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A. Einleitung

Mikroorganismen entzogen sich sehr lange der Entdeckung aufgrund ihrer geringen Grolie
von einigen Tausendstel Millimetern. Erst mit der Erfindung des ersten funktionierenden
Mikroskops konnte Antonie van Leeuwenhoek 1683 kleine ,,Animalcula“ (,, Tierchen®) sehen.
Die Geburtsstunde der Mikrobiologie war somit eng verbunden mit einer entscheidenden

technologischen Verbesserung in der Optik.

Das Cyanobakterium Prochlorococcus, das, wie man erst seit ca. 10 Jahren weil3, den groRten
Teil der marinen Biomasse in ultraoligotrophen Ozeanbereichen stellt (Chisholm et al., 1988),
wie auch die kleinste eukaryotische Zelle, die marine Alge Ostreococcus tauri (Courties et
al., 1994), wurden aufgrund ihrer Streulichteigenschaften und Autofluoreszenz zuerst mit
Hilfe eines DurchfluBzytometers entdeckt. Bei dieser MefRtechnik werden Zellen oder
allgemein Partikel einzeln in einem Flissigkeitsstrahl vermessen. Die Vorteile der
DurchfluBzytometrie sind die Multiparameteranalyse (bis zu sieben Parameter gleichzeitig),
die Schnelligkeit (bis zu 5000 Partikel pro Sekunde) und die gezielte Sortierung von
definierten Partikeln (Anreicherung bis 1000-fach). In Abbildung A.1 wird kurz die

Funktionsweise eines DurchfluRzytometers erkléart.

Die Parameter werden als Streulicht oder Fluoreszenz quantitativ bestimmt. Gibt das
Streulicht Auskunft tber die GrélRe und interne Beschaffenheit der Zelle, so stehen mit der
Fluoreszenz eine Fille von weiteren Informationen zur Verfugung. Das Spektrum reicht von
der Autofluoreszenz von Pigmenten, Uber interkalierende DNA- bzw. RNA-Farbstoffe,
Proteinfarbung, Lebend-Tot-Unterscheidung, fluoreszenzmarkierte Antikdrper bis hin zu
Enzymassays mit fluorogenem Substrat. Uber die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)
steht auRerdem das Tor zur schnellen genotypischen Charakterisierung offen.

Zahlreiche marine Studien wurden mit DurchfluBzytometern unternommen, die an Bord von
Forschungsschiffen mikrobielle Lebensgemeinschaften auf DNA-Gehalt, Groéfe und
Autofluoreszenz (Li, 1989, Li and Dickie, 1991, Li et al., 1993, Olson et al., 1985) ebenso
wie die Primérproduktion untersuchten (Li, 1994). Bei der Entwicklung der



Verdlnnungskultur wurde die Wachstumskontrolle durchfluRzytometrisch durchgefihrt
(Button et al., 1993, Schut et al., 1993).
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Abbildung A.1: Vereinfachtes Schema zur Funktion eines Durchfluizytometers, (nach Dean, 1990, veréndert).
Die Probe wird von einer Mantelstromflissigkeit eingehtllt. Die in der Probe enthaltenen Zellen werden in der
Mitte des Stroms fokussiert und verlassen so einzeln die Diise in einem Wasserstrahl. Die Zellen passieren die
Lichtquelle, und das von den Zellen emittierte bzw. gestreute Licht wird Uber optische Filter mit
Photomultipliern detektiert. Erflllt eine Zelle vorher festgelegte Bedingungen, kann sie aussortiert werden.
Durch hochfrequente Schwingungen bricht der Wasserstrahl zu Trépfchen ab, die, wenn sie die gewinschte
Zelle enthalten, aufgeladen und Uber elektrisch geladene Platten in Tropfchen abgelenkt werden. Alle tibrigen
Zellen werden im Abfall gesammelt.

Ein wichtiger technologischer Durchbruch in der Geschichte der Mikrobiologie ist die
Einflhrung der vergleichenden Analyse homologer Nukleinsduresequenzen. Erstmals war es
mdoglich, eine Systematik aufzubauen, die die tatsdchliche Evolution der Organismen

widerspiegelt. Ein besonders daftir geeignetes Molekul ist die ribosomale RNA, die in jedem



bekannten Organismus die gleiche Funktion erflllt und integraler Bestandteil jedes
Zellstoffwechsel bei der Proteinbiosynthese ist. Woese (Ludwig and Schleifer, 1994, Woese,
1987) konnte 1987 basierend auf ca. 500 rRNA-Sequenzen den ersten, umfassenden
phylogenetischen Baum des Lebens verdffentlichen, der klar die Bacteria, Archaea und
Eucarya in drei Reiche voneinander abgrenzte. Darauf aufbauend ist die in situ-
Hybridisierung entwickelt worden. Basis dafur sind phylogenetisch variable Bereiche der
ribosomalen RNA, komplementér zu denen kurze Oligonukleotide entwickelt werden kénnen,
die je nach Variabilitat der Zielsequenz eine breitere oder engere Spezifitat zeigen (Stahl and
Amann, 1991). Durch Verwendung von fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden kdnnen so
auf Einzelzellebene Organismen im weitgehend naturgetreuen Umfeld mikroskopisch
identifiziert werden (Amann et al., 1990, DeLong et al., 1989). Die natirliche Amplifikation
des Zielmolekdls, des Ribosoms, bewirkt ausreichend hohe Fluoreszenzsignale, die darlber
hinaus in bestimmten Grenzen auch Aufschlul3 Uber den physiologischen Zustand der
einzelnen Zelle gibt (Poulsen et al., 1993, Wallner and Amann, 1996). Mit dieser direkten
Nachweismethode konnte die Haufigkeit verschiedener Populationen in einer Vielzahl von

Habitaten gezahlt werden (Amann et al., 1995).

Amann und Mitarbeiter kombinierten die Vorteile der quantitativen und schnellen Analyse im
DurchfluBzytometer mit der in situ-Hybridisierung, um kultivierte Organismen zu
charakterisieren (Amann et al., 1990). Die Technik wurde von Wallner und Mitarbeitern
weiterentwickelt und fir die Analyse von Belebtschlamm-Organismen erfolgreich eingesetzt
(Wallner et al., 1993, Wallner et al., 1995). Aber auch nanoplanktonische Protisten (Lim et
al., 1993, Rice et al., 1997) und eukaryotisches Phytoplankton wurden inzwischen mit
fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden im DurchfluBzytometer nachgewiesen (Lange et
al., 1996, Simon et al., 1995).

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, dazu beizutragen, Mikroorganismen in komplexen
aquatischen Lebensgemeinschaften mit fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden schnell
und quantitativ durchfluBzytometrisch zu erfassen. Ein besonderer Schwerpunkt wurde auf
die Untersuchung von oligotrophen Habitaten gelegt. Da in diesen Proben niedrigere FISH-
Signalintensitaten erwartet wurden, sollten auch neue Farbstoffsysteme in Verbindung mit
spezifischen Oligonukleotidsonden getestet werden, um so die Detektion mdglichst vieler
Organismen zu erreichen. Ein weiterer Schwerpunkt wurde auf die Zugénglichkeit der 16S

ribosomalen RNA in der Zelle fur fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide gelegt, da oft



neuentwickelte, spezifische Sonden, vermutlich aufgrund sterischer Behinderung im
Ribosom, nicht an ihren Zielorganismus binden. Die Wahl der richtigen
Sondenbindungsregion ist besonders bei Zellen mit einem niedrigen Gehalt an Ribosomen
wichtig, um ein detektierbares Hybridisierungssignal zu erhalten. Die 16S-rRNA sollte mit
einem Satz an komplementaren, fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden schnell im
DurchfluBzytometer quantitativ auf die sondenvermittelte Fluoreszenzintensitat kartiert

werden.

In einem weiteren Projekt wurde die durchflul3zytometrische Sortierung getestet. Spezifisch
gefarbte Bakterien sollten nach Hybridisierung fur eine weitere phylogenetische Analyse aus
so komplexen Okosystemen wie z.B. Belebtschlamm, aussortiert werden. Mikroskopisch
konnte die Dominanz der B-Gruppe der Proteobacteria im Belebtschlamm (Manz et al.,
1992) wie auch in oligotrophen, limnischen Systemen eindrucksvoll gezeigt werden
(Glockner et al., in Vorbereitung ). Dies widersprach jedoch den Kultivierungsergebnissen,
bei denen Vertreter der y-Proteobakterien oft die hdufigste phylogenetische Gruppe stellten
(Wagner et al., 1993). Das Problem der Kultivierbarkeit bestimmter Mikroorganismen stellte
die Mikrobiologie vor neue Herausforderungen im Design von Medien und in der
Kultivierungsstrategie. Mit dem rRNA-Ansatz von Olsen und Mitarbeitern (Olsen et al.,
1986) konnte das Problem der Kultivierung z.T. umgangen werden. In einem ersten Schritt
isoliert man die gesamten Nukleinsauren einer Probe. Ublicherweise wird nach Amplifikation
der 16S-rDNA mittels PCR das PCR-Produkt in einen Vektor ligiert und kloniert. Klone mit
Insert konnen anschlielend mittels Membranhybridisierung mit spezifischen Sonden
vorcharakterisiert oder direkt sequenziert werden. Die erhaltenen Sequenzen werden mit einer
rRNA-Datenbank, wie z.B. RDP (Maidak et al., 1997), GenBank (Benson et al., 1994) oder
EBI (Emmert et al., 1994) abgeglichen. Durch vergleichende Sequenzanalyse wird die
phylogenetische Stellung der Organismen, von der die rDNA stammt, bestimmt. Wie bereits
oben beschrieben kénnen darliberhinaus spezifische, farbstoffmarkierte Oligonukleotidsonden
entwickelt werden, mit Hilfe derer man die zugehorigen Mikroorganismen im Originalhabitat
finden und lokalisieren kann. Dieser Ansatz trug entscheidend dazu bei, neue bisher nicht
kultivierbare Organismen phylogenetisch zu beschreiben und mittels FISH in Okosystemen
zu verfolgen. Unterschied Woese 1987 noch insgesamt 11 bakterielle Gruppen, so sind
inzwischen tber 40 phylogenetische distinkte Phyla bekannt, von denen 13 nur durch ihre
rRNA-Sequenz représentiert werden (Hugenholtz et al., 1998).



Mikroorganismen mit geringer Abundanz sind mit dem rRNA-Ansatz jedoch nur schwer zu
fassen. Statistisch gesehen miften tUber 100 Klone charakterisiert werden, um die Sequenz
eines Organismus mit einer Haufigkeit von 1% an der Gesamtpopulation zu erhalten. Effekte
wie nicht bindende Primer bei der PCR-Amplifikation (Glockner et al., in Vorbereitung),
ungleiche Amplifikationseffizienz bei verschiedenen Gruppen (Suzuki and Giovannoni, 1996)
und Operondiversitat innerhalb der gleichen Spezies (Nlbel et al., 1996) sind dabei noch gar
nicht berucksichtigt. Eine Losung des Problems ist die Anreicherung des gewiinschten
Zelltyps. Huber und Mitarbeitern (Huber et al., 1995) ist es gelungen, mit Hilfe einer
optischen ,,Pinzette* (Ashkin et al., 1987) einzelne Zellen einer Population von Archaea
auszusortieren, durch Kultivierung anzureichern und durch molekularbiologische

Untersuchungen ihre phylogenetische Stellung zu bestimmen.

DurchfluBzytometrie bietet mit der Analyse und gleichzeitigen Sortierung von einigen
tausend bis zehntausend Zellen ein wesentlich groReres Potential, definierte Zellpopulationen
auch ohne Kultivierung ausreichend fur eine Analyse mit dem rRNA-Ansatz anzureichern.
Die Diversitat der Probe kann so gezielt auf eine Gruppe von Organismen eingeschrankt
werden, die hochangereichert fir weitere Untersuchungen zur Verflgung steht. In einem
methodischen Ansatz wurde von Porter und Mitarbeitern die Wiederfindung von
antikorpermarkierten E. coli-Zellen aus Seeproben und gereinigtem Abwasser untersucht und
im DurchfluBzytometer auf Nahrbdden sortiert (Porter et al., 1993, Porter et al., 1995).
Johnson und Mitarbeiter (Johnson et al., 1995) reicherten antikdrpermarkierte
Cryptosporidium-Oocysten aus Wasserproben durch eine Sortierung im Durchflul3zytometer
an, um sie uber spezifische PCR-Amplifikation nachweisen zu kénnen. Aufgrund ihre stark
lichtbrechenden Magnetosomen konnten bisher nicht kultivierbare magnetotaktische
Bakterien aus Sediment isoliert und tber den rRNA-Ansatz beschrieben werden (Spring et al.,
1993, Wallner et al., 1997). Setzt man Oligonukleotidsonden unterschiedlicher Spezifitat ein,
kann man bereits auf phylogenetischer Ebene eine Vorauswahl treffen, und die Diversitat in
Richtung auf den gewiinschten Organismus einschranken. Dadurch kénnen Organismen mit
geringer Abundanz hoch angereichert werden und durch Sequenzanalyse auf phylogenetische
Zugehorigkeit untersucht werden. Ein FluBdiagramm soll dies naher verdeutlichen
(Abbildung A.2).
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Abbildung A.2: FluBdiagramm zur Charakterisierung von Umweltproben durch vergleichende rRNA-
Sequenzanalyse und Hybridisierung mit rRNA-gerichteten Oligonukleotidsonden. Grau eingefarbte Balken
reprasentieren die genetische Diversitéat der erhaltenen rDNA: hellgrau bei DNA-Extraktion, dunkelgrau bei
Sortierung im DurchfluBzytometer.

Eine Probe wird mit spezifischen, fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden hybridisiert
und die sondenpositiven Zellen im DurchfluBzytometer aussortiert (dunkelgraue
Schattierung). Gegenuber einer Gesamt-DNA-Extraktion (hellgraue Schattierung) verringert
sich die Diversitat enorm zugunsten der gewinschten Zellpopulation. Wére es moglich, direkt
aus sortierten Zellen die 16S-rDNA zu amplifizieren, konnte der Schritt einer DNA-
Extraktion entfallen. Der weitere Weg ist identisch mit dem ublichen rRNA-Ansatz: Nach
PCR-Amplifikation der rDNA, Klonierung und Sequenzierung kann man durch
Sequenzvergleich die phylogenetische Stellung der sortierten Zellen ermitteln und den
Organismus im urspringlichen Habitat durch in situ-Hybridisierung nachweisen. Dieser
Ansatz wére eine wichtige Ergdnzung zu bestehenden Techniken, kultivierungsunabhéngig

und gerichtet Mikroorganismen aus komplexen Lebensgemeinschaften zu charakterisieren.




Im Rahmen dieser Arbeit sollten die aktuellen Mdoglichkeiten der DurchfluRzytometrie zur
Unterstitzung des rRNA-Ansatzes Kkritisch untersucht werden und besonders die

Zuverléssigkeit und Reinheit der Sortierung bestimmt werden.



B. Material und Methoden

Zur Herstellung von Losungen und Puffern wurde Uber eine Reinstwasseranlage (Milli-Q-
Plus, Millipore, Eschborn, Deutschland) entsalztes und filtriertes Wasser (im folgenden als
H2Ogest bezeichnet) verwendet. Sdmtliche Chemikalien wurden, soweit nicht anders angeben,

in p.a. (pro analysi) Qualitét eingesetzt.

