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Elektroporation

Einsatz von Elektroimpulsen fur die
Biotechnologie von Mikroalgen
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Electroporation is used to extract cells without the need for solvents.
However, electrical fields can also be used to deploy biological signal-
ling. Using microalgae as paradigm, we show the potential of
electro-modulation for biotechnology. In Haematococcus, metabolic
genes astaxanthin synthesis can be triggered. Likewise, electrical
triggering of programmed cell death support energy-efficient, mild, and
clean purification of Chlorella proteins for applications in food industry.
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B Die Elektroimpulsbehandlung wird seit
mehr als 50 Jahren zur Offnung der Plasma-
membran lebender Zellen angewandt. Das
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biologische Material befindet sich dazu in
wassriger Suspension zwischen zwei Elek-
troden, an welche kurze Hochspannungsim-
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pulse mit einer Dauer von Mikrosekunden
bis zu einigen Millisekunden angelegt wer-
den. Das in der Suspension erzeugte elektri-
sche Feld ladt die Plasmamembran der Zellen
auf. Die Spannung iiber die Membran steigt
immer mehr an, weit tiber das physiologisch
iibliche MaB, was zu einer Reorientierung
der Phospholipidmolekiile der Membran in
Form von wassergiangigen Poren fiihrt [1].
Die Plasmamembran, die bisher den Stoffaus-
tausch zwischen Zellinnerem und Umgebung
streng kontrolliert hat, verliert ihre Integri-
tat, sodass nun Molekiile in die Zelle hinein-
oder aus der Zelle hinausgelangen konnen.
Obwohl noch ldangst nicht alle Phdnomene
der Permeabilisierung der Plasmamembran
verstanden sind, findet die Elektroimpulsbe-
handlung bereits breite Anwendung in der
Bioverfahrenstechnik. Zucker kann mit
geringerem Energieaufwand aus Zuckerrii-
ben gewonnen werden, eine Weinmaische-
behandlung erlaubt geringere Prozesszeiten
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A Abb. 1: Induktion der Transkripte fiir die Astaxanthin-Biosynthesegene Phytoensynthase, 3-Carotin Hydroxylase und B-Carotin Ketolase durch
gepulste elektrische Felder (PEF) im Nanosekundenbereich (50 ns) bei der Alge Haematococcus pluvialis. Der Puls wurde 18 Stunden nach Beginn des

Kulturzyklus appliziert. Nach [8].
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» Abb. 2: Arbeitsmodell
der Wirkung von nsPEFs
auf die Expression von
Astaxanthin-Biosynthe-
segenen. Fir kurze Puls-
dauern (25 ns) wird die
Plasmamembran perme-
abilisiert, wodurch Cal-
ciumionen einstromen
und membranstandige
NADPH-Oxidasen akti-
viert werden, sodass
reaktive Sauerstoffspe-
zies (ROS) entstehen.
Diese Signale fiihren zur
Aktivierung von Biosyn-
thesegenen im Zellkern.
Fir langere Pulsdauern
(50 ns) wird zusatzlich
noch die Chloroplasten-
membran perforiert. Dies

16st zus:tzlich ein retro- Gen \Afl‘ujy&ﬂvl \Jyﬁuj?lh-_iv' \J"LTMV'
grades Signal aus, was

die Antwort der Gen- l' l l'
expression im Zellkern Enzym BKT1 . CRTR-B . BKT1

moduliert. Nach [8].
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bei der Weinherstellung, die Trocknung bio-
logischer Produkte kann beschleunigt wer-
den und Wasser kann wirkungsvoll entkeimt
werden — um nur einige zu nennen [2]. In
den letzten Jahren konnte zudem gezeigt
werden, dass die Elektroimpulsbehandlung
vorteilhaft zur Extraktion von Mikroalgen
eingesetzt werden kann [3, 4, 5].

Elektroimpulsbehandlung von
Mikroalgen - Potenzial und
Herausforderungen

Mikroalgen produzieren sehr effizient Pro-
teine, Lipide und andere Wertstoffe wie Anti-
oxidantien. Allerdings schiitzen sie diese
nicht nur durch eine Plasmamembran, son-
dern auch mit einer teils sehr robusten Zell-
wand, was verfahrenstechnisch einen Zell-
aufschlussschritt vor der eigentlichen
Extraktion erfordert. Dazu hat sich die Elek-
troimpulsbehandlung als besonders vorteil-
haft erwiesen, da sie eine durchlissige Zell-
begrenzung schafft, ohne die Zelle zu frag-
mentieren (Abb. 1). Das erleichtert die
Gewinnung von Koppelprodukten. Nach
Elektroimpulsbehandlung konnen beispiels-
weise in einem Kaskadenprozess zunachst
wasserlosliche Proteine gewonnen werden
und im nachfolgenden Schritt die intrazellu-
lar verbliebenen Lipide mittels Losemittel-
extraktion gewonnen werden [6].

