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I Einleitung

Entstehung des Lebens auf der Erde

Es gibt seit langem und immer noch andauernd Spekulationen darUber, ob das Leben von
aullerhalb auf die Erde gelangt sein kdnnte (Arrhenius 1903, Mileikowsky et al. 2000, Valto-
nen et al. 2009) oder ob das Leben auf der Erde selbst entstanden ist. Bei beiden
Hypothesen wird angenommen, dass die Zellvorlaufer, beziehungsweise die ersten Zellen
auf der friihen Erde (vor ca. 3,8 Milliarden Jahren) gelebt haben. Als Vorraussetzungen flr
die erste Hypothese, die meist als ,Lithopanspermie-Theorie“ (Nicholson et al. 2000), also
die Verbreitung von Leben im Weltraum durch Meteoriten bezeichnet wird, missten mehrere
Grundvoraussetzungen gewahrleistet gewesen sein:
- Austausch von Material mittels Meteoriten zwischen Himmelskérpern muss vor-
handen gewesen sein
- Zellvorlaufer / Zellen Gberleben den, durch ein groltes Einschlagereignis beding-
ten Auswurf in den Weltraum
- Zellvorlaufer / Zellen Uberleben den lange andauernden interplanetaren Flug auf
einem Meteoriten
- Zellvorlaufer / Zellen tberleben den Einschlag auf der Erdoberflache
- Zellvorlaufer / Zellen konnten sich unter den auf der friihen Erde vorherrschenden
Bedingungen vermehren.
Zu jedem der genannten Punkte wurden zum Teil schon weitreichende Untersuchungen
durchgefihrt, die im Folgenden kurz erlautert werden sollen.
Es gilt als unumstritten, dass es in der frihen Erdgeschichte zu einem haufigen Austausch
von Material zwischen Planeten durch Meteoriten gekommen ist (Melosh 2003) und bis heu-
te treffen grolle Mengen von Meteoriten jahrlich auf der Erdoberflache auf (Halliday et al.
1989). Es ist demnach die Moéglichkeit gegeben, dass Mikroorganismen mit Meteoriten zur
Erde gekommen sein kénnten (Nicholson et al. 2000, Horneck et al. 2001 b). Dazu mussten
die Organismen allerdings fahig sein, den Extrembedingungen des interstellaren Raums zu
widerstehen. Die zwei gravierendsten Einflisse wahrend eines interplanetaren Fluges sind
das Vakuum und die hohe Strahlenbelastung. Im interstellaren Raum herrscht ein Vakuum
von 10 Pa. Bedingt durch Ausgasungsprozesse verringert sich das Vakuum in der Nahe
von Planeten. Zum Beispiel herrscht im LEO (Low Earth Orbit), dem ernahen Orbitbereich
(bis 450 km (iber der Erdoberflache) ein Druck von 107 Pa bis 10 Pa (Baglioni et al. 2007).
Bei einem derartig niedrigen Druck wird biologischem Material gebundenes und freies Was-

ser komplett entzogen und es kommt zu einer extrem starken Trocknung. Des Weiteren
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treten im interstellaren Raum zum einen ionisierende galaktisch-kosmische Strahlung und
zum anderen ionisierende solar-kosmische Strahlung auf. Die galaktisch-kosmische Strah-
lung wurde aullerhalb unseres Sonnensystems generiert, zum Beispiel bei
Supernovaexplosionen, und besteht zu 98 % aus Baryonen (davon 85 % Protonen, 14 %
Alpha-Partikel, 1% schwere lonen) und zu 2 % aus Elektronen (Horneck 1998). Solar-
kosmische Strahlung findet ihren Ursprung bei Sonneneruptionen und damit verbundenen
Sonnenwinden und besteht aus Protonen. Neben den erwahnten ionisierenden Strahlungs-

arten tritt auch solare UV-Strahlung ber alle Wellenlangenbereiche auf (Abb. 1).
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Obwohl der Weltraum als einer der extremsten Orte gilt, den man bisher kennt, konnte in
Expositionsexperimenten gezeigt werden, dass Sporen von Mikroorganismen auch nach
einer Weltraumexposition keimungsfahig und somit lebensfahig bleiben. Eine Langzeit-
exposition von Bacillus subtilis-Sporen auf der LDEF-Plattform (Long-Duration-Exposure-
Facility) zeigte, dass Sporen unter bestimmten Umstanden eine sechsjahrige Weltraumexpo-
sition Uberleben kdnnen. Diese Tatsache lasst die Vermutung zu, dass Sporen auch einen
langeren Weltraumflug auf oder in einem Meteoriten Uberleben konnten (Horneck et al. 1994,
Nicholson 2009). Hier sei erwahnt, dass die Uberlebensrate der Sporen deutlich héher wére,
wenn sich die Zellen im Innern eines Meteoriten befinden wiirden. Schon eine diinne Schicht
(~ 1 cm) kunstlichen Meteoritenmaterials schutzt die Zellen vor den schadlichen Einflissen
des Weltraums und wirkt sich somit positiv auf die Uberlebensfahigkeit der Sporen bei einer
Weltraumexposition aus (Horneck et al. 2001 b, Rettberg et al. 2002). Dennoch ist eine
sechsjahrige Exposition nicht mit einer geschatzten Dauer von 10° bis 10° Jahren eines
naturlichen Meteoritenfluges vom Mars zur Erde zu vergleichen. Bisher wurden alle
Expositionsexperimente ausschlieRlich im LEO durchgefiihrt. Daher kann Uber die Uber-
lebensfahigkeit von Mikroorganismen nach einem Aufenthalt im interstellaren Raum nur
spekuliert werden. Im Gegensatz zum schadigenden Einfluss der vakuumbedingten
Trocknung scheint bei Mikroorganismen eine Veranderung der Gravitation nur eine

untergeordnete Rolle zu spielen (Brueschke et al. 1961). Baker et al. (2005) zeigten, dass
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Stenotrophomonas paucimobilis und Acinetobacter radioresistens von einer verminderten
Gravitation in ihrem Wachstum nicht beeinflusst werden. Bei dem Cyanobakterium
Synechocystis sp. PCC 6803 hat sowohl eine reduzierte als auch eine erhdhte
Gravitationskraft (200 g) kaum Einflisse auf den Metabolismus. Erst deutlich hdhere
Beschleunigungskrafte (40000 g) fihren zu metabolischen Veranderungen (Erdmann et al.
1997). Die Uberlebensfahigkeit von Mikroorganismen wahrend eines Einschlages und des
damit verbundenen Auswurfes, beziehungsweise des Einschlages auf einem anderen
Planeten, ist aufgrund der enormen Druckbelastungen eng miteinander verbunden. Es
wurden schon Experimente mit B. subtilis-Sporen durchgefiihrt, die zeigen, dass Sporen
sowohl enorme Beschleunigungskrafte (Mastrapa et al. 2001) als auch groRe Druck-
einwirkungen (5-50 GPa) Uberleben kénnen (Horneck et al. 2008, Fajardo-Cavazos et al.
2009). Diese Druckverhaltnisse, aber auch aulerst extreme Temperaturunterschiede
entstehen sowohl beim Einschlag und dem damit verbundenen Auswurf von Material, als
auch beim Eintritt in die Erdatmosphére (Fajardo-Cavazos et al. 2005, Fritz et al. 2005) und
dem Einschlag des Meteoriten auf die Erdoberflache (Horneck et al. 2001 a). Nach dem
Einschlag des Meteoriten auf der Erde mussten die Zellvorlaufer, beziehungsweise die
Zellen fahig sein, sich unter den vorherrschenden Bedingungen zu vermehren. Vor ca. 3,8
Milliarden Jahren, als das erste Mal Leben auf der Erde auftrat (Mojzsis et al. 1996),
herrschten deutlich andere Bedingungen als heute. Die Ozeane der friihen Erde waren durch
vorangegangene Meteoriten-Bombardements auf Uber 100 °C aufgeheizt (Nisbet et al.
2001), die Atmosphare bestand, im Gegensatz zu heute, wahrscheinlich aus Methan,
Ammoniak, Wasserstoff und Wasser (Sagan 1973, Holland 1983). Uber die prozentuale
Zusammensetzung der Atmospharenbestandteile ist man sich aber bis heute uneins (Chyba
2005). Durch die vulkanische Aktivitdt enthielt die Atmosphare zudem Kohlenstoffdioxid,
Kohlenstoffmonoxid und Schwefelwasserstoff (Stetter 1996 a). Sauerstoff und somit eine
UV-absorbierende Ozonschicht (O3) fehlten nahezu vollstandig. Wie in Abb. 1 zu sehen,
hatte dies eine deutlich hoéhere biologische Wirksamkeit der spektralen UV-
Bestrahlungsstarke auf der Erdoberflache zur Folge. So erreichte, im Gegensatz zu heute,
das gesamte UV-C-Spektrum, aber auch der kurzwellige Bereich des UV-B-Spektrums die
Erdoberflache (Cockell et al. 2001).

Aufgrund der hohen Strahlenbelastung auf der Erdoberflache kénnte sich das Leben in
strahlungsgeschuitzten Habitaten wie zum Beispiel in Hydrothermalsystemen der Tiefsee
entwickelt haben (Sagan 1973, Baross et al. 1985, Nisbet et al. 2001). Fur diese Hypothese
spricht auRerdem, dass der letzte gemeinsame Vorfahre aller Lebensformen thermophil oder
hyperthermophil gewesen sein konnte (Stetter 1996 a, DiGiulio 2000, DiGiulio 2003). Ar-
chaeen, die sich beispielsweise aufgrund ihrer 16s rRNA-Gensequenz deutlich von den

Bakterien und Eukaryoten unterscheiden lassen (Woese et al. 1977, Woese et al. 1990),
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zweigen, wie in Abb. 2 zu erkennen, tief im phylogenetischen Stammbaum ab und kdnnten
unter den rezenten Mikroorganismen den urspriinglichen Lebensformen sehr ahnlich sein
(Stetter 1992).

Eu karya Arthropoda
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Alveolates Animals

Stramenopiles Chordata (Homo)
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Abb. 2 Auf 16s rRNA-Sequenzvergleichen basierender phylogenetischer Stammbaum. Hy-
perthermophile Organismen sind rot markiert. (Stammbaum freundlicherweise zur Verfigung
gestellt von Dr. Harald Huber, Universitédt Regensburg).

So leben Hyperthermophile, deren Wachstumsoptimum bei 80 °C und hdher liegt (Stetter
1989), noch heute unter Bedingungen, die den Bedingungen der friihen Erde duRerst ahnlich
sind. (Hyper-)Thermophile leben zum Beispiel in anoxischen Zonen mit sehr hohen Tempe-
raturen und hohen vulkanischen Aktivitaten (Black-Smoker, Solfatarenfelder, Hydrothermal-
systeme, heille Schlammldcher). Dabei sind einige Vertreter fakultative oder strikte Anaero-
bier und gewinnen durch einen strikt oder fakultativ chemolithoautotrophen Stoffwechsel ihre
Energie (Stetter 1996 b).

Extreme Bedingungen fuihren zu DNA-Schadigungen

In der Zelle haben verschiedene Extrembedingungen oft die gleichen Schadigungen zur Fol-

ge (Abb. 3). Die Hauptschaden, die durch Hitze, Wasserentzug, Strahlung oder Behandlung
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mit Wasserstoffperoxid (H,O,) induziert werden, sind oft identisch. So kdnnen in allen Fallen
DNA-Strangbriiche auftreten (Peak et al. 1995, Dose et al. 1991, Riley 1994, Mattimore et al.
1996).

Trocknung

UV-Strahlung

Basenverlust ‘

v

NA-Protein-Quervernetzung

Abb. 3 Ubersicht verschiedener DNA-Schaden und deren mégliche Ursachen.

Nach ionisierender Strahlenexposition kommt es bei biologischem Material zu direkten Effek-
ten an zellularen Bestandteilen, wie der DNA, aber auch zu indirekten Effekten. Direkte
Effekte in Form von DNA-Strangbriichen treten bei Trefferereignissen der Strahlung auf die
DNA auf. Die indirekten Effekte entstehen durch die strahlenbedingte Radiolyse von Wasser.
Dabei kénnen durch Spaltung von H,O-Molekiilen verschiedene lonen und Radikale, wie
H,O", H, OH, OH", O, entstehen. Diese lonen und Radikale fuhren wiederum tberwiegend
zu den gleichen DNA-Schaden wie die direkten Effekte (Riley 1994). Da vegetative Zellen zu
ca. 80 % aus Wasser bestehen und zudem meist in einem wassrigen Milieu leben, kann die
bei der Zellschadigung eine erhebliche Rolle spielen (Hutchinson 1985). Radikalbedingte
DNA-Schadigungen, durch eine Behandlung mit H,O,, pragen sich sowohl in Form von Ein-
zel- und Doppelstrangbriichen (Ananthaswamy et al. 1977), als auch in Basenverande-
rungen (Cadet et al. 1999) aus.

Durch Trocknung wird der Zelle sowohl gebundenes, als auch freies Wasser entzogen (Potts
1994). Da die meisten zellularen Komponenten hydratisiert vorliegen, kommt es durch den
Wasserentzug zu schwerwiegenden Schadigungen. Die DNA geht zum Beispiel von der B-
Konformation in die A-Konformation Uber, wodurch DNA-Einzel- und Doppelstrangbriiche
entstehen kdénnen (Dose et al. 1992), Proteine denaturieren (Prestrelski et al. 1993), Lipide
werden geschadigt (Cox 1993) und DNA-Protein-Quervernetzungen kdnnen auftreten (Bie-

ger-Dose et al. 1992). Eine Vakuumexposition stellt eine extreme Form der Trocknung dar.
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Beispielsweise hat eine dreiwtchige Vakuumexposition im Genom von B. subtilis-Sporen ca.
50 Doppelstrangbriiche zur Folge (Dose et al. 1992). Einzel- und Doppelstrangbriiche wer-
den bei Mikroorganismen hauptsachlich durch Rekombinationsreparatursysteme repariert.
Dazu gehdren sowohl die homologe Rekombination (Kowalczykowski et al. 1994), als auch
die, unter den Bakterien phylogenetisch weit verbreitete End-zu-End-Verknipfung (non-
homologous end-joining) (Wilson et al. 2003, Bowater et al. 2006). Auf die grundlegenden
Mechanismen der einzelnen Reparaturmechanismen wird in einem spateren Abschnitt noch
eingegangen.

Chemische Behandlungen zum Beispiel mit alkylierenden Substanzen kdnnen sowohl zu
Basenalkylierungen als auch zu Interstrangverbindungen filhren (Noll et al. 2006). DNA-
Interstrangverbindungen werden durch eine Kombination aus Nukleotid-Exzisions-Reparatur
und Rekombinationsreparatursystemen erkannt und entfernt (Noll et al. 2008). Veranderte
Basen aber auch Basenverluste werden wahrend der Basen-Exzisions-Reparatur sowohl bei
Prokaryoten (Fleck et al. 2004), als auch bei Eukaryoten (Kanno et al. 1999) durch Glykosy-
lasen und Endonukleasen, wie zum Beispiel der Flap-Endonuklease FEN-1 (Kim et al. 1998),
repariert (Krokan et al. 1997, David et al. 1998).

UV-C-Strahlung mit einer Wellenlange von 254 nm wird durch viele zellulare Komponenten,
hauptsachlich aber durch die DNA absorbiert. Nukleotide haben bei einer Wellenlange von
260 nm ein Absorptionsmaximum und es kommt dadurch zur Bildung verschiedener DNA-
und Basen-Photoprodukte. Somit stellt die UV-C-Strahlung, wie schon in Abb. 1 zu sehen,
die schadlichste UV-Strahlung dar.

G) " Benachbarte Thymin-
ICIJ '|4 Nukleotide
5\ AN
Vd
L=0C
H

oy
Cyclobutan- UV-C 6-4-Pyrimidin-
Pyrimidindimer B Pyrimidon-Dimer
o] H o] H
1" l!l 1 I*ld
L \c:—o L \c—o
6 5,/,°= 6 =
=71 Se=¢
H CHy H CH,
® ®
o] H o
1 | 1 |
Dl By
c=0 4C=0
6 2 4
“e=r, o=
H CHy H CHy

Abb. 4 Strukturformeln der UV-C-induzierten DNA-Hauptphotoprodukte zwischen zwei benach-
barten Thymin-Nukleotiden: Cyclobutan-Pyrimidindimer und 6-4-Pyrimidin-Pyrimidon-Dimer. Die
rote Linie deutet die gebildete Bindung zwischen den jeweiligen C-Atomen der beiden Thymindi-
meren an.
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Das DNA-Hauptphotoprodukt ist das Thymindimer, das aus der Verbindung von zwei
benachbarten Thymin-Nukleotiden entsteht (Abb. 4, Mitchell et al. 1989). Es treten dabei
sowohl Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere (CPD), als auch, in einem deutlich geringeren Anteil,
nichtzyklische (6-4)-Pyrimidin-Pyrimidon-Dimere (6-4-PP) und deren Dewar-Valenzisomere
auf. Die Valenzisomere entstehen durch eine Photoreversion bei Einwirkung von UV-
Strahlung einer Wellenlange von 313 nm (Douki et al. 2003). DNA-Photoprodukte werden
meist effizient durch verschiedene Reparaturmechanismen, wie die Photoreaktivierung oder
die Nukleotid-Exzision-Reparatur, aus dem Genom entfernt (Sancar et al. 1988). Andernfalls
wirken DNA-Photoprodukte mutagen und so fihren beispielsweise Pyrimidindimere in
Escherichia coli zu Transitionen bei der Replikation (LeClerc et al. 1991). AuRer DNA-
Photoprodukten treten nach UV-C-Exposition weitere Schaden wie DNA-Protein-Querver-
netzungen und andere DNA-Schaden auf. In B. subtilis-Sporen konnten sporenspezifische
DNA-Photoprodukte sowie UV-induzierte DNA-Einzel- und Doppelstrangbriiche nachge-
wiesen werden (Slieman et al. 2000).

(Hyper-)Thermophile sind in ihrer natlrlichen Umgebung permanent mit einer potenziellen
hitzebedingten DNA-Instabilitat konfrontiert (Grogan 1998). Hohe Temperaturen kdnnen zu
hydrolytischen Depurinationen, also Basenverlusten, DNA-Strangbriichen (Peak et al. 1994)
und zur Aufschmelzung der Wasserstoffbrickenbindungen zwischen den beiden DNA-
Strangen fuhren (Lindahl 1993). Aufgrund dieser Tatsache haben (Hyper-)Thermophile eine
Reihe von zellularen Eigenschaften, die ihnen das Leben unter extremen Bedingungen er-
mdglichen. Hier sei vor allem die reverse Gyrase genannt, die durch das Einfligen positiver
Supercoils die DNA vor Hitzeschaden schitzen soll (Brochier-Armanet et al. 2007). Es gibt
zudem Hinweise, dass kompatible Solute, die unter den (Hyper-)Thermophilen weit verbreitet
(Martins et al. 1997) und an der Osmoprotektion beteiligt sind, auch eine Rolle bei der Hitze-
anpassung spielen (Martins et al. 1995, Lamosa et al. 2000).

Aufgrund der Hitzeadaptation (hyper-)thermophiler Mikroorganismen wurde diskutiert, dass
diese Anpassungsmechanismen nicht nur bei der Reparatur von Hitzeschaden eine wichtige
Rolle spielen, sondern auch an der Reparatur von anderen Schaden beteiligt sein kénnten
(Grogan 1998, Grogan 2000).

Reparatursysteme und deren phylogenetische Verbreitung

Jede (hyper-)thermophile Zelle besitzt sowohl Reparatursysteme fir die DNA als auch fir
Proteine. Die Reparatur von Hitzeschaden an Proteinen kénnen zum Beispiel Thermosomen
oder Klasse Il Chaperonine Ubernehmen (Phipps et al. 1991, Ditzel et al. 1998, Young et al.

2004). Fir die Reparatur von DNA-Schaden besitzen die Organismen eine Vielzahl von Re-
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paraturmechanismen, die fur verschiedene DNA-Schaden zustandig sind. Auf die Funktions-
weise und phylogenetische Verbreitung ausgewahlter Reparaturmechanismen (enzymati-
sche Photoreaktivierung (EPR), Nukleotid-Exzision-Reparatur (NER), homologe Rekombi-
nation (HR), Mismatch-Reparatur (MMR)) wird im nachsten Abschnitt kurz eingegangen.

Das EPR-System dient der spezifischen Entfernung von CPDs, die nach einer UV-C-
Bestrahlung 70 - 90 % der DNA-Photoprodukte ausmachen. Das Hauptenzym, die Photolya-
se (Phr), monomerisiert dabei lichtabhangig (> 300 nm) die CPDs (Kelner 1949). Bei E. coli
wurden zwei Gene (phrA, phrB) identifiziert, die an der Photoreaktivierung beteiligt sind (Do-
rell et al. 2008). Die Photolyase oder zu ihr homologe Proteine konnten bisher bei Vertretern
aller drei Domanen des Lebens identifiziert werden. Schon vor langer Zeit wurden Phr-
ahnliche Proteine durch Aktivitatstests bei einigen Bakterien, Hefen, héheren Tieren bis hin
zum Menschen nachgewiesen (Rupert 1975). Bei Archaeen konnten phr-Homologe sowohl
bei Cren- als auch Euryarchaeoten nachgewiesen werden (Crowley et al. 2006). Zum Bei-
spiel besitzen einige Halophile zwei Homologe (phr1, phr2) fur Photolyasen (Baliga et al.
2004). Des Weiteren konnte sowohl bei einigen Methanogenen, wie zum Beispiel Methano-
thermobacter thermoautotrophicus (Kiener et al. 1985, Kiener et al. 1989), als auch bei Ver-
tretern der Sulfolobales ein aktives Photolyase-Gen identifiziert werden (Grogan 1997).

Das NER-System, bei E. coli durch den Hauptenzymkomplex UvrABC gekennzeichnet,
entfernt ebenfalls DNA-Photoprodukte. Der Enzymkomplex erkennt die Dimere in der DNA,
schneidet die betroffenen Nukleotide inklusive eines 12 bis 13 Nukleotide umfassendes
DNA-Stlck heraus, flllt die Liicke wieder auf und behebt auf diese Weise den Schaden (Van
Houten 1990). Auch dieser Reparaturmechanismus scheint in allen Domanen des Lebens
vertreten zu sein. Das eukaryotische NER-System ahnelt dem bakteriellen Prozess mit der
Ausnahme, dass ein ca. 30 Nukleotide langes DNA-Stlick herausgeschnitten wird und 15 bis
18 Proteine am gesamten Reparaturvorgang beteiligt sind (Salerno et al. 2003). Bei
Eukaryoten sind verschiedene XP-Gene (unter anderem XPB, XPD, XBF, XPG) am NER
beteiligt. XP steht dabei fiir Xenoderma pigmentosum, einer Hautkrankheit des Menschen,
die bei einem Fehlen beziehungsweise einer Fehlfunktion der XP-Gene und somit einer
Dysfunktion des NER-Systems auftritt und zu einem frihem Tod der betroffenen Individuen
fuhrt (Friedberg 2003). Archaeen besitzen zum Teil eine Kombination des bakteriellen und
des eukaryotischen NER-Systems, inklusive der entsprechenden homologen Gene
(DiRuggiero 1999). So haben einigen Euryarchaeoten ein aktives, dem bakteriellen System
sehr dhnliches NER-System mit dem Enzymkomplex UvrABC (Ogriing et al. 1998, Crowley
et al. 2006). Archaeen, die kein UvrABC-System besitzen, haben zum Teil homologe Gene
zu den Nukleasen XPF und XPG, beziehungsweise den Helikasen XPB und XPD, also dem
eukaryotischen NER-System (White 2003). Dennoch treten auch Mischformen auf: bei

Haloferax volcanii konnten sowohl XPB-, XPD-, XPF- und XPG-homologe Gene, als auch ein



| Einleitung 9

UvrABCD-System nachgewiesen werden (Duan 2009). Dabei zeigen sich zum Beispiel im
Falle von XPD 25 % Strukturahnlichkeiten zwischen dem archaeellen und dem eukaryoti-
schen Protein (Liu et al. 2008). Bei Archaeen ist XPD an der Entwindung der DNA
mafgeblich beteiligt (White 2009, Rudolf et al 2010). Dem XPF-Protein aus Aeropyrum
pernix konnte eine DNA-Erkennungs- und Bindefunktion mit Endonukleaseaktivitat zuge-
ordnet werden. (Newman et al. 2005). Newman et al. (2005) zeigten des Weiteren, dass
entsprechende homologe Proteine / Proteinsequenzen auch in Pyrococcus furiosus und
Sulfolobus solfataricus vorhanden sind. Ebenfalls in S. solfataricus wurde die Kristallstruktur
von XPB und dessen Funktion, als einzelstrangbindende DNA-Helikase, untersucht
(Richards et al. 2008).

Das HR-System, bei Bakterien bestehend aus einer Vielzahl von rec-Genen, dient haupt-
sachlich zur Reparatur von DNA-Einzel- und Doppelstrangbrichen. E. coli und andere
Bakterien besitzen zwei RecA-abhangige Rekombinationssysteme: das RecBCD-System
dient der Reparatur von Doppelstrangbriichen, das RecF-System ist zusammen mit einigen
Hilfsenzymen, wie zum Beispiel RecO hauptsachlich an der Reparatur von Einzelstrangbri-
chen beteiligt (Kowalczykowski et al. 1994, Xu et al. 2008). Bei Eukaryoten, wie zum Beispiel
Saccharomyces cerevisiae, werden bei der Reparatur von Doppelstrangbriichen durch das
HR-System eine Reihe von rad-Genen bendtigt. Hier spielt vor allem die Epistasis-Gruppe
RADS52 eine grof3e Rolle. Hierzu gehdren unter anderem die Proteine Rad50, Rad51, Rad52,
Rad54, Rad55, Rad57, Rad59, Mre11 (Paques et al. 1999, Symington 2002). Obwohl die
einzelnen Gene zum Teil weitreichend genetisch und biochemisch untersucht wurden, ist die
genaue Funktion von einigen der Proteine, flr die sie kodieren, nicht verstanden. Da es sich
bei RecA und Rad51 auf struktureller Ebene der DNA um sehr ahnliche Gene handelt (Oga-
wa et al. 1993, Lin et al. 2006), ist es nicht verwunderlich, dass manche Archaeen Gene
besitzen, die dem bakteriellen RecA ahnlich sind und andere ein Homolog zu Rad51 im Ge-
nom aufweisen (DiRuggiero et al. 1999).

Das MMR-System besteht bei E. coli aus zwei Hauptenzymen MutS und MutL, die fir die
Reparatur von falsch eingebauten und somit falsch gepaarten Basen zustandig sind (Rad-
man et al. 1986). Das eukaryotische MMR-System funktioniert prinzipiell wie bei E. coli,
wobei sich die beteiligten Proteine von den bakteriellen unterscheiden und es sich um eine
Vielzahl von MutS- und MutL-Homologen handelt (Kunkel et al. 2005). Bei hyperthermophi-
len Bakterien, wie Aquifex pyrophilus und Thermotoga maritima ist ein aktives MMR-System
nachgewiesen, jedoch konnte das MMR-System, beziehungsweise einzelne Bestandteile,
nur bei wenigen Archaeen identifiziert werden. Bisher konnte dies nur bei den beiden me-
sophilen Methanosarcina-Vertretern (M. acetivorans, M. mazei) und bei mesophilen
Halophilen nachgewiesen werden (Kelman et al. 2005). Es scheint, als wurde ein MutS /

MutL-System bei (hyper-)thermophilen Archaeen komplett fehlen (Grogan 2004, Kelman et
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al. 2005). Das teilweise Fehlen von bekannten Reparatursystemen in (hyper-)thermophilen
Mikroorganismen veranlasst zur Spekulation, ob (Hyper-)Thermophile ein spezielles, bisher

noch nicht entdecktes Reparatursystem besitzen kdnnten (Makarova et al. 2002).

Zielsetzung der Arbeit

Weltraumexpositionsexperimente wurden bisher nahezu ausschliefdlich mit mesophilen
Mikroorganismen, namentlich B. subtilis-Sporen durchgefiihrt (Horneck et al. 2010). Sollte
sowohl die die Theorie der ,Lithopanspermie“ als auch die Theorie, dass (Hyper-)Thermo-
phile die ersten Zellen der friihen Erde darstellen, der Realitat entsprechen, ist davon aus-
zugehen, dass die (Hyper-)Thermophilen ebenfalls Weltraumbedingungen Uberleben kénnen
sollten. Die schwerwiegendsten zellularen Effekte wahrend einer Weltraumexposition werden
durch die vakuumbedingte absolute Trockenheit und die auftretende Strahlung verursacht.
Obwohl lange davon ausgegangen wurde, dass nur Sporen Perioden der Trockenheit
Uberdauern konnen, konnte bereits in friheren Arbeiten bei einigen vegetativen
Mikroorganismen eine Trockentoleranz nachgewiesen werden (Billi et al. 2002, Beblo 2006,
Olsson-Francis et al. 2010). Ziel dieser Arbeit war daher, eine detaillierte Analyse (hyper-)
thermophiler Archaeen und (hyper-)thermophiler, phylogenetisch tief abzweigender
Bakterien bezlglich ihrer Toleranz gegeniber verschiedenen Stressoren durchzufiihren.
Dazu wurden aus nahezu allen Ordnungen der (hyper-)thermophilen Archaeen und der
(hyper-) thermophilen Bakterien ein oder mehrere Vertreter auf ihre Toleranz gegenlber
verschiedenen Arten der Trocknung und verschiedener Strahlungsarten (monochromatische
UV-C-Strahlung; ionisierende Strahlung) getestet. Dabei wurde bei allen Untersuchungen
das Hauptaugenmerk auf die Uberlebens-rate der einzelnen Organismen nach der jeweiligen
Behandlung gelegt. Zusatzlich wurden erste Versuche durchgefiihrt die zellularen Effekte der
einzelnen Behandlungen und die physiologischen Ursachen der einzelnen Toleranzen zu

untersuchen.
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[ Material und Methoden

1 Bezugsquellen

1.1 Chemikalien

1-1’-Diglycerolphosphat (> 93 %) Kaliumsalz BITOP AG, Witten (Deutschland)

Hefeextrakt Difco Laboratories, Detroit (USA)
L-Cysteinhydrochlorid x H,O Fluka Chemie GmbH, Deisenhofen (Deutschland)
L (+) - Laktat (80 %) Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe (Deutschland)
Natriumsulfid x 7-9 H,O Serva, Heidelberg (Deutschland)

Pepton Difco Laboratories, Detroit (USA)

Resazurin Serva, Heidelberg (Deutschland)

Schwefel Riedel-de Haén, Seelze (Deutschland)

Alle nicht explizit genannten Chemikalien wurden von der Firma VWR International GmbH
(Darmstadt, Deutschland) bezogen. Soweit nicht anders angegeben wurden ausschlief3lich

Substanzen mit der Angabe p.A. oder reinst verwendet.

1.2 pH-Indikator
pH-Papierteststreifen (Acilit, Neutralit, Alkalit) wurden von der Firma VWR bezogen.

