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1. Problemstellung

Die Kontrolle der zylindrokonischen Gérung durch schnelle online Methoden
wie der zytometrischen Analytik, der elektronischen Zellzahl- und
Zellvolumenbestimmung oder der PCR, um nur einige dieser Moglichkeiten zu
benennen, wird im Zuge der Konzentration deutscher Brauereien durch den
selbstmorderischen ~ Verdringungswettbewerb  eine  immer  wichtigere
Notwendigkeit werden. Die Globalisierung auf dem europiischen Markt wird
die Notwendigkeit der Einbeziehung effizienter Kontroll-Methoden noch
beschleunigen. So ist es nicht verwunderlich, dass die EBC neben der Qualitit
folgende weitere Schwerpunkte wie die Besténdigkeit, die Kosten, die
Entwicklung und die Kontrolle des Gérprozesses als die vordringlichsten
Aufgaben flir die Zukunft postuliert. Die z.Z. iiblichen indirekten
Kontrollmethoden sind ineffizient und sagen nichts iiber den physiologischen
Zustand der Betriebshefe aus, so dass Analysemethoden tiber die Physiologie
zwingend entwickelt werden miissen. Die Kontrolle des physiologischen
Zustandes der Betriebshefe von der Reinkultur iiber die Herfithrung bis zur
Hefelagerung muss daher zukiinftig Prioritét besitzen. Ein Beispiel innovativer
Kontrolle soll die Abb. 1 zeigen, in der die empirische Kontrolle der offenen
Girung den entsprechenden Zellzyklusanalysen der geschlossenen ZKG-

Vergiarung gegentibergestellt ist, so dass letzterer transparent geworden ist.

(In der Vergangenheit wurden im Rahmen des Forschungsvorhabens B60 eine
Reihe von Maoglichkeiten erarbeitet, die Einblick iiber den physiologischen
Zustand der Hefezellen geben. Die Reservestoffe, Glykogen und Neutrallipide,
verlaufen wihrend des Gérprozesses oszillierend. Im Zusammenhang mit der
Bestimmung der Zellzyklusphasen weill man jetzt, das in den intensiven
Wachstumsphasen der Zellvermehrung ein hoher Glykogengehalt eher
hinderlich ist. Als Konsequenz fiihrte die Eichbaum Brauereien AG das
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Eintankverfahren ein und stimulierte das Zeug vor dem Drauflassen in einem

separaten Biotank.

Gegen Ende der Giarung muss die Hefezelle wieder Glykogen und Neutrallipide
einlagern, um sich gegen die ungiinstigen Wachstumsbedingungen bei der
Hefeeinlagerung zu schiitzen. Beziiglich der Hefelagerung wurde konsequent
eine konstante Lagertemperatur von 4°C eingehalten. Die Becks Brauerei
schaffte sich zur optimalen und schnellen Kiihlung ihrer Betriebshefe auf 3-4°C
einen Hefekiihler an.

Die Erkenntnisse liber die Reservestoffe sind bisher nur auf Glykogen und
Neutrallipide beschrinkt worden. Ein weiterer Reservestoff ist die Trehalose,
die auch von verschiedenen Autoren als Stressprotektant bezeichnet wird.
Dieses Disaccharid eroffnet moglicherweise weitere wichtige Erkenntnisse iiber
die Betriebshefe, z.B. in welchen Stadien des Prozesses Trehalose eingebaut
bzw. abgebaut wird. Methoden zur Bestimmung des physiologischen Zustandes
sind mit den bisher entwickelten Parametern (Glykogen, Neutrallipide, 3-B-
Hydroxysterole, tot-lebend-Status) bei weitem nicht ausgeschopft, so das eine

Vielzahl von Problemen noch offen bleiben.

In der Fortsetzung unserer Bemithungen wéren dabei folgende Fragestellungen

zu kléren:
1. Ist der Trehalosegehalt mit fluoreszenzoptischen Methoden nachweisbar?

2. Welche Zellen von polyklonalen UG- und OG-Betriebshefen beginnen als
erste, DNA zu synthetisieren, wie lange dauert ihre Zellvermehrungsphase und

wann gehen diese Zellen in Gérung tiber?

3. Zur Kontrolle des Alterungs- und Inaktivierungsprozesses bis hin zum
Absterben der Betriebshefe gibt es zum gegenwértigen Zeitpunkt keine
differenzierten und verldsslichen Nachweisverfahren. In vielen Situationen eines
grofltechnischen Prozessverlaufes ist aber wichtig nur junge, dynamische Zellen
zu 1nokulieren bzw. zu ernten oder die Population so zu stimulieren, dass eine

derartige Dynamik garantiert werden kann. Die steriotype Bezeichnung des

-5-
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Sterbens wird bei der Hefe von den Braueren als Autolyse bezeichnet. Es gibt
aber sicherlich unterschiedliche Arten des Sterbens. Handelt es sich im Sinne
der Saugetierzellen, um einen programmierten Zelltod (Apoptose), ein
Programm, das von der einzelnen Zelle gestartet wird, oder aber ist das Sterben

auf eine Membranschidigung, im Sinne eines Defektes zuriickzufiihren?

4. Eine Inaktivierung der Zellen vollzieht sich sicherlich bei Zellen, die haufig
gesprosst haben. Viele Sprossnarben auf der Zellmembran fiihren dazu, dass die
Stoffaufnahme dieser Zellen gestort ist. Sind diese Sprossnarben durch eine
entsprechend Farbemethode anfiarbbar und konnen sie mit Hilfe eines

FluBzytometers quantitativ erfasst werden?

Zu all diesen Fragestellungen miissen Methoden entwickelt und getestet werden,
um die Erkenntnisse in die Praxis zu iibertragen. Dazu gehort ebenso die
Entwicklung von simultanen Analysemethode, etwa die gleichzeitige Anfarbung
des DN A+Glykogengehaltes, Neutrallipid-+Glykogengehaltes oder Bestimmung
des Zellvolumens+ Glykogengehaltes jeweils in der einzelnen Zelle. Simultane

Bestimmungen machen die Aussagen noch effizienter und schneller.
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2. Ausgangssituation — derzeitiger Kenntnisstand

Fir die Entwicklung der Brauindustrie in der Zukunft hat der derzeitige
Prasident der EBC auf dem Symposium Yeast Physiology - A new era of
opportunity folgende Forschungsschwerpunkte benannt, die die europdische

Brauindustrie in der Zukunft bearbeiten sollte:

1. Quality

2. Consistancy
3. Cost

4. Control

5. Development

Die Zukunftsstrategie der EBC mull nicht zwingend fiir die deutsche
Brauindustrie gelten. Jedoch erscheint es ratsam im Zeichen drohender
Konzentration und damit verbundener globaler Strategien in der Brauindustrie
schon aus Wettbewerbsgriinden auch Forschung zu betreiben, um auf die
zukiinftigen Probleme reagieren zu konnen. Schwierigkeiten wird es sicher
geben im Zusammenhang mit einer anderen Rohstoffz7usammensetzung, mit
high gravity brewing, mit hohen Zuckerkonzentrationen oder immobilized yeast
fermentation. Dariiber hinaus verbleibt sowohl fiir die européischen als auch
fiir die deutschen Brauer das Kernproblem, wie Kkontrolliere ich den

GarprozeB.

Die Kontrolle der Hefe von der Reinkultur bis zur Filtration ist seit Jahren Ziel
unserer Untersuchungen. So dass wir beziiglich des Schwerpunktes Control auf
die Fragestellungen:

a) yeast viability and vitality

b) yeast stress marker

c) yeast performance markers

d) yeast management

e) yeast fermentation modelling
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durch unsere Aktivititen auf dem Gebiet der fluoreszenzoptischen Kontrolle der
Gérung ein effizientes Verfahren an der Hand haben und auf diese Fragen

sicherlich eine Antwort finden werden.

a) Untersuchungen zur klonalen Zusammensetzung von Betriebshefen mit Hilfe

des Einbaus von BrdU in die DNA und flufizytometrischen Analysen

Der Anteil proliferierender/ nicht-proliferierender Zellen in einer Population ist
fiir viele Fragestellungen in der Biologie, in der Medizin und natiirlich in der
Biotechnologie von entscheidender Bedeutung. In der Krebstherapie ist es
wichtig festzustellen, in welcher Zellzyklusphase Chemotherapeutika auf die
schnell wachsenden Tumorzellen und normal wachsende Zellen wirken. Mit
herkdmmlichen DNA-Analysen kann diese Differenzierung nicht geklart
werden.

Bei Saugetierzellen hat man in der Vergangenheit folgende Losung verfolgt.
BrdU (Bromdesoxyuridine) wird als Thymidinanalogon eingesetzt, um die
DNA-Syntheserate zu verfolgen. Das BrdU wird an Stelle des Thymidins in die
DNA eingebaut. Es hat die gleiche Effizienz wie Thymidin. Der Vorteil ist,

daf es kaum toxisch auf Sdugetierzellen wirkt.

Die DNA kann man mit spezifischen Fluorochromen anfirben, z.B. mit Hilfe
der Bisbenzimide H33258 wund H33342. Dies sind AT-spezifische
Fluoreszenzfarbstoffe, die préferenziell an Adenin-Thymidin-Regionen der
Doppelhelix anlagert werden. Durch die Farbung kann der Einbau von BrdU
nachgewiesen werden. Zellen, die DNA synthetisieren und BrdU inkorporiert
haben, fluoreszieren nach Féarbung mit H 33258 relativ schwach gegeniiber
Zellen, die kein BrdU eingebaut haben. BrdU bewirkt namlich ein Quenching

der Fluoreszenz. Bei der Auswertung starker und schwacher

-8-
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Fluoreszenzlichtsignale kann man in der Population synthetisierende Zellen
(Zellen, die BrdU eingebaut haben) von nicht synthetisierenden Zellen

unterscheiden.

Dieser fluBzytometrische Nachweis zur Proliferationsaktivitit konnte auch auf
biotechnische Probleme bei Betriebshefen mit unterschiedlicher klonaler
Zusammensetzung angewendet werden. In der Vergangenheit haben die DNA-
Analysen unter- und obergiriger Hefen gezeigt, dal UG-Hefen einen
,diploiden®, die OG-Hefen einen ,,polyploiden‘ Status besitzen.

o) Proliferationsaktivitiat der OG-Hefen

Bei den OG-Hefen stofit die Auswertung der Zellzyklusphasen allerdings auf
grole Schwierigkeiten, da keine Zuordnung der Zellzyklusphasen wegen der
Uberlappung vieler peaks durchgefiihrt werden kann. Da aber offenkundig der
Start der Zellvermehrung und spiterer Gérung der einzelnen Klone zu
unterschiedlichen Zeitpunkten erfolgt, waren wir schon lange auf der Suche
nach einer effizienten Methode, die aktiv proliferierende Zellen von nicht aktiv

proliferierenden Zellen zu differenzieren.

) Proliferationsaktivitit der UG-Hefen

Wenn man das Fluoreszenz- und Streulichtsignal einer UG-Population
betrachtet, so haben die Histogramme selten einen cv (Variations-Koeffizient)
unter 10%. Das ldsst darauf schliefen, dass die UG-Hefestimme aus Klonen
bestehen, deren Zellen unterschiedliche DNA-Gehalte besitzen. Es sind also
keine rein ,diploiden® Hefen sondern vermutlich aneuploide Hefen.
Unterschiedliche klonale Verhéltnisse dieser Populationen lassen vermuten, daf3
auch hier Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten einen Zellzyklus starten. In
unserem speziellen Fall heif3t dies, dass es Zellen in der Population gibt, die
unterschiedlich schnell BrdU eingebaut haben und durch den Quenching-Effekt

von den librigen Zellen differenziert und gezidhlt werden konnen.
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Diese Untersuchungen wiirden einmal Erkenntnisse {iiber die klonalen
Verhiltnisse in der Population bringen, zum anderen aufzeigen, welche Zellen
innerhalb  der  Adaptionsphase als erste mit den  gegebenen
Néhrsubstratzusammensetzungen, pH-Werten, Temperaturveranderungen etc.

klar kommen.

Im Hinblick auf eine Beurteilung der Dynamik der Vergirung (Proliferations-
/Fermentationsaktivitdt) eines Hefestammes, einer geplanten Umstrukturierung
des Hefemanagements und der Verwendung neuer Rohstoffe ist dieses Wissen

von Bedeutung.

Neben der Messung des Quenching-Effekts gibt es eine Reihe von spezifischen
Antikorpern  gegen BrdU (anti-BrdU-antibody) mit denen man die
proliferierenden Zellen von den nicht proliferierenden Zellen differenzieren
kann. Dies ist als Alternative Methode zu dem o.a. methodischen Ansatz.

Im Verlauf des Forschungsvorhabens sollte entschieden werden, welche
Methode praxistauglicher ist und daher empfohlen werden kann. Da im Laufe
dieses Forschungsprojektes ein neues Durchflulzytometer angeschafft wurde,
welches nicht iiber eine Quecksilberhochstdrucklampe verfiigt, konnten nur

Analysen mit fluoreszierenden Antikorpern durchgefiihrt werden.

b) Die Alterung von Betriebshefen

Die geschlossene zylindrokonische Vergirung, die seit geraumer Zeit auch von
der mittelstdndisch strukturierten Brauindustrie eingesetzt wird, macht es
notwendig, den physiologischen Zustand der Zellen schnell und effizient
bestimmen zu konnen. Dabei spielt der Alterungsprozess eine grofle Rolle. Nur
junge dynamische Zellen garantieren eine storungsfreie Vergarung. Wir wollen
mit Hilfe der Proteinaseaktivititsbestimmung und des Sprossnarbennachweises

das Alter der Population ermitteln.

-10 -
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Streiblova und Beran berichteten 1963 iiber die Anfarbung der SproBnarben bei
Saccharomyces cerevisiae und der Septen bei Schizosaccharomyces pombe mit
dem Fluoreszenzfarbstoff Primulin. Dieses Fluorochrom firbt die Membran
nativer Zellen gelblich/griin an, wihrend tote Zellen eine Totalfluoreszenz
zeigen. Dieser Tatbestand beruht darauf, dass Primulin von der Molekiilgréf3e
nicht in der Lage ist, die Zellwand lebender Zellen zu passieren und so
Polysaccharide auf der Zellmembran schwach anfiarbt (Streiblova und Beran
(1963), Streiblova et al. (1966), Graham (1970), Duffus et al. (1984)).
Membrangeschéadigte Zellen nehmen dieses Fluorochrom auf und farben das

gesamte Zytoplasma an.

Mit Hilfe von WGA-FITC (wheat germ agglutinin, fluorescein conjugate) soll in
Hefepopulationen die Verteilung intensiv fluoreszierender Hefezellen von
schwach fluoreszierenden unterschieden werden. Erhalt man
Haufigkeitsverteilungen mit intensiven Fluoreszenzlichtsignalen, kann man
darauf schlieen, dass es viele alte (Mehrfachsprosser) und tote Hefezellen in
der Population vorliegen. Eine relativ schwache Fluoreszenz deutet auf eine
junge, dynamische Population hin.

WGA gehort zu den Lektinen (Weizen-Lektin). Lektine sind Glykoproteine, die
mit einer hohen Spezifitdt an Kohlenhydratreste in Glykoproteinen und anderen
Biomolekiilen binden.

Die Spross- und Geburtsnarben bestehen aus kraterdhnlichen Chitin-Ringen, die
nicht mehr elastisch genug sind, um in diesen Bereichen Zucker- und
Gasaustausch zu gewéhrleisten. Je hoher die Anzahl der Sprossnarben ist, desto
geringer wird die verbleibende Zelloberfliche, durch die Gase wund
Zuckermolekiile transportiert werden konnen. (Streiblova und Beran, 1963). Mit
dem Fluoreszenzfarbstoff WGA-FITC konnen préferenziell -chitinhaltige
Regionen auf der Hefezelloberfliche angefarbt werden (Hodgson et al., 1999).

-11 -
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Dieses Farbeverfahren soll genutzt werden, um Mehrfachsprosser (bzw. tote
Zellen) von jungen dynamischen Zellen anhand stdrkerer bzw. schwacher
Fluoreszenzintensititen zu differenzieren.

Die Rolle der Proteolyse im Leben der Organismen wurde viele Jahre nicht
berticksichtigt. Jedoch haben die Forschungen der letzten Jahre erwiesen, dass
die Proteolyse entscheidend fiir das Leben einer Zelle ist. Sie ist ein ze

ntraler Mechanismus der posttranslationalen Kontrolle von zelluldren
Funktionen.

Proteinasen, auch Endopeptidasen genannt, sind proteolytische Enzyme, die sich
chemisch dadurch kennzeichnen, dass sie ihr Substrat (eine Aminosdurekette
bzw. ein Eiweillmolekiil) unter Anlagerung von Wasser an genau definierten
Stellen zwischen zwei bestimmten Aminosauren spalten. Proteolytische Enzyme
werden, da sie Peptidbindungen hydrolytisch spalten, auch Peptidasen oder
Peptidhydrolasen genannt. Die Spezifitit einer Peptidase wird durch die
Aminosdure bestimmt, die die zu spaltende Peptidbindung flankieren. Dazu
muss gewahrleistet sein, dass die Aminosdurekette mit den entsprechenden
Aminosduren an das aktive Zentrum der Protease angelagert werden kann.
Dieser Parameter soll Auskunft geben, ob intrazelluldr Proteinase A eingelagert
oder abgebaut worden ist. Sobald in der Hefepopulation ein starkes
Fluoreszenzsignal nachweisbar wird, bedeutet das, dass der Anteil toter
(apoptotischer) Zellen in der Population angestiegen ist und die einzelnen Zellen
Proteolyse durchfiihren.

Proteinase A hat aulerdem durch die Spaltung von schaumaktiven Polypeptiden
einen starken Einfluss auf die Schaumeigenschaften des fertigen Bieres. Dieser
Tatbestand ist biotechnologisch von grof8em Interesse fiir die Bierherstellung in

Deutschland.

-12-
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c) Fluf3zytometrische Analysen zur Bestimmung der Reservestoffgehalte
(Glykogen, Neutrallipide, Trehalose) der Betriebshefen

Bei vielen Organismen werden unter bestimmten Wachstumsbedingungen
intrazelluldr Speicher- und Reservestoffe (Glykogen, Neutrallipide, Trehalose,)
eingelagert.

Hohere Organismen schiitzen sich dadurch bei potentiellem Brennstoffmangel
durch die Polymerisation iiberschiissiger Glukose, um sie in Form von Glukanen

(d.s. Glukose-Polysaccharide mit hoher molarer Masse zu speichern.

Das in Hefen gespeicherte Glykogen ist aus a-1.6-glykosidisch verkniipften
Glukoseeinheiten aufgebaut und in der Struktur dem Amylopektin dhnlich.
Die Speicher- und Reservestoffe werden von den Zellen unterschiedlich

verwertet:

Glykogen:

Glykogen ist weniger energiereich und wird offensichtlich schneller mobilisiert
als Fett. Hinzu kommt, da3 die Fettsdure-Reste der Neutrallipide nicht anaerob
metabolisiert werden konnen. Das wiirde bedeuten, dass die Betriebshefen in der
Giarung und Nachgidrung unter anaeroben Bedingungen keinen

Neutrallipidverlust haben, wohl aber ein Glykogenabbau stattfindet.