Auch in der Biotechnologie ist Energieein-
sparung ein stets dominantes Thema. Derzeit
miissen etwa pro Kilogramm Biotrocken-
masse etwa ein Megajoule an Energie fiir den
Zellaufschluss mit gepulsten elektrischen
Feldern aufgewandt werden. Das ist weniger
als fiir herkdmmliche Aufschlussverfahren
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wie Hochdruckhomogenisation oder Kugel-
mahlen aufzuwenden ist [5]. Dennoch ist es
im Sinne einer nachhaltigen Erzeugung
wichtig, diesen Energieeintrag weiter zu
reduzieren.

Mehr als nur Porenbildung -
biologische Wirkungen von
Elektroimpulsbehandlungen

Die enge Zusammenarbeit von Zellbiologie,
Biophysik und Elektrotechnik leistet hierzu
einen wichtigen Beitrag. Elektrische Impulse
konnen namlich weit mehr als Membranen
perforieren - sie sind wichtige Elemente von
Signalketten, mit denen Zellen auf Anderun-
gen ihrer Umgebung reagieren und sich an
widrige Bedingungen anpassen konnen. Die
elektrische Signalleitung unserer Nerven-
zellen ist nur ein prominentes Beispiel dafiir.
Auch wenn Nervenzellen sich auf diese Form
der Signalleitung spezialisiert haben, um
damit schnelle Bewegungen effizient steuern
zu konnen, finden sich elektrisch gesteuerte
Signalvorgdnge bei allen Lebensformen, auch
bei den Mikroalgen. Dies eroffnet die Mog-
lichkeit, mit elektrischen Impulsen biotech-
nologisch erwilinschte Vorgiange auszulosen.
Ein Signal muss nicht stark sein, um wirken
zu konnen, es geniigt, wenn es prazise ist -
es geht ja um die Ubertragung von Informa-
tion, nicht um die Ubertragung von Energie.

In der Tat konnten wir diese Logik experi-
mentell untermauern. In einem ersten Pro-
jekt mit der einzelligen Griinalge Chlamydo-
monas reinhardtii konnten wir mit sehr kur-
zen (im Nanosekundenbereich), aber inten-
siven Pulsen die Zellen dazu veranlassen,
von ihrer begeiBelten Form in ein unbeweg-

liches Palmella-Stadium tiberzugehen [7].
Hierbei handelte es sich um ein signalgesteu-
ertes Geschehen, bei dem die elektrischen
Pulse eine in der Plasmamembran sitzende
NADPH-Oxidase aktivieren, die dann reakti-
ve Sauerstoffspezies bildet, die fiir den Uber-
gang zum Palmella-Stadium wichtig sind.
Wird die Aktivitat dieses Enzyms tiber einen
spezifischen Hemmstoff blockiert, reagieren
die Zellen nicht auf die elektrischen Pulse.
Der Effekt hat also weniger mit Physik als
mit Biologie zu tun.

Wenn kurze elektrische Impulse Signalvor-
gange auslosen konnen, die in Veranderun-
gen der Entwicklung resultieren, dann miiss-
te es eigentlich moglich sein, liber eine geziel-
te Elektroimpulsbehandlung einzelne Gene
zu steuern. Um diese Idee zu priifen, gingen
wir zu Haematococcus pluvialis tiber. Diese
einzellige Griinalge ist biotechnologisch inte-
ressant, weil sie unter bestimmten Stressbe-
dingungen Astaxanthin bildet, ein rot gefarb-
tes Carotinoid. Als sehr wirkungsvolles Anti-
oxidans ist Astaxanthin fiir die Lebensmittel-
industrie als Nahrungserganzungsmittel sehr
attraktiv. Durch die oben geschilderten Nano-
sekundenbehandlung konnten wir tatsach-
lich drei Schliisselgene der Astaxanthinsyn-
these aktivieren (Abb. 1, [8]). Diese Aktivie-
rung beruhte nicht auf einer unspezifischen
Stressreaktion der Zelle. Vielmehr konnten
wir zeigen, dass diese Impulse trotz eines
eigentlich sehr kleinen Energieeintrags eine
Signalkette auslosten (Abb. 2). Als frither
Schritt wird dabei ein Calciumeinstrom akti-
viert. Dieser kann durch geringe Mengen von
Gadolinium gehemmt werden. Das deutet
darauf hin, dass nicht die elektrisch erzeug-
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ten Poren in der Membran fiir diesen Ein-