1.3 Gase

Sowohl die verwendeten Mischgase (N»/CO, und H,/CO; jeweils 80:20 v/v; Reinheit 4.5), als
auch Formiergas (95 % N2, 5 % H»; Reinheit 5.0) fir die Anaerobenkammer (COY Laborato-

ry Products Inc., Arbor, Michigan, USA) wurden von der Firma Praxair (Oevel, Belgien)

bezogen.
2 Verwendete Organismen und deren Kultivierungsbedingungen
21 Standardkultivierungsbedingungen

Alle Mikroorganismen stammten aus der Bakterienbank der Universitat Regensburg (Lehr-
stuhl fir Mikrobiologie und Archaeenzentrum). Folgende Rein- und Mischkulturen wurden

verwendet:
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. Topt. Medi- .
Organismus Stamm pH Gasphase Zusitze
(°C) um
, DSM 4304" 0,1 % Laktat,
Archaeoglobus fulgidus 85 6,5 MGG 80 % H2, 20 % CO-
(Stetter 1988) 0,05 % YE
. L DSM 18386"
Ignicoccus hospitalis 90 6,0 %%SME 80% H> 20%CO2 0,1%S°
(Paper et al. 2007)
Ignicoccus hospitalis
. KIN4/M
mit Nanoarchaeum 90 6,0 %SME 80 % Hz, 20% CO2 0,1% S°
" (Huber et al. 2002 a)
equitans
. . DSM 13166"
Ignicoccus pacificus 90 6,0 %SME 80 % H2 20%CO2 0,1%S°
(Huber et al. 2000)
DSM 5348" 80 % Ha, 20 % CO,; 10 ml Luft;
Metallosphaera sedula 65 2,0 Allen Luft G6;
(Huber et al. 1989)
0,1% S°,0,02% YE
Methanocaldococcus DSM 2661"
. . 85 6,0 MJ 80 % Hz, 20 % CO, -
jannaschii (Jones et al. 1984)
Methanothermobacter ~ DSM 1053"
. ) 65 70 MS 80 % Hz, 20 % CO, -
thermoautotrophicus (Zeikus et al. 1972)
_ . DSM 800"
Methanosarcina barkeri 37 70 MS 80 % Ha, 20 % CO2 0,5 % Acetat
(Kluyver et al. 1947)
) . DSM 3318 0,1 % Acetat,
Methanosarcina mazei 37 70 MS 80 % Ha, 20 % CO,
(Barker 1936) 0,2 % Methanol
_ DSM 3638' 0,1 % Pepton,
Pyrococcus furiosus ) 95 6,5 SME 80 % N2, 20 % CO-
(Fiala et al. 1986) 0,1% YE
o DSM 2709" 0,1 % S°,
Pyrodictium occultum 100 55 % SME 80 % Ha, 20 % CO
(Stetter et al. 1983) 0,05 % Pepton
_ DSM 6482" GIN;
Sulfolobus metallicus 65 2,0 Allen Luft
(Huber et al.1991) 0,1 % S°, 0,02 % YE
. Ron 12/1ll 80 % H2, 20 % CO2; 10 ml Luft;
Sulfolobus solfataricus o 80 2,0 Allen
(Zillig et al. 1980) Luft 0,1% S°, 0,02 % YE
_ DSM 24757
Thermofilum pendens . 85 6,0 Allen 80 % N2, 20 % CO, 0,1 % S°, 0,02 % YE
(Zillig et al. 1983)
DSM 29787 0,1 % Thiosulfat,
Thermoproteus tenax o 85 6,0 Allen 80 % N2, 20 % CO»
(Zillig et al. 1981) 0,02 %YE
. . VF5 79 % Ha, 20 % COo,
Aquifex aeolicus 85 7,0 SME 10 ml Luft
(Deckert et al. 1998) 1% O2
. ) DSM 6848" 79 % Ha, 20 % CO2, 10 ml Luft,
Aquifex pyrophilus 85 7,0 SME .
(Huber et al. 1992) 1% Oz 0,1 % Thiosulfat
Hydrogenobacter DSM 65347 78 % Ha, 20 % CO,,
) ) 70 70 TK-6 10 ml Luft
thermophilus (Kawasumi et al. 1984) 2% O,
Hydrogenophilus DSM 114207 60 70 A 78 % Hz, 20 % CO2, 10 ml Luft, 0,05 % S°,
hirschii (Stohr et al. 2001 a) ' 2% Oy 0,05 % CaCOg3
Hydrogenothermus DSM 12046" 78 % Ha, 20 % CO,,
. . 65 70 VM1 10 ml Luft, 0,05 % S°
marinus (Stohr et al. 2001 b) 2% 0z
Thermocrinis ruber DSM 121737 Synthe- 94 % N2, 3 % O,
85 7,0 i 0,05 % S°
(Tc. ruber) (Huber et al. 1998) ticcOS 3 % Ha
Thermovibrio ruber DSM 14644"
6,0 SME 80 % Haz, 20 % CO2 0,1 % NaNOs;
(Tv. ruber) (Huber et al. 2002 b)

Tab.1 Verwendete Stamme, deren Medien und standardmafige Kultivierungsbedingungen.
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2.2 Kompatible Solute (KS)-induzierende Kultivierungsbedingungen
Organismus Medium Natriumchlorid-Konzentration (w/v) Temperatur (°C)

A. fulgidus MGG 4,5 % (Martins et al. 1997) 85

A. pyrophilus ~ SME 4,0 % (Lamosa et al. 2006) 85

P. furiosus SME 5,0 % (Martins et al. 1995) 95

P. furiosus SME 2,7 % 100 (Martins et al. 1995)
T. tenax Allen 0,2 % (Martins et al. 1997) 85

Tab. 2 Zusammenfassung der KS-induzierenden Kultivierungsbedingungen. Anderungen beziiglich
der optimalen Kultivierungsbedingungen der jeweiligen Organismen sind grau hinterlegt und bei der
angegebenen Referenz beschrieben.

3 Medien
3.1 Medienzusammensetzungen fiir Standardkultivierungen

311 A/1-Medium fiir H. hirschii (Huber et al. 1992, mod. Stohr et al. 2001 a)

Substanz Menge
MgS04 x 7 H20 7,00g
MgCl, x 6 H20 5509
KCI 0,659
NaBr 0,10¢g
NaHCO3; 2,009
NH4CI 0,15¢g
KoHPO4 0,15g
CaCly x 2 H,0 0,50¢g
Wolfe’s Mineralien 10 x / pH 1,0 / ohne Titriplex 1,00 ml
H.O ad 1000,00 ml

3.1.2 Allen-Medien fiir Sulfolobales-Vertreter und Thermoproteales-Vertreter (Allen
1959, mod. Brock et al. 1972)

Substanz Menge
(NH4)2S04 1,30 g
KH2PO4 0,28 g
MgSO4 x 7 H20 0,25¢g
CaCl; x 2 H,O 0,07 g
FeCls x 6 H,O 0,029
Stammlésungen: 100 mg / 100 ml

MnCl; x 4 H,O 1,80 ml
NazB407 x 10 H.0 4,50 ml
ZnS04 x 7 H,0 0,22 ml
CuCl> x 2 H,0O 0,05 ml

NasMoO4 x 2 H,O 0,03 ml
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VOS8O, x 5 H,0
CoS04 x 7 H.O
Resazurin-Lsg., 0,1 %
NazS x 7-9 H.O

H.O

0,03 ml

0,01 ml

1,00 ml

0,50 g

ad 1000,00 ml

Fir aerobe Sulfolobales-Vertreter wurde das Medium ohne Resazurin / Natriumsulfid herge-

stellt und unter oxischen Bedingungen in Serumflaschen oder in Erlenmeyerkolben abgefullt.

Flr anaerobe Thermoproteales-Vertreter wurde das Medium mit Resazurin und Natriumsul-

fid hergestellt und unter anoxischen Bedingungen in Serumflaschen abgefillit.

31.3 MGG-Medium fiir A. fulgidus (Huber et al. 1982)

Substanz

NaCl

NaHCOs;

MgSOQO4 x 7 H,0

MgCl; x 6 H20

KCI

KoHPO,4 x 3 H20

NH4CI

CaCl; x 2 H,0O

(NH4)2 Fe(SO4)2 x 6 H20
Wolfe’s Mineralien 10 x / pH 1,0 / ohne Titriplex
Resazurin-Lsg., 0,1 %
NazS x 7-9 H.O

H.O

Menge
18,00 g
5509
34049
4,30g
0,359
0,14 g
0,25¢g
0,14 g
0,002 g
1,00 ml
1,00 mi
0,504
ad 1000,00 ml

314 MJ-Medium (modifiziert) fiir M. jannaschii (Jones et al. 1983)

Substanz

NaCl

NaHCO;

MgCl; x 6 H20

MgSO4 x 7 H,0O

KCI

NH4CI

KoHPO,4

CaCl; x 2 H,O
(NH4)2Fe(SO4)2 x 6 H20
NiCl; x 6 H20

Wolfe’s Mineralien 10 x / pH 1,0 / ohne Titriplex
Wolfe’s Vitamine 10 x
Resazurin-Lsg., 0,1 %
NazS x 7-9 H,0

H2.O

Menge
30,009
1,00 g
4109
3,40 ¢
0,33 g
0,259
0,14 g
0,14 g
0,01g
0,5 mg
1,00 ml
1,00 ml
1,00 ml
0,50g
ad 1000,00 ml
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3.1.5 MS-Medium (modifiziert) fiir Methanosarcina-Vertreter und M. thermoautotro-
phicus (Balch et al. 1979)

Substanz Menge
NaCl 0,450 g
NaHCO; 6,00 g
MgSO4 x 7 H,0 0,10g
KH2PO4 0,225¢g
K2HPO4 x 3 H20 0,30 g
(NH4)2S04 0,225¢g
CaCl; x 2 H,O 0,06 g
(NH4)2 Ni(SO4)2 0,002 g
FeSO4 x 7 H0O 0,002 g
Wolfe’s Mineralien 10 x / pH 1,0 / ohne Titriplex 1,00 ml
Wolfe’s Vitamine 10 x 1,00 mi
L-Cysteinhydrochlorid x H,O 0,50 ¢g
H20 ad 1000,00 mi

3.1.6 Synthetisches Meerwasser (SME) fiir 2 SME (Stetter et al. 1983, mod. Pley et

al. 1991)
Substanz Menge Konzentration
NaCl 27,70 g 473,99 mM
MgSO4 x 7 H.0 7,00 g 28,4 mM
MgClz x 6 H,0O 550¢g 27,1 mM
CaCly,x 2 H,O 0,75g 51 mM
KCI 0,65¢g 8,7 mM
NaBr 0,10¢g 0,97 mM
H3BO3 0,03 g 0,49 mM
SrCly x 6 HO 0,015¢g 0,056 mM
KJ-Lsg., 0,1 % 0,170 ml 0,30 uM
H20 ad 1000,00 mi

31.7 Y2 SME-Medium fur Ignicoccus-Vertreter und I. hospitalis in Cokultur mit N.
equitans (Paper et al. 2007)

Substanz Menge
SME 500,00 ml
KH2PO4 0,50g
(NH4)2S04 0,25g
NaHCO; 0,16 g
Resazurin-Lsg., 0,1 % 1,00 ml
Na,S x 7-9 H,O 0,50g

H20 ad 1000,00 ml
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3.1.8 Y2 SME fur P. occultum (Stetter et al. 1983, mod. Pley et al. 1991, als 2 SME
beschrieben durch Blochl et al. 1997)

Substanz
SME
KH2PO4
NH4CI

Wolfe’s Mineralien 10 x / pH 1,0 / mit Titriplex

Resazurin-Lsg., 0,1 %

NazS x 7-9 H.O
H-0

Menge
500,00 ml
0,504

0,504

1,00 ml

1,00 mi
0,504

ad 1000,00 ml

31.9 SME fir Aquifex-Vertreter (Huber et al. 1992)

Substanz

NaCl

MgSO4 x 7 H,O
MgCl; x 6 H,0
NaHCO;

KCI

CaCl; x 2 H,0O
KzHPO4 x 3 H20
NH4CI

NaBr

Wolfe’s Mineralien 10 x / pH 1,0 / ohne Titriplex

H.O

Menge
30,009
7,009
5,50 ¢
2,009
0,65¢
0,504
0,15¢
0,15¢g
0,109
1,00 mi
ad 1000,00 ml

3.1.10 SME fiir Tv. ruber (Huber et al. 2006)

Substanz
SME
KH2PO4
(NH4)2S04

Resazurin-Lsg, 0,1 %

NaZS X 7-9 Hzo

Menge
1000,00 mi
0,50 g
0,25¢g

1,00 ml
0,504

3.1.11  SME fiir P. furiosus (Fiala et al. 1986)

Substanz

NaCl

MgSO4 x 7 H,O
MgCl; x 6 H,0
CaCl; x 2 H,O
KCI

NaBr

H3BO3

Menge
27,70 g
7,009
550 ¢
1,50 g
0,65¢
0,10g
0,03¢g



Il Material und Methoden

17

SrCl; x 6 H20
KJ-Lsg., 0,2 %
Resazurin-Lsg., 0,1 %
NazS x 7-9 H,O

H,O

0,015 g

25

0,50 ml

0,50 g

ad 1000,00 ml

3.1.12 Synthetisches OS-Medium fir Tc. ruber (Brock et al. 1978, mod. Huber et al.

1998)

Substanz

NaHCO;

NaCl

NazSO4

KCI

H3BO;

(NH4)2S04

KH2PO4

CaCl; x 2 H,O

NaNO3

FeCls x 6 H,0-Lsg., 0,05 %
MnSO, x H2O-Lsg., 0,03 %

Wolfe’s Mineralien 10 x / pH 1,0 / ohne Titriplex

H20

3.1.13 TK-6-Medium fiir H. thermophilus (Kawasumi et al. 1984)

Substanz

(NH4)2S04

KzHPO4 x 3 H20

KH2PO4

MgSO4 x 7 H0

NaCl

CaCl; x 2 H,0

FeSO4 x 7 H20
Spurenelemente fiir TK-6
H,O

3.1.14 VM1 fur H. marinus (ZoBell 1941, mod. Stohr et al. 2001 b)

Substanz
NaCl

MgCl, x 6 H20
NaHCO;
KzHPO4
NH4CI

Menge
1,00 g
256,00 mg
23,00 mg
15,00 mg
10,30 mg
10,00 mg
1,70 mg
0,80 mg
0,30 mg
0,20 ml
0,20 ml
1,00 mi

ad 1000,00 ml

Menge

3,009

2,00g

1,00g

0,50¢

0,25¢g

0,03g

0,014 g

0,50 mi

ad 1000,00 ml

Menge
20,009
12,60 g
0,16 g
0,209
0,309
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NazSO04 3249

CaCl; x 2 H,0 2,38g

KCl 0,56 g

Wolfe’s Mineralien 10 x / pH 6,0 / mit Titriplex 1,00 ml

H20 ad 1000,00 ml

3.2 Spurenelement-, Mineralien- und Vitaminlésungen

3.21 Spurenelemente fiir TK-6 (Kawasumi ef al. 1984)

Substanz Menge

MoO3; 4,00 mg
ZnS04 x 7 HO 28,00 mg
CuSO4 x5 H,0O 2,00 mg
H3BO3 4,00 mg
MnSO4 x 5 H20 4,00 mg
CoCl, x 6 H,O 4,00 mg

H2O ad 1000,00 ml

3.2.2 Wolfe’s Mineralien 10 x / pH 1,0 / ohne Titriplex (modifiziert) (Balch et al. 1979)

Substanz Menge Konzentration
MgSOQO4 x 7 H20 30,00 g 121,70 mM
MnSQO4 x H,O 5,00¢g 29,60 mM
NaCl 10,00 g 171,10 mM
FeSO4 x 7 H,0O 1,00 g 3,60 mM
CoCly x 6 H,0 1,809 7,57 mM
CaCl; x 2 H,O 1,009 6,80 mM
ZnS04 x 7 H20 1,80 g 6,30 mM
CuSO4x 5 H,0O 0,10¢g 0,40 mM
KAI (§O4)2 x 12 HO 0,18g 0,38 mM
H3BO3 0,10g 1,62 mM
NaxMoOy x 2 H,0 0,10g 0,41 mM
(NH4)2Ni(SO4)2 x 6 H20 2,804g 7,09 mM
Na;WOQO4 x 2 H,0O 0,10g 0,30 mM
Na,SeO,4 0,10g 0,53 mM
H2O ad 1000,00 ml

Es wurden ca. 800 ml HoOpinst (GenPure; TKA Wasseraufbereitungssysteme, Niederelbert,
Deutschland) vorgelegt, mit H,SO, auf pH 1,0 titriert, die eingewogenen Salze darin geldst
und anschlieRend auf 1000 ml mit HxOeinst aufgeflllt. Der pH-Wert wurde Uberprift und ge-
gebenenfalls erneut eingestellt. Die sterilfiltrierte Losung (Membranfilter mit 0,2 um Poren-

gréle, Whatman GmbH, Dassel, Deutschland) wurde bei 4 °C im Dunkeln gelagert.
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3.23 Wolfe’s Mineralien 10 x / pH 6,0 / mit Titriplex (Balch et al. 1979)

Substanz Menge Konzentration
Titriplex 1 (Nitrilotriacetic acid) 15,00 g 78,50 mM
MgSOs x 7 H20 30,00 g 121,70 mM
MnSOQO4 x H,O 5,00¢g 29,60 mM
NaCl 10,00 g 171,10 mM
FeSO4 x 7 H,0O 1,00 g 3,60 mM
CoS04 x 7 H0O 1,80 g 6,40 mM
CaCl; x 2 H,0O 1,00 g 6,80 mM
ZnS0O4 x 7 H20 1,80 g 6,30 mM
CuSQO4x 5 H,O 0,10g 0,40 mM
KAI (SO4)2 x 12 H20 0,18g 0,38 mM
H3BO3 0,10g 1,62 mM
Naz;MoO4 x 2 H,0 0,109 0,41 mM
(NH4)2Ni(SO4)2 x 6 H.O 2,809 7,09 mM
Na;WO4 x 2 H20 0,50¢g 1,52 mM
Na,SeO,4 0,50¢g 2,65 mM
H2O ad 1000,00 ml

Es wurden ca. 800 ml H,Owinst VoOrgelegt, die eingewogenen Salze darin geldst und mit
H20Oeinst auf 1000 ml aufgefillt. Der pH-Wert wurde Uberprift und gegebenenfalls mit H,SO,

auf pH 6,0 eingestellt. Die sterilfiltrierte Losung wurde bei 4 °C im Dunkeln gelagert.

3.24 Wolfe’s Vitamine (Balch et al. 1979)

Substanz Menge Konzentration
Biotin 20 mg 81,9 uM
Folsaure 20 mg 45,3 uM
Pyridoxamindihydrochlorid= Vit. B6 100 mg 386,0 uM
Thiamindihydrochlorid = Vit. B1 50 mg 148,0 uM
Riboflavin =Vit. B2 50 mg 133,0 uM
Nikotinsaure 50 mg 406,0 uM
DL-Calciumpantohenat 50 mg 105,0 uM
Cyanocobalamin =Vit. B12 1mg 0,74 uM
p - Aminobenzoesdure = PABA 50 mg 365,0 uM
Liponsaure 50 mg 242,0 uM
H20 ad 1000,00 ml

Es wurden ca. 800 ml H,Oinst VOrgelegt, die eingewogenen Substanzen darin geldst und mit

H2Oreinst auf 1000 ml aufgefullt. Die sterilfiltrierte Losung wurde bei 4 °C im Dunkeln gelagert.
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4 Medienherstellung

Zur Herstellung der Medien wurden die entsprechenden Salze in ca. 800 ml vorgelegten
H2Oreinst in einer 1-Liter-Duranglasflasche (Schott Glas, Mainz, Deutschland) gelost und an-
schlieRend auf 1000 ml mit H,O,einst aufgefiillt.

Alle oxischen Medien wurden in 30 ml-Portionen in 100 ml Duranglas-Erlenmeyerkolben
(Schott Glas, Mainz, Deutschland) abgefiillt und die Erlenmeyerkolben mit Aluminiumfolie
verschlossen.

Die mikrooxischen Medien wurden unter oxischen Bedingungen in 20 ml-Portionen Serum-
flaschen (120 ml; Natronkalksilikatglas, MediPac GmbH, Rheinbreitbach, Deutschland) abge-
fullt. Die Serumflaschen wurden mit Butyl-Septen (Glasgeratebau & Laborfachhandel Ochs,
Bovenden / Lenglern, Deutschland) verschlossen und mit Aluminiumkappen (Alu-Crimp-
Kappen, 10 mm mit Loch; WICOM, Heppenheim, Deutschland) gesichert. Anschlielend wur-
de das gewlinschte Gasgemisch (H./CO, oder No/CO,)) mit einem Druck von 1,5 bar, bezie-
hungsweise 2 bar durch dreimaliges Evakuieren und Begasen aufgepresst.

Die Herstellung der anoxischen Medien erfolgte wie bei Hungate (1950), beziehungsweise
bei Miller et al. (1974) beschrieben. Die 1-Liter-Duranglasflaschen wurden sowohl mit einem
Gummistopfen, als auch mit einer durchbohrten Schraubkappe verschlossen. Der im Medi-
um geloste Sauerstoff wurde durch Durchblubbern (20 min; N»/CO,) unter Druckausgleich
ausgetrieben, der verbliebene Restsauerstoff wurde durch Zuspritzen von Na,S (0,5 g gelost
in 1 ml Wasser) entfernt. Dieser Vorgang wurde durch die Reduktion und somit einem Entfar-
ben des Redoxindikators Resazurin optisch kontrolliert. AnschlieRend wurde der pH-Wert
des Mediums durch Zuspritzen von H,SO4 oder NaOH eingestellt. Alle anoxischen Medien
wurden in der Anaerobenkammer in Serumflaschen (20 ml-Portionen), beziehungsweise das
Synthetische OS-Medium in 10 ml-Portionen in RollrandgefalRe (25 ml; Macherey & Nagel
GmbH, Diren, Deutschland) abgefillt, mit Butyl-Septen verschlossen und aus der Kammer
ausgefahren. Nachdem die Gummistopfen mit Aluminiumkappen versehen wurden, wurde
der Austausch der Gasphase, wie bei den mikrooxischen Medien, mit dem entsprechenden

Gasgemisch vorgenommen.

5 Zusitze

Organische und anorganische Zusatze wie Acetat, Carbonat, Hefeextrakt, L-(+)-Laktat, Me-
thanol, Nitrat, Pepton und Thiosulfat wurden je nach Bedarf als 2 % ige (w/v) oder als
10 % ige (w/v) Losung in H,Oinst hergestellt. Falls es sich um anoxische Zusatze handelte,
wurden die Losungen fir 30 min mit Druckausgleich mit No/CO, durchblubbert. Als weiter
Zusatze wurden spezifische Erzmischungen (G1N oder G6) (0,5 g auf 30 ml Medium) oder

S° (0,2 g auf 20 ml beziehungsweise 30 ml Medium) verwendet.
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6 Sterilisierung

6.1 Medien und Zusitze

Schwefelfreie Medien und hitzestabile Zusatze wurden durch Autoklavieren sterilisiert
(20 min, 121 °C, 210 kPa Innendruck; Varioklav, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA). Hitzelabile Zusatze wurden sterilfiltriert (Sterilfilter mit Porengrofie 0,22 ym, Millipore,
Bredford, England). Schwefelhaltige Medien wurden fir 60 min bei 110 °C im Autoklav steri-
lisiert. Die verwendeten Erzmischungen wurden Uber Nacht bei trockener Hitze (140 °C) im
Trockenschrank (Heraus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland) sterilisiert. Der elementa-
re Schwefel wurde durch dreimaliges Erhitzen auf 105 °C und jeweils anschlieBender
Inkubation Uber Nacht bei 37 °C tyndallisiert.

6.2 Gebrauchsgegenstande

Samtliche Gebrauchsgegenstande wie Spritzen (Ersta, Maersk, Danemark), Kanilen (Teru-
mo, Leuven, Belgien), Einmalpipettenspitzen (Eppendorf, Hamburg, Deutschland),
Eppendorfreaktionsgefalle (Eppendorf, Hamburg, Deutschland), Glaswaren und die verwen-
deten Glasfaserfilter (Rundfilter MN 85/90, & 11 cm; Macherey-Nagel GmbH, Duren,
Deutschland) wurden fur 40 min bei 121 °C (210 kPa Innendruck) autoklaviert und anschlie-

Rend im Trockenschrank bei 60 °C getrocknet.

7 Medienherstellung und Sterilisation des Fermenters fiir GroBanzucht

Die Salze des MGG-Mediums flr A. fulgidus mit KS-induzierenden Bedingungen durch eine
erhohte Salzkonzentration (4,5 % NaCl, siehe auch Tab. 2) wurden in einen 100-Liter Fer-
menter (HTE, Bioengineering Wald, Schweiz) eingewogen und in der entsprechenden
Menge H20reinst geldst. Nach Durchgasung mit N,/CO, wurde das Medium fur 40 min bei
121 °C und 200 kPa Druck im Fermenter sterilisiert. Die entsprechende Mengen von Na,S
und Hefeextrakt wurden separat eingewogen, in H;Oreinst geldst und zusammen mit einer
H,SO4-Lésung im Autoklaven (STM 201, Wolf, Geislingen, Deutschland) fur 20 min bei
121 °C und 200 kPa Druck autoklaviert. Vor dem Animpfen wurden Na,S und Hefeextrakt in
den Fermenter Uberfuhrt und der pH-Wert des Mediums mit steriler H,SO, auf pH 7,0 einge-

stellt.
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8 Kultivierung

8.1 Kultivierung in Serumflaschen

Das Medium in den Serumflaschen, beziehungsweise in den Rollrandgefalien wurden Uber
eine Spritze mit der entsprechenden Vorkultur beimpft (Animpfdichte ca. 10°/ ml). Die Inku-
bation erfolgte zum Teil unter Schuitteln (50 UpM), teils stehend bei entsprechender
Temperatur in HeiBluftinkubationsschranken (Heraus Instruments GmbH, Hanau, Deutsch-
land).

8.2 Kultivierung im Fermenter und Zellernte

Die Kultivierung im Fermenter fand am Lehrstuhl fir Mikrobiologie und Archaeenzentrum
unter der Anleitung von Thomas Hader an der Universitat Regensburg statt.

Zur GrofRanzucht von A. fulgidus im 100-Liter Fermenter wurde der Fermenter mit einem
Liter gut bewachsener Kultur angeimpft. Nach dem Animpfen wurde das Medium mit H,/CO,
(80:20, v/v) mit einem Druck von 300 kPa uberschichtet und mit 150 UpM geruhrt. Die Fer-
mentation wurde nach 48 Stunden bei einer Zelldichte von ca. 1 x 102 Zellen/ ml beendet und
vor der Ernte auf 18 °C abgekuhlt. Die Zellernte erfolgte Uber eine Durchlaufzentrifuge (Typ
Z416; Padberg, Lahr, Deutschland) bei einer Durchlaufgeschwindigkeit von 30 I/h. Die geern-
teten Zellmassen wurden mit dem im Zentrifugenrotor verbliebenen Medienrest suspendiert.
AnschlieRend wurden die Zellen in einer Sorvall-Zentrifuge pelletiert (Sorvall Superspeed
RC2-B, GSA-Rotor, 9000 UpM, 30 min, 4 °C; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA).
Die Zellen wurden bis zur Weiterverarbeitung Uber flissigem Stickstoff bei -140 °C aufbe-
wahrt.

9 Mikroskopie

9.1 Phasenkontrastmikroskopie

Zur lichtmikroskopischen Kontrolle der Zellen stand ein Lichtmikroskop (Standard 16 Carl
Zeiss, Gottingen, Deutschland) zur Verfigung. Das Mikroskop war sowohl mit zwei Luftob-
jektiven (10 x und 40 x Vergréllerung), als auch einem Immersionsélobjektiv (100 x

Vergrélierung) ausgestattet.
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9.2 Gesamtzellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Gesamtzellzahl erfolgte bei 40 x Vergrolkerung mit einer Thoma-
Zahlkammer (Tiefe: 0,02 mm x 0,0025 mm? pro Kleinstquadrat; Brand GmbH, Wertheim,

Deutschland). Die Gesamtkeimzahl wurde mit folgender Formel berechnet:

| Gesamtkeimzahl/ ml = Anzahl der Zellen pro Kleinstquadrat x 2 x 10’ |

9.3 Rasterelektronenmikroskopie

Alle rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden unter Anleitung von Andreas Kling|
(Lehrstuhl fir Mikrobiologie, Universitat Regensburg), mit freundlicher Genehmigung von
Prof. Dr. Gottfried Schmalz, in der Poliklinik flir Zahnerhaltung und Parodontologie am Uni-
versitatsklinikum Regensburg erstellt.

Die unfixierten Zellen wurden auf fir die Trocknungsversuche verwendeten Glasplattchen
(geschnittene Objekttrager; Marienfeld GmbH und Co. KG, Lauda-Koénigshofen, Deutsch-
land) aufgetragen und getrocknet (siehe auch 11.10.1). Die Rasterelektronenmikroskopie
erfolgte ohne Bedampfung beziehungsweise ohne Kontrastierung der Zellen. Dazu wurden
die Glasplattchen mit den getrockneten Zellen mittels doppelseitigen Klebepunkten auf dem
Probenhalter befestigt und in das Rasterelektronenmikroskop (FEI QUANTA 400 FEG, FEI
Company, Hillsboro, USA) eingespannt. Es wurde bei einer Anregungsspannung von 4,0 kV
im Niedrigvakuum, das heif3t bei einem Druck von 0,15 Torr [19,99 Pa] bis 0,30 Torr gearbei-

tet. Der Arbeitsabstand (Working-Distance; WD) war zwischen 7,2 mm und 8,7 mm.

10 Trocknungsexperimente

101 Trocknung der Zellen und Trocknungsbedingungen

Nach der Bestimmung der Gesamtzellzahl wurden die Zellen, die sich in der exponentiellen
oder in der fruhstationdren Phase befanden, auf die Glasplattchen, beziehungsweise auf die
Glasfaserfilterstiicke mdglichst flachig aufgebracht und unter Laborbedingungen bei Raum-

temperatur getrocknet (Abb. 5 a; siehe auch Tab. 3).
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Abb. 5 Trocknung der Zellen und deren Reaktivierung.

(a) Trocknungsprozess: Zellen wurden, mittels einer Spritze, auf geschnittene Glasplattchen aufge-
tragen (Pfeil 1); vollstandig mit Zellen beziehungsweise mit Medium bedecktes Platichen (Pfeil 2);
Zellen nach 24-stiindiger Trocknung auf Glasplattchen (Pfeil 3).

(b) Reaktivierungsprozess: auf Glasplattchen getrocknete Zellen (Pfeil 1) wurden in eine Serumfla-
sche, mit entsprechendem Medium Uberfihrt.

