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1 Einleitung und Motivation

Die isotherme Kalorimetrie ist eine Methode zur Untersuchung von chemischen Reaktionen
in homogener Phase, die ohne den Einsatz von Markierungen auskommt. Die Reaktionswarme
sorgt dabei fiir geringe Temperaturanderungen in einer Messzelle, welche iiber eine
Thermosiule mit einer Warmesenke in Kontakt steht. Durch die Temperaturdifferenz zwischen
Zelle und Senke wird an der Thermosadule eine Spannung generiert, die in einem gewissen
Temperaturbereich proportional zur Temperaturdifferenz ist. Die Signale stellen sich auf Werte
ein, die proportional zur Warmeleistung sind.

Im Fall der isothermen Titrationskalorimetrie (ITC) ist es beispielsweise moglich,
zwischenmolekulare Wechselwirkungen zu charakterisieren. Um detektierbare Signale zu
erhalten, ist es allerdings noétig, ausreichend grofie Warmemengen zu generieren. Um dies zu
erreichen, muss meist eine relativ grofle Menge der Stoffe eingesetzt werden, die in einem
grofden Volumen gelost werden miissen, um ausreichend geringe Konzentrationen zu erzielen.

Im Gegensatz dazu wurde in dieser Arbeit ein von Herrn Dr. Lerchner an der TU Freiberg
entwickeltes, miniaturisiertes Gerat genutzt. Dieses hat ein Zellvolumen von nur 20 pl, sodass es
auf Reaktionen ausgelegt ist, bei denen eine hohe Warmeleistung pro Volumen vorliegt. Dies ist
beispielsweise bei Untersuchungen des Stoffwechsels von Mikroorganismen gegeben. Da
aufgrund des geringen Probenvolumens die Warmekapazitit gering ist, liegen die
Zeitkonstanten im Bereich von wenigen zehn Sekunden. Gegeniiber gidngigen ITC Aufbauten, bei
denen die Zeitkonstanten typischerweise im Bereich von Minuten liegen, kann die Kinetik der
Reaktionen in dem miniaturisierten Aufbau besser erfasst werden. Die vorliegende Arbeit
widmet sich der Etablierung von Testverfahren zur Quantifizierung des Stoffwechsels von
Hefemitochondrien, sowie Methoden zur Datenprozessierung zur weiteren Verbesserung der
zeitlichen Auflosung.

Bisher wurden diese Reaktionen vor allem elektrochemisch iiber den Verbrauch von
Sauerstoff verfolgt. Kalorimetrische Verfahren haben den Vorteil, dass auch
sauerstoffunabhangige Reaktionen beobachtet werden konnen. Dies ist insbesondere wichtig fiir
Untersuchungen anderer Mikroorganismen, da beispielsweise viele interessante Bakterien
ausschliefilich anaeroben Stoffwechsel betreiben.

Mitochondrien aus Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) stellen ein interessantes
Modellsystem fiir das Verstandnis dieser Zellorganellen dar. Da der Organismus nur auf wenige
der Funktionen seiner Mitochondrien tatsdchlich angewiesen ist, konnen Hefen in der Regel
selbst mit schwerwiegenden Mutationen in mitochondrialen Genen {iiberleben, bei deren
Anwesenheit die Zellen anderer Organismen zugrundegehen wiirden. Viele mitochondriale Gene
sind in S. cerevisiae und im Menschen homolog zueinander, einigen davon wird eine
Schliisselrolle in diversen Krankheiten zugeschrieben. Da das Genom von S. cerevisiae gut
charakterisiert ist und viele Techniken zu Genmanipulation gut etabliert sind, handelt es sich um
einen besonders interessanten Modellorganismus fiir ein grundlegendes Verstindnis diverser
Genfunktionen [1-3].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde in Kooperation mit Herrn Prof. Dr. Rapaport, Herrn Tan und
Herrn Dr. Papic ein Messverfahren etabliert, mit dessen Hilfe der Energiestoffwechsel von
Mitochondrien zeitaufgeldst beobachtet werden kann. Dieses Verfahren wurde genutzt, um zwei
Mutationen in Genen fiir mitochondriale Proteine hinsichtlich ihres Effekts auf den
Energiestoffwechsel zu untersuchen. Die Ergebnisse sind auf Stoffwechselreaktionen von
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Mikroorganismen iibertragbar und konnen als Grundlage fiir diverse Untersuchungen dienen.
Denkbar sind beispielsweise Studien zur Wirkung antimikrobieller Substanzen oder zur
Ausbildung, Wachstum und Resistenzbildung von Biofilmen.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Physikalische Grundlagen

Grundlage der Kalorimetrie ist die Messung von Reaktionswarmen. In diesem Kapitel sollen
daher zunéachst die Grundlagen der Thermodynamik diskutiert werden. Begonnen wird mit den
Themen Warme und Temperatur, die in der Kalorimetrie eine zentrale Rolle spielen. Die
Energetik von chemischen Reaktionen wird in den Kapiteln zur inneren Energie und Enthalpie
sowie zur Reaktionsenthalpie diskutiert. Im Folgenden wird die Freiwilligkeit bzw. die Richtung
einer Reaktion thematisiert, die eng mit der Entropie verkniipft ist. Diese wird mit der Enthalpie
zur freien Enthalpie verbunden, aus der sich wiederum das chemische Potential ableitet.
Abschlieflend wird auf den Einfluss der freien Enthalpie und des chemischen Potentials auf das
chemische Gleichgewicht eingegangen.

Da in der isothermen Kalorimetrie Warmefliisse zwischen der Messzelle und einer
Warmesenke stattfinden, sollen zunachst Transporterscheinungen allgemein diskutiert werden,
mit deren Hilfe sich Warmefliisse beschreiben lassen. Dies ist wichtig fiir die im Ergebnisteil
diskutierte dynamische Korrektur der Messergebnisse zur Verbesserung der zeitlichen
Auflésung.

Neben einigen grundlegenden Eigenschaften isothermer Kalorimeter und deren
Anwendungen wird im folgenden Abschnitt besonders auf die Thermoelektrizitit eingegangen,
auf der die Messung von Warmeleistungen beruht.

Nachdem im Abschnitt zur Thermodynamik die Grofien definiert wurden, anhand derer sich
Aussagen zur Freiwilligkeit von Prozessen treffen lassen, beschaftigt sich der Abschnitt zur
Kinetik mit dem zeitlichen Verlauf verschiedener, chemischer Reaktionen, wobei besonderes
Augenmerk auf Enzymreaktionen gelegt wird.

Wenn nicht anders angegeben, orientieren sich die Diskussion und die Nomenklatur in
Kapitel 2.1 an dem ,Lehrbuch fiir Physikalische Chemie“ von Gerd Wedler in der fiinften Auflage

[4].

2.1.1 Grundlagen der Thermodynamik

2.1.1.1 Wiarme und Temperatur

Unter Warme versteht man ungeordnete Molekiilbewegung, die kinetische Energie der
Molekiile wird als thermische Energie oder Warmemenge (Q) bezeichnet. Der in der Literatur
haufig als nullter Hauptsatz der Thermodynamik bezeichnete Zusammenhang besagt, dass zwei
Systeme, die jeweils mit einem dritten System im thermischen Gleichgewicht stehen, auch
untereinander thermisch im Gleichgewicht sind. Gemeinsam ist Systemen im thermischen
Gleichgewicht die Temperatur (T). Bei einem Temperaturunterschied kommt es zu einem
Warmefluss von dem System hoherer Temperatur zu dem niedrigerer Temperatur.

Die Anderung der Temperatur und die Anderung der Wirmemenge hingen iiber die
Warmekapazitat (C) zusammen. Die Warmekapazitdt ist dabei die Warmemenge, die einem
System zugefiihrt werden muss, um eine bestimmte Temperaturdnderung zu erzeugen. Da die
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Warmekapazitit und die, auf die Stoffmenge (n) bezogene, molare Warmekapazitit (c)
temperaturabhdngig sind, muss die Temperaturdifferenz klein gewahlt werden.

dQ
= — 2-1
¢ dTr
1
o140 2-2
n dT

Die Temperaturabhingigkeit der Warmekapazitat ergibt sich aus dem Gleichverteilungssatz
[4, S. 84 ff.]. Dieser besagt, dass auf jeden Freiheitsgrad der Translation, Rotation und
Schwingung eines Molekiils im Mittel die gleiche Energie entféllt. Jeder Freiheitsgrad geht dabei
quadratisch in die Energie des Molekiils ein. Im Fall der Schwingung gehen allerdings wegen der
Uberlagerung von kinetischer und potentieller Energie je zwei quadratische Freiheitsgrade in
jede Schwingung ein. Allerdings werden hier nur die bei gegebener Temperatur anregbaren
Freiheitsgrade berticksichtigt, deren Anzahl temperaturabhingig ist. Ein Molekiil, in dem bei
einer bestimmten Temperatur viele Freiheitsgrade angeregt sind, enthalt bei dieser Temperatur
mehr Energie als ein Molekiil mit einer geringeren Anzahl an anregbaren Freiheitsgraden.

2.1.1.2 Innere Energie und Enthalpie

Die innere Energie (U) ist der Anteil der Energie eines Systems, der sich aus der thermischen
Energie und den Wechselwirkungsenergien der Teilchen des Systems zusammensetzt. Fiir reine,
homogene Stoffe, in denen keine Reaktion stattfindet, wird sie oft als Funktion von Temperatur,
Volumen (V) und den Stoffmengen der einzelnen Komponenten (k) beschrieben [4, S. 24 ff.]

U=f(T,V,nq,ny, .., ng) 2-3

Unter Beriicksichtigung einer Reaktion oder Phasenumwandlung lautet das totale Differential
der inneren Energie

m}_(au) dT+(aU> dV+(aU) dn, + +(6U) d
~\ot)y, V) 1, an, = an, " 2-4

T,V,‘I‘Lj¢1 T,V,TLj;tk

Die innere Energie ist eine Zustandsfunktion, das heifdt die Anderung der inneren Energie ist
wegunabhingig. Ware dies nicht der Fall, so waren Kreisprozesse denkbar, mit denen Energie
aus dem Nichts erzeugt werden konnte, also ein Perpetuum mobile erster Art. Dies wiirde dem
Energieerhaltungssatz widersprechen. Der erste Hauptsatz der Thermodynamik besagt also,
dass die Anderung der inneren Energie gleich der Summe aus ausgetauschter Arbeit (W) und
ausgetauschter Warmemenge ist.

dU = W + 8Q 2-5

Eine Form von Arbeit, die mit der Umgebung ausgetauscht werden kann, ist die
Volumenarbeit (W,,,;). Dabei muss die Expansion des Systems gegen einen dufieren Druck (p)
erfolgen, es muss also Arbeit geleistet werden. Die ausgetauschte Volumenarbeit ist fiir
reversible Prozesse gegeben durch
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deol = —pdV 2-6

Wird in einem reversiblen Prozess nur Volumenarbeit mit der Umgebung ausgetauscht, so
kann man schreiben

AU = §Qppp — pdV 2-7

Fiir isochore Prozesse ist dV = 0, die Anderung der inneren Energie ist dann also gleich der
mit der Umgebung ausgetauschten Wiarmemenge. Bei isobaren Prozessen wird hingegen
Volumenarbeit geleistet, hier ist die mit der Umgebung ausgetauschte Warmemenge also durch
die Summe (U + pV) gegeben. Dafiir wurde die Enthalpie (H) eingefiihrt, die definiert ist als

H=U+pV 2-8
beziehungsweise
dH = dU + pdV + Vdp 2-9

Wobei bei isobaren Prozessen der Ausdruck Vdp den Wert 0 annimmt. Auch die
Wairmekapazitiaten unterscheiden sich fiir den isochoren und isobaren Fall

dUu 1 (dU

dUV = 6QV 2-10 CV = (d_T>V 2-11 Cy = E . (d_T)V 2-12
dH 1 (dH

dH, = §Q, 2-13 Cp = (d—T)p 2-14 =" (E),, 2-15

Da das in dieser Arbeit verwendete Chip-Kalorimeter stets einen Druckausgleich zwischen
der Zelle und der Umgebung ermoglicht, wird hier mit der Enthalpie argumentiert. Im Fall von
Flissigkeiten ist allerdings aufgrund der geringen Kompressibilitit der Anteil der
Volumenarbeit und damit der Unterschied zwischen innerer Energie und Enthalpie gering.

2.1.1.3 Reaktionsenthalpie

Findet im System eine Reaktion statt, so dndert sich der Energiegehalt der Verbindung.
|val -A+|vgl B+ = |ve|-C+ |vp|-D + - 2-16

Ein oder mehrere Edukte (A, B,...) reagieren dabei in einem bestimmten stochiometrischen
Verhéltnis zu den Produkten (C, D,...), wobei der Faktor v; die Stochiometrie angibt. Die
stochiometrischen Faktoren sind dabei fiir die Edukte negativ und fiir die Produkte positiv. Die
Reaktionslaufzahl (&) gibt dabei an, wie oft eine solche Reaktion abgelaufen ist. Die Anderung
von & ist definiert als die Anderung der Stoffmenge eines Stoffes geteilt durch seinen
stochiometrischen Faktor

e = I 2-17
£= :
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Die Enthalpie lasst sich als eine Funktion von Temperatur, Druck, den Ausgangsstoffmengen
der Edukte (n{") beschreiben [4, S. 33 ff.]

H = f(T,p,n{,...,n¢) 2-18

Beriicksichtigt man, dass die Ausgangsstoffmengen nj* Konstanten sind (dn{ = 0) und die
Stoffmengendnderungen iiber die Reaktionslaufzahl beschrieben werden, so folgt fiir das totale
Differential

0H 0H

P)
dH=<—) dT+<—) d +(—) dé 2-19
T ) e op) R PY: -

Fiir isotherme (dT = 0) und isobare (dp = 0) Prozesse gibt (a—H) die Warmemenge an, die

&)
bei einem gewissen Umsatz mit der Umgebung ausgetauscht werden. Es ist {iblich, fiir die
Differentiation nach der Reaktionslaufzahl den Operator A einzusetzen

0H
E)_E = AH 2-20

Nach dem Hefdschen Satz ist die Enthalpie die Differenz aus den Enthalpien des
Ausgangszustands und des Endzustands und unabhingig vom Weg, iiber den der Endzustand
erreicht wird. Der Einfachheit halber werden Bildungsenthalpien (AgzH) eingefiihrt, welche der
Reaktionsenthalpie fiir die Bildung eines Stoffes aus seinen Elementen entspricht. Man kann nun
eine chemische Reaktion beschreiben als den Zerfall der Edukte in die Elemente sowie die
Bildung der Produkte aus den Elementen. Die Reaktionsenthalpie ergibt sich dann zu

AH = z AgH(Produkte) — Z AgH(Edukte) 2-21

Fur Standardzustinde (p = 1,013 bar, T = 298,15 K, reine Phase) sind Standardbildungs-
enthalpien (ABH@) fir zahlreiche Substanzen tabelliert. Wenn eine Reaktion nicht unter
Standardbedingungen ablauft, so kann die Bildungsenthalpie nach den Kirchhoffschen Satzen
umgerechnet werden

T

AgHy = AgH® + f AC,dT 2-22
298,15 K
beziehungsweise
p AV
AgH, = AgH® + f AV —T (—) dp 2-23
1,013 bar oT p

Im bisherigen Fall wurde von idealen Mischungen ausgegangen und Wechselwirkungen
zwischen den Komponenten des Systems ignoriert. Desweiteren miissen also kalorische Effekte
berticksichtigt werden, die beispielsweise durch Wechselwirkungen mit dem L&sungsmittel
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entstehen. Es miissen also die Enthalpien zur Entfernung des Eduktes aus der Losung und zum
Losen des Produktes addiert werden.

2.1.1.4 Entropie und freie Enthalpie

Die Entropie ist eine Zustandsfunktion, die die Richtung von Prozessen vorgibt [4, S. 67 ff.
und S. 272 ff]. Die Anderung der Entropie ist nach Clausius definiert als der Quotient aus der mit
der Umgebung reversibel ausgetauschten Warmemenge und der Temperatur.

— erev
T

ds 2-24

In einem abgeschlossenen System ist die Entropie konstant, wenn ausschlief3lich reversible
Prozesse ablaufen. Fiir jeden irreversiblen Prozess erhoht sich hingegen die Entropie. Ware eine
Verringerung der Entropie moglich, so wiren Prozesse denkbar, bei denen Warme spontan in
Arbeit umgewandelt wird. Ein solches Perpetuum Mobile zweiter Art widerspricht allerdings
den Erfahrungen und wird im zweiten Hauptsatz der Thermodynamik ausgeschlossen.

In Fliissigkeiten und Feststoffen ist die Entropie aufgrund der geringen Kompressibilitat nur
wenig druckabhangig, die Temperatur spielt allerdings eine Rolle. Flr isobare Prozesse
entspricht die Anderung der Enthalpie der Anderung der Wiarmemenge. Uber die Definition von
C, ergibt sich die Temperaturabhéngigkeit der Entropie zu

C
ds = ?pdT 2-25

Fiir die Reaktionsentropie (AS) gilt analog zur Reaktionsenthalpie
AS = Z AS(Produkte) — Z AgS(Edukte) 2-26

Die Enthalpie und die Entropie konnen als Gegenspieler aufgefasst werden. Eine hohe
Reaktionsenthalpie kann eine negative Reaktionsentropie kompensieren und umgekehrt.
Zusammenfassend hat Gibbs die freie Enthalpie (G) definiert

G=H-T-S 2-27
Bei konstantem Druck und konstanter Temperatur ist dG im Gleichgewicht null und kleiner
als null fiir spontan ablaufende Prozesse. Analog ergibt sich fiir isochore Prozesse aus der

inneren Energie die freie Energie (A)

A=U-T-S 2-28
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2.1.1.5 Chemisches Potential und Gleichgewicht

Das chemische Potential () eines Stoffes ist dessen partielle, molare, freie Enthalpie, sie ist
ein Maf} fiir die Triebkraft von Prozessen wie chemischen Reaktionen und Phaseniibergingen
[4, S. 283 ff.]. Bei konstantem Druck und konstanter Temperatur ist

aG
U= (—) 2-29
on p.T

Die Anderung der freien Enthalpie ergibt sich bei Anderung der Stoffmengen der einzelnen
Komponenten einer Phase zu

dG)pr = Zﬂidni 2-30
i

Das chemische Potential der Komponente (i) ist in einer Mischphase geringer als in der
reinen Phase im gleichen Aggregatzustand (y;). Fir ideale Mischungen, in denen sich innere
Energie, Enthalpie, Warmekapazitit und Volumen additiv aus den Beitragen der einzelnen
Komponenten zusammensetzen, ist das chemische Potential (ufd) abhangig vom Molenbruch
(x;), nach

p = pf + RT - Inx; 2-31

Da Mischungseffekte in der Regel nicht vernachlassigbar sind und zu Abweichungen vom
idealen Verhalten fithren, wird der Molenbruch durch die Aktivitat (a;) ersetzt, die sich aus
einem Korrekturfaktor, dem sogennanten Aktivitatskoeffizienten (f;), und dem Molenbruch
zusammensetzt

o= i1 2-32
‘u{eal =u; + RT - Ina; = ‘u; + RT - Inx; + RT - Inf; 2-33

Der Bezugszustand u; ist so gewahlt, dass fiir die reine Phase der Aktivitatskoeffizient gleich
eins ist.

Wenn ein Stoff allerdings in Lésung vorliegt und sich bei gleichem Druck und gleicher
Temperatur nicht im gleichen Aggregatzustand befindet, wird als Bezugszustand ein
hypothetischer Zustand gewahlt, in dem von dem Verhalten in ideal (unendlich) verdinnter
Losung auf die reine Phase des Stoffes extrapoliert wird.

pre® = u® + RT - Inx; + RT - Inf;® 2-34

In diesem Fall geht fiir unendliche Verdiinnung der Aktivititskoeffizient f;* gegen eins und
die reale Losung verhalt sich wie im Bezugszustand.

Analog zur Reaktionsenthalpie und Reaktionsentropie ist die freie Reaktionsenthalpie (AG)
definiert als die Ableitung der freien Enthalpie nach der Reaktionslaufzahl
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G
(5) =46 = Zviui 2-35

pT

Man kann nun y; gemafd Gleichung 2-33 mit dem chemischen Potential eines beliebigen
Standardzustands (,u?) darstellen [4,S. 372 ff]

i = ud + RT - Ing; 2-36

AG = Z vipd + RTZ vilng; = Z viul + RTZ Ing;" 2-37

Da die Summe iiber Logarithmen gleich dem Logarithmus des Produktes eines Operanden ist

Z lna;/i = lnl_[ a}’i 2-38

ergibt sich

86 = v +RTIn| [a =260+ RTIn| o}t 2-39

Fiir eine Gleichgewichtsreaktion des Typs
|VA| 'A+|VB|‘B+"' 2 |Vcl -C+ |VD| D+ -

ergibt sich fiir den Ausdruck (H af") aufgrund der unterschiedlichen Vorzeichen von v;

lvel [vpl
vi _agrap” e
4G =N el 2-40
aA . aB L.

Dieser Ausdruck ist im Gleichgewicht identisch mit der thermodynamischen
Gleichgewichtskonstante (K). Da im Gleichgewicht AG den Wert null annimmt, ergibt sich

AG® = —RTInK 2-41
oder

AG°
K = exp ~RT 2-42

Die Lage des Gleichgewichts ist abhingig von AG®, der Temperatur und dem Druck, wobei
letztere Abhdngigkeit in Fliissigkeiten wegen der geringen Kompressibilitdt nicht ins Gewicht
fallt. Die van’t Hoffsche Reaktionsisobare beschreibt die Temperaturabhingigkeit bei
konstantem Druck

2-43

((?an) _AH®
oT /, RT?
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Im Falle einer exothermen Reaktion (AH® < 0) besitzt der Term auf der rechten Seite ein
negatives Vorzeichen, bei einer endothermen Reaktion entsprechend ein positives. Bei
zunehmender Temperatur (dT > 0) ist das Vorzeichen des linken Terms positiv, bei
abnehmender Temperatur negativ. Beispielsweise wird also bei einer exothermen Reaktion
durch Temperaturerhohung K verringert und somit das Gleichgewicht in Richtung der Edukte
verschoben.

2.1.1.6 Redoxreaktionen

Im Fall von Redox-Reaktionen wird anstelle des chemischen Potentials das elektrochemische
Potential (fi;) verwendet [4, S. 448 ff.], bei dem das elektrische Potential der an der Reaktion
beteiligten, geladenen Teilchen (Elektronen, Ionen) beriicksichtigt wird

fi = pi +ziFo 2-44

mit der Faraday-Konstante (F), dem Galvani-Potential (¢) und der Anzahl der an der Reaktion
beteiligten Elektronen (z;). Das Galvani-Potential ist das elektrische Potential eines geladenen
Teilchens im inneren einer Phase (z.B. einer Elektrolytlosung oder einer Elektrode) bezogen auf
den wechselwirkungsfreien Raum. Die Differenz zwischen den Galvani-Potentialen in der
Losung und in einer Elektrode ergibt die Galvani-Spannung (A¢), die jedoch nicht einzeln,
sondern nur gegen eine andere Elektrode gemessen werden kann. Fiir die Elektrodenpotentiale
(E) ergibt sich

E =A@ —Ap, 2-45

Per Definition wird die Galvani-Spannung der Standard-Wasserstoffelektrode gleich null
gesetzt und die anderen Elektrodenpotentiale darauf bezogen. Die Elektrodenpotentiale sind
abhangig von der Aktivitdt der beteiligten Redoxpartner und ergeben sich nach der Nernstschen
Gleichung zu

RT v
E=E°—ﬁlnnai 2-46

mit dem Standard Elektrodenpotential (E°). Das Produkt aus der Potentialdifferenz und der
Anzahl der iibertragenen Elektronen ist die elektrische Energie, mit der Arbeit verrichtet
werden kann. Da AG angibt, wie viel Arbeit aus einem Prozess entnommen werden kann, sodass
dieser noch freiwillig ablauft, lassen sich diese gleichsetzten

AG = —zFE 2-47

bzw. unter Standardbedingungen

AG® = —zFE° 2-48
Das Minuszeichen ergibt sich aus der Konvention, dass E fiir freiwillig ablaufende Reaktionen

positiv ist, AG hingegen negativ.
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2.1.2 Transporterscheinungen

Transporterscheinungen treten generell auf, wenn ein Gradient einer zu transportierenden
Grofde (I') besteht [4, S. 814 ff.]. I ist an die Teilchen im System gebunden, die Transportgrofie
pro Teilchen sei I'. Im Fall von Wirmeleitung ist I' die Warme, bei Diffusionsvorgingen die
Dichte einer Teilchenart. Durch den Gradienten von [I' ist auch das chemische Potential im
System nicht konstant und es kommt zu einem Ausgleich durch einen Transportvorgang. In dem
hier betrachteten Fall soll allerdings ein stationdrer Nichtgleichgewichtszustand betrachtet
werden, bei dem der Gradient zeitlich konstant ist.

Der Fluss (Jr) ist die Menge an I, die pro Zeit (t) in z-Richtung durch eine Fliche (4)
transportiert wird, die an der Stelle z, in der x-y-Ebene aufgespannt ist.

