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1. Ziele und Aufgabenstellung des Vorhabens

1.1 Planung und Ablauf des Vorhaben

Literaturrecherche/-iibersicht zum Stand der Wissenschaft

Eine umfangreiche Literaturrecherche wurde durchgefihrt, bei der sich auf die drei
Frage‘stellu’ngen in diesem Teilvorhaben konzentriert wurde. Erstens, die Regulierung
des bakteriellen Synthesestoffwechselweges der aromatischen Aminosduren und wie
Glyphosat diese hemmt. Der zweite Schwerpunkt wurde auf die beschriebene Wirkung
von Glyphosat und dessen Formulierungen auf Bakterien gesetzt. Zuletzt wurde der

Stand der publizierten Messmethoden von Glyphosat zusammengetragen.

Mikrobiomuntersuchung im Rumen Bioreaktor Modell (Task 7)

Die Proben aus den Fermentern von TiHo-Pl, die als Modellsystem des Kuhpansen
dienen, soliten auf Anderungen in der taxonomischen und metabolisch funktionellen
Zusammenstellung untersucht werden, die durch Glyphosat und Formulierungen von
Glyphosat (Roundup und Durano) hervorgerufen werden. Die Untersuchungen wurden

mittels Omics-Analysen durchgefihrt.

Mikrobiomuntersuchung des Rumen aus Kihen (Task 7)

Proben aus dem Pansen von fistulierten Kilhen von TUM-LT wurden auf Anderungen
der Zusammensetzung des Mikrobioms untersucht. Es sollte der Einfluss von Glyphosat
und dessen Formulierung Roundup auf die taxonomische und metabolisch funktionelle
Zusammensetzung des Rumenmikrobioms untersucht werden. Hierzu wurden Omics-

Methoden angewandt.



Mikrobiomuntersuchung in Bioreaktormodell des Schweinekolons (Task 7)

Basierend auf einer Chemostat-Methodik wurde ein Bioreaktormodell des
Schweinekolon etabliert. Anhand dieses Reaktormodells sollte der Einfluss von
Glyphosat/Roundup auf das Mikrobioms dieses Darmmodells des Schweins auf
taxonomischer und funktioneller Ebene untersucht werden. Hierzu wurde auf Omics-

Technologien zuriickgegriffen.

Quantitative Glyphosat- und Aminomethylphosphonséure- (AMPA) Messungen aus
komplexen biologischen Matrices (Task 8.1.1)

Es wurde eine Messmethode zur qualitativen und quantitativen Analyse von Glyphosat
und dessen Hauptabbauprodukt AMPA aus biologischen Probenmaterial etabliert. Diese
Analytikmethode zur absoluten Quantifizieru_ng der Metabolite kann dann fir die

Messung der Proben aller vier Projektpartner genutzt werden.

1.2 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknﬁ_pfte wurde
Der Stand der Wissenschaft vom Einfluss von Glyphosat auf das Mikrobiom am Beginn
des Vorhabens war sparlich. bie meisten publizierten Studien bezogen sich auf Daten
des Wachstums von in vitro Reinkulturen, aber nicht auf bakteriellen Gemeinschaften in
vivo. Eine in vitro Studie hat gezeigt, dass einige pathogene Bakterienarten wie
bestimmte Salmonellen, Clostridium perfringens und Clostridium botulinum gegenuber
Glyphosat resistent sind, wéahrend nitzliche Bakterienspezies von den Gattungen
Bifidobacterium, Enterococcus und Lactobacillus durch Glyphosat gestért werden [1].
Eine weitere in vitro Studie konnte aufdecken, dass Glyphosat das Wachstum von
Milchsaurebakterien hemmt [2]. Ackermann et al. Untersuchte die Auswirkung von

100ug/mL Glyphosat auf das Mikrobiom im Kuhpansen mithilfe eines Bioreaktor-



Modellsystems und fand einige Anderungen in Bezug auf der Zellzahl von Protozua und
Clostridium histolyticum [3]. Dies konnte in einer weiteren Studie nicht bestatigt werden,
die ebenfalls das Mikrobiom des Kuhrumens analysiert, in den sie einen Bioreaktor als

Modellsystem nutzen [4]

2. Material und Methoden

Quantitative Glyphosat- und Aminomethylphosphonséure- (AMPA) Messungen aus
komplexen biologischen Matrices

Glyphosat und AMPA wurden aus 100 uL Probenmaterial mithilfe von 1 mL eines
Methanol:Acetonitri:Wasser (3:1:2) Gemisches extrahiert. Die Proben im
Extraktiongemisch wurden gevortext (5 min), zentrifugiert(14000 g; 10 min; RT) und der
Uberstand im Vakuumkonzentrator getrocknet. Der getrocknete Extrakt wurde dann in
100 pL Reinstwasser aufgenommen und sofort mittels LC-MS/MS analysiert (Abbildung