Nach 24-stundiger Trocknung bei Raumtemperatur wurden die getrockneten Zellen auf den
entsprechenden Tragermaterialien bei verschiedenen Temperaturen (Raumtemperatur oder
-20 °C) gelagert. Nach der entsprechenden Lagerungszeit wurden die Zellen reaktiviert, also
die Glasplattchen mit den getrockneten Zellen in eine Serumflasche mit dem entsprechen-
den Medium uberflhrt (Abb. 5b). Dieser Vorgang erfolgte bei aeroben Mikroorganismen
unter oxischen Bedingungen. Bei den anoxischen Trocknungsversuchen wurden die Zellen
in der Anaerobenkammer auf die entsprechenden Tragermaterialen aufgebracht, unter ano-
xischen Bedingungen getrocknet, gelagert und reaktiviert. Des Weiteren wurden anoxische
Ansatze bei -20 °C gelagert. Dazu wurden die Zellen unter anoxischen Bedingungen auf
Filtersticken getrocknet. Nach 24-stindiger Trocknung wurden die Filterstiicke in gasdichte
PE-Kunststofftiten verpackt und aus der Anaerobenkammer ausgefahren. AnschlieRend
wurden die Tuten in Einschweillfolien verpackt, diese mit N, durchgast und zugeschweilf3t.
Die unter sauerstofffreier Atmosphare stehenden Filter wurden bei -20 °C gelagert.

Um Luftfeuchtigkeitsschwankungen unter Laborbedingungen auszuschlielen, wurden die
Zellen zum Teil unter konstanten Feuchtigkeitsbedingungen im Exsikkator Gber Blaugel (a-
morphes Silicagel, mit CoCl, als Wasserindikator) getrocknet. Die relative Luftfeuchtigkeit
unter Laborbedingungen, in der Anaerobenkammer und im verwendeten Exsikkator wurde
mit einem Luftfeuchtigkeitsmessgerat verfolgt (Testo 610, Testo AG, Lenzkirch, Deutsch-
land). Die relative Luftfeuchtigkeit bei einer Lagerung bei -20 °C wurde mit einem |-Button®
(Modell DS1923, MAXIM Integrated Products, Kalifornien, USA) ermittelt (Tab. 3).

Die Vakuumexpositionsexperimente wurden in den Weltraumsimulationsanlagen am
Deutschen Zentrum fur Luft- und Raumfahrt (DLR e.V.), Institut fur Luft- und Raumfahrt-
medizin, Abteilung Strahlenbiologie durchgefihrt. Fir die Simulation von Weltraumvakuum

wurde mit Hilfe einer Vakuumvorpumpe (DUO, Pfeiffer Vacuum GmbH, Asslar, Deutschland)
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und einer Turbomolekular-Pumpe (TMU 261; Pfeiffer Vacuum GmbH) ein maximales Vaku-

um von 10 Pa erreicht und wahrend des Experiments beibehalten.

Temperatur Druck Rel. Luftfeuchtigkeit| Sauerstoff
. 24 °C £4 °C [297 K] 5 33+3,4%
Laborbedingungen 10° Pa ~21%
-23°C+0,5°C[215K] 33+ 14 %
24 °C +4 °C [297 K] 5 13+0,3 %
Anaerobenkammer 10° Pa <4 ppm
-23°C+£0,5°C[215K] 13+0,3%
Exsikkator Uber Blau- | 24 °C £ 4 °C [297 K] 10° Pa 5+1% ~21%
gel
Hochvakuum 20°C+2°C[293 K] 10° Pa 0,004 % ~0%

Tab. 3 Ubersicht der verschiedenen Parameter (Temperatur, Druck, relative Luftfeuchtigkeit, Sau-
erstoffgehalt) der verwendeten Trocknungs- und Aufbewahrungsbedingungen.

10.2 Periodische Austrocknung

Um einen eventuellen Einfluss von mehreren Trocknungs- und Reaktivierungszyklen auf die
Uberlebensrate zu untersuchen, wurden H. marinus-Zellen unter Laborbedingungen ge-
trocknet (siehe auch Tab. 3) und nach 24 Stunden reaktiviert. Die Zellen, gewachsen in der
Flasche mit der héchsten Verdinnung, wurden wieder auf die beschriebene Weise getrock-

net. Dieser Trocknungs- und Reaktivierungszyklus wurde funfmal wiederholt.

1 Bestrahlungsexperimente
111 Strahlungsquellen und Bestrahlungsversuche

11.1.1  UV-Strahlungsquelle und UV-Dosimetrie

UV-C-Bestrahlungsexperimente wurden, um Reflexionen zu vermeiden, in einem schwarz
gestrichenen Labor, am DLR in KolIn, Institut fir Luft- und Raumfahrtmedizin, Abteilung
Strahlenbiologie durchgefuhrt.

Als monochromatische UV-C-Strahlungsquelle diente eine Quecksilberniederdrucklampe
(NN 8/15, Heraeus, Hanau, Deutschland) mit einem Hauptemissionspeak bei 253,7 nm
(Abb. 6).
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Abb. 6 Hauptemissionslinien der
verwendeten Quecksilbernieder-
drucklampe in logarithmischer
Darstellung. Die Lampe befindet
sich im UV-Labor am DLR, Koln,
Institut fur Luft- und Raumfahrt-
medizin, Abteilung Strahlenbiolo-
gie.

(Spektrum freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von Dr. Rainer
Facius, DLR, KélIn)
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Die UV-C-Lampe wurde, um eine konstante Bestrahlungsstarke zu gewahrleisten, eine

Stunde vor der Bestrahlung der Zellen eingebrannt. Die Strahlungseinheit war in ein héhen-

verstellbares Gehause mit Schieber eingebaut. Der Schieber wurde zur Strahlenexposition

fur eine bestimmte Zeit gedffnet. Die Strahlungsquelle befand sich bei allen Bestrahlungsex-

perimenten ca. 50 cm Uber der Bestrahlungsflache. Die Homogenitat der Fluenz im

verwendeten Bestrahlungsfeld (8,6 cm?) betrug 97 %. Die genaue Bestrahlungsstarke am

Probenort wurde vor und nach jedem Experiment mit einem UV-Radiometer (UVX-

Radiometer, UVP Ultra-Violet-Products, England), ausgestattet mit einem 254 nm Sensor-

kopf, bestimmt. Die gemessene Bestrahlungsstarke war wahrend aller Experimente in einem

Bereich von 100 pW/cm?.

Zur Berechnung der bendétigten Bestrahlungszeit wurde folgende Formel verwendet:

| Fluenz (J/m?) = Bestrahlungsstarke (W/m?) x Bestrahlungszeit (s) |

Die Bestrahlungszeit betrug wenige Sekunden bis hin zu 90 Minuten.

Monochromatische UV-C-Bestrahlungen (254 nm) werden in der Photobiologie standardma-

Rig verwendet und die erhaltenen Ergebnisse konnen somit direkt mit Literaturwerten

verglichen werden.
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11.1.2 Photometrische Vermessung der Medien und der bewachsenen Kulturen in

Quarzkiivetten

Um Absorptionen durch Medienbestandteile oder Zellbeschattungseffekte durch die Zellen
selbst auszuschlielRen, wurden sowohl unbewachsene, als auch mit entsprechenden Zellen
bewachsene Medien an einem Spektrophotometer (Hitachi U-3310, Hitachi High Technolo-
gies America Inc., Pleasanton, USA) vermessen. Da ausschliellich Bestrahlungsexperi-
mente mit UV-C-Strahlung (254 nm) durchgefihrt wurden, wurde der Wellenldangenbereich
von 200 nm - 400 nm in UV-C durchlassigen Quarzkivetten (0,5 cm Hellma GmbH & Co.

KG, Mulheim, Deutschland) auf die Absorption hin photometrisch vermessen.

11.1.3 Bestrahlungsversuche in Flissigkeit

Fur Deinococcus radiodurans ist eine wachstumsphasenabhangige Variation der Strahlenre-
sistenz bekannt und die Zellen reagieren in der exponentiellen Phase der Wachstumskurve
radiosensitiver als in der stationaren Phase (Keller et al. 1984). Halobacterium sp. NRC-1
scheint in der stationaren Phase radiosensitiver zu sein (Kottemann et al. 2005) und flr
Thermococcus gammatolerans konnte eine wachstumsphasenabhangige Variation in der
Strahlenresistenz ausgeschlossen werden (Tapias et al. 2009). Um dennoch vergleichbare
Ausgangbedingungen, wie gleiche Wachstumsphase und absolut gleiche Zellzahl, zu schaf-
fen, wurde fir ein Bestrahlungsexperiment in Flissigkeit eine einzige Vorkultur verwendet.
Fir die Bestrahlung wurden die Zellen, die sich in der exponentiellen oder in der frihstatio-
naren Phase befanden, in einem entsprechenden organikfreien Medium 1:10 verdinnt. Um
einen Einfluss von Sauerstoff wahrend der Bestrahlung auszuschlie®en, wurden die Quarz-

kivetten unter anoxischen Bedingungen in der Anaerobenkammer beflllt und dort gasdicht

b
»,
%

mit Teflonstopfen verschlossen (Abb. 7 a).

Abb. 7 Bestrahlungsversuche.

(a) Quarzkiivette mit kleinem Magnetriihrer (Pfeil 1) und passendem, gasdicht verschliefendem
Teflonstopfen (Pfeil 2) fir UV-C-Bestrahlungen.

(b) Beflillung eines anoxischen HPLC-Gefaltes mit einer Spritze fir Behandlung mit ionisierender
Strahlung.
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Die UV-C-Bestrahlung erfolgte unter Rihren bei Raumtemperatur. Um experimentelle Ein-
flisse, wie den mechanischen Einfluss des Rihrens auszuschlielfen, wurde mit der nicht
bestrahlten Dunkelkontrolle genauso verfahren wie mit den bestrahlten Proben. Aus diesem
Grund wurde auch die Dunkelkontrolle fur die maximale Bestrahlungszeit bei Raumtempera-

tur gerthrt.

11.1.4 Untersuchung des Teilungsverhaltens nach UV-C-Bestrahlung

Um einen Anhaltspunkt Uber das Teilungsverhalten der Zellen nach UV-C-Exposition zu er-
halten, wurden die verdinnten Zellen auf die bereits beschriebene Weise bestrahlt. Nach der
Bestrahlung wurden die Zellen unter anoxischen Bedingungen in ein auf optimale Wachs-
tumstemperatur vorgewarmtes Medium Uberfiihrt. Durch die Uberfiihrung in vorgewarmtes
Medium kann eine experimentell bedingte lag-Phase ausgeschlossen werden. Nach be-
stimmten Zeitabschnitten (0,5h, 1 h, 3h, 6h, 14h, 18h, 24 h, 48h) wurde die

Lebendkeimzahl mittels Verdlinnungsreihen bestimmt.

11.1.5 Bestrahlungsversuche nach Trocknung

Die Zellen wurden, wie unter 11.10.1. beschrieben, unter oxischen Bedingungen bei Raum-
temperatur getrocknet. Nach 24-stindiger Trocknung erfolgte die UV-C-Bestrahlung

ebenfalls unter oxischen Bedingungen.

11.2 lonisierende Strahlung

Um Einflisse von Sauerstoff auszuschliel3en, wurden die Bestrahlungsexperimente mit ioni-
sierender Strahlung unter anoxischen Bedingungen entweder in anoxischen HPLC-Gefalken
(5 ml, 20 mm Rollrand; WICOM, Heppenheim, Deutschland) oder in anoxischen Serumfla-

schen durchgefuhrt.

11.21 Rodntgenstrahlung

Die Applikation der Rontgenstrahlung erfolgte bei Raumtemperatur in anoxischen HPLC-
Gefallen (Abb. 7 b) am DLR in KélIn, Institut fir Luft- und Raumfahrtmedizin, Abteilung Strah-
lenbiologie. Bei der Rontgenstrahlungsquelle handelt es sich um ein vollgeschutztes Gerat
der Marke Gulmay (RS 225, Gulmay Medical Limited, Camberley, England). Um ein definier-
tes Strahlenspektrum, ohne weiche Strahlung, zu erreichen, wurde die emittierte
Roéntgenstrahlung mit einem 0,1 mm starken Aluminiumfilter gefiltert. Die Bestrahlung erfolg-

te in einem Abstand von 20 cm zum Réntgenstrahler (THX 225/G, Tungsten-Anode, 0,8 mm
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Beryllium Fenster) bei einer Réhrenspannung von 200 kV und einem RoOhrenstrom von
15 mA bei Raumtemperatur. Die Réhre wurde vor der Verwendung vorschriftsmafig hochge-
fahren und eingebrannt. Dadurch wurde eine Dosisrate von ca. 20 Gray (Gy) pro Minute
erreicht. Zur Dosismessung am Probenort wurde das Messgerit UNIDOS"*™® (PTW Frei-
burg GmbH, Freiburg, Deutschland) mit der dazugehoérigen Messkammer (lonisationskam-
mer Typ TM30013) benutzt.

Die Roéntgenstrahlung wurde im niedrigeren Dosisbereich bis 5 kGy eingesetzt. Fir Bestrah-

lungen mit hdheren Dosen (ab 5 kGy) wurde eine ®Co-Quelle verwendet.

11.2.2 %°Co-Strahlung

Fiir den Dosisbereich bis 20 kGy wurde als ionisierende Strahlungsquelle eine ®°Co-Quelle
verwendet. Alle Bestrahlungsexperimente wurden von der Firma BGS (Beta Gamma Service
GmbH; Wiehl, Deutschland) bei Raumtemperatur durchgefihrt. Zum einen wurden bewach-
sene Kulturen in Serumflaschen bestrahlt und die Zellen nach der Bestrahlung zur
Bestimmung der Uberlebensrate verdiinnt; zum anderen wurden bereits verdiinnte Kulturen
(1:10-Verdlinnungsschritte) bestrahlt. Bei Organismen aus der Ordnung der Sulfolobales
wurde zudem ein moéglicher Einfluss des Wachstumssubstrates und des pH-Wertes auf die
Uberlebensfahigkeit untersucht. Dazu wurden die Zellen auf verschiedenen Wachstumssub-
straten (Erz/S°) kultiviert und sowohl im sauren Kultivierungsmedium, als auch nach
Neutralisation bestrahlt. Die Neutralisation erfolgte wie bei Beblo et al. (2009) beschrieben.

Die zertifizierte Bestrahlung mit ®°Co (nach DIN EN I1SO 9001) und die dazugehérige Dosi-
metrie (nach DIN EN ISO 13485) erfolgte durch die Firma BGS. Bei den Dosimetern handelt
es sich um radiachromische Dosimeterfilme (Far West Technology Inc., Goleta, USA). Die
Dosimeterfilme befinden sich wahrend der Bestrahlung am duf3ersten Punkt des zu bestrah-
lendes Gutes und verfarben sich durch die Absorption der Strahlung bldulich. Die
photometrische Auswertung der Dosimeterfilme erfolgte ebenfalls durch die Firma BGS. Fir
jede Bestrahlung wurde von der Firma BGS ein Bestrahlungszertifikat Gber die effektiv appli-

zierte Dosis ausgestellt (sieche Anhang).

12 Wasserstoffperoxidexperimente

121 H,0,-Exposition (nach Arrage et al. 1993 und Benaroudj et al. 2001)

Um vergleichbare Ausgangsbedingungen, wie gleiche Zellzahl und gleiche Wachstumsphase
der Zellen in den Expositionsansatzen, zu schaffen, wurde eine Vorkultur, wie bei den Be-

strahlungsversuchen, 1:10 mit organikfreiem Medium verdinnt. Die H,O,-Exposition erfolgte
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mit diesen verdinnten Kulturen. Es wurde die Toleranz gegeniber Konzentrationen von
0,1 mM bis 1 M H,O, mit einer Einwirkzeit von 15 min getestet. Um die Reaktion abzustop-
pen, wurden die exponierten Zellen stark verdinnt, indem eine kleine Menge der exponierten

Zellen in ein neues, mit Medium gefiilltes Kultivierungsgefa® Uberfiihrt wurde (1:400).

12.2 Katalaseaktivititstest (nach Gerhardt et al. 1994)

Um die Aktivitat einer potenziellen Katalase nachzuweisen, wurden 60 ml gut bewachsene
Kulturmedium zentrifugiert (15650 g; 30 min; Z 36 HK, Hermle Labortechnik, Wehingen,
Deutschland), der Uberstand verworfen und das Pellet in 900 pl PBS resuspendiert. Die re-
suspendierten Zellen wurden in ein Eppendorfreaktionsgefall Uberfihrt und abermals
pelletiert (10 min bei 20800 g; Microzentrifuge 5417 R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland).
Der Uberstand wurde verworfen und ein Teil des Zellpellets wurde mit einer Impfose auf ei-
nen Objekttrager aufgebracht. Fir den Nachweis der Katalaseaktivitdt wurden die
aufgetragenen Zellen ca. 100 pl einer 3 %-igen wassrigen H,O,-Lésung aufgetropft. Aufstei-
gende Blasen indizieren Katalaseaktivitat (2 H,O, — 2 H,O + O,). Als Positivkontrolle wurde

der katalasepositive Organismus B. subtilis verwendet.

13 Bestimmung der Uberlebensraten nach Trocknung, Strahlungsexposition und
H,0,-Behandlung

Um das Uberleben / die Uberlebensrate / die Inaktivierung (S) der Zellen nach Trocknung,
Strahlenexposition beziehungsweise H,O,-Behandlung zu bestimmen, wurden die Glasplatt-
chen, die Glasfaserfilterstiicke oder die Zellen selbst in Serumflaschen mit dem
entsprechenden Medium Uberfihrt und mittels Verdiinnungsreihen, also der MPN (Most Pro-
bable Number)-Technik (Franson 1985) das Uberleben / die Uberlebensrate / die Inaktivie-

rung bestimmt.

| Uberleben (S) = N/Nq |

Bei N handelt es sich um die Anzahl der Uberlebenden nach Trocknung / Bestrahlung /
H,0O,-Behandlung und Ny ist die Anzahl der lebenden Zellen in der nicht getrockneten / nicht
bestrahlten / nicht H,O,-behandelten Probe. Um das Uberleben der getrockneten / bestrahl-
ten / H,O,-behandelten Mikroorganismen mit Standardabweichungen angeben zu koénnen,
wurden die Versuche zum Teil mehrfach wiederholt, der Mittelwert gebildet und die Stan-
dardabweichung angegeben. Da es sich bei den Verdinnungsreihen um Verdlinnungsschrit-

te mit Faktor 10 handelt, sind die Ergebnisse mit deutlichen Schwankungen behaftet.
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Das Uberleben / die Uberlebensrate / die Inaktivierung wurde in halblogarithmischer Darstel-
lung gegen die Zeit (Trocknung), Fluenz (UV-C-Strahlung), Dosis (ionisierende Strahlung),
beziehungsweise Molaritat (H,O,-Exposition) im Diagramm aufgetragen und das Regressi-
onsverhalten betrachtet. Fur die Ermittlung der KenngréRe Fqo/ D4o, also die Fluenz / Dosis
bei der 10 % der Zellen Uberleben, wurde nur der exponentielle Teil der Uberlebenskurve
betrachtet. Dazu wurde eine Regressionsgerade durch die einzelnen Werte der Uberlebens-
rate interpoliert. Die Steigung der Regressionsgeraden ist als Mal fiir die Inaktivierung der
Mikroorganismen bei der jeweiligen Fluenz / Dosis, anzusehen (Harm 1980).

Generell gilt, dass es sich bei den Fluenz / Dosis-Effekt-Kurven strahlenresistenter Mikroor-
ganismen um deutlich ,geschulterte® Kurven handelt. Bei diesen Organismen hat die
Strahlung im niedrigen Fluenz / Dosisbereich bis zu einer gewissen Fluenz / Dosis keinen
Einfluss (Quasischwellenwert) auf die Uberlebensrate und die Kurve zeigt eine ausgepragte
Schulter. Bei strahlensensitiven Organismen hingegen ist die anfangliche Schulter in der
Fluenz / Dosis-Effekt-Kurve nicht vorhanden und in der halblogarithmischen Darstellung ist
eine lineare Abnahme des Uberlebens mit zunehmender Fluenz / Dosis von Anfang an zu
erkennen (Kiefer 1989).

14 Verdiinnungsreihen

Aufgrund von rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der verwendeten Glasfaserfilter-
sticke kann davon ausgegangen werden, dass sich die Zellen nur schlecht nach der
Reaktivierung von den Filterstiicken ablésen (Beblo 2006). Da es sich bei den Filtern um
Tiefenfilter handelt, besteht die Gefahr, dass die Zellen in tiefere Schichten des Filters ein-
dringen und dort vor Strahlung geschitzt sein kdnnten. Aus diesen Grunden wurden in der
vorliegenden Arbeit weitestgehend geschnittene Glasplatichen als Trocknungs- und aus-
schliel3lich als Bestrahlungsuntergrund verwendet (Abb. 5 a). Um auszuschliel3en, dass sich
nicht alle Zellen bei der Uberfiinrung in ein neues Medium vom Glasplattchen ablésen, wur-
den sowohl Verdinnungsreihen nach der Reaktivierung erstellt, als auch die Zellen vor dem
Aufbringen auf die Glasplattchen verdinnt und in der jeweiligen Verdiinnung getrocknet.
Nach 24-stundiger Trocknung wurde im ersten Fall das Plattchen Uberfihrt und eine Ver-
dinnungsreihe erstellt und im zweiten Fall jedes Glasplatichen separat in eine neue
Serumflasche Uberfiihrt, inkubiert, das Wachstum beobachtet und somit die Uberlebensrate
bestimmt. Die Abléseversuche wurden sowohl mit Tv. ruber als auch mit A. aeolicus durch-
gefuhrt. Bei den Trocknungsexperimenten mit Glasfaserfiltersticken wurden die Zellen
immer vor der Trocknung verdiinnt, die entsprechende Menge der jeweiligen Verdlinnungen
auf die Glasfaserfilterstiicke aufgetragen und jedes Filterstlick separat bei der Reaktivierung

in eine Serumflasche Uberfihrt.
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Um &duRere Einflisse wie zum Beispiel eindringenden Sauerstoff wahrend des Uberimp-
fungsvorgangs auszuschlielen, wurden zwei verschiedene Arten von Verdinnungsreihen
getestet. StandardmafRig wurden Verdinnungsreihen mit 1:10-Verdinnungsschritten durch-
gefiihrt (Uberimpfen von 2 ml in eine Serumflasche mit 20 ml Medium). Als Varianten wurden
Verdinnungsreihen mit einem 1:10-, einem 1:100- und einem 1:1000-Verdinnungsschritt
(jeweils in eine neue Serumflasche) erstellt. Aus der 1:1000-Verdiinnung wurde abermals
1:10, 1:100 und 1:1000 verdinnt. Durch diese Art der Verdiinnungsreihen kdnnen die glei-
chen Verdinnungsstufen wie bei den standardmaRig durchgefiihrten Verdiinnungsreihen
erreicht werden. Fir diese Verdinnungsreihenexperimente wurden P. furiosus-Zellen mit bis
zu 100 J/m? (UV-C) bestrahlt, anschlieBend auf die zwei beschriebenen Arten verdiinnt, die

jeweilige Uberlebensrate bestimmt und miteinander verglichen.

15 Photoproduktanalysen

15.1 Bestrahlung der Kulturen

Um ausreichende DNA-Mengen zu erhalten, wurden fiir die Photoproduktanalysen 40 ml gut
bewachsene Kultur offen in einer Glaspetrischale unter Rihren mit einer deutlich inaktivie-
renden UV-C-Fluenz (100 J/m?, 1000 J/m?, 5000 J/m?) bei Raumtemperatur bestrahlt. Die
nichtbestrahlte Dunkelkontrolle wurde auf die gleiche Weise behandelt und fiir die maximale
Zeit der Bestrahlung (90 Minuten) offen bei Raumtemperatur gerihrt.

Es wurden sowohl anaerobe (A. fulgidus, P. furiosus) als auch mikroaerophile (A. pyrophilus,
H. marinus, S. solfataricus) Mikroorganismen bestrahlt und anschliefiend die entstandenen
Photoprodukte analysiert. Aufgrund der Sauerstoffexposition schlagt der Redoxindikator Re-
sazurin wahrend der Bestrahlung nach Rosa um. Im Vorfeld durchgefuhrte photometrische
Messungen zeigten, dass umgeschlagenes Resazurin bei einer Wellenlange von 254 nm
nicht absorbiert und somit ein protektiver Einfluss von Resazurin wahrend der Bestrahlung

ausgeschlossen werden kann.

15.2 Puffer

PBS (pH 7,0)

Substanz Menge
NazHPO4 7,00 g
KoHPO4 3,009
NaCl 4,009

H20 ad 1000,0 ml
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15.3 Extraktion genomischer DNA
Die bestrahlten Kulturen wurden bei 15650 g flir 45 min (Z 36 HK) zentrifugiert, die Pellets in

1 ml PBS resuspendiert und in 2 ml Eppendorfreaktionsgefalie Uberfihrt. Die Zellen wurden
bei -80 °C in PBS bis zur DNA-Isolierung gelagert.

Zur Isolierung genomischer DNA wurde das Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Prome-
ga Corporation, Madison, USA) mit nachfolgenden Abanderungen des Standardprotokolls
zur Isolierung genomischer DNA verwendet.

Die Zellen wurden auf Eis aufgetaut und fur 15 min bei 20800 g (Microzentrifuge 5417 R)
pelletiert und der Uberstand verworfen. AnschlieRend wurde das Pellet in 400 ul Cell-Lysis
Solution resuspendiert. Nach Zugabe von 250 ul Lysozym Lésung (6,6 % (w/v) Lysozym in
Cell-Lysis Solution vor der DNA-Isolierung frisch zubereitet) wurden die Ansatze stark ge-
mischt und 30 min bei 37 °C im Heizblock (TB1 Thermoblock, Biometra Biomedizinische
Analytik GmbH, Géttingen, Deutschland) inkubiert. Anschlielend erfolgte eine Zentrifugation
bei 20800 g (15 min), der Uberstand wurde verworfen und 600 pl Nuclei-Lysis-Solution je-
dem Ansatz zugefiigt. Zum kompletten Resuspendieren der Zellpellets wurden die Ansatze
40 sec in der FastPrep (FP120, Bio 101, Thermo Savant; Thermo Fisher Scientific Inc., Wal-
tham, USA) gerittelt. Die Ansatze wurden anschlieBend 5 min bei 80 °C inkubiert, nach
Abklhlung auf Raumtemperatur wurden 10 yl der RNase Solution zugefligt, gut gemischt
und flr 15 min bei 37 °C inkubiert. Zur Proteinfallung wurden 200 pl der Protein-Precipitation-
Solution zugegeben, gemischt und 5 min auf Eis inkubiert. Weiterhin wurden die Ansatze flr
2 min bei 14850 g zentrifugiert, der Uberstand wurde in 600 pl Isopropanol, vorgelegt in ei-
nem 1 ml Eppendorfreaktionsgefaly, Gberflihrt, gemischt und damit die DNA gefallt. Nach
Zentrifugation bei 20800 g (15 min) wurde der Uberstand verworfen, 600 pl 70 % Ethanoll6-
sung zum Waschen der DNA zugegeben und abermals zentrifugiert (15 min, 20800 g). Die
Ethanollésung wurde dann maoglichst komplett abgenommen und die DNA bei Raumtempe-
ratur getrocknet. Die getrocknete DNA wurde in Eppendorfreaktionsgefafien fur die Photo-

produktanalysen mittels HPLC-MS/MS-Chromatographie verschickt.

15.4 HPLC-MS/MS-Chromatographie

Die Qualitat und Quantitdt der DNA-Photoprodukte nach UV-C-Exposition wurde durch
HPLC-MS/MS-Chromatographie ermittelt. Die Analysen erfolgten wie bei Douki et al. (2002)
beschrieben und wurden von Dr. Thierry Douki am CEA (Commissariat a 'Energie Atomique,
Grenoble, Frankreich) durchgefiihrt. Abb. 9 zeigt eine detaillierte Ubersicht tiber den Ablauf
der Photoproduktidentifizierung.
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Abb. 8 Aufbau der HPLC-Anlage mit gekoppeltem Tandem-Massenspektrometer (HPLC-
MS/MS) und der analytische Prozess zur Identifizierung der UV-induzierten DNA-Photoproduk-
te. (Schema freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. Thierry Douki, CEA, Frankreich).

Kurz zusammengefasst wurde dabei die DNA enzymatisch durch Endonukleasen, Exonuk-
leasen und Phosphatasen verdaut. Die Bipyrimidine wurden in Form von Dinukleosid-Mono-
phosphaten auf der HPLC S&ule getrennt. Anschliellend wurden die DNA-Photoprodukte
mittels Massenspektroskopie quantifiziert. Die Daten wurden als Anzahl der Schaden pro 10*

Basen angegeben.

16 Analyse der kompatiblen Solute

Die Qualifizierung und Quantifizierung der kompatiblen Solute erfolgte durch und in Zusam-
menarbeit mit Prof. Dr. Erwin Galinski, Institut fur Mikrobiologie und Biotechnologie an der
Universitat Bonn.

Die Bildung kompatibler Solute bei A. fulgidus wurde durch eine erhéhte NaCl-Konzentration
bei der Kultivierung im Fermenter (siehe auch Tab. 2) induziert. Bei kompatiblen Soluten
handelt es sich zum Teil um ein- oder mehrfach geladene Molekule. Mittels ICP-Messungen
sollte das intrazellulédre Gegenion ermittelt werden. Es wurden sowohl Zellen untersucht, die
unter Standardbedingungen kultiviert wurden, als auch Zellen, die unter KS-induzierenden

Bedingungen im Fermenter kultiviert wurden und die Ergebnisse miteinander verglichen

16.1 NMR-Analysen

Die Analysen der natiirlichen "*C-Verteilung in einzelnen zelluliren Komponenten, vor allem

der kompatiblen Solute und deren Identifizierung wurde mittels NMR durchgeflhrt.
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Die Extraktion polarer Substanzen aus den KS-induzierten gefriergetrockneten A. fulgidus-
Zellen erfolgte nach Bligh et al. (1959) modifiziert durch Galinski (1986). Dazu wurden 2 g
Trockenbiomasse mit 15 ml Bligh und Dyer-Lésung (Methanol: Chloroform: Wasser = 10:5:4)
versetzt und 15 min bei Raumtemperatur geschiittelt. Danach werden 4 ml Chloroform und
4 ml Wasser zugefligt und weitere 15 min geschittelt. Die einsetzende Phasentrennung wird
durch Zentrifugation unterstiitzt. Die polare Oberphase (Methanol/ Wasser) wurde abge-
nommen, im Rotationsverdampfer eingeengt und anschlieRend gefriergetrocknet. Der
gefriergetrocknete Zellextrakt (280 mg aus 2 g Trockenbiomasse) wurde in 1 ml D,O (Deute-
riumoxid) aufgenommen und mit 5 mg des internen NMR-Standards Trimethylsilylpropionat
(Na-TMSP) versetzt. Als Referenzsubstanzen wurden auRerdem je 10 ul Acetonitril und Me-
thanol zugefugt. Die NMR-Messung erfolgte an einem NMR-Spektrometer Bruker Avance
300DPX. Die Messfrequenz betrug 75,46 MHz fiir den "*C-Kanal und 300 MHz fur den 1H-
Entkopp-lungskanal. Die Auswertung der Spektren erfolgte mit dem Programm WIN-NMR
(Bruker).