Dies konnte in vielen untersuchten Gérprozessen mit Hilfe der

fluoreszenzoptischen Analytik bestétigt werden.

Glykogen reichert sich bei Nihstoffzufuhr in der Hefezelle an und wird im
Hungerzustand wieder abgebaut. Ein hoher Glykogengehalt wird mit einer
hohen Vitalitit der Hefezellen assoziiert. Dies bedeutet aber nicht, dass hoher

Glykogengehalt gleichbedeutend ist mit hoher Proliferationsaktivitét.

Daher kommt der Hefe wihrend der Lagerung, Zellvermehrung und Gérung

eine dem Mechanismus des Glykogenabbaus bzw. der Glykogeneinlagerung

- 13-
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besondere Bedeutung zu, mit welchen Geschwindigkeiten diese Prozesse

ablaufen und wie sie quasi online kontrolliert werden kénnen.

Neutrallipide:

Neutrallipide sind Reservestoffe, die in der Hefe bei Stresssituationen gebildet
werden. Sie iibernehmen Schutzfunktionen gegen Athanol, Temperaturen,
Infektionen durch Bakterien usw. So bedeutet das Bereithalten -eines
Fettsdurepools im Stressfall erhohte Widerstandsfahigkeit der Zelle gegen

Athanol- und hohe Zuckerkonzentrationen.

Lipide sind also effiziente Stoffwechsel-Energiespeicher bei Saugetierzellen. Sie
liefern im Vergleich zu einer gleichen Menge an hydratisiertem Glykogen das

sechsfache an Energie.

Trehalose:

Im 19. Jahrhundert wurde der Zucker Trehalose in Europa unter dem Begirff
Trehala Manna bekannt. Trehalose ist ein Disaccharid, das in nicht-reduziertem
Zustand vorliegt. Es besitzt einen siilen Geschmack. Dieses Disaccharid wurde
bisher in Bakterien, Pilzen, hoheren Pflanzen, Insekten und anderen Vertebraten
nachgewiesen. In Mikroorganismen, besonders in ihren Uberdauerungsformen,
den Sporen, findet man hiufig eine Akkumulation der Trehalose.

In Wirbeltieren konnte a,a-Trehalose nicht gefunden werden (Schmutz, 1988).

Kiienzi und Fiechter (1972) fanden eine Erhohung der Trehalosekonzentration
bei begrenztem Glucoseangebot wihrend der kontinuierlichen Kultivierung.

Lillie und Pringle (1980) differenzierten dieses Ergebnis. Kurz vor der
Erschopfung der Glucose war zunichst eine Erhohung des Glykogengehaltes
und spiter nach Verbrauch der Glucose eine Trehaloseakkumulation

festzustellen. Bei ungiinstigen Wachstumsbedingungen, wenn die Glucose

- 14 -
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verbraucht ist, verstoffwechseln die Hefezellen zunichst das gespeicherte
Glykogen. AnschlieBend wird laut Lillie und Pringle (1980) Trehalose
mobilisiert. Gleichzeitig sterben viele Hefezellen ab. Diese Tatsache ldsst den
Schluss zu, dass der Trehalose eher eine Schutzfunktion zukommt als der
Einlagerung eines zusitzlichen Reservestoffes, den die Zelle in ungiinstiger
Wachstumssituation mit Kohlenhydraten mobilisieren kann.

Das Vorhandensein von Trehalose in Hefezellen wurde daher in den friihen
Untersuchungen als Reservestoff gewertet. Erst Thevelein et al. (1984)
bezeichneten das Kohlenhydrat als Stressprotektant fiir das Cytosol der
Hefezellen. Man hatte festgestellt, dass nach Hitzebehandlung bei 45°C eine
Anhdufung von Trehalose nachzuweisen ist (Hottiger et al., 1987). Bei
nachfolgenden Hitzestresssituationen wurden die Zellen durch akkumulierte
Trehalose in den Zellen geschiitzt. Bei diesem Temperaturstress musste im

Néahrmedium allerdings Glukose vorhanden sein.

Attfield (1987) betonte, dass Trehalose nicht nur als Protektant wihrend eines
Hitzestresses, sondern auch zum Schutz der Membran vor Austrocknung bzw.
beim Einfrieren angereichert wird.

Neves et al. (1991) betrachteten Trehalose einmal als Reservestoff fiir den
frithen Zeitpunkt der Reifung, z.B. bei Neurospora crassa, zum anderen als
Protektant bei der Erhitzung, der Austrocknung und pH Verschiebungen.
Dariiber hinaus werteten sie die Trehaloseakkumulation als Schutz gegen die
Inhibierung anderer Umweltstresssituationen wie Einwirkungen von
organischen Losungen, von Oxidantien und bei Schwermetallintoxikationen. Fiir
Hefen wie Saccharomyces cerevisiae und Schizosaccharomyces pombe
schlieBen sie aber Trehalose als Kohlenstoffquelle und Reservestoff aus,
betonen aber die Schutzfunktion des Disaccharids beir Hitze- und anderer
umweltbedingter Stressfaktoren. Das Phinomen des Schutzes durch Trehalose
ist reversibel, da Trehalose schnell abgebaut wird, sobald die Zellen wieder

unter zellphysiologischen Bedingungen wachsen konnen.
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Slaughter und Normura (1992) untersuchten die Speicherung von
Kohlenhydraten und Reservestoffen wunter verschiedenen extremen
Wachstumsbedingungen an Saccharomyces cerevisiae und kamen zu dem

Schluss, dass Glycogen- und Trehalosegehalte Hinweise auf die Viability geben.

SchwerpunktmifBig soll eine fluoreszenzoptische Farbemethode entwickelt
werden, um Trehalose fluBzytometrisch zu bestimmen. Alternativ werden wir

eine konventionelle Trehalose-Bestimmung durchfiihren.

d) Untersuchungen iiber den Zelltod von Hefezellen

In der Biologie kennt man beziiglich des Zelltods die Begriffe Apoptose und
Nekrose.

Man bezeichnet die Apoptose auch als programmierten Zelltod oder als Suizid-
Programm, bei dem die betroffene Zelle eine Reihe biochemischer Ereignisse
aktiviert, die dann unwiderruflich zu ihrer totalen physischen Zerstérung fiihren.
Im Gegensatz zur Apoptose wird bei der Nekrose, die Zelle durch mechanische

Einwirkung und/oder durch chemische Noxen nachhaltig geschédigt.

Das charakteristische Merkmal der Apoptose ist die Aktivierung von
Endonukleasen, die die DNA schneiden. In solchen Zellen 1st kein
morphologisch intakter Zellkern mehr nachzuweisen, so dass nur noch DNA
Fragmente (apoptotic bodies, micronuclei) nachzuweisen sind. Dies driickt sich
natlirlich in einer verdnderten Anféarbbarkeit der DNA aus (d.h. schwache
Fluoreszenzlichtsignale). Der Effektor fiir diese Art von Zelltod sind Gene, die
das Apoptose-Programm initiieren. Wéhrend die Apoptose ein aktiver Prozess
ist, der von der einzelnen Zelle ausgeht, ist die Nekrose ein passiver
degenerativer Prozess, der sich dadurch auszeichnet, dass die Plasmamembran

beschidigt ist und die Protein-Fluoreszenz relativ gering ist. Eine DNA-

-16 -



Abschluflbericht B 60b

Degradation im Sinne einer Fragmentierung ist nicht nachweisbar. Mit der
Nekrose geht meist ein entziindlicher Prozess einher, der die Zellen in der

Umgebung dieser Zelle befallen hat.

Da bei apoptotischen Zellen die Plasmamembran noch intakt ist, bei
nekrotischen Zellen jedoch geschidigt, miisste man mit zwei Fluorochromen in
einer unfixierten Population, Zellen erfassen konnen, die einen Farbstoff {liber
die intakte Membran aufnehmen konnen und solche, die den zweiten Farbstoff
nur aufnehmen konnen, wenn ithre Membran vorher, wie bei den nekrotischen
Zellen, geschidigt ist. Das Bisbenzimid H33342 wire ein Fluorochrom, das von
nativen Zellen aufgenommen wird. Propidium Jodid als das zweite
Fluorochrom, das nur von Membrangeschiadigten Zellen aufgenommen werden
kann.

Die Ergebnisse, die flir Sdugetierzellen beschrieben wurden, miissen nicht auf
Hefezellen iibertragbar sein. Allerdings sprechen einige Beobachtung dafiir, dass
der Zelltod bei Hefen dhnlich verlduft wie bei Sdugetierzellen nachgewiesen.
Wir kennen bei Hefezellen die DNA-Fragmentierung und die
Membranschiddigung, d.h. man miisste mit einer entsprechenden
Doppelfluorochromierung die apoptotischen Zellen von den autolysierenden
(nekrotischen) Zellen differenzieren konnen.

In Gérprozessen verschiedener Brauereien soll die Zunahme und Abnahme der
Apoptose bzw. Membranschidigung untersucht werden (Eine weitere
Fragestellung: haben die Hefepumpen einen schidigenden Einfluss beim
Umpumpen auf die einzelnen Hefezellen, kann in diesem Zusammenhang

beobachtet werden).
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e) Entwicklung simultaner Analysemethoden zur Bestimmung
) DNA/Glykogengehalt
p) Neutrallipide/Glykogengehalt
) Zellvolumen/Glykogengehalt

Simultane Analysen haben den Vorteil, dal innerhalb kiirzester Zeit eine
Aussage iiber zwei intrazellulire Makromoleekiile vorliegt. Die erste simultane
Féarbung wurde von Gohde und Dittrich beschrieben. In dieser Arbeit wurde

gleichzeitig der DN A-Gehalt und der Protein-Gehalt beschrieben.

Wir wollen fiir Hefezellen verschiedene simultane Bestimmungen entwickeln:

o) den DN A-Gehalt mit dem Fluorochrom DAPI und den Glykogengehalt mit

dem Fluorochrom Acriflavin.

) den Neutrallipidgehalt mit dem Fluorochrom Nilrot und dem Glykogengehalt

mit dem Fluorochrom Acriflavin.

v) Mit Hilfe des Vorwirtsstreulicht-Parameters wollen wir die Zellgrof3e mit

dem Glykogengehalt, das mit Acriflavin angefdrbt wird, korrelieren

3. Forschungsziel

Die Entwicklung fluBBzytometrischer Analysen, um den physiologischen
Zustand der Betriebshefe in ZKG-Vergirungen kontrollieren zu konnen,
ist die primére Zielsetzung unserer Bemiihungen. Wir konnten im
vorangegangenen Forschungsvorhaben B 60 wichtige Erkenntnisse zu diesem
Thema u.a. iiber den Neutrallipid- und Glykogengehalt der Betriebshefe

gewinnen.
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Auf diesen Erkenntnissen aufbauend, soll die Entwicklung fluoreszenzoptischer,
im Brauereilabor problemlos reproduzierbarer Methoden und deren Adaption an

die Praxisbedingungen verstirkt durchgefiihrt werden.

Die zu entwickelnden Verfahren zur Messung des Trehalosegehaltes sowie
Bestimmungen zur simultanen Analyse verschiedener intrazellularer Molekiile,
zum fluoreszenzoptischen Alterungsnachweis und neue Methoden die
Differenzierungsmoglichkeiten der Zellzyklusphasen und des Zelltodes
erlauben, erweitern und erginzen die bisher gewonnenen Kenntnisse iiber die

Physiologie der Betriebshefe.

Dadurch wird gewihrleistet unseren Wissenschafts-Vorsprung auf diesem
Gebiet auch  international zu halten. Dies ist das Anliegen unseres

Forschungsauftrages.
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4. Material und Methoden

4.1 Teil I: Untersuchungen iiber den Zelltod

4.1.1 Probennahme im Betrieb

An den ZKG's (zylindrokonischen Girtanks) befinden sich am Ubergang vom
konischen zum zylindrischen Teil Probenahmestellen. Diese Probenahmestellen
im Tank sind uber Rohrleitungen mit dem Zwickel verbunden. Je nach

hydraulischer Einstellung (Pumpe) zwickelt man eine Bier- oder Hefeprobe.

Vor der Probennahme erfolgte ein kurzer Vorlauf, der verworfen wurde. Die
Hefeprobe wurde in ein sauberes Falcon-Rohrchen mit 30 ml vorgelegter,
steriler PBS (nativ-Probe) oder zur Fixierung in vorgelegte 70%iges Ethanol
(auf 30 ml Ethanol circa 5 ml Probe) gezwickelt. Bei zuviel Hefe reicht die

Alkoholmenge zur Fixierung nicht aus.

Wenn die Probe "muffig" riecht, die Zellen sich "verklumpt" unter dem
Mikroskop darstellen oder die Messung keine eindeutigen Zellzyklusphasen
ergibt, ist dies auf unsachgeméfle Probenahme zuriick zu fithren. Zum Beispiel
wurde dann eine zu grofle Hefemenge zum Ethanol gegeben, oder der Alkohol

war nicht 70%ig.

4.1.2 Probennahme im Labor

Fiir Messungen, die eine native Hefeprobe erforderten, wurden 0,5 ml der
Hefesuspension mittels einer sterilen Pipette direkt in ein Zentrifugenglas

pipettiert.
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Fiir Messungen, die eine fixierte Probe erforderten, wurden 2,5 ml der
Hefesuspension mittels einer sterilen Pipette in 5 ml vorgelegtes 70%iges
Ethanol gegeben. Die 2,5 ml Probe wurden nur iiber Eintauchen der Glaspipette

in die Suspension (ohne Peleusball) gezogen.

Native Proben werden sofort nach Probenahme geféarbt und gemessen.

Zur vollstindigen Fixierung missen die Proben vor der Farbung fiir mindestens

4 Stunden 1m Kiihlschrank bei 4°C aufbewahrt werden.

4.1.3 Mikroorganismen
Hefestaimme

e Saccharomyces cerevisiae

e Saccharomyces uvarum

4.1.4 Angewandte Verfahren zur Einleitung der Apoptose bei

Saccharomyces uvarum

Neben speziellen Chemikalien 16sen auch UV-Bestrahlung, Hitzeschock und
H,O, bei tierischen Zellen Apoptose aus. Diese Behandlungsarten wurden auch
als Stimuli der Apoptose fiir die Saccharomyces uvarum gewéhlt. Verschiedene
Hefesuspensionen wurden mit und ohne Zugabe von Malzextrakt bei

Zimmertemperatur (RT, 20-22°C) und bei 37°C, gelagert.
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Aliquote von Hefesuspensionen wurden wie folgt behandelt:

(1)Lagerung bei 27° C mit Malzextraktzugabe

(2) Lagerung bei RT ohne Zugabe von Malzextrakt

(3) Lagerung bei RT mit Malzextraktzugabe (und Beliiftung)

(4) Einwirkung von UV-Licht (30 Minuten direkte
Sonneneinstrahlung)

(5) Einwirkung von UV-Licht (30 Minuten UV Leuchtstoffrohre)

(6) Einwirkung von Wasserstoffperoxid (H,0,)

(7)Hitze- und Kalteschock (°C)

Die ersten Versuchsanordnungen (1-3), bei denen die Hefen bei
unterschiedlichen Bedingungen gelagert wurden, sollen zeigen, ob die
Hefezellen im Laufe der Lagerung (Alterung) auch ohne Stimuli

Apoptoseerscheinungen aufweisen.

Die Stimulation der Apoptose mittels UV-Licht erfolgte mittels direkter
Sonneneinstrahlung, sowie der Bestrahlung mit einer UV-Leuchtstoffrohre fiir je

30 Minuten pro Versuchsansatz.

Weitere Versuche wurden mittels unterschiedlichen Wasserstoffperoxyd-
konzentrationen stimuliert. Diese Tests wurden mit der fluoreszenz-
mikroskopischen Tot-Lebend-Zellzahlbestimmung (FDA-/PI) kombiniert um

einen Eindruck fiir die Schidigung der Populationen zu erhalten.

Bei den Temperaturschockversuchen wurden die Suspensionen wie folgt fiir

eine Zeitdauer von 1 Minute erwdrmt bzw. abgekiihlt.

» 20°C — 50 °C
» 20°C — 70 °C
» 20°C — -18 °C
» 37°C —-18 °C
» 4°C— 50°C
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Die Hefesuspensionen wurden mit Ethanol fixiert und mikroskopisch,

molekularbiologisch und flulzytometrisch untersucht.

4.1.5 Gerate

Durchlicht- und Fluoreszenzmikroskop, Firma Hund, Wetzlar
- FluBzytometer PAS, partec GmbH

- Analysenwaage, Mettler

- pH-Meter, 761 Calimatic, Knick, Berlin

- Zentrifuge, Heraeus-Christ GmbH, Osterode

- Ultraschallbad, Bransonik 220

- Schiittelwasserbad, GFLmbH, Burgwedel

- Waage, Sartorius GmbH, Gottingen

4.1.6 Firbeprotokolle

4.1.6.1 DNA-Gehalt (Zellzyklus) mit Propidium Iodid (bzw. DAPI)

Fir die Zellzyklusanalysen wurde der DNA-Gehalt der Hefezellen mit
Propidium lodid (bzw. DAPI) gefirbt. Die Farbung wurde wie ausfiihrlich in
dem Farbeprotokoll von Hutter und Eipel (1978) beschrieben, mit kleinen
Modifikationen durchgefiihrt.

Féarbung mit DAPI (4'-6'-Diamidino-2 Phenylindol - 2 HCI)

DAPI-Gebrauchslosung: 1 ug DAPI/ ml Tris-Puffer pH 7,2

DAPI ist ein Farbstoffmolekiil aus der Farbstoffklasse der Phenylindole. DAPI
lagert sich spezifisch in die gro3e Grube der Doppelhelix, und hier bevorzugt an
AT-Bereiche an. Die optimale Anregung erfolgt bei 4= 360 nm (HBO-Lampe).
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Benotigte Materialien:

= Laborwecker

= Zentrifuge

* Vortex-Gerét

= Zentrifugengléser

» Fluoreszenzmikroskop

= Objekttrager, Abdeckglas

* Analysenwaage

= Wasserbad (37°C)

= Ribonuklease (Img RNase/ml PBS pH 7,2)
= PBS-Puffer pH 7,2

* Propdiumiodid (7 mg PI/100 ml Tris Puffer, pH 7.5)

Phosphatgepufferte Saline-Pufter (PBS)
e 40,0 g Natriumchlorid p.A. (NaCl)
e 1,0 g Kaliumchlorid p.A. (KCl)
e 7,2 g Di-Natriumhydrogenphosphat-2Hydrat p.A. Na,HPO, x 2 H,0)
e 1,0 g Kaliumdihydrogenphosphat p.A.
e in 4,9 1dest.H,O l6sen, pH mit HCI auf 7,2 einstellen und auf 5 I mit H,O
auffiillen

Durchfithrung:

+ 1 ml der ethanolischen Hefesuspension in 5 ml PBS-Puffer waschen
.10 Min. bei 1.000 U/min zentrifugieren und Uberstand verwerfen

«  Waschschritt mit PBS wiederholen
-24 -
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+ Hefepellet in 1 ml vorgewdrmter RNase-Losung (37°C) resuspendieren

und moglichst genau 1 Stunde im Wasserbad bei 37°C inkubieren;
« Stoppen der Enzymreaktion durch Zugabe von 5 ml kalter PBS-Losung
. zentrifugieren, Uberstand verwerfen
« Pellet in 10 ml PBS-Losung waschen

+ zentrifugieren und Niederschlag in 2 ml PBS resuspendieren.
+ Zugabe von 200 ul PI-Losung (bzw. 20 ul 1:3 verd. DAPI Losung, Partec)

+ Gefarbte Proben fiir mindestens 1 Stunde kiihl stellen, besser iiber Nacht

4.1.6.2 Bestimmung des Glykogengehalts mit Acriflavin

Robert Feulgen entdeckte 1924 ein Verfahren zur Anfarbug des Zellkerns in
tierischen und pflanzlichen Zellen mit Fuchsin. Dabei wird der Gehalt an DNA
mit fuchsinschwefliger Saure stochiometrisch angefarbt. Auf dieser Basis
bestimmte Prenna (1976) den DNA-Gehalt von Saugetierzellen mit Acriflavin.
Zum fluoreszenzoptischen Nachweis des DNA-Gehaltes von S. cerevisiae setzte
Hutter (1975) erstmals Acriflavin ein. Sie beruht auf der Darstellung von zwei
dichtgelagerten Aldehydgruppen mit der fuchsinschwefligen Séure. Ihre
Spezifitit liegt in der gezielten Hydrolyse von Kohlenhydraten mit Hilfe der
Perjodsdure, wobei 1,2-Glycolgruppen in Aldehydgruppen umgewandelt
werden. Der Vorteil der Perjodsdure liegt darin, dass die Reakion bei der
Bildung der Aldehyde endet und nicht durch weitere Oxidation
Carboxylgruppen entstehen.
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Durchfiihrung:

Herstellung Acriflavin-LOsung

*

10 ml HCI konz. werden mit H;O dest. auf 100 ml aufgefillt (langsam,
Wasser vorlegen!)