strom verantwortlich sind, sondern Calcium-
kanile, die bei Pflanzen an der friihen Verar-
beitung zahlreicher Signale beteiligt sind.

Niitzlicher Selbstmord -
biotechnologische Nutzung des
elektrisch programmierten Zelltods
Da es offenbar moglich ist, zelluldre Signal-
vorgange uber die Elektroimpulsbehandlung
gezielt zu steuern, stellte sich die Frage, ob
man darliber auch Inhaltsstoffe effizienter
und energieschonender gewinnen kann.
Anstatt die Zellen auf rein physikalische Wei-
se zu offnen, konnte man sie vielleicht iiber
die Aktivierung biologischer Signalketten
dazu bringen, dies von selbst zu tun. Der
durch Signale gesteuerte zelluldre Selbst-
mord (Apoptose) ist bei tierischen Zellen
schon lange bekannt und wird auch medizi-
nisch genutzt, um beispielsweise Tumoren zu
therapieren. Vor allem bei Melanomen hat
man hier mit Nanosekundenpulsen beeindru-
ckende Erfolge erzielt [9]. Auch bei Pflanzen
gibt es einen programmierten Zelltod, der vor
allem bei der Abwehr von Krankheitserre-
gern, aber auch wahrend der normalen Ent-
wicklung (etwa bei der Bildung von Leitungs-
bahnen) wichtig ist. Bis vor kurzem wurde
dieser programmierte Zelltod nur bei vielzel-
ligen Pflanzen verortet, weil man davon aus-
ging, dass Einzeller ja miteinander in Konkur-
renz stehen, sodass eine Selbstaufopferung
zugunsten der anderen Zellen keinen Sinn
ergeben wiirde. Inzwischen hat man jedoch
zahlreiche Beispiele gefunden, dass auch ein-
zellige Organismen kooperatives Verhalten
zeigen, vor allem unter Stressbedingungen.
In der Tat findet man auch bei Algen Metacas-
pasen — Enzyme, die bei der Exekution des
programmierten Zelltods eine zentrale Rolle
spielen [10]. Die biologische Funktion scheint
darin zu bestehen, dass sich altere Zellen
unter Stressbedingungen nach einem streng
geregelten Programm abbauen, um die

dadurch freiwerden-
den Ressourcen jiin-
geren Zellen zur Ver-
fligung zu stellen.
Dies ist evolutionar
vorteilhaft,
dadurch das Uberleben der gesamten Popula-
tion verbessert wird.

weil

Diese Idee scheint zu funktionieren. Wenn
man den Zellen Zeit gibt, in Antwort auf eine
Elektroimpulsbehandlung den programmier-
ten Zelltod einzuleiten, kann man mit deut-
lich geringerem Energieeintrag eine gute
Ausbeute von Inhaltsstoffen erzielen. Bei-
spielsweise fiihrt die Integration einer Inku-
bationszeit von maximal 24 Stunden dazu,
dass man aus Auxenochlorella protothecoides
mit einem um den Faktor sechs verringerten
Energieaufwand Lipide extrahieren kann [5].
Bei Chlorella vulgaris kann man durch eine
Elektroimpulsbehandlung die Bildung von
DNS-Leitern auslosen, ein charakteristisches
Merkmal fiir den programmierten Zelltod
[11]. Auf der Grundlage dieses Phanomens
gelang es inzwischen, die fiir die Proteinex-
traktion notwendige Energiemenge fiir den
Zellaufschluss um den Faktor 100 abzusen-
ken [12].

Wie man diese iiber elektrische Impulse
ausgelosten Reaktionen der Zelle dafiir nut-
zen kann, kommerzielle biotechnologische
Prozesse effizienter zu machen, steht nun im
Fokus der laufenden Forschung (Abb. 3). &
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