B.1 Organismen, Anzucht, Ernte, Proben

B.1.1 Referenzorganismen

Organismus Stamm Organismus Stamm
Acinetobacter calcoaceticus DSM 30006" Leptothrix cholodnii LMG 9467
Acinetobacter baumannii LMG 1041" Leptothrix discophora LMG 81417
Aeromonas hydrophila TUB 953 Microbacterium imperiale DSM 20530
Aguaspirillum metamorphum DSM 1837" Micrococcus kristinae ATCC 27570"
Bacillus subtilis DSM 402 Nocardia calcarea DSM 43065
Brevundimonas diminuta DSM 1635 Paracoccus denitrificans DSM 65"
Comamonas testosteroni DSM 50244" Rhodococcus rhodochrous DSM 43241
Cytophaga johnsonii LMG 1341 Sphaerotilus natans LMG 7172"
Cytophaga sp.* 02.11.DS22 Sphingomonas yanoikuyae LMG 112527
Enterobacter cloacae WS 1293 Thiomicrospira sp.? 1,5
Escherichia coli ATCC 11775" | Thiothrix nivea DSM 5205
Escherichia coli K12 DSM 30083" | Vibrio sp.* 12.9.1
Haliscomenobacter hydrossis DSM 1100" Zoogloea ramigera ATCC 25935

Tabelle B.1 DSM=Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig ATCC=American
Type Culture Collection, Rockville, MD, USA; TUM=Stammsammlung der TU Minchen, Lehrstuhl fur
Mikrobiologie, Minchen; LMG=Laboratorium voor Microbiologie, Universiteit Gent, Belgien;
TUB=Stammsammlung der Technischen Universitat Berlin, Berlin; WS=Sammlung des Instituts fur
Mikrobiologie, Forschungszentrum fiir Milch- und Lebensmittel, TU Miinchen, Freising-Weihenstephan; Isolate
wurden freundlicherweise von Fr. Heike Stiirmeyer(*) bzw. Herrn Thorsten Heidorn (%), Max-Planck-Institut fiir
marine Mikrobiologie, Bremen, zur Verfiigung gestellt.



Referenzorganismen wurden mit den in den betreffenden Katalogen der Stammsammlungen
angegebenen Nahrmedien unter den dort genannten Bedingungen kultiviert. Fir feste Medien
wurde jeweils 12 g Agar I"* (DIFCO Bacto®-Agar) hinzugegeben. Alle Medien wurden bei
121°C und 1,013 x 10° Pa Uberduck fiir 20 min autoklaviert.

Alle Organismen wurden nativ im Mikroskop bzw. durch FISH auf Reinheit Gberprift.

B.1.2 Bakterienanzucht

Aerobe Mikroorganismen wurden in Flussigkultur in Erlenmeyerkolben auf einem
Rundschdittler (Infors, Basel, Schweiz) oder auf festen Nahrmedien in Petrischalen bei der
jeweils angegebenen Temperatur angezogen. Die Anzucht anaerober Bakterien erfolgte in
einem Anaerobiertopf unter reduzierter Atmosphédre (BBL Gas-Pak, Becton Dickinson,
Mountain View, USA).

B.1.3 Probennahme

Bakterienkulturen. Aus Suspensionskulturen wurden 2 ml wahrend der logarithmischen
Wachstumsphase (optische Dichte ODgoo = 0,4 - 1,0) geerntet, um einen mdoglichst hohen
Ribosomengehalt pro Zelle zu gewahrleisten. Auf festen Medien gewachsene Zellen wurden
mit einem sterilen Spatel abgekratzt und in phosphatgepufferter Kochsalzlésung (1 x PBS:
130 mM NacCl, 10 mM Na,HPO,/NaH,PO,, pH 7,4) suspendiert. Nach Zentrifugation (4.000
X g, 4 min) wurde das Zellpellet in 1 ml 1 x PBS resuspendiert, erneut abzentrifugiert und in

200 pl 1 x PBS aufgenommen.

Belebtschlamm. Proben aus dem Belebungsbecken 1 der kommunalen Klaranlage Miinchen
1 GroBlappen (2 Millionen Einwohnergleichwerte) wurden mit einer 4%-igen
Paraformaldehydldsung (PFA) vorfixiert und im Labor mit 50% Ethanol endfixiert (siehe
B.2). Probennahme erfolgte am 25.8.1995.



Limnische Proben. Proben aus dem Nymphenburger Kanal (19.2.1997) und dem Piburger
See (24.2.1997) wurden auf Eis ins Labor transportiert und innerhalb von 2 h abfiltriert und
fixiert (siehe B.2.3)

Algenbegleitflora. Kommensalisch in einer Kultur der limnischen Alge Rhodomonas minuta
vorkommende Bakterien wurden wie unter B.2.3 beschrieben auf Filter fixiert. Die Filter mit
den bereits fixierten Bakterien wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Jakob Pernthaler zur

Verfligung gestellt.

B.1.4 Verdunnungskultur

Meerwasserproben wurden vor Helgoland, Station Kabeltonne, am 20.8.98 genommen. Durch
Filtration mit einem 0,8 um Polycarbonatfilter wurden Protozoen weitgehend abgetrennt.
Kontrollen wurden direkt mit Paraformaldehyd (3% Endkonzetration) fixiert (siehe B.2.1).
Die Filtration hat den Effekt, dafl durch Lyse von Teilen der filtrierten Organismen weitere
Nahrstoffe mobilisiert werden und ins Filtrat gelangen, die dann intakten filtrierten
Organismen zur Verfligung stehen. Es wurden keine weiteren Nahrstoffe zugesetzt. Das
Filtrat wurde 1:3, 1:10 und 1:100 mit sterilfiltriertem Meerwasser verdinnt, sowie unverdinnt
bei Raumtemperatur (RT) im Dunkeln inkubiert. Mit Ausnahme der 1:100 Verdinnung
wurden je zwei 1 | Schott-Flaschen angesetzt. In regelmaligen Abstdnden wurden aus jedem

Ansatz Proben genommen und fixiert.

B.2 Zellfixierung

B.2.1 Paraformaldehyd-Fixierung

Herstellung von 50 ml einer 4%-igen Paraformaldehyd -(PFA)- Losung:

e 2 g Paraformaldehyd in 30 ml H,Ogest auf 60°C erhitzten
e Losen durch Zugabe von einigen Tropfen 1 M NaOH
e 16,6 ml 3 x PBS (390 mM NaCl, 30 mM Na,HPO,/NaH,PO,4, pH 7,2 - 7,4) zugeben
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e mit HCl auf pH 7,2 eingestellen

e ad 50 ml mit HyOgest

o fertige PFA-L6sung sterilfiltrieren (Porengrofie 0,2 um, ,,Minisart®, Sartorius)
e im Dunkeln bei 4°C nicht langer als 24 h aufbewahren

Fur marine Proben wird PFA anstatt in PBS in 3,5%-iger NaCl-L&ésung gelost.

Durchfuhrung:

e 3 Teile PFA-L6sung und 1 Teil Zellsuspension gut mischen

e 30 min bei 4°C inkubieren

e 2 min abzentrifugieren bei 5.000 x g, Uberstand verwerfen

e Waschen mit 1 x PBS

o Zellpelletin 1 Teil 1 x PBS aufnehmen, sehr gut suspendieren
e Zugabe von 1 Teil eiskaltem, absolutem Ethanol, gut mischen
e Lagerung bei -20°C.

B.2.2 Ethanolfixierung

e Zellen ernten bei 5.000 x g, 2 min

e Uberstand verwerfen

e Zellpelletin 1 x PBS aufnehmen

e Zugabe von 1 Teil eiskaltem, absolutem Ethanol
e Lagerung erfolgt bei -20°C.

B.2.3 Membranfiltration fur die in situ-Hybridisierung

Materialien:

Das Vakuumfiltrationsgerdt (Schleicher & Schuell) besteht aus Filteraufsatz (60 ml),
Glasfritte fiir Filter mit & 25 mm (Filterflache 3,1 cm?), Filterhalter, 250 ml Saugflasche von
Schott und einer Vakuumpumpe Sartorius, Typ Nr. 16692. Die Absaugvorrichtung besteht
aus einer Membranvakuumpumpe (Vakuubrand Typ MZ 2C, 1,7 m°h™) und einem
Steuergerat (Vakuubrand Typ CVC 2) mit elektromagnetischem Saugleitungsventil, geeignet
fur eine Zweipunktkontrolle der Saugleistung.
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Durchflhrung:

Auflegen eines Cellulosenitrat-Stutzfilters (Sartorius, 0,45 um, & 25 mm) auf den feuchten
Filterhalter (dadurch wird der Abscheidefilter durch das Vakuum nicht aufgeworfen)
WeiRe, ungeférbte Polycarbonatfilter (0,2 um Porenweite, Typ GTTP 2500, & 25 mm,
Millipore) mit der glanzenden Seite nach oben auf den Stutzfilter legen

Aufsetzen und Arretieren des Filteraufsatzes

Zellsuspension (Umweltprobe) in den Filteraufsatz einfiillen und mit einem Unterdruck
von 1 — 2 x 10° Pa langsam auf den Polycarbonatfilter saugen

Uberschichten des Filters im Filterturm mit 3 ml 4% PFA-L6sung und 30 min bei RT
fixieren, Filteraufsatz abgedecken (um Kontaminationen mit Luftkeimen zu vermeiden)
PFA-L6sung durchsaugen

Waschen mit 2 ml 1 x PBS und 2 ml HyOgest

Filter dem Filterturm entnehmen und auf Filterpapier trocknen

Lagerung der Filter bei -20°C in Petrischalen

B.3 Membranfiltration zur Gesamtzellzahlbestimmung

Materialien:

Filterturm wie unter B.2.3 beschrieben

Durchfuhrung:

Abflammen des Filterturmes

Cellulosenitrat Stutzfilter (Sartorius, 0,45 um, & 25 mm) auf die feuchte Glasfritte legen
Irgalan-Schwarz-gefarbte Polycarbonatfilter (0,2 um Porenweite, Millipore) mit der
glanzenden Seite nach oben auf den Stitzfilter legen

Aufsetzen des Filterturmes

5 pl Zellsuspension mit 100 pl HyOgest und 50 pl DAPI-Losung. (1ug ml™) versetzen
Inkubation im Dunkeln fir mindestens 15 min bei RT

Bei abgeschaltetem Vakuum 2 ml H,Ogest im Filterturm vorgelegen und die Zellsuspension
dazugegeben

Inkubations-ERG mit 1 ml H;Ogest Nochmal spiilen und ebenfalls in den Filterturm geben
Anlegen von ca. 2 x 10° Pa Unterduck fiir ca. 10 min

Trocknen des Filters auf Whatman-Papier (Whatman, England) in einer Petrischale im
Dunkeln

Einbetten des Filters auf einem Objekttrager in Citifluor AF1-PBS-Glycerin-Ldsung
(Citifluor, Canterbury, UK) (siehe B.6.8)

Auszahlen von 10 Zahlfeldern bei 1000-facher VergroRerung mit einem Z&hlokular (Zeiss,
Oberkochen)
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Die Berechnung der Gesamtzellzahl pro Milliliter (GKZ ml™) ergibt sich nach der Formel:

GKZ mlt = (Zellzahl pro Zahlfeld - Nullprobe) x (effektive Membranfilterflache /
Zahlfeldflache) x Verdiinnungsfaktor

B.4 Sondenmarkierung mit Peroxidase nach (Urdea et al., 1988)

B.4.1 Aktivierung des Oligonukleotids

e 100 pg Oligonukleotid werden in Vakuum eingetrocknet und in 50 pl Natriumboratpuffer
(0,2 M Natriumborat, pH 9,2) aufgenommen
e Aktivierung des Oligonukleotids:
— 10 mg Paraphenylendiisothiocyanat (DITC, Sigma) in 500 pl Dimethylformamid

(DMF, Merck) l6sen und zum Oligonukleotid pipettieren
— 1 h bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren

e Entfernung von uberschussigem DITC durch Butanol-Extraktion:
5 ml n-Butanol (Merck) und 3 ml H,Ogest in ein Corex-Rohrchen vorlegen

— Reaktionsansatz einspritzen und ausschitteln
— 10 min bei 5000 x g zentrifugieren (Sorvall RC2-B, Rotor SS34)

— Verwerfen der oberen Butanolphase

Fur weiteren Extraktionsschritt nochmals 5 ml Butanol zugeben

Es folgen solange weitere Extraktionsschritte mit sukzessive reduzierten
Butanolmengen, bis das VVolumen der wassrigen Phase auf ca. 50 - 100 ul eingeengt ist.
Neben DITC l6st sich auch Wasser im Butanol, sodal das Volumen der wassrigen
Phase um jeweils ein Viertel des verwendeten Butanolvolumens abnimmt. Oft kann ab
dem dritten Extraktionsschritt vom Corex-Réhrchen auf ein ERG gewechselt werden.
Das Volumen an zugegebenem Butanol wird entsprechend reduziert.

— Abdampfen letzter Butanolreste fiir ca. 30 min. durch Trocknen in der

Vakuumzentrifuge (Speed Vac, Bachofer)
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e 10 mg Meerettichperoxidase (Boehringer, Mannheim) in 100 pl Natriumboratpuffer 16sen
und zum aktivierten Oligonukleotid geben
e Ansatz tGber Nacht im Dunklen bei Raumtemperatur inkubieren

B.4.2 Abtrennung des markierten Oligonukleotids vom unmarkierten Oligonukleotid
durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Materialien

o Elektrophoreseapparatur (Hoefer SE400, Hoefer Scientific Instruments)
e Acrylamidstammldsung (7,5% (w/v))

Acrylamid 7,125¢g
Bisacrylamid 0,375¢g
10xNN-Puffer 10 ml
H2Ogest ad 100 ml

o 10%ige Ammoniumperoxodisulfat-(APS)-Losung (Merck)
o Auftragspuffer: 20%ige Saccharoselosung (sterilfiltriert)
e 10 x No Name Puffer (NN-Puffer); Gebrauchsldsung 1:10 verdiinnen

Tris(hydroxymethyl)- 162,09
aminomethan (Tris)
Borsaure 27549
Ethylendiamin- 10,3 ¢
tetraacetat (EDTA)
H2Ogest ad 1000 ml
e TE-Puffer
Tris/HCI 10 mM
EDTA 1mM

pH 7.2, autoklavieren
e N,N,N',N'-Tetramethylendiamin (TEMED, Serva)

e Blockgellésung

Acrylamid- 5 mi
stammlésung

APS-L6sung 70 pl
TEMED 0u
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e Trenngelldsung

Acrylamid- 45 ml

stammlésung

APS-L6sung 360 pl

TEMED 36 pl
Durchfihrung

Das Gel wird zwischen zwei durch Abstandhalter (Spacer) getrennte Glasplatten in einer
senkrecht stehenden Elektrophoreseapparatur gegossen

e Giellen des Blockgels als Auslaufschutz

e 10 min polymerisieren lassen

e Trenngel gieRen und Auftragskamm einstecken

e 1 h polymerisieren lassen

e Kamm aus dem Gel ziehen

o In beide Pufferkammern je 250 ml 1 x NN-Puffer als Laufpuffer einfillen

e Geltaschen durch grundliches Spiilen mit 1 x NN-Puffer von Gelresten befreien

e Gesamten Reaktionsansatz mit 80 pl Auftragspuffer mischen und in die Geltaschen
pipettieren

e Gellauf bei 4°C und einer Spannung von 100 V fir ca. 2 h

Die thermische Belastung wird dadurch geringer gehalten als bei den sonst blichen PAGE,

die bei RT und bei Spannungen bis zu 400 V gefahren werden.

