einer Kultivierung mit und ohne Diamid, weshalb die Kultivierungen
mit Diamid ebenfalls als Vergleichsbasis verwendet werden. Mit diesen Da-
ten werden sowohl der Elternstamm, kultiviert in Koffeinmedium, als auch
maelA in Minimalmedium und zwf1A in Minimal- und koffeinversetztem
Medium verglichen. Da mae1 A in Minimalmedium kaum Unterschiede zum
Elternstamm aufweist, wird es nicht in Koffeinmedium untersucht.

Koffein bewirkt eine deutliche Verdnderung des Metabolitprofils im Elt-
ernstamm. Dieses gleicht stark dem der Knockoutmutante zwf 1A in Mini-
malmedium in Bezug auf den Fettsdurestoffwechsel. Der verringerte Fettsdu-
restoffwechsel in zwf1A liegt auf Grund der fehlenden G6PD vor. Das feh-
lende Enzym macht die Knockoutmutante aufserdem sensitiv auf oxidativen
Stress, da ein grofer Teil des Redoxpotentials durch den Pentosephosphat-
stoffwechsel nicht aufgebaut werden kann [91, 92|. Der verringerte Fettsiure-
stoffwechsel deutet also auf einen hohen Energieverbrauch in Zusammenhang
mit Koffein hin, d.h. die Zelle benétigt einen erheblichen Teil seiner Ener-
gie um die Wirkung von Koffein zu verringern. Dies zeigt sich auch in der
erheblich verringerten Wachstumsrate des Elternstamms (Kap. 3.2.1). Unter-
schiede liegen bei anderen Stoffen vor. So liegt unter Koffeineinwirkung der
Speicherstoff Trehalose geringer und alle Aminosiduren mit verénderter Kon-
zentration erhdht im Elternstamm vor. Die Zugabe von Koffein zum Kultivie-

rungsmedium von zw f 1A verdndert die Konzentrationen einiger Metabolite.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Alle mit verénderten Konzentrationen vorliegenden Aminosduren liegen nun,
wie im Elternstamm unter Koffeineinfluss, erhéht vor. Daraus ergibt sich eine
mogliche Verdnderung des Proteinbildungsprofils. Die Wachstumsrate verrin-
gert sich ebenfalls deutlich wie beim Elternstamm.

Die Ergebnisse unterstiitzen die Erkenntnis der Beeinflussung von Rim15
durch Koffein, welches in der Proteinkinase A Reaktionskaskade nach PKA
folgt, von diesem negativ reguliert wird, und stark fiir die Expression von
Stressreaktionsgenen verantwortlich ist [97, 100]. Auch die Bildung von kom-
patiblen Soluten wie N6-Acetyl-Lysin im Elternstamm und zwf1A | in dem
zusétzlich noch Prolin erhdht vorliegt, weist auf eine erheblich verstéirkte

Expression von Stressreaktionsgenen hin.

3.3 Aufbau und Funktionsweise des

konstruierten Probenentnahmegerates

Nach der Untersuchung der Langzeitstressantwort sollte nun die kurzfris-
tige Anderung und damit die zeitliche Anderung in den Zellen untersucht
werden. Die Konstruktion eines Probenentnahmegerites hat das Ziel eine
rasch aufeinanderfolgende automatisierte Probenentnahme zu erméglichen,
um eine Pulsantwort {iberwachen zu kénnen und so die kinetischen Parame-
ter des Metabolismus von S. cerevisiae zu bestimmen. Dabei orientiert sich
die Probenentnahmegeschwindigkeit an den Umsatzraten der intrazelluldren
Metabolite und muss daher sehr schnell sein. Diese Aufgabe kann durch die
manuelle Probenentnahme zumeist nicht erfiillt werden, da diese zu langsam
ist. Auch die Kultivierung im Schiittelkolben wie sie in den vorangegangenen
Versuchen eingesetzt wurde ist fiir diese Untersuchungen ungeeignet, da keine
kontinuierliche Fahrweise moglich ist.

Das Probenentnahmegerét soll variabel bei Glasreaktoren einsetzbar sein,
d.h. der Zugang erfolgt iiber den Deckel. Dafiir wird zunéchst eine M6glich-
keit gesucht, viele Proben hintereinander weg aus dem Reaktor zu entneh-
men. Unterdruck zur Probenférderung aus dem Reaktor wie im System von

Lange et al. [70] ist in Hinblick auf eine Automatisierung nicht anwendbar.
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3.3 Aufbau und Funktionsweise des konstruierten Probenentnahmegerites

Jede Probe muss dort einzeln an das Probenentnahmesystem angeschlossen
werden. Daher wird zunéchst ein fiinf Wege Probenentnahmesystem gekop-
pelt mit einer Schlauchpumpe und/oder Uberdruck im Reaktor getestet. Vier
Ausgénge, die von der Hauptleitung im 45° Winkel abgehen dienen der Pro-
benahme und werden mit einem Magnetventil versehen. Der fiinfte Weg dient
dem Ablauf des Totvolumens. Der geférderte maximale Volumenstrom ist mit
dieser Konstruktion jedoch zu gering (6:107°m3s~!) [104]. Die Verwendung
der in dieser Arbeit vorhandenen Schlauchpumpe (Mehrkanalpumpe PD5201,
Heidolph Instruments) erzielt im , d.h. zu einem einfachen Uberdruck im Re-
aktor nur geringere Volumenstréome. Die Verwendung einer Pumpe verlidngert
aufierdem die Forderstrecke erheblich und damit die Zeit, die die Zellen im
Probenentnahmesystem verweilen. Jedoch kann das Probenvolumen deut-
lich besser eingestellt werden als bei Druckférderung. Ein weiterer Nachteil
besteht darin, dass Pumpen in vielen Fillen Zellschddigungen hervorrufen,
die durch Stromungsverhiltnisse in der Pumpe und die damit gekoppelten
Scherraten, bzw. den Scherstress, und Dehnbelastungen verursacht werden.
Schlauchpumpen gelten allgemein als schonende Férderungsmethode fiir Zel-
len. Neuere Untersuchungen von Brandmayer [14] widerlegen diese, denn auch
Schlauchpumpen haben eine nicht unerheblichen Effekt auf Zellen. Die Versu-
che zeigen bei der Untersuchung des Flagellaten Euglena gracilis, dass schon
bei niedrigen Drehzahlen durch die Schlauchpumpe Zellen geschidigt werden,
und bei gleichem Volumenstrom eine stirkere Inhibierung der Zellen als bei
der Verwendung einer Zahnradpumpe auftritt. Durch steigende Drehzahlen
wird die Zellschddigung in allen getesteten Pumpen deutlich verstérkt. Die
Belastungen dndern die Zellform, verursachen den Verlust der Geiflel und
induzieren eine Schleimhiillenbildung. Im Hinblick auf die Zielstellung der
Untersuchung des n vivo Zustandes der Zellen im Bioreaktor zum Zeitpunkt
der Probenentnahme und die damit verbundene rasche Forderung der Zell-
suspension bei hohen Drehzahlen ist daher von einer Pumpe zur Forderung
des Kultivierungsansatzes abzusehen. Diese Methode zur Probenentnahme

wird daher nicht weiter verfolgt.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Statt dessen werden in diesen Versuchen die Proben mittels Uberdruck
iiber dem Medium aus dem Reaktor befordert. Die Verwendung eines Kopf-
druckes zur Forderung der Probe wie bei Weibel et al. [138] verhindert die
Nutzung der Abgasanalytik fiir die Kohlenstoffbilanzierung [125] und auch
der Gelostsauerstoffgehalt des Mediums steigt in der vorliegenden Arbeit mit
Einsetzen des Kopfdruckes trotz gedffnetem Abgaswegs auf 100 % an. Jedoch
kann so die Probe in moglichst kurzer Zeit automatisiert iiber den Deckel aus

dem Reaktor beférdert und zur Inaktivierung gebracht werden.