Jr= j_gt = —a - gradl’ 2-49
a ist dabei der Transportkoeffizient. Der Transport von I" sei zundchst an den Transport von
Teilchen gebunden. Die Transportgrofde wird aus beiden Richtungen zu der Fliche A
transportiert. Zu kldren ist, wie grof$ die Differenz des Transports aus beiden Richtungen ist.
Wenn bei jedem Zusammenstofi der Teilchen ein vollstandiger Ausgleich der Transportgrofie
stattfindet, dann besitzen die auf A auftreffenden Teilchen im Mittel denjenigen Wert von I', den
sie besafden, als es das letzte Mal zu einem Stof3 kam. Die z-Koordinate, an der der letzte Stof3 vor
Auftreffen auf A stattfand, entspricht fiir Teilchen, die aus der einen Richtung kommen, der
Summe aus der Koordinate z, und der mittleren, freien Weglange (4,,) oder fiir Teilchen aus der
anderen Richtung der Differenz aus der Koordinate z, und A,,. Die Differenz zwischen I an z,

und an z, + 4, ist das Produkt aus der Steigung des Gradienten von I in z-Richtung (j—g) und

Am-

Um auf den makroskopischen Transport von I riickschliefien zu kénnen, muss I' mit der
Anzahl der auf A auftreffenden Teilchen multipliziert werden. Es ergibt sich fiir das
transportierte I" pro Flache und pro Zeit

dn _1 ., o (- dr .
A-dt 4 E R e M 2-50
20
und
ar, 1 T dr 3
A-dt 4 Vil fzo dz) " 2-51
0

Dabei ist N die Teilchenzahldichte, also der Quotient aus der Avogadroschen Konstante und
dem molaren Volumen (N,/Vy,) und ¥ die mittlere Geschwindigkeit der Teilchen. Die
komplizierte Herleitung nach [4, S. 786 ff. und S. 999 ff.] basiert auf der eindimensionalen
Geschwindigkeitsverteilung der Teilchen, die iiber die drei Raumrichtungen integriert wird.
Dabei werden die Komponenten parallel zur Flache A in den Grenzen -co bis oo integriert, die
Komponente orthogonal zu A hingegen nur von 0 bis co. Durch Umformen ladsst sich die
Teilchenbewegung durch die mittlere Geschwindigkeit der Teilchen darstellen, ohne zu
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vernachlassigen, dass sich nicht alle Teilchen orthogonal zu A bewegen. Auf die ausfiihrliche
Herleitung wird an dieser Stelle verzichtet.
Die Differenz aus den Gleichungen 2-52 und 2-53 entspricht J

Ly (dT
Ir= 2 V- Am de 2-54

0

2.1.2.1 Warmefluss

Wie bereits beschrieben ist eine mogliche Transportgrofie die Warme, wenn ein
Temperaturgradient vorliegt. Hier soll zundchst die Warmeleitung in Gasen beschrieben

werden. Die mittlere Energie, die durch ein Teilchen transportiert wird, betragt (Ni), mit der
A

molaren Warmemenge (q) und der Avogadroschen Konstante (N4). Der Warmefluss betragt
dann

1 N dq
]Q=——-—-v-AM-(—) 2-55

Diese Gleichung lasst sich umformen zu

1 N N (6q) (dT) _—
Jo==g3 7, VM \or), \@),,
. .. (0q s o .« 'N . .
wobei sich (5) durch die Warmekapazitit c, ersetzen lasst. Das Produkt (N— CV) wird dabei
v A

iiblicherweise ersetzt durch 'C,

] =—1-1C .ﬁ.AM.(d_T) 2.57
Q 2 v dz/,,

1 _ . : .
Den Ausdruck (5 e, v AM) fasst man zum Warmeleitkoeffizienten A zusammen

_dQ a (dT) 5
Jo= 7ac = dz/,, 258

In dem Lehrbuch ,Gerthsen Physik“ [5] wird die Warmeleitfahigkeit in Isolatoren analog zu
der in Gasen beschrieben. Dabei wird die Energie in Gitterschwingungen, sogenannten
Phononen, transportiert, die in einer bestimmten Dichte vorkommen, ebenfalls stofsen kénnen
und somit auch eine mittlere, freie Wegldnge haben. Die mittlere Geschwindigkeit der Teilchen
im Gas wird durch die Schallgeschwindigkeit ersetzt. Auch hier kann ein Warmeleitkoeffizient A
definiert werden.

In Metallen wird die Warme hauptsiachlich durch die Elektronen im Leitungsband
transportiert. Da sich diese Elektronen ahnlich wie im Gas frei bewegen kénnen, kann der
Ausdruck fiir die Warmeleitfahigkeit in Gasen verwendet werden.

Generell ist die Warmeleitfahigkeit von Gasen gering, von kondensierten Materialien hoher

und von Metallen aufgrund der hohen Beweglichkeit der Elektronen besonders hoch.
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Um den Warmefluss von einem Reservoir (1) in ein anderes (2) durch eine Wand der Dicke
Az zu beschreiben, muss nach Variablenseparation in Gleichung 2-58 die eine Teilgleichung von
7z, bis z, und die andere von T; bis T, integriert werden. Auflésen nach dem Schema
f;lz dx =x, — x; = Ax ergibt

dQ . AT
3 —_3.4.(—— 2-59
de Q A-4 (Az)

Der Warmefluss ist also proportional zur Temperaturdifferenz der beiden Reservoirs, sowie
der Warmeleitfahigkeit und der Flache der Wand und umgekehrt proportional zur Dicke der
Wand. Im Fall einer mehrschichtigen Wand, die aus i Schichten aufgebaut ist, resultiert der
Warmefluss

. AZi -1
Q=—<z—) -A-AT 2-60
A

Dabei werden analog zur elektrischen Reihenschaltung die thermischen Widerstande
(Az;/2;) zum Gesamtwiderstand aufsummiert. Der Kehrwert dieser Summe ist der thermische
Leitwert der Wand.

2.1.2.2 Thermodiffusion und Thermoelektrizitat

Zum besseren Verstiandnis der Funktionsweise von Thermosdulen werden hier zunachst die
Thermodiffusion und die Thermoelektrizitit behandelt. In Abschnitt 2.1.2 wurde von einer
konstanten Geschwindigkeit ausgegangen, mit der die Teilchen I transportieren. Legt man einen
Temperaturgradienten an ein Metall an, so wird dies allerdings zu einem
Geschwindigkeitsgradienten der Elektronen im Leitungsband fithren. Durch den
Geschwindigkeitsgradienten werden die Elektronen auf der kélteren Seite angereichert, da sie
sich hier langsamer bewegen. Nach Pelster et al. [6] kommt es dadurch zum Aufbau einer
elektrischen Spannung, die als riicktreibende Kraft wirkt und im Gleichgewicht verschwindet
der Fluss der Elektronen. Diesen Effekt nennt man Seebeck-Effekt. Die Thermospannung (Ur)
berechnet sich nach

T;

Urp =-— QsdT 2-61
L5

wobei der Seebeck-Koeffizient (Qs) die Abhédngigkeit der mittleren, kinetischen Energie € der
Elektronen von der Temperatur beschreibt
1 de
= — 2-62
Cs 3e dT
mit der Elementarladung (e). Der Faktor 1/3 spiegelt die Tatsache wider, dass nur die
Geschwindigkeitskomponente parallel zum Temperaturgradienten beriicksichtigt wird. Die

Verteilung der Elektronen auf verschiedene Energieniveaus wird durch die Fermi-Dirac-Statistik
beschrieben. Bei einer kovalenten Bindungen zwischen zwei Atomen kommt es zu einer
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Aufspaltung in ein bindendes und ein antibindendes Orbital mit unterschiedlichen
Energieniveaus (¢). Das niedrigere Energieniveau wird im Grundzustand mit beiden an der
Bindung beteiligten Elektronen besetzt. Ein Metall kann als ein Riesenmolekiil aufgefasst
werden, es kommt zu einer Aufspaltung in eine Anzahl an Energieniveaus, die der Anzahl der
Atome entspricht. Da die Energieniveaus sehr dicht beieinander liegen, spricht man von einem
Band. Die Besetzung der Energieniveaus entspricht nicht der Bolzmannstatistik, da die Orbitale
nach dem Pauli-Prinzip besetzt werden miissen. Bei einer Temperatur von T = 0K werden die
Energieniveaus vom niedrigsten Niveau her mit je zwei Elektronen aufgefiillt, die Halfte der
Orbitale ist also besetzt. Die Lage des hdchsten, bei T=0 besetzten Energieniveaus bezeichnet
man als Fermienergie (&x). Bei Temperaturen T > 0K kommt es zur Anregung von Elektronen
auf Niveaus oberhalb der Fermienergie. Die Verteilung folgt der Fermi-Diracschen
Verteilungsfunktion f (&)

fle) = T %r 2-63

exp( T )+1

Flr Niveaus, die weit unterhalb der Fermienergie liegen, weicht der exponentielle Term nur
fir sehr hohe Temperaturen signifikant von 0 ab, sodass diese Niveaus bei moderaten
Temperaturen praktisch voll besetzt sind. Fiir das Niveau, das der Fermienergie entspricht, ist
der exponentielle Term 1 und das Niveau halb besetzt. Fiir Niveaus oberhalb der Fermienergie
iiberwiegt der exponentielle Term immer starker und die Besetzung geht gegen 0. Je hoher die
Temperatur ist, desto breiter ist der Bereich, in dem der exponentielle Term weder sehr grofie
Werte annimmt, noch gegen 0 geht. Das bedeutet, dass bei steigenden Temperaturen immer
mehr Elektronen aus den Niveaus unterhalb der Fermienergie in solche oberhalb der
Fermienergie angeregt werden. Die mittlere Geschwindigkeit der Elektronen ist also
temperaturabhdngig. Einsetzen ergibt

m2k?T
2eep

2-64

Qs = —

wobei die mittlere, freie Wegldnge der Elektronen als energieunabhédngig angenommen wurde.
Auf eine komplizierte Herleitung des Zusammenhangs wird hier verzichtet. Q5 ist umgekehrt
proportional zur Fermienergie, also materialabhingig. Aufderdem ist Q5 proportional zu T. Wenn
allerdings die Temperaturdifferenzen Kklein sind gegeniiber den absoluten Werten der
Temperaturen, dann spielt diese eine untergeordnete Rolle und die Thermospannung lasst sich
vereinfachen zu

Ur =—0Qs- (Tz - T1) 2-65
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Abbildung 2-1: Ursache von Thermospannungen in Metallen. a) Bei gleichmdfSiger
Temperaturverteilung besitzen die Elektronen im Mittel tiberall die gleiche Geschwindigkeit. b)
Durch einen Temperaturgradienten kommt es zur Anreicherung von Elektronen auf der kélteren
Seite, da hier die mittlere Geschwindigkeit geringer ist

Die Thermospannung fiihrt allerdings nicht zu einem Stromfluss, wenn man aus nur einem
Material einen Stromkreis baut, an den man eine Temperaturdifferenz anlegt. Auf jedem der
beiden Wege vom warmen zum kalten Ende bildet sich zwar eine Spannung aus, die ist aber dem
Betrag nach gleich grof? und entgegen gerichtet, so dass sie die beiden Thermospannungen
kompensieren. Verbindet man allerdings zwei unterschiedliche Materialien mit
unterschiedlichen Seebeck-Koeffizienten miteinander und legt eine Temperaturdifferenz an die
beiden Verbindungspunkte an, so sind die resultierenden Spannungen zwar immer noch
entgegen gerichtet, allerdings dem Betrag nach nicht mehr gleich grofs. Sie kompensieren sich
also nicht mehr vollstdndig und es resultiert ein Strom, den man abgreifen und nutzen kann.
Diese Anordnung nennt man Thermoelement. Es lassen sich auch mehrere Thermoelemente in
Reihe schalten. Dabei werden die beiden Materialeien alternierend miteinander verbunden. In
eine Richtung entlang des Leiters betrachtet liegt dabei immer die Verbindung von Material 1 zu
Material 2 auf der einen (beispielsweise warmeren) Seite (hot junction), und die Verbindung von
Material 2 zu Material 1 auf der anderen Seite (cold junction).
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Abbildung 2-2: Funktionsweise einer Thermosdule. a) Unterschiedliche Materialien bilden
unterschiedlich starke Thermospannungen aus. b) In einer Reihenschaltung fliefSen aufgrund der
unterschiedlichen Thermospannungen Stréme

2.1.3 Isotherme Kalorimetrie

Isotherme Kalorimetrie ist eine Methode, die genutzt wird, um chemische Reaktionen und
andere Vorginge zeitaufgelost zu quantifizieren. Die Signalintensitdten sind dabei proportional
zur Warmeleistung (Q) des Systems und damit zu der Geschwindigkeit, mit der die Reaktion
ablauft. Integration der Signale iiber die Zeit flihrt damit zu Groéfden, die proportional zum
Stoffumsatz sind. Die Reaktionen kénnen in homogener Phase oder heterogener Phase ablaufen
und es wird keinerlei Markierung bendétigt, die die Reaktion beeinflussen kdnnte. Aufderdem ist
die Kalorimetrie wenig anfallig beziiglich Artefakten, die durch die Probenmatrix verursacht
werden und damit sehr robust. Allerdings kdnnen manche Reaktionen nicht verfolgt werden, da
die Warmeleistung nicht ausreichend grof3 ist.

Die Reaktion findet in einer Messzelle statt, die liber eine Thermosiule mit einer exakt
thermostatisierten Warmesenke in Kontakt steht. Bei konstanter Warmeleistung entsteht ein
stationdrer Nichtgleichgewichtszustand, der dadurch gekennzeichnet ist, dass die Temperatur in
der Zelle um einen gewissen Betrag von der der Warmesenke abweicht. Die
Temperaturdifferenz ist so grof, dass der resultierende Warmefluss den gleichen Betrag hat,
wie die in der Zelle generierte Warmeleistung. Unter der Annahme konstanter
Warmekapazitaten, von denen in der isothermen Kalorimetrie ausgegangen werden kann, ist die
Temperaturdifferenz proportional zu der Warmeleistung in der Zelle. Zur Detektion der
Temperaturdifferenz werden Thermosaulen eingesetzt, die eine Spannung proportional zur
Temperaturdifferenz generieren (unter der Annahme konstanter Seebeck-Koeffizienten, auch
dies ist in der isothermen Kalorimetrie gut erfiillt). Die gemessene Spannung ist also bei
konstanter Warmeleistung nach einiger Zeit proportional zur Warmeleistung in der Zelle.

Andert sich hingegen die Warmeleistung in der Messzelle, so strebt das System auf eine neue
Gleichgewichtstemperatur zu. Um diese neue Gleichgewichtstemperatur zu erreichen, muss, wie
zuvor beschrieben, ein Warmefluss zwischen der Zelle und der Warmesenke stattfinden. Dieser
Prozess unterliegt einer gewissen Kinetik, deren Zeitkonstanten haufig in derselben
Grofdenordnung liegen, wie die von Reaktionen, die sich mit kalorimetrischen Verfahren
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untersuchen lassen. Dadurch ist die Kalorimetrie auf vergleichsweise langsame Reaktionen
beschrankt. Ist die Reaktion hingegen zu langsam, so ist die Warmeleistung oft nicht grof} genug
um ein messbares Signal zu erhalten.

Zwei Strategien konnen helfen, die zeitliche Auflosung zu verbessern. Eine Moglichkeit bieten
Verfahren zur dynamischen Korrektur, die darauf abzielen, die Kinetik des Warmeflusses
mathematisch zu eliminieren, um eine hdhere, zeitliche Auflosung zu erhalten. Bei dem
Isothermen Titrationskalorimeter TAM 2277 von der Firma TA-Instruments (ehemals
Thermometric) wird der Signalverlauf (f (t)) um die gewichtete erste und zweite Ableitung
korrigiert

d d2
fkorr(t) = f(t) + (1, + TZ)%-I- (1 - 75) d];(zt)

2-66

Durch Addition der um die Zeitkonstanten (7;) gewichteten, ersten Ableitung wird der
Signalverlauf in Bereichen zunehmender Steigung steiler. Ein langsam abklingendes Signal fallt
also schneller ab. Im Gleichgewicht ist allerdings die Steigung null und es findet auch keine
Korrektur statt. Es wird also mit und ohne dynamische Korrektur derselbe Gleichgewichtswert
erreicht, mit Korrektur allerdings schneller. Um eine weitere Verbesserung bei der Anpassung
an den zu erwartenden Signalverlauf zu erzielen, wird zusatzlich um die gewichtete zweite
Ableitung korrigiert. Dadurch kann die Kriimmung des Signalverlaufs moduliert werden. Um die
Zeitkonstanten zu bestimmen, wird mit einem Heizelement ein bekanntes Warmeleistungsprofil
generiert und die Zeitkonstanten so angepasst, dass die korrigierten Daten moglichst wenig von
dem angelegten Leistungsprofil abweichen. Haufig kommt es aber zu typischen Artefakten, wie
einer tibermafdigen Korrektur und daraus resultierenden Peaks, die nicht mit realen Vorgingen
korreliert werden konnen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein vereinfachtes Verfahren zur
dynamischen Korrektur etabliert, das diese Artefakte weitgehend vermeidet. Dazu wurde ein
Modell zur Beschreibung Warmeflusses bei sich verandernden Warmeleistungen hergeleitet und
ein mathematisches Verfahren etabliert, das es ermdoglicht, ausschliefdlich die durch den
langsamen Temperaturausgleich verursachten Effekte zu eliminieren. Dieses Verfahren wird im
Ergebnisteil im Detail beschrieben.

Eine weitere Moglichkeit zur Verbesserung der zeitlichen Auflésung ist die Verringerung des
Probenvolumens. Dadurch wird die Warmekapazitit der Probe verringert und weniger Warme
muss ausgetauscht werden, um die neue Gleichgewichtstemperatur zu erreichen. Das bedeutet
allerdings nicht, dass eine geringere Warmeleistung detektiert werden kann. Stattdessen ist also
eine hohere Leistungsdichte erforderlich, was in der Regel nur durch eine Erh6éhung der
Konzentration erreicht werden kann. Gerade bei der Bestimmung von Affinitatskonstanten sind
hohe Konzentrationen allerdings oft von Nachteil, da in diesem Fall einer der
Interaktionspartner bei jedem Titrationsschritt praktisch vollstindig abreagiert. Informationen
tber Affinitdtskonstanten koénnen aber nur erhalten werden, wenn die Reaktion nicht
vollstandig ablauft, da nur dann die Affinitdtskonstante einen messbaren Einfluss auf die Anzahl
der stattfindenden Reaktionen hat. In einem grofden Volumen hingegen kann man selbst bei
relativ niedrigen Konzentrationen eine grofde Anzahl an Reaktionen ablaufen lassen. Je nach
Anwendung kann also ein grofdes oder kleines Volumen von Vorteil sein.

Eine hohe zeitliche Auflésung ist aber nicht nur wichtig fiir kinetische Untersuchungen,
sondern auch fiir die Bestimmung der Reaktionsenthalpie, da diese durch Integration der
Warmeleistung liber die Zeit bestimmt wird. Durch die Tragheit des Detektors wird also fiir eine
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gewisse Zeit Uber eine zu hohe oder zu niedrige Warmeleistung integriert. Dies fithrt zu
ungenauen Ergebnissen.

In dieser Arbeit wurde ein Chip-Kalorimeter verwendet, das von Herrn Dr. Lerchner an der
TU Freiberg gebaut wurde. Der Aufbau ist in Abschnitt 3.2.1 im Detail beschrieben. Die Reaktion
findet in einer Flusszelle mit einem, fiir die Kalorimetrie relativ kleinen, Probenvolumen von ca.
20 pl statt. Die Warmeleistung in der Probe kann im Fluss oder im gestoppten Fluss gemessen
werden, iber zwei separate Fluidiken konnen zwei Losungen in der Zelle gemischt werden.
Aufgrund des geringen Probenvolumens sind die Zeitkonstanten relativ gering und die Dauer
eines Experiments kann auf wenige Minuten reduziert werden. Allerdings ist auch eine recht
hohe Leistungsdichte erforderlich. Besonders stark ist das Gerdt in der Untersuchung von
Enzymreaktionen und mikrobiellem Stoffwechsel. Messungen von Affinitdtskonstanten sind
hingegen schwerer zu realisieren.

2.1.4 Kinetik

Im Abschnitt iiber isotherme Kalorimetrie wurde darauf hingewiesen, dass die
Warmeleistung proportional zur Reaktionsgeschwindigkeit ist. Die Reaktionslaufzahl ¢ ist bei
der Definition der Reaktionsenthalpie eingefithrt worden, die Reaktionsenthalpie wurde
definiert als die Ableitung der Enthalpie nach ¢

oH_ o 2-20
o0& )

Entscheidend in der Kalorimetrie ist nun die Anderung der Reaktionslaufzahl mit der Zeit.
Die Geschwindigkeit einer Reaktion bezogen auf die Stoffmengen (v,,) ist gleich der Ableitung
von & nach der Zeitt [4, S. 166 ff.]

4 _

=, 2-67

Das Produkt aus der Geschwindigkeit der Reaktion und der Reaktionsenthalpie im isobaren
und isothermen Fall ergibt die Warmeleistung

OH d¢ dH

a_f'a_a_ 2'68

In der Regel ist es zweckmafiiger, mit Konzentrationen statt mit Stoffmengen zu arbeiten.
Dazu wird die Reaktionsvariable (x) eingefiihrt, die analog zur Konzentration
(Stoffmenge/Volumen) definiert ist

§
2= 2-69
v X

wodurch die Ableitung von x nach der Zeit eine Konzentrationsinderung anstelle einer
Stoffmengendnderung beschreibt
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_dx 1 d[f] 270
VS Ty, ar )

Dabei ist [i] die Konzentration des Stoffes i, und v die Geschwindigkeit der
Konzentrationsdanderung, vereinfachend als Reaktionsgeschwindigkeit bezeichnet.

Die Reaktionsgeschwindigkeit ldsst sich unter Vernachlassigung der Riickreaktion
beschreiben durch

dx — a b -
E—k-[A] -[B]” ... 2-71
wobei k die Ratenkonstante der Reaktion ist. Im Fall von Elementarreaktionen bezeichnet man
die Exponenten als Reaktionsordnung bezogen auf den jeweiligen Stoff, die Summe der
Exponenten gibt die Reaktionsordnung der gesamten Reaktion. Die Summe der
stochiometrischen Koeffizienten wird als Molekularitdt bezeichnet. Im einfachsten Fall sind
Reaktionsordnung und Molekularitit gleich. Haufig findet man allerdings Abweichungen,
beispielsweise bei mehreren, aufeinander folgenden Teilschritten einer Reaktion, bei
katalysierten Reaktionen oder bei Reaktionen pseudo-erster Ordnung, bei der ein
Reaktionspartner in groRem Uberschuss vorliegt und seine Konzentration daher als konstant
angesehen werden kann.

Betrachtet man eine einfache Gleichgewichtsreaktion, bei der nach Produktbildung eine
Riickreaktion stattfinden kann, so werden die Reaktionsgeschwindigkeiten fiir die Hin- und die
Riickreaktion nach einiger Zeit gleich sein. Da die Reaktionsenthalpie fiir die Hin- und die
Rickreaktion zwar den gleichen Betrag, aber ein umgekehrtes Vorzeichen besitzt, ist die
Warmeleistung im  Gleichgewicht null. Setzt man die Ausdriicke fiir die
Reaktionsgeschwindigkeiten gleich, so erhalt man fiir die Reaktion

kq
A+B 22C+D
k_q

im Gleichgewicht
— ==K 2-72

Die Gleichgewichtskonstanten lassen sich also liber das Verhaltnis der Ratenkonstanten der
Hin- und Riickreaktion beschreiben.

Chemische Reaktionen laufen iiber Zwischenstufen, bei denen die Bindungen im Edukt
bereits gelockert, die neuen Bindungen aber noch nicht voll ausgebildet sind. Diese
Zwischenstufe hat die hochste freie Enthalpie. Die Reaktionskoordinate beschreibt den Verlauf
einer Reaktion von den Edukten zu den Produkten. Tragt man die freie Standard-Enthalpie
gegen die Reaktionskoordinate auf, so erhdlt man die freie Standard-Aktivierungsenthalpie
(AGO*) als Differenz der freien Standard-Enthalpie der Edukte und der Zwischenstufe.

27



GO

Zwischenstufe

Reaktionskoordinate

Abbildung 2-3: Auftragung der freien Standard-Enthalpie gegen die Reaktionskoordinate fiir eine
Reaktion ohne Katalysator

Es liegt eine Gleichgewichtsreaktion zwischen den Edukten und der Zwischenstufe vor, die
der Produktbildung vorgeschaltet ist. Je héher AG%* ist, desto geringer ist die Konzentration der
Zwischenstufe und desto langsamer findet die Produktbildung statt.

2.1.4.1 Enzymreaktionen

Enzyme libernehmen die Aufgabe eines Katalysators. Sie bilden mit der Zwischenstufe einen
Komplex, dessen freie Enthalpie abgesenkt wird. Trigt man fiir eine katalysierte Reaktion G°
gegen die Reaktionskoordinate auf, so erkannt man, dass AG°F abgesenkt wird.

GOA

Zwischenstufe

'
Reaktionskoordinate

Abbildung 2-4: Auftragung der freien Standard-Enthalpie gegen die Reaktionskoordinate fiir eine
Enzymreaktion. Die freie Standard-Aktivierungsenthalpie ist deutlich abgesenkt
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Die Reaktion findet dadurch schneller statt. Da AG® durch das Enzym allerdings nicht
beeinflusst wird, wird auch die Lage des Gleichgewichts zwischen Produkten und Edukten nicht
beeinflusst, sondern nur die Geschwindigkeit, mit der sich dieses Gleichgewicht einstellt.

Die Michaelis-Menten-Theorie [4, S. 944 ff.] beschreibt die Kinetik von Enzymreaktionen
unter idealisierten Bedingungen. Sie geht aus von dem Reaktionsmechanismus

ky ks
E+S &2 ES - E+P
ko1

Im ersten Schritt wird aus dem Enzym (E) und dem Substrat (S) der Enzym-Substrat-
Komplex (ES) gebildet. Dieser zerfillt in das freie Enzym sowie das Produkt (P) oder das
Substrat. Die Riickreaktion vom Produkt zum Enzym-Substrat-Komplex wird vernachlassigt.