Wenn die untere, bréunliche Bande 1-2 cm in das Gel eingewandert ist, wird die

Elektrophorese abgebrochen.

o Gel aus der Apparatur nehmen, in Frischhalte-Folie einschlagen und auf eine F254-
Dinnschichtplatte mit fluoreszierender Beschichtung legen.

Mit Hilfe einer UV-Handlampe (254nm, Bachofer) konnen die Banden der markierten und
unmarkierten  Oligonukleotide durch  Schattenbildung auf der weil3-leuchtenden
Dinnschichtplatte sichtbar gemacht werden. Das unmarkierte Oligonukleotid befindet sich
dabei weiter unten in Laufrichtung des Gels. Durch Vergleich der beiden Banden kann grob
die Markierungseffizienz abgeschatzt werden. Zur Dokumentation werden die beiden Banden

auf Folie aufgezeichnet.

¢ Bande des markierten Oligonukleotids mit steriler Rasierklinge ausschneiden
o Gelstlck in steriles ERG tberfiihren
e Zerkleinern des Gels mit einer sterilen, zugeschmolzenen 1 mi-Einmal-Pipettenspitze
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e Zweimalige Elution des Oligonukleotids mit 2 ml sterilem HyOgest im Schuttler bei 4°C
— 1.Elution1h

— 2. Elution 12 h

e Eluate vereinigen (ca. 2-4 ml)
e Konzentration der Eluate in Centrikon 30 - Konzentratoren (Amicon):
— Zusammenbau der Centrikon-Rohrchen nach Angaben des Herstellers

— auftragen von 2 ml Eluat auf den Konzentrator

— fir 15 - 30 min (je nach Fullmenge) bei 5000 x g zentrifugieren (Sorvall RC2-B,
Rotor SS34)

— Vorgang solange wiederholen, bis die Proben auf ein Endvolumen von etwa 100 pl
aufkonzentriert sind

e 5 pl dieser Sonden-Stammldsung in einem Bereich von 230 - 480 nm photometrisch
vermessen (Beckman DU 650 Spektralphotometer)

Bei optimaler Markierung des Oligonukleotids gibt es zwei Absorptionsmaxima. Enzym und
Oligonukleotid rufen zusammen einen Peak bei 260 nm hevor. Die Peroxidase besitzt dartiber
hinaus ein weiteres Absorptionsmaximum bei 404 nm. Bei einer guten 1:1 Markierung sollte
das Verhaltnis der Absorptionsmaxima 260 nm zu 404 nm ca. 3:1 sein. Absorption [E] (oder
auch optische Dichte, OD) und molarer Extinktionskoeffizient [€] sind nach Lambert-Beer (E
=c x d x ¢ ; ¢ = Konzentration der Losung; d = Schichtdicke der Kiivette) direkt proportional.
Fiir ein 18mer mit einem durchschnittlichen Extinktionskoeffizienten & = 11,2 cm? umol™ pro
Nukleotid ergibt sich ein Gesamtextinktionskoeffizient von 201,6 cm? pmol™. Fir die
Peroxidase wird ein Wert von 80 cm’ pmol® angenommen. Geht man von diesen
Extinktionskoeffizienten aus, so ergibt sich ein Verhaltnis von Enzym zu Oligonukleotid von
nur 2,5. Da das Absorptionsmaximum bei 260 nm anteilig sowohl vom Enzym wie
Oligonukleotid herriihrt, mu3 also ein Korrekturfaktor k = 0,276 zur Berechnung der

Sondenkonzentration berlcksichtigt werden:
OD260 nm= OD260 nm (gemessen) - ODgo4 nm (gemessen) x k
Nach dieser Korrektur gilt:

1 OD0 nm = 20 pg ml™ DNA (Oligonukleotid)

e Stammlésung aliquotieren und bei - 20°C lagern
e Arbeitslésungen auf 50 ng pl™ verdiinnen und bei 4°C lagern
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B.5 Entwicklung von Oligonukleotidsonden fir die 16S-rRNA von
Escherichia coli DSM 30083"

Oligonukleotidsonden wurden komplementér zur Sequenz von E. coli K12 DSM 30083 in
zwei Satzen entwickelt. Die Sonden innerhalb eines Satzes stof3en direkt aneinander, wahrend
die zwei Satze um 5-13 Nukelotide gegeneinander verschoben sind. Der erste Satz zielt auf
die komplette 16S-rRNA von Position 1 bis 1542, der zweite ist komplementér zu Position 13
bis 1535.

Sonden spezifisch fur Mikroheterogenitaten zwischen den 16S-rRNA Operons rrnH
(European Molecular Biology Laboratory (EMBL)-Datenbank-Nr.: D12649, D15061), rrnG
(V00348), rrnD (M24911), rrnA (M87049), rrB (J01695), rrnE (U00006), rrnC (L10328)
im E. coli K12 — Stamm wurden basierend auf den EMBL-Sequenzen entwickelt. Die Lange
der Sonden betrug standardmaRig 18 Nukleotide. Uberschritt der theoretische Schmelzpunkt
(Dissoziationstemperatur T4 = (4 o (G+C) + 2 o (A+T)) (Suggs et al., 1981) 60°C oder
unterschritt er 48°C, wurde die Sonden entsprechend gekirzt bzw. verlangert. Alle

Sondensequenzen und Zielregionen sind in Tabelle F.1 im Anhang aufgelistet.

B.6 In situ-Hybridisierung mit fluoreszenzmarkierten

Oligonukleotidsonden

B.6.1 Sondenmarkierung und Qualitatskontrolle

Alle Sonden wurden entweder von MWG-Biotech (Ebersberg) oder von Interactiva GmbH
(Ulm) synthetisiert, am 5°-Ende im letzten Schritt der Festphasen-Synthese markiert und

anschlieBend HPLC-gereinigt. Da die Markierungsqualitat entscheidenden Einflul auf die
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Sondenfluoreszenz hat, wurde von jeder Sonde ein Aliquot im Spektralphotometer (Shimadzu
UV-1202, Duisburg, bzw. Beckman DU 650 Spektralphotometer, Minchen) vermessen und
die Absorptionsmaxima von Farbstoff (Aramsorr) und Oligonukleotid  (Aoiige=260nm)
bestimmt. Falls die Sonde stochiometrisch richtig markiert wurde, sollte nach dem Lambert-
Beer-Gesetz das Verhéltnis der Absorptionsmaxima Farbstoff zu Oligonukleotid gleich dem
Verhaltnis der molaren Extinktionskoeffizienten (¢) von Farbstoff und Oligonukleotid sein.
Der molare Extinktionskoeffizient eines Oligonukleotids eoiigo kann aus den e seiner
Nukleotide aufsummiert werden (dATP = 15.400 cm™ mol™, dCTP = 7.300 cm™ mol™, dGTP
= 11.700 cm™ mol™, dTTP = 8.800 cm™ mol™) (Sambrook et al., 1989). Ist der molare
Extinktionskoeffizient eramstorr des Farbstoffes bekannt, kann die Qualitét der Markierung als

Faktor k nach folgender Formel berechnet werden:

(8 Oligo e Farbstoff)

(A Oligo A Farbstoff)

Werte von k < 1 lassen auf unvollstdndige Markierung schlieBen, wahrend k > 1 auf
uberschussigen Farbstoff hindeutet, der méglicherweise frei vorliegt. Da die Aufsummierung
der ¢ der einzelnen Nukleotide nur eine Abschétzung darstellt, sind Sonden mit k-Werten
zwischen 0,7 und 1,3 als einfach-markiert angesehen und akzeptiert worden. Die
Konzentration der fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden wurde nach folgender
Gleichung berechnet:

1 ODag0= 20 pg mlI™ DNA (Oligonukleotid)

Die markierten Sonden wurden in H,Ogest Vermessen und auf eine Konzentration von 50 ng
ul™  eingestellt und aliquotiert. FLUOS-markierte Sonden missen aufgrund ihres
Fluoreszenzoptimums im Alkalischen mit Carbonatpuffer (1 M NaHCO3, 1 M Na,COs, pH
9,0) vermessen werden. Aliquotierung und Lagerung erfolgt in HyOgest.

B.6.2 Charakteristika der eingesetzten Sonden

Alle gruppen- und gattungsspezifischen fluoreszenzmarkierte Oligonukleotidsonden, die in

dieser Arbeit verwendet wurden, sind in Tabelle B.2 aufgelistet.
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Sonde Zielorganismen Sequenz (5’ - 3) Bindungs- Form- Quelle
stelle'  amid [%]°
ARCH915 Archaea GTGCTCCCCCGCCAATTCCT 16S, 35 (Stahl and
915-935 Amann, 1991)
BET42a B-Gruppe der GCCTTCCCACTTCGTTT 23S, 35 (Manz et al.,
Proteobacteria 1027-1043 1992)
GAM42a y-Gruppe der GCCTTCCCACATCGTTT 23S, 35 (Manz et al.,
Proteobacteria 1027-1043 1992)
EUB338 Bacteria GCTGCCTCCCGTAGGAGT 16S, 0 (Amann et al.,
338-355 1990)
NON338 Negativ-Kontrolle ACTCCTACGGGAGGCAGC - 0 (Wallner et al.,
1993)
EUK516 Eucarya ACCAGACTTGCCCTCC 16S, 0 (Amann, 1995)
502-516
ACA23a Acinetobacter spp. ATCCTCTCCCATACTCTA 16S, 35 (Wagner et al.,
652-669 1994)
LDI23a Leptothrix spp. und CTCTGCCGCACTCCAGCT 16S, 35 (Wagner et al.,
andere B1- Gruppen 649-666 1994)
der Proteobacteria
CF319a Cytophaga, TGGTCCGTGTCTCAGTAC 16S, 20 (Manz et al.,
FIavobactgrium, 319-336 1994)
Bacteroides
SGR1425 Flexibacter spp. GTCACCATCTTCAGGCAC 16S, 20 (Snaidr, 1997)
Haliscomenobacter 1425-1442

hydrossis
Saprospira grandis

Tabelle B.2: Charakteristika der eingesetzten Sonden; ' Bindungsstelle an der rRNA, Nummerierung nach

(Brosius et al., 1981); 2 Prozent Formamid im Hybridisierungspuffer

B.6.3 Hybridisierung auf Objektragern

Beschichtung der Objektrager mit Gelatine

Ldsungen

Teflonbeschichtete Objektrager (OT) (6 Aussparungen; Paul Marienfeld) grindlich mit

Spulmittel entfetten und waschen und maéglichst staubfrei trocknen

Gelatinelosung (0,1% (w/v) Gelatine (Sigma), 0,01% (w/v) Kaliumchromsulfat); zum
Losen auf 60°C erhitzen

OT langsam in die noch warme Gelatineldsung tauchen

ca. 3 h bei RT an einem staubarmen Ort trocknen

e 0,5M EDTA-L06sung; pH 8,0; autoklaviert
e 10% Natriumdodecylsulfat-(SDS)-L6sung (w/v); sterilfiltriert
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e 1 M Tris-HCI-L6sung; pH 7,2-7,4; autoklaviert
e 5 M NaCl-Lésung; autoklaviert

Hybridisierungen mit fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden wurden bei einer Temperatur

von 46°C durchgefihrt und bei einer Temperatur von 48°C gewaschen.

Standardpuffer fur Hybridisierungen:

NaCl 0,9 M
Tris-HCI (pH 7,2) 20 mM
SDS 0,01%

Zum Standardhybridisierungspuffer wurden vor der Hybridisierung Sonden zu einer
Endkonzentration zwischen 1 — 5 ng pl™ zugemischt. Der folgende Waschschritt erfolgte im
Standardhybridisierungspuffer. Je nach bendtigter Stringenz wird der
Standardhybridisierungspuffer durch Zugabe von Formamid (Merck) in unterschiedlichen

Konzentrationen modifiziert (siehe Tabelle B.2).

Waschen ohne Formamid

Um grolRe Abfallmengen an Formamid zu vermeiden, kann die identische Stringenz durch
Variation der NaCl-Konzentration eingestellt werden. Die Berechnung der hier angegebenen
Konzentrationen an NaCl erfolgte mit der Formel (hergeleitet aus Lathe, 1985):
M
M, = A#d
1010

In dieser Formel ist M, die Konzentration an Na'-lonen im Waschpuffer und M; die Na'-
Konzentration im Hybridisierungspuffer. ATy errechnet sich aus der Konzentration des
Formamids im Hybridisierungspuffer; dabei wird 1% Formamid einer Verdnderung in der
Dissoziationstemperatur (T4) von DNA/RNA-Hybriden von 0,5°C gleichgesetzt.

Bei geringen NaCl-Konzentrationen ist eine Zugabe von EDTA-LGsung bis zu einer
Endkonzentration von 5 mM im Waschpuffer notig, da bereits Spuren zweiwertiger Kationen
durch ihre starke Hybridstabilisierung die Stringenz beeinflussen kénnen.
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Waschpuffer ohne Formamid

1 M Tris-HCI (pH 8,0) 1000 pl
5 M NacCl y ul
0,5 M EDTA (ab 20% FA) 500 pl
10% SDS 50 pl

ad 50 ml H,O

Die  NaCl-Konzentration ist abhingig von der Formamidkonzentration im
Hybridisierungspuffer. Aufschlul? Gber die entsprechenden Kombinationen gibt Tabelle F.2
im Anhang.

Durchfuhrung:

o Fixierte Zellsuspension in Aussparungen der beschichteten OT pipettieren (je nach
Zelldichte 5 - 30 pl) und bei 46°C trocken

e Zur Dehydratisierung und Nachfixierung der Zellen die OT fiir jeweils 3 min in 50%, 80%
und absolutem Ethanol tauchen und trocken lassen

e Hybridisierungspuffer mit markiertem Oligonukleotid 10:1 mischen

e Auf jedes Feld 10 pl Sonden-Hybridisierungspuffergemisch pipettieren

e 50 ml-Réhrchen (Greiner) mit Zellstoff auslegen und mit 2 ml Hybridisierungspuffer
befeuchten

e OT in das Rohrchen stecken und mit einem Schraubdeckel verschlieRen

Die Hybridisierung wird in dieser feuchten Kammer durchgefiihrt, um ein Verdampfen der

geringen Menge an Hybridisierungspuffer zu vermeiden.

e OT fur 1,5 h bei 46°C hybridisieren

e OT sofort mit ca. 5 ml 48°C warmem Waschpuffer vorsichtig abspulen und in ein mit
Waschpuffer gefilltes Réhrchen gleicher Temperatur tberfihren

e 15 min bei 48°C inkubieren

e OT vorsichtig mit HyOgest Splilen und lufttrocknen

e Optional: mit 10 pl einer 1 pg mI™-DAPI-Ldsung fiir 10 min im Dunkeln farben,
abwaschen und im Dunkeln trocknen lassen

e Trockene OT in Citifluor einbetten und unter dem Fluoreszenzmikroskop auswerten (siehe
B.6.8).
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B.6.4 Hybridisierung auf Polycarbonatfiltern

Bei Hybridisierung von Wasserproben auf Filtern wurden ausschlieBlich Cy3 markierte
Sonden verwendet, da dieser Farbstoff in Kombination mit dem entsprechenden ,high

quality“- Epifluoreszenz-Filtersatz hellere Signale liefert.