==p Ungedrosselte
Strecke

Gedross Strecke
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Abbildung 3.31: Aufbau des Probenentnahmesystems angeschlossen an den kontinuierlich
betriebenen Bioreaktor. Links Laboraufbau, rechts Schema. Die Probenentnahme beginnt
mit dem Offnen der Kopfdruckstrecke bei gesffinetem Abluftventil. Danach erfolgt der Start
der automatischen Probenentnahme durch Betitigung des Startschalters, wobei die
Abluftstrecke gedrosselt wird. Nach Einstellen des Kopfdruckes erfolgt die Offnung des
Probenentnahmeventils und mit der ersten Probe die manuelle Aufgabe des Stresspulses iiber
die Pulsstrecke. Mit der Offnung des Probenentnahmeventils wurde der Motor angeschaltet
und Probe flieft angetrieben durch den Kopfdruck durch die Probenstrecke. Nach Abschluss
der Probenentnahme wird automatisch auf die ungedrosselte Abluftstrecke umgeschaltet, das
Probenentnahmeventil geschlossen und das Spiilventil kurz gedffnet. Durch einen kurzen
Druckluftpuls wird iiber diese Strecke das gesamte Probenrohr in den Reaktor entleert.
(Fliisse farbig unterlegt; KD = Kopfdruckstrecke; MP = Manuelle Probenentnahme; PS =
Pulsstrecke; PT = Probenteller; PV = Probenentnahmeventil; SD = Spiildruckstrecke; SV =
Spiilventil)

Das automatische Probenentnahmegerét (Abb. 3.31) besteht aus einem ca.
500 mm langen Metallrohr mit einem Durchmesser von 5 mm, durch den die
Probenentnahme erfolgt. Uber einen kurzen Silikonschlauch von ca. 100 mm
Lénge wird das Metallrohr an ein pneumatisches Ventil (W600 Ventilkorper)

der Firma Gemii angeschlossen, das iber dem Probenentnahmegefifs, welches
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3.3 Aufbau und Funktionsweise des konstruierten Probenentnahmegerites

auf einem Drehteller platziert ist, miindete. Die Probenplétze auf dem Teller
sind markiert und werden iiber einen optischen Sensor gezidhlt. Der Medi-
enfluss wird durch einen induzierten Kopfdruck im Reaktor betrieben. Die
Steuerung erfolgt durch einen zentralen Schaltkasten, der Antrieb des Tellers

iiber eine separate Steuereinheit (Abb. 3.32).

Vor Beginn der Probenentnahme wird manuell die Anzahl der zu nehmen-
den Proben, die Zeit zum Einstellen des Kopfdrucks sowie die Zeit zur Druck-
aufgabe fiir die Reinigung des Probenrohres (Spiilstrecke) an der Steuerein-
heit eingestellt (Abb. 3.32). Als erstes wird die Druckluftstrecke zur Initiie-
rung des Kopfdrucks (1,38 bar) manuell gedffnet (Abb. 3.31).

Bei Betitigung des Startknopfes wird zunichst der Kopfdruck im Reak-
tor eingestellt. Dies erfolgt durch das Umschalten der Magnetventile in der
Abluftstrecke, was zu einer Drosselung der Abluft und einer Drucksteige-
rung im Reaktor um 0,22 bar fithrt. Nach Ablauf der eingestellten Zeit wird
das Probenentnahmeventil pneumatisch gedffnet und Probe aus dem Reaktor
gedriickt. Fiir die Strecke vom Reaktor bis zum Ausgang des Probenentnah-

meventils benétigt die Probe mit den beschriebenen Einstellungen ca. 0,15s.

Gleichzeitig mit dem Offnen des Probenentnahmeventils wird die Zihl-
funktion des fotoelektrischen Ndherungsschalters und der Motor aktiviert.
Sobald die eingestellte Probenzahl erreicht ist, wird das Ventil automatisch
geschlossen. Zeitgleich erfolgt ein Umschalten der Abluftstreckenventile und
somit der Wegfall des Kopfdruckes. Durch ein weiteres Ventil (Spiilventil),
welches in den oberen Bereich des Probenentnahmeventils miindet, wird di-
rekt nach der Probenentnahme fiir den eingestellten Zeitraum sterile Druck-
luft (1,1 bar) durch das Probenrohr auf das System gegeben. Dies ermdoglicht
die Entleerung des Probenentnahmerohres hinter dem Probenentnahmeventil
(Abb. 3.31). Durch einen Intervallschalter kann die gesamte Probenentnah-
meprozedur innerhalb weniger Sekunden oder Minuten wiederholt werden.
Fiir Zeitrdume iiber einer Minute Zykluszeit wird die Steuereinheit ausge-
schaltet und erst zum Zeitpunkt der niichsten Probenentnahme wieder ein-
geschaltet. Durch die Verwendung eines groferen Widerstandes (>1kQ2) zur
Einstellung der Taktungszeit kénnen auch diese Zeitintervalle automatisiert
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3 Ergebnisse und Diskussion

werden. Die Kopfdruckleitung wird fiir diese Unterbrechung nicht geschlos-

Sel.

Netz Ein/Aus _ ; ]
V4 ; ; a
Inwalleinstellun g A 4— Probenzahler
7 ]4— o Probenentnahmesteuerung |
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Abbildung 3.32: Probenentnahmesteuerung und Drehzahlregler fiir die automatische
Probenentnahme. Mit dem Steuerkasten kénnen fast alle der Parameter fiir die
Probenentnahme eingestellt werden. Dazu gehéren die Zeit fiir die Binstellung des
Kopfdruckes, die Spiilzeit, die Probenanzahl, das Intervall zwischen einem kompletten
Probenentnahmezyklus sowie die Taktung zwischen den einzelnen Proben. Der Probenzihler
wird mit dem fotoelektrischen Niherungsschalter (Sensor) gekoppelt. Dieser detektiert die
markierten Probenplitze. Die Probenentnahme wird durch die Betétigung des unteren
Schalters gestartet. Uber den Drehzahlregler wird die Tellerdrehgeschwindigkeit und damit
das Probenvolumen und die Probenentnahmezeit eingestellt. (Farbig unterlegt ist die
Kabelfiihrung des Drehzahlreglers)

Die zeitliche Aufschliisselung des Pulsexperiments wird durch die Teller-
drehzahl erreicht, die wiederum durch die Einstellung der Spannung gesteuert
wird (Abb. 3.32). Dadurch kann die hochste Aufschlisselung durch die ma-
ximal einstellbare Spannung von 30V mit 143ms pro 50ml Falkon-Probe
erzielt werden (Abb. 3.33).

Bei dem Ventilkdérper, der aus den Probenentnahme- und Spiilventilen be-
steht, handelte es sich um die W600 Ventilkonfiguration 1 der Firma Gemii.
Ventil 1 besitzt einen Durchmesser von 8 mm und gewéhrleistet, durch den
im Vergleich zu dem des Probenentnahmerohres groferen Durchmesser, einen
raschen Probendurchfluss. Der Ventilkorper beseht aus zwei pneumatisch be-
triebenen Ventilen, die miteinander so verschweift sind, dass eine im Vergleich

zu anderen Konstruktionen totraumarme Verbindung entsteht. Das zweite
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Abbildung 3.33: Drehzahl des Probentellermotors und damit der einstellbaren Probenzeitspannen fiir
50 ml Probengefidffe. Die Probenzeitspanne stellt dabei die Zeitspanne, die eine Probe

wihrend der Probenentnahme abdeckt, dar.