Fiir die Konzentration des Enzym-Substrat-Komplexex [ES] ergibt sich

d
% =kq - [E] - [S] = k—1 - [ES] — k2 - [ES] 2-73

Die Substratkonzentration zu Beginn der Reaktion wird hier nicht verwendet, da sich bereits
der Enzym-Substrat-Komplex gebildet hat und somit Substrat verbraucht wurde. Die
Konzentration des feien Enzyms [E], ergibt sich aus der Gesamt-Enzymkonzentration [E,]| nach

[E] = [Eo] — [ES] 2-74
Einsetzen ergibt

d[ES]
dt

= ky - ([Eo] = [ES]) - [S] — k—1 - [ES] — k2 - [ES] 2-75

Es kann sich ein quasi-stationdrer Zustand einstellen, bei dem die Bildung und der Zerfall von
ES mit der gleichen Geschwindigkeit vonstattengehen. In diesem Fall &dndert sich die
Konzentration von ES nicht und es gilt

d[ES]

I =0 2-76
bzw.
ki - ([Eo] = [ESD - [S] = k_y - [ES] + Kk - [ES] 2-77

Durch Umformen erhilt man

([Eol — [ESD - [S] _k_y1 Fky
[ES] ok

Ky 2-78

In der Michaelis-Konstante (K,;) sind die Ratenkonstanten der Teilreaktionen
zusammengefasst, auch hier wurde wieder die Riickreaktion vernachldssigt. Daraus lasst sich
[ES] berechnen, nach
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[Eol - [S]
r [ES] 2-79

Die Geschwindigkeit der Produktbildung ist das Produkt aus k, und [ES]

_dp] _ _ ., E]- 5]
V_W_kZ[ES]_kZKM+[S] 2-80

Fiir sehr hohe Substratkonzentrationen ist das Enzym praktisch vollstindig mit Substrat
abgesattigt, es gilt [ES] = [Ey]. Die Reaktion findet mit seiner maximalen Geschwindigkeit
(Vingy) statt

Vimax = K2 [EO] 2-81

Durch Substitution erhilt man die Michaelis-Menten-Gleichung

_ Vimax ° [S]

Y= K + 151

2-82

Ist die eingesetzte Substratkonzentration sehr klein gegeniiber K, so kann man sie im
Nenner vernachldssigen und die Reaktionsgeschwindigkeit ist, wie bei einer Reaktion erster
Ordnung, proportional zur eingesetzten Substratkonzentration. Fiir Substratkonzentrationen,
die sehr grofd gegeniiber K, sind, kann man hingegen K, vernachliassigen und die
Reaktionsgeschwindigkeit ndhert sich an die Maximalgeschwindigkeit an. Sie wird dann
unabhiangig von der Substratkonzentration, was einer Reaktion nullter Ordnung entspricht. Fiir
Substratkonzentrationen gleich Kj; erreicht das Enzym die halbe Maximalgeschwindigkeit.

v A
L
Vmax
2
1 2 3 4 5 6 7 8 9
[S]/Km

Abbildung 2-5: Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit gegen den Quotienten aus
Substratkonzentration und K. Fiir [S] = Ky wird die halbe Maximalgeschwindigkeit erreicht
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Entscheidend fiir die Effizienz eines Enzyms ist bei hohen Substratkonzentrationen die
Maximalgeschwindigkeit, bzw. k, (in der Literatur haufig auch Wechselzahl oder k.,; genannt),
die angibt, wie hoch die maximale Reaktionsgeschwindigkeit pro Enzymmolekil ist. Bei
niedrigen Substratkonzentrationen hingegen spielt Kj, eine entscheidende Rolle. K, ist
verwandt mit der Affinititskonstante. Der Wert gibt an, wie schnell sich die
Reaktionsgeschwindigkeit bei steigender Substratkonzentration der Maximalgeschwindigkeit
annahert. Fiir Substratkonzentrationen, die sehr klein gegentiber K, sind, geht die Michaelis-
Menten-Gleichung iiber in die Form

% -|S
v = max [ ] 2'83
Ky

Die Reaktionsgeschwindigkeit ist damit proportional zu dem Quotienten aus v,,,, und K.
Enzyme werden haufig nicht iiber ihre Konzentration quantifiziert, sondern tiiber die
Enzymaktivitat. Diese wird gemessen als Substratumsatz pro Zeit. Gangig sind die Grofden unit,
gemessen in [pmol/min], sowie die aus SI-Einheiten zusammengesetzte Einheit katal, gemessen
in [mol/s].

In der lebenden Zelle finden viele solcher Enzymreaktionen statt, die man nicht unabhangig
voneinander betrachten kann. So kénnen selbst bei thermodynamisch ungiinstigen Reaktionen
Folgereaktionen auftreten, durch die das Produkt der ersten Reaktion aus dem Gleichgewicht
entfernt wird. Im Fall von Konkurrenzreaktionen konnen die Enzymaktivititen so gesteuert
werden, dass die Reaktion praktisch vollstindig kinetisch kontrolliert ist und sich das
thermodynamisch gilinstigere Produkt nicht bildet. Desweiteren werden haufig
thermodynamisch besonders giinstige Reaktionen, wie beispielsweise die Hydrolyse von ATP, an
ungiinstige gekoppelt und so das Gleichgewicht in Richtung der Produkte verschoben.
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2.2 Biochemische Grundlagen

Nachdem in Abschnitt 2.1 auf den theoretischen Hintergrund zur Messmethode eingegangen
wurde, werden hier nun die biochemischen Grundlagen des untersuchten Systems, der
Mitochondrien von S. cerevisiae, dargelegt. Nach einem einleitenden Abschnitt zum Organismus
wird der Aufbau der Zelle diskutiert, wobei bereits hier ein besonderer Schwerpunkt auf der
Struktur und der Funktion von Mitochondrien liegt. Zentral in der Biogenese von Mitochondrien
ist der Import von Proteinen, die im Zellkern codiert sind.

Untersucht wird die Funktion der Mitochondrien anhand deren Stoffwechselleistung, die zu
messbaren Reaktionswarmen fiihrt. Diskutiert werden zundchst die Glykolyse und die
alkoholische Garung, die zwar nicht in den Mitochondrien stattfinden, aber Substrate fiir den
Citratzyklus und die Atmungskette bereitstellen. Der Citratzyklus und die Reaktionen der
Atmungskette finden in den Mitochondrien statt, wobei die Redoxdquivalente aus dem
Citratzyklus in die Atmungskette eingespeist werden. Da fiir die Tests Substrate gewahlt
wurden, die ihre Elektronen direkt oder indirekt in die Atmungskette transferieren, wird diese
ausfithrlicher behandelt.

Um die Verknlpfung zwischen der Messgrofle Warme und der Stoffwechselleistung
herzustellen, wird zum Abschluss dieses Abschnitts die Thermodynamik des
Energiestoffwechsels diskutiert.

Wenn nicht anders angegeben, orientiert sich der Inhalt in Kapitel 2.2 an dem online
erschienenen Buch ,Yeast molecular biology“ von Horst Feldmann in der Auflage von 2007 [7].

2.2.1 Saccharomyces cerevisiae

Die Bickerhefe Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) ist ein einzelliger Pilz. Als fakultativ
anaerober Organismus ist sie in der Lage, durch Garung oder Zellatmung Zucker und andere
Substrate als Energiequelle zu nutzen.

S. cerevisiae wird unter anderem in der Herstellung von fermentierten Lebensmitteln
verwendet. So wird beispielsweise bei der Herstellung von Brot die Produktion von
Kohlendioxid zur Teiglockerung ausgenutzt. Die Bildung von Ethanol ist fiir die Herstellung von
alkoholischen Getrdnken, aber auch Bioethanol entscheidend.

Bei S. cerevisiae kommen sowohl haploide als auch diploide Stadien vor, die sich jeweils
durch Knospung vermehren koénnen. Es entstehen zwei genetisch identische Zellen. Bei
haploiden Zellen gibt es zwei Paarungstypen, a und a. Es handelt sich dabei um eine einfache
Form der sexuellen Differenzierung [8]. Zwei haploide Zellen unterschiedlichen Paarungstyps
konnen zu einer diploiden Zelle verschmelzen, wobei es zur genetischen Rekombination kommt.
Teilt sich eine diploide Zelle durch Meiose, so entstehen vier haploide Zellen, je zwei jedes
Paarungstyps.

2.2.1.1 Aufbau der Zelle

Die Hiille von Hefezellen setzt sich zusammen aus der Plasmamembran und der Zellwand,
zwischen denen sich der periplasmatische Raum befindet. Die Plasmamembran besteht im
Wesentlichen aus Phospholipiden, Sterolen und Proteinen. Die Membran erlaubt der Zelle den
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selektiven Stoffaustausch mit der Umgebung. Der periplasmatische Raum enthalt diverse
Enzyme, wie z.B. Invertase, die Saccharose vor der Aufnahme durch die Zelle in Glucose und
Fruktose spaltet, oder saure Phosphatase, die Phosphat aus organischen Verbindungen freisetzt
und so fiir die Zelle verfiigbar macht. Die Zellwand ist 100 - 200 nm dick und besteht zu 80 - 90
% aus Polysacchariden, darunter Glucane, Mannane und geringe Mengen Chitin, sowie Proteine
und Lipide. Die Zellwand verleiht der Zelle mechanische Stabilitét.

Wie bei anderen Eukaryonten enthalten auch die Zellen von S. cerevisiae diverse
Zellorganellen, also durch eine oder zwei Biomembranen abgetrennte Reaktionsraume. Dazu
gehoren der Zellkern, die Mitochondrien, das raue und glatte Endoplasmatische Retikulum (ER),
der Golgi-Apparat, die Vacuole und die Peroxisomen.

Der Zellkern enthilt den grofdten Teil der genetischen Information. Hier finden die
Genexpression und deren Regulation sowie die Replikation der DNA statt. Der Zellkern ist
umgeben von der Kernhiille, die aus zwei Biomembranen besteht und die in das ER iibergeht.
Zahlreiche Kernporen durchspannen beide Membranen und erlauben den kontrollierten
Austausch von Makromolekiilen wie Proteinen und RNA.

Das raue und glatte ER und der Golgi-Apparat sind diinne, membranumhiillte
Reaktionsraume, die durch Abschniiren von - und Fusion mit - Vesikeln Material untereinander
und mit anderen Organellen austauschen. Die Hauptaufgabe des rauen ER liegt in der Synthese
von nicht-cytosolischen Proteinen. Zahlreiche Ribosomen binden wahrend der Synthese dieser
Proteine an die Membran. Die Proteine werden durch die Membran transportiert oder in diese
insertiert. Es folgen erste Schritte der posttranslationalen Modifikation und der Weitertransport
in Richtung Golgi-Apparat. Dort werden die Proteine weiter modifiziert und zum Ziel
transportiert. Am glatten ER findet vor allem die Synthese verschiedener Lipide statt.

Die Vakuole dient neben der Aufrechterhaltung des Zellinnendrucks und der Einlagerung
diverser Reservestoffe auch dem Verdau von endozytotisch aufgenommenen Makromolekiilen.

In Peroxisomen finden verschiedene Oxidationsreaktionen statt, einige davon unter Einsatz
von elementarem Sauerstoff. Als Nebenprodukte entstehen reaktive Sauerstoffspezies wie
Wasserstoffperoxid, daher sind Peroxisomen reich an entsprechenden Entgiftungsenzymen. Bei
Hefen ist die f-Oxidation von Fettsduren auf die Peroxisomen beschrankt, bei vielen anderen
Organismen findet sie vor allem in den Mitochondrien statt.

2.2.1.2 Mitochondrien

Mitochondrien sind Zellorganellen, die von zwei Membranen umgeben sind [9]. Die Anzahl
der Mitochondrien und deren Morphologie hiangen stark von den Kulturbedingungen ab [10]. So
findet man bei S. cerevisiae, die in einem Nahrmedium mit fermentierbarer Kohlenstoffquelle
kultiviert wurde, wenige, grofée und verzweigte Mitochondrien, wihrend man bei Wachstum in
einem nicht-fermentierbaren Medium viele, kleine Mitochondrien findet. Der Volumenanteil
aller Mitochondrien am Zellvolumen scheint davon aber nicht stark beeinflusst zu werden.

Mitochondrien erfiillen wichtige Aufgaben im aeroben Energiestoffwechsel, sie sind der Ort
des Citratzyklus und der oxidativen Phosphorylierung (Atmungskette und ATP-Synthese). Im
Gegensatz zu Tieren findet bei S. cerevisiae die (-Oxidation der Fettsduren nicht in den
Mitochondrien satt, sondern in den Peroxisomen. Weitere Aufgaben von Mitochondrien liegen
im Metabolismus von Steroiden, der Regulation des Kalziumhaushalts, der Synthese von Eisen-
Schwefel-Clustern und bei vielzelligen Organismen in der Regulation der Apoptose iiber die
Freisetzung von Cytochrom c.
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Abbildung 2-6: Zuordnung der Strukturen in Mitochondrien

Nach der Endosymbiontentheorie sind Mitochondrien durch die Aufnahme von
Proteobakterien in eine Urzelle entstanden, mit der sie eine Symbiose eingingen [11]. Noch
immer entstehen neue Mitochondrien durch Teilung aus einem anderen Mitochondrium und
koénnen nicht von der Wirtszelle neu gebildet werden. Mitochondrien besitzen ein eigenes
Genom, das wie bei Bakterien in zirkuldrer Form vorliegt und nicht mit Histonen assoziiert ist.
Allerdings ist die meiste Information im Laufe der Evolution in den Zellkern ausgelagert worden.
Das Genom der Mitochondrien von S. cerevisiae enthilt ca. 75.000 Basenpaare, die 35 Gene
codieren [12]. 24 dieser Gene codieren fiir Transfer-RNAs, zwei fiir ribosomale RNAs und acht
fiir Proteine. Sieben der im mitochondrialen Genom codierten Proteine sind Bestandteile der
Atmungskette, eines ist ein ribosomales Protein. Desweiteren dhnelt die mitochondriale
Proteinsynthese der von Bakterien. So finden sich in Mitochondrien 70S Ribosomen statt der fiir
Eukaryonten iiblichen 80S Ribosomen. Der Sedimentationskoeffizient (S) gibt das Verhalten der
Ribosomen bei Zentrifugation an. Dadurch lassen sich bakterielle und eukaryontische (nicht
mitochondriale) Ribosomen unterscheiden.

Die aufdere Membran erscheint in elektronenmikroskopischen Aufnahmen relativ glatt, sie
hat einen hohen Lipidanteil von ca. 80 % (w/w). Durch zahlreiche Poren, die durch Porine
(VDAC, Voltage-dependent anion-selective channel) gebildet werden, kdnnen kleine Molekiile in
den Intermembranraum diffundieren. In Abhdngigkeit vom Membranpotential findet eine
Konformationsanderung statt, die die Selektivitidt der Poren verandert. Die offene Konformation
zeigt dabei eine schwache Anionenselektivitit, wohingegen die geschlossene Konformation
kationenselektiv ist. Somit kann der Fluss an Metaboliten in Abhidngigkeit vom
Membranpotential der Mitochondrien gesteuert werden.

Die innere Membran hat hingegen eine vollig andere Struktur. Sie bildet zahlreiche Falten
und schlauchartige Strukturen aus. Dadurch wird die Oberfliche massiv vergrofiert. Der
Proteinanteil der inneren Membran ist deutlich héher, er liegt bei ca. 75 % (w/w). Mit der
inneren Membran sind unter anderem die Komplexe der Atmungskette und der ATP Synthese
assoziiert. Die innere Membran ist impermeabel fiir eine Vielzahl an Substanzen. Uber
hochselektive Transporterproteine werden bendtigte Substanzen eingeschleust. Durch das
aktive Pumpen von Protonen in der Atmungskette wird ein steiler, elektrochemischer Gradient
aufgebaut, der von der ATP-Synthase fiir die Produktion von ATP genutzt wird.

Der Raum zwischen der inneren und der dufieren Membran wird Intermembranraum
genannt. Wahrend des Elektronentransports werden die Protonen aus der Matrix in den
Intermembranraum gepumpt. Im Intermembranraum finden sich unter anderem Komponenten
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der Atmungskette wie z.B. Cytochrom c, Enzyme zur Entgiftung von reaktiven Sauerstoffspezies
wie die Superoxiddismutase und Cytochrom c Peroxidase, einige Komponenten der
Proteinimportmaschinerie, sowie Proteine mit Funktionen im Transfer Eisen-Schwefel-Clustern.

Die Matrix wird von der inneren Membran eingeschlossen. Hier befindet sich das
mitochondriale Genom, eine vollstindige Transkriptions- und Translationsmaschinerie, sowie
die Enzyme zur Decarboxylierung von Pyruvat unter Bildung von Acetyl-CoA und des
Citratzyklus. Weitere Biosynthesen finden hier statt, u.a. die Synthese von Eisen-Schwefel-
Clustern, die von einigen Autoren als einzige, essentielle Funktion von Mitochondrien fiir S.
cerevisiae angesehen wird [13].

2.2.1.3 Proteinimport

Das Proteom der Hefe-Mitochondrien beinhaltet ca. 1000 Proteine, von denen allerdings nur
acht im Genom der Mitochondrien codiert werden [12, 14]. Alle anderen Proteine werden im
Cytosol synthetisiert und gelangen iiber verschiedene Wege zu ihrem Ziel. Eine Sonderausgabe
in Biochimica et Biophysica Acta hat sich im Jahr 2011 den Mechanismen des Proteinimports
gewidmet, wenn nicht anders angegeben, beziehen sich die Angaben dieses Abschnitts auf diese
Publikationen [15-22]. Die meisten dieser Proteine werden zunidchst tiber den TOM-Komplex
(Translocase of the Outer Membrane) durch die dufdere Membran geschleust und dann in die
dufdere oder innere Membran insertiert, durch die innere Membran in die Matrix transferiert
oder im Intermembranraum weiter modifiziert.
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Abbildung 2-7: Ubersicht iiber die wichtigsten Wege des Proteinimports. Erlduterungen im Text

35



Der TOM-Komplex besteht aus einem zentralen (-barrel-Protein, TOM 40, das eine Pore
bildet, durch die die Proteine geschleust werden, sowie aus weiteren assoziierten Proteinen, die
vor allem fiir die Erkennung der Importsignale sowie die Stabilitit des Komplexes
verantwortlich sind.

Die aufdere Membran enthalt ca. 40 verschiedene Proteine. Sie werden im Zellkern codiert
und enthalten eine interne, nicht abspaltbare Signalsequenz. Die Proteine der dufieren Membran
lassen sich in fiinf Gruppen unterteilen, dazu gehoren C- und N-terminal verankerte Proteine, bei
denen der grofdte Teil des Proteins auf der cytosolischen Seite liegt, N-terminal verankerte
Proteine mit einer Domine im Intermembranraum, Proteine mit mehreren, o-helicalen
Transmembrandomanen und (-barrel Proteine.

Einige der C- und N-terminal verankerten Proteine mit grofder, cytosolischer Doméne sowie
ein peripheres Membranprotein werden ohne Beteiligung des TOM-Komplexes in die Membran
eingebaut, es handelt sich um die einzigen, kernkodierten Proteine der Mitochondrien, die den
TOM-Komplex umgehen. Bei C-terminal verankerten Proteinen dieser Guppe gibt es allerdings
Ausnahmen. Die Mechanismen der Insertion scheinen nicht fiir alle diese Proteine einheitlich zu
sein und sind relativ schlecht verstanden. Moglich ist eine spontane Insertion, wobei in einigen
Fillen andere Proteine fiir die funktionelle Insertion notig sind. Haufig spielen cytosolische
Faktoren eine entscheidende Rolle in der Adressierung dieser Proteine.

Der Mechanismus der Insertion von Proteinen mit mehreren, helicalen
Transmembrandomanen ist noch schlecht verstanden. Es gibt zwar Hinweise auf essentielle
Faktoren fiir die Insertion, die durch eine Behandlung mit Proteasen zerstort werden, dennoch
konnte die Route, die diese Proteine nehmen, nicht aufgeklart werden.

B-barrel Proteine bilden Poren in der Membran aus, durch die eine Vielzahl von Stoffen
geleitet wird. Zu ihnen gehoren die Porine, die der dufieren Membran eine hohe Durchlassigkeit
fir kleine Molekiile verleihen, sowie die Untereinheiten der Proteinimport- und
-insertionsmaschinerie, die eine Pore ausbilden, durch die die Proteine geleitet werden. 3-barrel
Proteine werden zunichst durch den TOM-Komplex in den Intermembranraum geschleust, wo
sie dann durch Chaperone stabilisiert zum TOB-Komplex (Topogenesis of Outer membrane 3-
Barrel proteins, auch SAM-Komplex, Sorting and Assembly Machinery, genannt) transferiert
werden, der fiir die Insertion verantwortlich ist [23-25].

Die innere Membran hat einen sehr viel hoheren Proteinanteil als die dufdere Membran, hier
finden sich unter anderem die Komplexe der Atmungskette. Fiir den Einbau cytosolisch
synthetisierter Proteine in die innere Membran gibt es zwei Wege, sie fiihren iiber zwei
unterschiedliche TIM-Komplexe (Translocase of the Inner Membrane).

Der TIM22-Komplex besteht aus zwei Poren, die durch das Protein TIM22 gebildet werden,
sowie weiteren Proteinen, die auf der Seite des Intermembranraums das einzubauende Protein
erkennen und den TIM22-Komplex stabilisieren. Proteine, die iiber diesen Komplex insertiert
werden, werden iiber den TOM-Komplex in den Intermembranraum transferiert, wo sie durch
Chaperone stabilisiert werden. Nach der Erkennung durch den TIM22-Komplex erfolgt die
Insertion in die Membran, die durch den in der Atmungskette aufgebauten Protonengradienten
angetrieben wird.

Proteine mit einer abspaltbaren, N-terminalen Signalsequenz werden vom TIM23-Komplex
erkannt. Das Protein Tim23 bildet bei diesem Komplex einen Kanal, durch den die Proteine
transferiert werden konnen. Der Komplex enthalt aufierdem verschiedene weitere Proteine, die
verantwortlich sind fiir die Erkennung der Signalsequenz, die Rekrutierung von diversen
Matrixproteinen, sowie den Verschluss der Pore wenn gerade kein Protein transportiert wird.
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Letzteres ist wichtig, damit der Fluss von Ionen entlang des Potentialgradienten an der inneren
Membran verhindert wird. Wahrend des Importprozesses assoziiert der TIM23-Komplex
voriibergehend mit dem TOM-Komplex, so dass das Protein direkt weitergereicht werden kann.
Wenn das Protein zusitzlich eine Sequenz fiir den Einbau in die Membran enthilt, so stoppt das
Protein TIM21 den weiteren Transfer durch die Membran und sorgt dafiir, dass das Protein aus
dem Komplex in die Membran entlassen wird.

Proteine, die zum TIM23-Komplex weitergeleitet werden, aber keine Transmembrandomaéne
besitzen, werden vollstindig in die Matrix geschleust. Dazu assoziiert auf der Matrixseite der
PAM-Komplex (Presequence translocase-Associated Motor) mit dem TIM23-Komplex. Dieser
bindet an das Protein und beforderte es unter Hydrolyse von ATP aktiv in die Matrix.

Auch fiir den Import in den Intermembranraum werden die Proteine zunachst durch den
TOM-Komplex geleitet. Viele dieser Proteine sind reich an zunichst reduzierten Cysteinresten,
die fir den Importmechanismus essentiell sind. Das Protein Mia40 erkennt diese Proteine,
indem es Disulfidbriicken zu ihnen ausbildet. Vor dieser Reaktion liegt Mia40 oxidiert vor, wird
aber durch die Ausbildung von Disulfidbriicken im Substrat selbst reduziert und muss vor dem
nachsten Importzyklus wider oxidiert werden. Dies geschieht durch das Protein Ervl, das die
Elektronen aus dem reduzierten Mia40 auf Cytochrom c Ubertragt und in die Atmungskette
einspeist.

Da die meisten der im mitochondriellen Genom codierten Proteine Teil der Atmungskette
sind miissen sie in die innere Membran insertiert werden. Dies geschieht durch das Protein
Oxal, das mit den mitochondrialen Ribosomen auf der Matrixseite der Membran assoziiert und
die entstehende Proteinkette direkt in die Membran insertiert.

2.2.2 Energiestoffwechsel von S. cerevisiae

Wenn eine fermentierbare Kohenstoffquelle wie beispielsweise Glucose zur Verfiigung steht,
wird diese vor allem iiber alkoholische Giarung unter Bildung von Kohlendioxid und Ethanol
umgesetzt [26]. Es erfolgt zundchst die Oxidation und Spaltung von Glucose tiber die Glycolyse,
wobei pro Glucosemolekiil zwei Molekiile Pyruvat gebildet werden. Diese werden zunachst zu
Acetaldehyd decarboxyliert und anschlieRend zu Ethanol reduziert, wobei redzuiertes
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid (NADH+H") zu seiner oxidierten Form (NAD") oxidiert wird
und wieder als Reoxpartner fiir die Glycolyse zur Verfiigung steht. Bei nicht-fermentierbaren
Kohlenstoffquellen ist der Organismus allerdings auf die aerobe Umsetzung angewiesen. Es
kommt zur vollstindigen Oxidation zu Kohlendioxid und Wasser. Die Elektronen gehen dabei
auf NAD" und oxidiertes Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) unter Bildung der reduzierten
Formen NADH+H" und FADH; iiber und werden schlieflich in der Atmungskette auf Sauerstoff
unter Bildung von Wasser iibertragen [27].