1).
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Abbildung 1: Arbeitsschritte der Probenaufbereitung und LC-MS/MS Analyse von Glyphosat und
AMPA der etablierten Messmethode

Pro Probe wurden jeweils 10 yL in das Massenspektrometer injiziert und gemessen. Als
Trennséule wurde eine BEH Amide Saule (2.1x100 mm, 1.7 um) von Waters (Milford,
USA) verwendet. Die chromatographische Trennung erfolgte durch einen Gradienten

bestehend aus Lésung A (66 % H,0, 33 % Acetonitril, 10 mM Ammoniumacetat, 0.04 %



Ammoniumhydroxid; pH9) und Lésung B (10 % H20, 90 % Acetonitril, 10 mM
Ammoniumacetat, 0.04 % Ammoniumhydroxid; pH 9). Der Gradient lief bei einer
konstanten Flussrate von 0.4 mL/min. Anfangs wurde fiir 2 min mit 0 % B &quilibriert,
innerhalb von 2.5 min wurde dann ein Gradient auf 100 % B gefahren, dieser fur 2

weitere Minuten gehalten, um dann fir 3.4 min auf 0 % B zurlickzukehren.

Tabelle 1: MRM Ubergénge und Einstellungen fiir Glyphosat und AMPA Messungen

Q1 Q3 - Time (msec) ID DP (volts) CE (volts) -
110 79 50 AMPA_1 60 60
110 63 50 AMPA_2 -60 -60
168 79 50 Glypho_1 -110 -110
168 63 50 Glypho_2 -30 -30
168 150 50 Glypho_3 -30 -30
168 124 50 Glypho_4 -30 -30
168 81 . 50 Glypho_5 -30 -30

Identifikation und Quantifizierung von AMPA und Glyphosat basierte auf spezifischen
MRM Ubergéngen auf einer QTRAP® 5500 (AB Sciex, Framingham, USA) im negativen
Messmodus. lonenquellen-Einstellungen waren wie folgt: lonenspray Spannung: -
45KV, Temperatur: 450 °C, curtain gas Fluss: 35, Kollisionsgas: medium und
lonenspray-gas von 40 und 60. Die Ubergdnge und die spezifischen ,Declustering*
Potentiale (DP) und Kollisionsenergien (CE) kénnen der Tabelle 1 enthommen werden.
Datenaufnahme und —analyse wurde mittels Analyst® Software (Version 1.6.2, AB

Sciex) durchgefihrt.



Schweinedarm Bioreaktormodell

Acetonitril, Methanol, Ammoniumacetat und Ammoniumhydroxid wurden alle Uber
Sigma Aldrich (St.Louis, MO, USA) bezogen. Alle L&sungsmittel far die
Massenspektrometrie waren ,analytical grade* Reinheit. Roundup® unkrautfrei LB plus
(Monsanto Agrar Deutschland GmbH, PZN 1024142-00 wurde als Glyphosat-
Formulierung fur das Experiment eingesetzt. RoundUp wurde als 10 pg/mL Lésung,
verdiinnt in Reinstwasser, eingesetzt. Die PBS Bestandteile NaCl, Na;HPO, und
KH,PO,; wurden tiber Merck (Darmstadt, Germany) bezogen. Das Néhrmedium wurde

mittels unten aufgefiihrter Bestandteile selbst hergestellt (Tabelle 3).

Drei parallel laufende Bioreaktorsysteme (A, B und C) bestehend aus Multifors2
bioreactor system (Infors, Switzerland) wurden mit 0.5 g Bakterien, die aus dem Darm
von 8 bis 9 Wochen alten Ferkeln gewonnen wurden, an Tag 0 innokuliert (Schwein 1 >
Bioreaktor A und B, Schwein 2 > Bioreaktor C). Die Bakterien wurden bei 37 °C, unter
kontinuierlichem Rihren von 150 rpm und anaeroben Bedingungen in komplexem
intestinalen Medium (Tabelle 2) kultiviert. Der pH-Wert (6.5) wurde durch zugeben von
1M NaOH konstant gehalten und eine mittlere Verweildauer des Medium von 48 h
wurde eingestellt. Um zu verhindern, dass langsam wachsende Bakterienarten

ausgewaschen werden, wurde der Austausch des Mediums erst ab Tag 1 eingestellt.