16.2 HPLC-Analysen

Zur Quantifizierung von DGP wurde die Trennsaule Aminex HPX-87H verwendet, die spe-
ziell fur die Trennung von organischen Sauren und Kohlenhydraten geeignet ist. Das
hydrophobe Saulenmaterial besteht aus einem Polystyrol-Divinylbenzol-Copolymer mit ei-
nem Vernetzungsgrad von ca. 8 %, an die Matrix sind H*-lonen gebunden. 0,02 N H,SO, in
H20reinst diente als Fliemittel. Die Flussrate wurde auf 0,6 ml/min eingestellt und die Elution
der Substanzen wurde durch einen Brechungsindex-Detektor verfolgt. Mit Hilfe von Stan-
dardsubstanzen konnten die aufgetrennten Substanzen verglichen, zugeordnet und

quantifiziert werden. Die HPLC-Apparatur gliederte sich in folgende Bestandteile:

- Pumpe: Spectra System P1000 (Firma Thermo Separation Products; San Jose, Kalifornien,
USA)

- Entgaser: SCM Vacuum Membrane Degasser, (Thermo Separation Products, San Jose,
Kalifornien, USA))

- Probenaufgabe: Rheodyne Injektor Nr.7125, Probenschleife 20 ul, (Rheodyne Inc./ IDEX
Health & Science, Wertheim-Mondfeld, Deutschland)

- Trennsaule: Aminex HPX-87H, 300 x 7,8 mm (BioRad, Hercules, USA)

- Detektor: Brechungsindexdetektor refractoMonitor IV (LDC, Milton Roy, Analytical GmbH,
Gelnhausen, Deutschland),

- Software: Eurochrom 2000, Version 2.05 (Knauer GmbH, Berlin, Deutschland)
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16.3 ICP-Analysen

Es wurden 250 mg, beziehungsweise 50 mg, nasse A. fulgidus-Zellen einer Standardkultivie-
rung und 50 mg, beziehungsweise 10 mg, lyophyllisierter KS-induzierter A. fulgidus-Zellen
eingesetzt. Eine weitere Probe war ein gefriergetrockneter Zellextrakt (aus 100 mg getrock-
neter KS-induzierter Zellen). Die Extraktion erfolgte wie unter 11.16.2 beschrieben. Die Zellen,
beziehungsweise der Zellextrakt, wurden in 10 ml 1 N wassriger HCI gelést und zum Zellauf-
schluss, beziehungsweise zum Ldsen des Extrakts, ca. eine Stunde mit Ultraschall (Soni-fier
250, Branson, Danbury, USA) und Vortex (Vortex Genie 2 Scientific Industries, Inc., Bohe-
mia, USA) behandelt.

Die Messung der Standards, des Uberstandes der aufgeschlossenen Zellen, beziehungs-
weise des geldsten Zellextrakts wurden am ICP (JY 70 Plus, Horiba Jobin Yvon GmbH,
Unterhaching, Deutschland) unter der Anleitung von Dr. Harald Huber am Lehrstuhl fir Mik-
robiologie und Archaeenzentrum an der Universitdt Regensburg durchgefuhrt. Die

verwendeten Vergleichsstandards und untersuchten lonen werden in Tab. 4 aufgeflihrt.

Na* 100 ppm 10 ppm 1 ppm
K" 100 ppm 10 ppm 1 ppm
Mg?* 50 ppm 5 ppm 0,5 ppm
ca? 50 ppm 5 ppm 0,5 ppm
Tab. 4 Untersuchte lonen und verwendete Standards bei den ICP-Messungen.
17 Genomanalysen

Genom-, beziehungsweise Proteinsequenzdaten wurden von National Center for Biotechno-
logy Information (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) bezogen. Die Suche nach homologen Genen
und Proteinen in den komplett sequenzierten Genomen der verwendeten Mikroorganismen
erfolgte, wie bei Klimke et al. (2009) beschrieben, durch eine Protein-Cluster-Analyse in der
Protein-Cluster-Database.

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=proteinclusters&cmd=search)
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1 Ergebnisse
1 Trocknungsexperimente
1.1 Verdiinnungsreihenexperimente

Die Uberlebensraten der verschiedenen Mikroorganismen nach Trocknung wurden mittels
Verdiinnungsreihen ermittelt. Unabhangig davon ob die Mikroorganismen vor oder nach der
Reaktivierung verdinnt wurden, konnte bei Tc. ruber und A. aeolicus kein Unterschied in den
Uberlebenswerten der auf Glasplattchen getrockneten Zellen festgestellt werden. Es ist da-
her davon auszugehen, dass sich alle Zellen beim Reaktivierungsprozess von den
verwendeten Glasplattchen ablosen. Die Zellen befinden sich wahrend der Trocknung bei
Raumtemperatur, unter anderem temperaturbedingt wahrscheinlich in einem metabolisch
inaktiven Zustand und es ist daher anzunehmen, dass eventuelle Anheftungsprozesse nicht
oder nur zu einem geringen Prozentsatz stattfinden konnten. Die Zellen wurden standard-
mafig nach dem Reaktivierungsprozess verdinnt.

Eine Ausnahme bildeten die Organismen, die auf Glasfaserfiltersticken getrocknet wurden.
Einige der getesteten Organismen zeigten, nur eine Trockentoleranz, wenn sie auf Glasfa-
serfilterstlicken getrocknet wurden: . hospitalis axenisch kultiviert und in Cokultur mit N.
equitans, I. pacificus, M. barkeri, M. mazei, M. thermoautotrophicus. Auf Grund der Tatsa-
che, dass es sich bei den Glasfaserfiltern um Tiefenfilter handelt, muss davon ausgegangen
werden, dass sich die Zellen beim Reaktivierungsprozess nicht mehr aus den tieferen
Schichten herausldsen lassen. Um dennoch die Uberlebensrate nach Trocknung dieser Or-
ganismen bestimmen zu kénnen, wurden die Zellen vor dem Aufbringen auf den Filter
verdinnt, in den jeweiligen Verdlinnungen getrocknet und jedes Filterstiick einzeln reakti-
viert.

Es war kein Unterschied in der Uberlebensrate feststellbar, ob die Zellen auf die standard-
mafig verwendeten Weise (1:10-Verdlnnungsschritte) verdiinnt worden waren oder ob die
Zellen zweimal hintereinander 1:10, 1:100 und 1:1000 verdinnt worden waren. Ein systema-
tischer Fehler und somit eine Anderung der Uberlebensraten durch die Verdiinnungsreihen
selbst kann somit ausgeschlossen werden. Es wurde daher standardmaRig mit den mehrfa-

chen 1:10-Verdunnungsschritten gearbeitet.

1.2 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen getrockneter Zellen

Die ultrastrukturelle Beschaffenheit der zur Trocknung verwendeten Glasplatichen wurde im

Rasterelektronenmikroskop (SEM) untersucht.
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Dabei zeigte sich, dass die Glasplattchen eine, wie erwartet, sehr glatte Oberflache haben
(Abb. 9 a, Pfeil 2). Somit kdnnen Beschattungseffekte durch Unebenheiten des Trocknungs-

untergrunds ausgeschlossen werden.

HV Spot Det Mag WD | 1 VacMode Pressure —5.0um——
4.0kV 4.0 LFD 10000x 8.7 mm 27.04 ym Low vacuum 0.15 Torr Quanta 400 F

HV Spot Det Mag WD HFW VacMode Pressure —5.0um——
4.0kV 4.0 LFD 10000x 7.2 mm 27.04 pm Low vacuum 0.30 Torr Quanta 400 F

Abb. 9 Rasterelektronenmikroskopische Abbildung getrockneter M. barkeri-Zellen (a) und A. py-
rophilus-Zellen (b) auf Glasplattchen. Dazu wurden die Zellen nicht chemisch fixiert, luftgetrocknet
und ohne Metallbedampfung im SEM abgebildet. Pfeil 1 in Abb. 9 a deutet eine sarcina-typische
Zellanhaufung an, Pfeil 2 die glatte Oberflache der Glasplattchen. In Abb. 9 b kennzeichnen die
Pfeile 1bis 4 einzeln liegende Zellen und Pfeil 5 einen Zellklumpen. Detaillierte Erklarungen sind im
Text zu finden. Balken (jeweils rechts unten): 5 pm.

Auf den rasterelektronenmikroskopischen Abbildungen (Abb. 9 a, b) sind die getrockneten
sarcina-typischen Zellanhdufungen von M. barkeri (Abb. 9 a, Pfeil 1) und A. pyrophilus-Zellen
(Abb. 9 b, Pfeil 1 - 5) auf den Glasplattchen zu erkennen. In beiden Fallen sind die chemisch
unfixierten Zellen in Medienresten (Schlieren bei M. barkeri und Salzkristalle/Salzkruste bei
A. pyrophilus) auf der sehr glatten Oberflache der Glasplattchen getrocknet. Die A. pyrophi-
lus-Zellen liegen zu ca. 80 % als Einzelzellen vor (Abb. 9 b, Pfeile 1 - 4), zu einem geringen
Teil sind die Zellen in ,Packchen“ von Medienresten umgeben, eingetrocknet (Abb. 9 b,
Pfeil 5). A. pyrophilus wachst in Serumflaschen nur bis zu einer Dichte von ca. 1 x 10" Zel-
len/ ml. Nach dem Aufbringen der Zellen auf die Glasplattchen liegen die Zellen folglich sehr
weit voneinander entfernt (pro Glasplatichen werden ca. 250 ul Kultur aufgebracht). Um fir
die rasterelektronmikroskopischen Untersuchungen genigend Zellen auf einem Glasplatt-
chen zu haben, wurden die Zellen mit einem Zentrifugationsschritt (10 min, 20800 g) aufkon-
zentriert. Daher kdnnte diese Zentrifugation zu den beobachteten ,Packchenbildungen® ge-

fuhrt haben kénnte, da A. pyrophilus in Serumflaschen ausschlief3lich als Einzelzellen vorlag.

1.3 Uberleben nach Trocknung

Es wurden zwanzig Mikroorganismen auf ihre Toleranz gegentber Trockenheit untersucht.

Dabei konnte bei dreizehn eine Toleranz gegenlber Wasserentzug durch Trocknung festge-



[Il Ergebnisse 39

stellt werden: A. fulgidus, A. aeolicus, A. pyrophilus, H. thermophilus, H. marinus, . pacificus,
1. hospitalis, M. jannaschii, M. barkeri, M. thermoautotrophicus, T. tenax, T. pendens, Tv.
ruber. Bei H. hirschii, N. equitans, M. mazei, P. furiosus, P. occultum, S. solfataricus und Tc.
ruber konnte selbst nach kurzen Trocknungsperioden kein Wachstum nach der Reaktivie-

rung festgestellt werden.
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Abb. 10 Uberlebensraten von A. fulgidus (a), M. jannaschii (b), M. thermoautotrophicus (c), T.
pendens (d), T. tenax (e), Tv. ruber (f), A. aeolicus (g), A. pyrophilus (h), H. marinus (i) nach
Trocknung.

Die Organismen wurden unter Standardbedingungen kultiviert (siehe auch Tab. 1). 10" Zellen
wurden auf die Glasplattchen, beziehungsweise in Verdinnungen auf die Glasfaserfilterstiicke
aufgetragen und unter oxischen Bedingungen, beziehungsweise anoxischen Bedingungen in der
Anaerobenkammer, jeweils bei Raumtemperatur getrocknet (siehe auch Tab. 3).

| L:Jberleben ohne Trocknung
(| Uberleben nach anoxischer Trocknung und Lagerung
B Uberleben nach oxischer Trocknung und Lagerung.
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Fir die detaillierten Analysen zur Trockentoleranz der getesteten Mikroorganismen wurden
die Uberlebensraten der meisten Organismen unter oxischen und anoxischen Trocknungs-
bedingungen ermittelt (Abb. 10 a -i). Es zeigte sich, dass eine deutliche Varianz in der
Trockentoleranz der getesteten Spezies, sowohl unter oxischen, als auch unter anoxischen
Be-dingungen besteht. Diese Varianz lag in einer GréRenordnung zwischen einem Tag und
196 Tagen. Bei allen trockentoleranten Organismen war ein einheitlicher Trend bezlglich der
Uberlebensraten nach Trocknung zu erkennen. In der ersten Phase des Trocknungsvor-
gangs kam es zu einem zum Teil sehr starken Absinken der Uberlebensrate (S (1 Tag) = 10
bis 107). Im weiteren Verlauf der Trocknung nahm die Uberlebensrate organismen-abhéngig
deutlich langsamer ab. Beispielsweise Uberlebten 1 % der H. marinus-Zellen einen Tag
Trocknung in Gegenwart von Sauerstoff (H. marinus wurde nur unter oxischen Bedingungen
getrocknet). Im weiteren Verlauf des Trocknungsexperiments war ein Absinken der Uberle-
bensrate um eine Zehnerpotenz pro Woche zu beobachten. Nach vier Wochen Trocknung
iiberlebten rechnerisch 10 der anfanglich 10" Zellen. Uberraschenderweise war die Uberle-
bensrate nach 112 Tagen Trockenheit unverandert, nach 196 Tagen Trockenheit lebte noch
eine der 10" Zellen, nach 365 Tagen konnten keine lebenden Zellen mehr nachgewiesen
werden (Abb. 10 i).

1.31 Trocknung unter oxischen und anoxischen Bedingungen

Die Uberlebensrate der getesteten Organismen war stark von der Anwesenheit von Sauer-
stoff wahrend der Trocknung und der anschlieRenden Lagerung beeinflusst.

Sowohl die Uberlebensraten der mikroaerophilen Organismen, als auch der strikt anaeroben
Organismen waren deutlich niedriger, wenn die Zellen wahrend der Trocknung sauerstoffex-
poniert waren. Die Uberlebensrate der beiden mikroaerophilen Aquifex-Spezies war unter
oxischen Trocknungsbedingungen im Durchschnitt eine Zehnerpotenz niedriger als unter
anoxischen Trocknungs- und Lagerungsbedingungen. Dennoch konnte bei beiden Spezies
kein Uberleben nach 54 Tagen Trocknung festgestellt werden (Abb. 11 g, h). Bei strikt anae-
roben Organismen war der Einfluss von Sauerstoff auf die Uberlebensrate noch deutlicher. /.
hospitalis, 1. pacificus, M. jannaschii, M. thermoautotrophicus, T. tenax, T. pendens und Tv.
ruber waren sehr sensitiv gegeniber Sauerstoffexposition und konnten langere Zeiten der
Trockenheit nur unter anoxischen Bedingungen Uberleben (Abb. 10 b —f, Tab. 5). M. ther-
moautotrophicus Uberlebte zum Beispiel vier Wochen Trocknung, wenn die Zellen unter
anoxischen Bedingungen getrocknet und aufbewahrt wurden, hingegen nur einen Tag in der
Gegenwart von Sauerstoff (Abb. 10 c).

Die einzige Ausnahme unter den strikt anaeroben Organismen bildet M. barkeri. M. barkeri

wurde zwar von der Gegenwart des Sauerstoffs in seinem Uberleben ahnlich wie die mikro-
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aerophilen Mikroorganismen beeinflusst, konnte aber als einziger anaerober Organismus

28 Tage Trockenheit unter oxischen Laborbedingungen tUberleben (Abb. 11).

Abb. 11 Uberleben von M. barkeri getrock-

10° net unter oxischen und unter anoxischen
Bedingungen jeweils bei Raumtemperatur
10 _ (siehe auch Tab. 3).
=3 M. barkeri wurde unter Standardbedingun-
Z 102 gen kultiviert (siehe auch Tab.1). 10
= Zellen wurden auf die Glasfaserfilter aufge-
c 10° tragen.
8 .
2 10 M Uberleben ohne Trocknung
8 \ [ Uberleben nach anoxischer Trocknung
S 10°% und Lagerung
M Uberleben nach oxischer Trocknung und
10 Lagerung.
107 m Zur Veranschaulichung der Tendenz der
' ' : J Uberlebensraten unter den jeweiligen Be-
1 7 14 21 28 dingungen wurden die Regressionsgeraden
Trocknung (Tage) in die Abbildung eingefligt.

Nach einem Tag Trocknung ist kein signifikanter Unterschied in den Uberlebensraten nach
oxischer beziehungsweise anoxischer Trocknung zu sehen. Erst im weiteren Verlauf des
Trocknungsexperimentes zeigte sich, veranschaulicht durch die eingefligten Regressions-
geraden, der bereits bekannte Einfluss der Sauerstoffexposition. Zu den starken Schwan-

kungen der Uberlebensrate nach oxischer Lagerung sei auf die Diskussion verwiesen.

1.3.2 Trocknung von H. marinus im Ultrahochvakuum und im Exsikkator

Da sich H. marinus bei den Trocknungsversuchen als sehr trockentolerant herausgestellt
hatte, wurde dieser Organismus noch weiteren Trocknungsbedingungen ausgesetzt. Im
Hochvakuum wird eine relative Luftfeuchtigkeit von nahezu null erreicht und stellt somit eine
extreme Form der Trocknung dar (siehe auch Tab. 3). Im Exsikkator ist die relative Luft-
feuchtigkeit sowohl geringer als auch konstanter als unter Laborbedingungen (siehe auch
Tab. 3). Die Zellen wurden unter Laborbedingungen getrocknet und anschlieRend im Exsik-
kator (p = 10° Pa) beziehungsweise im Vakuum (p=10°Pa) und als Kontrolle unter

Laborbedingungen gelagert.
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Abb. 12 Uberleben von H. marinus
getrocknet unter Laborbedingungen, im
Vakuum und in einem Exsikkator.

H. marinus wurde unter Standardbedin-
gungen Kkultiviert (siehe auch Tab. 1).
10" Zellen wurden auf die Glasplattchen
aufgetragen und bei Raumtemperatur
unter oxischen Bedingungen getrocknet
(siehe auch Tab. 3).
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Die Uberlebensrate von H. marinus adnderte sich nach Lagerung im Ultrahochvakuum, bezie-
hungsweise im Exsikkator, im Vergleich zum Uberleben nach Trocknung und Lagerung unter
Laborbedingungen kaum. Bei Lagerung in einem Exsikkator war die Uberlebensrate durch-
schnittlich um eine Zehnerpotenz niedriger, verglichen mit der Uberlebensrate nach Lage-
rung unter Laborbedingungen. Die extrem trockene Lagerung von sieben Tagen im Hochva-
kuum fiihrte im Vergleich zur Lagerung unter Laborbedingungen zu keiner signifikanten
Anderung in der Uberlebensrate (Abb. 12).

1.4 Wiederholte Trocknung von H. marinus

Die Uberlebensrate von H. marinus dnderte sich nach fiinf Trocknungs- und Reaktivierungs-
zyklen nicht. Im Durchschnitt Gberlebte nach jedem Reaktivierungsvorgang 1 % der anfang-
lichen 107 Zellen den ersten Tag der Trocknung. Nach fiinf Trocknungs- und Reaktivierungs-

zyklen war die Uberlebensrate die gleiche wie am Anfang des Experiments.

1.5 Trocknung von I. pacificus, I. hospitalis und I. hospitalis in Cokultur mit N.

equitans

Frihere Arbeiten zeigten sowohl einen deutlichen Einfluss der Lagerungstemperatur auf die
Trockentoleranz von [. hospitalis, als auch einen leichten Einfluss einer Cokultivierung von /.
hospitalis mit N. equitans (Beblo 2006). Bei I. pacificus konnte der Einfluss der Lagerungs-
temperatur auf die Trockentoleranz bestatigt werden. Nach Trocknung bei Raumtemperatur
und anschlieRender Lagerung bei -20 °C war die Uberlebensrate aller getesteten Ignicoccus-
Spezies signifikant héher, als bei einer Lagerung bei Raumtemperatur (Tab. 5). Die Uberle-
benswerte von I. hospitalis und I. pacificus ahnelten sich, nach Trocknung unter oxischen

und anoxischen Bedingungen, stark (Tab. 5).
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Trocknung (Tage)

1 2 3 4 7 14 21 28

RT, oxisch - - - - - - . . Tab.5 Uberleben von I hospita-
lis, I. pacificus und I. hospitalis in

I. hospitalis -20°C, ox.|sch * ot ot " T ° ° " Cokultur mit N. equitans nach
RT, anoxisch + + + + - - - - Trocknung.
-20°C, anoxisch  + + + + + Dieverwendeten Stamme wurden
. . unter Standardbedingungen kulti-
I hospitalis | RT, oxisch - - - - - - - - \ert (siehe auch Tab. 1). 107 Zel-
in Cokultur |-20°C, oxisch - - - - - - - - lenwurden auf die Glasfaserfilter-
mit N. equi- | RT, anoxisch + + . . _ _ _ _ sticke unter oxischen bzw. an-
. . oxischen Bedingungen bei Raum-
tans -20°C, anoxisch + + + + + + + + t{emperatur aufgetragen und gela-
RT, oxisch - - - - - - - . gert(sieche auch Tab. 3)
I. pacificus |-20°C, oxisch + - - - - - -
RT, anoxisch + + + - - - - -

(+) Nach Uberfiihrung des Filter-stiickes in ein neues Medium konnte Wachstum beobachtet werden.
(-) Es konnte kein Wachstum nach Uberfiihrung beobachtet werden.

1.6 Einfluss kompatibler Solute auf die Trockentoleranz

Fur die Trocknungsexperimente nach KS-Induktion wurden moglichst unterschiedlich trock-
nungstolerante Organismen ausgewahlt: A. pyrophilus zeigte eine deutliche Trockentoleranz
unter oxischen und anoxischen Bedingungen, A. fulgidus zeigte eine weniger ausgepragte
Toleranz gegenuber Trocknung unter oxischen und anoxischen Bedingungen, T. tenax war
nur nach anoxischer Trocknung und Lagerung trockentolerant und P. furiosus Uberlebte
selbst kurze Phasen der Trockenheit nicht.

Um einen eventuellen Einfluss der kompatiblen Solute auf die Trockentoleranz zu untersu-
chen, wurden die Zellen unter KS-induzierenden Bedingungen kultiviert, getrocknet und die

Uberlebensrate bestimmt.

1.6.1 A. pyrophilus
A. pyrophilus bildet bei einer erhdhten NaCl-Konzentration (4 % NaCl, siehe auch Tab. 2) im

Kultivierungsmedium hauptsachlich Glutamatderivate (2,65 umol/ mg Protein) und 1-Glyce-
ryl-1-myo-Inositol-Phosphat (GIP; 1,75 umol/ mg Protein) (Lamosa et al. 2006). Durch die
Induktion und Bildung der fur A. pyrophilus spezifischen kompatiblen Soluten vor der Trock-
nung kam es im Vergleich zu Zellen, die vor der Trocknung unter Standardbedingungen kulti-
viert wurden, zu keiner Anderung in der Trockentoleranz. A. pyrophilus Uberlebte mit und
ohne kompatible Solute den ersten Tag Trocknung unter oxischen Bedingungen mit einer
Uberlebensrate S (1 Tag) = 1 x 10 und unter anoxischen Bedingungen mit einer Uberle-

bensrate von S (1 Tag) = 1 x 107,
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1.6.2  A. fulgidus

A. fulgidus bildet bei einer erhdhten NaCl-Konzentration (4,5 % statt 1,8 %, siehe auch
Tab. 2) im Kultivierungsmedium 1-1’-Diglycerolphosphat (DGP) (~ 1,4 umol/ mg Protein)
(Martins et al. 1997).

Durch die Bildung von DGP kam es bei A. fulgidus zu einer signifikanten Anderung der Tro-
ckentoleranz. Die Uberlebensrate dnderte sich nach Bildung von DGP im gesamten Verlauf
des Trocknungsexperiments deutlich. Dabei erhéhte sich diese um zwei bis drei Zehnerpo-

tenzen, verglichen mit Zellen, die ohne Induktion von DGP getrocknet wurden (Abb. 13).

Abb. 13 Einfluss von DGP auf die Tro-
ckentoleranz von A. fulgidus. Die Zellen
wurden entweder unter Standardbedin-
gungen (siehe auch Tab. 1) oder unter
hohen Salzbedingungen (siehe auch
Tab. 2) vor der Trocknung kultiviert. Es
wurden 10’ Zellen auf die Glasplattchen
aufgetragen und bei Raumtemperatur
entweder unter oxischen oder unter ano-
xischen Bedingungen getrocknet und
gelagert (siehe auch Tab. 3).
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Um auszuschlie®en, dass lediglich die erhohte Salzmenge im Kultivierungsmedium die Tro-
ckentoleranz beeinflussen koénnte, wurde einer Kultur, die unter Standardbedingungen
kultiviert wurde (1,8 % NaCl), eine entsprechende Menge Natriumchlorid vor der Trocknung
zugegeben. Durch die nachtragliche Zugabe von Natriumchlorid kam es zu keiner Anderung
der Trockentoleranz im Vergleich zu den Uberlebenswerten der Standardkultur. Ein rein phy-
sikalischer Schutzeffekt einer dickeren Salzkruste wahrend der Trocknung kann demnach
ausgeschlossen werden.

Bei einer erhdhten Kultivierungstemperatur (87 °C) bildet A. fulgidus sowohl DGP, als auch
Di-myo-Inositol-1,1’-(3,3’)-Phosphat (DIP) in etwa gleichen Mengen (je ~ 0,6 ymol/ mg Prote-
in) (Martins et al. 1997). Die Bildung von DGP in Kombination mit DIP fuhrte zu keiner
Anderung der Trockentoleranz. Die Uberlebensraten lagen, nach Bildung von DGP und DIP,
in der gleichen GréRenordnung, wie die Uberlebenswerte der nicht-induzierten Kontrollen,

die unter Standardbedingungen bei 85 °C kultiviert wurden.

Mittels NMR wurden, anhand des natiirlichen *C-Vorkommens, die von A. fulgidus gebilde-
ten Komponenten nach Kultivierung in einem Fermenter mit erhdhter NaCl-Konzentration
qualifiziert (Abb. 14).
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Abb. 14 Natirliche Haufigkeit von ">C (in D20) im A. fulgidus-Zellextrakt.

Kultivierung erfolgte bei 85 °C unter KS-induzierenden Bedingungen durch eine erhéhte Salzkon-
zentration im Kultivierungsmedium.

Sterne (*) kennzeichnen den internen Standard. Graue Pfeile deuten das Vorkommen von Glutamat
an, Di-myo-Inositol-1,1’-(3,3’)-Phosphat (DIP) ist durch einen roten Kreis hervorgehoben. Die drei
groRen Peaks stellen 1-1’-Diglycerolphosphat (DGP) dar.

Im Zellextrakt wurde DGP, wie schon bei Martins et al. (1997) beschrieben, als die dominie-
rende Komponente identifiziert. Mengenmalfig absolut untergeordnete Rollen spielen DIP

und Glutamat.

Die gleichzeitig durchgefiihrte Quantifizierung mittels HPLC ergab eine Menge von 688 mM
DGP in 280 mg trockenem Extrakt. Dies entspricht einer Menge von 98 mg DGP pro Gramm

Trockengewicht.

Bei DGP handelt es sich um ein geladenes Molekul, wobei die Ladung in der Zelle durch die
Akkumulation eines Gegenions ausgeglichen wird. Mittels ICP-Messungen einer wassrigen
Lésung aufgeschlossener Zellen wurde das entsprechende Gegenion ermittelt.

Wie aus Tab. 6 zu entnehmen, fihrte die KS-Induktion zu einem leichten Anstieg des Natri-
ums, dabei handelt es sich um einen artifiziellen Effekt, da die KS-Induktion durch eine
Erhéhung der NaCl-Konzentration im Kultivierungsmedium vollzogen wird. Bei dem gemes-
senen Natrium handelt es sich um das Na®, das sich im Medium befindet. Bei Kalium war
durch die NaCl-bedingte KS-Induktion ein signifikanter Anstieg um fast das Vierfache zu er-
kennen (Tab. 6). Ein artifizieller Effekt durch das Medium kann, auf Grund der geringen

Konzentration an K* im Medium, ausgeschlossen werden. Sowohl die Menge an Magnesium,
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als auch an Calcium sank nach der KS-Induktion leicht. Die gemessenen lonen-Mengen im
Zellextrakt zeigten eine dhnliche Verteilung, wobei wohl bei der Extraktion ein Teil der lonen

verloren gegangen ist.

Na*inppm K'inppm  Mg*inppm Ca®in ppm

5 g Zellen (trocken) aus Standardkultivierung 143 39 39 21
./. Medium Standard 100 2 30 1

Ergebnis (netto) Standardkultivierung 43 37 9 20
5 g Zellen (trocken) nach KS-Induktion 180 153 23 8
/. Medium KS-Induktion 200 2 30

Ergebnis (netto) nach KS-Induktion 0 151 0 7

Differenz ( = Menge Gegenion zu DGP) 0 114 0 0

pro Gramm Trockengewicht (mg/ g) 23

Tab. 6 Ergebnisse der ICP-Messungen.

Aus dem Molekulargewicht von DGP™ (245,13 g/mol) und K" (39,09 g/mol) ergibt sich ein
theoretisches Verhaltnis von DGP zu K™ von 100:16. Bei den HPLC-Messungen wurde eine
Menge von 98 mg/ g TG bestimmt, so ergab sich zusammen mit den ICP-Messungen ein
Verhaltnis von 100:24. Die von Martins et al. (1997) ermittelten Werte (~ 1,45 pymol/ mg Pro-
tein entspricht ~ 360 pg/ mg Protein entspricht ~ 180 ug/ mg trockene Zellen) flhren zu
einem Verhaltnis von 100:13. Wie auch in Abb. 15 erkennbar, muss es sich um ein K*-lon

pro DGP-Molekiil als Gegenion handeln und K* wird zusatzlich in der Zelle akkumuliert.
o
[

P
HO/\(\O_/ ™ O/ﬁ/\OH
0

OH OH

Abb. 15 Strukturformel von einfach negativ geladenem a-Diglycerolphosphat (nach Robert 2005).

1.6.3 P. furiosus

P. furiosus bildet bei einer erhdhten Salzkonzentration im Kultivierungsmedium (5,0 % statt
2,7 % NaCl, siehe auch Tab. 2) ungefahr 0,4 umol/ mg Protein DIP und 1,1 ymol/ mg Protein
2-O-B-Mannosylglycerat. Bei einer erhdhten Wachstumstemperatur wird ausschlieB3lich DIP
(2,1 ymol/ mg Protein) gebildet (Martins et al. 1995).

Weder die erhdhte NaCl-Konzentration, noch die erhdhte Wachstumstemperatur fihrten zu
einer Anderung der Trockentoleranz. P. furiosus zeigte unter keinen Bedingungen Wachstum

nach kurzen Trocknungsperioden.
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1.6.4 T. tenax
T. tenax bildet unter Salzstress (0,2 % statt 0 % NaCl; siehe auch Tab. 2) 0,3 ymol/ mg Pro-

tein Trehalose (Martins et al. 1997). Durch die Bildung von Trehalose vor der Trocknung
anderte sich das Uberleben von T. tenax nach Trocknung nicht. Mit und ohne kompatiblen
Soluten konnte T. tenax Perioden der Trockenheit nur unter anoxischen Bedingungen Uber-
leben und wurde dabei nach 24-stiindiger Trocknung um einen Faktor von ca. S (1 Tag) =
10" inaktiviert (siehe auch Abb. 10).