2.2.2.1 Glykolyse und alkoholische Garung

Glucose ist die bevorzugte Energiequelle von S. cerevisiae, doch auch andere Hexosen wie
Galactose konnen genutzt werden. Nach der Aufnahme wird Galactose unter Spaltung von ATP
in Galactose-1-Phosphat umgewandelt. Dieses wird zu Glucose-1-Phosphat epimerisiert und tritt
in die Glycolyse ein. In der Glykolyse wird ein Molekiil Glucose zu zwei Molekiilen Pyruvat
umgesetzt. Dabei werden zwei Molekiile NAD* zu NADH+H" reduziert und zwei Molekiile ATP
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aus ADP und Phosphat gebildet. Die Glycolyse findet im Cytosol statt. Pyruvat kann aufierdem
durch Oxidation von Lactat synthetisiert werden [27].

Das gebildete Pyruvat kann nun auf zwei unterschiedliche Arten weiter metabolisiert
werden, ndmlich durch Atmung oder alkoholische Garung. Wenn geniigend Glucose vorhanden
ist, wird die Atmung auch in Anwesenheit von Sauerstoff unterdriickt. Bei Galactose als
Kohlenstoffquelle findet diese Unterdriickung nur in deutlich geringerem Umfang statt.

Glucose Glucose-6-phosphat Fructose-6-phosphat Fructose-1,6-bisphosphat  Glycerolaldehyd-3-phosphat

®—0\

CH O OH CH O OH (|3HO
(IZHOH
; ; OoH CH~0-® \

CH.OH

C=0

CH~0-®
Dihydroxyacetonphospha%

1.3-Bisphosphoglycerat 3-Phosphoglycerat ~ 2-Phosphoglycerat Phosphoenolpyruvat Pyruvat
Q Q, 0, 0, Q
Y—0-® No-oH No-oH ‘\cl;—OH \(l:—OH
CHOH CHOH CH-0-@® — > ﬁH -0-@ ?=0
CH~0-® CH~0-® CH:OH CH: CH:
NAD'+®  NADH+H' ADP ATP ADP ATP J
2 X

Abbildung 2-8: Glykolyse; die in der unteren Hdlfte dargestellten Reaktionen laufen pro
Glucosemolekiil zweimal ab. Bei der Oxidation von einem Molekiil Glucose werden zwei Molekiile
ATP und zwei Molekiile NADH gebildet. Letzteres wird in der Atmungskette oder in der
alkoholischen Gdrung regeneriert

Der erste Schritt der alkoholischen Garung ist die Decarboxylierung von Pyruvat durch die
Pyruvatdecarboxylase unter Bildung von Acetaldehyd und Kohlendioxid. Das Acetaldehyd wird
im ndchsten Schritt durch die Alkoholdehydrogenase zu Ethanol reduziert, wobei NADH+H" zu
NAD" oxidiert wird, welches dann wieder fiir die Glykolyse zur Verfiigung steht. Somit ist S.
cerevisiae nicht auf Sauerstoff zur Regeneration der Redoxadquivalente angewiesen.

2.2.2.2 Citratzyklus

Unter aeroben Bedingungen und unter Abwesenheit einer leicht fermentierbaren
Kohlenstoffquelle wird der Citratzyklus aktiviert. Dabei wird das Pyruvat zunachst in die
Mitochondrien importiert und unter Bildung von Acetyl-CoA decarboxyliert, welches dann im
Citratzyklus oxidiert wird. Der Acetylrest wird unter Bildung von Citrat auf Oxalacetat
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tibertragen. Das Citrat wird liber Aconitat zu Isocitrat isomerisiert, zu Oxalosuccinat oxidiert,
dann iliber die Zwischenstufe o-Ketoglutarat zweimal decarboxyliert, wobei Succinyl-CoA
entsteht. Der energiereiche Thioester wird unter Bildung von Succinat hydrolysiert, wobei
zusatzlich ATP (bei vielen anderen Organismen GTP) gebildet wird. Das gebildete Succinat wird
am Komplex II der Atmungskette oxidiert, wobei die Elektronen direkt in die Atmungskette
libertragen werden. Aus dem entstehenden Fumarat wird durch Addition von Wasser Malat
gebildet, welches weiter zu Oxalacetat oxidiert wird [27].
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Abbildung 2-9: Citratzyklus mit den Verbindungen zur Atmungskette. Letztere wird in Abschnitt
2.2.2.3 im Detail diskutiert
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2.2.2.3 Atmungskette

Die Komponenten der Atmungskette finden sich in der inneren Membran [28]. Dabei lauft
eine Kaskade von Redoxreaktionen ab, in der Elektronen, die durch Oxidation von
verschiedenen Substraten gewonnen wurden, letztendlich auf Sauerstoff unter Bildung von
Wasser iibertragen werden. Die Atmungskette von S. cerevisiae beinhaltet drei Enzymkomplexe
und zwei Arten von mobilen, redoxaktiven Molekiilen, die die Elektronen von einem Komplex
zum ndchsten transferieren. In Analogie zu den Komplexen bei Sdugern werden die von S.
cerevisiae als Komplex II, III und IV bezeichnet. Der Komplex I von Sdugern fehlt, seine Aufgabe
wird durch andere Enzyme tibernommen. Ein Teil der freien Enthalpie dieser Reaktionskaskade
wird genutzt, um Protonen von der Matrixseite in den Intermembranraum zu pumpen. Der so
entstehende, elektrochemische Gradient wird zur ATP-Synthese an der ATP-Synthase genutzt.

NADH-Dehydrogenasen Succinat-Dehydrogenase Cytochrom-c-Reduktase Cytochrom-c-Oxidase
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H H
NADH + H* NAD" {

Q QH Ty (;(gu T w
W “{i‘“
NADH + H* NAD" Fumarat Succinat 4 H++ 0; 2 H:0

v X & L
\ /

s N
Abbildung 2-10: Stark vereinfachte Darstellung der Atmungskette. Erlduterungen im Text

In der Glykolyse und dem Citratzyklus wurden die Elektronen aus den Substraten zunachst
auf NAD" iibertragen, wodurch NADH+H" gebildet wurde. Dieses wird durch Oxidation an
NADH-Dehydrogenasen (bei Sdugern Komplex I) wieder regeneriert und steht fiir weitere
Reaktionen zur Verfiigung. Die Elektronen aus NADH+H" werden dabei auf Ubichinon, einem der
beiden mobilen Elektronentrager, tibertragen. Ubichinon wird dabei unter Aufnahme von zwei
Elektronen und zwei Protonen zu Ubichinol reduziert. Wahrend bei Sdugern diese Reaktion auf
der Matrixseite der inneren Membran stattfindet, iibernehmen bei S. cerevisiae drei NADH-
Dehydrogenasen dessen Funktion. Zwei dieser Enzyme sind auf der Aufienseite der inneren
Membran lokalisiert, sie oxidieren cytosolisches NADH+H" [28]. Das dritte befindet sich auf der
Matrixseite der inneren Membran, hier wird das NADH+H" aus dem Citratzyklus oxidiert [29].
Die Redoxdquivalente missen bei S. cerevisiae nicht in die Matrix importiert werden, allerdings
pumpen die NADH-Dehydrogenasen im Gegensatz zu Komplex I von Sdugern auch keine
Protonen.
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Auch Komplex II reduziert Ubichinon zu Ubichinol. Er kommt sowohl bei S. cerevisiae als auch
bei Sdugern vor und wird auch Succinat-Dehydrogenase genannt. Hier wird das im
Citratzyklus gebildete Succinat zu Fumarat oxidiert und die Elektronen auf Ubichinon
tibertragen. Komplex Il ist also gleichzeitig ein Enzym des Citratzyklus.

Ein weiterer Weg, cytosolisches NADH+H" in der Atmungskette zu regenerieren, stellt die
Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase dar. Dihydroxyacetonphosphat, welches in der
Glykolyse gebildet wurde, wird im Cytosol zu Glycerol-3-Phosphat reduziert, wobei NAD"
regeneriert wird. Das Glycerol-3-Phosphat wird wiederum an der Glycerol-3-Phosphat-
Dehydrogenase zu Dihydroxyacetonphosphat oxidiert und die Elektronen auf Ubichinon
libertragen.

Das tber einen dieser Wege gebildete Ubichinol wird von Komplex III, der Cytochrom-c-
Reduktase, oxidiert und seine zwei Elektronen auf zwei Molekiile Cytochrom c iibertragen.
Cytochrom c ist der zweite, mobile Elektronentrager. Bei der Oxidation von Ubichinol werden
zwei Protonen auf der Seite des Intermembranraums freigesetzt, allerdings wird zunachst nur
ein Elektron von Ubichinol auf Cytochorm c iibertragen und dabei ein Ubisemichinon-Radikal
gebildet. Zwei dieser Radikale disproportionieren zu Ubichinon und Ubichinol, wobei letzteres
unter Aufnahme von zwei Protonen auf der Matrixseite gebildet wird. Das Ubichinol wird
wiederum wie zuvor beschrieben auf der Seite des Intermembranraums oxidiert und gibt zwei
weitere Protonen ab. Insgesamt werden durch diesen Zyklus pro Ubichinon vier anstelle von nur
zwei Protonen von der Matrixseite in den Intermembranraum transferiert.

zu Komplex IV
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Abbildung 2-11: Vereinfachte Darstellung des an Komplex III ablaufenden Q-Zyklus. Blau: Komplex
II; Rot: Cytochrom c. Erlduterungen im Text
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Ein weiterer Weg zur Reduktion von Cytochrom c fiihrt bei Hefen iiber mitochondriale
Lactatdehydrogenasen. Diese reduzieren Lactat unter Bildung von Pyruvat und iibertragen die
Elektronen direkt auf Cytochrom c.

Der Komplex IV, auch Cytochrom-c-Oxidase genannt, iibernimmt je ein Elektron von vier
Molekiilen Cytochrom c und transferiert diese auf ein Sauerstoffmolekiil, welches unter
Aufnahme von vier Protonen auf der Matrixseite zu zwei Molekiilen Wasser reduziert wird.
Aufderdem werden bei dieser Reaktion vier weitere Protonen von der Matrixseite in den
Intermembranraum gepumpt.

Die ATP-Synthase ist ein Superkomplex aus den Komplexen Fo und Fi. Durch die ATP-
Synthase flieflen die in der Atmungskette gepumpten Protonen zuriick in die Matrix, die
Verringerung der freien Enthalpie wird genutzt, um ATP aus ADP und Phosphat zu
synthetisieren. Der Fi-Komplex beinhaltet drei katalytische Domaéanen, er assoziiert auf der
Matrixseite mit dem membrangebundenen Fo-Komplex. Teile des Fo- und Teile des Fi-
Komplexes konnen unter Protonenfluss in drei Schritten rotieren. Durch die verdanderte Position
der rotierenden Komponenten gegeniiber den statischen werden Konformationsdnderungen
ausgelost, aus denen unterschiedliche Affinitaten zu den Zwischenprodukten der ATP-Synthese
resultieren. Es gibt drei Zustinde, in denen sich die katalytischen Domé&nen befinden konnen, die
L- (loose), T- (tight) und O- (open) Konformation, je eine Untereinheit befindet sich jeweils in
einem dieser Zustinde. In der L-Konformation werden ADP und Phosphat gebunden. Der darauf
folgende Wechsel in die T-Konformation sorgt dafiir, dass ATP so stabil gebunden wird, dass
dieses sich spontan bildet. Der energieaufwindige Schritt ist die Uberfiihrung der Domiéne in die
O-Konformation, in dem das gebildete ATP nur noch schwach gebunden ist und von dem
Komplex dissoziieren kann.
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e m
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Abbildung 2-12: Schematische Darstellung der ATP-Synthase
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Entkoppler der Atmungskette wie beispielsweise 2,4-Dinitrophenol (DNP) sind in der Lage,
den Protonengradienten abzubauen. Dazu nimmt dieses ein Proton im Intermembranraum auf,
diffundiert durch die innere Membran und gibt es auf der Matrixseite wieder ab. Dann
diffundiert es zuriick und der Zyklus beginnt von neuem. Die im Protonengradienten
gespeicherte Energie wird dabei nicht in die Bildung von ATP investiert, sondern geht als
Waérme verloren. Dieser Effekt wurde in den Messungen genutzt, um die Reaktion unabhingig
von der Menge an verfligbharem ADP und Phosphat zu machen und um mehr Wiarme pro
Substratumsatz zu erzeugen.

2.2.2.4 Physikalisch-chemische Betrachtungsweisen

Wie zuvor beschrieben, findet in der Atmungskette eine Kaskade an Redox-Reaktionen statt,
deren freie Enthalpie dazu genutzt wird, Protonen aus der Matrix in den Intermembranraum zu
pumpen. Zu beachten sind also einerseits die elektrochemischen Potentialdifferenzen der
reagierenden Stoffe, die sich nach der Nernstschen Gleichung (Gleichung 2-46) ergeben und die
sich daraus ergebenden freien Enthalpien (Gleichung 2-47). Andererseits wird ein Teil der freien
Enthalpie in den Aufbau eines Protonengradienten investiert. Dieser relaxiert iiber die ATP-
Synthase, wobei die freie Enthalpie dieser Reaktion wiederum zur Bildung von ATP aus ADP und
Phosphat genutzt wird.

Die freie Enthalpie der Bildung von ATP betragt AG'4;7p = +34,5 kJ /mol unter biochemischen
Standardbedingungen (wissrige Losung, 25 °C, alle an der Reaktion beteiligten Stoffe (auRer H*
und Wasser) 1 M, pH 7), das Standard-Elektrodenpotential fiir die Oxidation von NADH zu NAD"
liegt unter diesen Bedingungen bei E® = —0,320 V. Bei einem Sauerstoff-Partialdruck von
1072 atm, was ein typischer Wert in lebenden Zellen ist, liegt dessen Wert bei E®' = 0,785V
[30]. Nach Gleichung 2-47 erhilt man fiir die Ubertragung von zwei Elektronen von NADH auf
Sauerstoff einen Wert von AG'reqox = —213,23 kJ/mol. Im Idealfall werden pro oxidiertes
Molekiil NADH drei Molekiile ATP gebildet. Es ergibt sich

, , ) , [ATP]
AG gesamt = AG Redox + 3 ° AGATP == AG Redox + 3 . AG ATP + 3 . RTlnm 2'84
l
Im Gleichgewicht gilt
—AG’ —3-AG' ATP
Redox ATP = In [ ] 2-85
3-RT [ADP][P;]
oder
_AG,Redox -3 AG’ATP [ATP]
= ~ . 1 6 M_l -
exp( 3 RT [ADPI[P] 3,5-10 2-86

In der Realitit wird dieser Wert allerdings nicht erreicht, typische Gleichgewichtswerte
liegen bei in der Gréfenordnung von 10* — 10° M~! [31]. Der Ausdruck (—AG'gegorx —3 -
AG' yrp) besitzt Werte grofler als 100 k] /mol, die Reaktion ist also auch trotz der Synthese von
ATP stark exergon.

Wird hingegen der Protonengradient beispielsweise mit DNP entkoppelt, so werden die
Protonen an der ATP-Synthase vorbei in die Matrix zuriickgeschleust, die Synthese von ATP
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findet nicht statt. Die freien Enthalpien fiir vier in der Arbeit verwendete Substrate sind in
Tabelle 2-1 angegeben. D- und L-Lactat wurden als gleich angenommen, da beide zu demselben
Produkt umgesetzt werden. Fiir die Substrate Citrat und Pyruvat ist die Situation komplizierter,
da diese keine direkten Substrate der Atmungskette sind, sondern im Citratzyklus oxidiert und
die Redoxaquivalente in die Atmungskette eingespeist werden.

Tabelle 2-1: Freie Enthalpien fiir die Oxidation verschiedener Substrate bei den zuvor definierten
Bedingungen

Reduktionsmittel | AGg.40 [K]/mol]
NADH -213,23
Succinat -145,50
Lactat -187,18
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien und Biochemikalien

2,4-Dinitrophenol (DNP), befeuchted mit Wasser, Reinheit = 97.0 %, Aldrich, bei
Raumtemperatur gelagert

3-(N-Morpholino)-Propansulfonsiure (MOPS), Reinheit = 995 9%, Sigma, bei
Raumtemperatur gelagert

B-Nicotinamidadenindinukleotid, reduziert (NADH), Dinatriumsalz, Hydrat, Reinheit
2 97.0 %, Sigma, unter Stickstoff bei -20 °C gelagert

Bradford Reagenz, Sigma, bei +4°C gelagert

Zitronensaure, Reinheit 2 99 %, Sigma-Aldrich, bei Raumtemperatur gelagert

Ethylendiamintetraessigsidure (EDTA), Reinheit 99,995 %, Aldrich, bei Raumtemperatur
gelagert

Kaliumhydroxid (KOH), Fluka, als 1 M und 6 M L6sung bei Raumtemperatur gelagert
Natrium-D-lactat, Reinheit = 99.0 %, Aldrich, bei Raumtemperatur gelagert
Natrium-L-lactat, Reinheit = 99.0 %, Aldrich, bei Raumtemperatur gelagert
Natriumpyruvat, Reinheit = 99.0 %, Fluka, bei Raumtemperatur gelagert

Natriumsuccinat, dibasisch, Hexahydrat, Reinheit = 99.0 %, Sigma-Aldrich, bei
Raumtemperatur gelagert

Reinstwasser, hergestellt mit der Reinstwasseranlage PURELAB Classic, Firma: ELGA Labwater,
Celle

Saccharose, puriss., gemaf3 analytischen Spezifikationen von Ph. Eur., BP und NF, Sigma-Aldrich,
bei Raumtemperatur gelagert

3.1.2 Losungen

SEM-Puffer (Saccharose, EDTA, MOPS)
250 mM Saccharose, 1 mM EDTA, 10 mM MOPS in Reinstwasser geldst, mit KOH auf pH 7,2
titriert, gelagert bei +4 °C

DNP in SEM-Puffer
400 uM DNP in SEM-Puffer gelost, pH-Wert tiberpriift (pH 7,2), gelagert bei +4 °C
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Substrate in SEM

Je eine 40 mM Losung von Succinat, NADH, Citrat, D- und L-Lactat sowie Pyruvat wurde in SEM-
Puffer hergestellt, pH-Werte iiberpriift (pH 7,2), gelagert bei +4 °C. Die NADH-L&sung wurde fiir
jede Versuchsreihe frisch angesetzt.

3.1.3 Mitochondrien

Die Praparation der Mitochondrien erfolgte durch Herrn Tao Tan und Herrn Dr. Drazen Papic
im Arbeitskreis von Herrn Prof. Doron Rapaport am Interfakultdren Institut fiir Biochemie an
der Universitit Tiibingen und soll hier nur grob beschrieben werden.

Alle verwendeten Stimme von S. cerevisiae waren isogen mit dem Stamm W303a. Es wurden
Mitochondrien aus Wildtyp Hefen und Hefen mit zwei verschiedenen Mutationen in Genen, die
fiir mitochondriale Proteine codieren, isoliert. Da die Funktion dieser Gene nicht bekannt ist und
noch keine Phénotypen publiziert wurden, wird hier auf Hypothesen zu moglichen Funktionen
verzichtet und die Mutanten mit M1 und M2 bezeichnet.

Die Wildtyp Hefen wurden in verschiedenen Medien kultiviert, in denen entweder Glucose,
Galactose oder Lactat als Kohlenstoffquelle dienten, wohingegen die Mutanten ausschliefslich auf
Glactosemedium kultiviert wurden.

Die Isolation der Mitochondrien wurde nach der Prozedur von Daum et al. durchgefiihrt [32].
Dazu werden die Zellen durch Zentrifugation aus dem Kulturmedium isoliert, gewaschen und
mit Zymolyase behandelt, um die Zellwdande aufzuldsen. Es folgt der Aufschluss der Zellen in
einem Dounce Homogenisator, gefolgt von der Abtrennung anderer Zellbestandteile durch
differentielle Zentrifugation. Die Mitochondrien wurden in SEM-Puffer resuspendiert, in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Bei dieser Methode koénnen
Bestandteile des ER als Verunreinigungen auftreten. Da Mitochondrien, die durch Zentrifugation
liber einen Percoll-Gradienten weiter aufgereinigt wurden, schwer zu resuspendieren waren,
wurde auf diesen Schritt verzichtet.

3.2 Gerite und Software

3.2.1 Chip-Kalorimeter

Das Chip-Kalorimeter des Typs FCC22 wurde von Herrn PD Dr. Johannes Lerchner an der TU
Bergakademie Freiberg entwickelt und gebaut. Der Transducer wurde in einer Kooperation mit
dem Institut fiir Photonische Technologien e.V. (IPHT), Jena und der Eurotronics - Gesellschaft
fiir wissenschaftlichen Geratebau mbH, Leipzig, realisiert. Zahlreiche Publikationen von Herrn
Dr. Lerchner charakterisieren den Aufbau und beschreiben verschiedene Anwendungen [33-38].
Im Folgenden werden die Kalorimetereinheit, die Fluidik sowie die Software zur Ansteuerung
beschrieben.
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3.2.1.1 Kalorimeter

Die Kalorimetereinheit besteht aus vier Thermosaulen, die sequenziell unter der Flusszelle
angeordnet sind. Jede Thermosdule enthdlt 118 BiSb/Sb Thermoelemente mit
darunterliegenden NiCr Heizelementen, die als Diinnschicht auf eine 1 um dicke SiN-Membran
aufgebracht sind. Diese Membran ist freistehend auf einen Rahmen aus Silizium aufgeklebt, der
wiederum auf einen Kupferblock als Warmesenke aufgebracht ist. Die Thermoséulen sind
paarweise angeordnet und reichen von beiden Seiten des Rahmens her in die Mitte der
Membran. Der Flusskanal liegt liber der Mitte der Membran, sodass die Reaktionswarme in der
Zelle zu einer Temperaturdifferenz zwischen beiden Seiten der Thermosaule fiihrt. An den
Thermosaulen wird eine Spannung von 5,2 V pro W Warmeleistung generiert.

Abbildung 3-1: Kalorimeter Chip. Die silbernen Strukturen in der Mitte sind die vier Thermosdulen,
die auf den Siliziumrahmen aufgespannt sind. Unter der Elektronik ist der Kupferblock zu sehen,
der als Wdirmesenke dient.

Die Kalorimetereinheit ist in einem hochpréizisen Thermostaten untergebracht, der eine
Thermostatisierung mit Abweichungen von der Solltemperatur von weniger als 100 pK
ermoglicht. Die Temperatur der Warmesenke liegt bei 25,6 °C und wird auf 6 pK genau
tiberwacht. Die Thermostatisierung wird durch einen zweischichtigen Aufbau erreicht, wobei
der 4duflere Thermostat kontinuierlich durch einen Peltier-Kiihler gekiihlt wird und
Heizelemente fiir eine Anpassung der Temperatur sorgen. Der dufiere Thermostat hat eine
Solltemperatur von 25 °C, der innere von 25,3 °C.
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Abbildung 3-2: Kalorimeter Chip mit Flusszelle im Thermostaten. Die Platten rechts und links sind
Teile des dufSeren Thermostaten, die zylinderformige Struktur ist der innere Thermostat

3.2.1.2 Fluidik

Zwei identische, voneinander unabhingig ansteuerbare Fluidiken kénnen Losungen in die
Flusszelle des Kalorimeters pumpen. Somit ist es moglich, zwei Losungen in der Flusszelle zu
mischen und die Reaktion zu verfolgen. Herzstiick der Fluidiken ist eine Kolbenpumpe mit einer
Verdrangung von maximal 280 pl. Diese wird aus einem der Einlassports (In1, 2 und 3) befiillt
und pumpt die Losung iiber die interne Probenschleife entweder in den Abfall (Out2) oder in
Richtung Kalorimetereinheit (Out1). Die interne Probenschleife kann tiber eine Membranpumpe
mit Losungen aus den Einlassports In4 befiillt werden, dabei wird die Kolbenpumpe umgangen.
Bei der Arbeit mit Mitochondriensuspensionen wurde darauf verzichtet, da die Membranpumpe
leicht verstopft. Zwischen das Out1-Ventil und das Kalorimeter ist eine externe Probenschleife
mit 60 pl bzw. 90 pl Volumen geschaltet, die manuell mit einer Spritze befiillt wird. Die Pumpen
und Ventile wurden von der Firma The Lee Company, Westbrook, CT, USA, hergestellt.

Die Temperatur der Losungen wird vor dem Erreichen der Flusszelle in Warmetauschern
moglichst genau an die Temperatur der Warmesenke angepasst. Die Flusszelle besteht aus
einem PMMA Block, in den ein 2 cm langer, Kanal mit einem Querschnitt von 1 x 1 mm gefrast
ist. Auf die Unterseite der Flusszelle ist eine PMMA Folie geklebt, die, mit Paraffin6l bestrichen,
auf die Thermosdulen gelegt wird, um die Warmeiibertragung auf die Thermosdulen zu
optimieren.
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Fluidik 1

Kolbenpumpe
(280 pl)

Probenschleife
(intern, 40 pl)

Membranpumpe
(50 pI)

In1 In2 In3 In4

Probenschleife
(extern, 60 pl)

Fluidik 2
Kolbenpumpe
(280 pl) W
[~
L1
Probenschleife
(intern, 40 pl)
Membranpumpe
(50 pl)

In4 In3 In2

Blasenfalle

Probenschleife
(extern, 90 pl)

Abfall

Abbildung 3-3: Schematischer Aufbau der Fluidik des Chipkalorimeters

In1

Abbildung 3-4: Flusszelle mit zwei Einldssen und einem Auslass
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Da die Warmetauscher eine begrenzte  Warmekapazitit besitzen, wurden
Flussgeschwindigkeiten von maximal 100 pl/min fiir Spiilschritte und maximal 50 pl/min fiir die
Injektion der Probe gewahlt.