Tabelle 2. ZusammensetzUng des komplexen intestinalen Bioreaktormediums

Ingredient Quantity [g/L] Supplier
Arabinogalactan (larch wood) 2 Sigma-Aldrich
Bile Acids sodium salt 0.5 Sigma-Aldrich
Calcium chloride x 2H.0 0.15 Merck

Di-Potassium hydrogen phosphate 0.25 Roth




Guar gum

Hemin (bovine)

Inulin

L-cysteine hydrochloride
Magnesium sulfate
Menadione

Mucin (porcine gastric Type II)
Pectin (citrus peel)

Potassium chloride

Potassium di-hydrogen phosphate
Sodium chloride

Sodium hydrogen carbonate
soy peptone (papainic)

Starch (wheat)
Xylo-oligosaccharide (corn)

Yeast extract

0.05

0.5
0.64

0.001

4.5
0.25
45
1.5
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Abbildung 2: Versuchsaufbau

Die Bioreaktoren liefen fir 25 Tage. Nach Tag 20, was einem Turnover von 10
entspricht, wurde die bakterielle Gemeinschaft als stabil angesehen. Zwischen Tag 20
und 23 wurden taglich Proben entnommen, die als Kontrolle des Versuches dienten
(Abbildung 2). An Tag 23 wurde das Medium der Bioreaktoren mit 10.7 mM Roundqp
versetzt. Es wurden taglich Proben bis Tag 25 entnommen, die dann den Roundup-

Expositionsproben entsprachen (Abbildung 2).

Bestimmung der Bakteriellen Biomasse aus Bioreaktorproben
Um die Biomasse in den Proben zu bestimmen, wurde 1 mL des Mediums zentrifugiert
(3200 g; 4°C; 10 min) und das Pellet zweimal mit PBS (140 mM NaCl, 10 mM

Na2HPO4, 7mM KH2PO4) gewaschen. Die Pellets wurden in einem



Vakuumkonzentrator (MicroCenvac NB-503CIR, Acondor) bei 45 C getrocknet und das

Trockengewicht mit eine Feinwaage (AC 210 S, Sartorius) bestimmt.

Quantitative Glyphosat- und Aminomethyiphosphonséure- (AMPA) Messungen aus
komplexen biologischen Matrices
Quantifizierung Kurzkettige Fettsdauren wurden im Uberstand der Reaktorproben nach

Wissenbach et al. untersucht [5] .

OMICS-Analysen am Mikrobiom

DNA und Proteine wurden aus den SAM-und LAM-Proben nach vorheriger
Zentrifugation (10.000 g, 10 min, 4 °C) extrahiert. Aus den gewonnen bakteriellen
Pellets wurden DNA sowie Proteine wurden aus den gewonnen 'Pellets wurden die
Proteine fir die Analyse des Metaproteom die DNA fir die 16S rRNA Gen-
Sequenzierungsanalyse, nach Haange et al. extrahiert, untersucht und statistisch

ausgewertet.[6].

3. Ergebnisse

3.1 Ausfiihrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse

Quantitative Glyphos‘at und Aminomethylphosphonséure (AMPA) Messungen aus
komplexen biologischen Matrizen

Nach intensiver Etablierungsphase der Probenaufbereitung sowie der Messmethodik
wurde ein Verfahren " entwickelt, welches sich eignet, Glyphosat und AMPA aus
biologischem Material zu quantifizieren. Diese Messung basiert’ auf einer
chromatographischen Trennung mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

welche an ein Massenspektrometer (MS/MS Detektion) gekoppelt ist. Die MS/MS



Quantifizierung basiert auf einer sogenannten ,targeted Multiple Reaction Monitoring*

Methode [7].

Nach viel testen von verschiedene Methoden zu Probenaufbereitung und Messung
wurde eine Methode entwickelt, die sich eignet um Glyphosat und AMPA in biologischen
Proben zu quantifizieren. Diese Messung basierte auf eine gerichtete
hochleistungsflussigkeitschromatographische Trennung gekoppelt mit MS/MS-Detektion
(HPLC-MS/MS). Die MS/MS Quantifizierung wurde mittels eine ,Multiple Reaction

Monitoring* Methode (MRM) durchgefiihrt.

Die etablierte Methode lieR eine Quantifizierung im niedrigen ng/mL Bereich bis hoch zu
500 ng/mL zu. Dieser Bereich entspricht der Sensitivitat, die benétigt wurde, um in

diesem Vorhaben valide Aussagen Uber die Glyphosat- und AMPA-Mengen zu treffen.

Im Vergleich von Glyphosat oder AMPA in reinen Wasser zu Glyphosat in
verschiedenen biologischen Nahrmedien konnte nur eine geringe Verschlechterung der
Intensitit beobachtet werden (Tabelle 3).- Weiter erkennt man eine sehr gute Linearitat
im Messbereich vom Detektionslimit (LOD) bis zu 500 ng/mL sowohl in Wasser als auch

in komplexen Medien (Abbildung 3).