0,5 g Acriflavin werden in 15 ml der verdiinnten HCI bei Raumtemperatur
gelost

0,5 g K;S,051in 85 ml H,O dest. 16sen und zur salzsauren Acriflavinlésung
geben

24 Stunden spéter wird zu dieser Losung 300 mg Aktivkohle gegeben und 2
Minuten

kréftig geschiittelt und sofort {iber Faltenfilter in eine Schliffstopfenflasche
filtriert.

Die Losung kiihl und dunkel autbewahren

Farbung der Hefen

1 ml der ethanolischen Hefesuspension in 9 ml PBS-Puffer waschen
10 Min. bei 1.000 U/min zentrifugieren und Uberstand verwerfen
Waschschritt mit PBS wiederholen

Pellet mit 1 ml Periodsdure (0,5%ig) aufnehmen, gut mischen und 10

Minuten einwirken lassen
mit 9 ml PBS-Puffer 2 mal waschen
Zugabe von Iml Schiff'schem Reagenz (1:100 mit PBS verdiinnt)

Einwirkzeit: 1 Stunde bei Raumtemperatur, im Dunkeln
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« mindestens 2 mal mit 9 ml PBS waschen (— mikroskopische Kontrolle, die
umgebende  Fliissigkeit sollte kaum  gefarbt sein, um  hohes

Untergrundrauschen zu vermeiden)

« Falls notig tiber ein Polyamidsieb (50um Maschenweite) filtrieren

4.1.6.3 Neutrallipide

Benotigte Materialien:

Zentrifuge Nilrotlosung (1mg/ml Aceton)
Vortex Gerét Stoppuhr

Zentifugengliser Fluoreszenzmikroskop
PBS-Puffer pH 7,2 Pipette 20 ul

Durchfithrung:

- 1ml de ethanolischen Hefesuspension in 9ml PBS-Puffer waschen

- 10 Min. bei 1.000 U/min zentrifugieren und Uberstand verwerfen

- Waschschritt wiederholen

- Pellet in 1 ml PBS aufnehmen

- Zugabe von 1 Tropfen (20 ul) Nilrotlosung

- Messung nach genau 30 Minuten Einwirkzeit bei RT im Dunkeln (daher

zeitlich versetzte Farbung der einzelnen Proben)

Kontrolle der Farbung im Fluoreszenzmikroskop (488nm), gold-gelb

fluoreszierende Lipidtropfchen unterschiedlicher Grofe.
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4.1.7 Durchfiihrung der molekularbiologische Untersuchungen: Gelelektro-

phorese und DNA-Isolierung

Bei der Apoptose die DNA durch eine spezifische Endonuklease in ca. 200 bp
lange Stiicke geschnitten. Zum Apoptosenachweis wird die genomische DNA
der Hefen isoliert und anschlieend in einer Gel-Elektrophorese aufgetrennt. Die
Gelelektrophorese trennt die DNA-Fragmente im elektrischen Feld aufgrund der
unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeit. Bei Apoptosezellen wird ein
leiterahnliches Muster im Agarosegel erwartet. Das Ziel der durchgefiihrten
Gelelektrophorese war, diese sog. DNA-Ladder zu erhalten. Dabei entsteht ein
leiterdhnliches Muster, wobei jede Sprosse einem der circa 200 bp langen
Fragmenten (apoptotische DNA-Fragmente) entspricht. Bei Nekrosezellen

entsteht eine anstelle des leiterdhnlichen Musters nur eine Schmierspur im Gel.

Herstellen des Agarosegels

Effektiver Bereich
Agarosemenge (%) zur Trennung
linearer DNA-
Fragmente (kb)
0,3 5-60
0,6 1-20
0,7 0,8-10
0,9 0,5-7
1,2 0,4-6
1,5 0,2-3
2,0 0,1-2

Tab.4.1.7: Empfohlene Agarosekonzentration fiir die Auftrennung von DNA-

Fragmenten verschiedener Grof3e

= Entsprechende Menge an Agarose abwiegen
= Zugabe des TAE-Puffers
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Losung in der Mikrowelle zum Kochen bringen, bis keine Schlieren mehr
sichtbar sind (Agarose ist dann vollstindig gelost).

Wenn wenig Probenmenge vorliegt, der Agarose evtl. 10 pl EtBr (1,0
ng/ml EtBr) zugeben.

Die Agarose unter flieBendem Wasser abkiihlen und anschlieBend in das

Elektrophoreseschiffchen gieBen. Nach ca. 10 min ist das Gel erstarrt.

Zur Auftrennung der apoptotischen Hefe-DNA wird ein 2 %-iges Agarosegel

verwendet.

Durchfiihrung der Gelelektrophorese

Zu 8 ul der isolierten DNA werden 2 pul Bromphenolblau gegeben. Je

nach Kammergroe werden zwischen 10 und 30 pl Probe in die durch den

Kamm erzeugten Wells einpipettiert.
Zusatzlich wird ein DNA-GroBenmarker aufgetragen

Nach dem Auftragen der Proben wird die Elektrophoresekammer

geschlossen.
Die Elektrophorese wird bei 100 V (bzw. bei 50 V) durchgefiihrt.

Das Gel sollte so lange laufen, bis der blaue Farbmarker mindestens die

Halfte der Laufstrecke erreicht hat.

Nach dem Lauf wird das Gel zum Anfarben der DNA-Fragmente 15 min
in TAE mit 1,0 pg/ml EtBr inkubiert.

Das gefarbte Gel wird abschliefend auf einen UV-Transilluminator gelegt

und bei 312 nm fotografieren.
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Die Gele wurden mit dem Programm "Multi-Analyst" der Firma Biorad

aufgenommen und bearbeitet.

4.1.8 Isolierung der Hefe-DNA

Zur Isolierung und Reinigung der Hefe-DNA wurden zwei verschiedene Kits
eingesetzt. Zum einen war dies der DNeasy Tissue Kits der Firma Qiagen,

Hilden und der Yeast DNA Kit der Firma Peqlab, Erlangen.

DNeasy Tissue Kit (Fa. Qiagen, Hilden)

Der erste Schritt der DNA-Isolierung ist die enzymatische Lyse der
Hefezellwand mit Lyticase oder Zymolase. (In unseren Versuchen wurde
Lyticase eingesetzt). Durch die Lyticasebehandlung werden Sphiroplasten
erhalten, bei denen noch Teile der Zellwand vorhanden sind. Allerdings ist die
Zellmembran jetzt durchldssig fir die weitere Enzyme, die fiir die DNA-
Isolierung eingesetzt werden. So ist der nachfolgende Schritt eine vollstindige
Gewebe- und Proteindigestion mittels Proteinase K. Da auBerdem RNA-freie

genomische DNA erhalten werden soll, gibt man noch RNase A zu.

Durchfiihrung

Die hier aufgefiihrten Puffer, die Minisdulen und die Probensammelréhrchen
sind bereits im DNeasy Tissue Kit enthalten.

Herstellung der Spharoplasten mittels Lyticase

= Zellernte (max 5 * 107 Zellen) durch Zentrifugieren; 10 min bei 7500 rpm
= Zellpellet in 600 pl Sorbitol-Puffer resuspendieren
= 200 U Lyticase zufiigen und iiber Nacht bei 30 °C inkubieren

= 5 min bei 5000 * g zentrifugieren
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Mikroskopische Kontrolle der Spharoplastenbildung

Protein- und RNA-Digestion

Zellen in 180 pul ATL-Puffer] resuspendieren

20 ul Proteinase K zugeben, vortexen und ca. 1 h im Thermoblock unter

schiitteln bei 55 °C inkubieren.

= 4 ul RNase A (100 mg/ml, 7000 Units/ml) zugeben, durch vortexen
mischen und 2 min bei Raumtemperatur inkubieren.

= [5 sec. Vortexen.
200 pl AL-Puffer zur Probe geben, griindlich mischen und 10 min bei 70

°C inkubieren.

(Probe und AL-Puffer miissen sofort griindlich gemischt werden, um eine

homogene Losung zu erhalten)

DNA-Prizipitation und Reinigung

200 pl Ethanol (96-100%) zugeben und griindlich mischen (es kann die
gefillte DNA als weiller Niederschlag erkennbar sein)

Eine DNeasy mini Séule in ein 2 ml collection tube stellen und die
Suspension in die DNeasy mini Siule pipettieren

I min bei 8000 rpm zentrifugieren. (Eluat — DurchfluB - verwerfen)
Sammeltube wechseln und 500 pl AW 1-Puffer zugeben. AnschlieSend
I min bei 8000 rpm zentrifugieren. (Eluat - verwerfen)

DNeasy mini Sdule in ein neues 2 ml Sammeltube stellen, 500 ul AW 2-
Puffer zugeben und 3 min bei voller Geschwindigkeit zentrifugieren, um

die Dneasy-Membran zu trocknen. (Eluat verwerfen)

DNeasy mini Séule in ein 1,5 oder 2 ml Tube stellen und 100 pl AE-
Puffer direkt auf die DNeasy-Membran pipettieren. 1 min bei
Raumtemperatur inkubieren und dann Imin mit 8000rpm zentrifugieren,

um die DNA zu eluieren.
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=  Das Elutionsschritt wiederholen

Obwohl sehr sorgfiltig gearbeitet wurde und bereits die Vorschrift fiir maximale
DNA-Ausbeute eingesetzt wurde, lag die Ausbeute mit dem DNeasy Tissue Kit
fiir die Gelelektrophorese zu niedrig. Nach einer Marktrecherche wurde ein
speziell, fiir die Hefe-DNA entwickelter, DNA-Isolierungskit (Yeast DNA Kit

der Firma Peqlab) gefunden und in einer weiteren Versuchsreihe eingesetzt.

Yeast DNA Kit (Fa. Peqlab, Erlangen)

Fiir die Isolierung sollen maximal 6 - 10" Zellen, die sich in der log-Phase
befinden eingesetzt werden. Der Einsatz einer hoheren Zellzahl als 6 » 10’
steigert die Ausbeute nicht, sondern kann sich sogar negativ auf die Quantitét

der zu isolierenden DN A auswirken .
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Durchfiihrung:

Das Prinzip und Ablauf der Durchfiihrung entspricht dem DNeasy Tissue
Kit

1) Zellwandverdau

2)

3)

Maximal 3 ml der nativen Zellen fiir 10 min bei 4000 x g

abzentrifugieren.

Uberstand vollstindig abnehmen und verwerfen.

Anschlieend das Zellpellet in 500 pl Sorbitol-Puffer resuspendieren und
200 — 300 U Lyticase zupipettieren.

Dieser Ansatz, zur Herstellung von Sphéroplasten, 30 min bei 30°C
inkubieren. ( In unsererm Ansatz wurde iiber Nacht bei 37°C inkubiert, da

selbst nach 2 Stunden die Ausbeute an Sphéroplasten noch zu gering war)
Mikroskopische Kontrolle der Sphiroplasten
Die Sphéroplasten durch Zentrifugation fiir 4 min bei 4000 x g pelletieren.

Den Uberstand vollstéindig abpipettieren und verwerfen.

Spharoplastenlyse

Das Sphéroplastenpellet in 200 ul YL-Puffer aufnehmen.

25 ul Proteinase K (15 mg/ml) zugeben und durch vortexen sorgfiltig
mischen.

Diesen Ansatz 1 Stunde bei 55 °C in einem Schiittelthermoblock

inkubieren.

RNA-Verdau
20 ul RNase A (25 mg/ml) zupipettieren, und die RNA fiir 2 min bei

Raumtemperatur verdauen lassen.
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4)

S)

6)

7

Laden und Binden

Lysat mit 200 ul YDL-Puffer versetzen, durch vortexen mischen.
Ansatz 10 min bei 70 °C inkubieren.

220 ul absolutes Ethanol zugeben, griindlich Vortexen.

800 pl Probe auf die Zentrifugensdule laden, 1 min bei 8000 x g
zentrifugieren.

Sdulendurchfluss verwerfen, Sadule wieder in das bereits verwendete

Sammel-Tube stecken.

Restliche Probe auf die Sdule laden. Nochmals 1 min bei 8000 x g

zentrifugieren.

Waschen
Sdule in ein neues Sammel-Tube stecken, 750 ul DNA-Waschpuffer auf
die Saule pipettieren. 1 min bei 8000 x g zentrifugieren. Saulendurchfluss

und altes Sammel-Tube verwerfen.

Den vorherigen Schritt wiederholen

Trocknen
Zentrifugensaule 2 min bei 10000 x g vollstdndig trocknen.

Elution
Zentrifugensdule in ein 1,5 ml Tube stecken und 50 pl auf 70 °C

vorgewarmten Elutionspuffer auf die Sdulenmatrix pipettieren. Die Séule
im Tube fiir 1 min bei 70 °C inkubieren. Anschliefend 1 min bei 8000 x g

zentrifugieren.

Elution mit weiteren 50 ul, auf 70 °C vorgewirmten, Elutionspuffer

wiederholen.
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Eine Aufkonzentrierung der DNA war hier nicht ndtig, da deutlich sichtbare

Banden erhalten wurden.

Die Probe ca. 10 min bei 65 °C inkubieren, damit der Alkohol vollstindig
verdampft. Wird dies nicht gemacht, diffundiert die Probe nach dem Auftragen

aus den Wells.

Die gewonnene DNA wird anschlieBend mit Bromphenolblau gefarbt und auf

ein 1-2%-1ges Agarosegel aufgetragen.

4.1.9 Isolierung niedermolekularer DNA

Eine groBe DNA-Menge in Apoptosezellen ist von niedermolekularem Gewicht
und es wird angenommen, dass diese niedermolekulare DNA aus den Zellen
diffundiert, wenn die Zellen zuvor mit Ethanol fixiert wurden. Diese DNA-
Fragmente, in der Gro3e von Nukleosomen liegt in PBS-Puffer vor, wenn die
fixierten Zellen fiir ldnger als 5 min in 24-37°C suspendiert werden

(Darzynkiewicz et.al, 1992).

Um auch diese, fiir Apoptose typische, niedermolekulare DNA nachzuweisen,

wurde diese zusédtzlich wie folgt isoliert.
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Durchfiihrung der Isolierung der niedermolekularen DNA

* Die mit 70 %-igem Ethanol fixierten Zellen 10 min bei 1000 rpm

zentrifugieren
= Ethanol vom Zellpellet vorsichtig abdekantieren
= Zur Ethanolentfernung Zellpellet ca. 10 min bei 65 °C trocknen lassen
=  Apoptotische Zellen fiir 30 min bei 37°C in wenig PBS suspendieren
= Suspension 20 min bei 14000 rpm zentrifugieren
= Den Uberstand, der die niedermolekulare DNA enthilt, abdekantieren
= Mit Bromphenolblau farben (2 ul Bromphenolblau auf 8 pl Probe)
= Auf das Elektrophoresegel auftragen und bei 100 V (bzw. 50 V)

Auftrennung) laufen lassen
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4.2 Teil II: Trehalosebestimmung

a) Trehalose-Analytik mit der Dionex-Anlage:

Die Probenaufbereitung fiir die HPLC-Methode war die gleiche wie fiir die
fluBzytometrische Analyse. Die Zellen wurden in 70%iger Athanolldsung fixiert
und in dieser Suspension weiter verarbeitet. Die HPLC Analysen wurden
insgesamt zweimal wiederholt.

Die Analyse der Proben erfolgte mit einer Dionex-Anlage, d.h. die Analyse von
Kohlenhydraten wurde durch Ionenaustauschchromatographie mit gepulster
amperometrischer Detektion durchgefiihrt. Bei diesem Prinzip werden die
sauren Kohlenhydratmolekiile deprotoniert (Eluent 1st z.B. NaOH),
anschlieend iiber eine Ionenaustauschersidule chromatographiert und dann
elektrochemisch (gepulste Amperometrie) detektiert.

Als Saule wurde eine Carbopac, PA 10, 4 mm, verwendet. Eluent: Wasser/1M

NaOH = 50/50 isochratisch; Aufgabenmenge: 25 ul der jeweiligen Losungen.

b) Flufszytometrische Trehalose-Analyse mit dem Lectin Concanavalin A

(ConA-FITC):

Der Trehalosegehalt wurde mit einem Lektin-Fluorochrom-Konjugat, ConA
FITC, nachgewiesen. Lektine sind pflanzliche Mitogene, die an bestimmte
Rezeptoren der Hefezelloberfliche binden. ConA bindet préferenziell an
Rezeptoren fir Glukose und Mannose. Durch Konjugation an einen
Fluoreszenzmarker erhdlt man geeignete Sonden zur Lokalisation von

Glykokonjugaten in Zellen oder an Zelloberfldchen.
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Fixation:
Hefezellen wurden tliber Nacht in 3.7% Paraformaldehyd-Losung bei 4° C
fixiert. Vor der Farbung wurden die Zellen zweimal in PBS gewaschen.

Anschlieend in 1 ml PBS-Ldsung resuspendiert.

Farbung der Zellen:

Stock solution: Img Con A-FITC in 1ml steriler PBS 16sen.

