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A microbial population is more than the sum of its cells



[\

Danksagung

Zu allererst mochte ich meinem Doktorvater Herr Prof. Andreas Schmid danken. Er hat mir die
Moglichkeit gegeben meine Doktorarbeit am Lehrstuhl fur Biotechnologie an der TU Dortmund
und am Leibniz Institut fiir Analytische Wissenschaften — ISAS — e.V. auf einem interessanten
und zukunftsweisenden wissenschaftlichen Thema durchzufiihren. In vielen Diskussionen,
Seminaren und auch abseits des akademischen Betriebes habe ich viel von Ihm lernen kénnen.
Ein besonderer Dank geht an Prof. Lars Blank, welcher mir in der Anfangsphase meiner Arbeit
durch viele konstruktive und inspirierende Gesprache ein solides Fundament fir meine
folgenden Arbeiten gelegt hat. Ich mdchte auch Dr. Oliver Frick fir seine Unterstiitzung

wdhrend meiner Doktorarbeit danken.

Besonderer Dank gilt ausdricklich Herrn Prof. Norbert Kockmann fir die Bereitschaft meine
Doktorarbeit als Gutachter zu bewerten und den Vorsitz der Prifungskommission zu stellen.
Ebenso mochte ich hier meinen Dank an Frau Prof. Petra Dittrich zum Ausdruck bringen, welche
meine Doktorarbeit als externe Gutachterin beurteilt hat. Bei Herrn Prof. Rolf Wichmann und
Herrn Prof. Oliver Kayser bedanke ich mich fur die Abnahme meiner Promotionsprifung und die
wertvollen Kommentare zu meiner Arbeit. Des Weiteren mochte ich mich bei Herrn PD Dr.

Hans-Detlev Kuhl fir die Moderation meiner Promotionspriifung bedanken.

Meine Doktorarbeit hatte ihre Anfange im Einzelzelllabor des Lehrstuhls fiir Biotechnologie,
welches zundchst am Leibniz Institut fir Analytische Wissenschaften — ISAS —e.V. lokalisiert war.
Ich bedanke mich an dieser Stelle bei allen Mitarbeitern des ISAS fiir die freundliche und
angenehme Arbeitsatmosphare, sowie die sehr gute fachliche Unterstiitzung. Im Speziellen
mochte ich mich bei JuliBu, Rene, Jens, Ingo, Marc, Saskia, Herrn Wiltfang, Florian, Christian,
Yvonne, Albert, Joachim, Raffael und Dirk bedanken. Ein besonderer Dank geht an Freddy, der
mich sehr gut in das Institut und die Arbeit mit dem Envirostat eingebunden hat. Wenn ich an
Euch alle so denke, erinnere ich mich an die furiosen Duelle am Kickertisch, die vielen
tiefgehenden wissenschaftlichen Diskussionen, die aufreibende Evaluierung, die fantastischen
Summer Schools und so manch unvergesslichen Abend in Dortmund. Die Zeit am ISAS war

wirklich klasse!

Danach ging es dann mit dem Einzelzelllabor im Lehrstuhl BT weiter und auch so richtig los. Und
das nicht zuletzt dank des exzellenten Zusammenhalts und der hervorragenden
Arbeitsatmosphare dort. Ganz herzlichen Dank fur die Unterstitzung, Motivation, Austausch

und Freundschaft an Bruno und Katja, Mani und Linde, Mattijs, Christine, Anja, Steffi, Reto,



\

Pfiitzchen, Dani, Kerstin, Frank, Sabine, Birgitta, Jana, Ozde, Sjef, Suresh, Jochen, Jon, die
Hoschrodts, Kamila, Karo, Marcel, Christian David, Starvin Marvin, Rohan, Nadine, Patty, Matze

und Peti von der BMP, Bart, Rainer, Volki, Thomas, Francesco, Eleni, Babu und Anders.