Tabelle 3: Detektions- und Quantifizierungsgrenzen (LOD und LOQ) von Glyphosat und AMPA in.

allen untersuchten Matrizen

Matrix Glyphosate [ng/mL] ' : AMPA [ng/mL]
Lob - - LOQ LOD LOQ -
Water <2 ng/mL <2 ng/mL <2 ng/mL <2 ng/mL
CIM 2 ng/mL <20 ng/mL 5 ng/mL <20 ng/mL
CIM human 5 ng/mL 20 ng/mL 5 ng/mL 20 ng/mL

BHI medium 10 ng/mL <50 ng/mL 10 ng/mL 50 ng/mL
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Abbildung 3: Kalibrationskurven von Glyphosat und AMPA in komplexem intestinalen Medium

(CIM) und reinem Wasser mit der etablierten quantitativen Messmethode

Mikrobiomuntersuchung des Rumen Bioreaktor Modell

Unsere Projektpartner von TiHo-Pl schickten uns Mikrobiomproben und Proben der
| Reaktorflissigkeit. Diese Proben entsprachen den Endzeitpunkten der Reaktorlaufe. Es
wurde Reaktoren jeweils mit Glyphosat als Reinsubstanz, als Formulierungen RQundup
oder Durano bei verschieden Konzentrationen an Glyphosat (0.1, 1 und 10 mg/mL)
versetzt. Die Flussigkeits- (LAM) als auch die Feststoff-assoziierten Mikroben (SAM)

wurden jeweils separat untersucht.

In den Reaktorflissigkeitsproben konnte mittels der etablieten Messmethode die
Glyphosatkonzentration * bestimmt und ausgewertet werden. Unabhéngig vom
eingesetzten  Glyphosat-Trager  (Reinsubstanz, Roundup, Durano) konnten

vergleichbare Konzentrationen nachgewiesen werden. Weiterhin erkannte man keinen



groBen Abbau an Glyphosat, da die gemessenen Konzentrationen der eingesetzten

Menge ziemlich entsprachen (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Gemessene Glyphosatkonzentration aus.den Bioreaktorproben der TiHo-PI.
Die Proben wurden auBerdem metaproteomisch untersucht, womit sowohl die
taxonomische als auch die funktionelle Zusammensetzung des Mikrobioms bestimmt

werden konnte.



LAM: Liquid Associated Microbes
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Abbildung 5: Mittelwert der Anzahl der identifizierten Proteine. (Zahl hinter dem Gruppennamen
entspricht der Glyphosatkonzentration in mg/mL)

Nach Préparation der Proben konnte eine ausreichende Proteinmenge erzielt werden,

um mit der Analyse fortzufahren (
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Abblldung 5). Weiterhin kann man erkennen dass weder die Konzentration an
Glyphosat noch deren Formulierung einen Einfluss auf die Anzahl an identifizierbaren

Proteinen hatte.



Die Alpha-Diversitat, ein Wert fur die Komplexitat des Mikrobioms basierend auf der
Anzahl der Bakterienarten und deren Verteilung, zeigte weder fur die Art der Glyphosat-
Formulierungen noch fiir die Glyphosatkonzentration (Abbildung 6) eine Anderung. Eine
Dysbiose oder Abfall der Alpha-Diversitéat ist haufig ein Zeichen fir eine St6rung des

Mikrobioms.
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Abbildung 6: Alpha-Diversitit der Mikrobiota bei verschiedenen Glyphosatkonzentrationen und
verschiedenen  Formulaturen. (Zahl hinter dem Gvruppennamen entspricht  der
Glyphosatkonzentration in mg/mL)
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Abbildung 7: Anderungen des Metaproteoms basierend auf einer Hauptkomponenten (PCA)-
analyse von fliissigkeits- oder feststoff-assoziierten Mikroben (LAM- oder SAM). (n.s. = kein
signifikanter Unterschied, Ellipsen: Vertrauensbereich von 95%). (Zahl hinter dem Gruppen)

Es konnte keine globale Anderung beobachtet werden. Die verschiedenen eingesetzten
Glyphosatkonzentration des reinen Glyphosats als auch der Produkte Roundup und
Durano zeigten auf die Zusammensetzung des Mikrobioms keine Auswirkung

(Abbildung 7).



Distribution of taxa on phylum level
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Abbildung 8: Taxonomische Verteilung der Mikroben basierend auf der Konzentration an
Glyphosat und Glyphosat-Formulierung von den fliissigkeits-assoziierten Mikroben (A) und den

feststoff-assoziierten Mikroben (B) auf Phylumebene. (Zahl hinter dem Gruppennamen entspricht
der Glyphosatkonzentration in mg/mL).