Ventil ist dabei so angeordnet, dass der Stutzen direkt hinter der Membran
des ersten Ventils ansetzt. Dies ermoglicht in diesem Fall die Verwendung
als Druckluftzugang und damit Spiilstrecke, um das erste Ventil von Pro-
be zu befreien und die im Probenentnahmerohr stehende Fliissigkeit in den
Reaktor zuriick zu driicken. Nach erfolgter Riickspiilung ist im Bereich des Si-
likonschlauches, der zum Zeitpunkt der Probenentnahme komplett gefiillt ist,
kein Medium zu erkennen. Das Ventil des Probenentnahmeweges ist vertikal
zum Probenteller angebracht. Dadurch entleert sich der Ventilstutzen auf der
Ausgangsseite nicht selbststindig nach erfolgter Probenentnahme, was eine
manuelle Reinigung mit 70 % EtOH notwendig macht, oder ein Totvolumen
von ca. 2-2,5ml hervorruft, weshalb bei Versuchen mit mehreren Probezeit-

punkten jeweils die erste Probe eines Probenzyklus verworfen werden sollte.

Die Verwendung des Sicherheitsventils ermoglicht einen stabileren Kopf-
druck und verhindert den Aufbau eines hohen Drucks, was aus Sicherheits-
griinden bei Glasreaktoren nicht auftreten darf, wodurch eine sichere Handha-
bung gewahrleistet wird (Abb. 3.34). Durch Schwankungen in der Systemluft
kann der Volumenstrom bei Wiederholung der Versuche unter gleichen Ver-
suchsbedingungen jedoch nicht konstant gehalten werden (Abb. 3.35). Auch
ohne aktive Anderung der Versuchsbedingungen #ndert sich der Volumen-
strom, wodurch die Reproduzierbarkeit des Volumens nicht gegeben ist. Auch

iber den Verlauf der einzelnen Probenentnahmen selbst dndert sich der Vo-
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3 Ergebnisse und Diskussion

lumenstrom, wodurch die Probenvolumina variieren, was eine Bestimmung

des Gewichts jeder Probe erforderlich macht (Abb. 3.36).
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Abbildung 3.34: Versuchsstand der kontinuierlichen Kultivierung mit automatischem

Probenentnahmesystem. (Farbig unterlegt sind Medien- und Gasfliisse)

Der Probenentnahmeteller (Abb. 3.31), in dem die Probenfalkons fixiert
werden, besteht aus einem auf einer Welle gelagerten hohlen PVC Teller,
der iiber die Welle mit einem Elektromotor angetrieben wird, der wiederum
durch eine Steuereinheit versorgt und gesteuert wird. Die Falkons werden im
Teller durch eine Presspassung verankert, damit sie z. B. durch umgebendes
Kiihlmittel nicht aus dem Teller gehoben werden. Es stehen Plitze sowohl
fiir 15 als auch 50 ml Falkons zur Verfligung, wobei die 15 ml Falkons durch
einen geringeren Abstand zwischen den einzelnen Réhrchen eine schnellere
Probenentnahmezeit aber auch kleinere Probenvolumina ermdoglichen. Der
Antrieb durch einen kontinuierlich laufenden Motor (Doga) bewirkt, dass
Kulturmedium nicht nur in die Falkons fliefit. Dies kann durch einen hohe-

ren Automatisierungsgrad und einen anderen Motor behoben werden, z. B.
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3.3 Aufbau und Funktionsweise des konstruierten Probenentnahmegerites

durch die Verwendung eines Schrittmotors, gekoppelt mit dem Offnungs- und
Schliefsmechanismus von Ventil 1, wie es bei Gronke etal. [43] angewendet

wird.

Das konstruierte System kann auch in einen getakteten Modus geschaltet
werden, wobei die Ventiloffnung und -schliefung mit den am Sensor vorbei
laufenden Falkongefdfsmarkierungen ausgelost wird. Diese Herangehensweise
war jedoch durch die Taktfrequenz des Ventils limitiert, d. h. das Ventil kann
nicht schnell und lange genug 6ffnen, und ermdglicht die Anwendung nur bei
einem sehr langsam drehenden Teller und somit hohen Probenvolumina und
Probenzeitspannen, d. h. die Zeit die eine Probe wihrend der Probenentnah-
me abdeckt.
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Abbildung 3.35: Volumenstrom in Abhiéngigkeit des Kopfdruckes, bei einem Vordruck von 1,38 bar.
Durch die Schwankungen in der Systemdruckluft kénnen keine verlidsslichen Volumenstréme
fiir eine jeweilige Kopfdruckeinstellung bestimmt werden. Auch eine direkte
Versuchswiederholung ohne Verénderung der Versuchsbedingungen zeigt andere
Volumenstréme als zuvor. Dies lisst keine Vorabschétzung des tatsichlich zu erwartenden
Probenvolumens zu.

Die Durchmischungsrate der Losung (Pulsaufgabe) mit dem Medium im
Reaktor wird mittels Zugabe einer NaCl Losung in Leitungswasser unter-
sucht. Nach 157 ms erfolgt ein Anstieg in der Leitfihigkeit des Mediums. Nach
450 ms wird ein anndhernd gleich bleibender Wert angezeigt. Dadurch ist bei
maximaler Tellerdrehzahl und Start der Probenentnahme und Pulsaufgabe
zur gleichen Zeit mindestens die erste Probe aus dem Reaktor aus der sta-
tiondren Chemostatphase, die darauf folgenden sind damit dem Stressfaktor
ausgesetzt.
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Abbildung 3.36: Variation der Probenvolumina iiber den Verlauf eine Probenentnahme bei
eingestellten 1,38 bar Vordruck und 1,22 bar Kopfdruck, hervorgerufen durch
schwankende Systemluft und dadurch schwankenden Kopfdruck im Reaktor. Daher

miissen alle Proben nach der Probenentnahme ausgewogen werden.

3.3.1 Pulsexperiment und schnelle Probenentnahme

Der Autosampler ermoglicht die Uberwachung der in vivo Metabolitkonzen-
trationen in einem sehr kurzen Zeitbereich. Bedingt durch die zu untersu-
chenden Metabolite, werden im gewahlten Zeitbereich von ca. 2,5s nur weni-
ge Anderungen beobachtbar sein, da hier nur starke Anderungen im zentra-
len Kohlenstoffwechsel, nicht aber in darauf folgenden Sotffwechselschritten,
wie der Aminosiuresynthese, erfolgt sein kénnen. Fiir die Uberpriifung der
Anwendbarkeit wird eine Analyse der Proben iiber das Metabolic Profiling
durchgefiihrt.

Fiir den Versuch wird ein im Batch betriebener Reaktor mit einer OD von 2
angeimpft. Ab einer OD von 9 wird die kontinuierliche Zufiitterung gestartet
und der Reaktor in kontinuierliche Betriebsweise gebracht (Kap. 2.2.5).

Bei Anwendung eines Glukosepulses werden mehrere Proben rasch hin-
tereinander gezogen, um den direkten Effekt des Pulses auf die Zellen zu
untersuchen und die Funktionsfahigkeit des angewendeten Systems zu vali-
dieren. Jede Probe entspricht in diesem Versuch dabei einem Zeitintervall
von 143 ms, was der maximalen Tellerdrehzahl entspricht.

Nach der Ventil6ffnung des Probenentnahmeventils und damit der ersten
Probe, wird die Zugabe von 4 ml 400 g1=! Glukoseltsung mit Hilfe einer 50 ml
Einwegspritze gestartet. Die Spritze ist voll aufgezogen und die sterile Luft
iber der Glukosel6sung dient dazu die gesamte Losung in den Reaktor zu
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3.3 Aufbau und Funktionsweise des konstruierten Probenentnahmegerites

beférdern (Kap. 2.2.6). Die geringe Zahl der Zugangsoffnungen am Reaktor
ermoglicht die Zugabe nur iiber einen Bypass durch das normalerweise zur

manuellen Probenentnahme genutzte System direkt in das Medium.