1.6.5 Zugabe von DGP vor der Trocknung

Das kompatible Solut DGP schien bei A. fulgidus eine wichtige Rolle bei der Trockentoleranz
zu spielen. Durch eine Zugabe von DGP kam es aber zu keiner Anderung in der Trockento-
leranz von A. fulgidus im Vergleich zu den Zellen, die ohne Zugabe von DGP getrocknet
wurden. Hierzu wurde DGP sowohl vor der Kultivierung, als auch in einem Parallelversuch
funf Stunden vor der Trocknung den Kultivierungsansatzen zugegeben. Dabei wurde DGP
im 20-fachen Uberschuss, verglichen zur unter Salzstress gebildeten Menge an DGP, zuge-
geben.

Auch bei A. pyrophilus, T. tenax und P. furiosus fihrte die Zugabe von DGP zu keiner Ande-

rung der Trockentoleranz im Vergleich zu Zellen die ohne DGP-Zugabe getrocknet wurden.

2 Strahlungsexperimente

21 UV-C-Strahlung

Untersuchungen zur Strahlentoleranz von D. radiodurans zeigen einen potenziellen Zusam-
menhang zwischen der Trockentoleranz und hohen Strahlentoleranz von D. radiodurans
(Mattimore et al. 1996, Pogoda De la Vega 2004). Um einen mdglichen Zusammenhang zwi-
schen Trockentoleranz und Strahlentoleranz der hier getesteten Organismen ermitteln zu
kénnen, wurden im Folgenden mdglichst unterschiedlich trockentolerante Organismen mit
monochromatischer UV-C-Strahlung behandelt. Es wurden sowohl Mikroorganismen, die
sich als trockentolerant herausgestellt haben (A. pyrophilus, A. aeolicus, A. fulgidus, H. mari-
nus, 1. hospitalis, I. pacificus, M. sedula (auf S° oder auf Knallgas kultiviert), M. jannaschii, M.
barkeri, M. thermoautotrophicus, S. metallicus, T. tenax, T. pendens) mit monochromatischer
UV-C-Strahlung behandelt, als auch Organismen, die bereits nach kurzen Perioden der Tro-
ckenheit kein Uberleben zeigten (M. mazei, N. equitans in Cokultur mit /. hospitalis, P.

furiosus, S. solfataricus (auf S° oder auf Knallgas kultiviert)).
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Obwonhl das Uberleben aller genannten Organismen nach Bestrahlung mit UV-C untersucht
wurde, wurden einige, in der Trockentoleranz mdglichst unterschiedliche, Modellorganismen
aus der Liste aller getesteten Mikroorganismen herausgesucht, anhand derer das Uberleben
im Detail untersucht werden sollte. Bei diesen Modellorganismen handelt es sich um die bak-
teriellen Vertreter A. pyrophilus und H. marinus, beziehungsweise um die archaeellen

Vertreter A. fulgidus, P. furiosus und S. solfataricus.

211 Bestrahlung in Fliissigkeit

2.1.1.1 Eigenabsorption der Kultivierungs- und Bestrahlungsmedien

UV-C-Strahlung wird durch eine Vielzahl von Substanzen, aber auch von biologischem Mate-
rial absorbiert. Um Absorptionen durch das Medium oder Medienbestandteile auszu-
schlieen, wurden alle unbewachsenen Medien, bewachsene Kulturen und die entsprechen-
den Verdinnungen der Zellen auf ihre Absorption hin photometrisch in Quarzkivetten

untersucht. Beispielhaft sind die Absorptionskurven der Modellorganismen gezeigt (Abb. 16).
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Bei der flr UV-C-Bestrahlungsexperimente verwendeten Wellenlange von 254 nm absorbier-
ten alle analysierten organikfreien nicht bewachsenen Medien vernachlassigbar (Abb. 16,
jeweils rote Linie). Zur Minimierung von Selbstbeschattungseffekten, bedingt zum Beispiel
durch eine hohe Zelldichte, wurden ausschliellich 1:10-Verdlinnungen (im jeweiligen orga-
nikfreiem Medium) fir die Bestrahlungsexperimente verwendet (Abb. 16, jeweils blaue Linie).
Es ist demnach davon auszugehen, dass es durch das Medium kaum zur Absorption kommt.
Die applizierte, homogene Strahlung sollte nur durch die Zellen selbst absorbiert werden und

dort die gewlinschten Effekte erzielen.

2.1.1.2 Uberleben der Modellorganismen nach UV-C Bestrahlung

Im Folgenden wurde das Uberleben der Modellorganismen (A. pyrophilus, A. fulgidus, H.
marinus, P. furiosus, S. solfataricus) nach UV-C-Bestrahlung im jeweiligen nicht absorbie-
rendem organikfreien Medium unter anoxischen Bedingungen in UV-C-durchlassigen Quarz-

kivetten untersucht.
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Abb. 17 Ubersicht tiber die Uberlebensraten der Modellorganismen im Vergleich mit Uberle-
bensraten von anderen Beispielorganismen im Fluenzbereich bis 1600 Jim? (nz3).

@ D. radiodurans, @ A. pyrophilus, ® P. furiosus, © A. fulgidus, ® H. marinus, ® S. solfataricus,
@ B. subtilis (Sporen), @ B. subtilis (vegetative Zellen)

Uberlebenswerte von D. radiodurans und B. subtilis freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von
Anja Bauermeister (DLR, K&In) und Marko WalRmann (DLR, Kdln).

Alle getesteten Organismen Uberlebten mit einer deutlichen Inaktivierung eine UV-C-
Exposition im Fluenzbereich bis 1000 J/m? (Abb. 17). Auffallig war dabei, dass sich die
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Uberlebensraten nach Bestrahlung mit 1000 J/m? in einer GréRenordnung bei ca.
S (1000 J/m?) = 10 bis 10* befinden. Dies war nicht nur der Fall fiir die hier gezeigten
Modellorganismen (A. fulgidus, A. pyrophilus, H. marinus, P. furiosus, S. solfataricus),
sondern auch fur fast alle anderen getesteten Organismen (A. aeolicus, M. jannaschii, M.
thermoautotrophicus, S. metallicus, M. sedula, I. hospitalis, I. pacificus, T. tenax, T. pen-
dens, M. barkeri, M. mazei). Einzige Ausnahme bildete N. equitans: nur im sehr niedrigen
Fluenzbereich bis 10 J/m? waren nach der Bestrahlung in den niedrigen Verdiinnungen an /.
hospitalis anhaftende N. equitans-Zellen vorhanden. Bei héheren Fluenzen ab 50 J/m?
waren in keinem Ansatz N. equitans-Zellen mehr auffindbar. In diesem Zusammenhang ist
wichtig zu erwahnen, dass sich die Uberlebensrate von /. hospitalis nach UV-C-Bestrahlung
nicht anderte, wenn /. hospitalis axenisch oder in Cokultur mit N. equitans kultiviert wurde.

Zusammengefasst l3sst sich sagen, dass sich die Modellorganismen im Uberleben nach UV-
C-Bestrahlung kaum voneinander unterscheiden lassen. Es ist nur ein genereller Unter-
schied zwischen den getesteten Organismen und dem, im Vergleich zu den untersuchten Mi-
kroorganismen, strahlensensitiven Bakterium B. subtilis, sowohl als vegetative Zelle, als

auch als Spore und dem strahlenresistenten Bakterium D. radiodurans zu sehen (Abb. 17).

Im Folgenden wurde das Uberleben der Modellorganismen im niedrigeren Fluenzbereich (bis

100 J/m?) einer detaillierten Analyse unterzogen.
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Abb. 18 Uberleben der Modellorganismen nach UV-C-Bestrahlung im Fluenzbereich bis
100 J/m? (n 2 3).

a: A. fulgidus (0), P. furiosus (@)
b: A. pyrophilus (®), H. marinus (©) und S. solfataricus (@).

Anhand der Uberlebenskurven nach Bestrahlung mit UV-C lieRen sich die untersuchten
Modellorganismen in zwei deutlich unterscheidbare Gruppen aufspalten: A. fulgidus und P.

furiosus zeigten eine typisch geschulterte Fluenz-Effekt-Kurve (Abb. 18 a). Bei A. pyrophilus,
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H. marinus und S. solfataricus fehlte die Schulter in der Uberlebenskurve und es war eine
nahezu lineare Abnahme des Uberlebens im getesteten Fluenzbereich zu erkennen
(Abb. 18 b).

Aus den Uberlebenswerten wurden die F1o-Werte der Modellorganismen berechnet (Tab. 7).

Organismen Errechnete F4,-Werte (UV-C)

A. fulgidus 108 J/m?

P. furiosus 64 J/m?

A. pyrophilus 63 J/m?

H. marinus 67 J/m?

S. solfataricus 37 Jim?

Beispielorganismen F1o-Werte (UV-C)

B. subtilis (vegetativ) 40 J/m? (Newcombe et al. 2005)

B. subtilis (Spore) 100 J/m? (Riesenman et al. 2000)
E. coli 40 J/m? (Arrange et al. 1993)

D. radiodurans 660 J/m? (Bauermeister et al. 2009)
Halobacterium salinarum 280 J/m? (Shahmohammadi et al. 1998)
Thermococcus stetteri 30 J/m? (Kopylov et al. 1993)
Thermotoga matritima 10 J/m? (Kopylov et al. 1993)

Tab. 7 Errechnete F1o-Werte der Modellorganismen nach UV-C-Bestrahlung.
Erganzend Literaturwerte mehrerer Beispielorganismen.

2.1.1.3 Teilungsverhalten nach UV-C-Bestrahlung

Um einen Eindruck dartber zu erlangen, wie lange die Zellen nach einer UV-C-Bestrahlung
bendtigen, entstandene Schaden zu reparieren, wurden die Organismen mit verschiedenen
Fluenzen bestrahlt und im Anschluss das Teilungsverhalten mittels Lebendkeimzahlbestim-
mung beobachtet.

Es war ein deutlicher Einfluss der UV-C-Bestrahlung, entsprechend der applizierten Fluenz,
auf die absolute Lebendkeimzahl von A. pyrophilus, A. fulgidus, H. marinus und P. furiosus
zu erkennen. Es war zu sehen, dass eine Bestrahlung im niedrigen Fluenzbereich bis
10 J/m? nahezu keinen Einfluss auf die Zellzahl hat. Die braune Kurve (0 J/m?, nicht bestrahl-
te Dunkelkontrolle) und die orange Kurve (10 J/m?) liegen dicht beieinander (Abb. 19 b, c)
oder aufeinander (Abb. 19 a, d). Nach den Bestrahlungsexperimenten wurden in allen Fallen
10° Zellen (ibertragen und diese 10° Zellen blieben im gesamten Verlauf des jeweiligen Ex-
periments teilungsfahig (braune, beziehungsweise orange Kurve bleibt im Bereich der
experimentellen Schwankungen auf einem Level). Dennoch ist zu erkennen, dass je nach
Bestrahlungsstarke weniger lebende Zellen vorhanden waren. Nach einer Bestrahlung mit

1000 J/m? ist die absolute Zellzahl bei allen vier getesteten Organismen in einem Bereich
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von S (1000 J/m?) = 10" bis 10? lebenden Zellen. Nach der Bestrahlung fingen die Zellen
hochstwahrscheinlich im Laufe der Inkubation an, die entstandenen Schaden zu reparieren.
Dabei war eine Vermehrung der Zellen zu beobachten, die sich durch das Ansteigen der
absoluten Lebendkeimzahl widerspiegelte (Abb. 19 a - d). Im weiteren Verlauf des Experi-
mentes, also mit steigender Inkubationszeit stieg die absolute Lebendkeimzahl der
organismen-spezifischen Verdopplungszeit entsprechend schnell an, bis die stationare Pha-
se der Wachstumskurve erreicht war (bei A. pyrophilus, H. marinus und P. furiosus nach 12
bis 14 Stunden; bei A. fulgidus entsprechend der langeren Verdopplungszeit spater nach ca.
30 Stunden).
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Abb. 19 Absolute Lebendkeimzahl nach UV-C Bestrahlung von A. pyrophilus (a), A. fulgidus (b),
H. marinus (c) und P. furiosus (d) (n = 2).

@ 0 J/m? (DK), @ 10 J/m?, V 50 J/m? ¥ 100 J/m? , l 1000 J/m?>.
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2.1.2 Photoproduktinduktion und Proteinquervernetzung

Die Qualitat und Quantitat der DNA-Photoprodukte nach UV-C-Exposition mit variierenden
Fluenzen wurde mittels HPLC/MS-MS Analysen untersucht. Es wurden die Photoprodukt-
Induktionswerte aller oben erwahnten Modellorganismen, also sowohl die der bakteriellen
Vertreter (A. pyrophilus, H. marinus), als auch der drei Archaeen (A. fulgidus, P. furiosus, S.
Solfataricus) analysiert.

Abb. 20 Qualifizierung und Quantifizie-
rung der DNA-Photoprodukte verschiede-
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Nach UV-C-Bestrahlung mit 5000 J/m? wurden bei allen Organismen zwei Hauptphotopro-
dukte Thymin-Thymin-Cyclobutan-Pyrimidindimer (TT CPD) und Thymin-Cytosin-6-4-Pyrimi-
dinpyrimidondimer (TC 64) gebildet und konnten mittels HPLC/MS-MS identifiziert werden
(Abb. 20). Die jeweilige Menge der Hauptphotoprodukte variiert von Organismus zu Orga-
nismus stark. Bei H. marinus, A. pyrophilus, P. furiosus und A. fulgidus ist TT CPD das
meistgebildete Photoprodukt, gefolgt von TC 64. Bei S. solfataricus war das Verhaltnis der
beiden Hauptphotoprodukte umgekehrt: nach einer Bestrahlung mit 5000 J/m? wurde TC 64
am meisten gebildet und TT CPD stand mengenmalig an zweiter Stelle. Alle anderen Pho-
toprodukte (Thymin-Cytosin-Cyclobutan-Pyrimidindimer (TC CPD), Thymin-Thymin-6-4-Pyri-
midin-pyrimidondimer (TT 64), Cytosin-Thymin-Cyclobutan-Pyrimidindimer (CT CPD), Cyto-
sin-Cytosin-Cyclobutan-Pyrimidindimer (CC CPD)) spielten bei allen untersuchten Organis-

men eine untergeordnete Rolle.

Im Folgenden wurde eine potenzielle Abhangigkeit der Photoprodukt-Verteilung zur applizier-
ten Fluenz untersucht. Dabei wurden die DNA-Photoprodukte nur von H. marinus und S.

Solfataricus detailliert analysiert.



54 [Il Ergebnisse

100 - ] 104 T 500
fo) - ] ]
= N ] 0,9 ]
S 80 1 = 08 L9
o C 1 = - )
ke C 1< 074 . @
[} - g -
£ 60 1L 06+ _3003:
C 1 Aa ] o
= C 1 o 054 . =
S, .t 1 © 1200 &
= 40 4 8 04+ ] e
(] B 1 = =}
z C 12 03+ 1 o
. - 4 O T
= 20 1 2 g5 - 100
G e :
C ] 0,1 .
X C ] ]
0 - 0,0 -0
Summe TTCPD TT64 TCCPD TC64 CTCPD CCCPD 0 1000 2000 3000 4000 5000
Photoprodukte Fluenz (J/m2)

Abb. 21 Qualifizierung und Quantifizierung der DNA-Photoprodukte und der isolierbaren Menge
an DNA nach Bestrahlung mit verschiedenen Fluenzen UV-C-Strahlung.

a: Verteilung der DNA-Photoprodukte nach Bestrahlung mit verschiedenen Fluenzen.
B Summe der gemessenen organismus-spezifischen DNA-Photoprodukte

M 100 J/m?, [ 1000 J/m?, 15000 J/m? (S. solfataricus)

B 100 J/m®, M 1000 J/m? M 5000 J/m’ (H. marinus)

b: Isolierbarer DNA nach Bestrahlung. M ist die isolierbare Menge an DNA aus 40 ml bestrahlter
Kultur, Mo ist die isolierbare Menge an DNA aus 40 ml Kultur der Dunkelkontrolle. (/\ H. marinus,
A S. solfataricus). Absolute Menge an DNA-Photoprodukten nach UV-C-Bestrahlung pro 10*
Basen (O H. marinus, @ S. solfataricus).

Sowohl bei H. marinus, als auch bei S. solfataricus waren nach Bestrahlung mit verschiede-
nen Fluenzen die zwei Hauptphotoprodukte (TT CPD und TC 64) zu finden. Die Menge an
gebildeten TT CPD war dabei fluenzunabhangig und blieb tber die verschiedenen Fluenzen
hin weitestgehend gleich und machte bei S. solfataricus ca. 30 % und bei H. marinus 55 %
aller entstandenen DNA-Photoprodukte aus. Die Bildung von TC 64 scheint hingegen fluen-
zabhangig zu sein und die gebildete Menge stieg bei beiden Organismen proportional zur
applizierten Fluenz an. Das dritthaufigste Photoprodukt bildete bei beiden Organismen
TC CPD, das vor allem bei niedrigeren Fluenzen vermehrt gebildet wird. Ungefahr in glei-
chen Mengen wurde TT 64 und CT CPD bei beiden Organismen nachgewiesen. CC CPD
wurde sowohl bei S. solfataricus, als auch bei H. marinus, fluenzunabhangig nur zu ca. 1 %
gebildet (Abb. 21 a).

Neben der Qualitdt und Quantitdt der entstandenen DNA-Photoprodukte, wurde bei den
HPLC/MS-MS-Analysen auch die DNA-Menge in den jeweiligen Proben untersucht
(Abb. 21 b). Auffallig war dabei, dass aus der identischen Menge (40 ml) bestrahlter Kultur
mit steigender Fluenz immer weniger DNA isolierbar war. Diese Tatsache spricht daflr, dass
durch die Bestrahlung mit UV-C nicht nur die erwdhnten DNA-Photoprodukte entstanden
sind, sondern, dass die Strahlung auch andere Effekte ausgeldst hat, die zur Verringerung
der isolierbaren DNA-Menge flhrten. Da die absolute Zahl der DNA-Photoprodukte mit der

Menge der analysierten DNA korreliert (Photoprodukte pro 10* Basen), ist davon auszuge-
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hen, dass die absolute Zahl der DNA-Photoprodukte noch hdher liegen muisste, als sie in
den vorliegenden Analysen ermittelt wurde. Dadurch ware ein erwarteter linearer Anstieg
zwischen Fluenz und absoluter Anzahl der DNA-Photoprodukte vorhanden (Peak et al.
1991). Ob es sich bei dem Unterschied in der absoluten Zahl der DNA-Photoprodukte (S.
solfataricus: 486 Photoprodukte in 10* Basen; H. marinus: 342 Photoprodukte pro 10* Ba-
sen, Abb. 21 b) um eine spezies- oder domanenspezifische Tatsache handelt, konnte im

Rahmen dieser Arbeit nicht ermittelt werden.

213 Bestrahlung nach Trocknung

Im Folgenden wurde das Uberleben nach einer Kombination von Trocknung und UV-C-
Bestrahlung untersucht. Die Absorptionsmessungen der Kultivierungs- und Bestrahlungsme-
dien bestatigen, dass die Salze in den Flissigmedien die Strahlung nicht absorbieren. Bei
der Trocknung entsteht, bedingt durch die Salze im Medium, eine Kruste (Abb. 6 a, Pfeil 3),
die ebenfalls die Strahlung nicht absorbieren sollte (Dr. Petra Rettberg, DLR KolIn, persoénli-

che Mitteilung).
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Abb. 22 Uberleben von H. marinus (a) und A. fulgidus (b) nach UV-C-Bestrahlung im jeweiligen
flissigen Medium (H)und nach Trocknung (). Bestrahlung und Trocknung fand unter oxischen
Bedingungen bei Raumtemperatur statt (siehe auch Tab. 3).

Es war ein deutlicher Unterschied zwischen den Uberlebenswerten nach alleiniger Trock-
nung (Abb. 22 a, b, 0 J/m?, nicht bestrahlte Dunkelkontrolle) und einer Kombination aus
Trocknung und UV-C-Bestrahlung im Vergleich zum Uberleben nach UV-C-Bestrahlung in
Flussigkeit zu sehen (Abb. 22 a, b). Es muss dennoch klar herausgestellt werden, dass sich
diese beiden Stamme vor allem in ihrer Trockentoleranz deutlich unterscheiden. H. marinus
wird durch Trocknung um gut zwei Zehnerpotenzen (Abb. 22 a, 0 J/m?, nicht bestrahlte Dun-
kelkontrolle), A. fulgidus um finf inaktiviert (Abb. 22 b, 0 J/m?, nicht bestrahlte Dunkelkontrol-

le). Dadurch gelangt man bei A. fulgidus, bei einer Kombination von Trocknung und Strah-
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lung sehr schnell unter die Nachweisgrenze lebender Zellen (~ 10®). Beide Stdmme schei-
nen nach Trocknung sensitiver gegenuber UV-C-Strahlung im niedrigeren Fluenzbereich zu
sein. In beiden Fallen filhrte bei den getrockneten Zellen eine Bestrahlung mit 10 J/m? zu
einer Abnahme der Uberlebenswerte um eine Zehnerpotenz. Im Gegensatz dazu anderte
sich die Uberlebensrate nach einer Bestrahlung mit 10 J/m? bei den Fliissigbestrahlungen

nicht.

21.4 Schutzeffekte von Erz

Es sollte untersucht werden, ob zugefiigtes Material H. marinus-Zellen wahrend Trocknung

und Bestrahlung schiitzen kann.

100

101
—~ Abb. 23 Uberleben von H. marinus nach
= 1072 UV-C-Bestrahlung in Gegenwart von
> Schutzmaterial (0,1 % G1N; vor der
= 103 Behandlung zugefiigt) in Flussigkeit und
] nach Trocknung.
% 10+
% M bestrahlt in flissigem Medium
Q9 s M bestrahlt in flissigem Medium mit zu-
= gefuigtem Erz

106 M bestrahlt nach oxischer Trocknung mit

zugefligtem Erz
107 [ bestahlt nach oxischer Trocknung

0 10 50 100 1000 5000
Fluenz (J/m?)

Das zufiigte Erz spielte bei der Trockentoleranz von H. marinus keine Rolle (Abb. 23, 0 J/m?;
nicht bestrahlte Dunkelkontrolle). Das Uberleben nach alleiniger Trocknung mit und ohne Erz
lag in der gleichen GréRenordnung zwischen S (1 Tag) = 102 - 107. Einen groRRen Einfluss
hatte das Erz jedoch wahrend der UV-C-Bestrahlung und diente dabei als sehr effizientes
Protektionsmaterial. Sowohl bei der Bestrahlung im getrockneten Zustand, als auch bei der
Bestrahlung in Flissigkeit war die Uberlebensrate mit zugefiigtem Erz um bis zu drei Zeh-

nerpotenzen héher, im Vergleich zu Bestrahlungen ohne zugefiigtes Erz.

215 Einfluss kompatibler Solute auf die Uberlebensrate nach UV-C-Bestrahlung in

Flussigkeit und nach Trocknung

Bei den Trocknungsexperimenten zeigten sich signifikante Unterschiede im Uberleben von
A. fulgidus mit und ohne kompatible Solute. Daher sollte ein potenzieller Einfluss der kompa-
tiblen Solute auf das Uberleben von A. fulgidus nach UV-C-Bestrahlung in Fliissigkeit und

nach einer Kombination von Strahlung und Trocknung untersucht werden.
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Abb. 24 Uberleben von A. fulgidus nach UV-C-Bestrahlung im fliissigen (a) und getrockneten
Zustand (b) unter Standardkultivierungsbedingungen (®,[) und nach KS-Induktion durch NaCl
(©&,M) (siehe auch Tab. 2).

Die Reaktivierung fand unter den gleichen Bedingungen statt wie die Vorkultivierung.

Die Anwesenheit von kompatiblen Soluten flihrte bei der UV-C-Bestrahlung in Flissigkeit zu
keiner Anderung in der Uberlebensrate im Vergleich zu Zellen, die unter Standardbedingun-
gen kultiviert und in Flussigkeit bestrahlt wurden (Abb. 24 a). In beiden Fallen wurden ca.
90 % der Zellen durch eine Bestrahlung mit 100 J/m? in Fliissigkeit inaktiviert. Anders verhielt
es sich bei der Bestrahlung der getrockneten Zellen (Abb. 24 b). Bei A. fulgidus-Zellen mit
kompatiblen Soluten lag die Uberlebensrate ungefahr zwei Zehnerpotenzen héher als bei
Zellen ohne kompatible Solute. Dennoch ist zu beachten, dass die Bildung von kompatiblen
Soluten nicht eine héhere Resistenz gegeniiber UV-C-Strahlung bedeutet. Die Uberlebens-
rate nach Bildung der kompatiblen Solute, befand sich, auf einem hdheren Level. Mit
ansteigender Fluenz sank die Uberlebensrate genauso ab, wie bei bestrahlten und getrock-
neten A. fulgidus-Zellen ohne kompatible Solute. Durch diese Tatsache erreicht man bei den
Bestrahlungsexperimenten nach Trocknung von nicht induzierten A. fulgidus-Zellen schnell
die Nachweisgrenze. Sowohl bei den Zellen mit als auch ohne kompatible Solute flihrte die
Bestrahlung mit 100 J/m?, wie schon bei den Fliissigbestrahlungen, zu einer etwa 90 %-igen
Inaktivierung der getrockneten Zellen. Die Bildung von kompatiblen Soluten verhinderte hin-
gegen die Sensibilisierung der getrockneten Zellen im niedrigen Fluenzbereich (10 J/m?) und

es kam zu keiner Anderung in der Uberlebensrate (Abb. 24 b).

2.2 lonisierende Strahlung

Es wurden sowohl Mikroorganismen ionisierender Strahlung ausgesetzt, die sich als trocken-
tolerant herausgestellt hatten (A. pyrophilus, A. fulgidus, H. marinus, M. jannaschii, M. ther-

moautotrophicus, S. metallicus, M. sedula, I. hospitalis, T. tenax, T. pendens, M. barkeri), als
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auch Organismen, die bereits nach kurzen Perioden der Trockenheit kein Uberleben zeigten
(P. furiosus, S. solfataricus, N. equitans).

Bei den Sulfolobales-Vertretern ist bereits ein Einfluss des pH-Wertes und des Wachstums-
substrates auf die Trockentoleranz bekannt (Beblo et al. 2009). Die Fahigkeit, Perioden der
Trockenheit zu Uberdauern, ist nach Neutralisierung oder mit Erz als Wachstumssubstrat
hoher, als unter sauren Bedingungen, beziehungsweise mit elementarem Schwefel als
Wachstumssubstrat. Daher wurden bei den Bestrahlungsversuchen mit ionisierender Strah-
lung verschiedene pH-Werte und Substratbedingungen getestet. Die zwei Vertreter der
Ordnung der Sulfolobales, S. metallicus und M. sedula wurden sowohl auf Schwefel, als
auch auf einer spezifischen Erzmischung kultiviert. Des Weiteren wurden diese beiden Or-
ganismen jeweils im sauren Kulturansatz als auch nach Neutralisation bestrahlt. S.
solfataricus wurde sowohl auf Schwefel (sauer beziehungsweise nach Neutralisierung) als

auch auf Knallgas vorkultiviert und bestranhlt.

221 Uberlebensraten nach Behandlung mit ionisierender Strahlung

Die Applikation von ionisierender Strahlung erfolgte im Dosisbereich bis 5 kGy mittels Ront-
genstrahlung. Im Hochdosisbereich (ab 5 kGy bis 20 kGy) wurde mit einer *°Co-Quelle
bestrahilt.

100
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Abb. 25 Ubersicht (iber das Uberleben von (hyper-)thermophilen Mikroorganismen nach Be-

handlung mit ionisierender Strahlung. Die Kaultivierung erfolgte unter den jeweiligen Stan-
dardbedingungen (siehe auch Tab. 1) (n = 2).

@ A. pyrophilus, @ I. hospitalis , O A. fulgidus , ® M. jannaschii , ® P. furiosus, @ T. tenax,
@ S. metallicus (G1N, sauer), ® M. sedula (G6, sauer), © H. marinus
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Von den funfzehn getesteten Organismen Uberlebten neun eine Bestrahlung mit 5 kGy. Kein
Uberleben nach 5 kGy zeigte M. sedula (auf Erz neutralisiert, sauer, beziehungsweise neut-
ral auf Schwefel, sauer auf Knallgas), M. barkeri, M. thermoautotrophicus, N. equitans, S.
Solfataricus (sauer beziehungsweise neutralisiert auf Schwefel, sauer auf Knallgas), S. me-
tallicus (sauer beziehungsweise neutralisiert auf Schwefel, neutralisiert auf Erz) und T.
pendens.

Die Uberlebensrate der einzelnen Mikroorganismen variierte nach einer Bestrahlung mit
5 kGy zwischen S (5 kGy) = 10 bis 10®. Bei den beiden Sulfolobales-Vertretern (M. sedula
und S. metallicus, beide sauer auf Erz) und H. marinus konnte Uberleben nur nach
maximaler Bestrahlung mit 5 kGy nachgewiesen werden. Eine Bestrahlung von 10 kGy
liberlebten sechs Organismen mit einer Inaktivierung von ca. S (10 kGy) = 10™ bis 10®. Bei
M. jannaschii, P. furiosus und T. tenax konnte Uberleben nur nach einer maximalen Bestrah-
lung mit 10 kGy nachgewiesen werden. A. fulgidus Uberlebte maximal eine Bestrahlung mit
15 kGy. Nach 20 kGy konnten teilungsfahige und somit lebende Zellen bei A. pyrophilus und
bei I. hospitalis nachgewiesen werden. Die Uberlebensraten lagen dabei bei S (20 kGy) =
5,5 x 107 beziehungsweise 1 x 107 (Abb. 25).

Aus den Uberlebenswerten wurden die Dso-Werte der Modellorganismen berechnet (Tab. 8).

Organismen Errechnete D;o-Werte (®°Co)
A. pyrophilus 2842 Gy

1. hospitalis 1482 Gy

A. fulgidus 1087 Gy

M. jannaschii 1036 Gy

P. furiosus 1018 Gy

T. tenax 874 Gy

H. marinus 754 Gy

Beispielorganismen

Do-Werte (ionisierende Strahlung)

B. subtilis (Sporen)
Bacillus pumilus (vegetativ)
E. coli

Chroococcidiopsis sp.

D. radiodurans
Halobacterium sp. NRC-1
T. gammatolerans

T. stetteri

Thermococcus marinus

838 Gy (Moller et al. 2007 a)
210 Gy (Parisi et al. 1974)
250 Gy (Clavero et al. 1994)
3,75 kGy (Billi et al. 2000)

10 kGy (Daly 2009)

5 kGy (Kottemann et al. 2005)
6 kGy (Jolivet et al. 2003)

6 kGy (Kopylov et al. 1993)

4 kGy (Jolivet et al. 2004)

Tab. 8 Errechnete D1g-Werte nach 60Co-Bestrathng der untersuchten Organis-
men. Die D1o-Werte wurden nur fir die Organismen berechnet, fiir die mindestens
Uberlebenswerte an drei Dosispunkten vorlagen.

