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Einleitung

Arzneimittelrickstdnde und deren Metabolite im Wasser-
kreislaufsystem sind ein weltweites Problem, da diese
Stoffe potenziell gesundheitsschadlich sein kdnnen [1].
Auf die erste EU-Beobachtungsliste wurde u.a. der Wirk-
stoff Diclofenac gesetzt [2], eines der weltweit am haufigs-
ten eingesetzten Medikamente, welches zur Familie der
nichtsteroidalen Entziindungshemmer/Antirheumatika ge-
hort. Bei oraler Gabe von Diclofenac werden 60 bis 70 %
des Wirkstoffs Uber den Urin ausgeschieden. Die mittlere
Diclofenac-Konzentration im Abwasser betragt 0,11 bis
2,3 yg/l, in Krankenhausabwassern kann sie auf bis zu
6,88 pg/l und in Abwassern der pharmazeutischen Indust-
rie auf 203 pg/l (0,69 uM) ansteigen [3].

Ziel der Arbeit ist die Entwicklung eines Sensorprinzips
auf Grundlage genetisch modifizierter Hefen [4]. Diese He-
fen (Saccharomyces (S.) cerevisiae) sollen in Ganz-
zellsensoren zur Detektion von Arzneimittelriickstanden in
Umweltproben [5, 6] genutzt werden. Im Speziellen soll
Diclofenac in geringen Konzentrationen sicher nachgewie-
sen werden kdnnen.

Das hier verwendete Sensorprinzip (Abb. 1) beruht auf
der Bildung des Hefe-Pheromons [7] (a-Faktor) durch ei-
nen genetisch modifizierten Hefestamm, der bei Anwe-
senheit von Diclofenac den a-Faktor, ein Peptid aus 13
Aminosauren (Trp-His-Trp-Leu-GIn-Leu-Lys-Pro-Gly-Gin-
Pro-Met-Tyr), bildet. Hierbei wird der PDR5-Promoter der
Hefe genutzt. Der a-Faktor fUhrt dann in einem zweiten
Stamm zur Aktivierung des FIG7-Promoters und damit zur
Bildung eines fluoreszierenden Proteins (mNeonGreen).
Die Bildung des a-Faktors, bei sonst gleichen Bedingun-
gen, ist im Wesentlichen von der Diclofenac-Konzentration
abhangig, die innerhalb der Detektionszeit als konstant
angesehen wird. Damit wachst die a-Faktor-Konzentration
naherungsweise linear mit der Zeit an. Unter diesen Vo-
raussetzungen kann die Bildungsrate des mNeonGreen
als proportional zur a-Faktor-Konzentration angenommen
werden. Damit erhéht sich die Bildungsrate dieses Fluo-
reszenzproteins mit der Zeit. Durch die Kumulation des a-
Faktors in der Zellsuspension erhéht sich auch die Pro-
duktion des mNeonGreen, wodurch - neben dem Ansteu-
ern einer grof3en Zahl entsprechender Zellen - eine Sig-
nalverstarkung im Vergleich zur direkten Detektion des
Diclofenac uber den PDR5-Promoter erreicht werden kann
[4]. Wie in Abb. 1 (links) angedeutet, ist es weiter auch
moglich, das Signal zu erhdéhen, in dem die Zelldichte,
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insbesondere der Aktorhefe, durch geeignete Kultivie-
rungsbedingungen erhoht wird.

Methoden und Materialien

Genetisch modifizierte Hefen

Die Transformation der S. cerevisiae-Hefestamme erfolg-
te analog zu der Arbeit von Schuller et al. [4]. Es wurde
ein Stamm generiert (S. cerevisiae BY4742AMFa1 [MATa
his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 YPL187w:kanMX4]), wel-
cher das Plasmid p426 PDR5-MFa1 enthalt. Dadurch pro-
duziert der Stamm in Anwesenheit von Diclofenac o-
Faktor. Entsprechend wurde eine Aktorhefe (S. cerevisiae
BY4741Abar1Afart [MATa his3A1 leu2A0 met15A0 u-
ra3A0 YILO15w::kanMX4 YJL157c::natMX6]) mit dem
Plasmid p426 FIG1-mNeonGreen entwickelt. Dieser
Stamm reagiert mit der Produktion des Fluoreszenzpro-
teins mNeonGreen in Abhangigkeit der Anwesenheit des
Pheromons a-Faktor. Somit erfolgt eine indirekte Detekti-
on von Diclofenac. Die Auswertung erfolgt mittels Fluores-
zenzspektroskopie.

Kultivierung der Hefestdmme

Die Experimente wurden in Minimalmedium (1,9 g/l Hefe-
Stickstoff-Basis ohne Aminosauren, 5 g/l Ammoniumsulfat,
20 g/l Glucose) supplementiert mit entsprechenden Ami-
nosauren durchgefiihrt. Die Supplementierung fur die Ak-
torhefe erfolgte mit 60 mg/l L-Histidin, 80 mg/l L-Leucin
und 20 mg/l L-Methionin; fur die Sensorhefe mit 60 mg/l L-
Histidin, 80 mg/l L-Leucin und 30 mg/l L-Lysin (Carl Roth
GmbH + Co. KG).