Gebrauchslosung: 10 pl aus der stock solution pro ml Zellsuspension, 20
Minuten bei Raumtemperatur inkubieren, anschliefend im PAS bei 488 nm

analysieren. Die Emission des Fluoreceins wurde bei 525 nm gemessen.

c) Flupzytometer:
Fiir die fluoreszenzoptische Detektion wurde ein FluBzytometer der Fa. Partec
GmbH, Miinster, verwendet. Dieses System ist mit einer HBO 100 und einem

Argon-Ionen Laser ausgertistet.

d) Versuchsabluf:

Hefezellen waren bei 3° C gelagert worden. Diese Zellen stammten aus der 4.
Filhrung und wurden in 28° C vorgewidrmte sterile Wiirze inokuliert. Die
Probenahme erfolgte kurz nach der Inokulation (a), nach 3.5 Stunden
Kultivierung bei 28° C (b), kurz nach der Temperaturerh6hung auf 40° (¢) und

schlieBlich nach der Abkiihlung auf die urspriingliche Wachstumstemperatur
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4.3 Teil III: Simultane Analysen

4.3.1 Simultane Bestimmung des Glykogen-/DNA-Gehaltes mit

Propidiumiodid

Benotigte Materialien ( siche Kapitel 4.1.6.1 und 4.1.6.2)

+ 1 ml der ethanolischen Hefesuspension in 9 ml PBS-Puffer waschen
10 Min. bei 1.000 U/min zentrifugieren und Uberstand verwerfen
«  Waschschritt mit PBS wiederholen

+ RNA’se Verdau (1 mg RNAse /ml PBS) pro Probe 1 ml dieser Losung
Exakt 1 Stunde bei 37° C inkubieren

«  Verdau mit 9 ml kaltem PBS abstoppen
.10 Min. bei 1.000 U/min zentrifugieren und Uberstand verwerfen
«  Wiederholung des Waschschrittes

« Pro Probe 1 ml 0,5%iger Perjodsdure in PBS zugeben

10 Minuten einwirken lassen, dann mit 9 ml PBS waschen

« Zugabe von 1 ml Fuchsin-Reagenz (1:10 in PBS verdiinnt)

und fiir 60 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubieren
+ 2 mal mit PBS waschen

« Zum Pellet 250 pl PI-Losung zugeben und fiir mind. 30 Minuten bei 8° C, im

Dunkeln einwirken lassen
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4.3.2 Simultane Bestimmung des Glykogen-/DNA-Gehaltes mit DAPI

Benotigte Materialien (siehe Kapitel 4.1.6.1 und 4.1.6.2)

Durchfithrung:

*

1 ml der ethanolischen Hefesuspension in 9 ml PBS-Puffer waschen
10 Min. bei 1.000 U/min zentrifugieren und Uberstand verwerfen
Waschschritt mit PBS wiederholen

Pro Probe 1 ml 0,5%iger Perjodsdaure in PBS  zugeben

10 Minuten einwirken lassen, dann mit 9 ml PBS waschen

Zugabe von 1 ml Fuchsin-Reagenz (1:10 in PBS verdiinnt)

und fiir 60 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubieren
3 mal mit PBS waschen

Zum Pellet 20 pl DAPI-Losung (1:3 verdiinnt) zugeben und fiir 15 Minuten

bei 8° C, im Dunkeln einwirken lassen

4.3.3 Simultane Bestimmung des Glykogen-/Neutrallipid-Gehaltes

Benotigte Materialien (siehe Kapitel 4.1.6.2 und 4.1.6.3)

Durchfiihrung:

fixierte Hefeproben in PBS waschen

Pellet in 1 ml PBS resuspendieren

pro Probe Zugabe von 1 ml 0,5%iger Perjodsdure in PBS
nach 10 Minuten Einwirkzeit mit PBS waschen

Zugabe von 1 ml Fuchsin-Reagenz (1:10 in PBS verdiinnt)
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+ 60 Minuten Inkubation (im Dunkeln)
«  mindestens 2 mal mit PBS waschen — mikroskopische Kontrolle

+ Zugabe von 1 Tropfen (aus 10 ul Pipette) Nilrot
! Alle Proben sollten gleiche Einwirkzeit von 30 Minuten haben, daher

zeitlich versetzte Farbung

+  Messung nach 30 Minuten bei RT im Dunkeln

Kontrolle der Farbung im Fluoreszenzmikroskop (A= 488 nm)— gold-gelb
fluoreszierende Lipidtropfchen unterschiedlicher Gro8e und grilne Glykogen-

kompartimente.
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4.4 Teil IV: Einbau von BrdU in die DNA
4.4.1 Kultivierung der Hefen fiir den BrdU-Einbau

Die Hefezellen wurden bei 28°C in Wiirze und in Anwesenheit von BrdU

kultiviert. Pro 100 ml Wiirze wurde 1* 10° M BrdU hinzugegeben. Die

Probenahme erfolgte analog zu 4.1.2. Die Farbungen wurden ausschlieBlich an

fixierten Probenmaterial (2ml Hefesuspension in 70% Ethanol) durchgefiihrt.

4.4.2 Farbung der Zellen

Benotigte Materialien:

1*10° M BrdU

70 % Ethanol

Wasch-Puffer: PBS + 0.5% BSA

Denaturierungs-Losung: 2M HCL (muss frisch hergestellt werden)
Natriumtetraborat (Na,B,07): 0.1M

RNAse-Losung (37 °C): 1mg/ml in PBS

Verdiinnungs-Puffer: PBS + 0.5% BSA + 0.5% Tween®-80
anti-BrdU-FITC: 5pul in 95l Verdiinnungs-Puffer

Propidium Iodid (PI): 200ul in 2ml PBS

Farbung der Zellen:

Zellen 10 min. bei 400 x g zentrifugieren

Uberstand verwerfen

1 ml Wasch-Puffer zugeben
10 min. zentrifugieren

Uberstand verwerfen

Pellet in 1ml Denaturierungs-Lésung resuspendieren
gut mischen

20 min. bei Raumtemperatur inkubieren (gelegentlich mischen)
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10 min. zentrifugieren

Uberstand verwerfen

1 ml Wasch-Puffer zugeben
gut mischen
10 min. zentrifugieren

Uberstand verwerfen

Pellet in 0.5ml 0.1M Natriumborat resuspendieren (pH 8.5)

2 min. bei RT inkubieren

1 ml Wasch-Puffer zugeben
gut mischen
10 min. zentrifugieren

Uberstand verwerfen

Pellet in Iml vorgewarmter RN Ase-Losung resuspendieren
moglichst genau 1 Stunde im Wasserbad bei 37 °C inkubieren
Zugabe von 5ml kaltem PBS zum Stoppen der Enzymreaktion
10 min. zentrifugieren

Uberstand verwerfen

Antikorper in Verdiinnungs-Puffer verdiinnen
Pellet in verdiinntem Antikorper resuspendieren

30 min. bei RT lichtgeschiitzt inkubieren
1 ml Wasch-Puffer zugeben

gut mischen
10 min. zentrifugieren

Uberstand verwerfen

PIin PBS verdiinnen
Pellet in verdiinntem PI resuspendieren

30 min. bei RT lichtgeschiitzt inkubieren

Zellen bei 488 nm im FluBzytometer analysieren

-43 -



Abschluflbericht B 60b

4.5 Teil V: Hefealterung

Das Altern bei Hefen, die sich von Geburt an vegetativ im Gérprozess
vermehren, wird durch eine Erhohung der Sprossnarbenzahl auf der
Zelloberflache sichtbar, ist ein Schritt in der Evolution der Bierhefen, der
nichste Schritt wire der Zelltod. Mit Hilfe der Bestimmung der relativen
Sprossnarbenzahl und der Proteinaseaktivitit sollen Aussagen das Alter einer
Hefepopulation getroffen werden. Die Proteinase ist verantwortlich flir den
Proteinabbau und wird im Brauerjargon oft als Synonym fiir Autolyseprozesse

verwendet.

4.5.1 Bestimmung der relativen Sprossnarbenzahl mit Hilfe von Wheat

germ agglutination Fluoresceinisothiocyanat (WGA-FITC)

Mit Hilfe von WGA-FITC (wheat germ agglutinin, fluorescein conjugate) soll in
Hefepopulationen die Verteilung intensiv fluoreszierender Hefezellen von
schwach fluoreszierenden unterschieden werden. Erhalt man
Haufigkeitsverteilungen mit intensiven Fluoreszenzlichtsignalen, kann man
darauf schlieBen, dass viele alte (Mehrfachsprosser) und tote Hefezellen in der
Population vorliegen. Eine relativ schwache Fluoreszenz deutet auf eine junge,
dynamische Population hin.

WGA gehort zu den Lektinen (Weizen-Lektin). Lektine sind Glykoproteine, die
mit einer hohen Spezifitit an Kohlenhydratreste in Glykoproteinen und anderen

Biomolekiilen binden.

Benotigte Materialien:

o PBS-Puffer pH 7,2

e WGA-FITC (wheat germ agglutinin, fluorescein conjugate), Img
WGA-FITC / 1ml PBS
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Farbeprotokoll:

o 1ml der fixierten Hefezellen 10min bei 1400 rpm abzentrifugieren

o Uberstand verwerfen

o Pellet in 5Sml PBS aufnehmen und waschen

o AnschlieBend 10min bei 1400rpm zentrifugieren und Uberstand
verwerfen

o Pellet in Iml PBS resuspendieren

o Zugabe von 30ul WGA-FITC, anschlieend vortexen

o 1 Stunde im Dunkel bei 28°C inkubieren

o fiir 10 min bei 1400rpm zentrifugieren, Uberstand verwerfen und
Pellet in 2ml PBS resuspendieren

o Kontrolle der Farbung im Fluoreszenzmikroskop (A = 488nm),
Sprossnarben stellen sich als kreisrunde, kréftig gelb-griin

fluoreszierende Ringwiilste dar, die Zellmembran schwach griinlich

4.5.2 Proteinaseaktivititsbestimmung mit dem EnzCheck Protease Assay

Kit von Molecular Probes

Dieser Kit beinhaltet Casein-Derivate, die mit dem griin fluoreszierenden
BODIPY-FL markiert sind, wodurch ein Quenching des Substrats resultiert.
Durch Protease katalysierte Hydrolyse werden Peptide, die mit dem Farbstoff
markiert sind, freigesetzt. Dadurch resultiert eine Erhohung der

Fluoreszenzintensitit.
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quenched substrate

protease ‘

ﬂv’

fluorescent cleavage

products

Figure 7. Frinoiple of protease detection used
in ow EnzChek Protease Assay Kits.

Abb. 4.5.1: Prinzip des EnzCheck Protease Assay Kit

b)
Abb. 4.5.2 a) Hellfeldaufnahme von S. uvarum; b) Proteinasefarbung an S.

uvarum
Farbeprotokoll:
Kit beinhaltet:

> BODIPY FL casein (enthilt jeweils 200ug Substrat)
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> 20 X Verdauungs-Puffer (200mM, pH 7,8)

Sonstige benotigte Materialien:

deionisiertes Wasser (dH,O)

PBS (nur fir BODIPY FL)

Verdauungspuffer pH 7,8 (geeignet fiir Enzyme mit
Aktivitats-Optimum von pH 7,4 — 8, ansonsten geeigneten
Puffer herstellen)

Cipzyme L (Novo Nordisk)

Vorbereitung der Losungen:

Herstellen einer 1mg/ml BODIPLY FL Casein Stocklosung durch Zugabe
von 0,2ml PBS in ein Vial, das das Substrat enthilt. Gut mischen, bis alles

vollstidndig aufgelost ist.

Ansetzen eines 1 X Verdauungs-Puffers. Hierfiir 2,5ml des 20 X Puffer
mit dH,O auf 50ml auffiillen.

Herstellung einer Gebrauchslosung. Hierzu 0,2ml der inl.1 hergestellten

Stocklosung in - 19,8ml des in 1.2 hergestellten 1 X Puffers geben.

Proben-Analyse

» Um Proteinase-Aktivitit in einer Probe zu bestimmen,

gewaschene fixierte Probe in Iml 1 X Puffer und Iml
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Gebrauchslosung geben. AuBerdem 10ul Cipzyme L

hinzugeben.

= Inkubation fiur 1 Stunde im Dunkeln

= Detektion im FluBzytometer.

4.5.3 DNA-, Glykogen- und Trehalosegehaltsbestimmung
Diese Protokolle sind Kapitel 4.1.6.1, 4.1.6.2 und 4.2 zu entnehmen.
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5. Ergebnisse

5.1 Teil I: Zelltoduntersuchungen (Apoptose)

5.1.1 Mikroskopische Untersuchung

Die mikroskopische Untersuchung erfolgte durch Anfarbung der DNA bzw.
durch die Anfarbung der Mikrokerne mit den Fluoreszenzfarbstoffen PI, DAPI,
H 33342. Charakteristische mikroskopische Aufnahmen wurden beispielhaft als
Abbildungen eingefiigt.

Die mikroskopische Untersuchung erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop
Typ h 500 (12,5 x 100) der Fa. Hund, Wetzlar und einem Olympus BX-60 F5
(26,5 X 100) mit Olympus U-CAD-2 —Kamera.

5.1.2 Ergebnisse der mit Propidiumiodid gefarbten Hefezellen

Nach einer Einwirkungszeit des Farbstoffes von mindestens einer Stunde bei

8°C wurden die gefarbten Hefen mikroskopiert.

Lagerung der Hefe in Malzextrakt bei 27 °C:

Nach 9 Tagen Lagerung waren zum ersten Mal apoptotische Zellen erkennbar
bereits 1 Woche spéter traten erstmalig Bldaschen ("membrane blebbing") auf.
Nach weiteren 5 Tagen waren DNS-Anhdufungen zu sehen (Abb.1 a und b). Mit
fortschreitender Alterung wurden die apoptotischen Zellen und Mikrokerne
wieder weniger, die Zellkerne kleiner. Die DNS-Anhiufung dagegen nahmen
zu. Nach 37 Tagen waren nur noch wenige intakte Zellen vorhanden, diese

Zellen waren komplett rot geférbt, also tot.
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Nachfolgende Abbildung (Abb. 5.1.2 a und b) zeigt mikroskopische Aufnahmen
der oben beschriebenen DN A-Anhaufung.

Abb. 5.1.2 a. Durchlichtmikroskopische Aufnahme der "DNA-Anhaufung" b.
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der "DNA-Anhdufung (A = 488nm)

Mit dem Mikroskop der Firma Hundt lieBen sich die Blaschen an den
Membranen sehr gut erkennen, leider waren diese im Olympusmikroskop so

schlecht zu sehen, dass keine Aufnahmen gemacht werden konnten.

Lagerung der Hefe bei Raumtemperatur in Malzextrakt:

Wie bei den Hefen in ME bei 27°C sind nach 9 Tagen erstmals apoptotische
Zellen und sehr wenig Mikrokerne zu sehen gewesen. Nach 23 Tagen konnte
man bei einzelnen Zellen deutlich Bldschen an der Zellmembran sehen
("membrane blebbing"). Auch bei der Raumtemperaturlagerung lag zunichst
eine Zunahme der apoptotischen Zellen vor und die Zellkerne wurden kleiner.
Gegen Ende hin wurden die apoptotischen Zellen etwas weniger. Hier traten

keine DNS-Anhédufungen auf.
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Lagerung der Hefe bei Raumtemperatur ohne Malzextraktgabe

Verlauf analog “Hefen in Malzextrakt bei Raumtemperatur®. Ab dem 28. Tag

lassen sich die Zellen nicht mehr anfirben, allerdings waren im Hellfeld viele

Blaschen zu sehen.

Mikroskopische Auswertung der unterschiedlich gelagerten Hefen

Lagerung mit / bzw. ohne Zugabe von Malzextrakt

Alter der Hefe Hefe in Malzextrakt bei | Hefe in Malzextrakt bei Hefe ohne
(Tage) 27°C RT Malzextrakt bei RT
1 3*MK e e
2 Sehr wenige MK B
3 2 * MK Keine MK Keine MK
7 e N [P,
Wenige MK u.
8 e Sehr wenig MK apoptotische Zellen
9 Teilweise apoptotische Wenige MK u.
Apoptotische Zellen Zellen apoptotische Zellen
Vereinzelt apoptotische | Mehrere apoptotische
10| Zellen Zellen u. deutlich
getrennte MK
13 Apoptotische Zellen u. Apoptotische Zellen u. MK
2*MK 3*MK
14 Wenig apopt. Zellen u. Einige apopt. Zellen, Apopt. Zellen
MK sehr wenig MK
Wenig apopt. Zellen, Apopt.Zellen, Wenig apopt.Zellen,
15 vereinzelt MK, sehr wenig MK vereinzelt MK

viele Bldschen
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16
(Siche Abb. 3)

Wenig apopt.Zellen,
3*MK,

mini ZK,

sehr vereinzelt Bldschen

Apopt. Zellen,
wenig MK

Apopt Zellen,
wenig MK,
sehr kleine Zellkerne

17
(Siehe Abb. 4)

Apopt. Zellen,
keine MK,
Blédschen

Teilw. Apopt. Zellen,
sehr wenig MK,
mini ZK

Apopt. Zellen,
keine MK,
sehr kleine ZK

Tab. 5.1.2.1 a Mikroskopische Auswertung der Hefealterung

Alter der Hefe

Hefe in Malzextrakt bei

Hefe in Malzextrakt

Hefe ohne Malzextrakt bei

(Tage) 27°C bei RT RT
Wenig apopt. Zellen,
keine MK, Apopt.Zellen, Apopt.Zellen,
23 mini ZK (wenig), einige MK, kaum MK,
sehr viel DNS- ZK nicht so klein
Anhdufung
Wenig gpopt.Zellen, Apopt. Zellen,
keine MK, : . N
. . teilw. MK, keine Farbung!
28 teilw. Mini ZK, . .
. . ZK nicht so klein,
teilw. schr kleine Zellen, Hellfeld: viele Blaschen
sehr viel DNS-Anhéufung '
Wenig gpopt.Zellen, Apopt Zellen,
29 keine MK, keine MK,
teilw. sehr kleine Zellen, Keine Féarbung!
sehr viel DNS-Anhédufung
Wenig z.lpopt. Zellen, Teilw. apopt. Zellen,
30 keine MK, 2% MK,
teilw. mini ZK teilw. kleine ZK Keine Farbung !
sehr viel DNS-Anhdufung )
Keine apopt. Zellen, . ; y
keine MK, Teilw. apopt. Zellen, Keine Farbung !
36 wenig Zellen mit ZK, keine MK, Hellfeld: teilw. Blischen,
kaum noch Zellen, teilw. mini ZK, Zellen erdBtenteils nicht
sehr viel DNS-Anhdufung & defekt
(viel mehr als Zellen)
Keine apopt. Zellen, . N /
keine MK, Teilw. apopt. Zellen, Keine Farbung !
37 kaum noch Zellen keine MK, o N
mit ZK, teilw. mini ZK, Hellfeld: teilw. Blédschen,

sehr viel DNS-Anhdufung
(viel mehr als Zellen)

Zellen groBtenteils nicht
defekt

Tab. 5.1.2.1 b Mikroskopische Auswertung der Hefealterung

Die folgenden Abbildungen ( 5.1.2.1) zeigen Aufnahmen der Hefepopulation am

16. und 17. Tag der Hefealterung
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a)

Abb. 5.1.2.1: a)Fluoreszenzoptische Aufnahme der 16 Tage alten
Hefepopulation; b) Aufnahme der 17 Tage alten Population

Die Hefezelle links oben im Bild zeigt einen intakten Zellkern, bei der Zelle

rechts zeigt sich deutlich die

Mikrokerne représentiert wird.