Erganzend Literaturwerte verschiedener Beispielorganismen.
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222 Einfluss von N. equitans auf die Strahlenresistenz von I. hospitalis

Es gibt Unterschiede in den Uberlebenswerten nach Trocknung, je nachdem ob I. hospitalis
axenisch oder in Cokultur mit N. equitans kultiviert wird (Beblo et al. 2009). Im Folgenden
sollte untersucht werden, ob ahnliche Effekte ebenfalls nach Behandlung mit ionisierender

Strahlung auftreten.

100

101
/-a 102
p " Abb. 26 Einfluss von N. equitans auf das
Z 10 ? Uberleben von [. hospitalis nach Behand-
c 104 lung mit ionisierender Strahlung. Die
8 Kultivierung erfolgte unter Standardbe-
@ 10% dingungen (siehe auch Tab. 1) (n 2 2).
[
o
Q 10° @ |. hospitalis in Cokultur mit N. equitans
2 107 @ |. hospitalis in Reinkultur

10¢

10° T T T T T

0 5000 10000 15000 20000
Dosis (Gy)

Wie in Abb. 26 zu sehen, hatte es keinen Einfluss auf die Uberlebensrate von /. hospitalis
nach Einwirkung von ionisierender Strahlung, ob /. hospitalis vor der Bestrahlung axenisch
oder in Cokultur mit N. equitans kultiviert wurde. Dies spiegelte sich sowohl in den sehr ahn-
lichen Uberlebensraten von 1. hospitalis mit beziehungsweise ohne N. equitans, als auch in

den nahezu identischen Dqo-Werten wider (Tab. 9).

Organismen Errechnete D;o-Werte (**Co)
I. hospitalis 1482 Gy
|. hospitalis in Cokultur mit N. equitans 1473 Gy

Tab. 9 Errechnete D1o-Werte nach 60Co-Bestrathng.

In keinem Fall waren an /. hospitalis anhaftende N. equitans-Zellen nach der Einwirkung von

ionisierender Strahlung zu finden.

223 Einfluss kompatibler Solute auf die Uberlebensrate nach Einwirkung von io-

nisierender Strahlung

Unter den Organismen, die nach einer Bestrahlung mit 5 kGy Uberlebten, befanden sich ei-
nige Stamme, die kompatible Solute nachweislich induzieren kdnnen (siehe auch Tab. 2).
Bei den Trocknungsexperimenten hatte sich bereits ein potenzieller Einfluss von kompatiblen

Soluten auf das Uberleben unter extremen Bedingungen gezeigt. Daher wurden bei A. fulgi-
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dus, A. pyrophilus, P. furiosus und T. tenax die entsprechenden kompatiblen Solute vor Be-

handlung mit ionisierender Strahlung induziert (siehe auch Tab. 2).
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Abb. 27 Einfluss von kompatiblen Soluten auf das Uberleben von A. fulgidus (a), A. pyrophilus
(b), P. furiosus (c) und T. tenax (d) nach Behandlung mit ionisierender Strahlung (n = 2).

@ Kultivierung unter den jeweiligen Standardbedingungen (siehe auch Tab. 1)

@ Kultivierung unter KS-induzierenden Bedingungen durch eine erhéhte NaCl-Konzentration
(siehe auch Tab. 2)

V' Kultivierung unter KS-induzierenden Bedingungen durch erhohte Kultivierungstemperatur
(siehe auch Tab. 2).

Eine KS-Induktion vor ionisierender Bestrahlung fihrte bei keinem der getesteten Organis-
men zu einem signifikanten Unterschied im Uberleben, im Vergleich mit Zellen, die unter den
jeweiligen Standardbedingungen kultiviert wurden (Abb. 27 a-d). Bei A. pyrophilus lag der
Uberlebenswert nach KS-Induktion leicht tGber den Uberlebenswerten der Standardbedin-
gungen (Abb. 27 a). Dennoch kann man in diesem Fall noch nicht von einem signifikanten
Ergebnis sprechen. Bei A. fulgidus, P. furiosus und T. tenax konnte kaum ein Unterschied im
Uberleben nach Kultivierung bei den verschiedenen Bedingungen und Bestrahlung ausge-
macht werden. Die Uberlebenswerte dieser Organismen waren nach KS-Induktion gleich
(Abb. 27 b, c) oder lagen ein wenig unter den Uberlebenswerten der Standardbedingungen
(Abb. 27 d).
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3 Toleranz gegeniiber Wasserstoffperoxid

Zellulare Schaden nach Behandlung mit ionisierender Strahlung und nach Behandlung mit
H,O, ahneln sich stark. Beides flihrt zu einer Radikalbildung und dadurch unter anderem zu
DNA-Einzel- und Doppelstrangbriichen (Riley 1994, Ananthaswamy et al. 1977). Eine Aus-
wahl von Mikroorganismen, die mdoglichst unterschiedlich auf eine Behandlung mit
ionisierender Strahlung reagierten, wurde auf ihre Toleranz gegenuber einer Behandlung mit

H,O, untersucht.

3.1 Uberleben nach H,0,-Behandlung und nach Einwirkung von ionisierender
Strahlung

A. pyrophilus, A. fulgidus, P. furiosus, I. hospitalis und H. marinus, allesamt im Katalaseakti-

vitdtsnachweis negativ, zeigten aulierst unterschiedliche Toleranz gegenulber ionisierender

Strahlung und der durchgefiihrten H,O,-Behandlung (Abb. 28 a, b).
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Abb. 28 Uberleben von A. pyrophilus (®), I. hospitalis (®), A. fulgidus (O), P. furiosus (@) und H.
marinus (©) nach Behandlung mit ionisierender Strahlung (a) und nach einer 15-min(iti-gen Be-
handlung mit H2O> (b).

Die Anordnung der Uberlebenskurven im Diagramm nach ionisierender Strahlenexposition
und nach H,0O,-Behandlung ahnelte sich. A. pyrophilus (D1o=55 mM, siehe auch Tab. 10)
hatte die hdchsten Uberlebensraten nach H,O,-Behandlung, gefolgt A. fulgidus (D1o= 6 mM),
P. furiosus (D=3 mM), I hospitalis (Diy=1,6mM) und H. marinus (D= 0,2 mM)
(Abb. 28 a, b). Es ist wichtig zu erwdhnen, dass A. fulgidus nach einer Behandlung mit
75 mM H,0, kein Wachstum zeigte. Dies bedeutet, dass die Uberlebenskurve nach dem
letzten gemessenen Wert (50 mM) sehr stark nach unten unter die Nachweisgrenze von ca.
10 abknickt und so gegen Ende deutlich unter der Kurve von P. furiosus liegen wiirde. Am

sensitivsten war, sowohl bei den Bestrahlungsversuchen als auch bei der Behandlung mit
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H,O,, H. marinus (Abb. 28 a, b). Einzige Ausnahme in der Anordnung der Organismen in
beiden Diagrammen bildete /. hospitalis: der ausgepragten Toleranz gegenlber ionisierender

Bestrahlung (S (20 kGy) = 10”) steht eine hohe Sensitivitit zu H,O, gegeniiber.

Organismen Errechnete D,o-Werte (H,05, 15 min)
A. pyrophilus 55 mM

A. fulgidus 6 mM

P. furiosus 3 mM

1. hospitalis 1,6 mM

H. marinus 0,2 mM

Beispielorganismen D,o-Werte (H20,, 15 min)

B. subtilis (Spore) 4,9 M (Riesenman et al. 2000)
B. subtilis (vegetativ) 10 mM (Naclerio et al. 1995)
E. coli 13 mM (Arrange et al. 1993)
D. radiodurans 33 mM (Arrange et al. 1993)

Tab. 10 Errechnete D1o-Werte nach 15-minutiger H.O»-Behandlung der untersuch-
ten Mikroorganismen. Erganzend Literaturwerte mehrerer Beispielorganismen.

3.2 Einfluss kompatibler Solute auf H,O,-Toleranz

Im Falle von A. fulgidus zeigte sich bei den Trocknungsexperimenten ein deutlicher Einfluss
der gebildeten kompatiblen Solute auf die Uberlebensfahigkeit nach Trocknung. Zusétzlich
konnte ein radikalabfangende und somit protektive Eigenschaft von DGP bei einer Radikal-
behandlung von Plasmid-DNA gezeigt werden (Lentzen et al. 2006).

Daher sollte untersucht werden, ob eine KS-Induktion und Bildung kompatibler Solute bei

verschiedenen Mikroorganismen einen Einfluss auf die H,O.-Toleranz hat.
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Bei P. furiosus war ein leichter Unterschied im Uberleben nach H,O,-Behandlung zu sehen,

je nachdem ob die Zellen unter Standardbedingungen oder unter KS-induzierenden Bedin-
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gungen kultiviert wurden (siehe auch Tab. 2). Dennoch sind die Uberlebensraten bei den
verschiedenen KS-induzierenden Bedingungen unterschiedlich (Abb. 29). Wenn die Zellen
bei einer erhdhten Wachstumstemperatur kultiviert wurden, war das Uberleben nach einer
H,O,-Behandlung deutlich hdéher, als wenn die Zellen unter einer erhdhten NaCl-
Konzentration kultiviert wurden. Es war kein Unterschied im Uberleben zu sehen, ob die Zel-
len mit 2,7 % NaCl oder mit 5,0 % NaCl kultiviert wurden. In keinem Fall konnte bei P.
furiosus, nach Kultivierung unter KS-induzierenden Bedingungen (siehe auch Tab. 2) nach
einer Behandlung mit 75 mM H,O, Wachstum festgestellt werden. Somit wurde der weitere
hypothetische Kurvenverlauf unterhalb der Nachweisgrenze (107) und daher unter der Kurve
von P. furiosus unter Standardbedingungen.

Im Gegensatz zum partiellen Einfluss von kompatiblen Soluten bei P. furiosus fihrte die KS-
Induktion bei A. fulgidus und A. pyrophilus zu keiner Anderung in den Uberlebenswerten

nach H,0O,-Behandlung.

4 Genomanalysen

In der Literatur existieren diverse Zusammenstellungen archaeeller, bakterieller und eukaryo-
tischer Reparaturmechanismen und der beteiligten Proteine. Die Proteine wurden zum Teil
durch Genomanalysen, aber auch durch Enzymaktivitatstests identifiziert. Diese Daten wer-
den hier tabellarischen zusammengefasst und durch noch nicht gezeigte Proteine und Mikro-
organismen erganzt (Tab. 11). Das Genom von A. pyrophilus wurde bisher noch nicht se-
quenziert. A. pyrophilus und A. aeolicus verhalten sich sowohl bei der Trockentoleranz (siehe
I11.1.3), als auch bei der Resistenz gegenlber einer Behandlung mit ionisierender Strahlung
(Daten nicht gezeigt) sehr ahnlich und zeigen in ausgewahlten Protein-Sequenzen eine gro-
Re Ahnlichkeit zu einander (Griffiths et al. 2004). Daher wurde die Proteinclusteranalyse mit

A. aeolicus durchgefihrt.

Es wurden zusatzlich einige strahlenbiologisch relevante Beispielorganismen (Halobacterium
sp. NRC-1, B. subtilis, D. radiodurans) und alle in dieser Arbeit verwendeten und komplett

sequenzierten Spezies mit in die Analysen einbezogen.
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Reparatursysteme
Organis- EPR Bakt. Eukary. Bakt. Arch. Eukary. Bakt.
mus NER NER HR HR HR MMR
A. fulgidus Rad1 (2) Recd (2) RadA (1;27) Rad51 (2) MutS-
Rad2 (2;18) RadB (1) ahnlich
Rad3 (6) (13)
Rad?5 (4;49)
Rad32
Halobacte- Phr1 (6;23)  UvrA (6;9) Rad1 (9) RecJ (42) RadA (9) Rad50 (46)  MutS (4)
rium sp. Phr2 (6;23)  UvrB (6;9) Rad2 (9) RadB (43) Rad51 (9) MutL (4)
NRC-1 UvrC (6;9) Rad3 (9)
UvrD (9) Rad24 (9)
Rad25 (9)
Rad32 (43;46)
I. hospitalis Rad2 RecB-ahnlich RadA
M. sedula Phr (41) Rad2 RadA
Rad25
Rad32
M. janna- Rad1 (4) Recd (2;36) RadA (1;33) Rad51 (1)
schii Rad?2 (4;17;18) RadB (1)
Rad3 (4)
Rad25 (6)
Rad27 (2)
Rad32 (44)
M. barkeri  Phr (6) UvrA (6) Rad1 (6) RecJ RadA Rad50 MutS (29)
UvrB (6) Rad2 (6) RecQ RadB MutL (29)
UvrC (6) Rad3 (6) RadC
UvrD (6) Rad24
Rad25 (6)
M. mazei Phr (6) UvrA (3;12) Rad1 (6) RecG RadA Rad50 MutS (5)
UvrB (3;12) Rad2 (6) RecJ RadB (28) MutL (5)
UvrC (3;12) Rad3 (6) RecQ RadC (12)
UvrD (6;12) Rad24
Rad25 (6)
M. ther- Phr (6;21) UvrA (6;20) Rad1 (4) RecJ (36) RadA (1) Rad51 (2) MutS-
moauto- UvrB (6;20) Rad2 (4) RadB (1) ahnlich (2)
trophicus UvrC (6;20)
N. equi- Rad1 (5) RadA (1)
tans Rad2 (5)
Rad3 (5)
Rad25 (5)
P. furiosus Rad1 (3;24) RadA (1;25) Radd0 (15)  MutS (29)
Rad? (2;16;18) RadB (1;25) Rad51 (2)
Rad3 (2)
Rad25 (2)

Rad3z2 (15)
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S. solfata-  Phr (6) Radi (4;26) RadA Rad50 (10)
ricus Rad2 (4) (1;19;33;47) Rad54
Rad3 (5) (10,48)
Rad?25 (2;22)
Rad32 (14)
T. pendens Rad2 Rad51-
ahnlich
A. aeolicus UvrA (4) RecA (1) RadA MutS (4)
UvrB (4) RecG (2) RadC MutL (4)
UvrC (4) RecN
Recd (2)
RecR (35)
B. subtilis UvrA (4) RecA (1) RadA (7) MutS (4)
UvrB (4) RecF (7;39) RadC (7) MutL (4)
UvrC (4) RecG (7)
RecN (7;39)
RecQ (31;39)
RecQ (7)
RecR (7)
RecU (30)
D. radiodu- UvrA (4) Rad25 RecA (1;38) RadA (8) Rad54 MutS(4;32)
rans UvrB (4) Rad32 (45) RecD (8;38) Mutl (4;32)
UvrC (4) RecF (8;38)
UvrD (32) RecG (11)
Reg. (8;38;39)
RecN (8;34)
RecQ (8;37,38)
RecQ (8;38)

RecR (8;35;38)

Tab. 11 Verteilung homologer Proteine ausgewahlter Reparatursysteme in den untersuchten
Organismen und drei Beispielorganismen (Halobacterium sp. NRC-1, B. subtilis, D. radiodu-
rans). Die Zahl in Klammern hinter dem Protein gibt eine Erwadhnung in der unten aufgefiihrten
Literatur an. Alle aufgefiihrten Proteine wurden bei der durchgefiihrten Protein-Cluster-Analyse

bestatigt.

PR: Photoreaktivierung, NER: Nukleotid-Exzisions-Reparatur, HR: Homologe Rekombination,

MM: Mismatch-Reparatur.

Grau hinterlegt: neu identifiziertes Protein
Ohne Unterstreichung: Identifizierung auf Genomebene

Unterstrichen: Aktivitat wurde Gber Enzymtest oder durch Microarray-Analysen nachgewiesen

(1) DiRuggiero et al. 1999, (2) Grogan 2000, (3) White 2003, (4) Grogan 2004, (5) Kelman et al.
2005, (6) Crowley et al. 2006, (7) Subtilist World Wide Web Server (http://genolist.pteur.fr/Subti
List/), (8) White et al. 1999, (9) Ng et al. 2000, (10) She et al. 2001, (11) Wu et al. 2009, (12)
Deppenmeier et al. 2002, (13) Romano et al. 2007, (14) Gotz et al. 2007, (15) Hopfner et al.
2000, (16) Harrington et al. 1994, (17) Rao et al. 1998, (18) Hosfield et al. 1998, (19) Sandler et
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al. 1996, (20) Ogriing et al. 1998, (21) Kiener et al. 1985, (22) Salerno et al. 2003, (23) Baliga et
al. 2004, (24) Komori et al. 2002, (25) Komori et al. 2000, (26) Roberts et al. 2003, (27)
Mcllwraith et al. 2001, (28) Lin et al. 2006, (29) Lin et al. 2007, (30) Canas et al. 2008, (31) Man-
fredi et al. 2008, (32) Mennecier et al. 2004, (33) Reich et al. 2001, (34) Funayama et. al. 1999,
(35) Lee et al. 2004, (36) Rajman et al. 2000, (37) Xu et al. 2008, (38) Bentchikou et al. 2010,
(39) Cao et al. 2010, (40) Kidane et al. 2004, (41) Goosen et al. 2008, (42) McCready et al.
2005, (43) DasSarma et al. 2001, (44) Constantinesco et al. 2004, (45) Bentchikou et al. 2007,
(46) Kish et al. 2008, (47) Seitz et al. 1998, (48) Haseltine et al. 2009, (49) Fan et al. 2006.

Die gefundenen, bereits annotierten Gene und Proteine passen zu vorhandenen Reparatur-

proteindaten anderer Mikroorganismen. Alle bisher noch nicht oder nur partiell in der

Literatur aufgefiihrten Organismen, wie zum Beispiel I. hospitalis, M. sedula und T. pendens

lassen sich sinnvoll in die Tabelle einfligen.

In der Tab. 12 werden die gefundenen Proteine, die entsprechende Bezeichnung der homo-

logen Proteine in Archaeen, Bakterien beziehungsweise Eukaryonten und deren einzelne

Funktion wahrend der Reparatur kurz erlautert.

Archaea Bakteria Eukaryoten Funktion Referenz
(Mensch)
) Aravind et al. 1999,
Rad1 XPF DNA-Einzelstrang Endonuclease .
Eisen et al. 1999
DiRuggiero et al. 1999,
Rad2 FEN-1 3’-Endonuclease
Crowley et al. 2006
. 5’-3’-Helikase, Erkennung des Scha- White 2009,
Rad3 DinG XPD
dens Rudolf et al. 2010
Checkpoint Kontroll-Gen bei Zell-zy- Bao et al. 1998,
Rad24 Rad24
klus Koltovaya et al. 2008
Rad25 XPB 3’-5’-Helicase Grogan 2004
XPG 3’-Nuclease bei eukaryotischer NER Crowley et al. 2006
Kanaar et al. 1998,
Rad32 Mre11 MRE11 Exonuklease Quaiser et al. 2008,
Hopkins et al. 2008
Zusammen mit Rad32/Mre11 Einzel- Constantinesco et al. 2002,
strang-Endonukleaseaktivitat und Quaiser et al. 2008,
Rad50 Rad50 L . i
ATP-abhangige Doppelstrang spezifi- Hopkins et al. 2008
sche 3’-5’-Exonucleaseaktivitat.
. ) . Brendel et al. 1997,
Multifunktionales Rekombinaseenzym ) )
RadA RecA Rad51 DiRuggiero et al. 1999,
der HR .
Komori et al. 2000
Rad55 und Rad57 sind Teil der Epis-  Kiefer 1989,
RadB Rad55-57 tasis Gruppe Rad52 (Rad50-Rad57).  Komori et al. 2000,
Interaktion miteinander bzw. mit Rad51 Daboussi et al. 2002
Rad54 Rad54 Stimulation von RecA/ RadA/ Rad51 Haseltine et al. 2009

RadC/ RecG RadC/ RecG

Stimulation von RecA/ RadA/ Rad51

Felzenszwalb et al. 1992,
Lombardo et al. 2000
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RecB, RecB, Zusammen mit RecA DNA- Kowalczykowski et al. 1994
RecC, RecC, Doppelstrang-Reparaturenzym-
RecD RecD komplex
RecF, RecF, Zusammen mit RecA, RecU, RecJ Kowalczykowski et al. 1994,
RecO, RecO, DNA-Einzelstrang-Reparaturenzym- Xu et al. 2008,
RecR RecR komplex Handa et al. 2009
Exonuklease, katalysiert den Abbau Rajman et al. 2000
RecJ RecJ von Einzelstrang-DNA in 5’-3’-Rich-
tung
RecN Hilfsenzyme bei HR Funayama et. al. 1999
Recl Holliday-Junction Resolvase, Bin- Carrasco et al. 2005
ec
dungsfahigkeit an RecA
RecQ RecQ RecQ ATP-abhangige DNA-Helikase Umezu et al. 1990
Phr; . o . Grogan 1997,
PhrA, PhrB Lichtabhangige Photolyase bei EPR
Phr1/Phr2 McCready et al. 2003
Erkennung (UvrB), Schneiden und Crowley et al. 2006,
UvrA, UvrB, UvrA, UvrB, . .
Entfernen von geschadigter DNA Truglio et al. 2004,
UvrC, UvrD  UvrC, UvrD )
durch NER Truglio et al. 2006
Grogan 2004,
MutS, MutL  MutS, MutL  MSH, MLH Hauptenzyme der MMR ]
Eisen 1998

Tab. 12 Proteinhomologe ausgewahlter Reparaturmechanismen bei Archaeen, bei Bakterien, be-
ziehungsweise bei Eukaryoten (Mensch), deren Funktion und Beschreibung in der Literatur.

In den Genomen aller untersuchten Archaeen und Bakterien waren Gene fir ein oder mehre-

re bekannter Reparatursysteme vorhanden. Beispielsweise konnte bei allen untersuchten

Organismen konnte entweder ein Gen fir RecA, Rad 51 oder RadA, die alle eine zentrale

Rolle bei der homologen Rekombination spielen, nachgewiesen werden. Wie in Abb. 30 zu

sehen, handelt es sich bei den erwahnten Genen um Homologe. Dabei besitzt RadA auf der

Ebene der Aminosauresequenz eine Ahnlichkeit von 40% zu Rad51 und eine Ahnlichkeit von
20 % zu RecA (Sandler et al. 1996).

RecA

Radi

RadA
RadB

E. coli
M I @900

Mensch

P. abysi
— 5 |
I I |

recA/Rac51

Helix-h airpin-Helix-Motiv
Walker A

VWalker B

C-terminal

] undefiniert

Abb. 30 Strukturelle Ahnlichkeit zwischen bakteriellen RecA, dem menschlichen Rad51 und dem
archaeellen RadA (nach Lin et al. 2006).
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In Abb. 30 ist ebenfalls zu erkennen, dass es sich bei RadB und RadA um strukturell hoch
konservierte und somit duBerst hnliche Proteine handelt (35 % Ahnlichkeit der Aminoséu-
rensequenz), die hdchstwahrscheinlich durch eine Genduplikation entstanden sind
(DiRuggiero et al. 1999).

Zusatzlich sind bei allen Archaeen diverse Rad-Proteine vorhanden. Rad2, ein Homolog zu
einer eukaryotischen Reparatur-Endo-Exonuklease (5-Exonuklease/ Flap-Endonuklease
FEN-1, DiRuggiero et al. 1999), die eine Rolle bei der Nukleotid- und der Basen-Exzisions-
Reparatur spielt (Kim et al. 1998), war ausnahmslos bei allen untersuchten archaeellen Ver-
tretern zu finden (PRK03980) (Shen et al. 1998). Hingegen konnten XPA, XPC und XPG
wichtige Bestandteile der eukaryotischen HR, wie zum Beispiel beim Menschen (White
2003), in keinem Organismus identifiziert werden. Bei den meisten untersuchten Archaeen
waren diverse andere Gene, die zum eukaryotischen NER-System (rad7, rad3, rad25) homo-
log sind, zu finden. Es wurden Homologe zu den Genen rad50, rad51, beziehungsweise
rad52, alle ebenfalls an der eukaryotischen HR beteiligt, bei T. pendens, M. barkeri, M. ma-
zei und Halobacterium sp. NRC-1 nachgewiesen. Auffallig war, dass Homologe zu den
erwdahnten Rad-Genen bei den bakteriellen Vertretern nahezu komplett fehliten. Dennoch
konnten sowohl bei A. aeolicus, als auch bei B. subtilis RadA- und RadC-Homologe identifi-
ziert werden. Auch im Genom von D. radiodurans waren drei Rad-ahnliche Gene (rad25,
rad32, rad54) zu finden. Die untersuchten Bakterien, wie zum Beispiel A. aeolicus haben
anstatt der typischen archaeellen Rad-Proteine die typischen bakteriellen Rec-Gene. Diese
Rec-Gene sind an der bakteriellen HR beteiligt. Aber auch in den archaeellen Vertretern
konnten Homologien zu Rec-Genen gefunden werden. So ist zum Beispiel recJ, konserviert
in Euryarchaeota, sowohl bei A. fulgidus, Halobacterium sp. NRC-1, M. thermoauto-
trophicus, M. jannaschii, M. barkeri und M. mazei (Proteincluster: CLS1071005) zu finden.
Das fur D. radiodurans typische alternative Nukleotid-Exzisions-Reparatursystem, gekenn-
zeichnet durch das Hauptenzym UvsE (Evans et al. 1983, Earl et al. 2002), ist nur im Genom
von D. radiodurans nachzuweisen.

Obwohl das Mismatch-Reparatursystem (MutS / MutL) (hyper-)thermophilen Archaeen na-
hezu komplett fehlen soll (Grogan 2004), konnte bei A. fulgidus, ein mutS-ahnliches Gen
gezeigt werden. Dieses Gen / Protein ist aber wahrscheinlich lediglich am NER beteilig (Ro-
mano 2007) und stellt kein selbstandiges MMR-System dar. Aber auch beim thermophilen M.
thermoautotrophicus (Locus_Tag MTH1762) und hyperthermophilen P. furiosus (Vijayvargia
et al. 2002) konnten mutS-ahnliche Gensequenzen identifiziert werden. Bei den mesophilen
Methanosarcina-Vertretern und den untersuchten Bakterien bestatigte sich das Vorhanden-
sein der Mismatch-Reparatur-Gene.

Bei einigen methanogenen Archaeen (M. barkeri, M. mazei, M. thermoautotrophicus), bei

Halobacterium sp. NRC-1 und allen Bakterien (A. aeolicus, D. radiodurans, B. subtilis) konn-
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te ein vollstandiges bakterielles NER-System (UvrABC) nachgewiesen werden (Crowley et
al. 2006).