Fiir die Verbindungen zwischen Fluidikelementen sowie als Probenschleifen dienen
Schlauche aus PTFE. Bei der verwendeten Fluidik wurde eine Blasenfalle der Firma Diba
Industries Inc., Danbury, CT, USA, vor die externe Probenschleife geschaltet, um den Kontakt der
Probe mit den in der Blasenfalle enthaltenen Materialien PEEK und PTFE zu vermeiden.

3.2.1.3 Ansteuerung

Das Kalorimeter wird durch eine von Herrn Dr. Lerchner in Matlab programmierte Software
angesteuert. In einem kontinuierlichen Datenstrom werden in Zeitintervallen von 0,5 s die
Temperaturen des inneren und dufderen Thermostaten und der Warmesenke, die Heizleistungen
am inneren und &ufleren Thermostaten, sowie die Spannungen der Thermosaulen
aufgenommen.

Unabhédngig vom Datenstrom wird die Fluidik angesteuert, wobei die Stellung der Ventile im
Datensatz vermerkt wird, sodass der Start eines Programms exakt bekannt ist. In den
Programmen wird die anzusteuernde Fluidik ausgewahlt und die Stellung der Ventile, die
Richtung des Pumpvorgangs (Fiillen oder Entleeren der Kolbenpumpe), das zu pumpende
Volumen und die Flussgeschwindigkeit definiert. Die beiden Fluidiken konnen gleichzeitig
angesteuert werden.

3.2.2 Software

Origin 7 der Firma OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA wurde zur graphischen
Darstellung der Daten, zur Kurvenanpassung sowie zur dynamischen Korrektur (ohne Glattung)
der Daten verwendet.

Matlab der Firma The MathWorks Inc., Natick, Massachusetts, USA, wurde zur Ansteuerung des
Chip-Kalorimeters sowie zur Glattung der Daten nach der dynamischen Korrektur verwendet. Es
wurden verschiedene Versionen benutzt, wobei es sich stets um eine der beiden aktuellsten
Versionen handelte. Fiir die in dieser Arbeit dargestellten Daten wurden die Versionen 2011b
bis 2012b verwendet.

MS Excel 2007 der Firma Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA, wurde fiir diverse
Rechnungen genutzt.

3.2.3 Laborgerite

UV/Vis-Spektrometer Lambda 9 der Firma Perkin Elmer, Waltham, MA, USA
Thermoschiittler Modell Thermomixer Compact der Firma Eppendorf, Hamburg

Mikroliterpipetten der Reference-Serie der Firma Eppendorf, Hamburg, mit Volumina von 0,5
bis 10 pl, 10 bis 100 pl und 100 bis 1000 pl

pH-Meter Modell CG 843 der Firma Schott, Mainz
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3.3 Methoden

3.3.1 Probenbehandlung

Die Mitochondriensuspensionen wurden bei -80 °C gelagert, Aliqouts in fliissigem Stickstoff
schockgefroren. Zum Auftauen wurde entsprechend der bendtigten Verdiinnung eisgekiihlter
SEM Puffer zugegeben und wenn noétig mit einer Pipette vorsichtig resuspendiert. Generell
wurden beim Pipettieren die Mitochondriensuspensionen langsam aufgesaugt und zuvor ca. 0,5
cm der Pipettenspitze abgeschnitten, um die Offnung zu vergréflern und die Scherkrifte zu
verringern, da es sonst zu einer Verletzung der Membranen kommen kann. Aufgetaute Proben
wurden generell auf Eis gelagert, bis die Inkubation mit verschiedenen Reagenzien erfolgte.

Um Schwankungen im Gehalt an Mitochondrien auszugleichen, wurde als Maf? fiir die Menge
an eingesetztem Material ein Bradford-Test durchgefiihrt. Dabei wird die Probe mit dem
Farbstoff Coomassie-Brillantblau versetzt, welcher sich unspezifisch an die Proteine anlagert
und dabei sein Absorptionsspektrum verdndert. Bei einer Wellenldnge von 595 nm ist die
Extinktion fiir ein gegebenes Protein proportional zu dessen Konzentration. Die in den
kalorimetrischen Messungen eingesetzten Verdiinnungen richteten sich nach der gemessenen
Extinktion. Die Mitochondriensuspensionen wurden vor der Quantifizierung auf ein Zehntel der
Ausgangkonzentration mit SEM Puffer verdiinnt. Fiir den Nullabgleich wurden die Proben- und
die Referenzkiivette mit 1500 pl Bradfordreagenz und 50 pl SEM Puffer gefiillt. Der Inhalt der
Probenkiivette wurde dann gegen 1500 pl Bradfordreagenz mit 50 pl der verdiinnten
Mitochondrienprobe ausgetauscht. Nach einer Inkubationszeit von 15 min bei Raumtemperatur
wurde der Extinktionswert abgelesen.

Die Verdiinnung der Mitochondrien wurde so gewahlt, dass bei den Isolaten aus Wildtyp
Hefen, die aus einer Kultur in Lactat-Medium gewonnen wurden, je nach Substrat Signale von ca.
-2 pV bis -10 pV relativ zur Basislinie erhalten wurden. Die Mitochondrien der anderen
Hefestimme wurden so verdiinnt, dass sie laut Bradford-Test die gleiche Menge an
Mitochondrien enthielten.

Flr den Test wurde zunichst die Mitochondriensuspension mit SEM Puffer verdiinnt und
dann zwei Teile dieser Suspension mit einem Teil des DNP Puffers versetzt. Um zu verhindern,
dass die Stoffwechselleistung durch die Reaktionswarme der DNP induzierten Depolarisation
der Membran tberlagert wird, wurde die Probe vor der Zugabe eines weiteren Teils an
Substratlosung 30 min bei 25 °C und 300 rpm im Thermoschiittler in geoffneten
Probenrohrchen inkubiert.

3.3.2 Messablaufe

Eine typische Messung der Stoffwechselaktivitit von Mitochondrien sowie die einzelnen
Schritte der Messung sind in Abbildung 3-5 und Abbildung 3-6 dargestellt.

In Abschnitt 1 beider Abbildungen befindet sich das Laufmedium, hier vollentsalztes Wasser,
in der Messzelle. Es wird nicht gepumpt, das Signal befindet sich auf Basislinienniveau. In
Abschnitt 2 der Messung findet die Injektion der Probe in die Zelle statt. Die injizierte Fliissigkeit
wird zwar zunachst durch einen Warmetauscher thermisch an die Temperatur der Warmesenke
angeglichen, allerdings kommt es nicht zu einem vollstindigen Temperaturausgleich und die
injizierte Fliissigkeit hat beim Erreichen der Messzelle eine etwas zu niedrige Temperatur.
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Daraus resultiert ein positives Signal, welches aufgrund der Anordnung der Thermosdulen
einem endothermen Prozess entspricht. Rechts des lokalen Maximums erreicht die Probe die
Messzelle (3). Da in der Probe eine exotherme Reaktion stattfindet und weil sich an der Front
der Probe diese mit dem Laufmedium in einer exothermen Reaktion mischt, fallt das Signal ab.
Kurz nach Durchlaufen des lokalen Minimums ist die Fliissigkeit in der Zelle praktisch
vollstindig gegen die Probe ausgetauscht. Der Fluss wird hier gestoppt, um die
Stoffwechselleistung ohne stérende Flusseffekte beobachten zu kénnen. Das Signal driftet sich
auf ein Niveau deutlich unterhalb der Basislinie ein. Es wird in Abschnitt 4 also zunichst ein
exothermer Prozess beobachtet. Die Differenz des Signals zum Basislinienniveau ist
proportional zur Stoffwechselleistung der Mitochondrien. An der durch 5 markierten Stelle
bricht die Stoffwechselleistung ein, da der Sauerstoff verbraucht ist. Bei geringeren
Stoffwechselleistungen tritt dieser Effekt spater auf und verlduft langsamer. In Abschnitt 6 wird
die Messzelle gespiilt, zundchst mit dem restlichen Volumen der Kolbenpumpe und dann in
einem weiteren Schritt mit dem vollstindigen Volumen der Kolbenpumpe. In Abschnitt 7 ist die
Messzelle wieder mit dem Laufmedium gefiillt und der Fluss ist gestoppt. Das Signal driftet
dadurch wieder auf das Basislinienniveau zuriick.
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Abbildung 3-5: Typischer Signalverlauf bei der Messung der Stoffwechselaktivitdt von
Mitochondrien. Die gestrichelten Linien markieren Verdnderungen im Fluss. Erlduterung im Text

Die Stoffwechselaktivititen von Mitochondrien wurden stets mit diesem Ablauf gemessen.
Um eine gute Reproduzierbarkeit zu erreichen, wurde beim Zumischen des Substrates sofort
eine Stoppuhr gestartet und nach exakt einer Minute mit der Messung begonnen. Injiziert
wurden in Abschnitt 2 stets 150 pl mit einer Flussrate von 50 pl/min. Die vergleichsweise
langsame Injektion wurde gewahlt, da Mitochondrien empfindlich auf Scherkrafte reagieren. Der
Fluss wurde, wenn nicht anders angegeben, zur Beobachtung der Reaktion in der Regel fiir 30
min angehalten. In Abschnitt 6 wurden, zunichst ohne die Pumpe neu zu fiillen, 100 pl injiziert.
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Im zweiten Teil des Spiilvorgangs wurden weitere 250 pl des Laufmediums injiziert, die
Flussrate betragt hier 100 pl/min. Vor der darauf folgenden Messung sorgte eine Pause von
einigen Minuten dafiir, dass die Signale wieder das Basislinienniveau erreichen konnten.

1 2
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Abbildung 3-6: Zuordnung der in Abbildung 3-5 dargestellten Phasen einer typischen Messung.
Erlduterung im Text

3.3.3 Signalprozessierung

Die erhaltenen Rohsignale wurden nach den in Abschnitt 4.1 hergeleiteten Verfahren
prozessiert. Dazu wurden die Daten zunichst in Origin 7 eingelesen, geplottet und numerisch
differenziert. Die differenzierten Daten wurden mit der Zeitkonstante fiir den Warmefluss
multipliziert und zu den Rohdaten addiert. AnschliefRend folgt die Glattung der Daten in Matlab.
Dazu wurde auf ein Programm zuriickgegriffen, das Herr Dr. Lothar Leidner, wie in Abschnitt
4.1.3 beschrieben, programmiert hat. Es wurde fiir die Glattung ein symmetrisches Intervall von
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insgesamt 61 Datenpunkten um den zu gliattenden Punkt gewdhlt. Die so prozessierten Daten
wurden gemaf$ Abschnitt 3.3.4 ausgewertet.

3.3.4 Datenauswertung

Samtliche Messungen wurden vor der Auswertung gemafd Abschnitt 3.3.3 prozessiert. Nach
der dynamischen Korrektur und der Glattung der Daten ist es noch noétig, eine
Basislinienkorrektur durchzufithren. Dazu wird in Origin 7 eine auf vier Punkte gestiitzte
Basislinie manuell angepasst und von den Daten subtrahiert. Zwei Stiitzpunkte liegen in dem
Bereich vor der Injektion der Probe, zwei in dem Bereich nach den Spiilschritten (Abschnitte 1
und 7 in Abbildung 3-5). Eine solche Korrektur birgt die Gefahr von Artefakten und lasst sich
nicht exakt reproduzieren. Dennoch konnte nicht darauf verzichtet werden, da die Signale haufig
von einer Drift liberlagert waren, die grofdere Fehler zur Folge haben, als die hier zu
erwartenden.

Kurz nach der Injektion sollten sich die Signale auf ein konstantes Niveau einpendeln, das
aufgrund des Uberschusses an Elektronendonor und -akzeptor fiir einige Zeit annihernd
konstant bleibt. Erst wenn die Verknappung des Sauerstoffs zu geringeren Reaktionsraten fiihrt
(in Abbildung 3-5 mit 5 markierte Phase), sollte sich das Signal von diesem Niveau entfernen. In
der Realitat wird allerdings haufig ein abweichendes Verhalten beobachtet. So kommt es vor
allem bei hohen Mitochondrienkonzentrationen zu einem annédhernd linearen Signalanstieg mit
geringer Steigung, bevor der Sauerstoff-Effekt einsetzt. Wie in Abschnitt 2.2.2.3 diskutiert wird,
liegt dies vermutlich daran, dass sich bei hohen Stoffwechselraten immer stirker ein
Protonengradient aufbaut, der durch das zugesetzte DNP nicht ausreichend schnell abgebaut
wird. Dadurch kommt es zum Wiederaufbau eines Gradienten, gegen den die Atmungskette
immer starker anarbeiten muss, wodurch sich die Reaktion verlangsamt.

Um diesen Effekt auszugleichen, wurde an diesen linearen Bereich eine Gerade angepasst, mit
deren Hilfe auf die Warmeleistung zum Zeitpunkt der Substratzugabe extrapoliert wurde. Der
Bereich, an den die Gerade angepasst wird, beginnt eine Minute nach dem Stopp der Injektion
und endet 100 Sekunden spater. In diesem Bereich haben sich die Signale dank der dynamischen
Korrektur recht genau an die zu erwartenden Warmesignale angepasst (vergl. Abbildung 4-5),
da die Kinetik des Warmeflusses eliminiert wurde. Aufgrund der bis auf wenige Sekunden genau
standardisierten Inkubationszeiten ist der Zeitpunkt relativ genau bekannt, auf den extrapoliert
werden muss. Die Waiarmeleistung zu Beginn der Reaktion ergibt sich aufgrund der
Basislinienkorrektur direkt aus der Geradengleichung. In Abschnitt 4.2.1.1 werden die Vorteile
dieses Verfahrens anhand von Messungen belegt.

Wenn nicht anders angegeben, wurde jede Messung dreimal wiederholt und die
Standardabweichung des Mittelwertes berechnet. Einzelne Messungen wurden verworfen, wenn
es zu offensichtlichen Storungen im Messablauf kam, wie beispielsweise Luftblasen in der
Fluidik oder stark bzw. unregelméaflig driftende Basislinien.

Ausgewertet wurden stets die Signale an der zweiten Thermosaule. Diese zeigt die geringsten
Artefakte, die durch Druckschwankungen beim Schalten der Ventile entstehen. Bei Messungen
im gestoppten Fluss ergeben sich durch Auswertung der anderen Thermosaulen keine Vorteile.
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4 Ergebnisse

In diesem Abschnitt wird zunichst ein Verfahren zur dynamischen Korrektur der Signale
vorgestellt, das es ermoglicht, das verzogerte Ansprechen des Detektors aus den Daten zu
eliminieren. Es folgen die Messungen mit Mitochondrien aus Wildtyp Hefestimmen, mit denen
die Testverfahren etabliert wurden. Deren Stoffwechselleistungen werden im folgenden
Abschnitt mit denen der mutierten Hefestimme verglichen.

4.1 Dynamische Korrektur

Wie bereits in Abschnitt 2.1.3 diskutiert wurde, ist die zeitliche Auflosung bei Kalorimetern
schlecht im Vergleich zu anderen Methoden wie der Spektroskopie. Der Grund dafiir ist die
Uberlagerung zweier Kinetiken; der der Leistungsinderung des zu beobachtenden Prozesses,
die eine Verdnderung der Reaktionskinetik widerspiegelt und der des Warmeflusses zwischen
der Messzelle und der Warmesenke, die zu einem verzogerten Ansprechen des Detektors fiihrt.
Dies ist ein wesentlicher Nachteil, wenn es um den Einsatz von Kalorimetern in kinetischen
Untersuchungen geht. Auch bei der Bestimmung von Reaktionswdrmen, die sich aus der
Integration der Leistung liber die Zeit ergeben, kommt es zu Artefakten, wenn die Kinetik des
Warmeflusses nicht eliminiert wird. Daher werden zunachst eine mathematische Beschreibung
der Signaldynamik und dann ein Verfahren zur Eliminierung der Kinetik des Warmeflusses
hergeleitet. Es hat sich gezeigt, dass das Rauschen durch die dynamische Korrektur amplifiziert
wird. Da einige gdngige Verfahren zur Glattung der Daten zusatzliche Artefakte erzeugen, wird
ein Verfahren zur Glittung von Daten vorgestellt, das eine sprunghafte Anderung der Steigung
pro Glattungsintervall zuldsst, ohne in der Nahe dieser Stelle Artefakte zu erzeugen.

4.1.1 Herleitung eines Modells fiir die Signaldynamik

Um zu dem Modell der sich iiberlagernden Kinetiken zu gelangen, wird zunachst gezeigt, dass
es bei einer konstanten Warmeleistung in der Messzelle im Gleichgewicht zu einer konstanten
Temperaturdifferenz zwischen der Zelle und der Warmesenke kommt. Als nachstes wird
diskutiert, wie sich die Temperatur in der Zelle bei einer sprunghaften Anderung der
Waérmeleistung an die neue Gleichgewichtstemperatur anpasst. Es folgt die Herleitung des
Temperaturverlaufs bei sich verdndernden Warmeleistungen. Die aus der Anpassung des
Modells an reale Daten erhaltenen Zeitkonstanten werden in Abschnitt 4.1.2 verwendet, um die
dort hergeleitete dynamische Korrektur anzuwenden.

4.1.1.1 Konstante Warmeleistung in der Messzelle

Wie in Abschnitt 2.1.2.2 gezeigt wurde, wird an der Thermosaule eine Spannung (U) erzeugt,
die fir geringe Temperaturdnderungen proportional zur Differenz der Temperaturen zwischen
der Messzelle (T;) und der Warmesenke (Ts) ist.

U~(Ty = Ts) 4-1
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Ts wird dabei als konstant angenommen, da die Warmekapazitit der Senke hoch ist
gegeniiber der der Probe und da sie vom Gerit konstant gehalten wird. Anderungen in der
Spannung sind also proportional zur Anderung von T.

Es findet ein Warmefluss zwischen der Messzelle und der Warmesenke (st) statt, wenn eine
Temperaturdifferenz besteht. In Abschnitt 2.1.2.1 wurde folgender Zusammenhang hergeleitet
Q'ZS:_A'A‘<%> 4-2

Wird in der Messzelle durch eine Reaktion eine Wirmeleistung (Qg) generiert, so entsteht
eine Temperaturdifferenz zwischen der Messzelle und der Warmesenke. Fiir eine konstante
Warmeleistung verdandert sich die Zelltemperatur so lange, bis die Summe aus Warmefluss und
Warmeleistung gleich null ist. Im Gleichgewicht gilt

Qzs +Qr =0 4-3
Einsetzen ergibt die Temperaturdifferenz im Gleichgewicht (TF")
A-A

R~ Az (TZGGW - Ts) 4-4

bzw.
4z .

TGGW _ T} = . 4-5

(T 5) T4 @R

4.1.1.2 Sprunghafte Anderung der Wiarmeleistung

Angenommen das System war im Gleichgewicht und Qg dndert sich dann sprunghaft, so
befindet sich das System zum Zeitpunkt der Anderung (t,) bei der Gleichgewichtstemperatur
vor dem Leistungsabfall (T) und nihert sich an die neue Gleichgewichtstemperatur (T$%") an.

) . ) A-A A-A

Qgesamt = Qzs + Qp = — 7 (T; = Ts) + T (TZGGW - Ts) 4-6
) A-A

Qgesamt = Z : (TZGGW - TZ) 4-7

In der isothermen Kalorimetrie kann man aufgrund der geringen Temperaturschwankungen
die Warmekapazitit als konstant annehmen. Damit ist das Produkt aus der
Temperaturanderung in der Zelle und der Warmekapazitit gleich Qgesqmt-

dT, LA e

Yz 12 _ 4-8
dt ¢ Az (TZ TZ)

dT, 1-A cow

Sz _ i _ 4-9
dt ~ 4z-C (77 T2)
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Um die Temperatur als Funktion der Zeit zu erhalten, muss diese Gleichung integriert

. . . A .
werden. Zur Vereinfachung wird zuvor jedoch der Ausdruck (ﬁ), der als eine Art
Ratenkonstante (k, = Ti) bezeichnet werden kann und die Dimension [s~!] besitzt, durch Tl

2 2

substituiert. T, ist die Abklingzeit des Prozesses.

ar, 1
_Z _ . TGGW —T _
dt 1, ( z Z) 4-10

Die Ableitung einer Funktion ist gleich der Ableitung der Differenz aus dieser Funktion und
einer Konstanten. Man kann daher schreiben

d(1, - TF") 1

= = (TEY —T,) 4-11

d(T, — 17" 1

% =——-dt 4-12
z 1z 2

Integration fiihrt zu

Tzd T — TGGW 1 t
J d(7, —T£°") faw)=——'fdt 4-13
9 T;—1T; T2 Jo
t
In(T, — T§Y) —In(T9 — T§") = — — 4-14
2
T, — TSV t
T — T5&W =eéexp <_ g) 4-15
t
T, — T§W = (T9 — TFW) - exp (— T—) 4-16
2
t
T, = (T2 — TFW) - exp (— T—) + TFEW 4-17
2

4.1.1.3 Anderung der Warmeleistung nach einer Kinetik erster Ordnung

Dieser Zusammenhang gilt nur fiir einen abrupten Abfall der Warmeleistung. Dieser ist
allerdings in der Realitdt nur selten gegeben. Bei der Beobachtung von chemischen Reaktionen
ist beispielsweise die Warmeleistung proportional zur Geschwindigkeit der Produktbildung. Fiir
eine Reaktion erster Ordnung (A4 — B) ist die Reaktionsgeschwindigkeit proportional zur
Konzentration des Stoffes A und nimmt wie diese nach einem einfachen, exponentiellen
Zusammenhang ab. Auch andere Prozesse folgen haufig diesem Zusammenhang. Es soll nun
betrachtet werden, wie sich die Temperatur in der Zelle dndert, wenn sich die Warmeleistung
von dem Ausgangswert QR,o zum finalen Wert QR,oo andert. Der Index ,GGW*“ wurde zuvor
eingefiihrt als der Wert, den die Temperatur bei konstanter Warmeleistung in Gleichgewicht
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annehmen wiirde. Da sich hier die Warmeleistung mit der Zeit andert, ist dieser
Gleichgewichtswert allerdings eine Funktion der Zeit. Daher wird hier der Index oo eingefiihrt,
der den Wert angibt, den das System nach unendlicher Zeit annimmt. Dieser Zusammenhang
lasst sich beschreiben durch

. . . . t

Qr = Qrpo — (QR,O - QR,oo) : <1 — exp (_ a)) 4-18
bzw.

. . . t .

Qr = (QR,O - QR,oo) - exp (— a) + Qg 4-19

wobei 7, die Abklingzeit des Leistungsabfalls ist.

Zu jeder Warmeleistung Qy lasst sich eine Gleichgewichts-Zelltemperatur T$¢" zuordnen,
auf die die tatsichliche Zelltemperatur T, nach dem in Abschnitt 4.1.1.2 hergeleiteten,
integrierten Zeitgesetz fiir die Zelltemperatur zustrebt. Da sich die Warmeleistung standig
dndert, dndert sich auch die dazugehérige TFSW mit der Zeit. Dabei ist TZ5W die
Gleichgewichtstemperatur, die sich aus der Warmeleistung zum Zeitpunkt t, ergibt und TS5
diejenige, die nach unendlich langer Zeit vorliegt.