In Abbildung 3.37 kann 1144 ms nach dem Versuchsstart (Probe8) eine
Anderung des Glukosegehaltes in den Proben beobachtet werden, wobei es
sich um intra- und/oder extrazelluldre Glukose handeln kann. Nach 1716 ms
(Probe 12) éndert sich dieser Wert nicht mehr. Es kann sich bei den gemesse-
nen Glukosewerten durchaus um intrazellulire Glukose handeln. Betrachtet
man die Werte der anderen gemessenen Metabolite, wozu auch G6P und F6P
gehoren, die ebenfalls eine rasche Anderung durchlaufen sollten, muss diese
Annahme kritisch betrachtet werden, da hier keine Anderungen auftreten. Es
ist auch mdglich, dass es sich hierbei um Glukose aus dem Medium handelt,
die durch die zwei erfolgten Waschschritte mit MeOH nicht vollstindig von
den Zellen entfernt wurden. Da es bei diesen Untersuchungen um die Unter-
schiede zwischen den Proben selbst geht, bei denen sich die Umgebungsbe-
dingungen durch den Glukosepuls rasch &ndern, und es sich nicht um einen
Vergleich zwischen zwei Experimenten mit konstanten Medienbedingungen
handelt, fallt der Unterschied, der durch an den Zellen verbleibendes Me-
dium entsteht, stark ins Gewicht. Fiir die Beobachtung einer Anderung im
Metabolismus muss daher ein grofieres Zeitintervall verwendet werden und

ein weiterer Waschschritt angewendet werden.

Auch die Anwendung eines Koffeinpulses bringt fiir die Untersuchung im
2,5s Bereich keine Verdnderung des Metabolitprofils. Ohne Pulsaufgabe las-
sen sich in diesem Zeitbereich keine Pooldnderungen der gemessenen Meta-
bolite feststellen, d.h. die Probenentnahme selbst beeinflusst die Zellen alle

gleich, bzw. nicht.

Der Einsatz fiir zukiinftige Untersuchungen im groferen Zeitintervall von
einigen wenigen Sekunden ist durch den erfolgten Einbau einer Intervallschal-
tung moglich. In Kombination mit einem Schrittmotor konnte das bend6tigte
Volumen pro Zyklus reduziert werden. Ein Einsatz fiir noch ldngere Zeitin-
tervalle von iiber einer Minute ist, wie bereits bei der Funktionsweise des

Geriétes beschrieben, durch die Verwendung eines Widerstandes grofer als
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3 Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 3.37: Glukosegehalt der Proben bei dem Glukosepulsexperiment. Zum Zeitpunkt 0 (Probe 1)
wird die Probenentnahme gestartet und 4 ml Glukose (400 g1~ 1) zugegeben. Eine Probe deckt
im Verlauf des Experiments eine Probenentnahmezeitspanne von 143 ms ab. Die Daten sind
BTM normiert.

1k moglich. Versuche iiber lingere Zeitriume bediirfen vor allem bei der
Verwendung eines kleinen Reaktorvolumens, wie in diesem Fall, einen erhh-
ten Automatisierungsgrad. Die Probenvolumina miissen zur Minimierung des
Kultivierungsvolumenverlustes kleiner gehalten werden als es in der vorliegen-
den Arbeit der Fall ist. Mehrere Proben zu einem Probenentnahmezeitpunkt
sind durch die Notwendigkeit mehrerer technischer Replikate fiir die Messung
mittels GC-MS zum Metabolic Profiling zu ziehen. Damit miissen zu jedem
Zeitpunkt 5 bis 6 Proben gezogen werden, die in den vorliegenden Versuchen
zwischen 20 und 36 ml ausmachen. Zusétzlich kommen weiter Verluste durch
Probenverwerfung und Bestimmung der BTM und der Metabolite im Me-
dientiberstand hinzu. Die Schwankung des Probenvolumens von Versuch zu
Versuch und von Probe zu Probe wird durch die schwankende Systemluft her-
vorgerufen und eine genaue Abschitzung vor der Probenentnahme ist nicht
moglich, da auch der Reaktor nicht ausgewogen werden kann. Das Auswiegen
der Proben braucht einige Minuten und aus diesen Werten kann, verursacht
durch einen kontinuierlichen Medienaustritt aus dem Probenentnahmeven-
til, nicht exakt auf den Volumenverlust geschlossen werden. Dadurch kann
auch die kontinuierliche Kultivierung nach der Probenentnahme nicht durch

einfaches anpassen des Zulaufstroms fortgefithrt werden.
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4 Zusammenfassung und
Ausblick

Zur Untersuchung der zelluldren Stressantwort wird oft die Genom- [36, 130]
und Proteomebene [72, 88] herangezogen. Die Metabolomebene bietet weite-
re Erkenntnisse, da sie die physiologischen Vorgédnge in der Zelle widerspie-
gelt, die oft nicht unbedingt den Genom- und Proteomprofilen entsprechen
und weitere unbekannte sog. Bottlenecks in den Zellen aufdecken kdnnen. So
konnte eine Flussanalyse durch Becker et al. [5] Defizite im Fluss durch den
Pentosephosphatweg aufzeigen, woraufhin eine genetische Verinderung fiir
diesen Bereich eine deutliche Verbesserung der Lysinproduktion in Coryne-
bacterium. glutamicum brachte. In der vorliegenden Arbeit sollte daher als
Teil der Stressantwortanalyse die Metabolite in den Zellen untersucht wer-
den. Dieses Ziel hat mehrerer Aspekte, die in Abb. 4.1 aufgefiihrt sind. Die
Zellen miissen im zu untersuchenden Zustand festgehalten werden, was ein
rasches Abstoppen des Metabolismus erfordert. Dazu sollte fiir F. coli und
S. cerevisiae auch die Wirkung des Prozesses untersucht werden, wozu die
Durchflusszytometrie, der Verlust an intrazelluliren Zellbestandteilen (ATP
als Modellmetabolit) und auch die relative OD der behandelten Zellsuspen-
sion im Verh&ltnis zur Kultur-OD herangezogen wurde. Anschliefsend wurde
der Metabolismus von S. cerevisiae in Hinblick auf eine Stressantwort auf
einen standig prasenten Stressfaktor (Koffein) untersucht. Die dynamische
Zellantwort auf einen Stresspuls, d.h. die kurzfristige Anderung des Zell-
metabolismus nach dem Auftreten eines Stressfaktors, kann nur mit einem
Probenentnahmegerét untersucht werden, welches in kurzer Zeit viele Proben
hintereinander weg aus der Kultur ziehen kann. Die intrazelluldren Stoffkon-



4 Zusammenfassung und Ausblick

zentrationen werden so verfolgt. Eine Modellierung des Stoffwechsels ermog-
licht dann die Ermittlung der kinetischen in vivo Parameter der beteiligten
Enzyme [23, 111].

Variation in der Abstopplésung:
L6 ittelkonzentration (E. coli, S. c isiae)
Additive (E. coli)
Temperatur (E. coli, S. cerevisiae)

Verluste intrazelluldrer
Bestandteile durch den |—|
Abstoppprozess

Gefundene Abstoppldsung
verwenden fiir das rasche
Abstoppen von

Durchflusszytometrie
Relative OD
ATP in Abstopplosung und

S. cerevisiae Zellextrakt
Mesta[l:t:g;:f:;::‘::i\:m Schittelkolbenkultivierung mit Stressfaktoren:
 permanenten 100 uM Diamid
t . i 5,15 mM Koffein
r

GC-MS
PCA
T-Test
Quotientenvergleich

Legende

Ziel-/
Problemstellung

Aut isiertes
Probenentnahmesystems Konstruktion und Anwendung bei einem
—> zur Untersuchung kontinuierlich betriebenen Glasbioreaktor mit

kinetischer Parameter bei Pulsaufgabe

Pulsaufgabe
GC-MS methoden

Abbildung 4.1: Ubersicht der durchgefiihrten Untersuchungen.