Ldsungen:

Die Losungen entsprachen den bei der Hybridisierung auf OT verwendeten (siehe B.6.3).

e Hybridisierungspuffer mit Sondenarbeitsldsung (50 ng pl™) im Verhaltnis 10:1 mischen
e DAPI - Lésung (Sigma): 1 pg mI™ in HyOgest

Durchfuhrung:

Der Grundablauf entspricht dem der Hybridisierung auf OT. Die Filter werden wie unter

B.2.3 beschrieben mit Mikroorganismen beschichtet.

e Polycarbonatfilter mit einer sterilen Rasierklinge vierteln

o Filterviertel mit der Pinzette auf einen Glas-OT (76 x 26 mm, geschnitten, Menzel) legen
und mit 20 pl Hybridisierungspuffer-Sondengemisch gleichméaRig tiberschichten

e Hybridisierung in der feuchten Kammer bei 46°C (siehe B.6.3)

e Zum Waschen Filterviertel in den Waschpuffer geben

o Filterviertel aus dem Waschpuffer nehmen und auf Filterpapier trocknen

e Getrocknetes Filterviertel auf OT legen

e mit 50 pl DAPI - Lésung uberschichten und 3 min bei RT im Dunkeln farben

e Anschlielend das Filterviertel in H,Ogest Waschen und auf Filterpapier trocknen

o Filter einbetten in Citifluor und im Epifluoreszenzmikroskop auswerten (siehe B.6.8).

Resuspendierung fur Durchflu3zytometrie

o Filter nach dem Waschen nicht trocknen, sondern feucht in Streifen schneiden
e Streifen in ein ERG mit 300pl eiskaltem PBS geben und ca. 5 min vortexen
e Suspension mit DAPI-Lésung versetzen (1pug ml™ Endkonzentration) und analysieren

B.6.5 Hybridisierung in Suspension fir die Durchfluzytometrie

e Fixierte Zellen (10°-10°, je nach Zelldichte) in einem ERG mit 100 pl vorgewarmten
Hybridisierungspuffer vermischen
e Zugabe von 1-5 ng pl™* (Endkonzentration) fluoreszenzmarkierter Oligonukleotidsonde
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e 2 h Inkubation in einem Warmeschrank bei 46°

e Zellen bei 4.000 x g 2 min abzentrifugieren

e in 100 pl Hybridisierungspuffer fir 30 min bei 46° waschen

e Zellen bei 4.000 x g 2 min abzentrifugieren und in 1 x PBS resuspendieren

e Optional: Zugabe einer DAPI-L8sung bis zur Endkonzentration von 1 pg ml™ bzw.
HOECHST33342-Lésung in einer Verdiinnung von 1 x 10° der Originallésung (Molecular
Probes, Konzentration vom Hersteller nicht angegeben).

Nach Hybridisierung mit FLUOS-markierten Oligonukleotidsonden wurden die geféarbten

Zellen in 1 x PBS, pH 8,4, aufgenommen, da das Fluoreszenzmaximum fir FLUOS pH-

abhangig und im alkalischen Bereich hoher ist. Die Proben wurden in Polystyren-Réhrchen

(12 x 75 mm; Becton-Dickinson, Heidelberg) umgefillt und auf Eis gelagert.

B.6.6 Hybridisierung mit Peroxidase-(POD)-markierten Oligonukleotiden auf
Polycarbonatfiltern

Material

e 5mg ml™ Lysozymlésung: Lysozm (108.000 U; Fluka, Buchs, Schweiz) in Lysozympuffer
I6sen (100 mM Tris/HCI, 50 mM EDTA, pH 8,0)

e Proteinase K — Losung: Proteinase K (0,01mg ml™; Boehringer Mannheim, Mannheim) in
TE-Puffer 16sen (10 mM Tris/HCI, 5 mM EDTA, 0,5% SDS, pH 7,8)

Durchfihrung

o Filter mit PFA-fixierten Zellen mit Lysozymldsung tberschichten

e bei 35°C fur 30 min in einer feuchten Kammer inkubieren

e in HyOgest Waschen

e mit Proteinase K — Loésung in feuchter Kammer fur 10-30 min inkubieren

e in HyOgest Waschen

¢ Inaktivierung der Enzyme durch eine aufsteigende Ethanol-Reihe (50%, 80%, 96% fir je 3
min)

o Filter auf Zellstoffpapier trocken

Hybridisierung

Wegen der Instabilitat des Enzyms bei Temperaturen tber 40°C wurden Hybridisierungen mit
POD-markierten Sonden bei 35°C durchgefiihrt. Um in etwa die gleichen Stringenzen wie bei
Hybridisierungen mit 46°C zu erhalten, wurden die Formamidkonzentrationen um 20%

erhoht. Dabei wird zugrunde gelegt, daB eine Erhéhung um 1% Formamid einer Erhdhung der
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Hybridisierungstemperatur um 0,5°C entspricht (Wahl et al., 1987). Um auRerdem
unspezifische Bindungen der Peroxidase zu verhindern, wurde dem Hybridisierungspuffer

20% Blocking Reagenz (Boehringer) zugegeben.

Im Waschpuffer wurde die Stringenz tber die Konzentration an Na*-lonen eingestellt. Der
Zusammenhang zwischen Formamidkonzentration im Hybridisierungspuffer und Na'-

Konzentration im Waschpuffer ist Tabelle F.3 im Anhang zu entnehmen.

Fur den Waschpuffer bei 35°C ist noch ein weiterer Umstand zu beriicksichtigen: da der
Waschschritt im allgemeinen etwas stringenter sein soll als die Hybridisierung, und dies in
diesem Fall nicht (iber eine héhere Temperatur erfolgt, wird die Na’-Konzentration im
Waschpuffer um einen etwa 3°C entsprechenden Wert abgesenkt. Dazu wird der anhand der

Formamidkonzentration errechnete ATg-Wert um 3°C erhoht.

Alle tbrigen Puffer sind identisch zu den in B.6.4 angefhrten

e Mischen der POD-markierten Sonde mit Hybridisierungspuffer im Verhaltnis 1:10

e Den Filter auf OT legen und mit Sonden-Puffer-Gemisch bedecken

e OT in einer feuchten Kammer mit Hybridisierungspuffer geben und fur 120 min bei 35°C
inkubieren

o Filter in vorgewarmten Waschpuffer fir 30 min bei 35°C waschen

e Filter nicht austrocknen lassen und wie unter B.6.7 beschrieben weiter behandeln.

B.6.7 Detektion mit TSA-Amplifikationskit

Materialien

TNT Puffer: 0,1 M Tris-HCI (pH 7.5) 0,15 M NaCl, 0,05% Tween® 20 (v/v)

TSA-Kit (DuPont)

Dextransulfatlosung: 40% (w/v) Dextransulfat (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) in H,O

TSA™-Direct-Kit von NEN™ Life Science Products (Boston, MA), enthélt:
Amplifikationsdiluent

Fluorochrom-Tyramid
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Die in den entsprechenden TSA™-Direct-Kits enthaltene Tyramide wurden in
entsprechenden Volumina Dimethylsulfoxid (Fluorescein-Tyramid) bzw. H,O (Cy3-Tyramid)

gelost.

Durchfihrung

e Filter in TNT Puffer fir 15 min bei RT equilibrieren

o Amplifikationsdiluent mit Fluorochrom-Tyramid im Verhaltnis 50:1 mischen
o Filter mit Substrat-Mix bedecken und 15 min bei RT im Dunkeln inkubieren
e in TNT-Puffer kurz spulen

e infrisches TNT Uberfuhren und bei 55°C fir 15 min sanft schitteln

o in HyOgest Splilen

Fur DurchfluBzytometrie in PBS resuspendieren, fur Mikroskopie trocken lassen und in
Citifluor einbetten (siehe B.6.8).

B.6.8 Auswertung mit dem Epifluoreszenzmikroskop

Materialien:

o Citifluor AF1 (Citifluor Ltd.)

o Epifluoreszenzmikroskop (Axioplan, Zeiss, Oberkochen)

¢ Plan-Neofluar Objektive (10-, 20-, 40-, und 100 fache VergréRerung)

e Kamera (MC 100, Zeiss)

e Filmmaterial: Kodak EES 1600 (farbiger Diafilm)

e OT mit fixierten und hybridisierten Zellen bzw. Filter (siehe B.6.3 und B.6.4)
o Filtersysteme:

Bezeichnung Anregung [nm] Farbteiler [nm] Emission [nm]  verwendbar fur

01 BP 365/12 FT 395 LP 397 DAPI
09 BP 470/40 FT 510 LP 520 FLUOS
15 BP 546/12 FT 580 LP 590 Cy3
HQ-Cy3 HQ 545/50 BP HQ 565 LP HQ 610/75 BP Cy3

Tabelle B.3: Fir die Epifluoreszenzmikroskopie verwendete Filtersatze (Carl Zeiss, Jena; HQ-Filtersatze tiber
AHF Analysentechnik, Tubingen). BP, Bandpafifilter; LP, LangpaRfilter; FT, Farbteiler; HQ, ,,High Quality*‘.
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Durchflhrung:

Zur Verzogerung von Ausbleicheffekten der Fluoreszenzfarbstoffe wird der Objekttréager
(gegebenenfalls mit Filter) in Citifluor AF1 eingebettet, mit einem Deckglas abgedeckt und
im Dunkeln unter dem Mikroskop ausgewertet. Die Dokumentation erfolgt mit Hilfe einer

Kamera mit automatischer Belichtungsmessung.

B.7 Durchflu3zytometrie

B.7.1 Begriffserklarung

DurchfluBzytometrie ist ein Verfahren, bei dem Zellen oder Partikel in einem dinnen
Flussigkeitsstrahl nach verschiedenen physikalischen und chemischen Parametern vermessen
werden konnen. Im nachfolgenden wird auf den géngigsten Typ, das DurchfluBzytometer mit

Streulicht- und Fluoreszenzmessung eingegangen.

B.7.2 Allgemeine Funktionsweise eines Durchfluf3zytometers

B.7.2.1 Hydrodynamische Fokussierung

Die in Flussigkeit vorliegende Probe wird tber eine sehr feine Nadel als Probenstrom in einer
Kammer in den sogenannten Mantelstrom injiziert (Abbildung B.1). Am Ende der Kammer
tritt der Flussigkeitsstrahl durch eine sich verjiingende Dise aus, wodurch der gesamte Strahl
auf Dusendurchmesser (zw. 50-400 um, je nach Duse) eingeengt wird. In dem Mal3e, wie sich
der Durchmesser des Mantelstroms in der Dise verjungt, wird auch der Probenstrom in der
Mitte des Mantelstroms zusammengedriickt. Durch diese sogenannte ,,hydrodynamische
Fokussierung” werden die Zellen vereinzelt und verlassen exakt im Zentrum des
Flussigkeitsstrahl ausgerichtet die Dlsendffnung. Die besondere Diisengeometrie erméglicht
eine laminare Stromung des Wasserstrahls, die wegen der hohen Geschwindigkeit (ca. 10 m

s™) bis tiber den Beobachtungspunkt stabil bleibt. Im Beobachtungspunkt treten die Zellen mit
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dem Anregungslicht in Wechselwirkung, bevor der Wasserstahl tiber eine Absaugvorrichtung

aufgefangen wird.

B.7.2.2 Lichtquelle

Als Lichtquellen kommen sowohl Quecksilberdampflampen als auch Laser zum Einsatz. Der
Vorteil von Lasern gegenuber Quecksilberdampflampen besteht darin, daf? sie sehr hohe
Anregungsintensitaten haben und der Lichtstrahl eng gebilindelt werden kann. Sie haben sehr
schmale Anregungsbereiche, die vom Lasertyp abhdangen. Der am hé&ufigsten eingesetzte
Lasertyp, der Argon-lonen-Laser, hat seine starkste Anregungslinien bei 514 nm (grun), 488
nm (blaugriin) und mehrere Linien im UV-Bereich. Daneben werden Argon-Krypton- ,

Helium-Neon- und neuerdings auch Dioden-gepumpte Festphasenlaser verwendet.

B.7.2.3 Parameter

Im Beobachtungspunkt trifft das Anregungslicht auf den Wasserstrahl. Passiert eine
fluoreszenzmarkierte Zelle den Beobachtungspunkt, emittiert sie zwei unterschiedliche Arten

von Licht.

Streulicht: Die Zellen streuen das Anregungslicht zu einem gewissen Prozentsatz, ohne es zu
absorbieren. Die Stdrke der Streuung und die Verteilung Uber verschiedene Streuwinkel
héangen ab von Grolke, Form, refraktivem Index und damit auch von der chemischen
Zusammensetzung der Zellen (Shapiro, 1995). In den meisten DurchfluRzytometern sind zwei
Streulicht-Detektoren installiert. Einer mit das Streulicht von sehr kleinen Winkeln (1-10°
Ablenkung von der Achse des Anregungslichtes), das sogenannte VVorwaértsstreulicht (forward
scatter, FSC). Das direkt einfallende Anregungslicht wird durch einen sogenannten
,»obscuration bar* abgedeckt. Ein zweiter Detektor mif3t das Streulicht, das im 90°-Winkel zur
Anregung reflektiert wird (side scatter, SSC). Wahrend das Vorwartsstreulicht vor allem mit
der GroRe der Zellen korreliert, kann das Seitwartsstreulicht dartiber hinaus Aufschlu® Gber
Oberflachenbeschaffenheit und innere Struktur der Zellen geben.
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Abbildung B.1: Schematischer Aufbau eines Durchfluzytometers mit zwei Lasern und Sortieroption.
Erlauterungen im Text.

Fluoreszenzlicht: Zellen, die z. B. mit einer fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonde
geférbt sind oder die zelleigene, stark autofluoreszierende Substanzen besitzen, absorbieren

Teile des Anregungslichts und emittieren langerwelliges Fluoreszenzlicht (Stokes’sche
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Verschiebung), gleichméaRig in alle Richtungen. Ublicherweise detektiert man die Fluoreszenz

im rechten Winkel zur Anregungsachse.

B.7.2.4 Aufnahme der Lichtsignale

Durch geeignete Spiegel- und Filtersysteme kdnnen die verschiedenen Arten Streu- bzw.
Fluoreszenzlicht aufgrund ihrer spektralen Unterschiede voneinander getrennt werden und
jeweils eigenen optischen Detektoren zugefilhrt werden. Ublicherweise werden
Photomultiplier verwendet, die eine hohe Empfindlichkeit und einen weiten dynamischen
Bereich besitzen. Diese wandeln optische in elektrische Signale um, die in Computersystemen
weiterverarbeitet, digitalisiert und gespeichert werden.

Zur Vermeidung von Hintergrundrauschen, muf} ein Schwellenwert (oder ,threshold®)
eingestellt werden. Erst wenn der in einem Parameter (Schwellenwertkanal) eingestellte
Mindestwert Uberschritten wird, werden auch die Signale aller anderen Parameter
aufgezeichnet. Um maglichst sensitiv zu messen, stellt man den Schwellenwert gewohnlich in
einem besonders rauscharmen Parameter ein. Rauschen kann viele Ursachen haben, z.B.
einfallendes Raumlicht, das in die PMT-R6hren gelangt, nicht gebundener Farbstoff, Debris

in der Probe oder Reflexionen an der Oberflache des Wasserstrahls.

Die aktuellen MeRBwerte kénnen wahrend der Analyse auf geréateeigene Oszillographen bzw.
am angeschlossenen Rechner ,,on-line* verfolgt werden. Man hat die Wahl zwischen
mehreren verschiedenen Darstellungsarten. Gebrauchlich sind die Darstellung der Ereignisse
als Pulshohe und als ,,dot-plot” im zweidimensionalen Koordinatensystem. In der ,,dot-plot*-
Darstellung entspricht jedes einzelne Ereignis einem einzelnen Punkt (,,dot*) im Diagramm.
Den Koordinatenachsen konnen beliebige Parameter zugeordnet werden. Auch statistische

Auswertungen sind in einem gewissen Rahmen ,,on-line* maglich.