Um auch kleinere Anderungen des Mikrobioms aufgrund von Glyphosat oder Glyphosat-

Formulierungen zu finden, wurde die taxonomische Zusammensetzung des Mikrobioms

untersucht.
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Abbildung 9: Abundanz der sieben haufigsten Bakteriengattungen basierend auf die Konzentration
an Glyphosat von den fliissigkeits-assoziierten Mikroben (A) und den feststoff-assoziierten
Mikroben (B). (Zahl hinter dem Gruppennamen entspricht der Glyphosatkonzentration in mg/mL).



Es lasst sich keine Verschiebung in der Verteilung der einzelnen bakteriellen Phyla
erkennen (Abbildung 8). Dies galt sowohl fiir die flussigkeits-assoziierten Mikroben als
auch fur die feststoff-assoziierten Mikroben. Bei detaillierter Auflosung der Taxa auf
Gattungsebene konnten ebenfalls keine Anderungen in der Abundanz der einzelnen
Gattungen durch Glyphosat oder dessen Formulierungen beobachtet werden (Abbildung

9).
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Abbildung 10: Anderungen nach Behandlung mit Roundup, Durano oder reinem Glyphosat in

relative Anzahl der Proteine, die der aromatischen Aminoséurebiosynthese zuzuordnen sind.

Die Metaproteomik lasst auch eine Analyse der Stoffwechselproteine zu. Von groBem
Interesse waren natirlich die Proteine, die in der aromatischen Aminosauresynthese
eine Rolle spielen. Dies beruht darauf, dass die Stérung dieses Stoffwechselweges

durch die Hemmung des Enzymes Enolpyruvylshikimate-3-phosphate-synthase



(EPSPS) die primare Wirkungsweise von Glyphosat auf Pflanzen und Bakterien
darstellt. Man erkannte hierbei keine An- oder Abreicherung der Proteine in
Zusammenhang mit der Glyphosatkonzentration, weder mit der Reinsubstanz noch mit
einer der Formulierungen. Dies konnte fiir die flissigkeits-assoziierten sowie fiir die

feststoff-assoziierten Mikroben beobachtet werden (Abbildung 10).
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Abbildung 11: Signifikante Anderungen in den metabolischen Stoffwechselwegen nach
Behandlung mit Roundup, Durano oder reinem Glyphosat. Wire ein Stoffwechselweg fiir einen der
untersuchten Stoffe signifikant verindert, wiirde ein Balken erkennbar sein, der iiber die rot
gestrichelte Linie hinausgeht.

Es wurden daraufhin auch alle weiteren metabolischen Stoffwechselwege im Mikrobiom
auf signifikante Anderungen in den beteiligten Enzymen untersucht. Um eine

ausreichende. funktionelle Abdeckung zu gewishrleisten, wurden nur die



Stoffwechselwege betrachtet, bei denen mindestens 10 % der dazu gehdrigen Enzyme
durch der Metaproteomik identifiziert werden konnten. Wie Abbildung 11 entnommen
werden kann, existiert kein Stoffwechselweg, der signifikant durch Glyphosat oder seine
Formulierungen veréndert wurde. Dies wurde sowohl fur LAM als auch SAM Mikroben

beobachtet.

Zusammenfassend lasst sich erkennen, dass weder Glyphosat noch einer seine
Formulierungen in Konzentrationen von 0.1 bis 10 mg/mL einen sichtbaren Einfluss auf
das Mikrobiom aus dem Rumenmodell haben. Weder wurden Anderungen auf
taxonomischer noch auf funktioneller Ebene identifiziert. Die primare Wirkungsweise von
Glyphosat besteht in der Hemmung des Synthesestoffwechselweges der aromatischen
Aminoséauren. Allerdings konnten auch dort keine Anderungen der Proteinabundanzen

erkannt werden.

Mikrobiomuntersuchung im Kuhrumens nach Glyphosat Einwirkung

Die TUM-LT haben Mikrobiomprobén aus fistulierten Kihen bereitgestellt. Die Tiere
wurden in drei Gruppen eingeteilt: eine Gruppe erhielt Tierfutter, dass mit dem reinen
Glyphosat belastet wurde, eine weitere erhielt RoundUp-additives Futter und als
Kontrollgruppe dienten Tiere, die unbelastetes Futter erhielten. Als Glyphosat-Menge
wurde die héchste Konzentration des Ansatzes des Bioreaktormodells (siehe unter 2)

ausgewahlt.