Im ersten Kapitel wurde bereits beschrieben, dass fiir die Untersuchung
des Metaboloms ein Abstoppen des intrazelluldren Stoffwechsels notwendig
ist. Das Abstoppen erfolgt iiblicherweise mit kalten Abstopplosungen und
da bei diesem Prozess Metabolite aus den Zellen austreten, sollten die Aus-
wirkungen untersucht, Ursachen analysiert und nach einer geeigneten Ab-
stopplosung gesucht werden. Dabei wurden sowohl die Starttemperatur, die
Methanolkonzentration, als auch die Verwendung von Additiven als Einfluss-
faktoren herangezogen. Mit dieser Abstopplosung sollten anschliefend die
Zellen aus Stresskultivierungen behandelt werden und mittels GC-MS (Me-
tabolic Profiling) analysiert werden. Zusétzlich sollte ein Gerédt entwickelt
werden, welches dem Anwender ermdglicht, dynamische Anderungen in den
Zellen zu beobachten, d.h. ein System welches in kurzer Zeit viele Proben
aus dem Kulturmedium ziehen kann.

In den durchgefithrten Untersuchungen werden einige der negativen Eigen-
schaften der Abstopplésungen, wozu der Kélteschockeffekt und die Wirkung
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der enthaltenen organischen Losungsmittel zdhlen, auf die Zellen offen ge-
legt. Mit Hilfe der hier fiir dieses Problem erfolgreich etablierten Durchfluss-
zytometrie konnen die Proben auf Einzelzellebene analysiert und der Effekt
der Abstopplosungen evaluiert werden. Hinzu kommt der in Bezug auf die
Verwendung von kalten Abstopplésungen erstmals eingesetzte Vergleich der

OD-Werte, die einen Hinweis auf eine komplette Lyse der Zellen liefert.

Zieht man die Daten der Durchflusszytometeranalyse (Kap. 3.1) heran, be-
stitigt sich die Vermutung der Zellwandschédigung nicht nur durch die Ver-
wendung von organischen Losungsmitteln, sondern auch durch die Verwen-
dung von tiefen Temperaturen [12, 118, 134] und der damit einher gehenden
hohen Abkiihlungsraten. Jedoch sollte, auch in Anbetracht der Ergebnisse
von Canelas etal. [19], das Phinomen der Zellwandschidigung als alleinige
Ursache fiir den Metabolomverlust iiberdacht werden, da bei 100 % MeOH
sowohl fast alle F. coli als auch S. cerevisiae Zellen in der Probe unabhin-
gig von der Starttemperatur der Abstopplosung fiir PT durchlissig gemacht
werden und somit eine beschidigte Zellmembran besitzen. Gleichzeitig erge-
ben die Daten von Canelas et al., dass 100 % MeOH bei tiefen Temperaturen
die besten Ergebnisse der getesteten Losungen fiir S. cerevisiae. Durch ge-
ringere Verluste bei tieferen Temperaturen kann auf einen positiven Effekt
auf die Metabolomverluste und damit der Zellintegritidt in Zusammenhang
mit organischen Losungsmitteln geschlossen werden (Kap. 3.1.2.2). Generell
zeigt sich bei der Verwendung von geringeren Losungsmittelkonzentrationen
(Kap. 3.1.2.1, 3.1.3.1) eine geringere Zellschiddigung und bei der Versetzung
der Methanollésung mit Additiven wie Trehalose kann der Beschddigungs-
grad veradndert, jedoch nicht vollstédndig verhindert werden (Kap. 3.1.2.3).

Der hier angewendete Vergleich der OD-Werte der Kultur im Medium und
nach Behandlung mit einer Abstopplésung ist trotz fehlender Korrelation
zur CFU ein guter Indikator fiir den Effekt der verwendeten Losungen auf
die Zellen. Niedrige OD-Werte von F. coli bei Verwendung unterschiedlicher
Starttemperaturen zeigen eine umgekehrte Korrelation zwischen vollstandi-
ger Zellschiadigung, also Lyse, und sinkender Starttemperatur, d.h. je kélter
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4 Zusammenfassung und Ausblick

die Abstopplésung und damit je grofer die Kithlungsrate, desto weniger Un-
terschied liegt zwischen der OD der Kultur und der behandelten Probe vor
(Kap. 3.1.2.2). Die Untersuchungen der OD als auch des PI Markierungsmus-
ters bestétigen die Annahme von Wittmann et al. [144], dass hohe Verluste
an intrazelluldren Metaboliten bei der Verwendung von methanolbasierten

Abstopplosungen durch Permeabilisierung und Lyse von Zellen erfolgt.

Eine Moglichkeit fiir zukiinftige Versuche, die Verluste wihrend des be-
schriebenen Prozesses zu verringern oder gar zu verhindern, besteht in der
von Spura et al. [118] eingesetzten Losung, basierend auf EtOH statt MeOH.
EtOH, welches in vielen Untersuchungen als Extraktionsmedium verwendet
wird [39, 70, 131, 135], wird hier zusétzlich mit 0,8 % (m/v) NaCl zur osmoti-
schen Stabilisierung versetzt. Als Starttemperatur wird -20 °C eingesetzt. Die
Analyse mittels GC-MS durch Spura et al. [118] zeigt sehr gute und reprodu-
zierbare Werte, wobei deutlich geringere Verluste aus den Zellen wihrend des
Prozesses auftreten als bei der Verwendung von Me OH. Erste, im Zuge dieser
Arbeit nachtréiglich durchgefiihrte Untersuchungen fiir E. coli dazu, zeigen im
Vergleich zu allen untersuchten Losungen und Bedingungen verbesserte Wer-
te, d. h. den geringsten Anteil an Zellwandschdden. Die PI Markierung liegt
nur bei ca.3% und die OD weicht nur ca. 9% von der der Kultur ab. Auch
bei S. cerevisiae zeigten sich positive Effekte. So ist das Markierungsmuster
identisch dem der unbehandelten Zellen und auch die Resuspensions-OD liegt
im Bereich der der Kultur. Der Salzgehalt der EtOH-Abstopplosung kénn-
te dabei, wie bei Bolten et al. [12] beschrieben, fiir jedes Wachstumsmedium
angepasst werden und damit die Wirkung der kalten Abstopplésung noch

weiter verringern.

Die Untersuchung der mikrobiellen Stressantwort konzentriert sich zumeist

auf die Genom- und Proteomebene

Die Untersuchung des Stressverhaltens von S. cerevisiae auf den Stress-
faktor Diamid auf Metabolomebene zeigte unter den gewéhlten Bedingun-
gen keine Unterschiede zwischen den GC-MS Daten der ungestressten und
gestressten Kultur. Bei der Anwendung von 5,15 mM Koffein konnten je-

doch deutliche Unterschiede beobachtet werden, die von der verminderten
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Wachstumsrate bis hin zu verdnderten Aminosdurepools und der Stérung des
Fettsdurestoffwechsels reichen. Die Ergebnisse der Metabolomanalyse sind im
Einklang mit den Resultaten auf Genomebene von Wanke et al. [137]. Dort
zeigt sich unter Koffeineinwirkung die vermehrte Bildung von RIM15. Dieses
ist stark in die Expression von Stressreaktionsgenen involviert. Eine starke
Stressantwort ldsst sich in den GC-MS Daten an Hand der erhéhten Metabo-
litpools an kompatiblen Soluten sehen. So liegt N6-Acetyl-Lysin im Eltern-
stamm fast 16 fach héher vor und selbst in zw f 1 A, welches durch das Fehlen
der G6PD bereits sehr anfillig fiir Stress ist und weniger Energietriger fiir die
Stressantwort auf einen weiteren Stressfaktor zur Verfligung hat, kann eine
erhchte Konzentration um das vierfache festgestellt werden. zwf 1A behilft
sich dafiir mit der erh6hten Bildung von Prolin, ebenfalls einem kompatiblen
Solut. Prolin liegt iber vierfach erhdht vor. Zusétzlich unterstreichen die Er-
gebnisse zum gestorten Fettsduresyntheseweg, d.h. verringerte Poolgrofien,
die Umlenkung der Energie, die normalerweise fiir die Zellwandsynthese ver-

wendet wird, in die Stressantwort der Zelle.