Destrukturierung, welche durch die drei

Bestimmung der toten und lebenden Zellen

Alter der Hefe Hefe in Malzextrakt Hefe in Malzextrakt Hefe ohne
(Tage) bei 27°C bei RT Malzextrakt bei
RT
LT 96 % lebende, intakte 96 % lebende, intakte 96 % lebende,
- 188 Zellen Zellen intakte Zellen
Nur noch wenig Zellen
37. Tag vorhanden, 15 % lebende Zellen 70 % lebende Zellen

100 % tote Zellen,
viel DNS-Anhdufung

Tab. 5.1.2.2 Tot-/Lebendzellzahl am Beginn und Ende der Lagerung

Die nachfolgende Abbildung (Abb.5.1.2.2) zeigt eine apoptotische Hefezelle

(deutlich sind die gefarbten Zellfragmente erkennbar) und eine tote Hefezelle

(die Zellwand ist bereits destrukturiert, die Zelle ist ganz gefirbt).
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Abb. 5.1.2.2 Mit PI geférbte apoptotische (links) und tote (rechts) Hefezelle

Abbildung 5.1.2.3 zeigt die Simultanfirbung FDA und PI zur Tot-Lebend-
Differenzierung. Da bei dieser Bestimmung kein RNA'se Verdau durchgefiihrt

wurde zeigen sich tote Zellen als komplett rot gefarbt.

Abb. 5.1.2.3 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Tot-/Lebend-
Differenzierung

Die nachfolgende Abbildung (Abb. 5.1.2.4) dokumentiert die Verdnderungen
einer Hefepopulation bei Lagerung in Malzextrakt {iber einen Zeitraum von 34

Tagen.

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen

Alter in einer Hefepopulation die in Malzextrakt gelagert wurde A= 488
Tagen nm
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) - -

Abb. 5.1.2.4 Dokumentation der Hefealterung

Die Bilder zeigen deutlich die fiir Apoptose typische Destrukturierung der
Zellkerne.
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Mit UV-Licht bestrahlte Hefepopulationen

Die UV-bestrahlten Hefen wurden ohne weitere Zugabe von Malzextrakt
gelagert um zu vermeiden, dass nicht geschéddigte Zellen erneut proliferieren

und so das Ergebnis verfélschen.

Bereits nach einer Woche sind DNA-Anhdufungen im Mikroskop erkennbar.
Diese DNA-Anhdufungen nehmen im Verlauf von 14 Tagen deutlich zu, d.h. die
Zellwand der Hefen destrukturiert sich. Nach 23 Tagen waren kaum noch
apoptotische Zellen erkennbar, sondern nur noch "mini Zellkerne" (keine
Mikrokerne, sondern kleiner werdende Zellkerne bei sonst gleichgrof3en
Hefezellen), viele scheinbar defekte Zellen und sehr viel DNA-Fragmente.

Wabhrscheinlich unterlag die Zellpopulation dem Autolyseprozess.

UV-bestrahlte Zellen (Sterilbank)
Anteil apoptotischer Zellen

Alter der

Zellen [d] 8 11 14 17 22 25 31
Apoptotische

Zellen [%] 7 6 19 31 20 53 47

Tab. 5. 1.2.3: Auswertung der UV-behandelten Zellen [ Apoptotische Zellen
in %]
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Tabelle 5.1.2.4 Mikroskopische Auswertung der UV-behandelten Zellen

Alter (Tage) UV - Sonne UV- Sterilbank
1 Teilw. apopt. Zellen, Wenig apopt. Zellen,
teilw. MK, wenig MK ( 1* mit ca. 6
Blaschen MK)
12 Wenig apopt. Zellen, Wenig apopt. Zellen,
wenig MK, keine MK
viele Blaschen
13 Wenig apopt.Zellen, Sehr wenig apopt. Zellen,
2*MK, keine MK,
kleine ZK sehr kleine Zellkerne
14 Wenig apopt.Zellen, Sehr wenig apopt. Zellen,
keine MK, keine MK,
teilw. mini ZK sehr kleine Zellkerne
Teilw. apopt. Zellen,
Teilw. apopt. Zellen, einige MK,
17 wenig MK (deutlich), teilw. mini ZK,
teilw. kleine ZK, vereinzelt Blaschen,
DNS-Anhédufung DNS-Anhéufung
18 Teilw. apopt. Zellen, Apopt. Zellen,
tetw. MK, wenig MK,
teilw. nur diff. ZK kleine ZK
19 Apopt. Zellen, Teilw. apopt. Zellen,
keine MK, wenig MK,
klemne ZK DNS-Anhdufung
Wenig apopt. Zellen,
kaum MK, Wenig apopt.Zellen,
20 teilw. sehr kleine ZK, keine MK,
Bldschen, DNS-Anhdufung
DNS-Anhédufung (wenig)
Wenig apopt.Zellen, Teilw. apopt.Zellen,
25 keine MK, wenig MK,
teilw. sehr kleine ZK, kleine ZK,

DNS-Anhédufung

DNS-Anhdufung

Die nachfolgenden Abbildungen zeigen UV-behandelte Hefen am 17. (Abb.
5.1.2.5) und am 25. Tag (Abb. 5.1.2.6) nach Bestrahlung.
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Abb. 5.1.2.5 UV behandelte Hefezellen nach 17 Tagen

Abb. 5.1.2.6 UV behandelte Hefezellen nach 25 Tagen

Mit Wasserstoffperoxid (H,O,) behandelte Hefepopulationen

Laut Literatur induziert die Einwirkung von H,O, bei tierischen Zellen Apop-
tose. Uber eingesetzte H,0,-Konzentrationen fand sich in den Quellen keine

Angabe.

Daher wurde im ersten Ansatz 17%-iges H,O, auf die Hefen gegeben. Nach
ca.15 min wurde mittels FDA-/PI die Tot-Lebend-Zellzahl bestimmt. Es fanden
sich 100 % tote Hefen. In weitern Ansdtzen wurden H,O,-Konzentrationen von
0,5%, 1%, 1,5%, 2,5%, 4% und 5% eingesetzt. Auch bei diesen niedrigen

Konzentrationen war nach 2 Stunden nahezu die Hélfte der Zellen abgestorben.
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Anscheinend besitzen Saccharomyces cerevisiae eine sehr niedrige Toleranz
gegeniiber HO,. Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse wurden keine weiteren

Versuche mit H,O, durchgefiihrt.

Mit Hitze- bzw. Kil. 1 Minute folgenden teschock behandelte

Hefepopulationen

Hefesuspensionen wurden fiir ca. 1 Minute folgenden Temperaturdifferenzen

ausgesetzt.

20°C — 50 °C
20°C — 70 °C
20°C — -18 °C
37°C — -18°C
4°C— 50°C

Nach ca. 8 Tagen waren apoptotische Zellen im Mikroskop erkennbar. Auch
fanden sich bei einigen Zellen die charakteristischen Ausstiilpungen (Bldschen)
der Zellwand. Nach ca. drei Wochen waren regelmédfig DNS-Anhdufungen
vorhanden. Mit zunehmendem Alter wurden die Zellkerne erkennbar kleiner

oder wurden teilweise mit PI nicht mehr angefarbt.

Die Zunahme an apoptotischen Zellen {iber einen Zeitraum von 25 Tagen verlief
bei den - mit unterschiedlichen Temperaturen behandelten - Hefen sehr dhnlich.
Fir die Darstellung des Verlaufs wurde repradsentativ die Zunahme an
apoptotischen Zellen bei der Temperaturdifferenz (37°C — -18°C) gewdhlt.
Nach 25 Tagen sind fast keine intakten Zellen mehr vorhanden. Es sind
hauptsédchlich autolysierende Zellen und Zelltriimmer zu sehen (sieche Abb. 5.9).

Daher wurde im Diagramm der 25. Tag nicht einbezogen.
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Zunahme an Apoptosezellen bei temperaturschockbehandelten Hefen (37°C

— -18°C)
Alter der 1 7 11 14 16 22 25
Zellen [d]
Apopt. 1.4 8 6 9 15 14 --
Zellen[%]

Tab. 5.1.2.5: Auswertung der mit Temperaturschock behandelten Zellen [%]

6
4
| E I
1. 7.
T

Diagramm 5.1.2.1 Zunahme an apoptotischen Hefezellen nach Kaltebehandlung

Zunahme an apoptotischen Zellen in %

[
i I

ag nach der Temperaturbehandlung

%

@Zunahme an apoptotischen
Zellen in %

Anteil apoptotischer Zellen in

22.
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Abb. 5.1.2.7Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme am 25. Tag nach der
Temperaturbehandlung
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Die nachfolgende Abbildung (Abb. 5.1.2.8) dokumentiert die Verdnderungen

einer Hefepopulation die einem Hitzeschock (4°C — 70°C) unterzogen wurde.

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen
Alter in einer Hefepopulation die einem Hitzeschock (4°C — 70°C)
Tagen unterzogen wurde (A= 488 nm)

| - .

| - -

| - .

: - .
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21

28

34

Abb. 5.1.2.8 Verdnderung der Zellen nach Temperaturbehandlung
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5.1.3 Ergebnisse der mit DAPI gefirbten Hefezellen

Apoptosezellen

DAPI-Farbungen wurden nur bei den mit temperaturdifferenzbehandelten Hefen
durchgefiihrt. Diese zweite Farbemethode sollte neben PI bei den fluBzytome-

trischen Messungen zum Einsatz kommen.

Die nachfolgende Abbildung (Abb. 5.1.3.1) dokumentiert die Verdnderungen

der Hefepopulation die einem Hitzeschock (4°C — 70°C) unterzogen wurde.

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen
Alter in einer Hefepopulation die einem Hitze-

Tagen schock (4°C — 70°C) unterzogen wurde (A= 360
nm)
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11

21

28

Abb. 5.1.3.1 Veranderung der Zellen nach Temperaturbehandlung

Nekrosezellen

Um einen Vergleich zum Ergebnis der Apoptose-Ansitze zu haben, wurde

versucht Nekrose einzuleiten.

Die untersuchte Hefesuspension wurde fiir 15 Min zur Nekroseeinleitung von

20°C auf 70°C erhitzt (Abb. 5.1.3.3).

Im Gegensatz zur Apoptose wird bei nekrotischen Prozessen die Plasmamem-
bran der Zelle beschidigt, da bei der Nekrose kein Abschniiren der Zellwand

("membrane blebbing") vorkommt, sondern die nekrotische Zelle irreversibel
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anschwillt und zerreifit. Auch erfolgt bei der Nekrose keine Fragmentierung des

Zellkerns.

Die Abb. 5.1.3.3 =zeigt die elektronenmikroskopische Aufnahme einer
Nekrosezelle (Alberts et. al., 1999). Deutlich ist sind die austretenden

Zellinhaltsstoffe zu erkennen.

Abb. 5.1.3.2 Nekrosezelle (Elektronenmikroskopaufnahme)

Abb. 5.1.3.3 DAPI-gefarbte Nekrosezelle
Fluoreszenzmikroskopaufnahme)

Auch bei der mit DAPI-gefarbten Nekrosezelle ist die defekte Zellwand mit den

austretenden Zellinhaltsstoffen gut zu erkennen.
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5.1.4 Ergebnisse der mit H 33342 gefarbten Hefezellen

Auch H 33342 farbt die DNA spezifisch an (Abb. 5.1.4.1). Mittels
Simultanfarbungen (PI und  H33342) kann zwischen Apoptose- und
Nekrosezellen unterschieden werden. Dazu wird unfixiertes Material gefarbt.
Propidiumiodid permeiert nur in tote Zellen (bzw. in die nekrotischen Zellen,
deren Zellwand destrukturiert ist). Die Nekrose- bzw. Autolysezellen sind nach
PI-Farbung rot gefarbt. Die H 33342-Férbung lisst die vitalen Zellen durch die
blaue Fluoreszenz erkennen. Durch H 33342-Farbung werden die "viable"
Zellen und die Apoptosezellen blau angefiarbt. Apoptotische Zellen fluoreszieren
schwicher als intakte. Dadurch ist eine Differenzierung moglich [Darzynkiewicz

et.al, 1992].

Abb. 5.1.4.1 Apoptosezellen mit H 33342 gefirbt

- 67 -



Abschluflbericht B 60b

Abb. 5.1.4.2 Apoptosezellen simultan gefarbt

Die Zellen zeigen eindeutig die unterschiedliche Anfarbbarkeit der Zellen mit PI
und H 33342. Bei den Aufnahmen links (a) ist eine tote Zelle vorhanden (rote
Zelle Bild in der Mitte).

Auch die blaue H 33342-Farbung (blaue Fluoreszenz, Bild links) farbt diese

Zelle komplett an. Die Zellen im Bild unten stellen "viable cells" dar
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5.1.5 Ergebnisse der SR (Sulphorhodamin) 101 gefarbten Hefezellen

SR 101 ist ein keratinspezifisches, proteinanfarbendes Fluorochrom.

Die untersuchte Hefesuspension wurde fiir 2 Min zur Apoptoseeinleitung von
20°C auf 70°C erhitzt. Ansatz (b) zur Herstellung von Nekrosezellen: 20°C —
70°C, fiir 15 min

Abb. 5.1.5.1 SR 101 gefirbte apoptotische Hefezelle

Die Abbildung 5.1.5.1 zeigt eine mit SR 101 gefarbte apoptotische Hefezelle.

5.1.6 Mikroskopische Aufnahmen der Glykogenfarbung

Nachfolgend  werden  Aufnahmen  gezeigt, die widhrend  dieses
Forschungsprojektes entstanden sind. In Abbildung 5.1.6.1 ist die typische stark

fluoreszierende Glykogenfarbung mit Acriflavin dargestellt.
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Abb. 5.1.6.1 links Hefezellen im Hellfeld; rechts mit Acriflavin gefédrbte
Hefezellen

5.1.7 Molekularbiologische Untersuchung

Die genomische DNA wurde isoliert, gereinigt und mittels Gel-Elektrophorese
aufgetrennt. Mit apoptotischer DNA von Sidugetierzellen (circa 200 bp lange
DNA-Fragmente) eine sog. DNA-ladder. Bei Nekrosezellen entsteht eine

Schmierspur im Gel anstelle des leiterdhnlichen Musters.

Als erstes wurde mittels Lyticase die Hefezellwand enzymatisch abgebaut.
Dadurch entstehen in iso- oder hypotonischer Losung die kugelig geformten
Sphéaroplasten (Abb. 5.1.7.1) welche fiir die Proteinase K und die RNase
zugéngig sind.
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Abb. 5.1.7.1 Mikroskopische Aufnahmen der Spharoplasten

Die in dem ersten Gel eingesetzte Hefe (Laborinterne Hefe-Nr. 281) zeigte nach
Hitzebehandlung im Fluoreszenzmikroskop (DAPI-Farbung) deutliche Defrag-
mentierung der DNA und auch Mikrokerne (Abb. 5.1.7.2).

DNA-Fiarbung der hitzebehandelten Hefe 281

Abb. 5.1.7.2 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Hefe 281
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Gelelektrophorese der Hefe Nr. 281 (Isolierungskit Qiagen)

1 kb-Leiter

Bande 1: 1 kb-Marker
Bande 2: 281/2
Bande 3: 281/4
Bande 4: 281/5
Bande 5: 281/6

Bande: 1 2 3 4 5

Abb. 5.1.7.3 Banden der Gelelektrophorese der Hefe 281

Aufgrund der mikroskopischen Untersuchung wurde bei die eingesetzten Hefe
eine DNA-Ladder im Gel erwartet. Statt dessen zeigten sich Schmierspuren im

Gel, die mehr auf Autolysezellen hindeuten.

Die Abb. 5.1.7.3 zeigt ein Gel bei der eine weitere hitzebehandelte Hefe
eingesetzt wurde (Laborinterne Hefe-Nr. 272). Die Isolierung der DNA erfolgte
Bei Hefe 272 mit dem Kit der Firma Peqlab. Die Abb. 5.1.7.4 zeigt eine
fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der eingesetzten, mit DAPI-gefarbten

Probe.
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Abb. 5.1.7.4 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Hefe 272

Die hitzebehandelte Hefe 272 zeigt deutlich DN A-Verdnderungen.

Gelelektrophorese der Hefen 272 und 281

PO DODHO OO E O

Bande: 1 2 3 4 5 6 78 9 10 11 12 13 14 15 16

Abb. 5.1.7.5 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Hefe 272
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ﬁil:de Hefe gi‘:de Hefe gi‘:de Hefe gi‘:de Hefe
1 281/0 6 [272/0f 11 |272/6| 16 100
bp
2 |281/2 7 (272/1| 12 |281/2
3 |281/4 8 |(272/2| 13 |281/3
4 |281/5 9 (272/3] 14 |281/4
5 [281/6] 10 [272/4| 15 |281/5

Tab. 5.1.7.1 Banden der Gelelektrophorese der Hefen 272 und 281

Mit keiner Proben wird eine DN A-Ladder erhalten. Bei den Proben der Banden
6 bis 15 konnte dies darauf zurlickzufiihren sein, dass zu wenig DNA in der
aufgetragenen Probe enthalten ist, um die niedermolekulare DNA im Gel
sichtbar zu machen. Da aber bei den Banden 2 bis 5 auch keine Ladder zu sehen
ist, obwohl offensichtlich geniigend DNA vorlag, handelt es sich hier entweder
nicht um Apoptose oder die Isolierungsprozedur muss fiir Saccharomyces
cerevisiae Hefen weiter modifiziert werden, so kann z.B. bei der Sphéroplasten-

herstellung anstelle von Lycitase das Enzym Zymolase eingesetzt werden.

5.1.8 Flufizytometrische Untersuchungen

Die fluBzytometrische Untersuchungen erfolgten hauptsidchlich mit dem Particle
Analysing System (PAS) der Firma Partec, Miinster durchgefiihrt. Bei dem
PAS- Gerit sind Excitations- und Emissionslicht parallel angeordnet (axiale

Messanordnung).

Einige Messungen erfolgten mit dem Epics-Profile 1I-FluBzytometer der Firma
Coulter Electronics, Krefeld. Dieses besitzt das orthogonale Messprinzip, also

eine rechtwinklige Anordnung von Excitations- und Emissionslicht.
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Tierische Apoptosezellen zeigen im Histogramm vor dem G;-Peak einen sog.
"sub Gj-Peak". Fiir die fluBzytometrischen Untersuchung wurden nur
Hefepopulationen eingesetzt, die bei der mikroskopischen Kontrolle

eindeutig als "apoptotische Zellen" eingestuft wurden. Diese wurden mit PI,
DAPI und H 33342 angefarbt (Farbeprotokolle sieche 4.2.1, 4.2.3 und 4.2.4.) und
anschlieBend mit unterschiedlichen Einstellungen und Anregungen (Laser bzw.