Fur mehrere Sulfolobus-Spezies ist das Vorhandensein einer UV-induzierbaren lichtabhan-
gigen Photolyase (Phr) beschrieben (Grogan 1997). Diese Tatsache traf auch fur M. sedula
zu, in dessen Genom ebenfalls ein Gen fir eine Photolyase identifiziert wurde. Im gleichen
Proteincluster (COG0415) konnte das Vorhandensein von Genen, die fiir eine Photolyase
codieren, bei M. thermoautotrophicus (Kriener et al. 1985) und den beiden Methanosarcina-

Vertretern (Olson et al. 1991, Crowley et al. 2006) bestatigt werden.
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\Y Diskussion

Trockentoleranz vegetativer (hyper-)thermophiler Mikroorganismen

Lange Zeit wurde angenommen, dass hauptséchlich nur Uberdauerungsformen wie Sporen,
und nur selten vegetative Zellen eine Resistenz gegenliber Wasserentzug durch Trocknung
besitzen (Billi et al. 2002). D. radiodurans war der erste Mikroorganismus, dem als vegetative
Zelle eine erhebliche Trockenresistenz zugeschrieben wurde (Mattimore et al. 1996). Tro-
ckentoleranz vegetativer Zellen scheint aber gerade auch unter den (hyper-)thermophilen
Mikroorganismen ein weitverbreitetes Phanomen zu sein. In nahezu allen Ordnungen der
(hyper-)thermophilen Archaeen und phylogenetisch tief abzweigenden (hyper-)thermophilen
Bakterien waren trockentolerante Vertreter zu finden. So konnte, zusammen mit friheren
Arbeiten (Beblo 2006), bisher bei 17 von 31 untersuchten prokaryotischen Stammen Tro-
ckentoleranz festgestellt werden. Dabei zeigten sich neben der bloBen Eigenschaft
~Trockenresistenz* zahlreiche weitere Charakteristika hinsichtlich Verbreitung, Uberlebensra-
ten und Verknipfungen mit anderen Resistenzen / Toleranzen, wie zum Beispiel gegen
verschiedene Strahlungsarten. Es scheint aber, dass es sich bei der Trockentoleranz, wie
schon zum Teil fir héhere Organismen gezeigt (Alpert 2005), um eine aulierst spezies-
spezifische Eigenschaft handelt: zum Teil sind grof3e Varianzen in der Trockentoleranz bei
Organismen aus verschiedenen Ordnungen, aber auch bei Organismen der gleichen Ord-
nung und der gleichen Gattung festzustellen. S. metallicus zeigte beispielsweise unter
verschiedenen Kultivierungsbedingungen eine hohe Toleranz gegenuiber Trockenheit (Beblo
et al. 2009), wohingegen S. solfataricus selbst kurze Perioden der Trockenheit nicht Giberleb-
te. Ahnlich gravierende Unterschiede in ihrer Toleranz gegeniiber Wasserentzug zeigten die
beiden getesteten mesophilen Methanosarcina-Vertreter. Dennoch gibt es auch Organismen
aus einer Gattung (Aquifex, Ignicoccus) mit einer sehr ahnlichen Toleranz gegenlber Tro-
ckenheit. Auffallig ist, dass die meisten trockentoleranten Organismen aus der Ordnung der
Aquificales stammen, beziehungsweise Organismen sind, die die Knallgasreaktion zur Ener-
giegewinnung nutzen. Dies traf sowohl fir die beiden Aquifex-Vertreter, als auch fir H.
marinus und H. thermophilus zu. Dennoch konnte bei Tc. ruber, der ebenfalls zur Ordnung
der Aquificales gehdrt, und bei S. solfataricus und H. hirschii, die beide die Knallgasreaktion
zur Energiegewinnung verwenden, keine Toleranz gegenuber Trockenheit festgestellt wer-
den. Somit kann ein genereller Zusammenhang zwischen der (Hyper-)Thermophilie, der
phylogenetischen Stellung, der Stoffwechselart und der Trockentoleranz ausgeschlossen

werden.
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Die Uberlebensraten der getesteten Organismen lagen im Vergleich zu den in der Literatur
publizierten Uberlebensraten mesophiler Mikroorganismen deutlich niedriger. D. radiodurans
zeigt in den ersten 100 Stunden der Trocknung keine Anderung in der Uberlebensrate und
nach ca. 16 Tagen leben noch 40 % der Zellen (Rettberg et al. 2004). Eine Verringerung der
Uberlebensrate um 25 % wurde bei Halobacterium sp. NRC-1 nach 20 Tagen Trocknung
beobachtet (Kottemann et al. 2005). Bei H. marinus, unter den getesteten Organismen der
Organismus mit der hdchsten Uberlebensrate, tiberleben 0,001 % der Zellen 16 Tage Trock-
nung. Die Zellen der hier getesteten Mikroorganismen Uberlebten mehrheitlich die ersten
Stunden des Trocknungsprozesses nicht. Nur eine meist sehr niedrige Anzahl von Zellen
konnte lange Zeiten der Trockenheit Uberdauern. Es ist davon auszugehen, dass die Zellen,
die den anfanglichen Trocknungsprozess Uberlebt haben, auch langere Zeit ohne die Ver-
fiigbarkeit von Wasser (iberleben kdénnen. Diese Zahl (zum Beispiel 1 von 10 H. marinus-
Zellen nach 196 Tagen Trocknung) liegt in der GréRRenordnung der spontanen Mutationsrate
(Drake et al. 1998). Ein weiterer Hinweis, dass es sich bei der Trockentoleranz nicht um eine
vererbbare Resistenz, sondern um eine zum Teil spontan erworbene Toleranz handelt, sind
die Ergebnisse der wiederholten Trocknungs- und Reaktivierungsexperimente mit H. mari-
nus. Wenn es sich um eine vererbbare Resistenz handeln wiirde, hatte die Uberlebensrate
der Tochterkulturen im Laufe des Experiments ansteigen missen. Es ist daher denkbar,
dass zellulare Protektoren nach einer spontanen Mutation konstitutiv exprimiert werden und
so die Zellen zum Teil vor Trocknungsschaden geschitzt sind. Durch die Trocknung wird
den Zellen intrazellular gebundenes Wasser entzogen und hydratisierte Zellbestandteile
kénnen dadurch verandert und geschadigt werden. Nach Trocknung treten DNA-Einzel- und
Doppelstrangbriiche (Dose et al., 1992, Bieger-Dose et al., 1992), Proteindenaturationen auf
(Prestrelski et al. 1993), zusatzlich sind Veranderungen der Membranlipide zu verzeichnen
(Cox 1993). Trocknung ist daher als eine extreme Form von osmotischem Stress zu sehen.
Intrazellulare kompatible Solute spielen bei der mikrobiellen Toleranz gegentiber widrigen
Umstanden, wie zum Beispiel einem osmotischen Schock, eine wichtige Rolle (Empadinhas
et al. 2008). Bestimmte kompatible Solute kénnen aber auch wahrend der Trocknung einen
positiven Einfluss auf die Membranstabilitdt haben (Hincha et al. 2004). Des Weiteren haben
sie, bezogen auf die optimale Wachstumstemperatur, bei hohen und niedrigen Temperaturen
einen protektiven Einfluss auf Proteine, vor allem auf Enzyme (Lippert et al. 1992). Grélten-
teils sind nur die Effekte von kompatiblen Soluten auf ganze Zellen und Zellbestandteile
bekannt, wobei die molekulare Funktionsweise der kompatiblen Soluten zum Teil noch un-
verstanden ist. Eine Hypothese ist, dass kompatible Solute anstelle von Wasser an
Proteinoberflachen binden und das Protein dadurch stabilisieren. Da somit weniger Wasser-
molekulle am Protein binden, fuhrt ein Wasserentzug nicht zur Denaturierung (Kurz 2008). In

einigen der getesteten Archaeen wie A. fulgidus, M. kandleri, P. furiosus, T. acidophilum, P.
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occultum, P. aerophilum, T. tenax, S. solfataricus und M. sedula wurden von Martins et al.
(1997) unter bestimmten Kultivierungsbedingungen kompatible Solute nachgewiesen. Die
Uberlebensrate von A. fulgidus nach Trocknung &nderte sich nach der Kultivierung unter KS-
induzierenden Bedingungen gravierend. Die Ladung des, in groRen Mengen akkumulierten,
A. fulgidus-spezifischen kompatiblen Soluts DGP wird mit K* als Gegenion ausgeglichen und
weiteres K* in der Zelle akkumuliert. Eine potenzielle Rolle von intrazellular akkumuliertem K*
an der Osmoprotektion wurde bereits fir Halomonas elongata diskutiert (Kraegeloh et al.
2002). A. fulgidus konnte fiir die K'-Akkumulation den Kaliumtransporter TrkA / H verwenden
(Klenk et al. 1997), der aus dem NADH-Bindeprotein TrkA und der membrandurchspannen-
den Untereinheit TrkH aufgebaut ist (Johnson et al. 2009). Die hier erhaltenen Ergebnisse
deuten darauf hin, dass DGP primar nur bei der Trockentoleranz eine Rolle spielt. Die Uber-
lebensraten nach Strahlenexposition oder Behandlung mit H,O, sind nach Bildung von DGP
identisch mit den Uberlebensraten unter Standardbedingungen. Diese Tatsache unterstiitzt
die These, dass DGP nur die Proteine von A. fulgidus stabilisiert und vor Denaturierung
schutzt. DGP schutzt nicht die DNA vor Trocknungsschaden (wie Einzel- und Doppelstrang-
brichen), da andernfalls nach Strahlenexposition oder H,O,-Behandlung eine positive
Veranderung in der Uberlebensrate zu sehen sein misste. Louis et al. (1994) konnten bei E.
coli ebenfalls ein Ansteigen der Uberlebensrate nach Trocknung durch die Zugabe und damit
verbunden zellulare Aufnahme von kompatiblen Soluten (Sucrose, Trehalose, Hydroxyec-
toin) zeigen. Eine Zugabe von DGP zum Medium fuhrte allerdings weder bei A. fulgidus noch
bei T. tenax, P. furiosus und A. pyrophilus zu einer Veranderung der Uberlebensrate nach
Trocknung. Grinde hierfir kdnnten sein, dass die Organismen das zugefligte DGP unter
optimalen Kultivierungsbedingungen nicht aufnehmen oder keine spezifischen Membran-
transporter fir DGP besitzen. Aufgrund von Untersuchungen zur Thermostabilitdt von DGP
kann ausgeschlossen werden, dass das zugegebene DGP durch die Kultivierungstemperatur
der jeweiligen Organismen zerstort wird (Lamosa et al. 2000). Diese Stabilitatsuntersuchun-
gen zeigten, dass DGP in einer neutralen wassrigen Losung bei einer Hitzebehandlung bei
95 °C uber drei Stunden lang stabil bleibt. Ein positiver Effekt von gebildeten kompatiblen
Soluten auf die Trockentoleranz konnte nur bei A. fulgidus festgestellt werden. A. pyrophilus,
P. furiosus und T. tenax zeigten keine Veranderung in ihrer Uberlebensrate, wenn kompatib-
le Solute vor der Trocknung gebildet wurden. Allerdings handelt es sich bei den kompatiblen
Solute (hyper-)thermophiler Mikroorganismen um sehr unterschiedliche Substanzen zum Teil
aus verschiedenen Substanzklassen (Lamosa et al. 2006). Da DGP aufRerdem ausschlief3-
lich von A. fulgidus gebildet wird, lassen sich die Ergebnisse nur schwer vergleichen. Somit
gibt es wohl keinen genereller Zusammenhang zwischen der Fahigkeit zur Synthese von

kompatiblen Soluten und einer erhéhten Trockentoleranz.
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Trockentoleranz beeinflussende Parameter: die Trockentoleranz aller getesteten Mikroor-
ganismen ist durch die Temperatur und Gegenwart von Sauerstoff wahrend der Lagerung
stark beeinflusst. Wenig Einfluss scheinen hingegen niedrige Drlicke und die relative Luft-
feuchtigkeit zu haben.

Ein positiver Effekt von niedrigen Lagerungstemperaturen ist bereits bekannt: die Gefrier-
trocknung ist eine gangige Prozedur zur Langzeitkonservierung von Mikroorganismen
(Miyamoto-Shinohara et al. 2000, Morgan et al. 2006). Bei der Lagerungstemperatur ist es
wichtig, dass diese eindeutig die Untergrenze der metabolischen Aktivitat unterschreitet
(Weikl 2010). Bei getrockneten Zellen ist kein Unterschied in der Uberlebensrate zu sehen,
ob die Zellen bei -20 °C oder bei -80 °C gelagert werden (Beblo et al. 2009). Wie sich bei /.
pacificus zeigte, kann der Temperaturunterschied bei einer Lagerung bei Raumtemperatur
und bei -20 °C dennoch einen groRen Unterschied in der Uberlebensrate aus machen,
obwohl auch Raumtemperatur die Untergrenze der metabolischen Aktivitdt von I. pacificus
(Topt-: 90 °C, Huber et al. 2000) deutlich unterschreiten sollte.

Die meisten Anaeroben, aber auch aerobe Mikroorganismen sind auflerst sensitiv gegen-
Uber Sauerstoff, wenn sie metabolisch inaktiv sind (Grogan 1989). Bei Raumtemperatur,
aber vor allem nach Trocknung befinden sich die (hyper-)thermophilen Zellen in einem me-
tabolisch inaktiven Zustand und sauerstoffradikalabfangende Enzyme kdnnen in der Zelle
reaktive Sauerstoffspezies nicht detoxifizieren. Zum Beispiel besitzt M. thermoautotrophicus
eine Superoxiddismutase (Takao et al. 1990) und /. hospitalis ein zytoplasmatisches Peroxi-
redoxin-System (Burghardt et al. 2008) und dennoch sind beide Organismen &auferst
sauerstoffsensitiv und Uberlebten Trocknung nur unter anoxischen Bedingungen. Obwohl die
methanogenen Organismen strikt anaerob sind und zu den sauerstoffsensitivsten Organis-
men unter den Archaeen zahlen (Whitman et al. 2006), zeigte M. barkeri eine aus-gepragte,
bereits bekannte Toleranz gegeniber Trocknung (Morozova et al. 2007) und Sauerstoffex-
position (Fetzer et al. 1993). Bei den Trocknungsversuchen traten bei M. barkeri starke
Schwankungen auf. Dieses Phanomen kénnte mit dem sarcina-typischen Zellagglomeraten
erklart werden (Barker 1936): durch die Zellhaufen kommt es zu einer gewissen Inhomogeni-
tat der Kultur, was wiederum zu einer Ungleichverteilung der Zellen beim Aufbringen auf die
Filter fihren koénnte. Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass nicht die exakt ge-
wlnschte Zellzahl auf den Filtern vorhanden ist und es so zu Schwankungen in der
Uberlebensrate nach Trocknung kommt. M. barkeri besitzt eine Superoxiddismutase, die den
Organismus bei metabolischer Aktivitat vor Schaden durch oxidativen Stress schitzt (Briouk-
hanov et al. 2000). Da es sich bei M. barkeri um einen mesophilen Organismus handelt,
konnte es sein, dass die Superoxiddismutase noch zum Teil wahrend der Trocknung bei
Raumtemperatur aktiv ist und so partiell Radikale abfangt. Unter den mikroaerophilen Mikro-

organismen scheint H. marinus am wenigsten von der Gegenwart von Sauerstoff beeinflusst
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zu sein (Weikl 2010). H. marinus vertragt einerseits relativ hohe Sauerstoffkonzentrationen
wahrend des Wachstums. So verlangert sich bei 8 % O, zwar die Verdopplungszeit, aber
dennoch vermehren sich die Zellen (Stéhr et al. 2001 b). Demnach ist davon auszugehen,
dass H. marinus ein vor den Einflissen von Sauerstoff schutzendes System besitzt. Wenn
eine H. marinus-Kultur mehrere Tage bei Raumtemperatur gelagert wurden, zeigten die Zel-
len bei lichtmikroskopischen Untersuchungen aktive Bewegung (Daten nicht gezeigt). So
kann auch in diesem Fall nicht ausgeschlossen werden, dass das vor Sauerstoffradikale
schitzende System noch zum Teil bei einer Trocknung bei Raumtemperatur aktiv ist.

Die Trockentoleranz der getesteten Organismen scheint nur gering vom einem niedrigen
Druck und der relativen Luftfeuchtigkeit wahrend der Lagerung beeinflusst zu sein. Die Lage-
rung von bereits getrockneten Zellen im Vakuum fiihrte anfangs zu keiner Veranderung der
Uberlebensrate. Erst nach mehrtagiger Expositionszeit ist ein geringfligiger negativer Ein-
fluss des Vakuums zu erkennen. Der vergleichsweise geringe Einfluss des Vakuums auf die
Uberlebensrate konnte bereits bei durchgefihrten Weltraumexpositionsexperimenten beo-
bachtet werden: nach 10-tagiger Weltraumvakuumexposition (10° Pa) {iberlebten 70 % der
exponierten B. subtilis-Sporen (Horneck 1993). Bei einer 10-tdgigen Vakuumexposition in
Weltraumsimulationsanlagen (107 Pa) (iberleben nahezu 100 % der Sporen (Méller et al.
2007 a). Anders verhalt es sich bei D. radiodurans: im Vakuum Uberlebt D. radiodurans zu
einem hoheren Prozentsatz verglichen zu Zellen, die unter Laborbedingungen trocken gela-
gert wurden (Anja Bauermeister, DLR, KoéIn personliche Mitteilung).

Die relative Luftfeuchtigkeit scheint ebenfalls nur einen geringen Einfluss auf die Trockento-
leranz zu haben. Zellen, die bei geringerer relativer Luftfeuchtigkeit im Exsikkator gelagert
wurden, Uberleben die Trocknung ahnlich wie unter Laborbedingungen. Der geringe Einfluss
sowohl des Vakuums, als auch der relativen Luftfeuchtigkeit wahrend der Lagerung konnte
im Rahmen dieser Arbeit fir H. marinus, als auch A. pyrophilus und M. jannaschii (Weikl

2010) gezeigt werden.

Toleranz (hyper-)thermophiler Mikroorganismen gegentiber Strahlung

Seit der Entdeckung und den ersten Untersuchungen von D. radiodurans wurde ein mogli-
cher Zusammenhang zwischen Trockenresistenz und Strahlenresistenz diskutiert. Ahnliche
Zusammenhange wurden vor kurzem auch fir Organismen wie Halobacterium sp. NRC-1
(Kish et al. 2009), Ustilago maydis (Holloman et al. 2007) und bdelloide Rotiferen (Gladyshev
et al. 2008) postuliert. Derartige Zusammenhange zwischen Trockentoleranz und Strahlen-

resistenz konnten fur die hier untersuchten Organismen nicht gezeigt werden.
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Zellulidre Effekte einer UV-C-Exposition: die Uberlebensraten der untersuchten Organis-
men lagen nach UV-C-Bestrahlung, unabhangig von der organismenspezifischen
Trockentoleranz zwischen denen des strahlenresistenten D. radiodurans und denjenigen des
strahlensensitiven B. subtilis. Dies spiegelte sich sowohl in den Uberlebensraten, als auch in
den Fq-Werten wider. Im Vergleich zu Literaturwerten lagen die Uberlebensrate und der Fo-
Wert von S. solfataricus unter den Werten, die von Frols et al. (2007) ermittelt wurden. Frols
et al. geben einen F4-Wert von 72 J/m? an, somit ist dieser doppelt so hoch, wie der in die-
ser Arbeit ermittelte F,o-Wert (36,5 J/mz). Griinde hierfir konnten sein, dass es sich nicht um
identische Stamme handelt. In dieser Arbeit wurde mit dem Stamm Ron12/lll gearbeitet,
Frols et al. arbeiten mit dem Stamm PH1. Ein anderer Grund konnte sein, dass der Stamm
PH1 in einer sehr viel dichteren Zellsuspension (fast hundertfach dichter) bestrahlt wurde
und somit Selbstbeschattungseffekte nicht ausgeschlossen werden kénnen. Genaue Uber-
einstimmung in den Uberlebenswerten von P. furiosus findet man zu Komori et al. (2000).
Dort werden 35 J/m? als Fluenz angegeben, die keinen Einfluss auf die Uberlebensrate von
P. furiosus hat. Dieser Wert konnte im Rahmen dieser Arbeit bestatigt werden.

Bei einer Kombination von Strahlung und Trocknung werden die Zellen sensibler gegentber
UV-C-Strahlung. Niedrige Fluenzen (10 J/m?), die bei Bestrahlungen in fliissiger Suspension
zu keinen Effekten fiihrten, fiihrten im Trocknen zu einer Verringerung der Uberlebensrate.
Dies deutet darauf hin, dass die Zellen durch die vorangegangene Trocknung bereits ge-
schadigt sind und somit die anschlieBende Bestrahlung starkere Effekte hervorruft. Bei D.
radiodurans hingegen konnte bisher nur ein gegenteiliger Effekt beobachtet werden. Ge-
trocknete D. radiodurans-Zellen kdbnnen héhere Fluenzen an UV-C-Strahlung Uberleben, als
Zellen in Flissigkeit (Anja Bauermeister, DLR, Kdln, personliche Mitteilung). Die Sensibilisie-
rung von H. marinus liel sich durch die Zugabe geringer Mengen an ,Protektionsmaterial®
(0,1 % Erz) in die Kulturmedien wieder aufheben. Zudem erhdhte sich die Uberlebensrate
von H. marinus durch diese Zugabe von ,Protektionsmaterial* sowohl bei Bestrahlung von
Zellen in Fliissigkeit als auch nach Trocknung um bis zu zwei Zehnerpotenzen. Ahnliche Ef-
fekte konnten schon bei mehreren Experimenten erhalten werden. So schiitzt in Weltraum-
expositionsexperimenten sowohl eine diinne Schicht kilinstlichen Meteoritenmaterials als
auch eine diinne Staubschicht exponierte Bacillus-Sporen duBerst effektiv und die Uberle-
bensrate erhohte sich um finf Zehnerpotenzen (Horneck et al. 2001 b). Osman et al. (2008)
zeigten, dass die Zugabe von Wustensandpartikel zu verschiedenen sporenbildenden und
nicht-sporenbildenden Organismen die Zellen bei einer UV-C-Bestrahlung schutzt und sich
dadurch die Uberlebensrate erhoht.

Bei allen getesteten Organismen konnte bis in einen sehr hohen Fluenzbereich (1000 J/m?;
in Flissigkeit) Uberleben nachgewiesen werden. Eine Bestrahlung mit derartig hohen Fluen-

zen hatte im Genom von S. solfataricus (~3,0 Mbp; She et al. 2001) rechnerisch ungefahr



IV Diskussion 77

145500 ,Schadpunkte” zur Folge. Trotz der hohen Anzahl an ,Schadpunkten® in Form von
DNA-Photoprodukten wird das Genom repariert, da andernfalls kein Uberleben zu sehen
gewesen ware. Im Vergleich zu B. subtilis brauchen die untersuchten Organismen relativ
lange, um die entstandenen Schaden zu reparieren. Vegetative B. subtilis-Zellen bendtigen
nach UV-C-Bestrahlung ca. 60 min, um 50 % der entstandenen DNA-Photoprodukte zu repa-
rieren (Marko Wallmann, DLR, Kéln, personliche Mitteilung). Nach einer Bestrahlung mit
500 J/m? liegen bei D. radiodurans 1,7 % der Thymine als Dimere vor und der Organismus
bendtigt 90 min, um diese Anzahl der Dimere auf 0,3 % zu reduzieren (Varghese et al.
1970). Zur archaeellen Reparatureffizienz sind in der Literatur verschiedene Aussagen zu
finden: Romano et al. (2007) geben an, dass S. solfataricus, bestrahlt mit 500 J/im? UV-C,
30 min bendtigt, um 20 % der entstandenen CPDs zu reparieren, und nach vier Stunden sind
80 % der DNA-Schaden behoben. Goétz et al. (2007) konnten experimentell nachweisen,
dass S. solfataricus, bestrahlt mit 200 J/m? UV-C, nach 30 min 80 % der CPDs repariert hat.
Da sowohl Romano et al. (2007) als auch Goétz et al. (2007) nicht die absolute Zahl der ge-
bildeten CPDs nennen, sind die beiden Experimente schwer miteinander vergleichbar. Dass
bei den in dieser Arbeit untersuchten Organismen auch Reparatur stattfindet, ist unumstrit-
ten, dennoch lasst sich Uber die genaue Dauer beziehungsweise Effizienz dieser Reparatur
nur wenig sagen. Experimentbedingt lieBen sich die Lebendkeimzahlen nur zu ungenau
bestimmen, so dass die Verfolgung der genauen zeitlichen Abfolge der Reparatur nicht mog-
lich war. Dies liel} sich veranschaulichen, indem die Lebendkeimzahl im Verlauf der
Wachstumskurve einer definierten, geringen Anzahl (10%) von P. furiosus-Zellen bestimmt
wurde (Daten nicht gezeigt). Nach einer Bestrahlung von 10° P. furiosus-Zellen mit
1000 J/m? iberleben im Durchschnitt ebenfalls 10? Zellen. Es war kein Unterschied im Ver-
lauf der Wachstumskurve zu erkennen, obwohl die bestrahlten Zellen, bedingt durch die
Reparatur der Strahlenschaden, eine verlangerte Lag-Phase haben sollten. Zukiinftig sollte
der Reparaturvorgang der hier untersuchten Organismen, wie bei Romano et al. (2007) oder
bei Gotz et al. (2007), anhand der Abnahme der Anzahl der entstandenen DNA-
Photoprodukte untersucht werden und nicht anhand der Lebendkeimzahl.

CPDs und 6-4-PPs werden in der Literatur als DNA-Hauptphotoprodukte nach UV-C-
Bestrahlung beschrieben (Mitchell et al. 1989, Douki et al. 2001) und entstehen nach Strah-
lenexposition bei Organismen aus allen drei Domanen des Lebens. Sowohl Halobakterien
(McCready et al. 2003), als auch Bakterien, wie B. subtilis (Mdller et al. 2007 b) und D. radio-
durans (Minton 1994) und eukaryotische Vertreter, wie Hefen (McCready et al. 1994) zeigen
die in dieser Arbeit bestatigte Verteilung der DNA-Photoprodukte. Bei den hier untersuchten
Organismen war die absolute Menge der gebildeten Hauptphotoprodukte einerseits fluen-
zabhangig, andererseits waren die beiden Hauptphotoprodukte untereinander organismus-

spezifisch verteilt. Neben den DNA-Photoprodukten treten noch andere Schaden in der Zelle
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wie zum Beispiel UV-C-induzierte DNA-Protein-Quervernetzung auf (Peak et al. 1991, Bar-
ker et al. 2005). Dies ware eine Erklarung fur die sinkende Menge an isolierbarer freier DNA.
Durch DNA-Protein-Quervernetzungen geht die DNA wahrend der DNA-Isolierung nicht
mehr in die I6sliche Phase Uber, sondern fallt mit den Proteinen aus und geht dadurch wah-
rend der Isolierung verloren (Smith 1962). Archaeelle DNA steht in der Zelle in aulierst
engem Kontakt zu histonahnlichen Proteinen, die bei den bakteriellen Vertretern fehlen (Pe-
reira et al. 1998). Daher ware es mdglich, dass sich bei S. solfataricus zwischen den DNA-
Bindeproteinen (Choli et al. 1988) und der DNA eine héhere Anzahl an Quervernetzungen
ausbilden, als bei Organismen ohne histon-ahnliche DNA-Bindeproteine. Da kein Unter-
schied in der isolierbaren DNA-Menge nach UV-C-Bestrahlung zwischen Archaeen und
Bakterien zu sehen war, ist davon auszugehen, dass sich nicht nur DNA-Protein-
Quervernetzung zwischen histon-ahnlichen Proteinen und der DNA bilden, sondern generell
zwischen zytoplasmatischen Proteinen beziehungsweise DNA-assoziieren Proteinen und der
DNA.

Zellulare Effekte nach ionisierender Strahlenexposition: In der Literatur sind zum Uber-
leben verschiedener Archaeen nach Einwirken von ionisierender Strahlung nur wenige Daten
vorhanden. Die meisten Experimente wurden mit Halobacterium sp. NRC-1 (Kotteman et al.
2005), verschiedenen Thermococcus-Vertretern (Jolivet et al. 2003, Jolivet et al. 2004) und
P. furiosus (DiRuggiero et al. 1997) durchgeflhrt. Bei einigen der hier untersuchten Orga-
nismen konnte eine auflergewdhnlich hoher Toleranz gegentber ionisierender Strahlung
gezeigt werden. Selbst nach einer Bestrahlung mit 20 kGy wurden bei A. pyrophilus und |.
hospitalis lebende Zellen nachgewiesen. Die D-Werte der genannten Organismen nach
Einwirkung von ionisierender Strahlung (2842 Gy beziehungsweise 1482 Gy) liegen unter
den Dqo-Werten, die in der Literatur fir andere (Hyper-)Thermophile angegeben wurden (Jo-
livet et al. 2003, Jolivet et al. 2004). Anhand des hier ermittelten D1o-Wertes war I. hospitalis
finf- und A. pyrophilus zehnfach so strahlentolerant wie E. coli. H. marinus, verglichen mit /.
hospitalis und A. pyrophilus ein strahlensensitiver Vertreter, ist dreimal so tolerant gegenuber
ionisierender Strahlung wie E. coli und ungefahr gleich tolerant wie B. subtilis-Sporen. Der
hier ermittelte D4o.Wert von P. furiosus (~ 1 kGy) liegt deutlich unter dem D4,-Wert, der von
DiRuggiero et al. (1997) ermittelt wurde (3 kGy). Griinde hierfiir kbnnten sein, dass P. furio-
sus bei DiRuggiero et al. (1997) in kleineren Dosisschritten bestrahlt wurde und sich so eine
typisch geschulterte Uberlebenskurve aufzeigen lasst. In der vorliegenden Arbeit wurde das
Uberleben von P. furiosus nach Bestrahlung von 3,3 kGy, 5 kGy und 10 kGy bestimmt, wo-
mit man deutlich im exponentiell abfallenden Teil der Uberlebenskurve lag, was die

Berechnung des Dy,-Wertes deutlich beeinflusste. Die hier ermittelten Uberlebensraten nach
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Bestrahlung mit 3,3 kGy beziehungsweise 5 kGy, sind die gleichen wie bei DiRuggiero et al.
(1997).

Wie erwahnt, ist die Trockentoleranz bestimmter (Hyper-)Thermophiler von verschiedensten
Parametern, wie zum Beispiel der Anwesenheit von Sauerstoff, beeinflusst. Zusatzlich spielt
bei I. hospitalis die Gegenwart von N. equitans und bei den Sulfolobales-Vertretern der pH-
Wert und das Substrat eine Rolle. Die Uberlebensrate einiger Sulfolobales-Vertreter ist deut-
lich héher, wenn das Kulturmedium vor der Trocknung neutralisiert wird und wenn die Zellen
auf Erz kultiviert werden (Beblo et al. 2009). Diese Effekte spielen beim Uberleben nach Be-
handlung mit ionisierender Strahlung nur zum Teil eine Rolle. M. sedula und S. metallicus
Uberlebten 5 kGy nur, wenn die Zellen auf Erz kultiviert und nicht vor der Bestrahlung neutra-
lisiert wurden. Ahnliche Zusammenhénge zwischen pH und der Uberlebensrate konnten von
Stapleton und Engel (1960) firr E. coli gezeigt werden. E. coli-Zellen Uberleben in einem Be-
strahlungsmedium mit niedrigerem pH (pH 4,8) eine Behandlung mit ionisierender Strahlung
zu einem hoheren Prozentsatz, als in einem Bestrahlungsmedium mit basischerem pH-Wert
(pH 8,4). Nach einer Kultivierung auf Erz, konnte auch bei Trocknungsexperimenten mit Sul-
folobales-Vertretern eine hohere Uberlebensrate beobachtet werden (Beblo et al. 2009). Die
angesprochenen Sulfolobales-Vertreter wachsen auf den Erzpartikeln zum Teil in biofilmarti-
gen Strukturen (Zolghadr et al. 2010); bei Schwefel- und Knallgaskulturen sind hingegen
hauptsachlich Einzelzellen zu finden (Beblo 2006). Zum Einfluss von Biofilmbildung auf die
Toleranz gegenlber Strahlung sind in der Literatur verschiedene Thesen zu finden. Bei ver-
schiedenen Salmonella-Spezies konnte gezeigt werden, dass Zellen im Biofilm
beziehungsweise als planktonisch Zellen gleich stark durch ionisierende Strahlung inaktiviert
werden (Niemira et al. 2005). Andererseits Uberleben Pseudomonas aeruginosa-Zellen, be-
dingt durch die schiitzende Eigenschaft des Biofilms, eine UV-Exposition im Biofilm zu einem
héheren Prozentsatz verglichen mit dem Uberleben von Einzelzellen (Elasri et al. 1999). Da-
bei ist davon auszugehen, dass es sich bei dem von Elasri et al. (1999) beschriebenen
Phanomen um Selbstbeschattungseffekte handelt. Eine stressinduzierte Biofilmbildung durch
Anderung in der Wachstumstemperatur, dem pH-Wert oder durch eine Sauerstoffexposition
wurde schon flir mehrere Archaeen wie A. fulgidus, M. thermoautotrophicus und M. janna-
schii (LaPaglia et al. 1997) und Bakterien beschrieben (Hall-Stoodley et al. 2004). LaPaglia
et al. (1997) zeigten, dass es durch die Biofilmbildung bei A. fulgidus zu einer Toleranzerho-
hung gegeniber diversen toxischen Umweltbedingungen kommt. In einem Biofilm lebende
Zellen konnten untereinander, bedingt durch die rdumliche Nahe, genetisches Material aus-
tauschen (Davey et al. 2000). Bei S. solfataricus wurde eine UV-induzierbare temporare
Aggregation nachgewiesen (Frols et al. 2007; Frdéls et al. 2008; Frols et al. 2009). In diesem
Fall ist der Zweck der Aggregation der Zellen weitgehend unbekannt. Durch die Bestrahlung

der hier untersuchten Organismen konnte ebenfalls Biofilmbildung durch Aggregation ausge-
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I6st werden und es kann so zu einem Austausch von genetischem Material kommen, was
durch die homologe Rekombination zur Reparatur von Strahlenschaden beitragen kdnnte.
Beim Organismensystem /. hospitalis und N. equitans ist bis heute unklar, ob es sich um ein
parasitares oder symbiotisches System handelt. Zum Beispiel fehlen im Genom von N. equi-
tans grundlegende Biosynthesewege; dadurch ist dieser Organismus von seinem Wirt
abhangig (Waters et al. 2003). Andererseits ist I. hospitalis in seinem Wachstum durch die
Anwesenheit von N. equitans wenig beeinflusst, was fir ein kommensalistisches System
sprache (Jahn et al. 2008). Die Trockentoleranz von I. hospitalis ist hingegen von der Anwe-
senheit von N. equitans beeinflusst. I. hospitalis Gberlebt Trocknung besser, wenn die Zellen
vor der Trocknung axenisch kultiviert wurden. Diese Tatsache, die flr ein parasitares Ver-
haltnis der beiden Organismen zueinander sprechen wiirde, konnte beim Uberleben nach
ionisierender Strahlung, beziehungsweise UV-C-Strahlung allerdings nicht bestatigt werden.
Die Trockentoleranz nahezu aller getesteten Organismen war durch die Gegenwart von
Sauerstoff negativ beeinflusst. Daher ist auch eine Rolle des Sauerstoffs bei der Toleranz
gegenlber ionisierender Strahlung denkbar. Fir eukaryotische und bakterielle Zellen ist seit
langem bekannt, dass Sauerstoffabwesenheit beziehungsweise ein verminderter Sauerstoff-
gehalt im Bestrahlungsmedium zu geringeren Strahlungseffekten / Strahlungsschaden fuhrt
(Michaels et al. 1978, Howard-Flanders et al. 1957). Sauerstoff wird durch Behandlung mit
ionisierender Strahlung in reaktive Sauerstoffradikale gespalten, daher spricht man sogar
von Sauerstoff als Strahlensensibilisator (Kiefer 1989). Die Organismen mit den hochsten
Uberlebensraten nach ionisierender Bestrahlung sind entweder mikroaerophil (A. pyrophilus)
oder strikt anaerob (I. hospitalis, A. fulgidus) und wurden in ihren entsprechenden Kultivie-
rungsmedien bestrahlt. Dadurch war wahrend der Bestrahlung, im Gegensatz zu den
aeroben Organismen (Sulfolobales-Vertreter) nur wenig, oder kein Sauerstoff vorhanden, der
zu einem zusatzlichen negativen Effekt hatte flilhren kdnnen. Bei den anaeroben Organismen
ist standardmaRig ein Reduktionsmittel (Na,S) im Kultivierungs- und somit auch im Bestrah-
lungsmedium vorhanden. Reduzierende Agenzien konnen direkt oder indirekt mit den
entstandenen Schaden reagieren und konnten so zu einer chemischen ,Ausheilung” der ent-
standenen Schaden durch Ubertragung eines H*-Atoms beitragen (Kiefer 1989). Inwiefern
Na,S wahrend der hier durchgeflihrten Bestrahlungsexperimenten eine protektive Rolle spie-
len kénnte, konnte im Rahmen der Arbeit nicht ermittelt werden. A. pyrophilus wurde in
einem nichtreduzierten Medium mit ca. 1 % Sauerstoff kultiviert und bestrahlt. Da A. pyrophi-
lus, trotz der Anwesenheit von geringen Sauerstoffkonzentrationen die hochste
Uberlebensrate nach Behandlung mit ionisierender Strahlung besitzt, kénnen grundsétzliche
negative Effekte durch geringe Sauerstoffkonzentrationen, als auch positive Effekte durch

das Reduktionsmittel ausgeschlossen werden.
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Toleranz (hyper-)thermophiler Mikroorganismen gegeniiber H,0,