Durch Einsetzen des Zusammenhangs aus Gleichung 2-59

1-A
Az

Og = 6w _ 1) 2-59a

in Gleichung 4-18 erhalt man
A-A (TGGW T. )

/1 A A-A 1A
2 g -m)- (2 - - AR e on))

(1-em(-2)

Einfache, arithmetische Umformung ergibt
t
TEW = THEW — (T5W — T8 - (1 — exp (— ?)) 4-21
1

Wie bereits zuvor diskutiert, ndhert sich die Zelltemperatur nach folgendem Zusammenhang
an die neue Gleichgewichtstemperatur an

ar, _ 1
(T W _T,) 4-22

Setzt man nun die sich nach Gleichung 4-21 veridndernde Gleichgewichtstemperatur 75" in
Gleichung 4-22 ein, so erhalt man
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dT, 1 t
== (TZG_gW — (T4§™ - 168" - (1 — exp (— —)) - Tz> 4-23
%) (51

bzw. durch multiplizieren mit z,

dr,

24

t
= TFEW — (TZEW — TFAW) . (1 —exp (— ?)) _T, 4.24
1

d(,-1£6"™)

Wie bereits in Abschnitt 4.1.1.2 wird (%) durch ( ) substituiert. Dies ist erlaubt, da

T£§"W eine Konstante ist ;

Ty - d(TZ_TTZ%GW =TE§W — (TE§YW — TS - <1 — exp (—%)) —Ty 4-25
Addition von T, und Subtraktion von T£§" ergibt

Ty - w + (T, = TEEW) = —(TE§Y — TS5V ) - <1 —exp (— %)) 4-26

Multiplizieren der Gleichung mit (exp(t)> fliihrt zu einem Ausdruck, der sich nach dem

T2

Schema u v’ +u'-v = (u-v) umformen lisst

t\ d(T, —TEE™) t
T, - exp (T—) . zd—tzo + exp (g) (T = TEE™)

2 ; ; 4-27
= —(TE5W —TEEW) - exp (—) : <1 — exp (— —))
’ ! Ty T1
Dabei ist
t
Ty - exp (—) =u 4-28
T2
(t ) =u 4-29
exp o) u -
(T, —TE§")=v 4-30
d(T _TGGW
( z— "z0 )=v’ 4-31

dt

Nach der Produktregel lasst sich die linke Seite der Gleichung nun wie folgt substituieren
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t\ d(T, —TEE™) t
. —_—— 4 —) (T, — TGGW
wewp () = e () (T - T
t 4-32
d <12 - exp (E) (T, — TE§W )
- dt

also ist

A

2 t t 4-33
= —(TSSW — TGEWY . (_) . _ (_ _)
dc ( 70 7 ) exp 5 1—exp o

bzw.

t
d <T2 - exp (T—) (T, - ngW)>
2

t t
- _(TZG:gW - TZG,oGoW) ‘- exp (g) . <1 —exp (——)) -dt

71

4-34

Es folgt die Integration der rechten Seite in den Grenzen von 0 bis t und der linken Seite in
den Grenzen des Ausdrucks (Tz - exp ( t) (T, - ng”’)>, wobei diejenigen Grofen eingesetzt

T2

werden, die zu den Zeitpunkten 0 und t vorliegen, also von (1'2 - exp (Ti) - (TESW — TESEW ) bis
2

t

<T2 - exp (r_z) (1, - TZG_gW)>.

t GGW
Tz-exp(g)-(Tz—TZ_o ) t

J . d <T2 - exp (T—) (T, - TZG_gW)>
rz~exp( )-(ngW-ngW) 2

T2
GGW GGW ‘ t t
- g5 1) [ e (L) (1= e (L)) -ae
0 T2 Tq

Der Ubersichtlichkeit halber wird zunichst nur die linke Seite der Gleichung umgeformt. Der

Ausdruck <‘cz - exp (TE) -(TEEV — TZG,S"W)> hat den Wert 0, es folgt
2

t
Tz‘exP(E)‘(Tz_TZG,(();W) t GGW t GGW 4-36
(v e (£): (r=785%) ) = ra-e () (r—1gg™) @
0 2

Umformen der rechten Seite der Gleichung ergibt folgenden Zusammenhang
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t t
—(TE§W —TESW) - f exp (;) . (1 - exp(
0

t
=4¢W-gynym
0

t
(rgg” - 152 ([ e
0

= ~(rgg” - 758)

t

2))-¢

t
=4¢W_¢ynyw(
0

t
1

—exp

/ t 0 4-37
| 7y [exp <—) —exp (—)
\ 2 T2
1 1 1
exp <t . (E - a)) —exp (0 . (E - a))\
1 1
=) )
1 1
— GGW GGW ( t P (t ' (E - a)> - 1\
- _(TZ,O - TZ,oo | T exp (g) — T2 — (l ~ l)
T2 Ty /
Im Folgenden sind die linke und rechte Seite wieder zusammengefiihrt.
t GGW
Ty exp (T—) . (TZ - T7g
2
1 1
; exp (t . (g - E)> - 1\\ 4-38
= —(1g8W —188%) | 0 exp (=) - 2 - |
T2 (l — l) /
Ty 71
Dividieren durch <T2 - exp (L)> ergibt
T2
(7, - TE6) = — (165" — T£2")
t J(L_1y)_
(Tz " exp (E) T, exp <t (Tz Tl)) 1\ 4-39
' ey £ty t 1 1
\2rew (@) wen(n) wen(h) (Gog))
bzw. nach Kiirzen
1 1
GGW GGW GGW or <t . (g - a)> - 1\
(T, - T£6") = =(T£6" - T4&") - | 1 - ——3= - 11 | 4-40
eW@)hfW%)%‘d/
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Da expl(%) = exp (— é) ist, folgt
(T, - 1£6") = —(T£6" - 168"
[ R
K % (5-%) )
bzw.
(T, = T£§") = (156" — TS
.(1—exp <_£ _exp<t.(%_%_1%)2_exp (_%)\ a2
& n(g-7)

Zusammenfassen der Exponenten ergibt

£ £
(T, - TE6") = —(T£6" —TE8Y) | 1—exp (—%) -z (; azl_ ix1§_ =) 4-43
25,77

bzw.
(; = 745") = ~ (125" — 17")

1-exp (- ) - o S_ %1) P g‘ %1) 4-44

t2° (E_ﬁ) Tz'(ﬂ_ﬂ)
Erweitern des Ausdrucks exp (— é) mit 7, - (% - i) ergibt
(T, - T£5") = — (145" - TZa"
2 (D) (6w er(d) el )
1

| 1- -

_ =)
T D e D)

Nun lassen sich die beiden Terme, die im Zahler den Ausdruck <exp (— TL)> enthalten,
2

zusammenfassen zu
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(T, - T£8") = —(T£8" - T£&")
[ (L) ew(-D-ew(-D)(nE-D)) L

WV EIo ot T_1

T2 (‘L’Z Tl) T2- (TZ ‘cl)

it (7, (2~ 1)) = (1 - 2) o

(T, = TE6Y) = (146" - T£8")
o) ew(g)-ew(5)-(1-F) 447
N 1 1 1 1
n (g -) w (o)

und ausmultipliziert

(T, - T46Y) = (156" — 158"
() en(-D)-en(-H)-Eew(-E)) e
- 1 1 1 1

wobei sich die Terme <exp(—ri)> und (—exp(—f)) aufheben und die Briiche
2 2

zusammenfassen lassen zu

(T, - T£6") = —=(T£6" - T£&") - | 1 - 1 4-49
(5 5)
Umformen des Nenners ergibt
t
exp|——)—2-exp(—=—
(T, — T§§") = —(T§5" — TESW) - (1 = ( Tl)T1 - ), ) 4-50
51
Nach Erweitern mit 7, folgt
t
oo () - Brem ()
(T, - T£6") = —(T£6" —T£&") - | 1- — I 4-51
1~ 12 /

bzw. nach Ausmultiplizieren

63



T1 - exp (— %) — Ty exp (—%)

(T, —TE§W) = —(TE§™ —TFEW) - | 1 - 4-52
' ' ' 71— T2
Durch Ausmultiplizieren der rechten Seite
(T, = TE6™) = —(T£6" — 128 + (166" — T£S))
t t
. Ty - exp (— a) —T,-exp (— E) 4-53
T1— T2
und Addition von T£§" ergibt sich die Temperatur als Funktion der Zeit
t t
Ty - €xp (— T_1) — T, exp (— E) 454

_ mGGW GGW GGW
I,=T7%" + (Tz,o — 170 )
71— 12

Anpassung dieser Funktion an die Daten erlaubt die Bestimmung der Zeitkonstanten 7; und
7,. Dabei ist es unerheblich, ob die Zelltemperatur, die Spannung oder die daraus berechnete
Warmeleistung aufgetragen wird, da diese sich in dem betrachteten System proportional
zueinander dndern. Da das Geradt Spannungen als Signal liefert, werden diese hier verwendet.
Durch statische Kalibrierung wurde zwar der Zusammenhang zwischen der Warmeleistung in
der Zelle und der resultierenden Spannung bestimmt, aufgrund der fehlenden Informationen
iiber Warmeleitkoeffizienten und der schwer zu beschreibenden Geometrie des Aufbaus lasst
sich daraus aber nicht ohne weiteres auf die Zelltemperatur schlief3en.

7, bestimmt dabei die Kinetik der sich dndernden Warmeleistung, also des Prozesses, der
beobachtet werden soll. 7, hingegen beschreibt die Tragheit, die sich aus dem Warmefluss
ergibt. Der aus dem Fit erhaltene Wert fiir 7, wird im folgenden Abschnitt benutzt, um die
Kinetik dieses storenden Prozesses zu eliminieren.

4.1.1.4 Anwendung des Modells fiir die Signaldynamik und Separation der
Zeitkonstanten

In Analogie zu Gleichung 4-54 kann der Verlauf der gemessenen Spannung (U”’h), die unter
den gegebenen Bedingungen als proportional zu der Zelltemperatur T, angesehen werden kann,
fiir den in Abschnitt 4.1.1.3 dargestellten Zusammenhang wie folgt beschrieben werden

Ty * exp (—%) — T2 €exp (_%) 4-55

T4 — 12

U™ = Ug + (Ug = Uso) -

TGGW

Dabei ist U, die Spannung, die bei einer Zelltemperatur von 775" gemessen wird und U,, die

bei T{$Y gemessene Spannung.

Wird ein Fluss durch die Messzelle gestartet, so wird die zugefiihrte Fliissigkeit im
Warmetauscher nicht vollstindig mit der Warmesenke equilibriert. Da die
Umgebungstemperatur geringer als die Temperatur der Warmesenke war, gelangt Fliissigkeit
mit einer etwas zu niedrigen Temperatur in die Flusszelle. Nach kurzer Zeit erreicht die
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Temperatur im Fluss einen Gleichgewichtswert, der von der Gleichgewichtstemperatur ohne
Fluss abweicht. Damit wird auch eine konstante Spannung U, gemessen, die von den Signalen
der Basislinie U, abweicht. Wird der Fluss gestoppt, so kommt es zur Angleichung durch einen
Warmeaustausch mit der Warmesenke. Dieser Effekt wurde genutzt, um die Zeitkonstanten des
Warmeflusses zu bestimmen und damit eine dynamische Korrektur durchfiihren zu kénnen.

Es konnte allerdings beobachtet werden, dass beim Stoppen der Pumpe der Fluss im System
nicht abrupt stoppt, sondern der Tropfen am Abfallschlauch noch wenige Sekunden weiter
wachst. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass sich in der Fluidik beim Pumpen ein Druck aufbaut,
der nach dem Stopp der Pumpe relaxiert. Fiir die Relaxation des Flusses und damit den Verlauf
der eingetragenen (negativen) Warme wird eine Kinetik erster Ordnung angenommen, was dem
Modell aus Abschnitt 4.1.1.3 entspricht. Damit wéare ein Signalverlauf nach Gleichung 4-55 zu
erwarten, was durch Anpassen des Modells an die Signalverldufe nach dem Stoppen eines
Flusses liberpriift werden soll.

Wie bei den Experimenten mit Mitochondrien wurde als Laufmedium vollentsalztes Wasser
gewdhlt, als Probe wurden 150 pl SEM Puffer mit einer Flussrate von 50 pl/min injiziert. Es
wurden die Daten ausgewertet, die in den ersten 150 Sekunden nach Stoppen des Flusses
erhalten wurden. Weitere Datenpunkte wurden nicht mit angefittet, da die Fehlerquadrate sonst
zu stark von den Werten beeinflusst werden, in denen fast keine Information iiber die Kinetik
des Prozesses mehr enthalten ist. In Abbildung 4-1 sind die Signalverldufe fiir acht
Wiederholungsmessungen und die dazugehorigen Fits dargestellt, die Fitparameter finden sich
in Tabelle 4-1.

U [uV]
3
!
~
T

22 T I T I T I T I T I
0 20 40 60 80 100

t[s]

T T

T T
120 140

Abbildung 4-1: Signalverdufe nach Stoppen des Flusses und angepasste Kurven nach Gleichung
4-55
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Tabelle 4-1: Parameter zu den in Abbildung 4-1 dargestellten Kurvenanpassungen

Uy (Up—Uy) Tq T2 .
Messung Nr. (V] (V] [s] [s] Chi
1 23,81 12,86 8,23 20,20 0,016
2 23,81 12,93 7,75 20,84 0,016
3 23,07 12,32 8,62 19,42 0,012
4 22,81 12,32 8,49 18,86 0,013
5 23,83 12,22 8,89 18,91 0,011
6 25,59 12,01 8,59 18,82 0,014
7 26,05 11,93 8,52 18,51 0,014
8 26,75 11,64 8,16 18,69 0,011
Durchschnitt 24,47 12,28 8,40 19,28 0,013
Standardabweichung 1,46 0,44 0,35 0,82

Um die Qualitdt des Modells besser beurteilen zu kénnen, wurden fiir jede Anpassung die
Residuen als Differenz aus den gemessenen Werten und der angepassten Kurve ermittelt. Diese
sind in Abbildung 4-2 fiir alle Kurven dargestellt.

1,0 1 | 1 | ! | ! | ! | ! | 1 |
0,8 _
0,6 - -

0,4 - .

0,2 A

] ,‘ ‘ Il | ’: “"E f

0,0

U [uV]

-1,0 T T T T T T T T T T T T T T T T
80 100 120 140

t[s]
Abbildung 4-2: Residuen zu den in Abbildung 4-1 dargestellten Fits

Es ist zu erkennen, dass es zu leichten, systematischen Abweichungen in den ersten 50
Sekunden nach Stopp des Flusses kommt. Allerdings sind diese Abweichungen relativ klein im
Vergleich zum Rauschen. Im Mittel weichen die Kurven an der Stelle der grofdten Abweichung
um etwas mehr als 0,1 pV ab, diese Abweichung ist ca. zwei Grofsenordnungen kleiner als der
gesamte Signalhub. Die Funktion passt sich also gut an die gemessenen Kurven an.

Die Zuordnung der so bestimmten Zeitkonstanten zu den Prozessen des Leistungsabfalls und
des Warmeflusses zwischen Messzelle und Warmesenke ist nicht unproblematisch. Vertauscht
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man die Werte fiir 7; und t,, so werden identische Kurven erhalten. Aus mathematischer Sicht
ist die Zuordnung der Parameter zum jeweiligen Prozess also willkiirlich. Aufgrund von
Beobachtungen des Verhaltens der Fluidik wurde 7; der Relaxation des Flusses zugeordnet, da
die erhaltene Zeitkonstante gut zu der Zeit passt, die der Tropfen am Ende des Abfallschlauchs
sichtbar wachst. In Abschnitt 4.1.4 wird daher die dynamische Korrektur basierend auf 7,
durchgefiihrt, um die Kinetik des Warmeflusses zu eliminieren. Bei der Wahl einer zu grofien
Zeitkonstante wire ein Uberschiefen der Korrektur zu erwarten. Dies wurde allerdings weder
bei den dort gezeigten Daten, noch in irgendeiner der spateren Messungen beobachtet. Auch bei
anderen Prozessen als dem Stopp des Flusses war nie ein signifikantes UberschiefRen zu
beobachten. Somit ist die korrekte Zuordnung der Zeitkonstanten zu den jeweiligen Prozessen
wahrscheinlich.

4.1.2 Dynamische Korrektur der Daten

Im vorherigen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass sich der Signalverlauf gut durch den
hergeleiteten Zusammenhang fiir den Temperaturverlauf beschreiben lasst. Fiir erste
Uberlegungen soll aber der Einfachheit halber zunichst wieder eine abrupte Anderung der
Warmeleistung angenommen werden, um eine Korrekturfunktion herzuleiten. Diese wird dann
spater auf die liberlagerte Kinetik angewandt.

4.1.2.1 Dynamische Korrektur bei sprunghafter Anderung der Wiarmeleistung

In Abschnitt 4.1.1.2 ist die Anderung der Zelltemperatur nach einer abrupten Anderung der
Waérmeleistung beschrieben worden, wobei sich die Zelltemperatur nach einem Prozess erster
Ordnung an die neue Gleichgewichtstemperatur anndhert

t
T, = (T2 — TFW) - exp (— T—) + TFEW 4-56
2
Analog lasst sich dieser Zusammenhang fiir die Rohdaten der Spannung (U"’h) schreiben

t
UT" = (Uy — Us) - exp ( ) +Ue 4-57

T2

Die gemessene Spannung U™°" nihert sich also nach einem exponentiellen Zusammenhang
an den finalen Wert U, an. Um von dieser Funktion auf einen stufenférmigen Verlauf zu
kommen, muss die Funktion an den Stellen extremer Steigung besonders stark korrigiert
werden. Hat sich das gemessene Signal allerdings schon fast vollstindig an den finalen Wert
angendhert, so ist die Steigung gering und nur eine geringe Korrektur notig. Daher wurde der
Ansatz gewahlt, die Funktion um ihre Ableitung zu korrigieren. Die Ableitung der gemessenen
Warmeleistung lautet

t
= = (Uy—Uy) - —— 4-58
7, (UO Uoo) exp( T )
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Multipliziert man diese Gleichung mit t, und addiert sie zu den Rohdaten, so eliminiert man
deren zeitabhingigen Summanden. Man erhalt eine korrigierte Funktion(U’“’"), deren Wert
tiberall gleich dem Gleichgewichtswert ist

dUroh
dt

¢ 1 ¢ 4-59
= (UO - Uoo) *exp <__) + Uoo +17, <__' (UO - Uoo) s exp (__)>
T2 T2 (%)

ykorr — yroh 4 T

also
Ukorr — Uoo 4-60

Die Kinetik des Warmeflusses wurde fiir diesen Fall also eliminiert, die korrigierten Werte
entsprechen sofort nach dem abrupten Signalabfall dem Gleichgewichtswert. Als nachstes soll
diese Korrektur auf die in Abschnitt 4.1.1.3 hergeleitete Temperatur- bzw. Signalanderung
angewandt werden.

4.1.2.2 Dynamische Korrektur bei Anderung der Wiarmeleistung nach einer Kinetik
erster Ordnung

In Abschnitt 4.1.1.3 ist die Temperaturdnderung in der Messzelle wie folgt beschrieben
worden

Ty " exp (— T—tl) — T2 exp (‘ %) 4-61
T4 — Ty

— TGGW GGW GGW
TZ - TZ,OO + (TZ,O - TZ,OO ¢

Da die Anderung von U°" und T, proportional sind, lisst sich der Zusammenhang auch wie
folgt darstellen

T, €exp (— T—tl) — T2 exp (‘ %) 4-62

UTOh =Ug, + (Uo - Uoo) :
71— 12

Es soll nun die in Abschnitt 4.1.2.1 verwendete Korrektur auf diesen Zusammenhang
angewandt werden. Dazu wird zunichst die Ableitung gebildet

_ _t _t
dL(;Tt"h Uy — ) exp( 2)_:’“1’( rz) 4-63

Anwendung der Korrektur gemaf3

dUroh
dt

Ukorr — Uroh + Ty - 4-64

68



sollte zu dem Spannungsverlauf fiihren, die dem realen Verlauf der Warmeleistung Q folgt. Der
Verlauf von Qy war wie folgt angenommen worden

t .
_ E) + Oroo 4-65

QR = (QR,O - QR,OO) *exp (
Analog lasst sich der zu erwartende Verlauf der Spannung formulieren
t
U= Uy—Uy) - exp (— T—) + U 4-66
1

wobei U hier den Signalverlauf ohne Verzogerung durch den langsamen Warmefluss darstellt. Es
muss nun also liberpriift werden, ob folgender Zusammenhang korrekt ist

Ukorr =U 4-67

Einsetzen ergibt

Ty - €Xp (— %) — T, exp (— %)

Up + (UO - Uoo) : + (UO - Uoo)
O 4-68
t t
—Tp ' exp (— T—) + 17, exp (— r_) ¢
: . 2 =(U0—Uoo)-exp(——>+U00
1~ 172 T1
Subtrahieren von Uy, und dividieren durch (U, — U,,) ergibt
t t t t
Ty * exp (_T_1) — T, exp (_E) N —T, - exp (_E) + 1, - exp (_E) e <_£) 4-69
71— 172 71— 172 71
Die Terme in den Zahlern, die 7, im Exponenten enthalten, heben sich gegenseitig auf
t t
Tyrexp|l—=—) —-T-exp(—— ¢
( Tl) + ( Tl) = exp (_ _) 4_70
Ty — 12 Ty — 12 51
t .
Ausklammern von <exp (— —)) ergibt
T1
T, — Ty ( t) B ( t ) 471
-1, exp o = exp o -7
bzw.
t t
exp (— —) = exp (— —) (Q.E.D)) 4-72
71 51

Wie in Abschnitt 4.1.3 dargelegt wird, ist zuséatzlich zur dynamischen Korrektur die Glattung
der korrigierten Daten ndtig. Daher wird an dieser Stelle auf die Anwendung des dynamischen
Korrekturverfahrens auf reale Daten verzichtet und erst in Abschnitt 4.1.4 gezeigt.
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4.1.3 Glattung der Daten

Bei der Anwendung des in Abschnitt 4.1.2.2 hat sich herausgestellt, dass es zu einer massiven
Verstarkung des Rauschens kommt. Bei der Differentiation berechnet das Programm Origin die
Steigung zu einem Datenpunkt als den Mittelwert der Steigungen zwischen diesem Punkt und
den benachbarten Punkten. Da zur Bestimmung der Steigung die Differenz der Spannungswerte
durch das Zeitintervall geteilt wird, wird bei einem recht kleinen Zeitintervall von 0,5 Sekunden
das Rauschen amplifizert, was auch durch die Mittelwertbildung nicht vollstdndig kompensiert
werden kann. Dahingegen spielen sich die Verdnderungen der Warmeleistung im Bereich von
Minuten ab, die Steigung wird hier also Werte annehmen, die deutlich geringer sind als der
Signalhub (U, — Uy). Es kommt also zu einer drastischen Verschlechterung des Signal-Rausch-
Verhiltnisses. Bei der Korrektur nach Gleichung 4-64 muss die Ableitung zusétzlich mit dem
Faktor 19,28 s multipliziert werden, was zu einer massiven Verstdrkung des Rauschens fiihrt. Es
ist also notig, die Daten nach der Korrektur zu glatten. Nach der Korrektur ist allerdings mit
einem besonders abrupten Signalabfall beim Stopp des Flusses zu rechnen.

Bei der Anwendung von einfachen Korrekturverfahren wie dem gleitenden Durchschnitt oder
Savitzky-Golay-Verfahren [39], bei denen an ein definiertes Datenintervall um den zu glattenden
Punkt ein Polynom verschiedener Ordnung angepasst wird und der geglittete Wert aus der
angepassten Kurve abgelesen wird, kommt es zu charakteristischen Abweichungen von dem zu
erwartenden Signalverlauf. Eine sprunghafte Signaldnderung kann nicht nachvollzogen werden.

Spline-Interpolation ist ein Verfahren, bei dem Datenpunkte durch Polynome interpoliert
werden, wobei fiir jedes Intervall ein neues Polynom angepasst wird. Es wird meist mit
kubischen Funktionen gearbeitet. Die Randbedingungen fiir die Polynome lauten, dass sie durch
die Datenpunkte laufen miissen und mit den benachbarten Polynomen verbunden eine zweifach
stetig differenzierbare Funktion bilden missen. Splinegliattung hingegen ist ein Verfahren, bei
dem kubische Splines genutzt werden, die allerdings nicht durch jeden Datenpunkt laufen
miissen [40]. Die Splines werden so angepasst, dass einerseits die Fehlerquadrate und
andererseits die Kriimmung der Funktion minimiert werden, wobei durch einen Faktor eine
Gewichtung dieser Parameter erreicht wird. Je stiarker die Kriimmung gewichtet wird, desto
starker wird die Kurve geglattet. Allerdings hat sich gezeigt, dass bei ausreichend starker
Glattung die Sprungstelle mit anschlieffendem Signalabfall nicht zufriedenstellend nachgebildet
werden kann.

Die Glattung durch Fourier-Filter ist eine weitere Moglichkeit [41]. Dabei wird die Fourier-
Transformierte des Datensatzes gebildet, wobei das Rauschen in den hochfrequenten Anteilen
enthalten ist. Diese Anteile werden abgeschnitten und es wird riicktransformiert. Allerdings hat
sich herausgestellt, dass die hochfrequenten Anteile ndtig sind, um die abrupte Signalanderung
zu beschreiben, sodass es auch hier zu Artefakten kommt.

Gesucht ist also eine Glattungsmethode, die es ermdglicht, Daten vor oder nach einer
Sprungstelle zu glitten, ohne dass die Werte auf der anderen Seite der plétzlichen Anderung
einen starken Einfluss auf die Glattung haben. Es wurde eine Funktion gefunden, die sich dhnlich
wie im Savitzky-Golay-Verfahren abschnittsweise anpassen lasst, allerdings kaum Artefakte bei
Sprungstellen produziert.

a
y=-3" m(1+e N +d-(x—c)+e 4-73

Diese Funktion wurde durch Integration und weiteren Umformungen aus einer
Logistikfunktion abgeleitet. Sie besitzt zwei Asymptoten mit den Steigungen a und d, die sich an
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der Stelle c und dem y-Wert e schneiden. Die Kriimmung in der Ndhe des Schnittpunkts kann
durch den Parameter b eingestellt werden.
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Abbildung 4-3: Beispiele fiir Gleichung 4-73 mit verschiedenen Parametern. Die Steigungen der
Asymptoten, deren Schnittpunkt und die Kriimmung um den Schnittpunkt sind frei wihlbar

Mit Hilfe von Herrn Dr. Leidner wurde ein Programm in Matlab geschrieben, das das Polynom
im Savitzky-Golay-Verfahren durch Gleichung 4-73 ersetzt. Die Anpassung der Funktion an die
Intervalle lauft nach dem Levenberg-Marquardt-Verfahren mit maximal 100.000
Funktionsevaluierungen und maximal 100.000 Iterationen. Fiir die Parameter wurden keine
Grenzen gesetzt. Da diese Funktion bei schlecht initialisierten Parametern schnell Gefahr lauft, in
lokale Minima zu laufen, wurden die Parameter wie fiir jeden Datenpunkt wie folgt neu
initialisiert:

- Die Parameter c und e entsprechen den x- und y-Koordinaten des zu glattenden Punktes

- Flr die Parameter a und d werden die Steigungen zwischen dem zu glattenden Punkt und
den Punkten an den beiden Grenzen des Intervalls eingesetzt

- die Kriimmung um den Schnittpunkt erwies sich als unempfindlich und b wurde mit dem
Wert 1 initialisiert

Bei der Benutzung des Verfahrens ist zu beachten, dass die Funktion Wendepunkte nicht
nachvollziehen kann. Ist die Kriimmung auf einer Seite des Wendepunkts allerdings gering, so
lasst sich dieser Bereich hinreichend gut durch eine der beiden Asymptoten approximieren und
das Verfahren liefert gute Werte. Das Verfahren der dynamischen Korrektur und Glattung wird
im folgenden Abschnitt auf reale Datensatze angewandt.