HBO-Lampe) am Fluzytometer gemessen.
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Abb. 5.1.8.1 Histogramm einer nicht-behandelten Hefepopulation (G;-/G,-
Phase), PAS
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Abb. 5.23 Histogramme von te mperaturbehandelten Hefen
a. G;-/G,-Phase, PAS
b. G;,-Phase, PAS
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Abb. 5.1.8.2 Histogramm einer temperaturbehandelten Hefe, Profile II
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Am Anfang des Histogramms ist der G;-Peak. Vor diesen ist oft ein schmaler
Peak, der Zelldebris beinhaltet. Der charakteristische sub-G;-Peak (Abb. 5.23
und 5.24)

konnte nur bei der Farbung mit PI gemessen werden. Allerdings war dieser sub-
G;-Peak — auch bei der PI-Farbung - nicht in allen Féllen detektierbar. PI-
gefarbten Proben miissen mit einer relativ hohen Verstirkung gemessen werden,

woraus eine schlechtere Auflésung resultiert. Dies konnte ein mdglicher Grund

fur die "Nicht-Messbarkeit" des sub-G;-Peaks sein.
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5.2 Teil II: Fluoreszenzoptischer Nachweis des Trehalosegehaltes

In der Brauereiliteratur wird in den letzten Jahren immer haufiger iiber
StreBfaktoren bei Hefen der Gattung Saccharomyces wihrend der Herfithrung,
Proliferation, Lagerung und der anaeroben Gérung berichtet. Es ist daher von
Bedeutung in welchem Stadium ihres Zellzyklus die Hefe unter Stre3situationen
Trehalose als Protektivum bildet. Es fehlt bisher an Nachweismethoden, die
Trehalosekonzentration (moglichst on-line) zu bestimmen, um Modellierungen
des Prozesses bzw. des Hefemanagements durchfiihren zu konnen.

Ziel dieser Untersuchungen war, das Spektrum der physiologischen Analysen
durch eine schnelle, direkte fluoreszenzoptische Detektion der Trehalose zu

erweitern.

HPLC-Analyse des Trehalosegehaltes nach Temperaturerhohung:

Die Trehalose-Analytik der Hefeproben wurde mit einer Dionex-Anlage
durchgefiihrt. Eine Zuordnung der Signale erfolgte bisher nur fiir den peak der
Trehalose. Die Retentionszeit fiir Trehalose betrug ca. 2.2 Minuten. In der Abb.
la-d war der Trehalose-peak identisch mit der Bezeichnung 2. Nach der
Inokulation (Abb. 5.2.1a) und kurz vor der Erwdrmung der Population (Abb.
5.2.1b) auf 40° C zeigte der Trehalose-peak ein einheitliches Signal. Nach der
Erwarmung auf 40° C stieg die peak-Hohe auf den doppelten Wert an. Eine
Stunde nach der Erwdrmung bei der Abkiihlung der Suspension wieder auf 28°

C war keine Trehalose mehr nachzuweisen.
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Trehalose Akkumulation nach Hitzebehandlung
HPLC-Analyse
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Abb. 5.2.1: a) Hefezellen zum Zeitpunkt der Inokulation, b) Zellen nach 3.5
Stunden Kultivierung bei 28° C, ¢) Hefen nach Temperaturerh6hung auf 40° C,
d) Zellen nach Abkiihlung der Wiirze auf 28° C.
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Fluoreszenzoptische Trehalosegehalts-Bestimmung nach

Temperaturerhohung

(@)
Qa
@ ®o
®
© g &
(6] 0]
() @% ©
() )
@
9 ®¢
(5] Q
© 0 © o) o 2
@ ® 3
o . ® ® )
e ']
e O
; @
00 A )
L () )
% o ()
® o o
° © & 0)
a)

b)
Abb. 5.2.2 a) Hefezellen im Hellfeld; b) mit Con A-FITC gefarbte Hefezellen
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Nach Hitzebehandlung der Wiirze auf 40° C kann sowohl mit der HPLC- als

auch mit der fluoreszenzoptischen Analytik eine Trehaloseakkumulation

nachgewiesen werden:

80,0

70,0

60,0

50,0

40,0

30,0

20,0

10,0

0,0

Trehalose Akkumulation nach Hitzebehandlung

Fluoreszenzoptische Analyse

666

72,2

66,2

b
1 2 2 3
time [hrs]
temperature [°C] Treh mean —— Glykogen |

120

>
Glykogen
[mean]

Abb. 5.2.3: Der Zellzyklus der Hefezellen: a) Zellen aus der Hefelagerung in
der Gy-/G;-Phase, b) — ¢) Hefezellen in der exponentiellen G,-+M-Phase. Der
Trehalosegehalt (rel. Fluoreszenzintensitit pro Hefezelle): a) 66.6 F.I., b)
66.2F.I,c)722F.1,d)393F.L

DNA-Gehalt pro Hefezelle:

Da die Hefezellen aus der Hefelagerung bei 3° C in 28° C warme Wiirze

inokuliert wurden, zeigte die Haufigkeitsverteilung der Abb. 5.2.3 in a) zunéichst

das typische Bild einer quieszenten Population. Die Zellen besitzen einheitlich

niedrigen DN A-Gehalt (2 n) einer untergérigen Hefepopulation.

Im Verlauf der Kultivierung gelangen immer mehr Zellen in die G,- + M-Phase

(Abb. 5.2.3 in b).
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Zum Zeitpunkt der Temperaturerhéhung von 40° C deutet bei der DNA-
Gehalts-Bestimmung nichts darauf hin, da der physiologische Zustand der
Hefezellen sich verdndert hat. Die intensive G,- + M-Phase hilt unvermindert in
Abb. 5.2.3 in ¢) an.

Auch nach der Temperaturabsenkung findet man eine stark ausgeprigte

exponentielle Wachstumsphase.

Glykogengehalt pro Hefezelle:

Zum Zeitpunkt der Inokulation und der 3.5 stiindigen Kultivierung bleibt die
relative Fluoreszenzintensitit des Glykogengehaltes konstant. Glykogen wird
aber sofort eingelagert, sobald die Temperatur auf 40° C erhoht wurde. Nach der
Temperaturreduzierung durch Eiswiirfel auf 28° C bleibt der Glykogengehalt

weiterhin erhoht.

Trehalosegehalt pro Hefezelle:

In der Abb. 5.2.3 war der grof3te Teil der Zellen zum Zeitpunkt der Inokulation
proliferationsinaktiv, d.h. die Trehalose in den Zellen war sicherlich bei der
Kiihlung des Jungbieres am Ende der Hauptgirung eingelagert worden. Da die
Zellen in der 4. Fiihrung bei 3° C aufbewahrt wurden, bestand kein Anlal3 fiir die
quieszenten Zellen, die Trehalose abzubauen. Bei 28° C beginnen sich die
Zellen in den 3.5 Stunden Kultivierung an die Néahrsubstratbedingungen zu
adaptieren. Da das Inokulat als dickbreiiger Satz gegeben wurde, befindet sich
ein grofler Teil der Zellen auch weiterhin in der proliferationsinaktiven Phase
(viable but not culturable). Sobald die Temperatur in der Population auf 40° C
angehoben wurde, lagerten die proliferationsaktiven Zellen sofort Trehalose ein.
Diese Akkumulation der Trehalose wurde aber ebenso schnell wieder
rickgingig gemacht, nachdem die Zellen wieder bei Normaltemperatur

kultiviert wurden.
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5.3 Teil III: Simultane Bestimmungen

Die simultane Bestimmung mehrere Parameter in einer Probe bietet grofle
Vorteile. Zum einen wird nahezu die Hélfte an Arbeits- und Zeitaufwand bei
Férbe- und Messprozedur gespart - hinzu kommt die geringere Puffermenge und
die geringeren Energiekosten z.B. fiir die Zentrifugation, etc.. Zum anderen
werden die intrazelluliren Gehalte an ein und derselben Hefepopulation

gemessen.

Simultane Farbungen Glykogen / DNA-Gehalt wurden an Betriebshefe-
populationen sowohl mit Propidiumiodid, als auch mit DAPI durchgefiihrt.
Beide Fiarbeverfahren zeigten im  fluoreszenzmikroskopischen Bild eine gute
Unterscheidung von Zellkern (bei PI-Anfarbung und A = 488 nm Anregung die
rote Fluoreszenz des Zellkerns, bei DAPI und A = 360 nm Anregung die
blauweille Fluoreszenz des Zellkerns) und Glykogeneinlagerungen. Auch wurde

zur Bestimmung des DN A-Gehaltes eine modifizierte Feulgen-Farbung versucht

(A = 488 nm, griin-gelbe Fluoreszenz des Zellkerns).

Ferner wurde der Gehalt an den intrazelluliren Reservestoffen Glykogen und

Neutrallipide simultan gefarbt und gemessen.
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Simultane Bestimmungen des Glykogen-/DNA-Gehaltes mit

Propidiumiodid

Folgende Farbungen

Einzelfarbungen

1. PI-Farbung
2. Acriflavin-Féarbung

Simultanfarbung

3. Simultan-Férbung

Es wurde  zuerst

wurden durchgefiihrt:

(DNA-Gehalt) als "Kontrollfarbung"
(Glykogen-Gehalt)

(DNA/PI// Glykogen/Acriflavin)

die  RNase-Digestion und anschlieBend die

Periodsdureoxidation durchgefiihrt.

Danach wurde mit

Feulgen-Acriflavin-Reagenz gefarbt und gewaschen.

AnschlieSend wurde PI zupipettiert und fiir 1 h bei 8°C einwirken gelassen.

Beispielhaft wurden zwei proliferierende Hefepopulationen dargestellt

DNA-Gehalt mit
PI

Einzelmessung

Glykogen-Gehalt DNA-Gehalt Glykogen-Gehalt
mit Acriflavin mit PI mit Acriflavin
Einzelmessung Simultanmessung Simultanmessung

00 15 0
FLI ADT

10 100
N GRUEN

Abb.Nr. 5.3.1 Simultane Bestimmung Glykogen- und DN A-Gehalt mittels PI
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Bei der Doppelfluorochromierung stellte sich der DNA-Peak deutlich anders

dar. Die G;-/G,-Phase lief sich nicht mehr erkennen.

Der Glykogenpeak verdnderte sich kaum.

Simultane Bestimmungen des Glykogen-/DNA-Gehaltes mit DAPI

Farbungen

Beispielhaft wurden Betriebshefeproben ausgewihlt, die sich in einer

proliferationsaktiven Phase (G1-/G,;) befand, diese werden

Diagrammen mit Hefe I und Hefe II bezeichnet.

Folgende Farbungen wurden durchgefiihrt:

Einzelfarbungen

1. PI-Farbung
2. DAPI-Féirbung
3. Acriflavin-Féarbung

Simultanfarbung

4. Simultan-Farbung

(DNA-Gehalt) als "Kontrollfarbung"
(DNA-Gehalt)
(Glykogen-Gehalt)

(DNA/DAPI// Glykogen/Acriflavin)
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Anmerkung zu den Fiarbungen:

Glykogenfarbung

Nach Vorversuchen wurde das Schiff'Reagenz 1: 500 statt 1: 100 verdiinnt um
"Farbiibersprechen" zu reduzieren. Auch mit dieser Verdiinnung wurde eine

optimale Féarbung erreicht (mikroskopische Kontrolle).

DNA-Féarbung

Eine Farbung mit 20 pl 1:3 verdiinnten DAPI (Fa. Partec) und einer Einwirkzeit
von 15 Minuten zeigte mikroskopisch eine sehr gute DNA-Fiarbung. Mehr

Farbstoff oder langere Einwirkzeiten erwiesen sich als nicht erforderlich.

Abb. 5.3.2 Simultanfarbung Glykogen/DNA; links Glykogenféarbung; rechts
DNA-Féarbung mit DAPI
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Ergebnisse der Einzel- und Simultanfarbungen (DAPI und

Acriflavin)
P DNA-Gehalt | DNA-Gehalt | Glykogen- Dsl_VA/ ?API glyk;)gen
robe mit PI mit DAPI gehalt mit imultan- imultan-
Acriflavin bestimmung | bestimmung
Hefe I 3 i i i '
Hefe |¢™
- ! :
JO 0 100 1‘E‘J ?.00 250 JO 0 100 150 200 250 JnJI_—FH“:_—""“n_—""mﬂ JO 0 100 1;.‘3 200 240 Jﬂ.l 1 0 100 1004

L1 ROT FLE -GRUEN FLE -GRUEN

Abb. 5.3.3 Simultane Bestimmung Glykogen- und DN A-Gehalt mit DAPI

Die Einzelfirbungen des DNA-Gehaltes mit DAPI und PI zeigten gleiche
Resultate. Die PI-Farbung wurde nur als "Kontrollfarbung" durchgefiihrt. Bei
der Simultanfarbung D API-/Acriflavin veranderte sich der DNA-Peak. Der Peak

wurde leicht nach rechts verschoben, und die Auflésung wurde schlechter.

Der Glykogenpeak hingegen bleib bei der Doppelfluorochromierung nahezu
gleich.

Beeinflusst das modifizierte Farbeverfahren der Simultanfirbung die DNA-

Firbung mittels DAPI?

Bei der Simultanfirbung mit DAPI und Acriflavin ist ein Periodsdureschritt
enthalten. Die Periodsdure hydrolysiert die Kohlenhydrate, wobei 1,2-
Glycolgruppen in Aldehydgruppen umgewandelt werden. Die Oxidation endet
bei der Aldehydbildung, es werden keine Carboxylgruppen gebildet.
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Um zu priifen, dass der verdnderte Peak nicht nur auf Farbiibersprechen
zurlickzufiihren ist, wurde die Farbung bis auf die Acriflavinzugabe analog

durchgefiihrt.

Probe DNA-Gehalt mit DAPI DNA-Gehalt mit DAPI
ohne Periodsaureschritt | nach Periodsaureschritt

Hefe I g, :

Hefe 11 g, :

Abb. 5.3.4 DAPI-Farbung - ohne und mit Periodsidureoxidation -

Vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass nach der Periodsdurebehandlung der

Hefe, DAPI die doppelstrangige DNA nicht mehr optimal anférbt
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Wie stark beeinflusst Farbiibersprechen die Simultanfirbung ?

Um zu kldren wie stark Farbiibersprechen die Simultanfirbung beeinflusst

wurden Proben getrennt geférbt und zusammengegeben. Es wurden nur Proben

in der G1-/G2-Phase eingesetzt, da hier die Verdnderungen am Peak am

deutlichsten zu erkennen sind.

* *
DNA-Gehalt Glykogengehalt mit .DNA G!ykogen
Probe . Acriflavi Simultan- Simultan-
mlt DAPI crilavin . .
bestimmung | bestimmung
Hefe I E“ N |
Hefe I1 l“ ‘L ‘
_—. | P e s oy W
Hefe I11 'h 18 3 |
Hefe IV lh ‘ g

=

na e

Abb. 5.3.5 Messung zusammenpipettierter — getrennt gefarbter — Proben

* Die gefarbten Proben wurden zusammenpipettiert und sofort gemessen.

Samtliche Proben der Einzelfirbung waren gut messbar.
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Nach dem Zusammengeben der Proben wurde der jeweilige Parameter bei
unverdnderter Einstellung gemessen. Keine der Simultanfirbungen ergab ein

Ergebnis, das mit der Einzelfarbung zu vergleichen war.

Weitere Simultanfirbungen

Die modifizierte Feulgenfarbung zur Bestimmung des DNA-Gehaltes sollte als
Alternative zur Doppelfluochromierung DNA-Gehalt (DAPI)/Neutrallipide
(Nilrot) eingesetzt werden. Damit konnte diese Simultanbestimmungen auch an
Gerdten durchgefiihrt werden, die nicht iiber eine zweite Anregungsquelle im

Bereich von A= 360 nm (HBO-Lampe) verfiigen.

Folgende Farbungen wurden durchgefiihrt:

1. Feulgen (DN A-Gehalt)

2. DAPI-Farbung (DNA-Gehalt)

3. Acriflavin-Farbung (Glykogen-Gehalt)
4. Nilrot-Farbung  (Neutrallipid-Gehalt)

5. Simultan-Féarbungen
a. (Glykogen/Acriflavin // Neutrallipide/Nilrot)
b. (DNA/Feulgen // Neutrallipide/Nilrot)
c. (DNA/DAPI // Neutrallipide/Nilrot)

Fiir die Glykogen- bzw. (DNA-)Féarbung wurden erneut verschiedene Verdiin-

nungsstufen der neu angesetzten Schiff'schen Losung zur Farbung eingesetzt.
Nach mikroskopischer Auswertung wurde eine Verdiinnung von 1: 250 (20 pl
Farbstofflésung in 5 ml PBS) eingesetzt.
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Vergleich Feulgen (Acriflavin)- mit DAPI-Firbung

Diese Feulgenfarbung wurde von uns erstmalig fiir die Versuche durchgefiihrt.

Probe DNA-Gehalt mit | pNA-Gehalt mit
DAPI Acriflavin
Betriebshefe |~
(Anstellen) ™ S

Abb. 5.3.6 Vergleich DNA-Gehaltsfarbungen mit DAPI und modifizierter
Feulgenreagenz

Das Ergebnis der beiden Farbungen (die Peakform) ist identisch.
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Einzel- und Simultanfiarbung unterschiedlicher Parameter

Neutrallipid-
DNA-Gehalt | DNA-Gehalt | Glykogen-Gehalt Gehalf
Probe mit DAPI mit Acriflavin mit Acriflavin . s
mit Nilrot
EI::-IJ[ 4'::-|J[ ':IIII- " "’
Betriebs- _ | I
hefe E E .'.-Ji E ;in M Sll:
Fﬁrbung 1 '53I nnl [ . m:
Slrnultanmessung DNA (Acrlﬂavm) und Neutralhpldgehalt
(Zugabe von Nilrot nach Beenden der Acriflavinfarbung)
.:l=:||[ E|III-
Betriebs- “ “1
hefe 1
IIII-I 244 f
Firbung I1 *“'i o
l Ty I”"'\f\l\ cll “‘--‘"-'w‘i'--'"-;v"—'-'-"’—"-m- .--I-ITIIII
Simultanmessung Glykogen- und Neutrallipidgehalt
(Zugabe von Nilrot nach Beenden der PAS-Acriflavinfiarbung)
Betriebs- 1 N [
hefe £ "

Firbung 111

i

e

0 1 1o 1000
o uun

[X] 1 10 00 1000
FLI RO

* Simultanmessung DNA (DAPI)- und Neutrallipidgehalt
(Zugabe von Nilrot nach DAPI-Messung)

Betriebs-
hefe

Fiarbung IV

st

o . . .
0 200 400 6b0  #h0 1600
S -

180

10
FL -ROT

Simultanmessung DNA (DAPI)- und Neutralhpldgehalt
(Zugabe von Nilrot direkt auf DAPI pipettiert)

Betriebs-
hefe

Firbung V

g 120

B0

AT—
00 400 60O &G0 1000
S50 .

Abb.5.3.7 Verschiedene Simultanbestimmungen

Die Simultanbestimmung DNA/DAPI // Neutrallipide wurde zum einen so

durchgefiihrt, dass die Nilrotlosung sofort nach Zugabe von DAPI-Losung
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zupipettiert wurde und zum anderen, dass zuerst die DAPI-Farbung und

Messung erfolgte und dann auf diese Probe Nilrotlosung gegeben wurde.

Abb. 5.3.8 Simultanfirbung Glykogen — Neutrallipide
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Farbung I  Einzelfirbung der unterschiedlichen Parameter

Die Messungen stellten sich in erwarteter Weise dar. Das Peakmaximum des

Glykogengehaltpeaks liegt bei 1,5 und das des Neutrallipidgehaltes bei 6.