Wie auch ein Kollege vor mir schon angemerkt hat, war besonders unser ,GroRraumbiiro” ein
steter Quell der Inspiration und Motivation. Danke Jan, Martin, Jianan und Kiki! Hervorheben
mochte ich an dieser Stelle besonders Karsten, welcher mit meisterhafter Niveaulosigkeit auch
die dunkelsten Stunden zu erhellen vermochte. Meinen beiden tapferen Mitstreiterinnen Katrin
und Verena wiinsche ich viel Erfolg beim Abschluss ihrer Arbeiten und bedanke mich fiir den
tollen Zusammenbhalt innerhalb des Einzelzelllabors. In Erinnerung bleiben mir viele, viele tolle
Momente, die langen Gesprdche im Kaffeeraum, der geniale (sehr oft wissenschaftliche)
Austausch im Raucherturm, die tollen Reisen (auch nach Berlin), eiskaltes Camping, die
gemeinsamen Trips zum Meer und in die Schweiz, die erhabenen Nachte in Dortmund und die

immer schonen Weihnachtsfeiern.

In der aufregenden Zeit des Verfassens dieser Doktorarbeit, mitten im Umzug nach Leipzig, hat

mir Magdalena selbstlos Unterschlupf gewdhrt. Danke flr die tolle Zeit als Untermieter!

Besonderer Dank geht auch an meine Studenten, Galina Parolina, Martin Lindmeyer, Matthias
Millhoff und Nicolas Szepan, welche durch lhre durchweg exzellenten Beitrdge zum Gelingen
dieser Doktorarbeit beigetragen haben; das Martin kurze Zeit spater ein geschatzter Kollege

geworden ist, freut mich dabei umso mehr.

Meinen Eltern Erika und Helmut sowie meinen GroReltern Oma Annemarie und Opa Franz-Josef
danke ich von ganzem Herzen. |hr habt mich in jeder Hinsicht bei meinem langen Weg
unterstltzt und mir immer den nétigen Riickhalt gegeben. Ohne Euch hétte ich es nicht
geschafft! Danke auch an meine ganze Familie Dusny-Luig, welche mich, auch nach langen
Zeiten der Abwesenheit, immer wieder herzlich willkommen geheifRen haben. Das trifft auch auf

meine so treue Freundin Bina zu.

Nicht zuletzt gilt mein Dank meiner lieben Maja; flr all Deine Geduld, Dein Versténdnis in so

manch schwieriger Situation und Deine unentwegte Unterstiitzung.

Vielen Dank an Euch alle!



Vi

Besonderer Dank fiir Publikationen

Herrn Dr. Alexander Griinberger, Herrn Dr. Christopher Probst und Herrn Prof. Dietrich
Kohlheyer und Herrn Prof. Wolfgang Wiechert danke ich fir die erfolgreiche transinstitutionelle
Zusammenarbeit bei der  Untersuchung der  verschiedenen mikrofluidischen
Einzelzellkultivierungssysteme.

Ich bedanke mich bei Simon Kister fiir die Aminosdureanalysen via MALDI-MS.

Dank gilt zudem Herr Dr. Michael Piontek fiir die Bereitstellung der in dieser Arbeit

verwendeten H. polymorpha Mutanten.



Vi

Table of Contents

DL T = {0 = PSSP PUPPUPP IOt I\
Summary
ZUSAMMENTASSUNE ©evvietieiietiecite sttt stt et e et e e e et ae et e e steeaeesseebeesbeesbe e teesseeaseesseenseanseasseessaesnaeanseans X
List Of ADDIrEVIAtiONS. .....eeueiitit e e Xl
LISt OF SYMDOIS. .ttt ettt et e b e b e be et s e e ne e e e naesaesaeeneennenee XIV
LIST OF CRIIS .ttt ettt et ettt sae e s ae e s aeeebaeeaaeeaaesaaeeaseeaseenseenseeabeebeene aeraeas XV
[ - o1 4T g R Lo T o Yo [0 1o USROS 1
General iINErodUCTION ....c.oiiiiiii e 2
The single cell as the basic biological UNit.......c.ccveiiiiiiiieriesecce e 3
Single-cell analysis requires environmental CoNtrol .........cocveviiiiiiiiiieniereeeeeee e 4

Physiological consequences of environmental gradients and implications for microfluidic

SINGIE-CEII ANAIYSIS ...ttt sttt 7
The SiNgIe-Cell CONTINUUM ..oioiiiie et et e st e sae e aeenaeesaeeneen 10
Hydrodynamics shape the physical architecture of the single-cell boundary environment......11
Microfluidic single-cell analysis enables environmental control .........c.ccocvevveevieciecie e, 14
Single-cell cultivation in controlled environments with the Envirostat.........ccccceveviievieniieninens 16
The catalytic black box: How to assess single cells in a biotechnological context?................... 20
Conclusions .22