B.7.2.5 Sortierung

Bei Durchflulzytometern mit Sortiereinrichtung wird die Duse in hochfrequente
Schwingungen versetzt, was dazu fuhrt, daB der Flussigkeitsstrahl nach dem
Beobachtungspunkt in feinste Tropfchen abreifdt. Bei einer hinreichend geringen
Zellkonzentration befindet sich hochstens eine Zelle in einem dieser Tropfchen, in den
meisten Tropfchen sind aber gar keine Zellen enthalten.
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Die Auswabhlkriterien fur eine Sortierung werden vorher im Analysenmodus durch das Setzen
sogenannter Fenster oder ,,gates” festgelegt. Dabei handelt es sich um die Verknipfung von
zwei oder mehreren Parametern, in denen je eine Ober- wie Untergrenze fiir die gewunschten
Zellen beschrieben wird. So entsteht ein enges Daten-“Fenster”, das die gewunschten

Zielzellen enthalt.

Passiert eine Zelle den Beobachtungspunkt, so werden ihre Eigenschaften gemessen und mit
den Werten, die durch die Auswahlfenster vorgegeben sind, verglichen. Nahert sich die Zelle
dem Tropfen-AbriBpunkt und hat sie die Kriterien des Fensters erfillt, so wird der
Flussigkeitsstrahl elektrisch aufgeladen. Ein Tropfchen bildet sich, umschlief3t die Zelle und
reilt ab. Nach dem Abri behalt das Tropfchen seine Ladung bei und wird durch die
Hochspannungsplatten in ein Sammelgefal abgelenkt. Der Wasserstrahl wird nach dem Abrif3

des Tropfchen mit der Zelle wieder entladen.

Es werden nur die im Fenster enthaltenen Zellen sortiert. Wird der gewiinschte Organismus
durch das Auswahlfenster nicht getroffen oder ist die Ausbeute schlecht, so kann das Fenster

beliebig verschoben werden, bis die richtige Population erfal3t wird.

Auf diese Weise konnen aus komplexen Mischpopulationen bestimmte Zelltypen aussortiert
und hoch angereichert werden und sind damit zuganglich fiir weitere molekularbiologische

Untersuchungen (Shapiro, 1995).

B.7.3 Gerat und Material

Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Messungen wurden an zwei
DurchfluBzytometern der Firma Becton Dickinson (Mountain View, USA), Modell ,,FACStar

Plus*“ durchgefiihrt. Unterschiede der beiden Gerate sind im einzelnen angefihrt.

B.7.3.1 Hydraulik

Mantelstromflussigkeit: HyOgest. zur reinen Analyse der Zellen. Zur Sortierung wurde 1:10
verdunnte, physiologische Kochsalzlésung (0,85% NaCl = 146,6 mM NaCl) bzw. 1:10
verdunntes 1 x PBS verwendet. Stérende Salze wurden so auf ein Minimum reduziert, da die

sortierten Zellen anschlieBend einer PCR-Amplifikation unterworfen wurden. Die
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Mantelstromflissigkeit wurde stets Uber einen Filter mit 0,2 um Porenweite (Sartorius)

partikelfrei gemacht.
Mantelstromdruck: 8,6 x 10° Pa

Uberdruck Probenstrom gegeniiber Mantelstrom: <6,9 — 13,8 x 10° Pa (entspricht ca. 0,1

ul min™)
Duse: Dusenéffnung 70 um im Durchmesser; Messung als ,,stream-in-air*

B.7.3.2 Laser

Will man nur mit einem Fluoreszenzfarbstoff farben, genugt ein Laser zur Anregung des
Farbstoffs. Fur Doppelfarbungen wird ein zweiter Laser zugeschaltet. Der zweite Laser hat
seinen Beobachtungspunkt ca. 170 pum stromabwaérts vom ersten Laser. Auf diese Weise ist es
mdglich, Fluoreszenzlicht aus den beiden Beobachtungspunkten raumlich getrennt auf je zwei
unterschiedliche Photomultiplier zu spiegeln. Fluoreszenz 1 und 2 (FL1 und FL2) stammen
dann vom ersten Laser, Fluoreszenz 3 und 4 (FL3 und FL4) vom zweiten. Das Licht flr beide

Streulichtmessungen stammt grundsatzlich vom ersten Laser.

Die Laser werden im FACStar Plus auf einen elliptischen Querschnitt mit einer H6he von ca.

3 um und einer Breite von ca. 40 um fokussiert.
Es wurden zwei Laserkonfigurationen verwendet:
Konfiguration 1:

Laser 1: Argon-lonen Laser (Innova70, Coherent, Palo Alto, USA) mit einer Gesamtleistung

von 5 W, auf 488 nm bzw. 514 nm justiert; meist auf 500 mW Leistung eingestellt;

Laser 2: Argon-lonen Laser (Innova70) mit einer Gesamtleistung von 4 W, auf UV -
Emmision (351,1 bis 363,8 nm) justiert; ca. 100 mW Leistung;

Konfiguration 2:

Laser 1: Argon-lonen Laser (Innova 90) mit einer Gesamtleistung von 5 W, auf UV -
Emission (351,1 bis 363,8 nm) justiert; ca. 130 mW Leistung;
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Laser 2: Dioden-gepumpter (Nd:YAG)-Festphasenlaser (DPSS532, Coherent, Palo Alto,
USA), 532 nm Emission, Leistung 200 mW,

B.7.3.3 Farbstoffe

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit folgenden Fluoreszenzfarbstoffen gearbeitet:

Farbstoff Absorption Emission  Quanten- Extintions-
(+/-10 nm) (+/-10nm)  Ausbeute Koeffizient
(mol™ cm™)
DNA Farbstoffe
DAPI 345 455 0,83" 120.000
Hoechst 33342 343 483 0,83" 120.000
Konjugierte Farbstoffe
CY3 512 / 552 565 0,15 150.000
Carboxy-Fluorescein (FLUOS) 494 518 n.b. 75.000
Alexa 488 491 515 n.b. 65.000
Alexa 532 523 548 n.b. 80.000
Alexa 546 553 569 n.b. 80.000

Tabelle B.4: Spektrale Eigenschaften aller verwendeten Farbtoffe; n.b.: nicht bekannt; * aus: (Melamed et al.,
1990); 2 Angabe des Herstellers (Amersham Life Sciences, Inc., Arlington Heights, USA) fiir Proteinkonjugate;

Alexa-Farbstoffe sind sulfonierte Rhodamin-Derivate von Molecular Probes (Eugene,
Oregon, USA); DAPI: 4',6-Diamidino-2-phenyl-indol-dihydrochlorid (Sigma, Deisenhofen,
FRG); HOECHST33342: (2°-(4-Ethoxyphenyl)-5-(4-methyl-1-piperazinyl)-2,5 -bi-1H-
benzimidazol) (Molecular Probes); FLUOS: 5,(6)-Carboxyfluorescein-N-
hydroxysuccinimidester (Boehringer Mannheim, Mannheim); CY3: 5,5"-Disulfo-1,1"-(y-
carbopentynyl)-3,3,3",3"-tetramethylindolocarbocyanin-N- hydroxysuccinimidester

(Amersham Life Sciences)

B.7.3.4 Optik

Photodetektoren: fur das Vorwartsstreulicht (FSC) kam sowohl eine Photodiode
(Konfiguration 1), als auch ein Photomultiplier (FSC-PMT) (Konfiguration 2) zum Einsatz;
die Empfindlichkeit der FSC-PMT kann Uber die angelegte Spannung reguliert werden, nicht
jedoch bei der Photodiode; um die FSC-PMT nicht durch zu hohe Lichtintensitaten zu

schadigen, wurde stets ein Graufilter eingeschoben (ND, neutral density; Schott, Mainz) und
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ein breiterer ,,obscuration bar* eingesetzt; fur alle anderen Parameter wie Seitwartsstreulicht

und Fluoreszenzlicht standen 5 Photomultiplier zur Verfligung (SSC, FL1-4).

Optische Filter: Vor den beiden Streulichtdetektoren wurden Bandpal3filter gesetzt, die nur
die Wellenldnge des Anregungslichtes durchlieen. Die Fluoreszenzdetektoren wurden mit
Filtern bestuckt, die nur das gegeniiber dem Anregungslicht langerwellige Fluoreszenzlicht

transmittierten. Die Charakteristika der eingesetzten Filter sind in Tabelle B.5 beschrieben.

Filterbezeichnung Art Hersteller Transmissions-
Grenzen (nm)

BP 363 /15 Bandpalifilter Zeiss" 355 -370
SP 375 Kurzpaffilter BD? <375

BD 424 DF 44 Bandpalf3filter BD 400 - 450
HQ 460 /50 Bandpalifilter Zeiss 435 — 485
BD 488 DF 10 Bandpalifilter BD 483 — 493
SS5100- 1 BandpaRfilter Schott® 500 — 520
BD 530 DF 30 Bandpal3filter BD 510 - 550
BD 575 DF 26 Bandpalifilter BD 560 - 590
BD 585 DF 42 Bandpalifilter BD 564 — 606
BP 600 Bandpalifilter Anders® 545 - 680

Tabelle B.5: Filtercharakteristika; Zeiss, Jena;?> BD = Becton Dickinson, Mountain View, USA;® Schott, Mainz;
* Gesellschaft fiir diinne Schichten mbH Dr. Hugo Anders, Nabburg;

B.7.3.5 Justierung

Die drei Achsen Anregungslicht, Flussigkeitstranl und Detektorsyteme missen im
Beobachtungspunkt exakt aufeinander abgestimmt sein. Die Grobeinstellung erfolgt mit
fluoreszierenden Standardkugelchen (,,Beads*) von 2,0 um Durchmesser, die eine konstante
Menge an Fluoreszenzfarbstoff tragen (Polysciences, Warrington, USA). Zur
Feinabstimmung setzt man 0,5 um groRe Beads ein. Ublicherweise verwendet man gelbgriin
fluoreszierende Beads, die Uber einen weiten Bereich anregbar sind. Die konstante
Fluoreszenz der Beads erlaubt eine interne Standardisierung der Proben, so dal auch zeitlich

weit auseinanderliegende Mefreihen miteinander vergleichbar sind.
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B.7.3.6 Typische MelRkonfigurationen

Fur die verschiedenen Kombinationen aus Farbstoffen und optischen Filtern wurden
verschiedene Laserleistungen bzw. Photomultiplierspannungen gewéhlt.  Typische
Einstellungen sind in Tabelle B.6 fur Konfiguration 1 und Tabelle B.7 fur Konfiguration 2

beschrieben.

Konfiguration 1

Farbstoff Anregung Filter fur PMT (V) fur | Filter fur Streulicht
(nm) (mw) Fluoreszenz Fluoreszenz
FLUOS 488 500 BD 530 DF 30 550 - 600 BD 488 DF 10
Cy3 514 1000 BD 575 DF 26 650 - 750 BD 530 DF (FSC)
SS 5100 - 1 (SSC)
DAPI uv 80 BD 424 DF 44 550 - 650 o
/HOECHST33342

Tabelle B.6:Filterkombinationen und Photomultiplier-Spannungen fiir Konfiguration 1; hellgrau: Laser 1;
dunkelgrau: Laser 2; * DAPI-Farbung wurde stets in Kombination mit einem weiteren Farbstoff eingesetzt und
Uber den zweiten Laser angeregt, steht damit nicht fur Streulichtmessungen zur Verfligung

Konfiguration 2

Farbstoff Anregung Filter fur PMT (V) fur | Filter fur Streulicht
(nm) (mw) Fluoreszenz Fluoreszenz

DAPI / uv 130 HQ 460/50 550 — 650 BP 363/15 (FSC)

HOECHST33342 HQ 360/40 (SSC)

SP 375 (FSC/SSC)
FLUOS /Alexa488 | 488 | 200500 | BD530DF 30 | 650-850 |BD 488 DF 10
Cy3/ Alexa 532/ 532 200 | BD585DF42 | 650850 |BD 530 DF
Al BP 600/ 120

Tabelle B.7: Filterkombinationen und Photomultiplier-Spannungen fiir Konfiguration 2; FSC-PMT
typischerweise 600-650V; hellgrau: Laser 1; dunkelgrau: Laser 2;

B.7.3.7 Analyse

Die Steuerung des Gerdts erfolgte Uber einen angeschlossenen Computer (PowerMac, bzw.

Hewlett Packard) mit graphischer Benutzeroberflache (CellQuest, bzw. Lysys, Becton
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Dickinson). Alle Parameter wurden als Pulshohen-Signale in einem vier Dekaden
umfassenden, logarithmischen MaRstab aufgezeichnet und als ,list mode” im FCS2.0 -
Format abgespeichert. ,,List mode* bedeutet, daR fur jeden Partikel die gemessenen Parameter
in Listenform abgespeichert werden. Die Daten wurden entweder direkt am Computer mit der
,»Cellquest“-Software ausgewertet oder durch das Progamm ,,FASTFILE" (Becton Dickinson)
auf ein IBM-kompatibles PC-System (bertragen. Dort wurden die Daten statistisch und
graphisch mit dem Software-Paket ,,DAS V4.35 (DAS = Data Analysis Software, Beisker,

1994) weitergehend ausgewertet.

B.7.4 Quantifizierung der Sondenfluoreszenz im Durchfluzytometer

Zellen wurden in logarithmischer Wachtstumsphase (ODgoonm ~ 0.5) geerntet, einmal in 1 x
PBS (pH 7.2) gewaschen und mit 4% PFA-L6sung fixiert.

Datenaufnahme und -verarbeitung. Pro Probe wurden 10,000 Ereignisse aufgezeichnet und
in einem Dotplot-Diagramm die Fluoreszenz gegen das Vorwaértsstreulicht aufgetragen. Die
zu messende Zellpopulation wurde durch ,,gating” ausgewahlt und die Sonden-vermittelte
Fluoreszenz als Median der Einzelwerte bestimmt. Die Fluoreszenz der Zellen wurde um die
Hintergrundfluoreszenz der Negativkontrollen Kkorrigiert und auf die Fluoreszenz von
Standardbeads korrigiert. Alle Werte wurden schlieBlich als Prozentwert der hellsten Sonde

ausgedriickt.

Die sondenvermittelte Fluoreszenz wurde jeweils in Triplikaten vermessen. Jedes Replikon
wurde unabhangig angesetzt und vermessen. Es wurden nur Triplikate mit einem

Variationskoeffizient (CV) von weniger als 10% akzeptiert.

Fur die Quantifizierung der fluoresceinmarkierten Oligonukleotidsonden fir Escherichia coli
16S-rRNA wurden zusétzlich alle Sonden in drei unabhangigen Experimenten in Triplikaten
vermessen, um téagliche Variationen in der Probenbereitung und die ,,Tagesform“ des
DurchfluBzytometers zu kompensieren. Die Mittelwerte aller drei Triplikat-Messungen sind
in Tabelle F.1 im Anhang aufgelistet. Es sind keine Standardabweichungen angegeben, da der

CV fir alle Messungen <10% war.
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B.7.5 Bestimmung relativer Haufigkeiten

Proben wurden mit dem DNA-Farbstoff DAPI bzw. HOECHST33342 gefarbt, um alle Zellen
vom Hintergrund zu diskriminieren. In einem DAPI-Vorwaértsstreulicht-Dotplot wurden alle
DAPI-positiven Zellen mit einem Fenster (,,Gate*) ausgewahlt und in einem weiteren Dotplot
die Sondenfluoreszenz gegen Vorwartsstreulicht aufgetragen. In diesem zweiten Dotplot
wurden nun alle sondenpositiven Zellen in einem Gate gezahlt. Wenn man die Zahlwerte der
DAPI-positiven mit denen der sondenpositiven Zellen ins Verhéltnis setzt, erhdlt man die

relative Haufigkeit ausgedriickt als Prozentwert von DAPI.