Farbung II  Simultanfarbung DNA/Feulgen und Neutrallipide/Nilrot

Die Peakform des DNA-Peaks zeigte sich bei der Doppelfluorochromierung

deutlich weniger ausgepragt und war nach rechts verschoben.

Das Maximum des Neutrallipidpeaks hat sich nach leicht rechts verschoben

(Peakmaximum 7).

Farbung III Simultanfarbung Glykogen/Acriflavin und Neutrallipide/
Nilrot

Das Maximum des Glykogenpeaks verschob sich leicht nach links

(Peakmaximum 1). Der Neutrallipidpeaks blieb gleich (Peakmaximum 6).

Farbung IV Simultanfarbung DNA/DAPI und Neutrallipide/
Nilrot

a.)  Erst wurde DAPI gefarbt, 15 Minuten einwirken gelassen und gemessen.
Dann wurde auf die "Messprobe" 1 Tropfen Nilrot pipettiert und nach

genau 30 Minuten Einwirkzeit gemessen.

Der DN A-Peak war hier deutlich verandert und die "Peak-Schulter" kaum

noch ausgepriagt. Der Neutrallipidpeak lag auch hier bei 6.

b.) Hier wurde direkt nach der DAPI-Zugabe Nilrot zupipettiert und nach

genau 30 Minuten Einwirkzeit gemessen.
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Das Ergebnis unterscheidet sich kaum von dem vorherigen (4 a). Der
DNA-Peak war hier deutlich verdndert und die "Peak-Schulter" kaum

noch ausgepriagt. Der Neutrallipidpeak lag auch hier bei 6.

Es kann somit Nilrot sofort nach DAPI pipettiert werden.

Fazit:
Alle Doppelfluochromierungen — Ausnahme: Glykogen-/Neutrallipidfarbung —

verdndern die Peakform derart, dass eine schlechtere Auflosung resultiert.

-95 -



Diskussion

Ergebnisse Teil IV: Einbau von BrdU in die DNA

Da unser Labor nicht mehr das PAS FluB8zytometer besitzt, sondern nun mit dem
CyFlow Blue Gerdt der Firma partec arbeitet, konnte nur eine Variante der
BrdU-Farbung durchgefiihrt werden. Das CyFlow Blue ist nicht mit einer
Quecksilberhdchstdrucklampe ausgestattet und kann daher nicht fiir Farbungen
im UV-Bereich (Bisbenzimide H33258 und H33342) verwendet werden. Der
Einbau von BrdU in die DNA wurde daher mit einem fluoreszierenden
Antikorper (anti-BrdU Alexa Fluor 488 conjugate von Molecular Probes)
kontrolliert.

Die Farbungen wurden nach dem in Kapitel beschriebenen Protokoll
durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Doppelfarbung sind einerseits als Dot Blot (x-
Achse PI, y-Achse Anti-BrdU) andererseits als Histogramm der jeweiligen PI
und Anti-BrdU Farbung dargestellt.

Parallel wurde eine Negativkontrolle (ohne BrdU-Einbau) angefarbt.

In der Tabelle Nr. 5.4.1 sind die Ergebnisse des ersten Versuchs dargestellt.
Anhand der PI-Farbung erkennt man, dass die Proliferation der Hefezellen nach
drei Stunden beginnt. In der Dot Blot Darstellung sind keine gravierenden
Unterschiede zwischen der Negativkontrolle und dem BrdU-Einbau zu
erkennen. In den Histogrammen der BrdU-Farbung ist eine leichte stirkere
Fluoreszenz der Negativkontrolle ersichtlich. Dies enspricht aber nicht den
erwarteten Ergebnissen, da hier keine Bindungsstellen fiir den Antikorper
vorhanden sind, miisste hier die Fluoreszenz eigentlich geringer sein.
Moglicherweise handelt es sich um ungebundenen Antikorper, der nicht

weggewaschen wurde.
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PI Anti-BrdU
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Tab.Nr. 5.4.1

In einem weiteren Versuch wurden einmal die PI- und die Anti-BrdU Féarbungen
einzeln durchgefiihrt und gemessen. AnschlieBend wurde zur Kontrolle, die
beiden Einzelfarbungen zusammengemischt und im FluBzytometer gemessen.
Parallel dazu wurden die Farbungen simultan durchgefiihrt und gemessen. Die

hierzu erhaltenen Ergebnisse sind in Tab. Nr. 5.4.2 dargestellt.
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56 1000
Q1:464% - 022588% Q1:8.01% Q2: 33.40%

1004 -

0.1

1m0 1 00 250 0 &0 100 150 200 350

FL3 o FL3
G,+M-Phase
S-Phase

Gy/G,-Phase
Abb.Nr. 5.5.1 links: BrdU-Einbau; rechts: Negativkontrolle

In der Abbildung Nr. 5.5.1 ist der Dot Blot des BrdU-Einbaus der
Negativkontrolle gegeniibergestellt. Die Pfeile zeigen die Lokalisation der
G0/G1-, S-und G2 + M-Phase Zellen. Der Dot Blot verdeutlicht aber auch, daf3
eine scharfe Trennung der Zellen in die einzelnen Phasen nicht mdglich ist.
Auch konnte dieses Ergebnis in weiteren Versuchen nicht bestitigt werden. Da
unser Labor nicht mehr {ber das PAS FluBzytometer mit einer
Quecksilberhéchstdrucklampe verfiigt, konnte auch nicht liberpriift werden, ob
die Variante mit den Bisbenzimiden funktioniert, oder ob ein Einbau von BrdU

in Hefen tiberhaupt moglich ist.
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Teil 5: Hefealterung
Mit Hilfe der relativen Sprossnarbenzahl und der Messung verschiedener
intrazelluldrer Makromolekiile kann eine Aussage {iiber das Alter einer

Hefepopulation getroffen werden.

Abb. 5.5.1 : elektronenmikroskopische Aufnahme einer Zelle mit Sprossnarben

Fiir die Bestimmung der Alterung einer Hefepopulation wurde einerseits eine
Hefe im Labormalstab andererseits eine Vergirung im Industriemalstab
untersucht. Neben der relativen Sprossnarbenzahl wurde auch der DNA-,
Glykogen-, Trehalose- und Proteinasegehalt bestimmt. Dieser physiologische
Marker soll Auskunft geben, ob intrazelluldr Proteinase A eingelagert oder
abgebaut worden ist. Sobald in der Hefepopulation ein starkes Fluoreszenzsignal
nachweisbar wird, bedeutet das, dass der Anteil toter (apoptotischer) Zellen in
der Population angestiegen ist und die einzelnen Zellen Proteolyse durchfiihren.

Proteinase A hat aulerdem durch die Spaltung von schaumaktiven Polypeptiden
einen starken Einfluss auf die Schaumeigenschaften des fertigen Bieres. Dieser
Tatbestand ist biotechnologisch von grof8em Interesse fiir die Bierherstellung in

Deutschland.
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Labormafistab

Nachfolgend werden die Ergebnisse der Vergirung

im Labormalistab
dargestellt.
Inokulation
DNA-Gehalt Proteinase
400 Gate: R1 400 Gate: B
320

gzm-

1604

80

D LELELELLLL | TorTrTTTT TTrorTTThT TrrrThT
0 a0 100 150 200 240 0.1 1 10 100 1000
Fl %
= — FL1
P-Max.: 7,2
Glykogen Trehalose
Gl Gate: R Gl
40
§4BD—
330
160
D T T T
10 0.1 1 10 100 1000
FL1 FL1
Peak-Maximum: 39,2 Peak-Maximum: 199,7
Abb.Nr. 5.5.2
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In dem Histogramm der DNA-Gehaltsbestimmung sieht man gelagerte
Hefezellen, die aus der quieszenten Wachstumsphase bei 28°C in Wiirze
inokuliert worden sind. Bei der gelagerten Hefe sind sicherlich tote Hefen
inokuliert worden bzw. sterben nach der Inokulation ab. Die proteolytischen
Enzyme bleiben zunéchst inaktiv.

Anhand des relativ hohen Glykogengehalts (Peak-Maximum = 39,2), sicht man,
dass die Zellen vor der Lagerung Reservestoffe akkumuliert haben. Der
Trehalosegehalt ist zu Beginn der Inokulation ebenfalls sehr hoch. Dies ist auch
darauf zuriick zufiihren, dass Zellen zu Beginn des Zellzyklusses in eine

Stresssituation geraten.

In den nachfolgenden Abbildungen sind die Histogramme der untergérigen Hefe

nach 3-stiindiger Inkubation dargestellt.
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Nach 3 Stunden

DNA-Gehalt Proteinase

e R — (UL
3201

2 gzam—
5 g1|an—
80

0 50 100 1580 200 240 f 01 1 10 100 4000
FL3 . FL1
P1:2,5 P2:149

Abb.Nr. 5.5.3

Nach drei Stunden haben die Hefezellen angeschoben, sie befinden sich

iiberwiegend in der G, + Mitose-Phase (88,83%). Nur 6,82 % sind in der Go/G;-
Phase und 4,36 % befinden sich in der Synthesephase.
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Der Proteinasegehalt ist angestiegen. Die zwei Fraktionen der Population deuten
an, dass der zweite Peak aus Zellen besteht mit einer hohen Proteinaseaktivitét
bestehen. Vermutlich sind dies Zellen, die ecine hohe Bereitschaft zum

proteolytischen Abbau (Autolyse) besitzen.

Glykogen Trehalose
0 e 800
G404
@ @480
3204
160
D LELELELLLL | LA | LAY | T
0.1 1 10 100 1000 0.1 1 10 100 1000
FL1 FL1
P1:0,3 P2:6,5 P3:30,5 P1:3,2 P2:171,5

Abb. 5.5.4

In der Anschiebephase wird immer noch Glykogen metabolisiert, daher
resultiert die Abnahme des Glykogengehaltes. Aufgrund der hohen
Temperaturen ist es zu einer starken Proliferation gekommen. Dies hat bei den
ruhenden Hefezellen zu einer Stressreaktion gefilhrt, was am hohen
Trehalosegehalt (Peak 2 = 171,5) verdeutlicht wird. Der erste Peak zeigt Zellen
mit sehr geringen Trehalosegehalten, dies konnten alte Zellen sein, die keinen

Stress mehr empfinden.
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Nach 5 Stunden

DNA-Gehalt Proteinase
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P1:10.0 P2:352 P1:5,8 P2: 86,6 P3:171,5
Abb.Nr. 5.5.5

Nach finf Stunden haben die Hefezellen 1mmer noch eine starke

Proliferationsaktivitdt (55,15 % befinden sich in der G, + Mitose-Phase, 29,90%

in der Gy/G;-Phase und 14,95 % in der Synthesephase). Es ist weiterhin eine
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starke Proteinaseaktivitit zu beobachten, um die toten Zellen zu eliminieren. In
der exponentiellen Wachstumsphase wird Glykogen eingebaut. Im
Trehalosehistogramm sind drei Fraktionen an Zellen mit unterschiedlichen
Trehalosegehalten vertreten. Der erste Peak steht fiir Zellen, die keinen Stress
mehr empfinden. Unter dem zweiten Peak rekrutieren sich Zellen, die dabei
sind, sich an die hohen Temperaturen und alle anderen Bedingungen zu
»gewohnen®. Thr Stressempfinden wird langsam geringer. Hefezellen die sich

immer noch in einer starken Stresssituation befinden, werden durch den dritten

Peak dargestellt.
Nach 14 Tagen
DNA-Gehalt Proteinase
0 Tt R 800
60 4 540 -
& 480
s s
© 320
150
D T T T
0 a0 100 180 200 240 0 1 10 100 1000
e FL1
P1:2,6 P2:11,1

Abb. 5.5.6

Aufgrund der stetigen Sauerstoffzufuhr fithren die Hefezellen weiterhin eine
Notproliferation durch. Die Schulter im Proteinasepeak zeigt erhohte
Proteinasegehalte, was darauf schlieen ldsst, dass einige Zellen abgestorben

sind.
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Glykogen Trehalose
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Abb.Nr. 5.5.7

Anhand des Peak-Maximums des Glykogengehalts, erkennt man, dass dieser
stark abgenommen hat. Dies liegt daran, dass die Zellen immer noch eine
Proliferation durchfiihren und somit nicht in der Lage sind Glykogen zu bilden,
stattdessen wird Glykogen intrazelluldr abgebaut. Im Trehalosehistogramm sind
zwel Peaks mit relativ geringen Trehalosegehalten zu erkennen. Ebenso wie
Glykogen, ist auch Trehalose verstoffwechselt worden. Die Zellen befinden sich

nicht mehr in einer Stresssituation.
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Sprossnarben

Sprossnarben

Inokulation Nach 3 Stunden

[ 400 EET [ &oo

Gate: R1

4804
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AbDb.Nr. 5.5.8
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Nach 5 Stunden Nach 14 Tagen

" e Gate: R " 360 Gate: R1

counts

0.1 1 10 100 1000 0.1 1 10 100 1000

Peak-Maximum: 5,2 Peak-Maximum: 7,2

Abb.Nr. 5.5.9

Wie man anhand der Peak-Maxima der Fluoreszenzlichtsignale der
Haufigkeitsverteilungen sieht, handelt es sich zu Beginn um eine junge
Population. Nach 3 bzw. 5 Stunden hat sich die Fluoreszenzintensitét
verdoppelt. Nach 14 Tagen hat das Fluoreszenzlichtsignal sein Maximum (7,2)
erreicht. Da die Fluoreszenzintensitit aber trotzdem nicht stark gestiegen ist,
kann man davon ausgehen, dass es sich nach 14 Tagen immer noch um eine

vitale Population handelt.

Nachfolgend wird der Verlauf der Proteinaseaktivitidt der Sprossnarbenbildung
gegeniibergestellt.
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Verlauf der Proteinase aktivitat
und der Sprossnarbenbildung (UG)
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o\ _

—&— Proteinase
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Peak-Maximum
oo

0 T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350

Zeitinh

Diagramm Nr. 5.5.1

Wie man in Diagramm erkennt, steigen die Proteinaseaktivitit sowie die
Sprossnarbenbildung zu Beginn gleichzeitig stark an. Wéhrend die
Fluoreszenzintensititen der Sprossnarben im weiteren Verlauf ziemlich konstant
bleiben, der Proteinasegehalt sinkt nach 72 Stunden, bleibt im weiteren Verlauf
aber auch konstant. Zum Ende steigen beide Kurven wieder leicht an. Dieser
relativ simultane Verlauf dieser beiden Kurven, bestitigt die Richtigkeit der

Ergebnisse der einzelnen Messungen.
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Industrieller Maf3stab

Bei dieser Versuchsreihe erfolgte die Probenentnahme alle 24 Stunden. Bei
dieser untergirigen Hefe wurden DNA-, Glykogen- und Trehalosegehalte,
sowie die Proteinaseaktivitit in der Zelle und in der Suspension bestimmt.

Daneben wurde die Sprossnarben- und Proteinasebildung gemessen.

DNA-Gehalt
Nach 24 Stunden Nach 48 Stunden

[ reer=y 00 e R
1280 E40
9601 2480+
40 220
320 160

D = T T T 1 T T I:I = T ‘I T T
i 0 100 150 200 250 i 0 100 150 200 250
FL3 FL3

Abb.Nr. 5.5.10
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Nach 96 Stunden
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Nach 120 Stunden Nach 336 Stunden
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Abb.Nr. 5.5.11

Nach 24 Stunden befinden sich die Hefezellen noch in der Go/G;-Phase. Nach
48 Stunden ist der groBte Teil der Population in der G, + M-Phase. Am vierten
Tag ist die Proliferation etwas zuriickgegangen. Nach 120 Stunden kehren die
Hefezellen wieder in die Gy/G;-Phase zuriick. Nach 14 Tagen befindet sich der
Hauptteil der Population in der Gy/G;-Phase. Der kleine Vorpeak représentiert

einen Anteil an toter bzw. apoptotischer Zellen.
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Nach 24 Stunden

Glykogen Trehalose
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Abb.Nr. 5.5.12
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Zu Beginn ist der Glykogen- sowie der Trehalosegehalt der Zellen relativ hoch.
Nach 24 Stunden ist die Proteinaseaktivitit, sowie die Sprossnarbenbildung

noch gering.

Nach 48 Stunden

Glykogen Trehalose
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Proteinase Sprossnarben
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0.1 1 10 100 1000 01 ] 10 100 1000
FL1 ' FL1
Peak-Maximum: 17,2 Peak-Maximum: 9,6
Abb.Nr. 5.5.13

Nach 48 Stunden ist der Glykogengehalt gesunken, was bedeutet, dass Glykogen
metabolisiert wurde. Anhand des hohen Trehalosepeaks (Peak-Maximum: 77,7)
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erkennt man, dass sich die Zellen in einer Stresssituation befinden. Ebenso ist
die Proteinaseaktivitdt stark gestiegen. Abgestorbene Zellen in der Population
werden proteolytisch abgebaut. Die Intensitét der Sprossnarbenfarbung ist leicht

erhoht, der Anteil an Mehrfachsprosser bzw. toter Zellen ist gestiegen.

Nach 72 Stunden

Glykogen Trehalose
Gl Gate: R1 Gl
G40 4 40
g 480 4 g 480
3 3
320 4 330
160 4 160
I:I 1 = o I:I T T T
0.1 1 10 100 1000 0.1 1 10 100 1000
) FL1 ) FL1
Peak-Maximum: 28,4 Peak-Maximum: 39,2
Abb.Nr. 5.5.14

Nach 72 Stunden ist der Glykogengehalt weiterhin gering, die Zellen sind nicht
in der Lage Glykogen einzulagern. Die Trehalose wird metabolisiert, deswegen

hat der Trehalosegehalt stark abgenommen.
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Sprossnarben Proteinase
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Abb.Nr. 5.5.15

Nach 72 Stunden ist die Fluoreszenz der Sprossnarbenfarbung stark gestiegen.
Der Proteinasegehalt ist weiterhin sehr hoch. In der Population sind wviele
Mehrfachsprosser bzw. tote Zellen enthalten. Die Proteinasen eliminieren diese

toten Zellen in der Population.
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Nach 14 Tagen
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Abb.Nr. 5.5.16

Nach 14 Tagen sind Zellen mit geringen Glykogengehalten, was durch die
Schulter im Peak symbolisiert wird, und Zellen mit hoheren Glykogengehalten

(Peak-Maximum: 30,6) enthalten. Die Zellen konnten im weiteren Verlauf
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wieder etwas Glykogen einlagern. Der Trehalosegehalt ist im weiteren Verlauf
wieder gestiegen. Die Proteinaseaktivitit ist ebenfalls wie die
Sprossnarbenbildung zuriickgegangen. Anscheinend sind die meisten toten
Zellen eliminiert worden, so dass die Population iiberwiegend aus jungen,

vitalen Zellen besteht.

Im nachfolgenden Diagramm ist der Verlauf der Proteinaseaktivitit sowie der
Sprossnarbenbildung dargestellt. Hierbei stellt die x-Achse die Zeit in Stunden

und die y-Achse die jeweiligen Peak-Maxima der Fluoreszenzintensitét dar.