Scope of the thesis .23

Chapter 2: Time-resolved single-cell analysis reveals elevated specific growth rates of isolated

microbes and micropopulations in controlled environmMents ........cccccveeeeeieeiesiesie e 25
SUMIMIATY ettt sttt e et e eab e e e bt e e s bt e e ettt e e s b e e s sab e e e bbb e e bt e e s bb e e eabbeesnbe e sabees 26
INEFOTUCTION .ttt b ettt b e bbbt et e b e b e e beeae s .27
Materials aNd METNOMS ......ocuieuieieieiee et sttt e bbb seesaenees 29
RESUIS @Nd DISCUSSION ...eeutetiiiiieieeiteteste sttt ettt sb e bbb b b nnes 34
CONCIUSIONS ...ttt ettt b e b bttt et e st e s b e e bt e bt eaeeseeaestesbeseeeseeneentensensesneanes e 40

Chapter 3: Microfluidic control of single yeast microenvironments discloses ultrasensitivity of

the mox promoter to carbon catabolite repression ... 41
SUMIMIATIY ettt ettt ettt e sttt esaa et e s a bt e e bt e e s st e e e ateeeaa bt e e sabe e e st e e esbeesnteeenbaeesnna e sabees 42
Loy oY [0 ot 4T o OO OO T TSRO S RURPRRRO .43
Materials anNd MEhOMS .......couiruiiieieeeeee ettt 46
RESUIES .t s 53
DISCUSSION <.ttt ettt et b et e bt e sa e e b e e s e e s be e b e e s beesaeesanesaneeanee e 68
CONCIUSIONS ...ttt bbbt sa e b s et b e b sbe s e 71

Chapter 4: Quantitative measurement of glucose uptake at a single-cell level .............ccon...... 73



Vil

SUMIMI@TIY <ttt ettt ettt et e e ettt e e e e e bttt e e e e e abe e eee e e anbe e e e e s e abbeeeeesaanbbeeeeesannnbeeeesennneneeaes seenns 74
INEFOTUCTION .ttt b e bttt ae b ne e .75
Materials and METHOMS .......oouiiuiiiiieie ettt 79
RESUIES et bbbttt st 85
DISCUSSION .ttt ettt ettt ettt et et et e b e e bt e ss e e eae e e as e e b s e ebeenaeenatenaneeaneeanee e 104
CONCIUSIONS ...ttt sttt b bbb bbbt nnes 108

Chapter 5: The flux probe concept - secreted protein as a non-disruptive information carrier for

B3C-based MEtabolic fIUX @NAIYSIS ...........oveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo 111
SUMIMI@TIY <ttt ettt ettt e e ettt e e e e bttt e e s e e s be b e e e e e anbeeeeeeeanbbeeeeeeanbebeeessansseaeeeesannnneaaes 2enn 112
INEFOTUCTION ..ttt b bbb n e 113

DISCUSSION <.ttt ettt et et e b et e st e et e sae e be e b e b e see e saeesan e e e 157
CONCIUSIONS ...ttt sttt et ettt ettt s bt e bt e st e st et et e ebe et e eseessensababeaseeseeneenseneas 160
Chapter 7: General diSCUSSION .....c..couiriririeieie ettt ettt sbe b 161
INEFOTUCTION ..t b ettt sbe bbbt e nen e 162
Beyond the bulk: Analytical concepts for single-cell analysis.........cccceeveevieveeiienciecieeieeieens 163
Pivotal descriptors for single-cell physiology: linking cell and environment..........cccccevvenienne 175
CONCIUSIONS ...ttt ettt ettt e bt e bt e bt e et e b e eb e e bt e bt es b esb et e b e eb e e st eneenaenean 188
Chapter 8: Concluding remarks and OULIOOK. ........ceerierierienie e 189
Challenging biological limits with microfluidic single-cell analysis ..........ccccocvevenenieniieiienienne 190
OULIOOK ..ttt b bbb b e bbb e ens 193
[0 F T o 12T e E Y o o =T o o [ OSSPSR 195
Chapter 10: REFErENCES .....oouiuiiiiiiiiitcie ettt 207

CUITICUIUM VIEAE ...t ettt et et e e be e te e s te e s aeesseesaeassaassaessaesaseanneens 229