Im Zuge dieser Arbeit ist es weiterhin erfolgreich gelungen, ein automa-
tisches Probennahmegerit zu etablieren, welches variabel an Glasreaktoren
angeschlossen werden kann, ohne den Glasreaktor zuvor umbauen zu miissen,
um ein Zugangsventil anzubringen. Es ermoglicht eine minimal mdégliche Zeit-
raumabdeckung von 143 ms pro Probe fiir 50 ml Falkongeféfse, mit 5 bis 6 ml
pro Probe, und kann in einem Durchlauf bei maximaler Drehgeschwindigkeit
des Tellers insgesamt einen Zeitbereich von bis zu 2,8 s abdecken (Kap. 3.3).
Rasche Metabolitdnderungen konnten in ersten Versuchen mit dem Gerét in
Verbindung mit einem Glukosepuls gemessen werden, was ohne die Verwen-

dung eines solchen Gerites nicht mdoglich ist.

Durch eine Abkopplung des Geréts von der Systemluft des Gebadudes und
einen erhdhten Automatisierungsgrad konnte sowohl die Handhabung als
auch die Reproduzierbarkeit des Probenvolumens noch verbessert werden.
Z.B. konnte ein Druckluftsystem wie bei Aragon et al. [2], welches den Kopf-
druck auf den Reaktor kontinuierlich anpasst, die Volumenschwankungen

unterbinden. Zusitzlich kénnte die Offnung der Kopfdruckstrecke und die
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Zugabe der Stressfaktorlosung automatisiert werden. Beides erhoht die ein-
fach Handhabung des Systems und eine bessere zeitliche Abschétzung der
einzelnen Prozessschritte und deren Einsetzende Wirkung auf das System.
Auferdem kann durch die Steuerung der Kopfdruckstrecke eine minimale
Expositionszeit des Uberdrucks im Reaktor gewihrleistet werden.

Das System kann in nachfolgenden Arbeiten genutzt werden, um die dyna-
mischen Anderungen von Hefen und anderen Organismen auf Metabolome-
bene zu untersuchen und damit die kinetischen Eigenschaften der Enzyme in
ihrer komplexen Umgebung mit Effektoren und Substraten in der lebenden

Zelle zu bestimmen.
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5 Anhang

5.1 Gerate

Tabelle 5.1: Gerite

Gerit Hersteller

Autoklav Systec V-150 Systec

Biofuge stratos HERAEUS Instruments,
Deutschland

Bioreaktor
Certomat S-1 Brutschrank

Cell Lab Quanta™ Durchflusszytome-
ter
Clean Bench HER Asafe

Dampfbiigelstation GV 5120 (CIP-
Einheit)

Datenlogger 177-T4

Elektronische Bauteile

EZ-Guard Vorséule

Fermenter RALF Plus
Glaspipette

Bioengineering, Schweiz
B. Braun
Deutschland

Beckman Coulter, Deutschland

Melsungen AG,

HEAREUS
Deutschland
Tefal, Deutschland

Instruments,

Testo AG, Deutschland
Diverse Hersteller,
Deutschland
Agilent Technologies Deutsch-
land GmbH, Deutschland
Bioengineering, Schweiz
BRAND GmBH & Co. KG,

Deutschland

Conrad,

Fortsetzung...



5 Anhang

Tabelle 5.1: Fortsetzung Tabelle Gerite

Gerét

Hersteller /Lieferant

HeizThermoMixer MHL 20
Helios o« OD-Messgerét
Hera freeze Tiefkiihltruhe

HP 6890 Gaschromatograph
Inkubations Schiittelschrank BS4

Kaltaufgabe System

Pegasus IV TOF Massenspektrometer
pH-MeterCG&840
Photoelektrischer
(LTK-1040-303-506)
Pipettierhilfe pipetus-AKKU

Niherungsschalter

Plate reader Tecan Ultra
RK20KS Kryostat
Schlauchpumpe REGLO Digital

Tecan GENios
Ultraschallbad

Vacufuge 5301
VF-5ms Kapillarsiule

Vortexer REAX top

W600 Ventilkérper

HLC Biotech, Deutschland
Unicam, GB

Thermo Electron Corporation,
USA

Agilent Technologies Deutsch-
land GmbH, Deutschland

B. Braun Biotech International,
Deutschland

GERSTEL, Deutschland
LECO Corporation, USA
Schott-Geréte, Deutschland

Contrinex, Schweiz

Hirshmann
Deutschland
Tecan Group Ltd., Schweiz
Lauda, Deutschland

Ismatec Laboratoriumstechnik,

Laborgerite,

Schweiz

Tecan Group Ltd., Schweiz
Bandelin electronic GmbH &
Co. KG, Deutschland
Eppendortf, Deutschland
Agilent Technologies Deutsch-
land GmbH, Deutschland
Heidolph Instruments GmbH &
Co. KG, Deutschland

Gemii, Deutschland
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5.1 Gerate

Tabelle 5.1: Fortsetzung Tabelle Gerite

Gerét Hersteller / Lieferant

Wasserbad Ko6ttermann, Deutschland

YSI 2000 Select™ Biochemistry Ana- YSI Incorporated, USA

lyser

Zentrifuge 5415 R Eppendorf, Deutschland

Motor Doga, Spanien

Tabelle 5.2: Verbrauchsmaterialicn

Verbrauchsmaterial Hersteller /Lieferant

96 well Mikrotiterplatten, weifs Nunc GmbH  Co. KG,
Deutschland

CryoTubes™ Nunc GmbH & Co. KG,
Deutschland

Einmalspritzen, steril Terumo, USA

Midisart 2000 (0,2 pm) Sartorius, Deutschland

Nanosep MF Centrifugal Devices 0,2 nm Pall, USA

Reaktionsgefifie 1,5 und 2 ml

Eppendorf, Deutschland

Schnellkupllungen Diverse Anbieter, VWR
Tabelle 5.3: Kits
Kit Hersteller /Lieferant

ATP Determination Kit
ATP Determination Kit

Biaffin, Deutschland
Invitrogen, USA
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5 Anhang

Tabelle 5.4: Software

Software

Hersteller

Golm-Metabolom-Datenbank

LECO® ChromaTOFTM Version 3.32
Magellan

MetMax (GC-GC-MS Data Matrix Creator)

TIGR MeV Software Version 4.5.1

GMD@CSB.DB, Max-
Planck-Institut fiir Mole-
kulare Pflanzenphysiolo-
gie, Deutschland

LECO Corporation, USA
Tecan Group Ltd.,
Schweiz

Kempa et al. [63]
http://www.tm4.org/

5.2 Konstruktionszeichnung des Probentellers
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Abbildung 5.1: Konstruktionsze ichnung des Probentellers.
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5.3 Chemikalien

5.3 Chemikalien

Dikaliumhydrogenphosphat
Dinatriumethylendiamintetraacetat
Eisensulfatheptahydrat
Essigsiure

Ethanol puris

Geneticin
Glukosemonohydrat
Glycerin

Hefeextrakt
Kalciumchloriddihydrat
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumiodit

Koffein

Tabelle 5.5: Chemikalien
Chemikalie Hersteller
Agar Sigma-Aldrich
Aluminiumchloridhexahydrat Sigma-Aldrich
Ammoniumchlorid Sigma-Aldrich
Ammoniumsulfat Sigma-Aldrich
Bernsteinsdure Sigma-Aldrich
Borsdure Bayer
Ca-D-Pantothenat Merck
Cadmiumchlorid Sigma-Aldrich
Chlorwasserstoff Sigma-Aldrich
Chloroform Sigma-Aldrich
Cobaltchlorid Sigma-Aldrich
Cobaltchloridhexahydrat Sigma-Aldrich
D-Biotin Sigma-Aldrich
Diamid Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Merck
Sigma-Aldrich