In Abbildung 4-4 wurden verschiedene Glattungsverfahren mit Origin 7 auf simulierte Daten
ohne Rauschen angewendet. Es ist zu erkennen, dass eine Sprungstelle innerhalb des
Glattungsintervalls zu charakteristischen Artefakten fiihrt. Beim Savitzky-Golay-Verfahren ist zu
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beachten, dass bei der Glattung iiber Polynome hoher Ordnung die Artefakte zwar geringer
werden, diese Funktion allerdings auch die Daten schwacher glattet, da besonders bei kleinen
Intervallen das Rauschen durch diese Polynome relativ gut nachvollzogen werden kann. Bei dem
neu entwickelten Verfahren ist die Abweichung von den simulierten Daten am geringsten. Das
Glattungsverfahren wird im folgenden Abschnitt auf reale Daten angewendet.
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Abbildung 4-4: Behandlung simulierter Daten mit verschiedenen Gldttungsfunktionen. Gegldttet
wurde mit einem symmetrischen Intervall von 21 Punkten. Schwarz: Simulierte Daten ohne
Rauschen; Grau: gleitender Durchschnitt; Rot, gepunktet: Savitzky-Golay 2. Ordnung; Rot, Strich-
Punkt: Savitzky-Golay 4. Ordnung; Rot, gestrichelt: Savitzky-Golay 6. Ordnung; Rot, durchgezogen:
Savitzky-Golay 8. Ordnung; Blau: zuvor vorgestelltes Gldttungsverfahren.

Eine Alternative zu dem hier vorgestellten Verfahren wére, die Signale auf Sprungstellen zu
analysieren und dann eine abschnittsweise Glattung zwischen diesen Sprungstellen mittels
Splineglattung durchzufithren. Allerdings wdare ein solcher Ansatz deutlich schwerer
umzusetzen gewesen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde dieser Ansatz daher nicht verfolgt.

4.1.4 Anwendung der dynamischen Korrektur und Glattung auf reale Datensitze

Um zu untersuchen, inwieweit die dynamische Korrektur und die Datenglattung sinnvolle
Ergebnisse fiir reale Daten liefern, wurden beide Verfahren auf eine Messung der
Stoffwechselaktivitit von Mitochondrien angewandt und mit dem Kurvenverlauf nach Gleichung
4-66 verglichen. Um die fehlenden Parameter zu erhalten, wurde eine Kurvenanpassung nach
Gleichung 4-55 wie bei der dynamischen Kalibrierung vorgenommen, wobei allerdings der
Parameter 7, mit 19,28 s festgesetzt wurde. In Abbildung 4-5 ist dies fiir Mitochondrien aus

Wildtyp Hefen gezeigt, die mit Galactose als Kohlenstoffquelle kultiviert wurden. Die
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Mitochondrien wurden 1:400 verdiinnt, als Substrat diente NADH unter den iblichen
Reaktionsbedingungen.
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Abbildung 4-5: Messung von Mitochondrien aus einem Wildtyp Stamm, kultiviert mit Galactose als
Energiequelle. Schwarz: Rohdaten; Grau: Dynamisch korrigierte Daten ohne Gldttung; Blau:
Dynamisch korrigierte und gegldttete Daten; Rot: Abklingede Funktion nach einer Kinetik erster
Ordnung mit der fiir diese Rohdaten bestimmten Zeitkonstante T,

Es ist zu erkennen, dass im Falle der korrigierten Daten der Gleichgewichtswert sehr viel
schneller erreicht wird, als bei den Rohdaten. Im Falle der korrigierten Daten ist dies nach ca. 30
Sekunden der Fall, wohingegen bei den Rohdaten nach 100 s noch groflere Abweichungen
bestehen. Kurz nach Stopp der Injektion kommt es allerdings zu leichten Abweichungen
zwischen der korrigierten und der simulierten Kurve. Aufgrund der grofien Steigung in diesem
Bereich ist die Kurve empfindlich gegeniiber leichten Schwankungen in den Zeitkonstanten.
Nichtsdestotrotz lasst sich mithilfe des Korrekturverfahrens sehr viel schneller ein
Gleichgewichtswert ablesen, was eine drastische Verkiirzung der Messzeiten moéglich macht.
Auflerdem fiihrt bei einer Integration der Kurven die Kinetik des Warmeflusses nicht zu
Artefakten. Da es sich bei der Kinetik, die der Relaxation des Flusses zugrundeliegt, um einen
realen, thermischen Effekt handelt, ist es nicht sinnvoll, diesen zuséatzlich zu eliminieren, um den
Gleichgewichtswert noch schneller zu erhalten, auch wenn dies mathematisch moglich ware.
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4.2 Messungen mit Mitochondrien aus S. cerevisiae

Fiir die im Folgenden diskutierten Messungen mit Mitochondrien wurden zunichst
Referenzmessungen durchgefiihrt, um die Abhangigkeit des Signals von der Konzentration der
Mitochondrien und verschiedene Kenngréfden des etablierten Tests zu ermitteln. Es folgen
Messungen mit Mitochondrien aus einem Wildtyp Stamm, die unter unterschiedlichen
Kulturbedingungen produziert wurden. Als nachstes wird der Metabolismus verschiedener
Substrate durch Mitochondrien aus dem Wildtyp Stamm diskutiert. Diese Messungen dienen als
Grundlage, um den Einfluss zweier Mutationen auf verschiedene Stoffwechselwege zu
untersuchen.

4.2.1 Bestimmung von Kenngrof3en des Testverfahrens

Die Messungen der Stoffwechselleistung von Mitochondrien wurden in dieser Arbeit wie in
Kapitel 3.3.2 beschrieben durchgefiihrt, wobei Daten dhnlich denen in Abbildung 3-5 erhalten
wurden. Bei hoheren Mitochondrienkonzentrationen wurden hohere Signalintensitdten zu
Beginn der Messung erhalten. Allerdings bricht die Stoffwechselleistung nach einer gewissen
Zeit ein, wobei dieser Effekt schneller auftritt, wenn eine hohe Stoffwechselleistung gemessen
wird. Als Ursache fiir diesen Effekt ist entweder der Verbrauch des Substrats oder des
Sauerstoffs denkbar. Bei Vorversuchen, bei denen die Mitochondrien entgegen des spéter
iblichen Protokolls mit allen Komponenten (incl. Substrat) unter Sauerstoffzufuhr inkubiert und
in regelmafiigen Abstinden Proben aus dem Ansatz entnommen wurden, wurden ca. eine
Stunde lang &ahnliche Signalintensititen gemessen, bevor diese langsam abnahmen. Bei
Stoffwechselraten in dieser Grofdenordung brechen die Signale in der Messzelle (also ohne
Sauerstoffzufuhr) im Normalfall aber bereits nach wenigen Minuten ein. Der Grund fiir den
Signalabfall ist also nicht der Verbrauch des Substrats, sondern ist auf den Verbrauch des
Sauerstoffs zurtickzufiihren.

Um den Verbrauch des Sauerstoffs als Grund fiir den Signalabfall zu verifizieren, wire es
interessant gewesen, die Probe mit Sauerstoff anzureichern. Allerdings weisen die Schlduche
eine hohe Permeabilitdit fiir Sauerstoff auf, so dass es nicht moglich war, definierte
Reaktionsbedingungen zu erzeugen. Daher wurden die Experimente nicht durchgefiihrt.

4.2.1.1 Abhangigkeit der Signalintensitat von der Mitochondrienkonzentration

Wichtig fiir die weiteren Arbeiten ist der Zusammenhang zwischen der eingesetzten Menge
an Mitochondrien und der Signalintensitit. Dazu wurden definierte Verdiinnungen der
Mitochondrien-Prdparation mit SEM Puffer hergestellt, mit DNP versetzt, 30 min inkubiert und
dann mit Succinat versetzt. Exakt eine Minute nach Zugabe der Succinat Lésung erfolgte der
Start der Messung. In Abbildung 4-6 sind die Signalverldufe nach der Injektion dargestellt.
Auffallig ist, dass bei hohen Konzentrationen die Signalintensitdaten nur noch schwach ansteigen,
die Kurve allerdings eine immer grofiere Steigung aufweist. Die Auswertung erfolgte durch
Anpassen von Ausgleichsgeraden an die Werte zwischen t = 540 s (eine Minute nach Ende der
Injektion) und t = 640 s.
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AU [uV]

Abbildung 4-6: Abhdingigkeit der Signalintensitdt von der eingesetzten Menge an Mitochondrien
nach dynamischer Korrektur, Gldttung und Basislinienkorrektur. Verwendet wurden Wildtyp
Mitochondrien, die in Lactat-Medium produziert wurden. Grau: keine Mitochondrien zugesetzt;
Schwarz: Verdiinnung der Mitochondrien-Prdparation 1:400; Rot: Verdiinnung der Mitochondrien-
Prdparation 2:400; Gelb: Verdiinnung der Mitochondrien-Prdparation 3:400; Blau: Verdiinnung
der Mitochondrien-Prdparation 4:400

In Abbildung 4-7 sind die Werte der Ausgleichsgeraden zum Zeitpunkt t = 540 s gegen die
Mitochondrienkonzentration relativ zur unverdiinnten Praparation aufgetragen. Auch hier ist zu
erkennen, dass bei hohen Konzentrationen die Signalintensitdt nur noch leicht ansteigt. Ein
moglicher Grund dafiir ist, dass bei hohen Stoffwechselraten so viele Protonen gepumpt werden,
dass die Konzentration an DNP nicht ausreicht, um den sich aufbauenden Gradienten vollstandig
kurzzuschliefien. Es baut sich daher mit der Zeit ein immer stiarkerer Potentialgradient auf. Da
die Redox-Kaskade der Atmungskette an das Pumpen der Protonen gekoppelt ist, fithrt dieser
Effekt zu einer Verlangsamung der Reaktion und somit zu einer abnehmenden Warmeleistung.
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Abbildung 4-7: Werte der Ausgleichsgeraden, die an die Kurven in Abbildung 4-6 angepasst
wurden, zum Zeitpunkt t = 540 s. Fehlerbalken: Standardabweichung des Mittelwerts aus drei
Messungen; Rot: Ausgleichsgerade. Die Standardabweichung der Kurvenanpassung betrdgt 3,52 uVv

Zum Zeitpunkt der Zugabe der Succinat Losung kann sich ein solcher Protonengradient noch
nicht aufgebaut haben. Daher wurde versucht, die Ausgleichsgerade auf den Zeitpunkt der
Substratzugabe zu extrapolieren. Die dazugehorigen Werte sind in Abbildung 4-8 gegen die
relative Mitochondrienkonzentration aufgetragen. Es ist zu erkennen, dass der lineare
Zusammenhang zwischen der eingesetzten Konzentration und den erhaltenen Signalen bei auch
bei hohen Konzentrationen besser erfiillt wird. Allerdings machen sich beim Extrapolieren
bereits geringe Abweichungen in der Steigung der Ausgleichsgeraden bemerkbar, sodass die
Standardabweichungen der Mittelwerte hier grofler sind als ohne Extrapolation.
Nichtsdestotrotz verringert sich die Standardabweichung der Kurvenanpassung von 3,52 uV auf
1,05 pV.

In dieser Messreihe wurden fiir geringere Konzentrationen hohere Standardabweichungen
des Mittelwerts gefunden. Erfahrungsgemafd schwanken die Standardabweichungen allerdings
eher zufallig und unabhingig von der Konzentration. Schwer zu kontrollierende Faktoren wie
z.B. durch Schwankungen der Klimaanlage verursachte, unregelmafdige Drifts der Basislinie,
oder die Tendenz der Mitochondrien zur Aggregation sind mdgliche Griinde fiir diese
Abweichungen.
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Abbildung 4-8: Werte der Ausgleichsgeraden, die an die Kurven in Abbildung 4-6 angepasst
wurden, extrapoliert auf den Zeitpunkt t = 300 s. Dieser Zeitpunkt entspricht exakt dem Zeitpunkt
der Zugabe von Succinat. Fehlerbalken: Standardabweichung des Mittelwerts aus drei Messungen;
Rot: Ausgleichsgerade. Die Standardabweichung der Kurvenanpassung betrdgt hier 1,05 uV

Generell wurden bei Leermessungen leicht exotherme Signale von ca. -0,5 bis -1 pV
gegeniiber der Baseline vor der Messung erhalten. Dieses Verhalten wurde auch bei der
Injektion von anderen Puffern beobachtet, nicht jedoch bei der Injektion von vollentsalztem
Wasser. Zu Zeiten, in denen die Basislinie aufgenommen wird, ist die Messzelle mit dem
Laufmedium (vollentsalztes Wasser) gefiillt. Denkbar ist ein konstanter Warmefluss von der
Umgebung iiber die Messzelle in die Wiarmesenke, wobei Anderungen in der Warmeleitfahigkeit
des Puffers fiir einen veranderten Warmefluss verantwortlich sind. Fir einen solchen
Warmefluss spricht, dass die Signale beispielsweise bei Sonneneinfall in exotherme Richtung
driften. Der Grund fiir den Effekt konnte allerdings nicht abschlief}end bestimmt werden. Da
allerdings die Fluidik beim Einsatz von Puffern als Laufmedium eine erhéhte Tendenz zu
verstopfen zeigte, wurde dieser Effekt in Kauf genommen.

Als Alternative zu den hier durchgefiihrten Leermessungen ware es moglich, den
Stoffwechsel der Mitochondrien durch Inhibitoren zu unterbinden und damit die
Leermessungen durchzufiihren. Allerdings ist es denkbar, dass sich beispielsweise bei der
Inhibition von Komplex IV durch Cyanid die Elektronen aus der Reduktion der Substrate in der
Atmungskette anstauen, da sie nicht mehr auf Sauerstoff iibertragen werden konnen. Dadurch
konnten an anderen Enzymen, an denen Substrate reduziert werden sollen, Riickreaktionen
stattfinden. Auch fiir andere Inhibitoren sind dhnliche Reaktionen denkbar. Daher wurde hier
auf diese Messungen verzichtet.

77



4.2.1.2 Bestimmung der einzusetzenden Mitochondrienkonzentration

Fiir aussagekraftige Ergebnisse ist es wichtig, die Mitochondrienkonzentration in einem
gewissen Bereich zu wéhlen. Bei zu hohen Konzentrationen kann es passieren, dass der
Sauerstoff bereits verbraucht ist, bevor die eigentliche Messung erfolgt. Vor dem Eintreten des
Effekts, der auf den Verbrauch des Sauerstoffs zuriickgefiihrt wird (vergl. den mit 5 markierten
Abschnitt in Abbildung 3-5), sollte ein Bereich erkennbar sein, in dem das Enzymsystem in der
Sattigung arbeitet, also konstante Werte oder, wie zuvor diskutiert, Werte mit einer geringen
Steigung erhalten werden.

Auferdem miissen die Signalintensitdten grofd genug sein, um sich ausreichend stark vom
Hintergrund abzuheben. In der Analytik werden die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen (limit
of detection, LOD und limit of quantification, LOQ) bestimmt, um die minimale Konzentration
des zu detektierenden Stoffes anzugeben, die enthalten sein muss, um mit einer gewissen
Sicherheit dessen Anwesenheit nachzuweisen bzw. diesen Stoff quantifizieren zu kénnen [42,
43]. Eine haufig verwendete Definition besagt, dass dies der Fall ist, wenn das Signal um
mindestens die dreifache (LOD) bzw. zehnfache (LOQ) Standardabweichung grofier ist als das
Signal einer Leermessung. Diese Definition soll genutzt werden, um die minimal einzusetztende
Mitochondrienkonzentration zu bestimmen. Drei Moglichkeiten sollen hier kurz diskutiert
werden:

1. Die Basislinie vor der Messung als Leermessung aufzufassen und die
Standardabweichung des Mittelwerts dieser Werte zu verwenden. Dadurch erhélt man
Informationen dartiber, welche Signale sich gentligend von der Basislinie abheben, um als
detektierbar bzw. quantifizierbar zu gelten.

2. Durch die Basislinien Ausgleichsgeraden zu legen und die Standardabweichung von
deren Werten zu einem bestimmten Zeitpunkt zu betrachten. Bei einer perfekten
Basislinienkorrektur wiirde man keine Abweichungen erhalten. Man erhalt also eine
Aussage liber die Qualitit der Basislinienkorrektur und deren Einfluss auf die
Messwerte.

3. Tatsidchliche Leermessungen durchzufiihren, wie in den in Abbildung 4-6 dargestellten
Messungen ohne Zugabe von Mitochondrien. Man erhalt so die beste Aussage iiber die
Konzentration, die benétigt wird, um deutlich von einer Leermessung abweichende
Werte zu erhalten. Storende Einfliisse der Matrix werden dabei erfasst. Wie bereits
diskutiert, konnen die Werte allerdings selbst innerhalb eines Messtages von stark
schwankenden Storungen iliberlagert sein, sodass sehr viele Messungen noétig sind, um
aussagekraftige Werte fiir die Standardabweichung zu erhalten.

Zur Anwendung des ersten Verfahrens wurde die Standardabweichung des Mittelwerts der
Werte in den ersten 200 Sekunden der drei Leermessungen bestimmt, insgesamt wurden also
400 Werte pro Messung verwendet. Bei den Werten nach diesem Zeitpunkt wurde die
Probenschleife befiillt, sodass das Rauschen stirker wurde. Daher wurden diese Werte nicht
verwendet. Die Standardabweichungen und die zum Erreichen der LOD und LOQ bendtigten
Signale sind in Tabelle 4-2 aufgelistet, die Basislinien sind in Abbildung 4-9 gezeigt.
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Tabelle 4-2: Bestimmung von Nachweis- und Bestimmungsgrenze nach dem ersten Verfahren.
Anstelle von Mitochondrienkonzentrationen wurden benétigte Signalintensititen angegeben. Die
Mitochondrienkonzentration muss so gewdhlt werden, dass die Signale diese Werte iiberschreiten

. Bendotigtes Signal, um | Benétigtes Signal, um

Standardabweichung [uV] LOD zu erreichen [uV] | LOQ zu erreichen [uV]
Messung 1 0,11 -0,33 -1,1
Messung 2 0,12 -0,36 -1,2
Messung 3 0,13 -0,39 -1,3
Mittelwert 0,12 -0,36 -1,2

Gemafs der zweiten Methode wurde an die ersten 200 Sekunden der Basislinien aus
denselben Messungen Ausgleichsgeraden angepasst. Danach wurde auf den Wert der Geraden
bei 300 Sekunden extrapoliert, was dem Zeitpunkt entspricht, zu dem das Substrat zugegeben
wurde. Die Standardabweichung des Mittelwerts dieser drei Werte betragt 0,05 pV, damit ist in
diesem Fall die Nachweisgrenze erreicht, wenn die Signale Werte kleiner als -0,15 pV annehmen.
Die Bestimmungsgrenze wird bei Werten unterhalb von -0,5 pV erreicht.
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Abbildung 4-9: Basislinien von den in Abbildung 4-6 dargestellten Leermessungen mit
Ausgleichsgeraden in entsprechender Farbe. Diese Werte wurden fiir die Bestimmung der minimal
einzusetzenden Mitochondrienkonzentration nach den ersten beiden Verfahren genutzt

Die nach dem dritten Verfahren bendtigte Standardabweichung des Mittelwerts aus den
Leermessungen sind in Tabelle 4-3 zusammengefasst. Die Auswertung wurde wie in den
Abbildung 4-7 und Abbildung 4-8 vorgenommen. Hier sind nun die Werte bekannt, um die die
Werte der Leermessungen von der Basislinie abweichen. Die bendtigten Signalintensitaten zum
Erreichen von Nachweis- und Bestimmungsgrenze ergeben sich aus der Differenz dieses Wertes
und der dreifachen bzw. zehnfachen Standardabweichung des Mittelwerts.
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Tabelle 4-3: Bestimmung von Nachweis- und Bestimmungsgrenze nach dem dritten Verfahren

Mittelwert Stan_dard- Benadtigtes Signal, Bendétigtes Signal,
[uV] abweichung um LOD zu um LOQ zu
[uV] erreichen [uV] erreichen [uV]
Wert der
Ausgleichgeraden -0,79 0,13 -1,18 -2,09
beit=540s
Wert der
Ausgleichsgeraden -0,76 0,53 -2,35 -6,06
beit=300s

Bei der Auswertung tiber Extrapolation der Werte werden zwar deutlich hdhere
Signalintensitdten bendtigt, allerdings ist die Steigung der Kalibriergeraden in diesem Fall auch
grofler. Desweiteren sind die systematischen Abweichungen bei der Auswertung ohne
Extrapolation bei hohen Stoffwechselraten besonders grof3, sodass die Auswertung tiber die
Extrapolation vorgezogen wurde. Fiir die Bestimmung von LOD und LOQ wurden nur drei
Messungen herangezogen. Bei einer grofderen Anzahl wire eine geringere Standardabweichung
und damit bessere Werte fiir LOD und LOQ zu erwarten gewesen. Allerdings wurden aufgrund
des hohen Aufwands bei den Messungen mit Mitochondrien auch dort nur Dreifachmessungen
durchgefiihrt, weshalb auch hier auf eine grofdere Anzahl an Messungen verzichtet wurde.

Da jedes Substrat mit einer unterschiedlichen Rate metabolisiert wird, die Oxidation jedes
Substrats einen unterschiedlichen Enthalpieanteil besitzt, die Aktivitat der Atmungskette je nach
Kulturbedingungen der Hefen unterschiedlich reguliert ist und Mutationen zu weiteren
Veranderungen fithren kénnen, ist die minimal zu verwendende Konzentration fiir jeden Test
unterschiedlich. Daher wurden hier benétigte Signalintensitidten angegeben, die durch Einstellen
der Mitochondrienkonzentration zu erreichen sind. Aufgrund des aufwéandig zu praparierenden
Probenmaterials war es allerdings nicht immer moglich, ausreichend hohe Mitochondrien-
konzentrationen zum Uberschreiten der Bestimmungsgrenze einzusetzen.

4.2.2 Einfluss der Kulturbedingungen auf die Stoffwechselaktivitait

Wie in Abschnitt 2.2.2 beschrieben, passt S. cerevisiae je nach verfiigbarer Energiequelle
seinen Energiestoffwechsel an. In Anwesenheit einer vergarbaren Kohlenstoffquelle wie Glucose
findet fast ausschliefRlich alkoholische Garung statt, die im Cytosol ablauft, wohingegen die
Atmung fast vollstindig unterdriickt wird. Steht den Zellen allerdings nur eine nicht
fermentierbare Kohlenstoffquelle wie beispielsweise Lactat zur Verfiigung, so muss die Atmung
aktiviert werden. Galactose ist zwar fermentierbar, allerdings nicht so effizient wie Glucose,
sodass die Zellen trotzdem auf die Atmung angewiesen sind, um geniigend ATP zu gewinnen.

Diese Regulation konnte anhand von Wildtyp Mitochondrien, die aus Kulturen mit
unterschiedlichen Kohlenstoffquellen prapariert wurden, gezeigt werden. Die Mitochondrien
aus Lactat-Kultur stammen aus einer anderen Praparation als die fiir die
Konzentrationsmessungen verwendeten. In Tabelle 4-4 sind die Signale dargestellt, die mit
derselben Mitochondrienkonzentration erhalten wurden. Dabei wurden die Mitochondrien aus
Lactat-Kultur um den Faktor 100 verdiinnt eingesetzt und die anderen Proben entsprechend der
Ergebnisse des Bradfordtests so verdiinnt, dass dieselbe Proteinkonzentration eingesetzt wurde.
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Tabelle 4-4: Werte der Messungen des Stoffwechsels von Succinat durch Wildtyp Mitochondrien, die
aus Kulturen mit unterschiedlichen Energiequellen prdpariert wurden. Auswertung liber
Extrapolation der Ausgleichgeraden auft =300 s

Signalintensititen extrapoliert auft =300 s [uV]
Kulturmedium Galactose Lactat Glucose
Messung 1 -4,63 -5,84 -0,56
Messung 2 -4.54 -5,91 -0,12
Messung 3 -4,35 -5,33 -1,01
Mittelwert -4,51 -5,69 -0,56
Standardabweichung 0,14 0,80 0,45

Die fiir Mitochondrien aus glucosehaltigem Medium erhaltenen Signale sind
erwartungsgemafd sehr klein und sind sogar im Mittel kleiner als die der Leermessung aus
Abschnitt 4.2.1.2. Hier konnte also keinerlei Stoffwechselaktivitit nachgewiesen werden. Die
Stoffwechselraten der Mitochondrien aus galactosehaltigem Medium sind im Mittel 21 %
geringer als die aus lactathaltigem Medium.

Zu beachten ist allerdings, dass diese Werte allesamt unterhalb der in Tabelle 4-3
angegebenen Grenzen fiir die Quantifizierbarkeit liegen. Auch hier schwanken die Werte der
Standardabweichung deutlich, wobei diesmal die grofdite Standardabweichung fiir hohe
Signalintensitidten beobachtet wurde. Die Werte sind damit kritisch zu betrachten, auch wenn
der Trend in die zu erwartende Richtung zeigt. Der Einsatz einer hoéheren
Mitochondrienkonzentration hatte zwar zu Stoffwechselraten gefiihrt, die ausreichend grofde
Signale erwarten lassen. Bei deutlich héheren Konzentrationen ist der Verbrauch an Sauerstoff
allerdings auch deutlich hoher, sodass die Reaktion deutlich frither zum Erliegen gekommen und
damit nicht mehr messbar gewesen waére.

Eine grofiere Anzahl an Messungen ware hilfreich, um bessere Ergebnisse zu erhalten. Der
hohe Materialaufwand stand dem entgegen.