Verlauf der Proteinasekativitat und der Sprossnarbenbildung

N
o
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(] ©
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g 12 / \
E / \ —&—Proteinase
= 10
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o 8-—1

. |\ N f\
Voo N~

50 100 150 200 250 300 350 400
Zeitinh

o

Diagramm Nr. 5.5.2

Wie man in Diagramm 5.5.2 erkennen kann, steigen beide Kurven zu Beginn
sprungartig an. Zu diesem Zeitpunkt befinden sich viele Mehrfachsprosser und
abgestorbene Zellen in der Population. Der Proteinasegehalt ist deswegen so

hoch, um die toten Zellen zu eliminieren. Nach kurzer Zeit fallen beide Kurven
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wieder ab und verlaufen etwa ab dem flinften Tag gleichbleibend niedrig. Die
toten Zellen sind liberwiegend proteolytisch abgebaut. Zum Ende hin steigt der

Proteinasegehalt der Zellen leicht an.

- 120 -



Diskussion

6. Diskussion

Apoptotische Zellen weisen ein typisches mikroskopisches Bild auf. Zum einen
kommt es bei apoptotischen Zellen zum sog. "membrane blebbing". Dabei
werden in einem frithen Stadium der Apoptose Blidschen von der Zellmembran
abgeschniirt, welche in einem spiteren Stadium abgeworfen werden. Im
Durchlicht wurden die behandelten Zellen auf membrane blebbing untersucht.

Die Ausstiilpungen konnten bei den meisten Proben bestétigt werden.

Neben den morphologischen Verdnderungen kommt es bei Apoptosezellen zu
einer Fragmentierung der Kern-DNA, sogenannte "apoptotic bodies", die sich
mit den DNA-spezifischen Fluoreszenzfarbstoffen anfirben lassen. Bei den
Untersuchungen wurden die DNA-spezifischen Fluorochrome PI, DAPI und
H33342 verwendet.

Nach den mikroskopischen Befunden lag bei den mit

=  Hitze- und Kélteschock
= UV-Licht

= Wasserstoffperoxid

behandelten Hefepopulationen Apoptose vor. Unter dem Mikroskop waren die
bezeichnenden Ausstiilpungen der Zellmembran und die typischen Mikrokerne
der Kern-DNA zu beobachten. Im Vergleich zu Aufnahmen apoptotischer
Saugetierzellen mit den "apoptotischen" Hefezellen, ldsst sich zusitzlich
schlieBen, dass es sich auch bei den verwendeten Saccharomyces uvarum-Hefen

ebenfalls um eine Art der Apoptose handelt.
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Bei der Apoptose schneidet eine spezifische Endonuklease die DNA in etwa 180
bis 200 bp lange Stiicke. Dieser zusétzliche Nachweis sollte bestdtigen, dass es
sich bei den untersuchten Hefeproben um Apoptosezellen handelt. Die kurzen

DNA-Stiicke sollten durch Gelelektrophorese nachgewiesen werden.

Mit Hilfe des Enzyms Lyticase wurden Spheroplasten (Zellen ohne Zellwand)
hergestellt. Die DNA wurde nach RNA- und Proteindigestion aus der Zelle
extrahiert und gereinigt. Die Gelelektrophorese trennt die DNA-Fragmente,
aufgrund der unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeit, im elektrischen
Feld auf. Das Ziel der durchgefiihrten Gelelektrophorese war, eine sog. DNA-
Ladder zu erhalten, wie sie bei apoptotischen Sdugetierzellen gefunden wird.

Es entsteht ein leiterdhnliches Muster. Jede Sprosse entspricht circa 200 bp bzw.

einem vielfachen dieser Fragmentlinge.

Laut Literatur ldsst sich die Apoptose nur in ihrem frithen Stadium im
Elektrophoresegel in Form einer DN A-Ladder nachweisen. Im spdteren Stadium

erhélt man, wie bei der Nekrose, eine Schmierspur im Gel.

Die elektrophoretische Untersuchung der apoptotischen Hefezellen erwies sich
als diffizil. Eine Hauptschwierigkeit bestand darin, iberhaupt DNA-Banden im
Gel zu detektieren. Dazu wurden verschiedene, auf dem Markt erhéltliche DNA-

Kits verwendet.

Nach Auswahl eines geeigneten Kits (Yeast DNA-Kit der Firma Peqlab) wurde
in einigen Gelen statt der erwartenden DNA-Ladder eine Schmierspur erhalten.

Die Ursache dieser Schmierspur konnte sein, dass

1. das kurze Stadium der DN A-Ladderbildung verpasst wurde.

2. das Enzym Lyticase nicht optimal geeignet ist, um Spheroplasten zu

bilden
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3. Mit hoherer Geschwindigkeit zentrifugiert werden muss, damit die
niedermolekularen  Hefe-DNA-Fragmente sedimentiert  werden

konnen.

Laut Literatur gehen die niedermolekularen Fragmente bereits verloren, wenn
die Zellsuspension ldnger als 5 min bei 24-37 °C in PBS-Puffer inkubiert wird.

Daher ware

4. zu prifen, ob beim Reinigungsprozess der DNA bereits
niedermolekulare DNA-Fragmente aus der Zelle diffundieren und

verloren gehen.

Zur fluBzytometrischen Untersuchung wurden die Zellen mit PI, DAPI, bzw.

H 33342 angefirbt.

Bei dem Fluoreszenzfarbstoff PI handelt es sich um einen DNA-spezifischen,
interkalierenden Farbstoff. DAPI und Hoechst 33342 lagern sich an AT-reiche
Regionen der DNA an.

Bei der Messung apoptotischer Zellen wird ein sog. sub-G;-Peak erwartet.
Dieser liegt direkt vor dem G;-Peak und kann bei tierischen Zellen gemessen

werden kann (Siehe Abb. 3.11)

Zur fluBzytometrischen Untersuchung wurden Hefepopulationen eingesetzt, die
im mikroskopischen Bild eindeutig "apoptotisch" aussahen. Diese wurden mit
den bereits beschriebenen Fluoreszenzfarbstoffen gefarbt und anschliefend mit

unterschiedlichen Einstellungen am FluBzytometer gemessen.

Der charakteristische sub-G;-Peak (siche Abb. 6.1) der apoptotischen Zellen
wurde andeutungsweise mit dem eingesetzten Fluoreszenzfarbstoff PI detektiert.
Allerdings konnte dies nicht in allen Féllen nachgewiesen werden. Eine
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mogliche Ursache dafiir ist, dass die PI-gefarbten Proben mit einer relativ hohen
Verstirkung gemessen werden miissen. Daraus resultiert eine schlechtere

Auflosung des Histogramms.

Gate: B

Zellen

400 -
v

‘g - Apopt.
2
[X]

240

FL3

Abb.Nr. 6.1 DNA-Histogramm mit apoptotischen Zellen

Mit der DAPI-Farbung wurden keine Histogramme mit einem sub-G;-Peak
erzielt. Hier gilt das gleiche wie bei der PI-Farbung. Die
Apoptoseuntersuchungen an Saccharomyces cerevisiae muss daher weiter
optimiert werden; um den sub-G;-Peak reproduzierbar nachzuweisen. Diese
Optimierung koénnte durch  Anderungen am  FluBzytometer (z.B.
Filterkombination, optische Bank) und durch Modifikation des Féarbeverfahrens

erzielt werden.

Zu dieser Problematik sind auf jeden Fall weiterfiihrende Untersuchungen

durchzufiihren.
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Die Ergebnisse der Doppelfluorochromierungen DNA-Gehalt / Glykogen
erzielten mit beiden DN A-Farbstoffen (PI und DAPI) stets ein anderes Resultat

als die Einzelfarbung,

Bei geringen Fluoreszenzlichtausbeuten ist die spektrale Differenzierung nicht
mehr sensitiv genug. Durch Modifikation der Messtechnik z.B. durch
Anderungen der Filterkombinationen kdnnte z.B. eine bessere Aufldsung der
Peaks im Histogramm erreicht werden, bzw. Farbiibersprechen gefiltert werden.
Optische Einheiten, wie z.B. Filter sind teuer und konnten mit den bewilligten

Mitteln nicht gekauft werden.

Zum Anderen kann die Fiarbetechnik noch verbessert werden. Zum Beispiel
konnten andere DN A-Fluorochrome eingesetzt werden, deren Emissionsmaxima
in einem entfernteren Bereich der Glykogenfarbung liegt, um eine bessere

Differenzierung der Farbungen zu erreichen.
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Eine Temperaturerhohung wihrend exponentiell wachsender Hefepopulation
bewirkte eine sofortige Trehaloseakkumulation der Hefezellen, die parallel mit
der HPLC- und der fluoreszenzoptischen Analyse nachgewiesen wurde. Die
Aussage verschiedener Autoren konnte zumindest in dem Punkt bestitigt
werden, dass Saccharomyces-Hefen bei Erhohung der Temperatur auf 40° C
einen Anstieg des Trehalosegehaltes innerhalb kiirzester Zeit erfahren. Diese
physiologische Verdnderung einzelner Hefezellen wihrend der kurzzeitigen
Erhitzung kann mit der Zellzyklusanalyse nicht direkt erfasst werden.
Offensichtlich handelt es sich um einen Schutzmechanismus der Zelle, der
dieser Stresssituation durch die Bildung von Proteinen begegnet. In der Literatur
werden diese Proteine auch als Heat Shock Proteins (HSP) bezeichnet. Die
HSP’s werden durch mehrere Gene aktiviert (Knippers, 1997).

Bei Escherichia coli werden 20 verschiedene Proteine synthetisiert, sobald die
Wachstumstemperatur auf 45° C erhoht wird. Der starke Anstieg dieser Proteine
wird aber sehr schnell wieder reduziert, wenn die Ausgangstemperatur von 30°
C wieder erreicht wird. Solche Reaktionen finden nicht nur bei
Temperaturerhdhungen, sondern auch bei Erhoéhung des pH-Wertes, der
Osmolaritdt, von  UV-Strahlen, bei  Ethanol-Zunahme und nach
Schwermetallintoxikationen statt.

Der Hitzestress bewirkt nicht nur die Bildung von HSP's, sondern fiihrt auch zu
einer Retardierung des Zellzyklusses (Knippers, 1997). In der
Zellzyklusanalyse konnte diese Annahme in den vorliegenden Untersuchungen
nicht bestatigt werden, da die Haufigkeitsverteilungen ein ausgepragtes,
exponentielles Wachstum zeigten. Allerdings ist zu vermuten, dass nach der
Mitose, die Zellen zunidchst in der G;-Phase verharren, bis die normale
Wachstumstemperatur wieder eingestellt ist. Dies deutet durch die
Untersuchungen der Altersstruktur mit Hilfe der Sprossnarben-Fluoreszenz hin.
Sprossende Zellen beenden in Stresssituationen ihren Zellzyklus. In der

Population liegen danach eine Vielzahl von jungen Hefezellen vor.
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Die Stressantwort der Hefezellen auf Temperaturerh6hung bewirkt sicherlich
eine Stabilisierung der Membran und eine Akkumulation von Glykogen und
Trehalose. Wéhrend die Trehalose sofort nach Temperaturreduzierung wieder
abgebaut wird, nimmt der Glykogenabbau offensichtlich lidngere Zeit in
Anspruch.

Die vorliegenden Untersuchungen haben deutlich gezeigt, dass die
Zellzyklusanalyse alleine nicht ausreicht, um die physiologischen
Verdnderungen in einzelnen Hefezellen anzuzeigen. Die einzelne Zelle dieser
niederen Eukaryonten unterliegen &hnlich den Saugetierzellen einem
Schutzmechanismus gegen &dullere Einfliisse bzw. Stresssituationen. Da 1m
Brauprozess Situationen wie Temperaturerhohung oder Kiihlung des Bieres
gesteuert werden, Veranderungen des pH-Wertes und Zunahme des
Ethanolgehaltes aufgrund der Stoffwechselaktivitiat der Hefe erfolgen, kann dies
natiirlich zu einer permanenten Stressbelastung fiir die Hefezellen fiihren, d.h.
da Gérung natiirlicherweise Stress flir die Hefezellen bedeutet, ist es wichtig
beim Hefemanagement eine Minimierung zusitzlicher Stressbelastung zu
erzielen oder die Stressbelastung so zu gestalten, dass eine Reproduzierbarkeit
der Stressbelastung herrscht, um immer gleiche Bedingungen fiir eine erneute
Filhrung zu gewihrleisten. Sicherlich spielt hier die Altersstruktur eine
wesentliche Rolle. Spekulativ werden junge, dynamische Zellen mit flexiblen
Membranen sicherlich Stresssituationen ohne Beeintriachtigungen {iberstehen,
wiahrend dltere Hefezellen mit starren Zellmembranen und geringerer
Proliferationsaktivitit eventuell keinen weiteren Zellzyklus starten, statt dessen

die Apoptose bzw. den Zelltod durchfiihren.
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Es gibt einige wichtige intrazelluldre Parameter, die auf das Wachstum und die
Physiologie der Hefen groen Einfluss nehmen. Dazu zé&hlt der DN A-Gehalt der
Hefezellen. Durch die Zellzyklusanalysen konnte in der Vergangenheit gezeigt
werden, dass die ZKG-Vergirung transparent zu machen ist. Zu jedem
Zeitpunkt des Prozessablaufes stehen dem Produktionsleiter Informationen tiber
die aktuelle Wachstumsphase zur Verfiigung. Die Herfilhrung, die Zeuggabe
und das Drauflassen wurden bisher empirisch durchgefiihrt. Das hatte zur Folge,
dass die Girung einmal besser und einmal schlechter verlief. Die
fluBzytometrischen Untersuchungen der Vergangenheit haben aber auch gezeigt,
dass der Zellzyklus nicht alleine ausreicht, um die Gérstorungen zu beschreiben.
Hier gaben die physiologischen Parameter, wie Glykogen-, Trehalose-,
Neutrallipid- oder 3B-Hydroxysterolgehalt von Hefezellen aufschlussreiche

Informationen.

Die bisher iiblichen in den Betriebskontrollen verwendeten konventiellen
Methoden sind alle indirekt und man versuchte daraus Riickschliisse auf den
Zustand der Hefe wihrend des Brauprozesses zu schlieen. Zu diesen indirekten
Methoden gehoren z. B. die pH-Messung, Bestimmung des Diacetylgehaltes,
Zunahme des CO,- und Alkohohlgehaltes, Verdnderungen des Extraktgehaltes
oder Temperaturmessungen. Diese Methoden sind jedoch alle unzuldnglich, da
sie keine Aussagen liber den zellphysiologischen Zustand der Hefe liefern.

Zustandsermittlungen der einzelnen Zelle kdnnen nur mit fluoreszenzoptischen
Analysenmethoden geliefert werden. Dazu gehort neben der Mikroskopie die
FluBzytometrie, welche den Vorteil besitzt, dass hohe Anzahlen von Zellen
innerhalb von Sekunden analysiert werden konnen. Daneben konnen mit der
FluBzytometrie eine Vielzahl von Parameter analysiert werden, die eine direkte
Aussage iiber den Zustand der Hefe zulassen Da mit Hilfe der FluBzytometrie
die Garung direkt iiberwacht wird, kann man direkt in den Prozess eingreifen

und auf mogliche Probleme reagieren. Wie z. B. durch Wiirzegabe,
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Drauflassrythmus, Beliiftung oder Herausnahme der Hefe, ist es moglich direkt
Einfluss auf den Zustand der Brauhefe zu nehmen. Im Hinblick auf
zukunftsorientierte Technologien, wie z. B. die Immobilisierung von Hefe, ist
das Wachstum der Hefe und ihr zellphysiologischer Zustand von noch groBerer
Bedeutung. Deshalb ist es wichtig, direkte Kenntnisse iiber die einzelne

Hefezelle wihrend der Garung zu erhalten.

Eine wichtige Rolle bei der Prozessiiberwachung spielt die Altersstruktur der
Hefe, denn nur eine vitale Population mit einer positiven Altersstruktur
garantiert einen storungsfreien Ablauf der Girung. Hinsichtlich des Begriffes
der Alterung bei Organ- und Gewebezellen hoherer Eukaryonten findet sich
folgende Definition fiir das Altern: ,, Bei der Alterung treten psychische und
physische Verdnderungsprozesse der Riickbildungsphase ein.” Berlicksichtigt
man nur die physischen Verdnderungen, so treten Folgen wie die Erschlaffung
der Haut, Abnahme der Leistungsfihigkeit aller Organe und Organsysteme,
reduzierte Regenerationsfahigkeit usw. auf. Bei niederen Eukaryonten, wie den
Bierhefen, gibt es dhnliche Verdnderungen auf der Zelloberflache (Smart, 1999).
Es ist ferner bekannt, dass die Leistungsfihigkeit &lterer, hiufig gesprosster
Hefezellen beziiglich ihrer Proliferation und Géraktivitit sehr eingeschrinkt ist.
Mit dem Lektin WGA-FITC haben wir einen Farbstoff gefunden, mit dem sich
leicht und schnell die Sprossnarben einer Hefezelle anfiarben und
flusszytometrisch analysieren lassen.

Das Altern bei Hefen, die sich von Geburt an vegetativ im Gérprozess
vermehren, wird durch eine Erhohung der Sprossnarbenzahl auf der
Zelloberflache sichtbar, ist ein Schritt in der Evolution der Bierhefen, der
nichste Schritt wire der Zelltod.

Uber die physiologischen Parameter kann man ablesen, ob eine Population zu
einer erneuten Fiihrung verwendet werden kann. Ein extrem niedriger

Glykogen- und Trehalosegehalt dokumentiert, dass die Hefepopulation der
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Stresssituation einer neuen Fiihrung nicht mehr ausgesetzt werden kann, ohne

das es zu erheblichen Girstéorungen kommit.

Die Proteolyse hat eine vielschichtige Bedeutung beziiglich der intrazelluldren
Makromolekiile und ihren verschiedenen Funktionen. Die Proteinase zeichnet
verantwortlich fiir den Proteinabbau und wird im Brauerjargon oft als Synonym
fiir Autolyseprozesse verwendet. Die Proteinase der Saccharomyces-Hefen ist in
den Vakuolen lokalisiert.

Proteinase ist ein physiologischer Parameter, der Aussagen iliber den Zelltod
machen konnte. Aus der Literatur weill man, dass proteolytische Enzyme an der
Autolyse beteiligt sind (Rondueles and Wolf, 1988). Bisher hatte man dem
Begriff der Autolyse und auch dem Zustand wenig Bedeutung beigemessen. Der
Praktiker wusste wohl aus Erfahrung, dass ein hoher Prozentsatz an
autolysierenden Zellen zu einem unangenehmen Geschmack fiihrt, so dass
solche Biere hinsichtlich ihrer Qualitdt als mindere Biere eingestuft werden.
Ferner war ein Anstieg des Proteinasegehaltes im Bier mit einer
Schauminstabilitit korreliert. Dies bedeutete gleichfalls eine schlechte

Bierqualitat.

Mit Hilfe der fluoreszenzoptischen Proteinaseaktivititsbestimmung kann jetzt
intrazellulédr ein erhohter Proteinasegehalt nachgewiesen werden. Offensichtlich
stellt die Zelle ein hoheres Potential von diesem Enzym bereit, um die
Denaturierung der Proteine durchfiihren zu kénnen.

Fir den Praktiker wire dies ein Signal technologisch zu reagieren. Die
offensichtlich erschopfte Hefe miisste aus dem Tank genommen werden, um
Autolysegeschmack und Schauminstabilitit beim filtrierten und abgefiillten Bier

zu vermeiden.
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