B.7.6 Bestimmung der Gesamtkeimzahl

Wegen der standig schwankenden Durchflulrate im DurchfluBzytometer kénnen keine
absoluten Volumina vermessen werden und damit die Zellkonzentration direkt bestimmt
werden. Abhilfe schafft die Messung eines internen Standards mit jeder Probe. Eine
Stammlosung an Standardkigelchen (Beads) wird mikroskopisch ausgezéhlt und die
Konzentration bestimmt. Man gibt die Beads-L6sung in einem definierten Volumen der Probe
zu, zahlt beide, Beads und Zellen, (siehe B.7.6) und rechnet so auf die Gesamtkeimzahl pro

ml der Probe zurick.

B.7.7 Sortieren

B.7.7.1 Justierung

Fur eine korrekte Sortierung sind weitere Justierungsschritte notwendig. Damit nicht das
falsche Tropfchen abgelenkt wird, mull der Zeitpunkt der Aufladung (drop delay), die
Tropfchenerzeugungsfrequenz (drop drive frequency, ddf) und die Anzahl der gleichzeitig
abgelenkten Tropfchen (deflected drops) aufeinander abgestimmt sein. Ubliche Einstellungen
fir den verwendeten FACStar Plus sind: ddf ~ 25 kHz (mit eingebautem Macro-Sort-Kopf,
Konfiguration 2) bzw. 27 kHz (ohne Macro-Sort-Kopf, Konfiguration 1); deflected drops: 3;
drop delay: 10,5-13,5 (rel. Einheiten)
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Zur Kontrolle der Justierung werden eine definierte Anzahl Beads (meist 20 Stuck) auf
Obijekttréger sortiert und unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgezéhlt. Stimmt die Anzahl der
gezéhlten ,,Beads” mit der eingestellten Zahl tberein, so sind die Gerédteparameter optimal

aufeinander abgestimmt.

Wenn zwei Zellen dicht hintereinander im Wasserstrahl zu liegen kommen, gibt es
Konfliktsituation, welche der beiden nun sortiert werden soll. Deswegen gibt es mehrere Sort-
Modi im FACStar Plus: ,Normal®, ,Enrich* und ,,Counter”, die den unterschiedlichen
Koinzidenzen Rechnung tragen. Im ,,Enrich“-Modus wird Wert auf mdglichst vollstandige
Sortierung aller Zielzellen gelegt, was zu Lasten der Reinheit geht. Im ,,Counter“-Modus wird
eine moglichst hohe Reinheit angestrebt, die mit EinbulRen in der Wiederfindungsrate der
Zielzellen einhergeht. Im ,,Normal“-Modus wird ein Kompromif} aus beiden geschlossen, so
dal? eine moglichst hohe Reinheit mit moglichst hoher Wiederfindungsrate gekoppelt ist. In

der vorliegenden Arbeit wurde immer im ,,Normal“-Modus sortiert.

B.7.7.2 Sortieren aus Umweltproben

Um zu Uberprifen, ob ein bestimmter Zelltyp aus einer Mischpopulation richtig sortiert
wurde, werden einige Zellen statt in ein ERG direkt auf Objektrager sortiert und unter dem
Mikroskop ausgewertet. Die eingetrockneten Zellen werden in einem Citifluor-DAPI-
Gemisch aufgenommen (5 Teile Citifluor mit einem Teil DAPI-Lésung (100 pg ml™) gut
mischen) und unter dem Mikroskop ausgewertet. Sind die Zellen rein, werden sie in ERG

sortiert.

B.8 Polymerasekettenreaktion (PCR) mit ganzen, fixierten Zellen

B.8.1 Waschen der Zellen

Bevor sortierte Zellen in die PCR eingesetzt werden, missen sie gewaschen werden, um die
physiologische Kochsalzldsung, in der sie sortiert wurden, zu entfernen. Hohe Salz-

Konzentrationen hemmen die Tag-Polymerase.
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e sortierte Zellsuspension mit sterilem H;Ogest auf 200 pl auffiillen

e 15 min bei 5.000 x g (Eppendorf) abzentrifugieren

e vorsichtig mit einer Pipette die oberen 190 pl abheben und verwerfen

Es wird beim Abheben des Uberstandes darauf geachtet, daR nicht ganz bis zum Boden des

ERG abpipettiert wird, da sonst die Gefahr besteht, dal3 Zellen verloren gehen.

e Gewaschenen Zellen in 72 pl sterilem H,Ogest aufnehmen, schockfrieren und auftauen
(,,freeze-thawing*) und in die PCR-Reaktion einsetzen.

B.8.2 Losungen

e Tag-DNA-Polymerase-Puffer 10x (Promega, Madison, USA) (500 mM KCI; 100 mM
Tris-HCI (pH 9,0); 1% (v/v) Triton X-100)

e 25 mM MgCl,-Lésung (Promega)

e Desoxynukleotid-Losung (ANTP)

Aus den 100 mM Desoxynukleotid-Stammlésungen (A,G,T,C; Pharmacia) wird eine Lésung
hergestellt, die 10 mM jedes dNTPs enthélt.

e Tag-DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus (Promega): 5 U pl™
e Leichtes Mineraldl (Sigma)
o H,Oqest, Sterilfiltriert autoklaviert

B.8.3 Primer

Die Primer wurden so gewahlt, daf} die gesamte 16S-rDNA amplifiziert wurde. Sie wurden
fertig synthetisiert und lyophilisiert bezogen (MWG-Biotech) und nach Herstellerangaben in

sterilem H,0yest Verdiinnt.

Sequenz (5'- 3') E. coli — Bindungsstelle® Ty 2
616V° AGAGTTTGATYMTGGCTCAG 8-27 56°C
630R* CAKAAAGGAGGTGATCC 1529-1546 50°C

M: A/IC,Y: CIT, K:GIT;
! Nummerierung nach (Brosius et al., 1981); 2 Schmelzpunkt, berechnet nach der Formel Tg = 4 (G+C) + 2

(A+T) (Suggs et al., 1981); * V: Primer bindet an den fiir die 16S-rRNA-codierenden DNA-Strang; * R: Primer
bindet an den zur 16S-rRNA identischen DNA-Strang
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B.8.4 Reaktionsansatz

Tag-DNA-Polymerase-10 x 10
Puffer

MgCl,, 25 mM 5ul
DNTP, je 10 mM 2yl
Primer, 25 pM jelp
Zellen bzw. DNA-I6sung Xul

Mit H2Oest, autokiavierr 2d 100 pl
Leichtes Mineraldl 70 pl

Zur Kontrolle der Reaktion wurde stets eine Positivkontrolle mit 1 pl reiner DNA bzw. E. coli
aus der logarithmischen Wachstumsphase und eine Negativkontrolle ohne jegliche DNA

mitgeflhrt.

B.8.5 PCR-Programm

Zur Durchfihrung der PCR wurde der programmierbare Thermoblock Hybaid - Omnigene
(MWG-Biotech) verwendet.

e Stufe 1: 1 Zyklus
— 5 min denaturieren bei 94°C

— 1 min bei 70°C; wéhrendessen erfolgt die Zugabe von 0,3 pl der Tag-Polymerase

Die Temperatur wird auch nach Ablauf der Minute gehalten, bis manuell die zweite Stufe

gestartet wird.

e Stufe 2: 35 Zyklen
— 1 min denaturieren bei 94°C

— 2 min Primer Annealing bei 48°C

— 3 min Primer Elongation bei 72°C

Bei jedem Zyklus wird die Elongationszeit um 5 s verlangert (Increment). Damit wird der
nachlassenden Tatigkeit der Polymerase Rechnung getragen.
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B.8.6 Qualitative Analyse der PCR-Amplifikate

Zur qualitativen Uberpriifung der Amplifikationseffizienz und zur Gewinnung der Amplifi-

kate wurde eine horizontale Agarose-Gelelektrophorese durchgefuhrt.

Verwendete Losungen:

Auftragspuffer
Ficoll 25% (wiv)
Xylencyanol 0,5% (w/v)
Bromphenolblau 0,5% (w/v)
EDTA 50 mM
Orange G 0.5% (w/v)

Lambda-Standard, HindllI-verdaut (Gibco-BRL). Die Abfolge der Banden vom
Auftragspunkt in Laufrichtung entspricht folgenden DNA-Gréi3en (in Basenpaaren, bp):
23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564 und 125.

1-kb-ladder (Gibco-BRL). Die Abfolge der Banden vom Auftragspunkt in Laufrichtung
entspricht folgenden DNA-Grol3en (in Basenpaaren, bp): 6108, 5090, 4072, 3054, 2036,
1636, 1018 und 506. Oberhalb der 6108 bp Bande laufen noch Banden mit 7126 bp, 8144
bp, 9162 bp, 10180 bp, 11198 bp und 12216 bp GroRe.

Elektrophoresepuffer (TAE, 100-fach konzentriert)

Tris 4 M
EDTA 0,1 M
Natriumacetat 1M

pH 8,0 mit Eisessig einstellen
Gebrauchslésung mit HyOgest 1:100 verdiinnen

Agarose (Low Standard, Biorad)
Ethidiumbromid-Stammldsung: 10 mg mI™* Ethidiumbromid in HyOgest;Gebrauchslésung
zum Férben: 20 pl Ethidiumbromidstammldsung in 300 ml Leitungswasser

Durchfuhrung:

1 g Agarose in 100 ml 1 x TAE-Puffer aufschmelzen

Flussige Agarose vorsichtig, zur Vermeidung von Luftblasen, in eine vorher abgedichtete
Agarosegelwanne (Gibco/BRL Apparatur, Typ H3, 11 x 14 cm, 100 ml Gelvolumen)
giellen

Kamm fir die Geltaschen luftblasenfrei in die noch fliissige Agarose stecken und in die
Ausparungen der Gelwanne héngen

Gel erharten lassen
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e Zugabe von 10 pl Auftragspuffer zum gesamten PCR-Amplifikat (100 pl), mischen
e Abtrennung des PCR-Mineraldls:
Amplifikat vorsichtig mit der Pipettenspitze unter dem Ol herausheben

Auf einen sterilen Parafilm™ (Greenwich) pipettieren

Tropfen solange hin- und herrollen, bis keine Olspuren mehr sichtbar sind

Aufnehmen des Tropfens und Uberfilhrung in ein neues ERG

o Gereinigtes Amplifikat in die Geltaschen einpipettieren: ein Aliquot von 20 ul flr eine rein
qualitative Uberpriifung, den gesamten Ansatz von 100 pl fiir eine quantitative,
praparative Ruckgewinnung des Amplifikats

e Der Gellauf erfolgt fiir 1,5 h bei 120 mA.

e Farbung des Gels fur 15 - 30 min in der Ethidiumbromid-Gebrauchslésung

e Entfarbung in Leitungswasser flr 5 - 10 min

Die Dokumentation des Gels unter UV-Durchstrahlung (302 nm, Bachofer Transilluminator)

erfolgt mit dem Cybertech CS-1-Video-Dokumentationssystem. Gleichzeitig wird mit dem

dazugehorigen ,,Image Capture Computer” ICC/4 das Bild auf Diskette abgespeichert.

B.8.7 Reinigung der PCR-Amplifikate

Um maglichst nur die gewdinschten, von der GroRRe korrekten, Amplifikate zu erhalten, wur-
den unter UV-Durchstrahlung aus dem Agarosegel (s. B.8.6) nur diejenigen Banden mit
einem sauberen Skalpell ausgeschnitten, die sich im Vergleich mit den mitgelaufenen
Lambda-Hindlll- bzw. 1-kb-ladder-Standardbanden, bei ca. 1500 bp befanden. Die
Uberfithrung in ein steriles 1,5 ml ERG erfolgte mit einem sterilen Zahnstocher. Zur
Reinigung und Aufkonzentrierung wurde das DNA-Reinigungskit QIAEX Gel Extraction Kit
(QIAGEN) verwendet. Die Reinigung und Konzentrierung erfolgte nach Angaben des
Herstellers. Anschlieend wurde die Reinigungseffizienz Uberprift, indem 1/10 (v/v) des
Gesamtamplifikats mit 4 pl Auftragspuffer und H,Ogest auf ein Gesamtvolumen von 20 pl
gebracht und der qualitativen Analyse mittels einer Agarose-Gelelektrophorese (siehe B.8.6)

unterzogen wurde.
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B.9 Transfer von DNA auf Nylonmembranen mittels Dot-Blot-

Verfahren

Durchfuhrung

e mindestens 6 ng DNA in 200 ul 0,4 N NaOH fiir 20 min denaturieren

e 2 Lagen dickes Whatman-Papier (Whatman, England) befeuchten und auf die get6ffnete
Dot-Blot-Apparatur (Schleicher & Schiill, Dassel) legen

e Ungeladene Nylonmembran (porablot, Macherey-Nagel, Diren) mit H,Ogest benetzen und
auf das nasse Papier legen

e Apparatur zusammenbauen und an eine Vakuumpumpe anschlieBen (Modell siehe B.6.4)

e Vakuum anlegen und Proben auftragen

e 20 min durchsaugen

¢ Membran der Apparatur entnehmen und bei RT trocknen

e Trockene Membran wird durch 2-4 minitige UV-Bestrahlung (254 nm) fixiert. Dabei
werden die Nukleinsauren tiber Thyminreste kovalent an die Membran gebunden.

e UV-Quelle: 2 x 15 W UV-C Rohren (GT15T8, Duke). Abstand der Membran zu UV-
Lampe: 20 cm

B.10 Membranhybridisierung mit POD-markierten

Oligonukleotidsonden

B.10.1 Hybridisierung

Materialien

e Hybridisierungsréhren aus Glas (Bachofer)

e 10% (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS) - Losung

e 10% (w/v) N-Laurylsarkosin - Losung (Sigma)

e 5 M NaCl - Losung

e 20 x Standard-Saline-Citrat (SSC) Puffer (siehe B.9)

e 10% (w/v) Blocking Reagenz (Boehringer Mannheim) in Puffer 1 geldst, autoklaviert
e Sondenarbeitslésung (50 ng pl™)
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e Puffer 1:
NaCl 0,15 M
Maleinsaure 0,10 M
pH 7,5 mit fester NaOH eingestellt

autoklaviert
e Préhybridisierungslosung (ausreichend flr eine Hybridisierungsréhre)

20 x SSC 5,6 ml
Blockingreagenz 4,5 ml
N-Lauryl-Sarkosin 225 pl
10% SDS 45 pl
e Hybridisierungslosung
Formamid X pl
5 M NaCl 360 pl
Tris/HCIl pH 7,0 40 ul

10% Blocking Reagenz 400 pl

10% SDS 2ul
Sondenarbeitslésung 2 pl
H2Oyest ad 2 ml

Die Konzentration von Formamid im Hybridisierungspuffer wurde, je nach bendtigter Strin-
genz, variiert. Da bei 35°C hybridisiert wurde, mufite grundsétzlich 20% mehr Formamid
zugegeben werden. Bei Formamidkonzentrationen > 60% mullte entsprechend weniger

Blocking Reagenz zugegeben werden.

e Waschlésung

5 M NacCl X pl
1 M Tris/HCI pH 7,0 1000 pl
10% SDS 50 pl
H2Ogest ad 50 ml

Die Waschlosung enthielt im Gegensatz zur Einzelzellhybridisierung kein EDTA, um den
nachfolgenden enzymatischen Schritt nicht negativ zu beeinflussen. In der Waschlosung
wurde die entsprechende Stringenz durch Variation der Konzentration der Natriumionen
eingestellt und da der Waschschritt bei 35°C durchgefiihrt wurde, mufite die NaCl-

Konzentration entsprechend geringer sein als bei 48°C (siehe B.6.3.)
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Durchflhrung

Die Hybridisierung erfolgte in Glasrohren in einem Hybridisierungsofen (Bachofer).

