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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

8



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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