Es wurden keine Anderungen durch die Behandlung mit Glyphosat oder dessen

Formulierung Roundup in der Alpha-Diversitat beobachtet (Abbildung 12).
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AAbbildung 12: Alpha-Diversitit des Mikrobioms nach Behandlung mit Glyphosat in Reinform oder
als Formulierung Roundup. Wire eine signifikanter Unterschied zwischen zwei Behandlungen
vorhanden, wiirden verschieden Buchstaben iiber den Sdulen stehen.

Eine Hauptkomponentenanalyse der Daten zeigte keine globalen Unterschiede
zwischen der Kontrolle und den Behandlungen mit Glyphosat oder Roundup, weder fiir

die LAM noch fiir die SAM (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Anderungen des Metaproteoms basierend auf eine Hauptkomponentenanalyse
(PCA) von fliissigkeits- oder feststoff-assoziierten Mikroben (LAM oder SAM). Die Punkte stellen
die einzelnen Proben dar, Sterne die Centroids der Proben und die Ellipsen den Vertrauensbereich

von 95 %.
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Abbildung 14: Taxonomische Verteilung der Mikroben von den fliissigkeits-assoziierten Mikroben
(A) und den feststoff-assoziierten Mikroben (B) auf Phylumebene.

Einen Einfluss von Glyphosat oder Roundup konnte auf der Verteilung der Taxa in den
LAM oder SAM Mikrobiomen weder auf Phylumebene (Abbildung 14) noch auf

Gattungsebene (Abbildung 15) beobachtet werden.

Um funktionelle Anderungen im Mikrobiom durch den Einfluss von Glyphosat oder
Roundup zu untersuchen, wurden die metabolischen Enzyme auf Ebene der
Stoffwechselwege analysiert. Es‘ konnte keine Anderung in der Abundanz der Enzyme,
die zur Biosynthese von aromatischen Aminosduren benétigt werden, beobachtet

werden (Abbildung 16).

Alle weiteren untersuchten metabolischen Stoffwechselwege zeigten ebenfalls keine
Anderung in ihren Proteinabundanzen durch die Behandlung mit Glyphosat oder

Roundup (Abbildung 17).
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Abbildung 16: Anderungen nach Behandlung mit Roundup, Durano oder reinem Glyphosat in der

relativen Anzahl der Proteine, die zur aromatische Aminoséurebiosynthese zuzuordnen sind.
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Abbildung 17: Signifikante Anderungen in den metabolischen Stoffwechselwegen nach
Behandlung mit Roundup oder reinem Glyphosat. Wire ein Stoffwechselweg fiir einen der
untersuchten Stoffe signifikant veréndert, wiirde ein Balken erkennbar sein, der iiber die rot
gestrichelte Linie hinausgeht.

Mikrobiomuntersuchung im Bioreaktormodell des Schweinekolons
Ein Bioreaktor-Modellsystem des Mikrobioms eines Schweinedickdarms wurde etabliert.

Um Auswirkungen der Glyphosat-Formulierung Roundup zu untersuchen wurde nach



einer Aquilibrierung des Mikrobioms Roundup (10.7 mM Glyphosat Konzentration)
kontinuierlich hinzugeben. Es wurde dann mittels Omics-Techniken die taxonomische

und funktionelle Zusammensetzung des Mikrobiom-Modellsystem verfolgt. |

Wie zu érwarten war, ergab die Glyphosat-Messung, dass erst Glyphosat nach Zugabe
von Roundup detektiert werden konnte (Abbildung 18 A). Die Biomasse pro 1 mL
Bioreaktorflussigkeit hat sich nach Roundup-Zugabe nicht signifikant geandert

(Abbildung 18 B).
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Abbildung 18: Konzentration an Glyphosat im Bioreaktor (A) und die Biomasse der Bakterien aus
1 mL Bioreaktorfliissigkeit (B).

Die absolute und relative Quantifizierung der *kurzkettigen Fettsduren in der
Bioreaktorflissigkeit fand in der Kontroll- und Expositionsproben statt. Kurzkettige
Fettsauren sind die Hauptfermentationsprodukte der Bakterien des Darms und somit
kann eine Anderung in der Zusammensetzung dieser eine Anderung in der

Bakteriengemeinschaft darstellen. Wie man erkennen kann, gab es weder eine Ballung



der Proben nach Tagen (Abbildung 19), noch eine Anderung im Profil der kurzkettigen

Fettsduren (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Gerichtete Metabolom-Untersuchung der kurzketfigen Fettsduren. PCA der

kurzkettigen Fettsduren (A) und relative Abundanz der einzelnen gemessenen kurzkettigen

Fettsduren (B).

Das Mikrobiom zeigte weder eine Anderung in ihrer taxonomische noch funktionellen

Zusammensetzung nach der Zugabe von Roundup (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Taxonomische (links) und funktionelle Zusammensetzung der Proteine aus dem
Mikrobiom vor (-RU) und nach (+RU) Roundup Behandlung.