Membran in die Glasréhre legen, ohne daR die Enden tberlappen

Mit 10 ml Prahybridisierungslosung fir mindestens 1 h bei 35°C inkubieren
Ldsung abgiellen

100 ng einer POD-markierten Oligonukleotidsonde in 2 ml Hybridisierungspuffer
pipettieren und in die Glasréhre giel3en

Hybridisierung fiir mindestens 30 min bei 35°C

Zweimaliges Waschen mit auf 35°C vorgewéarmtem Waschpuffer fiir 10 min

B.10.2 Detektion der POD-markierten Oligonukleotide

Materialien

1 x PBS

POD-Substrat : ECL-Substratkit (Amersham, Braunschweig)
Whatman-Filterpapier 3mm (Whatman)

Rontgenfilm (X-Ray 90, Agfa Gevaert, Miinchen)

Durchfuhrung

Membran kurz in 1 x PBS schwenken

Auf eine mit Whatman-Papier bedeckte Glasplatte legen

6 ml des ECL-Substrates gleichméf3ig auf die Membran verteilen

Luftblasenfrei in Frischhaltefolie einschlagen und eine zweite Glasplatte auflegen
Rontgenfilm zwischen die Glasplatten legen

Exposition fir 30-45 min bei RT im Dunkeln

Film entwickeln, fixieren, wassern und trocknen

B.10.3 Rehybridisierung der Membran

Eine Rehybridisierung der Membran ist nur im noch feuchten Zustand maéglich.

Materialien
e Rehybridisierungslésung: 0,5% SDS; 0,1 x SSC

44



Durchflhrung

Membran nach Exposition kurz in HyOgest Spllen
In einem verschlieBbaren Kunststoffgefal fiir 20 min in 100 ml Rehybridisierungslésung
bei 80°C inkubieren

Kurz in HyOgest SChwenken

Die Membran wird entweder neu préhybridisiert oder zwischen zwei Filterpapieren

luftgetrocknet.

B.11 DNA-Schnellisolierung

(nach Wisotzkey et al., 1990, modifiziert)

Ldsungen

Saline-EDTA-L6sung: 0,15 M NaCl; 0,1 M EDTA

10 mg ml™ Lysozym (Biomol) in Lysozympuffer (vgl. B.6.6)

20 mg ml™ Proteinase K in TE-Puffer (vgl. B.6.6)

25% SDS-L6sung

5 M Na-Acetat-Losung, pH 5,5

3 M Na-Acetat-Losung, pH 7,0

Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol-Lésung 25:24:1 (Roti®-Phenol-Chloroform, Roth)

Durchfuhrung

4 ml Zellen ernten (ODggo= 0,8 - 1,0)

Zugabe von 500 pl Saline EDTA, 20 pl Lysozym und 2 pl Proteinase K
45 min bei 37°C inkubieren

Zugabe von 40 ul 25% SDS-L6sung

Inkubation bei 60°C fir 10 min

Zugabe von 180 pl 5 M Na-Acetat und 745 pl Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol
2 min zentrifugieren (5.000 x g) bei 4°C (Hettich)

Obere Phase mit DNA vorsichtig abheben

Zugabe von 2 Teilen absoluten Ethanol

Mindestens 10 min bei -20°C féllen

5 min abzentrifugieren bei 4°C

Uberstand abkippen

Pellet in 70% Ethanol waschen

Zugabe von 100 pl H20 und 100 ul Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol
2 min zentrifugieren bei 4°C
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e Obere Phase abheben

e Fallung mit 1/9 Volumenteil 3 M Na-Acetat und 2 VVolumenteilen Ethanol
e 5 min abzentrifugieren

e Pellet waschen mit 70% Ethanol

e Trocknen des Pellets im Speed Vac-Vacuum Concentrator (Bachofer)

e Aufnehmen in 20 pl HyOgest

B.12 Klonierung

B.12.1 T-Vektor-Ligation

Die T-Vektor-Klonierung macht sich die Eigenheit der Tag-Polymerase zunutze, bei der PCR
an die 3"-Enden des DNA-Stranges ,,template“—unabhéngig ein Desoxyadenosin anzuhéngen.
Dadurch besitzen PCR-Amplifikate, welche mit der Tag-Polymerase erzeugt werden, ein
Uberh@ngendes 3"-Ende. Der T-Vektor besitzt an den freien 3"-Enden ein Thymidinrest, was
(1) eine spontane Religation verhindert und (2) die Ligation mit einem Tag-Polymerase
replizierten PCR-Amplifikat fordert. Das PCR-Amplifikat, welches beidseitig an den 3'-

Enden ein Desoxyadenosin besitzt, ligiert spezifisch mit dem Vektor.

Ligation und Transformation wurden nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Materialien

e T-Vektor Klonierungskit (Promega, Serva) enthélt: pGEM-T-Vektor; pPGEM-T-Vektor
Kontrolle (468 bp langes Fragment); T4 DNA-Ligase (1 U pl™); T4 DNA-Ligase 10 x
Puffer; Lagerung bei -20°C gelagert

e PCR-Produkt

Um eine effiziente Ligation zu gewahrleisten, wurde das PCR-Produkt innerhalb von 2
Wochen verarbeitet, da sonst Gefahr besteht, dal} der am Amplifikat (iberstehende Adeninrest

abgespalten wird.

Abschéatzen der Insert-Konzentration

Fur eine effiziente Ligation sollten Vektor und Insert in einem Verhaltnis von 1:1 vorliegen.

Schwankungen im Verhaltnis von 1:8 bis 8:1 sollten sich - nach Angaben des Herstellers -
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nicht allzusehr auswirken. 2 ul des gereinigten PCR-Produkts wurden mit 4 pl Auftragspuffer
und 12 pl HyOgest Vermischt und zusammen mit 1 pl Vektor DNA (vermischt mit 4 pl
Auftragspuffer und 13 pl H2Ogest) Nebeneinander auf einem 1%igen Agarosegel aufgetragen.
Nach Durchfuhrung einer qualitativen horizontalen Agarosegelelektrophorese (siehe B.8.6.)

konnte das Verhaltnis von PCR-Produkt zu Vektor DNA grob abgeschatzt werden.

Durchfuhrung

pGEM-T-Vektor DNA bei 5.000 x g 30 s abzentrifugieren
Reaktionsansatz in ein 0,5 ml ERG pipettieren

T4 DNA-Ligase 10 x Puffer 1p
pGEM-T Vektor 1l
PCR-Produkt x Ml
T4-DNA-Ligase 1l
HoOgest ad 10 pl

e Kontrollansatz: das im Kit mitgelieferte 468 bp lange DNA-Stiick statt des PCR-Produkts
eingesetzen

e 3hbei 15°C inkubieren

e 10 min bei 71°C im PCR-Thermoblock (Hybaid-Omingene, MWG-Biotech)

e auf RT abkihlen

¢ nicht bendtigtes Ligationsprodukt wird bei 4°C gelagert

o 3 ul des Ligationsproduktes wird zur Kontrolle der Ligationseffizienz einer Agarose-
Gelelektrophorese (siehe B.8.6) unterzogen

B.12.2 Elektroporation

Materialien

e 10% (v/v) Glycerin-Lésung, steril
e SOC-Medium (pH7,0):

Caseinpepton 2%
Hefeextrakt 0,5%
MgCl, 10 mM
MgSO, 10 mM
NacCl 10 mM
KCI 2,5 mM
Glucose 20 mM
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e Escherichia coli, Stamm DH5a (Genotyp: supE44, AlacU169 (¢80, LacZ,AM15), hsdR17,
recAl, endAl, gyrA96, thi-1, relAl)

e LBamp-Agarplatten: Trypton 10 g, Hefeextrakt 5 g, NaCl 5 g, H2Ogest ad 11, pH = 7,2; nach
dem Autoklavieren abkiihlen lassen, bei einer Temperatur unter 50°C eine sterilfiltrierte
Ampicillinlésung zugeben, Endkonzentration 200 mg I

e X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside): in DMSO geldst, Konzentration: 20
mg ml*

e |IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid): in H,Ogest gelost; Konzentration: 200 mg ml™?

Herstellung von kompetenten Zellen

Vorbereitung der Zellen:

e Animpfen von 500 ml LB-Medium mit 2,5 ml einer Ubernachtkultur E. coli DH5a
e Wachstum bis zu einer ODggonm VOn 0,5-0,7 unter starkem Schitteln

Alle weiteren Schritte werden auf Eis ausgefihrt:

e Zellen 10-15 min auf Eis stehen lassen

e Ernte der Zellen (A6.9 Kontron/Centrikon T-124, 5000 x g, 20 min, 4°C)
e Suspension des Pellets in der verbliebenen Flissigkeit

e Waschen mit 500 ml sterilem H;Ogest, gut mischen

e Zentrifugation (A6.9 Kontron/Centrikon T-124, 5000 x g, 20 min, 4°C)

e Suspension des Pellets in der verbliebenen Flissigkeit

e Zugabe von 40 ml sterilem 10% Glycerinlésung, gut mischen

e Zentrifugation (A6.9 Kontron/Centrikon T-124, 4500 x g, 10 min, 4°C)
e Volumen des Pellets schatzen, Zugabe von 1 Volumen steriler 10% Glycerinlésung
e Zellen suspendieren und aliquotieren (60 pul)

e Lagerung bei -70°C

DNA-Fallung

Die DNA aus dem Ligationsansatz wird geféllt, um Salze abzutrennen, da es sonst zum

Kurzschluf? bei der Elektroporation kommt

e Zugabe von 1/10 Volumen 5 M NaCl-Lésung und 2-3 Volumen Ethanol absolut,
unvergallt

e Bei -20°C flr 1-2 h féllen

e Abzentrifugieren 30 s bei 5.000 x g und Uberstand abkippen

e Pellet in 70% unvergalltem Ethanol waschen

o Pellet trocknen in der Speed Vac (Bachofer)

e DNA in 7 pl HyOgest aufnehmen
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Elektroporation

DNA mit 50 pl kompetente Zellen in einer gekihlten Elektroporationskivette (BIO-RAD,
2 mm Elektrodenabstand) auf Eis mischen (h6here Temperaturen erniedrigen die
Transformationseffizienz)

Elektroporation (BIO-RAD Gene-Pulser, Capacitance Extender und Pulse Controller):
Entladung von 2500 V bei einer Kapazitét von 25 pF und 200 Q fiir 3-5 x 10° s

sofortige Zugabe von SOC-Medium

Blau-Weil3 Screening der Klone

1 h bei 37°C stark schiitteln

4 LBamp-Platten mit je 40 pl X-Gal- und 4 pl IPTG-LGsung bestreichen, 30 min einziehen
lassen

Ausplattieren von 1 x 50 pl, 1 x 100 pl, 2 x 200 pl und 1x 300 ul Zellsuspension auf die
vorbereiteten Platten

Bei 37°C uber Nacht inkubieren

Fur mindestens 24 h in 4°C stellen fir die bessere Auspragung der blauen Farbe

Weilie Kolonien mit einem sterilen Zahnstocher abnehmen, auf eine neue Platte Ubertragen
und tiber Nacht bei 37°C inkubieren

Die Lagerung der Klonplatten erfolgt bei 4°C.

B.13 Plasmidisolierung und Restriktionsanalyse

B.13.1 Koch-STET-Schnelltest

Ldsungen

STET-Puffer

40% Saccharoseldsung, 80 ml
sterilfiltriert

Triton X-100 20 ml
0,5M EDTA 40 mi
Tris/HCI pH 8.0 20 ml
H20gest ad 400 ml
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e Lysozymldsung (Biomol) 10 mg ml™

Durchfihrung

e Ubernachtkultur mit einer Spatelspitze von der Agarplatte abnehmen

e In 300 pl STET-Puffer suspendieren

e Zugabe von 10 pl Lysozymldsung, kurz mischen, fir 2-3 min stehenlassen

e 45 -60 sec. im kochenden Wasserbad inkubieren

e Sofort 5 min auf Eis

e Abzentrifugieren (5000 x g, 15 min, Eppendorf 5415)

o Zellpellet verwerfen mit sterilem Zahnstocher

e Fallen der Plasmid - DNA mit 300 pl Isopropanol, vorsichtig mischen, 15 min inkubieren

e Zentrifugation (5.000 x g, 15 min)

e Waschen des Nukleinsaurepellets mit 500 pl 70% Ethanol, abzentrifugieren und trocknen
des Niederschlags in der Speed Vac

e Aufnehmen in 20 pl sterilem HyOgest

e Lagerung bei -20°C

B.13.2 Restriktionsanalyse

Zur Uberprifung, ob ein Plasmid ein Insert enthilt, wird eine horizontale Agarose-
Gelelektrophorese durchgefuhrt. Ein Plasmid mit Insert lauft dabei langsamer als ein Plasmid
ohne Insert. Zur GroRenbestimmung des Inserts kann eine Restriktionsanalyse durchgefiihrt

werden.

Materialien

¢ Notl-Restriktionsenzym (Boehringer)
¢ Notl-Puffer (Boehringer)

Durchflhrung
e Reaktionsansatz:

Plasmid-DNA 2
Notl-Puffer 2l
H2Oudest 16 ul
Notl-Enzym 2 Units

¢ Reaktionsansatz in ein steriles ERG pipettieren
e UN bei 37°C inkubieren
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e 4 ul Auftragspuffer zugeben
e Der Gesamtansatz wird einer horizontalen Agarosegelelektrophorese unterworfen (siehe
B.8.6).

Der verwendete T-Vektor besitzt nur eine Notl-Schnittstelle. Dadurch wird das Plasmid nur
linearisiert und kann im Vergleich mit einem DNA-Standard besser auf seine Grolie

abgeschatzt werden.

B.14 Nicht radioaktive Sequenzierung von 16S-rDNA Fragmenten in

einem automatischen Sequenzer

Die 16S-rDNA von E. coli K12 DSM 30083 wurde von frisch geernteten Zellen mittels PCR
amplifiziert (siehe B.8), aufgereinigt (siehe B.8.7) und fast vollstandig sequenziert (E. coli —
Positionen 8 — 1542, (Brosius et al., 1981)). Damit sollte sichergestellt werden, dal die
entwickelten Sonden vollstandig ihren Zielregionen komplementér sind. Die Sequenzanalyse
erfolgte mit Hilfe des ARB-Programmpakets (Strunk et al., in VVorbereitung).

Primer  Sequenz5’-3’ Bindungsposition'  Dissoziations-
temperatur Tg’

616V AGAGTTTGATYMTGGCTCAG 8-27 56

GM1F  CCAGCAGCCGCGGTAAT 518-534 60

GM12R CGTCATCCRCACCTTCCTC 1193-1175 58-60

GM6R  CTGCTGCCTCCCGTAGG 358-342 58

1114 F GCAACGAGCGCAACCC 1098-1113 54

GM8R  TGGGTATCTAATCCT 798-784 42

630R CAKAAAGGAGGTGATCC 1529-1546 50

Tabelle B.8: Fiir die Sequenzierung der 16S-rRNA verwendete Primer; M: A/C, Y: C/T, K:G/T; R: A/G; 'rRNA
Position von E. coli (Brosius et al., 1981); 2Dissoziationstemperatur berechnet nach Td = 4 (G+C) + 2 (A+T),
(Suggs et al., 1981).