Vorkulturen wurden in SC-Ura Medium (1,9 g/l Minimal-
medium mit 1,926 g/l Kaiser SC Ura Drop-out (ein Medium
ohne Uracil; ForMedium™) {iber Nacht bei 30 °C im
Schittler bei 180 rpm angelegt. 2 ml der jeweiligen Vorkul-
tur wurde zweimal mit Minimalmedium gewaschen und
zentrifugiert (3000 rcf, 7 min). Um eine gewlnschte Zell-
dichte (Start-ODeqo) einzustellen, wurden die optische Ab-
sorption bei 600 nm mit dem NanoDrop-Spektro-
photometer (Thermo Fisher Scientific Inc.) in einer Kivette
(1 cm Schichtdicke) gemessen und das Pellet im entspre-
chenden Volumen des Minimalmediums resuspendiert.

Fluoreszenzspektroskopie

Zur Messung der Fluoreszenzintensitaten der Zellsus-
pensionen wurden ein Mikroplatten-Reader (Synergy™
H1, BioTek Instruments, Inc.) verwendet (30 °C, doppel-
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Abb. 1: Prinzip des Signalverstirkersystems und der zelluldire Wirkmechanismus von Diclofenac und a-Faktor in den

genetisch modifiziert

orbitales Schitteln). Je 250 pl der Zellsuspensionen wur-
den in 96-Well-Platten gegeben (F-Boden, BRAND pla-
tes® - cell Grade™ premium; BRAND GmbH & Co KG).
Die Wells wurden durch eine gasdurchlassige Membran
abgedeckt (Breathe-Easy, Diversified Biotech). Die Fluo-
reszenz wurde bei 485 nm Anregungs- und 525 nm Emis-
sionswellenlange durch den Boden der Wells ausgelesen.
Die Auswertung der Kinetik der Fluoreszenzintensitaten
erfolgte als Anderung zum Wert beim Start der Messun-
gen im jeweiligen Well.

Diclofenac im Gemisch von Sensor- und Aktorhefe

Die Detektion von Diclofenac wurde durch seine Wirkung
in einer Mischung von Sensor- und Aktorhefen untersucht.
Dabei wurden die Zelldichten von Sensor- und Aktorhefe
von OD600 = 0,1 bzw. OD600 = 1 gewahlt. Je 3 Wells
wurden mit 250 ul dieser Hefesuspensionen befllt wobei
Suspensionen mit 1 yM Diclofenac (als Natriumsalz; Sig-
ma-Aldrich) und ohne Diclofenac getestet wurden.

Wirkung des a-Faktors auf die Aktorhefe

Zur Prifung der Wirkung des a-Faktors auf die Aktorhe-
fe, wurden je 3 Wells mit 250 pl Hefesuspensionen
(ODggo = 2) befiillt wobei Suspensionen mit 50 nM a-
Faktor (Zymo Research Corporation) und ohne a-Faktor

en Hefestimmen.

Separate Nutzung der Sensor- und Aktorhefe

Bei diesem Experiment wurde 2 Kolben mit je 25 ml
Suspension der Sensorhefe (Start-ODeggo = 1) Uber 5 h bei
30 °C im Schuttler kultiviert. In einen Kolben wurden zu
Beginn 10 uM Diclofenac dazugegeben. Danach wurden
die Suspensionen zentrifugiert (3000 rcf, 1 min) und je
125 pl Uberstand mit 125 pl Aktorhefe (mit frischem Mini-
malmedium gewaschene Vorkultur, ODgoo = 2) gemischt.
Damit wurde die Fluoreszenz der Aktorhefe in je 3 Wells
mit und ohne vorherige Einwirkung von Diclofenac auf die
Sensorhefe untersucht.

Ergebnisse und Diskussion

Abb. 2 zeigt die Wirkung des a-Faktors auf den Hefe-
stamm, der das Fluoreszenzprotein bildet. Man kann zei-
gen, dass nach etwa einer Stunde die Fluoreszenzintensi-
tat in der Hefekultur mit 50 nM a-Faktor im Vergleich zur
Kontrolle ohne a-Faktor deutlich ansteigt. Die Fluores-
zenzintensitat in den Wells ohne a-Faktor steigt ebenfalls
an; dieser Anstieg ist aber vergleichsweise gering (nach
10 Stunden < 10000 RFU). Er resultiert sehr wahrschein-
lich aus der Synthese des Fluoreszenzproteins durch eine
basale Aktivitat des FIG71-Promotors auch ohne Wirkung

des a-Faktors. Bei 25 nM a-Faktor konnte in Vorversu-
chen nur eine schwache Erhéhung der Fluoreszenzinten-
sitdt nach 6 h detektiert werden. Dies deutet darauf hin,

untersucht wurden.
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dass es unter den gegebenen Versuchsbedingungen eine
Schwellenkonzentration des a-Faktors (c, ; < 25 nM)
gibt, welche flr die Steigerung der mNeonGreen-Bildung
notwendig ist.
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Abb. 2: Kinetik der Fluoreszenzintensitit der Aktorhefe-
Suspension bei: 0 nM und 50 nM a-Faktor. Start-
ODgo = 2. Mittelwerte und Standardabweichungen aus je
3 Wells.