Um einen tieferen Einblick auf mdégliche Verdnderungen in den Funktionen des
Mikrobioms zu untersuchen, wurden die einzelnen Aminosdure Abbau- und
Synthesewege auf Proteinebene analysiert. Keiner dieser Wege zeigte eine
Verdanderung nach Roundup Exposition, auch nicht der Stoffwechselweg der
aromatischen Aminosaurebiosynthese, obwohl dieser von Glyphosat gehemmt werden

sollte (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Anderung der Proteinabundanz der Aminosiuren Stoffwechselwege vor (-RU) und
nach (+RU) Roundup Behandlung.

Es konnten mehrere 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthasen (EPSPS) aus

verschiedenen Bakterienarten identifiziert werden. Die EPSPS ist das priméare Ziel von



Glyphosat und wird durch Glyphosat gehemmt. Es wurde keine Anderung in der,

Abundanz der verschiedenen EPSP- Synthasen beobachtet (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Anderung der Proteinabundanz der verschiedenen detektierten 5-
Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthasen (EPSPS) vor (-RU) und nach (+RU) -Roundup
Behandlung.

3.2  Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Die vorliegenden Studien stellen umfangreiche Untersuchungen iiber den Einfluss von
Glyphosat auf die Mikrobiome von Nutztieren dar. Mittels OMICS-Technologien konnte
erstmalig der Einfluss von Glyphosat auf die taxonomische Zusammensetzung und die
metabolische Funktionen von Mikrobiomen aus Nutztieren in vivo und in vitro untersucht

werden.



Die Ergebnisse zeigen, dass Glyphosat und dessen untersuchten Formulierungen, in
den angewendeten Konzentrationen, keine Einflusse auf die taxonomische und
physiologische Zusammensetzung der Mikrobiome im Kuhpansen oder im
Schweinedarm haben. Die Ergebnisse werden fir mehrere wissenschaftliche

Publikationen bearbeitet.

4 Zusammenfassung

Es wurden alle Proben aus dem Bioreaktor des Kuhpansens der TiHo-PL
molekularbiologisch untersucht und kein Einfluss des Glyphosats auf die
Zusammensetzung oder die Physiologie der vorhandenen Mikroben beobachtet. Dies
wurde durch die molekularbiologische Untersuchung der in vivo Proben aus dem
Kuhpansen bestatigt. Auch das Mikrobiom aus dem Bioreaktormodell des
Schweinedarms zeigte weder eine Verdnderung auf taxonomischer noch auf

funktioneller Ebene.

~ Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass weder Glyphosat noch die untersuchten
kommerziell verfiigbaren Formulierungen in den untersuchten Konzentrationen einen
signifikanten Einfluss auf der Artenzusammensetzung noch deren metabolischen

Funktionen auf das Mikrobiom im Kuhpansen oder im Schweinedarm haben.



5 Gegeniiberstellung der urspriinglich geplanten zu den
tatséchlich erreichten Zielen; ggf. mit Hinweisen auf

weiterfiihrende Fragestellungen

Ziel des gesamten Vorhabens war es, den Einfluss von Glyphosat oder kommerziell
erhéltliche Glyphosat-Formulierungen daraufhin zu untersuchen ob sie ‘eine Anderung
der Mikrobiota aus dem Kuhpansen oder aus dem Schweinedarm auslésen. Das
Teilvorhaben der UL-IB setze sich aus der Analyse der eigenen Proben aus einem
Schweinedarm-Bioreaktormodell und aus der Analyse von Proben, die durch
Projektpartner bereitgestellt wurden, zusammen. In beiden Fallen wurde zur molekular-

biologischen Untersuchung der Proben auf OMICS-Technologien zuriickgegriffen.

‘Hierzu wurde erst eine Methode entwickelt, um Glyphosat und seinen Metaboliten
AMPA in komplexen biologischen Matrizes zu quantifizieren. Diese Methode basiert auf
einer LC-MS/MS Technik. Ein Manuskript wurde fertiggestellt und bei ,Rapid
Communication in Masspectrometry“ eingereicht. Zurzeit befindet es sich im

Revisionsprozess.

Bei der Etablierung d.es Schweinedarm-Bioreaktormodells gab es Schwierigkeiten.
Durch Zusteuern von Arbeitskraft aus dem Arbeitskreis auf eigene Kosten konnte eine
Verschleppung vermieden werden und das Modellsystem erfolgreich efabliert werden.
Ein weiteres Manuskript zu den Ergebnissen des Schweinedarm-Bioreaktormodells ist in

Bearbeitung.