Fortsetzung...
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5 Anhang

Tabelle 5.5: Fortsetzung Tabelle Chemikalien

Abbreviation

Description

Kupferchlorid
Kupfersulfatpentahydrat
Manganchloriddihydrat
Mangansulfatmonohydrat
Mannitol
Magnesiumsulfatheptahydrat
Methanol
Methoxyaminhydrochloridlésung
MSTFA, N-Methyl-N-(trimethylsilyl) trifluo-
roacetamid

myo-Inositol

Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriummolybdatdihydrat
Nikotinsdure

p-Aminobenzosiure

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Fisher Scientific
Sigma-Aldrich
Machery-Nagel

Sigma-Aldrich
Merck

Merck

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Pepton Sigma-Aldrich
Phosphorsdure Sigma-Aldrich
Propidiumiodid Sigma-Aldrich
Pyridin Sigma-Aldrich
Pyridoxalhydrochlorid Merck
Ribitol Sigma-Aldrich
Rotisol Sigma-Aldrich
Thiaminhydrochlorid Sigma-Aldrich
Trehalose Carl Roth
Triethylamin Sigma-Aldrich
Trisperflourbutylamin PerkinElmer
Fortsetzung...
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5.4 GC-MS Daten der Kultivierungen

Tabelle 5.5: Fortsetzung Tabelle Chemikalien

Abbreviation Description

Zinksulfatheptahydrat Sigma-Aldrich

5.4 GC-MS Daten der Kultivierungen

Die BTM normierten Mittelwerte der durch die PCA (Kap. 2.3.5.1) als rele-
vant ermittelten Metabolite sind in den folgenden Tabellen aufgefiihrt. Dazu
kommt die entsprechende Standardabweichung o, sowie der Quotient aus Re-
ferenz (Elternstamm, Minimalmedium) und dem untersuchten Organismus in
Minimal- (MM) oder Koffeinmedium (Koffein). Die Quotienten von Metabo-
liten die mindestens doppelt erhcht (>2) oder verringert (<0,5) vorliegen
und damit einen relevanten Unterschied zwischen den Metaboliten der Orga-

nismen bedeuten, sind hervorgehoben

Tabelle 5.6: T-Test und Quoti on BY4742 in Minimalmedium und koffeinversetztem Minimalmedium.
Quotienten (Q) relevanter Metabolite hervorgehoben.
Substanz MW o MW o p-Wert  Q
Organismus BY4742 BY4742 (1073)
Medium MM Koffein
2-Hydroxyglutarat 1,21 0,29 -1,11 0,30 0,00004 0,32
2-Isopropylmalat 1,23 0,36 -1,12 0,36 0,00020 0,13
5’- Methylthioade- -0,69 0,42 0,70 0,85 9,67522 2,59
nosin
Fumarat -0,75 0,30 0,74 0,72  3,05301 1,46
Glucopyranose 1,08 1,32 -0,91 0,38 2,11416 0,46
Glukcose 0,99 0,83 -0,79 0,36 0,14114 0,63
G6P 1,00 0,52 -0,94 0,35 0,01693 0,49
Glutamat -0,92 0,22 0,96 0,87 3,45909 0,93
Glycerol-3-P 1,16 0,43 -1,06 0,25 0,00000 0,32
Fortsetzung...
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Tabelle 5.6: Fortsctzung Tabelle T-Test und Quotienten von BY4742 in Minimalmedium und koffeinversetztem
Minimalmedium

Substanz MW o MW o p-Wert  Q
Organismus BY4742 BY4742 (1073)
Medium MM Koffein
Glycin 0,93 0,45 -0,75 0,88 5,01201 0,21
GMP -0,68 0,25 0,70 0,81 997214 4,96
Histidin -0,88 0,40 0,93 0,71 0,75953 2,83
Tsomaltose 0,89 1,02 -0,78 0,31 1,01216 0,65
Lysin -0,86 0,44 0,82 0,79 2,19301 3,84
Malat -0,99 0,43 0,89 0,33 0,00062 1,58
Methioninsulfoxide -0,65 0,33 0,57 0,74 9,09845 1,34
myo-Inositol-1-P 0,93 0,55 -0,88 0,29 0,00259 0,58
N6-Acetyl-Lysin -0,92 0,13 0,88 0,66 1,21016 15,84
Orotosiure -1,04 0,13 1,00 0,34 8,00040 8,93
Palmitinsdure 1,02 0,74 -0,95 0,21 0,03615 0,45
Phenylalanin 0,90 0,70 -0,78 0,89 4,58917 0,62
Stearinsdure 0,84 0,78 -0,83 0,27 0,15376 0,59
Threonin -0,86 0,69 0,74 0,64 0,73267 2,25
Trehalose 1,26 0,67 -1,11 0,32 0,00097 0,32
Tryptophan -0,91 0,19 0,82 0,58 0,86789 3,61
Tyrosin -0,94 0,39 0,86 0,50 0,04022 1,78

Tabelle 5.7: T-Test und Quotienten von BY4742 und BY4742mael A in Minimalmedium. Quotienten (Q)

relevanter Metabolite hervorgehoben.

Substanz MW o MW o p-Wert  Q
Organismus BY4742 mael A (1073)
Medium MM MM

2-Isopropylmalat 0,96 0,29 -1,14 0,42 0,0077 0,51
Alanin 0,87 0,92 -0,91 031 42244 0,62
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Tabelle 5.7: Fortsetzung Tabelle T-Test und Quotienten von BY4742 und BY4742mael A in Minimalmedium

Substanz MW o MW o p-Wert  Q
Organismus BY4742 mael A (1073)

Medium MM MM

Fumarat -1,03 0,19 1,17 0,51 0,0584 2,74
Glukose -0,81 0,76 0,79 0,85 17,3302 1,23
Malat -1,05 0,35 1,19 0,42 0,0036 3,30
Methioninsulfoxid 0,65 0,73 -0,67 0,18 7,5724 0,73
Orotosdure -0,73 0,18 0,95 0,68 2,0457 1,46
Trehalose -1,07 0,39 1,11 0,56 0,0511 1,95
Zitronensaure -0,97 0,46 1,08 0,43 0,0214 1,36

Tabelle 5.8: T-Test und Quotienten von BY4742 und BY4742zw f1A in Minimalmedium. Quotienten (Q)

relevanter Metabolite hervorgehoben.

Substanz MW o MW o p-Wert  Q
Organismus BY4742 zwf1A (1073)
Medium MM MM
5'- -0,62 0,78 0,73 0,71 5,09198 1,74
Methylthioadenosin
Alanin 0,85 0,77 -0,94 0,42 0,09230 0,45
Arginine 0,93 0,53 -1,06 0,27 0,00058 0,32
Aspartat 0,81 0,71 -1,03 0,35 0,02325 0,35
F6P methoxyamin -0,69 0,78 0,83 0,28 0,31038 1,77
Fumarat -0,88 0,33 1,00 0,08 0,00048 1,51
G6P -0,60 0,54 0,70 0,64 2,62598 1,35
Glutamat -0,81 0,18 0,95 0,43 0,07343 2,23
Glutarséure -0,60 1,05 0,76 0,60 7,85578 0,78
Glycerinsaure -0,62 0,61 0,78 0,55 0,74030 1,36
Glycerol -0,68 0,88 0,80 0,49 1,28561 2,57
Glycerol-3-P -0,81 0,43 0,90 0,40 0,00741 1,44
Fortsetzung...
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Tabelle 5.8: Fortsetzung Tabelle T-Test und Quotienten von BY4742 und BY4742zw f1A in Minimalmedium

Substanz MW o MW o p-Wert  Q
Organismus BY4742 zwf1A (1073)