Im nachsten Experiment wurde untersucht, ob bei Ver-
wendung einer Mischung aus Sensor- und Aktorhefe die
Detektion von Diclofenac moglich ist. Dazu wurde die
Menge der Sensorhefe auf 10 % der Menge an Aktorhefe
eingestellt, um die Konzentration des basal produzierten
a-Faktors in Abwesenheit von Diclofenac gering zu halten.
Jedoch erkennt man in Abb. 3, dass in diesem Fall trotz-
dem eine deutliche Produktion des Fluoreszenzproteins
stattfindet. Diese ist zwar deutlich geringer als im Medium
mit 1 uM Diclofenac, begrenzt jedoch die angestrebte
Quantifizierung von kleineren Diclofenac-Konzentrationen
in Wasserproben unbekannter Zusammensetzung.
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Abb. 3: Kinetik der Fluoreszenzintensitit in Suspensio-
nen aus Sensorhefe (Start-ODgyy = 0,1) und Aktorhefe
(Start-ODgp = 1); ohne Diclofenac oder mit 1 pM Dicl-
ofenac. Mittelwerte und Standardabweichungen aus je 3
Wells.

Da in anderen Versuchen (hier nicht gezeigt) auch durch
weitere Verringerung des Anteils an Sensorhefe das glei-
che Problem auftrat, wurde im Weiteren angenommen,
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dass ggf. durch die unmittelbare Nachbarschaft der Aktor-
und Sensorhefezellen in der Suspension lokal eine zu ho-
he Konzentration an basal produziertem a-Faktor auftritt
und dieses eine starke Fluoreszenzprotein-Bildung hervor-
ruft, obwohl die auf das Gesamtvolumen bezogene mittle-
re a-Faktor-Konzentration (c,) kleiner als die bereits er-
wahnte Schwellenkonzentration ist (¢, < ¢, ) (Abb. 4).
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Abb. 4: Veranschaulichung der Konzentrationsverteilung
des a-Faktors in einer Mischung aus Sensor- und Ak-
torhefe. c,- a-Faktor-Konzentration, ¢,- mittlere a-
Faktor-Konzentration, Cas™ Schwellenkonzentration des
a-Faktor.

Daher wurde diese Annahme in einem Experiment Uber-
prift, wo die Sensorhefe in Abwesenheit der Aktorhefe
zunachst mit Diclofenac versetzt wird. Nach einer be-
stimmten Einwirkzeit bildet sich in Abhangigkeit der Dicl-
ofenac-Konzentration der a-Faktor, welcher dann homo-
gen im Uberstand der zentrifugierten Zellsuspension vor-
liegt. Die Zugabe dieses Uberstandes in eine Suspension
mit Aktorhefe sollte dann zur Bildung des Fluoreszenzpro-
teins in Abhangigkeit von der a-Faktor-Konzentration ohne
lokal Uberhdhte Pheromon-Konzentrationen fiihren. Die
Messwerte in Abb. 5 bestatigen diese Annahme.
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Abb. 5: Kinetik der Fluoreszenzintensitét der Aktorhefe-
Suspension nach Zugabe des Uberstandes aus einer Sen-
sorhefe-Suspension (5 h Eiwirkzeit mit 0 uM bzw. 10 uM
Diclofenac). Start-ODggo = 1 Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen aus je 3 Wells.
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Die Konzentration des basal produzierten a-Faktors nach
5 h ist bei anschlieRender homogener Verteilung in eine
Suspension der Aktorhefe nicht ausreichend, um eine sig-
nifikante Erhéhung der Fluoreszenzintensitat innerhalb der
Detektionszeit zu bewirken. Die entstandene Konzentrati-
on an a-Faktor beim Einwirken von 10 uyM auf die Sen-
sorhefe zeigt hingegen bereits nach 1,5 Stunden einen
signifikanten Anstieg der Fluoreszenzintensitat. Mit die-
sem Vorgehen kann eine falschpositive Detektion von Dic-
lofenac vermieden werden.

Zusammenfassung

In dieser Arbeit wird die erfolgreiche Detektion von Dicl-
ofenac mittels genetisch modifizierter Hefen durch Imple-
mentierung eines a-Faktor-gekoppelten Signalverstarker-
systems gezeigt. Das Problem der basalen Produktion des
a-Faktors wird durch die separate Nutzung von Sensor-
und Aktorhefen geldst. Mit der Einwirkzeit des Diclofenacs
auf die Sensorhefe von etwa 5 Stunden, kann die Detekti-
on nach spatestens 10 h ab Zugabe der Diclofenac-
haltigen Probe abgeschlossen werden.
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