Die OMICS-Analysen wurden erfolgreich abgeschlossen, auBer der Untersuchung der

Bakteriellen DNA basierend auf der 16S rRNA-Gensequenzierung. Obwohl alle DNA-



Proben extrahiert, aufgereinigt und zur Sequenzierung zu einem kommerziellen
Unternehmen geschickt wurden, lagen die Ergebnisse dieser Sequenzierung beim-
Schreiben dieses Abschlussberichtes noch nicht vor. Diese Ergebnisse werden
selbstverstandlich innerhalb von 3 Monaten nachgereicht. Der hierfiir eingearbeitete
Mitarbeiter konnte Uber Haushaltsmittel fur mindestens 2 weitere Jahre am UFZ
gehalten werden, so dass diese Analysen gesichert sind. Auf der Basis unserer
langjéhrigen Erfahrung mit der metaproteomischen und der taxonomischen Analyse von
Mikrobiomproben mittels 16SrRNA erwarten wir keine Hinweise auf taxonomische
Effekte von Glyphosat, da metaproteomische Analysen in der Vergangenheit stets

sensitiver fur die Detektion von Effekten waren.

Zusammenfassend ist zu konstatieren, dass unter den gegebenen Konditionen: kein
signifikanter Effekt von Glyphosat oder den verwendeten Formulierungen festzustellen
war. Es gibt aus dem Bioreaktorversuch Hinweise auf sub-signifikante Effekte in Bezug

auf die Expression der EPSPS und der Abundanz einzelner kurzkettiger Fettsauren.

Eine mogliche Ursache, weshalb die Mikrobiota so aussergewdhnlich stabil war, kénnte
in der Verwendung von Medium liegen, dass auf die Nahrungssituation von adulten
Tieren angepasst war. In diesem sind auch aromatische Aminosiuren enthalten, was
eine etwaige Hemmung der EPSPS unnétig macht, da bei Aminosdurekonzentrationen

von >10 yM keine Neubildung von aromatischen Aminosauren gebraucht wird.

Auf dieser Basis und weil es nicht-signifikante Effekte im Reaktorversuch gab erscheint
es ratsam, diesen Fragen weiter nachzugehen. Wir schlagen deshalb Experimente mit
jungen Schweinen, und deren Mikrobiom im Bioreaktor mit angepasster Diat vor, die die

Situation wahrend des Abstillens simulieren. Fiir diesen Zeitraum ist namlich bekannt,



dass es zu einem Mangel in der Verfligbarkeit von aromatischen Aminoséuren kommen
kann. Um auf der Seite der Detektion empfindlicher zu werden schlagen wir weiterhin
die Verwendung von metatranskriptomischer Analytik neben der bisher verwendeten
Metaproteomik vor, wie sie beide im Department fur Molekulare Systembiqlogie gut
etabliert sind. Angesichts des hohen gesellschaftlichen Interesses erscheint es
angeraten, die jeweils empfindlichste Technik mit der entsprechenden persénlichen

Expertise zu verknipfen, um wirklich unanfechtbare Ergebnisse zu erhalten.

Waéhrend der Laufzeit des Projektes erschien eine Studie, die einen Effekt von
Glyphosat auf die Bienengesundheit (Westliche Honigbiene, - Apis Mellifera),
insbesondere die Empfindlichkeit in Bezug auf eine Infektion des Dickdarmes berichtete.
Diese Studie ist.allerdings in Teilen oberflachlich: so wurden nur taxonomische
Informationen aus dem Dickdarm herangezogen und keinerlei funktionale Informationen
gesammelt. Ferner wurden fur die Experimente nur gekéfigte Bienen verwendet, welche
sich in der Lebensweise und Erndhrung doch deutlich von Freilandbienen
unterschieden. Es erscheint sehr ratsam, diese Experimente mit Freilandbienen zu
wiederholen und gleichzeitig dabei die Datenlage zu funktionalen Aspekten der
Mikrobiota-Wirts-Interaktion in der Honigbiene zu verbessern, um molekulare Marker fiir
die individuelle Bienengesundheit zu erhalten und fiir toxikologische Untersuchungen
zuganglich  zu machen. Dariber hinaus bietet das Bienenmodell mit den als
gnotobiotische Organismen geschliipften Imagos die Chance, die Mikrobiota-Wirts

Interaktion auf Speziesebene molekular aufzulésen.

Da aus sich aus politischen Griinden eine Abkehr von Glyphosat abzeichnet, erscheint

es dringend angeraten, die Nachfolgeprodukte mit &hnlicher Stringenz zu untersuchen



wie Glyphosat. Darunter ist die Testung auf mdégliche Mikrobiom-vermittelte toxische

Effekte zu verstehen.
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