4.2.3 Einfluss des Substrats auf die Stoffwechselraten von Wildtyp Mitochondrien

Um zu untersuchen, ob die Mutationen einen Einfluss auf die Stoffwechselraten
verschiedener Substrate haben, ist es notig, unter denselben Reaktionsbedingungen
Vergleichswerte mit Wildtyp Mitochondrien zu bestimmen. Dazu wurden die Mitochondrien, die
aus einer Kultur mit Galactose als Energiequelle prapariert wurden, nach dem zuvor
verwendeten Protokoll mit verschiedenen Substraten versetzt und die Stoffwechselaktivitat fiir
30 min im gestoppten Fluss verfolgt.

Verwendet wurden NADH, sowie D- und L-Lactat als direkte Substrate der Atmungskette,
Succinat und Citrat als Intermediate des Citratzyklus, wobei Succinat auch als direktes Substat
der Atmungskette aufgefasst werden kann, sowie Pyruvat, das iiber den Pyruvat-
Dehydrogenase-Komplex und die Citratsynthase in den Citratzyklus eingespeist werden kann.

Die Mitochondrienkonzentration wurde dabei so angepasst, dass die Signalintensitdten im
Mittel grofier als -4 uV waren. Auf hohere Mitochondrienkonzentrationen zum iiberschreiten
der LOQ wurde verzichtet, da wie bereits erwadhnt sonst die Reproduzierbarkeit aufgrund von
Aggregation der Mitochondrien leidet. Uber den in Abschnitt 4.2.1.1 gezeigten, linearen
Zusammenhang wurden die Signalintensititen korrigiert. In Tabelle 4-5 sind die Werte
aufgelistet.
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Tabelle 4-5: Werte der Messungen des Stoffwechsels verschiedener Substrate durch Wildtyp
Mitochondrien, die aus einer Kultur mit Galactose als Energiequelle prdpariert wurden. Es wurde
dieselbe Mitochondrienprobe wie in Abschnitt 4.2.2 verwendet. Auswertung tiber Extrapolation der
Ausgleichgeraden auf t = 300 s. Bei den korrigierten Signalintensitdten wurde durch den Faktor
dividiert, um den sich die Mitochondrienkonzentration von der in den Succinatmessungen
unterscheidet (Verdiinnung in Klammern)

Signalintensitaten extrapoliert | Signalintensititen Kkorrigiert
auft =300 s [uV] um Verdiinnungsfaktor [pV]
Succinat (1:100)
Messung 1 -4,63 -4,63
Messung 2 -3,74 -3,74
Messung 3 -4,29 -4,29
Mittelwert -4.22 -4,22
Standardabweichung 0,45
NADH (1:400)
Messung 1 -9,86 -39,46
Messung 2 -10,42 -41,68
Messung 3 -9,59 -38,34
Mittelwert -9,96 -39,83
Standardabweichung 0,42
Citrat (1:50)
Messung 1 -4,29 -2,15
Messung 2 -4,45 -2,23
Messung 3 -4,02 -2,01
Mittelwert -4.26 -2,13
Standardabweichung 0,22
D-Lactat (1:25)
Messung 1 -4,99 -1,25
Messung 2 -4,55 -1,13
Messung 3 -4,74 -1,19
Mittelwert -4,75 -1,19
Standardabweichung 0,23
L-Lactat (1:25)
Messung 1 -4,35 -1,09
Messung 2 -4,24 -1,06
Messung 3 -4.,44 -1,11
Mittelwert -4,34 -1,09
Standardabweichung 0,10
Pyruvat (1:25)
Messung 1 -6,17 -1,54
Messung 2 -5,07 -1,27
Messung 3 -4,35 -1,09
Mittelwert -5,20 -1,30
Standardabweichung 0,92

Es ist zu erkennen, dass sich die Signalintensitidten bei unterschiedlichen Substraten sehr
deutlich unterscheiden. Im Fall von Pyruvat nehmen die Signalintensitaten kontinuierlich ab. Die
Proben der drei Messungen stammen aus demselben Aliquot, das zwischen den Messungen auf
Eis gelagert wurde. Obwohl wie {iblich die Probe fiir jede Messung frisch aus diesem Aliquot
angesetzt wurde, trat dieses Verhalten nur bei Pyruvat auf und konnte auch mit anderen
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Mitochondrienpraparationen beobachtet werden. Eine mdgliche Erklarung ist der Verbrauch
von Oxalacetat, ohne welches das Pyruvat nicht in den Citratzyklus eingespeist werden kann.
Denkbar ist auch die zunehmende Inaktivierung eines Enzyms im Pyruvat-Dehydrogenase-
Komplex oder der Citratsynthase.

Jede Reaktion besitzt eine unterschiedliche Reaktionsenthalpie, die Warmeleistung ist dazu
proportional. Die generierte Wiarmemenge ist durch Integration der Signale iiber den
Reaktionsverlauf zuginglich. Die Werte fiir die integrierten Signalintensititen und die
freigesetzten Warmemengen sind in Tabelle 4-6 aufgelistet.

Tabelle 4-6: Bestimmung der freigesetzten Widrmemengen. Bei den Messungen mit Pyruvat verlief
die Reaktion allerdings innerhalb der Messdauer nicht vollstindig

Integrierte Signalintensititen | Freigesetzte Wairmemenge
[nV-s] [m]]
Succinat (1:100)
Messung 1 -3594 -691
Messung 2 -3605 -693
Messung 3 -3590 -690
Mittelwert -3597 -692
Standardabweichung 8
NADH (1:400)
Messung 1 -5665 -1089
Messung 2 -5273 -1014
Messung 3 -4894 -941
Mittelwert -5277 -1015
Standardabweichung 385
Citrat (1:50)
Messung 1 -4036 -776
Messung 2 -3664 -705
Messung 3 -3705 -712
Mittelwert -3802 -731
Standardabweichung 204
D-Lactat (1:25)
Messung 1 -5276 -1015
Messung 2 -4813 -926
Messung 3 -4985 -959
Mittelwert -5025 -966
Standardabweichung 234
L-Lactat (1:25)
Messung 1 -4602 -885
Messung 2 -4624 -889
Messung 3 -4735 911
Mittelwert -4654 -895
Standardabweichung 71
Pyruvat (1:25)
Messung 1 -5971 -1148
Messung 2 -6376 -1226
Messung 3 -6143 -1181
Mittelwert -6164 -1185
Standardabweichung 203
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Bei der Integration muss allerdings die Zeit ab der Zugabe des Substrats bertcksichtigt
werden. Bei den in Tabelle 4-6 angegebenen Werten wurden dazu die Integrale von t = 600 s bis
zum Ende der Messung aus den Signalverldufen, sowie von t = 300 s bis t = 600 s aus den
Ausgleichsgeraden bestimmt und addiert. Dividieren durch den Faktor 5,2 V/W ergibt die
freigesetzten Warmemengen (vergl. Abschnitt 3.2.1.1).

Wie zuvor gezeigt, ist die Menge an Sauerstoff limitierend. Bei der Bestimmung der Integrale
muss also davon ausgegangen werden, dass zu Beginn der Reaktion dieselbe Menge an
Sauerstoff in der Probe gelost war. Durch leichtes Schiitteln bei ge6ffnetem Reaktionsgefafd und
konstanter Temperatur wahrend der 30-miniitigen Inkubation mit DNP sollten
Konzentrationsunterschiede minimiert werden. Es wurde auf Messungen zurlickgegriffen, in
denen keine offensichtlichen Stérungen liber den gesamten Verlauf der Reaktion auftraten, es
handelt sich daher nicht zwangslaufig um dieselben Messungen wie in Tabelle 4-5.

Welche Reaktionsschritte bei all diesen Substraten genau beobachtet werden, ist unklar.
Daher ist auch eine Korrelation mit publizierten Enthalpiewerten nicht sinnvoll. So ist im Fall
der Oxidation von Succinat zu Fumarat denkbar, dass weitere Reaktionsschritte des Citratzyklus
durchlaufen werden. Allerdings konnte diese Reaktion auch so schnell den verfiigbaren
Sauerstoff verbrauchen, dass weitere Reaktionsschritte nur in geringem Umfang zum Tragen
kommen. Gleiches gilt fiir Citrat und Pyruvat. Auch bei NADH ist nicht klar, ob weitere
Reaktionen eine Rolle spielen. So koénnten selbst nach Verbrauch des Sauerstoffs fiir eine
gewisse Zeit Elektronen von NADH auf andere Substrate libertragen werden. Eine Moglichkeit
stellt dabei die Reduktion von Fumarat zu Succinat dar, was die Riickreaktion dieses Schrittes im
Citratzyklus darstellen wiirde. Die in Tabelle 2-1 aufgelisteten freien Enthalpien fiir die
Oxidation verschiedener Substrate legen diese Vermutung nahe.

4.2.4 Einfluss der Mutationen auf die Stoffwechselraten

Um zu untersuchen, welchen Einfluss die in Abschnitt 3.1.3 vorgestellten Mutationen auf die
Stoffwechselaktivitit der Mitochondrien haben, wurden die in Tabelle 4-5 gezeigten Messungen
mit Mitochondrien aus den Mutanten M1 und M2 wiederholt. Die Messwerte sind in den
Tabellen Tabelle 4-7 und Tabelle 4-8 dargestellt und in Tabelle 4-9 mit den Werten aus den
Messungen mit Wildtyp Mitochondrien verglichen.

Besonders auffillig sind die sehr viel hoheren Stoffwechselraten bei den Mutanten im Fall
von Succinat, wohingegen Citrat durch diese langsamer verstoffwechselt wird. Auch bei L-Lactat
sowie Pyruvat sind deutliche Unterschiede zu beobachten, wobei die Stoffwechselraten
insgesamt recht gering sind. Dadurch mussten vergleichsweise hohe Konzentrationen an
Mitochondrien eingesetzt werden, wodurch die Messwerte an Zuverlassigkeit einbiiféen, da
diese gerade dann eine erhdhte Tendenz zu aggregieren aufweisen. Daher sind auch die deutlich
dhnlicheren Stoffwechselraten von D-Lactat kritisch zu betrachten. Im Fall von NADH fallen die
Unterschiede in den Stoffwechselraten vergleichsweise gering aus.

Insgesamt ist kein Trend zu beobachten, der fiir alle Substrate in dieselbe Richtung zeigt.
Daraus kann geschlossen werden, dass es sich nicht um reine Verdiinnungseffekte handelt,
sondern dass die unterschiedlichen Prdparationen tatsidchlich ein unterschiedliches Profil
hinsichtlich der Stoffwechselaktivititen besitzen. Einschrankend muss allerdings gesagt werden,
dass nicht abschliefSend geklart werden konnte, ob die veranderten Aktivititen auf die
Mutationen zuriickzufithren sind, oder mit Unterschieden in den Kulturbedingungen
zusammenhdngen. So ist es beispielsweise denkbar, dass bei zunehmendem Verbrauch der
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Galactose die Zellen starker auf Atmung angewiesen sind. Der Einfluss der Kulturbedingungen
wurde in Abschnitt 4.2.2 an einem drastischen Beispiel verdeutlicht. Um die Ergebnisse zu
untermauern, waren zusatzliche Messungen mit Mitochondrien nétig, die aus anderen Kulturen,
aber unter vergleichbaren Bedingungen, gewonnen wurden. Trotzdem sollen im Folgenden
mogliche Hypothesen diskutiert werden.

Tabelle 4-7: Werte der Messungen des Stoffwechsels verschiedener Substrate durch M1
Mitochondrien, die aus einer Kultur mit Galactose als Energiequelle pripariert wurden.
Auswertung liber Extrapolation der Ausgleichgeraden auf t = 300 s. Bei den korrigierten
Signalintensitdten wurde durch den Faktor dividiert, um den sich die Mitochondrienkonzentration
von der in den Succinatmessungen in Abschnitt 4.2.3 unterscheidet (Verdiinnung in Klammern)

Signalintensititen extrapoliert | Signalintensititen Kkorrigiert
auft =300 s [uV] um Verdiinnungsfaktor [uV]
Succinat (1:400)
Messung 1 -3,74 -14,96
Messung 2 -3,99 -15,96
Messung 3 -3,84 -15,35
Mittelwert -3,86 -15,42
Standardabweichung 0,13
NADH (1:400)
Messung 1 -8,51 -34,04
Messung 2 -7,32 -29,28
Messung 3 -7,53 -30,12
Mittelwert -7,79 -31,15
Standardabweichung 0,64
Citrat (1:50)
Messung 1 -3,50 -1,75
Messung 2 -2,06 -1,03
Messung 3 -1,64 -0,82
Mittelwert -2,40 -1,20
Standardabweichung 0,98
D-Lactat (1:25)
Messung 1 -4,71 -1,18
Messung 2 -5,10 -1,27
Messung 3 -4,71 -1,18
Mittelwert -4,84 -1,21
Standardabweichung 0,22
L-Lactat (1:25)
Messung 1 -2,67 -0,67
Messung 2 -2,35 -0,59
Messung 3 -2,38 -0,60
Mittelwert -2,47 -0,62
Standardabweichung 0,18
Pyruvat (1:25)
Messung 1 -3,31 -0,83
Messung 2 -1,64 -0,41
Messung 3 -2,66 -0,66
Mittelwert -2,54 -0,63
Standardabweichung 0,84
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Tabelle 4-8: Werte der Messungen des Stoffwechsels verschiedener Substrate durch M2
Mitochondrien, die aus einer Kultur mit Galactose als Energiequelle pripariert wurden.
Auswertung liber Extrapolation der Ausgleichgeraden auf t = 300 s. Bei den korrigierten
Signalintensitdten wurde durch den Faktor dividiert, um den sich die Mitochondrienkonzentration
von der in den Succinatmessungen in Abschnitt 4.2.3 unterscheidet (Verdiinnung in Klammern)

Signalintensitaten extrapoliert | Signalintensititen Kkorrigiert
auft =300 s [uV] um Verdiinnungsfaktor [pV]
Succinat (1:200)
Messung 1 -4.83 -9,65
Messung 2 -5,40 -10,79
Messung 3 -5,32 -10,63
Mittelwert -5,11 -10,22
Standardabweichung 0,40
NADH (1:400)
Messung 1 -8,51 -34,05
Messung 2 -9,01 -36,03
Messung 3 -9,38 -37,54
Mittelwert -8,97 -35,87
Standardabweichung 0,44
Citrat (1:50)
Messung 1 -1,32 -0,66
Messung 2 -0,98 -0,49
Messung 3 -1,31 -0,66
Mittelwert -1,21 -0,60
Standardabweichung 0,19
D-Lactat (1:25)
Messung 1 -3,70 -0,92
Messung 2 -3,44 -0,86
Messung 3 -3,45 -0,86
Mittelwert -3,53 -0,88
Standardabweichung 0,15
L-Lactat (1:25)
Messung 1 -3,66 -0,92
Messung 2 -3,26 -0,81
Messung 3 -3,10 -0,78
Mittelwert -3,34 -0,84
Standardabweichung 0,29
Pyruvat (1:25)
Messung 1 -3,82 -0,96
Messung 2 -3,90 -0,97
Messung 3 -3,49 -0,87
Mittelwert -3,74 -0,93
Standardabweichung 0,21
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Tabelle 4-9: Ubersicht iiber die
dargestellten, mittleren Signale

in den Tabellen Tabelle 4 5 Tabelle 4 7 und Tabelle 4 8

Mittlere Signalintensitaten extrapoliert auft = 300 s und
Korrigiert um Verdiinnungsfaktor [uV]

Substrat Wildtyp M1 M2
Succinat -4.,22 -15,42 -10,22
NADH -39,83 -31,15 -35,87
Citrat -2,13 -1,20 -0,60
D-Lactat -1,19 -1,21 -0,88
L-Lactat -1,09 -0,62 -0,84
Pyruvat -1,30 -0,63 -0,93

Sowohl Citrat als auch Succinat sind Intermediate im Citratzyklus, allerdings speist Citrat die
Elektronen tliber die matrixstindige NADH-Dehydrogenase in die Atmungskette ein, wohingegen
Succinat direkt am Komplex II oxidiert wird (vergl. Abschnitt 2.2.2.3). Eine Verdnderung der
Lipidzusammensetzung in der Membran konnte beispielsweise zu verdnderten
Enzymaktivitaten fiihren. Ebenso ist es moglich, dass der Import von Substraten durch die
Mutationen verdndert wird. Dies konnte wiederum verschiedene Ursachen haben, wie zum
Beispiel Veranderungen beim Proteinimport, oder die zuvor diskutierten Veranderungen in der
Lipidzusammensetzung. Eine Storung des Proteinimports kdénnte natiirlich auch direkt die
Konzentration der Enzyme beeinflussen. Auch direkte Regulierung der Enzyme oder
Transportsysteme fiir Substrate durch die Produkte der mutierten Gene ist denkbar.

Desweiteren sind auch praparative Artefakte nicht auszuschliefien. So kann beispielsweise
wie zuvor erwahnt durch Scherkrifte die Membran geschadigt werden, wodurch eine erhohte
Permeabilitat fiir die Substrate erreicht wiirde. Gegen diesen Effekts spricht allerdings, dass
Succinat und Citrat einen unterschiedlichen Trend aufweisen, obwohl beide bei erhohter
Permeabilitat schneller verstoffwechselt werden miissten.

87



5 Zusammenfassung

Ziel der hier vorgestellten Arbeiten war die Etablierung eines kalorimetrischen Verfahrens
zur zeitaufgelosten Untersuchung von mikrobiellen Stoffwechselaktivititen. Als Modellsystem
wurde auf Mitochondrien aus Hefezellen zuriickgegriffen und der Einfluss von
Kulturbedingungen, der Art des zu verstoffwechselnden Substrats, sowie zweier Mutationen auf
die Stoffwechselaktivititen untersucht. Es wurden starke Einfliisse aller dieser Parameter
gefunden, wobei Messungen mit Mitochondrien aus anderen Chargen ndtig waren, um die Daten
zu validieren und storende Einfliisse der Praparation auszuschliefen.

Die Signaldnderungen wurden dabei als proportional zur Warmeleistung angenommen.
Allerdings wurde gefunden, dass dies erst im Gleichgewicht gilt und dass die Signale erst mit
einer gewissen Verzogerung auf die verdnderten Warmeleistungen reagieren. Der Grund dafiir
ist, dass die an der Thermoséule generierte Spannung proportional zur Temperaturdifferenz
zwischen der Messzelle und der Wiarmesenke ist. Erst wenn der Warmefluss zwischen
Warmesenke und Messzelle dem Betrag nach gleich der Warmeleistung in der Messzelle ist,
kann man auch die Warmeleistung und die Spannung als proportional ansehen. Um Messwerte
zu erhalten, die nicht von der Kinetik des Warmeflusses iiberlagert sind, wurde ein Modell zur
Separation der Kinetiken etabliert und an die Daten angepasst. Mit Hilfe der separierten
Zeitkonstanten konnte ein Korrekturverfahren etabliert werden, das es erlaubt, thermische
Prozesse mit einer deutlich h6heren, zeitlichen Auflésung zu beobachten.

Bei den Messungen mit Mitochondrien stellte das schwierig zu handhabende Probenmaterial,
sowie die Storanfalligkeit des Gerats beziiglich dufderer Einfliisse eine grofde Herausforderung
dar. So zeigten die Mitochondriensuspensionen je nach Prdparation eine unterschiedlich starke
Tendenz zu Aggregation. Gerade bei schwachen Verdinnungen kam es so zu schlecht
reproduzierbaren Ergebnissen. Aufgrund der Empfindlichkeit der Mitochondrienmembranen
gegeniiber Scherkraften mussten die Enden der Pipettenspitzen stets abgeschnitten werden, um
eine groRere Offnung zu erhalten, sowie die Flussraten bei der Injektionen der Proben gering
gehalten werden. Beides ist jedoch nicht optimal hinsichtlich der Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse.

Aufierdem flihrten Temperaturdnderungen in der Umgebung zu deutlichen Schwankungen in
der Basislinie. Beispielsweise arbeitete die Klimaanlage oft nicht konstant genug. Vor allem
wenn Tiiren in den Nachbarrdumen geoffnet oder geschlossen wurden, verdanderte sich die
Leistung der Klimaanlage. Allerdings wurden auch Schwankungen beobachtet, fiir die bisher
kein Grund gefunden werden konnte. Eine Mdglichkeit zur Losung dieses Problems wire die
Plazierung des Kalorimeters in einer Klimakammer. Allerdings wurde darauf verzichtet, da fiir
das manuelle Befiillen der Probenschleife die Tiir ge6ffnet werden miisste. Dies hatte sicher
noch grofiere Schwankungen zur Folge gehabt. Eine Anordnung, bei der das Gerat in einer
Klimakammer steht, die Probenschleife sich allerdings aufderhalb befindet, konnte in Zukunft zu
einer Verbesserung der Reproduzierbarkeit fithren. Allerdings kénnen auch hier Probleme
durch das Ein- und Ausschalten der Heiz- oder Kiihlelemente auftreten.

Auch wenn es nicht immer moéglich war, die Vorgaben hinsichtlich der LOQ zu erreichen, so
hat das Gerat doch das Potential, wertvolle Informationen iiber Stoffwechselreaktion von
Mikroorganismen zu liefern. Einerseits sind fiir die Messung weder eine Markierung, noch die
Kopplung an eine Oberflache noétig, sodass die Reaktion in homogener Phase beobachtet werden
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kann. Andererseits wurde durch die dynamische Korrektur ermoglicht, dass auch deutlich
schnellere Prozesse zeitaufgeldst verfolgt werden konnen. Insbesondere bei der Untersuchung
von Enzymreaktionen und Stoffwechselvorgidngen von Mikroorganismen kann das Gerat einen

interessanten Beitrag leisten. So kann es bei der Suche nach Enzyminhibitoren oder in
Entwicklung neuer Antibiotika hilfreich sein.
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6 Abkiirzungen

EDTA
[E]
[Eo]
[ES]
ER

FAD
FADH,
fi
f(©

AGO*

'\J

= "3

Freie Energie / Flache
Transportkoeffizient

Aktivitat

Wairmekapazitat

Molare Warmekapazitat

Warmekapazitat im isochoren Fall

Molare Warmekapazitit im isochoren Fall
Warmekapazitit im isobaren Fall

Molare Warmekapazitit im isobaren Fall
2,4-Dinitrophenol

Operator zur Differentiation nach der Reaktionslaufzahl
Elektrodenpotential

Standard Elektrodenpotential
Elementarladung
Ethylendiamintetraessigsdure
Konzentration des feien Enzyms
Gesamt-Enzymkonzentration
Konzentration des Enzym-Substrat-Komplexes
Endoplasmatisches Retikulum
Energieniveau

Fermienergie

Mittlere, kinetische Energie der Elektronen
Faraday-Konstante
Flavin-Adenin-Dinukleotid, oxidiert
Flavin-Adenin-Dinukleotid, reduziert
Aktivitatskoeffizient

Fermi-Diracsche Verteilungsfunktion
Freie Enthalpie

Freie Standard-Aktivierungsenthalpie

Zu transportierende Grofe
Transportgrofde pro Teilchen

Enthalpie

Bildungsenthalpie
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AgH®
ITC
Ir

KOH

kcat

LOD
LOQ

M1, M2
MOPS

QR0

Standardbildungsenthalpie

Isotherme Titrationskalorimetrie

Fluss der Transportgrofde
Gleichgewichtskonstante

Ratenkonstante der Reaktion
Kaliumhydroxid

Wechselzahl

Michaelis-Konstante

Nachweisgrenze (engl. limit of detection)
Bestimmungsgrenze (engl. limit of quantification)
Warmeleitkoeffizient

Mittlere, freie Weglange

Bezeichnung fiir untersuchte Mutationen
3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure
Chemische Potential

Chemisches Potential eines beliebigen Standardzustands
Chemisches Potential in der reinen Phase
Chemisches Potential idealer Mischungen
Elektrochemisches Potential

Stoffmenge
[-Nicotinamidadenindinukleotid, reduziert
-Nicotinamidadenindinukleotid, oxidiert
Avogadrosche Konstante
Teilchenzahldichte

Stochiometrischer Faktor

Druck

Produktkonzentation
Polyetheretherketon
Polytetrafluorethylen

Warmemenge

Molare Warmemenge
Seebeck-Koeffizient

Wairmeleistung

Wairmeleistung einer Reaktion

Warmeleistung zu Beginn einer Reaktion
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QR,OO

Qzs

rpm

[S]
SEM-Puffer

S. cerevisiae

Wairmeleistung am Ende einer Reaktion

Warmefluss zwischen Messzelle und Warmesenke
Umdrehungen pro Minute (engl. revolutions per minute)
Substratkonzentration

Puffer mit Saccharose, EDTA und MOPS

Saccharomyces cerevisiae

Zeit

Temperatur

Temperatur der Messzelle

Temperatur Warmesenke

Temperatur in der Messzelle zu Beginn der Reaktion
Gleichgewichtstemperatur in der Messzelle, auf die T, zustrebt
Gleichgewichtstemperatur in der Messzelle zu Beginn der Reaktion, auf die T; zustrebt
Gleichgewichtstemperatur in der Messzelle am Ende der Reaktion
Zeitkonstanten

Zeitkonstante der Reaktion

Zeitkonstante des Warmeflusses

Spannung / innere Energie

Thermospannung

Dynamisch korrigiertes Signal

Gemessenes Signal ohne dynamische Korrektur

Volumen

Geschwindigkeit der Konzentrationsanderung
Geschwindigkeit einer Reaktion bezogen auf die Stoffmengen
Maximale Geschwindigkeit bei Enzymreaktionen

Mittlere Geschwindigkeit der Teilchen

Arbeit

Volumenarbeit

Reaktionsvariable

Molenbruch

Reaktionslaufzahl

Anzahl der an einer Reaktion beteiligten Elektronen
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