DNA-Einzel- und Doppelstrangbriiche entstehen nicht nur nach Einwirken von ionisierender
Strahlung, sondern werden auch durch eine Behandlung mit H,O, hervorgerufen (Riley
1994). Ein direkter Zusammenhang zwischen der Uberlebensfahigkeit nach ionisierender
Bestrahlung und nach einer H,O,-Behandlung ist flir Eukaryoten schon lange bekannt (Ward
et al. 1985). Bei Eukaryoten entspricht eine 30-miniitige Behandlung mit 50 uM H,O, einer
Bestrahlung mit 10 Gy. Da ein linearer Zusammenhang zwischen der Zeit und der errechne-
ten Gray-Zahl besteht (Ward et al. 1985), kann gefolgert werden, dass eine 15-minitige
Behandlung mit 50 mM H,O, einer Bestrahlung mit 5 kGy entspricht. Dieser Zusammenhang
passte naherungsweise zu den hier ermittelten Uberlebenswerten nach Applikation von ioni-
sierender Strahlung und H.O.-Behandlung von A. pyrophilus, H. marinus, A. fulgidus und P.
furiosus. Der einzige Organismus, der eindeutig nicht diesem Zusammenhang folgte, ist /.
hospitalis. Insgesamt liegen die Uberlebenswerte beziehungsweise die Dio-Werte, im Ver-
gleich zu Literaturwerten verschiedener Beispielorganismen, in der GréRenordnung anderer
vegetativer Zellen. So wird der Dg-Wert nach 15-mindtiger H,O,-Behandlung fir E. coli mit
13 mM (Arrange et al. 1993) und fur vegetative B. subtilis-Zellen mit 10 mM angegeben
(Naclerio et al. 1995). Wie oben erwahnt, kbnnen Reduktionsmittel eine protektive Rolle bei
der radikalinduzierten Bildung von Einzel- und Doppelstrangbrichen haben (Kiefer 1989).
Inwiefern das Reduktionsmittel auch bei der H,O.,-Behandlung eine mégliche protektive Rolle
in den anoxischen Medien von A. fulgidus, I. hospitalis und P. furiosus spielte, konnte im
Rahmen dieser Arbeit nicht ermittelt werden. Da sich aber die strikt anaeroben Organismen
(A. fulgidus, I. hospitalis, P. furiosus) nach der H,O,-Behandlung nicht gleich verhalten, kann
ein gravierender Einfluss durch das Medium ausgeschlossen werden. Bei dem Organismus
mit der hochsten Toleranz gegeniiber H,O, (A. pyrophilus) und dem mit der niedrigsten Tole-
ranz (H. marinus) handelt es sich um Organismen mit sehr dhnlichen Medienbedingungen
(nicht reduziertes Medium mit 1 - 2 % O;). Somit ist ein genereller Einfluss des Mediums und
von Sauerstoff eher unwahrscheinlich. Die Toleranz gegenuber H,O, sollte daher als eine
organismus-spezifische Eigenschaft angesehen werden. A. pyrophilus und H. marinus ge-
winnen auf ahnliche Weise (durch die Knallgasreaktion) ihre Energie. Die H,O,- Toleranz der
beiden Organismen konnte zum Beispiel mit der Anzahl und Lokalisation der Hydrogenase-
systeme zusammenhangen. Bei A. aeolicus, einem engen Verwandten von A. pyrophilus,
der sich zudem sehr ahnlich nach Behandlung mit ionisierender Strahlung verhalt, konnten
bisher drei Hydrogenasesysteme identifiziert und enzymatisch nachgewiesen werden. Zwei
Hydrogenasesysteme sind in der Membran und eines im Periplasma von A. aeolicus lokali-
siert (Brunga-Guiral et al. 2003). Man kénnte annehmen, dass die membranassoziierten

Hydrogenasesysteme bei Radikalbildung im umgebenden Milieu als erstes geschadigt wer-
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den, aber dadurch auch Radikale abfangen. So bleibt aber immer noch das dritte System im
Periplasma intakt und funktionsfahig. Mangels Genomsequenzen von H. marinus kann zur
Anzahl und Lokalisation der Hydrogenasesysteme nichts gesagt werden.

Es wurde postuliert, dass intrazellulare Schutzmechanismen gegen oxidative Schadigungen,
die sowohl bei Trocknung als auch nach Bestrahlung auftreten, eine Schlisselrolle spielen
kénnten (Daly et al. 2007). Ein funktionelles Superoxiddismutase- / Katalasesystem ist ein
Beispiel fur einen derartigen Schutzmechanismus. Superoxiddismutasen / Superoxidreduk-
tasen erkennen reaktive Sauerstoffspezies, wie Superoxide (O2’) und Hydroxylradikale (-OH)
und wandeln sie zu H,O, um. AnschlieRend wird H,O, von Katalsen, Peroxidasen oder
Hydroperoxidreduktasen entfernt (Seaver et al. 2001). Bei A. aeolicus sind drei Gene fir Su-
peroxiddismutasen im Genom vorhanden, jedoch fehlen Katalasen. Es konnten aber
mehrere Peroxidasen, unter anderem eine Cytochrome-c-Peroxidase und eine Hydropero-
xidreduktase auf Genomebene identifiziert werden, die die Entfernung von H,O, Uber-
nehmen konnten (Deckert et al. 1998). Sollten diese Superoxiddismutasen / Peroxidasen
auch bei A. pyrophilus vorhanden sein, kdnnten sie an der hohen Toleranz gegenuber Radi-
kalen, entstanden durch Strahlung oder H,O,, beteiligt sein. A. fulgidus besitzt ein Katalase- /
Peroxidase-System (Klenk et al. 1997) und P. furiosus ein Superoxidreduktase / Peroxidase-
System (Jenney et al. 1999), das nachweislich durch eine Behandlung mit ionisierender
Strahlung induziert wird (Williams et al. 2007). Dennoch reagieren beide Organismen deut-
lich unterschiedlich auf ionisierende Strahlung, aber ahnlich nach H,O,-Behandlung. /.
hospitalis besitzt sowohl eine Superoxidreduktase (Podar et al. 2008), als auch ist ein zy-
toplasmatisches Peroxiredoxin-System in den Zellen nachweisbar (Burghardt et al. 2008).
Entgegen des generellen Zusammenhangs zwischen Toleranz gegeniiber Behandlung mit
ionisierender Strahlung und Behandlung mit H,O, (Riley 1994) verhielt sich I. hospitalis au-
Rerst sensitiv gegentiber H,O, und sehr resistent gegentiber ionisierender Bestrahlung. Auch
wenn beide Behandlungen radikalbedingte DNA-Einzel- und Doppelstrangbriiche zur Folge
haben, muss zumindest im Falle von /. hospitalis zwischen den Ursachen der Radikalbildung
durch ionisierende Strahlung beziehungsweise durch H,O, differenziert werden.

Es gibt eine Vielzahl von Genen, die sowohl an der Reparatur von Doppelstrangbriichen
nach Strahlung als auch nach H,O.-Behandlung beteiligt sind. So spielt RecG bei D. radiodu-
rans eine elementare Rolle bei der Resistenz gegeniber ionisierender Bestrahlung und
gegenulber einer H,O,-Exposition (Wu et al. 2009). RadA oder das bakterielle Homolog RecA
Ubernehmen sowohl eine wichtige Rolle bei der Reparatur von Strahlenschaden bei D. radi-
odurans (Zhou et al. 2006) als auch bei der Reparatur von H,O,-induzierten Schaden bei E.
coli (Carlsson et al. 1980). Carlsson et al. (1980) postulieren, dass das recA-Genprodukt bei
der H,O.-Resistenz eine wichtigere Rolle spielt als Superoxiddismutasen und Katalasen.

Obwohl bei allen untersuchten Organismen ein RecA / RadA-Gen im Genom identifizierbar
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war, reagierten die untersuchten Organismen grundlegend unterschiedlich auf eine Behand-
lung mit ionisierender Strahlung beziehungsweise H,O,. Es sollte somit deutlich werden,
dass das Vorhandensein eines bestimmten Genes noch kein Grund flr eine bestimmte Tole-

ranz ist.

Reparatursysteme bei (hyper-)thermophilen Mikroorganismen

Im Gegensatz zu Hypothesen, dass (Hyper-)Thermophile in Anpassung an ihr Habitat eine
besondere Ausstattung an Reparaturmechanismen besitzen kénnten (Makarova et al. 2002),
haben die hier untersuchten Mikroorganismen zum Teil nur eine minimale Grundausstattung
an homologen Genen bekannter Reparaturmechanismen. Hier sei darauf hingewiesen, dass
im Normalfall 30 — 50 % der Gene in einem sequenzierten Genom keine Funktion zugewie-
sen werden kann. Dies wiederum bedeutet, dass eventuelle neue Reparatursysteme nur
aulerst schwer auffindbar sind. Die geringe Anzahl identifizierbarer Gene im Genom von T.
pendens kann zusatzlich an dessen reduziertem Genom liegen (Anderson et al. 2008). Auch
im Genom von /. hospitalis sind nur sehr wenige Homologe der bisher bekannten Reparatur-
gene zu finden, dennoch zeigt /. hospitalis aber eine sehr hohe Toleranz gegenlber
Behandlung mit ionisierender Strahlung. Nach einer Bestrahlung mit 5 kGy konnten bei D.
radiodurans ungefahr 200 Doppelstrangbriiche, entstanden aus direkten und indirekten Ef-
fekten der Strahlung nachgewiesen werden (Cox et al. 2005). Es wird davon ausgegangen,
dass Strahlenexposition auf Genome und DNA im Allgemeinen gleich wirkt (Gerard et al.
2001). Daher misste nach einer Bestrahlung mit 20 kGy das Genom von I. hospitalis stark
fragmentiert vorliegen. Bei einer Genomgrofe von 1,3 Mbp (Podar et al. 2008) sind nach der
dieser Bestrahlung nur noch ca. 1600 bp lange Bruchstlicke vorhanden. Ware nicht ein au-
Rerst effizientes, scheinbar bisher nicht identifiziertes Reparatursystem vorhanden, ware
eine Vermehrung nach der Bestrahlung nicht moglich. Bei M. barkeri und M. mazei sind kei-
nerlei Unterschiede beziiglich der hier untersuchten Reparaturmechnismen im Genom zu
finden. Dennoch verhalten sich diese beiden Organismen auflerst unterschiedlich nach
Trocknung. Ahnliches gilt fiir die strahlentoleranten und die strahlenresistenten Organismen:
es gibt auf genomischer Ebene kaum Unterschiede zwischen den jeweiligen Organismen.
Sowohl bei P. furiosus, als auch bei einem Sulfolobus-Verteter konnte gezeigt werden, dass
RadA konstitutiv exprimiert wird und an der homologen Rekombination im jeweiligen Orga-
nismus beteiligt ist (Komori et al. 2000, Quaiser et al. 2008). Dennoch verhalten sich beide
Organismen deutlich unterschiedlich nach Applikation von ionisierender Strahlung. Es gibt
demnach keinen direkten Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von bestimmten

Genen beziehungsweise deren Expression und der Uberlebensfahigkeit nach Strahlung.
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Bei den Genomanalysen wurde die phylogenetische Stellung der Archaeen zwischen den
Bakterien und den Eukaryoten deutlich. So zeigen archaeelle Reparaturmechanismen eher
Homologien zu den eukaryotischen (Rad-Gene) als zu den bakteriellen Reparatursystemen
(Rec-Gene). Dennoch sind auch bei Bakterien Rad-Gene zum Beispiel bei A. aeolicus und
bei einigen Archaeen bestimmte Rec-Gene (zum Beispiel recJ) identifizierbar. Dies kdnnte
mit einem potenziellen horizontalen Gentransfer zwischen Bakterien und Archaeen in heillen
Habitaten erklart werden (Deppenmeier et al. 2002). Ein weiteres Protein, das sich wahr-
scheinlich durch horizontalen Gentransfer verbreitet hat, ist die reverse Gyrase (Forterre et
al. 2000). (Hyper-)Thermophile Archaeen, aber auch thermophile Bakterien besitzen eine
reverse Gyrase, die die DNA durch das Einfligen positiver Supercoils stark kondensiert und
so vor Hitzedenaturierung schitzen soll (Kikuchi et al. 1984, Brochier-Armanet et al. 2007).
Dadurch kénnten innere DNA-Abschnitte zum Beispiel vor UV-C-Strahlung geschiitzt sein,
oder die reverse Gyrase kdnnte an Reparaturmechanismen beteiligt sein. Napoli und Kolle-
gen (2004) zeigten, dass die reverse Gyrase nach UV-Behandlung an die geschadigte DNA

von S. solfataricus bindet und so eine Rolle wahrend der Reparatur spielen kdnnte.

Die meisten der untersuchten Organismen stammen urspringlich aus Tiefsee-Habitaten und
in dieser naturlichen Umgebung ist zwar zum Teil eine naturliche Radioaktivitdt vorhanden,
aber es kam und kommt nicht zu derartig hohen Strahlenbelastungen (Cherry et al. 1992),
noch traten und treten Zeiten der Trockenheit auf. Somit sollte eine direkte evolutiondre Ur-
sache flr die hohe Trocken- und Strahlentoleranz ausgeschlossen werden. Vielleicht handelt
es sich bei diesen Toleranzen, wie auch schon bei D. radiodurans vermutet, um Nebeneffek-
te von anderen Toleranzen. Mattimore et al. (1996) nehmen an, dass die Strahlenresistenz
von D. radiodurans nur ein Nebeneffekt der hohen Trockenresistenz ist. Die vorliegende Ar-
beit zeigt aber an mehreren Stellen, dass es bei allen untersuchten Mikroorganismen keine
generellen Zusammenhange zwischen der Uberlebensfahigkeit nach zellschadigender Be-
handlung (Trocknung, Strahlung, H.O,-Behandlung) und einer zellularen Eigenschaft, wie
(Hyper-)Thermophilie, Stoffwechsel, Wachstumstemperatur, Biofiimbildungsfahigkeit, Vor-
handensein kompatibler Solute, histon-ahnlicher Proteine, sauerstoffradikalabfangender
Systeme, bestimmter Reparaturgene oder einer reversen Gyrase gibt. Vieles spricht daflr,
dass es sich bei der Fahigkeit, unter widrigen Umstanden zu Uberleben, um ein spezies-
spezifisches Zusammenspiel diverser zellularer Fahigkeiten und Eigenschaften handelt. Die
Strahlen- und die Trockentoleranz ist ein weit verbreitetes, nach heutigem Kenntnisstand
nicht generell erklarbares Phanomen unter (hyper-)thermophilen Mikroorganismen zu sein.

Selbst bei gut untersuchten Organismen wie D. radiodurans sind noch nicht alle zelluldren
Eigenschaften, die zu der auRergewdhnlichen Resistenz gegeniber Trocknung und Strah-

lung flhren bekannt. Beispielsweise wird dem hohen intrazelluldaren Mangan-(ll)-



IV Diskussion 85

Konzentration von D. radiodurans eine Rolle bei der hohen Resistenz gegenliber ionisieren-
der Strahlung zugesprochen (Daly et al. 2004). Bei Archaeen wurden die zytoplasmatischen
Mangan Konzentrationen bisher nicht untersucht; somit kann eine Rolle der Mn-Konzen-
tration bei den hier untersuchten Organismen nicht ausgeschlossen werden. Auf3erdem lie-
gen in einer einzigen D. radiodurans-Zelle je nach Wachstumsphase bis zu zehn Kopien des
Genoms vor (Hansen 1978) und somit kénnte eine homologe Rekombination nach Strahlen-
schadigung erleichtert werden (Daly et al. 1995, Zahradka et al. 2006). Eine Abhangigkeit
der DNA-Doppelstrangbruchreparatur nach ionisierender Bestrahlung von der Genomko-
pienzahl konnten Krasin et al. (1977) auch bei E. coli feststellen. Unter den untersuchten
Archaeen und Bakterien sind auch Vertreter mit mehreren Genomkopien zu finden. Bei-
spielsweise sind bei M. jannaschii in der stationaren Phase bis zu finf Genomkopien in einer
Zelle vorhanden (Malandrin et al. 1999). Sowohl bei S. solfataricus, als auch bei A. fulgidus
wurden in der exponentiellen Phase bis zu zwei Genome und in der stationdren Phase ledig-
lich ein Genom identifiziert (Hjort et al. 1999, Maisnier-Patin et al. 2002). Bei M. thermo-
autotrophicus sind nahezu permanent zwei Genomkopien vorhanden (Majernik et al. 2005).
Leider fehlen bis jetzt detaillierte Angaben zu der Genomkopienzahl bei den Organismen, die
eine ionisierende Bestrahlung im Hochdosisbereich Uberleben (A. pyrophilus, I. hospitalis).
Da sowohl eine wachstumsphasenabhangige Varianz in der Genomkopienzahl, als auch in
der Resistenz gegentber Stress zu finden ist (Keller et al. 1984, Aldsworth et al. 1999), ware

ein Zusammenhang zwischen der Genomkopienzahl und der Strahlentoleranz denkbar.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es noch keine endglltige Antwort gibt, warum
manche der getesteten Organismen eine derartig hohe Toleranz gegentber Trocknung und
Strahlung besitzen. Bei den Toleranzen der (Hyper-)Thermophilen ist immer noch lediglich
eine Beschreibung der einzelnen Phanomene mdglich, ein direkter Zusammenhang dieser
Fahigkeiten und einer einzelnen zellularen Eigenschaft konnte bis jetzt noch nicht gefunden
werden. Eine Moglichkeit dem Zusammenhang auf den Grund zu gehen, waren beispiels-
weise Gen-Expressions-Analysen, wodurch einzelne bisher nicht annotierte Gene und deren
Induktion / Expression identifiziert werden kdonnten. So kénnte im Falle von [. hospitalis ab-
geklart werden, ob ein bisher unbekannter Reparaturmechanismus vorliegt oder ob, wie im
Falle von P. furiosus (Williams et al. 2007) das Superoxidreduktase- beziehungsweise das
Peroxiredoxin-System durch Behandlung mit ionisierender Strahlung induzierbar ist. Des
Weiteren ware die Quantifizierung der entstandenen Schaden, zum Beispiel der DNA-
Doppelstrangbriiche mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese (DiRuggiero et al. 1997), nach einer
bestimmten Behandlung von groRer Wichtigkeit. Dadurch ware auch eine detaillierte Verfol-

gung der Reparaturkinetik moglich.
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Die getesteten (Hyper-)Thermophilen zeigten zum Teil unerwartete hohe Toleranzen gegen-
Uber zellschadigender Behandlung. Dennoch lassen diese Behandlungen noch Spielraum flr
weitere Experimente offen: so ist nicht nur eine Strahlenexposition in noch héheren Dosen
denkbar, sondern auch eine Exposition in einer Marssimulationskammer, in der sowohl die
Strahlung, als auch Temperatur- / Feuchtigkeitsschwankungen und Atmospharenbedingun-
gen der Marsoberflache simuliert werden (Pogoda de la Vega et al. 2007). Zuklnftig kénnten
somit (Hyper-)Thermophile, sogar als neue Modellorganismen fir Weltraumexpositionsexpe-

rimente Verwendung finden.
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\% Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war eine umfassende Analyse thermophiler und hyperthermophiler Archaeen
und (hyper-)thermophiler, phylogenetisch tief abzweigender Bakterien bezuglich ihrer Tole-
ranz gegenuber Trocknung und Strahlung. Dabei zeigten 12 von 18 getesteten Spezies, als
vegetative Zellen eine zum Teil hohe Toleranz gegeniber Trockenheit. Es scheint, dass die
Fahigkeit, Trocknung zu Uberdauern, ubiqitdr im Stammbaum des Lebens verbreitet ist. Es
handelt sich hierbei um ein spezies-spezifisches Merkmal, da unterschiedliche Toleranzlevel
sowohl innerhalb einer Ordnung, als auch innerhalb einer Gattung zu finden sind. Die meis-
ten Zellen sterben durch die anfangliche Trocknung und dies ist durch folgende Parameter
beeinflusst: Temperatur, Sauerstoff, pH-Wert und Wachstumssubstrat. Anaerobe Organis-
men sind in ihren Uberlebensraten wahrend der Trocknung durch die Gegenwart von
Sauerstoff stark beeinflusst. T. tenax, T. pendens, M. thermoautotrophicus, M. jannaschii und
Tv. ruber kdnnen nur unter strikt anaeroben Bedingungen Perioden der Trockenheit Gber-
dauern. Einen vergleichsweise geringfligigen Einfluss auf die Uberlebensrate nach
Trocknung hatten die relative Luftfeuchtigkeit und eine Vakuum-Exposition wahrend der La-
gerung.

Eine grolRe Rolle bei der Trockentoleranz scheinen die kompatiblen Solute bei A. fulgidus zu
spielen. Nach Salzstress wird von A. fulgidus nahezu ausschlieldlich das kompatible Solut
DGP mit Kalium als Gegenion in grofien Mengen (98 mg/g TG) gebildet. Die Bildung von
DGP nach Salzstress fiihrte dabei zu einer drastischen Erhéhung der Uberlebensrate nach
Trocknung unter oxischen und anoxischen Trocknungsbedingungen.

Des Weiteren wurde das Uberleben nach UV-C Bestrahlung sowohl in nicht-absorbierender
Flissigkeit als auch bei zwei Organismen nach Trocknung untersucht. Alle getesteten Orga-
nismen Uberlebten Fluenzen bis 1000 J/m? UV-C in Fliissigkeit. Im niedrigeren Fluenzbereich
bis 100 J/m? konnte zum Teil eine typisch geschulterte Fluenz-Effekt-Kurve gezeigt werden.
Bei einer Kombination von Strahlung und Trocknung kommt es zu einer Sensibilisierung der
Zellen. Die Analyse der DNA-Photoprodukte nach UV-C-Bestrahlung zeigte, dass sich so-
wohl die Menge an DNA-Protein-Quervernetzungen als auch die Menge der entstehenden
DNA-Dimere bei Archaeen und Bakterien nicht unterscheiden. Es sind die beiden typischen
Hauptphotoprodukte (CPD; 6-4-PP) zu finden. Dabei ist deren prozentuale Verteilung einer-
seits spezies-spezifisch und andererseits mengenmaRig nur zum Teil fluenzabhangig.

Einige der getesteten Mikroorganismen besitzen eine aullergewdhnlich hohe Toleranz ge-
genlber Einwirkung von ionisierender Strahlung. A. pyrophilus und [. hospitalis kénnen

Bestrahlungen mit einer Dosis von 20 kGy Uberleben. Bei einer derartig hohen Bestrahlung
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liegt das Genom stark fragmentiert vor. Dennoch kdnnen diese Organismen ihr Genom repa-
rieren und somit eine derartig hohe Strahlendosis tberleben.

Zusatzlich konnte ein direkter Zusammenhang zwischen einer erhéhten Strahlentoleranz
gegeniiber ionisierender Strahlung und einer hohen Uberlebensrate nach H,O,-Behandlung
nachgewiesen werden.

Genomanalysen zeigen, dass alle strahlentoleranten Organismen eine Grundausstattung an
Reparaturgenen besitzen; ob es aullergewdhnliche Reparatursysteme gibt, die fiir die Repa-
ratur einer solchen Anzahl von Doppelstrangbriichen verantwortlich sein kénnten ist noch
ungeklart.

Insgesamt scheinen (Hyper-)Thermophile zum Teil sehr hohe Toleranzen gegeniber zell-
schadigender Behandlung zu haben und kénnten in Zukunft als neue Modellorganismen bei

Weltraumexpositionsexperimenten dienen.
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VII Anhang

1 Abkirzungsverzeichnis

Chemische Elementsymbole wurden gemaf der IUPAC-Richtlinien verwendet.

Abb. Abbildung

bp Basenpaare

CC CPD Cytosin-Cytosin-Cyclobutan-Pyrimidindimer

CPD Cyclobutan-Pyrimidindimer

CT CPD Cytosin-Thymin-Cyclobutan-Pyrimidindimer

DIP Di-myo-Inositol-1,1’-(3,3’)-Phosphat

DGP 1-1’-Diglycerolphosphat

DK Dunkelkontrolle

DNA Desoxyribonukleinsdure

DSM DSMZ-Nummerierung der hinterlegten Mikroorganismen

DSMZ Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkultur
GmbH

EPR Reparatur durch enzymatic Photoreactivation

g Erdschwerebeschleunigung (Erdoberflache: g = 9,81
m - s79)

G1N Erzmischung: Pyrit, Sphalerit, Chalcopyrit (33 % wl/v;
KorngréRRe: < 0,125 mm)

G6 Erzmischung: Pyrit, Sphalerit (50 % w/v; KorngroRe:
< 0,125 mm)

GIP 1-Glyceryl-1-myo-Inositol-Phosphat

HPLC Hochleistungsflissigkeitschromatographie (high perfor-

mance liquid chromatography)

HPLC-MS/MS Hochleistungsflissigkeitschromatographie (high perfor-
mance liquid chromatography)-Tandem-Massenspek-
troskopie (mass spectroscopy)

ICP Induktiv gekoppeltes Plasmaanalyseverfahren (inducti-
vely coupled plasma)

KS kompatibles Solut
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LEO Erdnahes Orbit bis in eine Hohe von 450 km (low Earth
orbit)

Lsg. Lésung

M Molar

MMR Reparatur durch Mismatch-Repair

mod. modifiziert

N Normal

NAD Nicotinamidadenindinukleotid

NMR Kernspinresonanz-Spektroskopie (nuclear magnetic re-
sonance)

NER Reparatur durch Nucleotid-Excisions-Repair

p. A. pro Analysis

PBS Phospat gepufferte Kochsalzlésung (phosphate buffered
saline)

PP Photoprodukt

RNA Ribonukleinsdure

rRNA ribosomale Ribonukleinsaure

RT Raumtemperatur

S° elementarer Schwefel

SEM Rasterelektronenmikroskop (scanning electron micros-
copy)

SME Synthetisches Meerwasser

sp. Spezies

Tab. Tabelle

TC CPD Thymin-Cytosin-Cyclobutan-Pyrimidindimer

TC 6-4 Thymin-Cytosin-6-4-Pyrimidinpyrimidondimer

TG Trockengewicht

Topt. optimale Wachstumstemperatur

TT 6-4 Thymin-Thymin-6-4-Pyrimidinpyrimidondimer

TT CPD Thymin-Thymin-Cyclobutan-Pyrimidindimer

UpM Umdrehungen pro Minute

uv ultraviolette Strahlung

viv Volumen pro Volumen (volume per volume)

wiv Gewicht pro Volumen (weight per volume)

YE Hefeextrakt (yeast-extract)

64-PP 64-Photoprodukt (Pyrimidin-Pyrimidon-Dimer)
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Bestrahlungszertifikat

BGS Fritz-Kotz-Str. 16 51674 Wiehl

DLR Inst. Luft- und Raumfahrt
Abteilung Strahlenbiologie
Gebaude 24

Linder Hohe

51147 Kéln

Kunden-Nr. + 101235

Datum : 02.11.2009

Seite :1von2
Zertifikats-Nr.: 9114162

BGS-Auftrags-Nr.:  291.13132.01

Ihre Best.: Tiefsee...

Artikel:  Muster 1 Karton(s) 1  Karton(s)
Strahlenart: Gamma

Min. Oberflachendosis [kGy]: 5,00

Bestrahlt am: 01.11.2009

Die gemessene Oberflachendosis betragt: 6,2 kGy.

BGS-Auftrags-Nr.: 291.13132.02

Ihre Best.: Tiefsee...

Artikel:  Muster 1 Karton(s) 1  Karton(s)
Artikel: Muster

Strahlenart: Gamma

Min. Oberflachendosis [kGy]: 10,00

Bestrahlt am: 31.10.2009

Die gemessene Oberflachendosis betragt: 13,0 kGy.

BES-Auftrags-Nr.:  291.13132.03

Ihre Best.: Tiefsee...

Artikel:  Muster 1 Karton(s) 1  Karton(s)
Artikel:  Muster

Strahlenart: Gamma

Min. Oberflachendosis [kGy]: 15,00

Bestrahlt am: 01.11.2009

Die gemessene Oberflachendosis betragt: 16,9 kGy.

BGS Beta-Gamma-Service GmbH & Co. KG - Sitz Wieh! - Registergericht Kéln HRA 16938 « USt-IdNr.: DE 122 533 721
PhG BGS Beteiligungs GmbH - Sitz Wiehl - Registergericht Kéln HRB 38648 - Geschdfisfihrer: Dr. Andreas Ostrowicki

BGS IDEEN PLUS ENERGIE BGS IDEEN PLUS ENERGIE

BGS IDEEN PLUS ENERGIE

BGS IDEEN PLUS ENERGIE
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