Medium MM MM

Glycin 0,72 0,71 -0,81 0,55 0,50932 0,69
GMP -0,63 0,54 0,77 0,83 8,54973 2,48
Homocystein 0,85 0,49 -1,02 0,60 0,12928 0,18
Lysin 0,72 1,16 -0,88 0,29 3,39362 0,41
Malat -0,90 0,46 0,99 0,35 0,00112 1,55
Methioninesulfoxid 1,00 0,38 -1,11 0,47  0,00685 0,53
myo-Inositol -0,76 0,32 0,93 0,49 0,15057 1,68
Nicotinamid -0,85 0,63 0,99 0,30 0,00701 2,18
Ornithin 0,63 0,84 -0,83 0,31 0,79531 0,15
Orotosédure -0,93 0,40 1,03 0,15 0,00009 2,56
Palmitinsdure 0,86 0,45 -1,05 0,17 0,00332 0,38
Putrescin 0,74 0,72 -0,87 0,24 0,10178 0,18
Stearinsdure 0,78 0,53 -0,98 0,17 0,00040 0,49
Threonine 0,71 0,94 -0,92 0,27 0,00676 0,48
Thymin -0,88 0,29 1,00 0,31 0,00032 2,24
Trehalose -0,89 0,34 1,02 0,46 0,02377 3,04

Tabelle 5.9: T-Test und Quotienten von BY4742 und BY4742zw f1A in koffeinversetztem Minimalmedium.
Quotienten (Q) relevanter Metabolite hervorgehoben.

Substanz MW o MW o p-Wert  Q

Organismus BY4742 zwf1A (1073)

Medium MM Koffein

2-Hydroxyglutarat 0,81 0,64 -0,97 0,84 6,3546 0,90

2-Isopropylmalat -0,62 0,21 0,75 0,41 0,8848 4,34

Adenin -0,66 0,21 0,81 0,32 0,2393 5,98

Arginin 1,09 0,71 -1,30 0,40 0,0057 0,52
Fortsetzung...
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Tabelle 5.9: Fortsetzung Tabelle T-Test und Quotienten von BY4742 und BY4742zw f1A in koffeinversetztem

Minimalmedium

Substanz MW o MW o p-Wert  Q
Organismus BY4742 zwf1A (1073)
Medium MM Koffein
Asparagin -0,62 0,30 0,77 0,45 0,7630 6,33
Aspartat 0,79 0,90 -1,05 0,58 0,7137 0,70
Fumarat -0,58 0,19 0,68 0,31 0,4287 2,45
Glucopyranose 1,34 1,04 -1,52 0,47 0,0214 0,30
Glukose 1,41 1,01 -1,49 0,64 0,0394 0,55
Glutamat -0,63 0,13 0,80 0,40 1,4305 3,87
Glycerinsidure -0,56 0,33 0,69 0,36  0,3889 2,13
Glycerol-3-P 0,82 0,80 -0,98 0,73  2,0585 1,16
Guanin 0,96 1,48 -1,12 0,59 3,3902 0,26
GMP -0,63 0,32 0,79 0,37 0,1848 3,27
Homoserin -0,63 0,28 0,74 0,31 0,0846 2,12
Leucin 1,18 1,16 -1,30 0,24 0,1622 0,35
Malat -0,66 0,24 0,79 0,23  0,0036 2,75
Methioninsulfoxide 1,39 0,39 -1,60 0,22 0,0000 0,36
myo-Inositol-1-P -0,59 0,39 0,73 0,44 0,8013 1,77
N6-Acetyl-Lysin -0,50 0,37 0,61 0,35 0,5671 4,11
Ornithin 0,87 1,08 -1,15 0,27 0,4891 0,33
Orotosédure -0,66 0,23 0,80 0,27 0,0175 7,38
Palmitinsdure 1,22 0,60 -1,49 0,35 0,0004 0,43
Prolin -0,59 0,16 0,71 0,48 4,2732 4,38
Putrescin 0,69 1,15 -0,91 0,17  3,5837 0,65
Stearinsdure 1,05 0,71 -1,33 0,22 0,0031 0,59
Thymin -0,57 0,28 0,65 0,28 0,0544 1,91
Tryptophan -0,46 0,44 0,59 0,40 11,3084 2,23
Tyrosin -0,61 0,23 0,76 0,24 0,0580 3,90
Fortsetzung...
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Tabelle 5.9: Fortsetzung Tabelle T-Test und Quotienten von BY4742 und BY4742zw f1A in koffeinversetztem

Minimalmedium

Substanz MW o MW o p-Wert  Q
Organismus BY4742 zwf1A (1073)

Medium MM Koffein

Valin -0,63 0,24 0,79 0,48 11,5295 5,42
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Abkiirzungsverzeichnis

Tabelle 5.10: Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Bezeichnung

AL Abstopplosung

ATP Adenosintriphosphat

AS Aminosiure

ASPB Aminosdure Pyrimidinbase

bidest. bidestilliert

BTM Biotrockenmasse

c Konzentration

C-Quelle Kohlenstoffquelle

CBS Centraalbureau voor Schimmelcultures

CFU Colony Forming Units, Koloniebildende Einheit
CLS chronological lifespan, zeitliche Lebensspanne

cm Zentimeter

d.h. das heifst

dest destilliert

DNA Desoxyribonikleinsdure

E. coli FEscherichia coli

etc. et cetera, und so weiter

EtOH Ethanol

EV electronic volume, Elektronisches Volumen
FL3-FC EV normierte Fluoreszenz des Durchfluszytometers
G6P Glukose-6-Phosphat

G6PD Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase

GA Glutaraldehyd

GC-MS Gaschromatograph-Massenspektrometer-Kopplung
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
KD Kopfdruckstrecke

L Liter

LB Lysogeny Broth, Komlexmedium

Fortsetzung...
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Tabelle 5.10: Fortsetzung Tabelle Chemikalien

Abkiirzung Bezeichnung

M Molar

MeOH Methanol

MSTFA N-Methyl-N-(trimethylsilyl) trifluoroacetamid

MM Minimalmedium

MP Manuelle Probennahme

ms Millisekunde

min Minute

MW Mittelwert,

NAD" Nicotinamidadenindinukleotid, oxidiert

NADH Nicotinamidadenindinukleotid, reduziert

NADP Nicotinsdureamidadenindinukleotidphosphat, oxidiert

NADPH Nicotinsdureamidadenindinukleotidphosphat, reduziert

0. i. oder dhnliches

oD Optische Dichte

PBS phosphate buffered saline, Phosphatgepufferte Salzlosung,
PBS Puffer

pH pH-Wert

PI Propidiumiodit

PKA Proteinkinase A

PPP Pentosephosphatweg

PRPP 5-Phosphoribosyl-diphosphat

PS Pulsstrecke

PT Probenteller

PV Probennahmeventil

PVC Polyvinylchlorid

Q Quotient

RLS replicative lifespan, replikative Lebensspanne

RT Raumtemperatur

Fortsetzung...
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Tabelle 5.10: Fortsetzung Tabelle Chemikalien

Abkiirzung Bezeichnung

s Sekunde

SD Spiildruckstrecke

SSC sidewards scatter, Seitwirtsstreulicht

ST Starttemperatur

SV Spiilventil

SW Standardabweichung

SYTO 9 green fluorescent nucleic acid stain, Griin fluoreszierendes

S. cerevisiae
TEA

TOR
TORC1

v

VBNC

vvin

YPD

Férbemittel fiir Nukleinsduren

Saccharomyces cerevisiae

Triethylamin

target of rapamycin

target of rapamycin complez 1

volume, Volumen

viable but non-culturable, Lebensfihig aber nicht kultivier-
bar

Volumen Luft pro Volumen Fermentationslosung pro Mi-
nute

weight

Yeast extract Peptone Dextrose, Hefeextrakt Pepton Dex-
trose

Grad Celsius
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