Samtliche Sequenzierungsarbeiten wurden am UFT Bremen von der Arbeitsgruppe Prof.
Blohm durchgefiihrt. PCR-Amplifikate wurden nichtradioaktiv mit dem ABI PRISM™ Dye
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Terminator Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer GmbH, Langen, FRG) mit der AmpliTaq
DNA Polymerase sequenziert. Die Sequenzierungsreaktion wird hierbei mit den vier
unterschiedlich fluoreszenzmarkierten Terminatoren (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) in
einem Ansatz durchgefiihrt. Somit werden in einer Reaktion einfach markierte
Sequenzierprodukte  unterschiedlicher ~Lange und, je nach  Abbruchnukleotid,
unterschiedlicher Markierung erzeugt. Eingesetzt wurden etwa 100 ng des gereinigten
Amplifikats. Pro Reaktion wurden 10 pmol Sequenzierprimer zugegeben. Die Sequenzierung
wurde nach Angabe der Hersteller bei einer Primerbindungstemperatur von 50°C
durchgefihrt.

Die Auftrennung (4,5%iges Polyacrylamidgel) und Detektion der Sequenzierungsprodukte
erfolgte mit einem automatischen Sequenziergerat (Modell 377; Applied Biosystems,
Weiterstadt).
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C. Ergebnissse

C.1 DurchflulRzytometrische Sortierung von Mikroorganismen fur

nachfolgende molekularbiologische Analysen

Fur die Losung vieler okologischer Fragestellungen ist die Identifizierung bestimmter
Bakterienpopulationen notwendig. Besonders bei sehr geringer Abundanz einer Population ist
es oft schwierig, sie mit klassischen wie auch molekularbiologischen Techniken nédher zu
charakterisieren. Die vorliegende Arbeit befalit sich daher mit der Madoglichkeit, durch
Sortieren im DurchfluRzytometer eine Anreicherung der gewinschten Zellen zu erreichen.

Dabei wurde besonders die Reinheit der sortierten Zelle verfolgt.

C.1.1 Sortierung von Bakterien aus Belebtschlamm nach Hybridisierung mit

fluoresceinmarkierten Oligonukleotidsonden

Belebtschlammproben wurden mit zwei verschiedenen fluoresceinmarkierten, rRNA-
gerichteten  Oligonukleotidsonden hybridisiert. Sondenpositive Zellen wurden direkt auf
Objekttréager sortiert, um den Erfolg und die Reinheit der Sortierung anhand ihrer
sondenvermittelten Farbung und Morphologie zu Uberprufen (Tabelle C.1). Mit der
Acinetobacter-spezifischen Sonde ACA23a zeigten sich vier distinkte Populationen im Dot-
Plot-Diagramm (Abbildung C.1A und B).

Wie die mikroskopische Kontrolle ergab, waren die sortierten Zellen aus den Sortierfenstern
(Gates) 1, 2 und 3 meist einzelne Kokken (Abbildung C.1B), wéhrend Gate 4 (Abbildung
C.1B) von kettenférmigen Kurzstdbchen dominiert war (Abbildung C.2).
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Abbildung C.1. Analyse und Sortierung von Belebtschlammproben nach Hybridisierung mit spezifischen Sonden
im Durchfluzytometer. Jeder Punkt reprasentiert eine Zelle. Die Haufigkeit eines MeRereignisses kann von der
Dichte der Punkte und den Konturlinien abgeleitet werden (3, 6, 12, 24, 48, 96% der maximalen H&aufigkeit von
auBen nach innen). Obere Reihe: Hybridisierung mit ACA23a; untere Reihe: Hybridisierung mit LDI23a. A
und C zeigen hybridisierten Belebtschlamm im Analysemodus; man beachte die deutlich vom Hintergrund
abgesetzten Populationen; B und D zeigen die Sortierfenster. Da im Sortiermodus héherer Hintergrund auftritt,
muBte der Schwellenwert im Vorwartsstreulicht erhéht werden;

Abbildung C.2. Zellen sortiert mit Gate 4 (Abbildung C.1) nach Hybridisierung mit der Acinetobacter sp.
spezifischen Sonde ACA23a; links: DAPI-Fluoreszenz; rechts: Sondenfluoreszenz; Pfeile deuten auf
Aufwuchsbakterien, die zwar mit DAPI detektierbar sind (links), nicht aber mit der Sonde ACA23a
hybridisierten (rechts); MaRstab 10 um;
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Fast alle sortierten Zellen wiesen hohe Hybridisierungssignale mit der Sonde ACA23a auf
(Abbildung C.1A). Die durchfluRzytometrische Analyse von Belebtschlamm nach
Hybridisierung mit der Leptothrix-spezifische Sonde LDI23a zeigte zwei gut voneinander
abgesetzte Populationen (Abbildung C.1C), die kleinen bzw. grofien Stdbchen entsprachen
und mit Gate 5 bzw. 6 sortiert wurden (Abbildung C.1D). Verglichen mit der hohen Diversitat
der Originalprobe, in der nur ein Bruchteil aller DAPI-gefarbten Zellen mit der Sonde LDI23a
hybridisierten (Abbildung C.3A und B), sind die sortierten groRen Stdbchen aus Gate 6 mit
Durchmessern von ca. 1 um und Zelldngen von 2,5 — 4 pum morphologisch sehr homogen
(Abbildung C.3C und D). Untersucht man die sortierten Populationen im Mikroskop auf

DAPI- und Fluorescein-Fluoreszenz fallt jedoch auf, dal im selben mikroskopischen Feld

immer noch Zellen ohne Hybridisierungssignal vorhanden sind.

Abbildung C.3. Belebtschlamm, hybridisiert mit LDI23a, spezifisch fir Leptothrix sp.;es ist jeweils das gleiche
mikroskopische Feld gezeigt; A, C: DAPI-Fluoreszenz; B, D: sondenvermittelte Fluoreszenz; die obere Reihe
zeigt die Originalprobe, die untere Reihe die durchfluBzytometrisch sortierte Zellpopulation; vergleicht man die
DAPI-Fluoreszenz mit der sondenvermittelten Fluoreszenz, so sind in der Originalprobe neben LDI23a-
positiven (B) noch viele andere Zelltypen erkennbar (A), in der sortierten Zellpopulation zeigen fast alle DAPI-
positiven (C) auch Sondenfluoreszenz (D); Mal3stab ca. 10 pum;

Die Haufigkeit der LDI23a-positiven Zellen konnte um den Faktor 5 — 6 von ca. 12% in der
Originalprobe auf 82% (Gate 5) bzw. 69% (Gate 6) in der sortierten Fraktion erhoht werden.
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Fur ACA23a betrug der Anreicherungsfaktor 90 — 280-fach von weniger als 1% in der
Originalprobe auf 35% (Gate 4) bis 84% (Gate 3) (Tabelle C.1). Die Reinheit der Zellen in
Gate 4 ist relativ gering, da zum einen die Ketten von Kurzstdbchen mit sehr kleinen Stabchen
bewachsen waren, die nicht mit ACA23a hybridisierten, zum anderen in dieser Sortierung

auch Kkleine Flocken endeten, die neben anderen Bakterien ACAZ23a-positive Zellen

enthielten.
Sondenpositive / DAPI-gefarbte
Zellen
Sonde Sortier-  Vor Sortierung®  Nach Sortierung®  Anreicherungs- Morphologie
fenster® [%0] [%] faktor
ACA23a 1 0.6 53 88 Kokken, 1.5 - 2.5 um
ACA23a 2 0.4 66 165 Kokken, 2.5 - 3.5 um
ACA23a 3 0.3 84 280 Kokken, 3.5 - 4.5 um
ACA23a 4 0.3 35 117 kettenformige
Kurzstabchen
LDI23a 5 12 82 7 Kurzstabchen, oft in
Paaren, 3 x 1 pym
LDI23a 6 13 69 5 Kurzstabchen, oft in

Paaren, 5x 1 pm

Tabelle C.1: Reinheit und Anreicherungsfaktoren der verschiedenen, sondenpositiven Zellen, sortiert aus
Belebtschlamm nach in situ-Hybridisierung;  Sortierfenster (Gate), vgl. Abbildung C.1; ° berechnet nach
durchfluBzytometrischer Analyse; ¢ berechnet nach mikroskopischer Zahlung von sortierten Zellen auf
Objekttragern;

C.1.2 DurchfluRzytometrische Analyse von sortierten Zellen

Der Anreicherungseffekt durch Sortierung konnte zusétzlich auch durch eine erneute
durchfluBzytometrische Analyse demonstriert werden. Fir dieses Experiment wurde
wiederum Belebtschlamm mit der Sonde ACA23a hybridisiert. Wie zuvor (Abbildung C.1)
konnten verschiedene Populationen unterschieden werden. Die Sortierfenster B und A in
Abbildung C.4 sind &hnlich Gate 1 bzw. eine Kombination aus Gate 2 und 3 aus Abbildung
C.1. Die sortierten Zellfraktionen aus Gate A bzw. B (Abbildung C.4) zeichnen in der
Reanalyse die gleichen Regionen nach, in denen die Sortierfenster gelegen haben und zeigen
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aullerdem hohe Reinheit. Die aufgezeichneten Ereignisse in der ersten x-y Dekade des Dot-
Plots stammen hauptsdachlich von nicht-zellularem Hintergrund, z.B. Partikel in der

Mantelfltssigkeit und Geraterauschen.

Vor Sortierung Nach Sortierung
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) P ORI HERTRTPTRTS TR
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sondenvermittelte Fluoreszenz
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Abbildung C.4. Belebtschlamm, hybridisiert mit ACA23; zwei Populationen wurden zur Sortierung mit Gates
ausgewahlt (links) und im Durchflufzytometer erneut analysiert; Mitte: Analyse von sortierten Zellen aus Gate
A; Rechts: Analyse von Gate B;

C.1.3 Mehrmaliges Sortieren

Der Effekt eines zweiten Sortierschrittes wurde fiir sortierte ACA23a-positive Zellen aus Gate
2 (Abbildung C.1) bestimmt. Die Reinheit konnte bei drei Versuchen jeweils deutlich
verbessert werden. Ausgehend von 76, 54 bzw. 66% wurde die Reinheit durch ein
nochmaliges Sortieren mit demselben Gate 2 auf 91, 76 bzw. 88% erhoht. Nach dem zweiten
Sortierschritt konnten mikroskopisch nur noch solche nicht-hybridisierte Zellen detektiert
werden, die auf den sondenpositiven Zellen fest anhafteten, jedoch keine einzeln liegenden

mehr.

C.1.4 PCR Amplifikation der 16S-rDNA aus fixierten Zellen

Ethanol- bzw. PFA-fixierte Bakterien aus verschiedenen phylogenetischen Gruppen wurden
auf die PCR Amplifizierbarkeit der 16S-rDNA hin untersucht. Mit den Standard-PCR-
Primern 616V und 630R konnte aus zehn PFA-fixierten Zellpraparationen von
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Brevundimonas diminuta, Paracoccus denitrificans, Leptothrix cholodnii, Leptothrix
discophora, Acinetobacter baumannii, Acinetobacter hydrophila, Enterobacter cloacae,
Escherichia coli, Cytophaga johnsonii, Haliscomenobacter hydrossis und funf
ethanolfixierten Stdmmen gram-positiver Bakterien Microbacterium imperiale, Rhodococcus
rhodochrous, Nocardia calcarea, Micrococcus kristinae und Bacillus subtilis, spezifisch die
16S-rDNA erhalten werden. Trotz ,freeze-thawing” konnte kein PCR-Produkt von
Sphaerotilus natans, ein von einer Scheide umgebenes -Proteobakterium, und von Thiothrix
nivea, einem Vetreter der y-Gruppe der Proteobacteria erhalten werden. Die Mindestzellzahl
flr eine reproduzierbare Amplifikation der 16S-rDNA war fir E. coli ca. 500 und fir B.
subtilis ca. 1.000 Zellen. Die Effizienz der Amplifikation war fur Zellen aus der
logarithmischen wie stationdren Wachstumsphase nicht signifikant verschieden. Fir die
Amplifikation aus sortierten Zellen genugten fast immer 10.000 Zellen, um ein detektierbares
PCR Produkt zu erhalten. Eine vorgeschaltete Hybridisierung mit fluoreszierenden
Oligonukleotidsonden hatte offensichtlich nur geringen EinfluR auf die Sensitivitdt und

Spezifitat der PCR. Die Lange des Amplifikats war stets identisch mit der Positivkontrolle.

C.1.5 Klonierung eines PCR-Produkts aus LDI23a-sortierten Zellen

Um die Haufigkeit von unerwiinschten Sequenzen zu bestimmen, wurde die 16S-rDNA von
LDI23a-positiven Zellen amplifiziert, die mit Gate 6 (Abbildung C.1) sortiert worden waren.
Das PCR-Produkt wurde in ein T-Vektor System kloniert. 84 Plasmide, die ein komplettes
16S-rDNA Insert besaflen, wurden isoliert und zusammen mit der 16S-rDNA von finf
Referenzstimmen auf Nylonmebran geblottet. Das Screening erfolgte mit den POD-
markierten Oligonukleotidsonden EUB338, LDI23a und ACA23a. Die Spezifitat der Sonde
LDI23a bei den eingestellten Hybridisierungsbedingungen wurde durch eine positive
Reaktion mit den Zielorganismen L. discophora und A. metamorphum und die negative
Reaktion mit den Nichtzielarten S. yanoikuyae, C. johnsonii, und A. baumanii bestatigt. Als
Negativkontrolle wurde die Sonde ACAZ23a eingesetzt, die erwartungsgemal nur mit A.
baumanii hybridisierte. Die Hybridisierung mit EUB338 zeigte etwa gleiche Mengen an DNA
auf jedem der Dots. 71 der 84 untersuchten Klone (85%) hybridisierten mit LDI23a. Dies

weist klar auf eine starke Anreicherung des gewiinschten Zelltyps hin.
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C.1.6 Sequenzierung

Die 16S-rDNA eines der 71 LDI23a-positiven Klone wurde fast vollstandig sequenziert (E.
coli Position 8-1542, nach (Brosius et al., 1981); European Molecular Biology Laboratory
(EMBL) Accession Nr. AJ001325). Von weiteren vier Klonen wurden vom 5° — Ende her
mehr als 700 Nukleotide bestimmt. Diese zeigten >99% Ahnlichkeit mit der Vollsequenz. In
allen Sequenzen konnte die LDI23a Signatur gefunden werden. Ein Vergleich der neu
erhaltenen Sequenzen mit der mehr als 6000 16S-rRNA Sequenzen umfassenden Datenbank
der TU Miinchen erbrachte keine Ubereinstimmung mit bereits sequenzierten Organismen.
Mit einer Distanzmatrix-Analyse konnten hohe Ahnlichkeiten (>98%) zu den 16S-rDNA
Klonsequenzen T25, T19 und T41 errechnet werden. Dabei handelt es sich um Mitglieder
einer neuen Gruppe von Organismen innerhalb der B1-Untergruppe der Proteobacteria, dem
sogenannten Cluster I, die im Belebtschlamm in hoher Abundanz gefunden wurden (Snaidr et
al., 1997).

C.1.7 Sortierung eines auffallig grof3en Spirillums aus Belebtschlamm

Basierend auf der in dieser Arbeit entwickelten Methode konnte erstmals ein Bakterium
zielgerichtet ohne aufwendige Kultivierung phylogenetisch charakterisiert werden (Snaidr,
1997). Das groRe Spirillum mit der Form eines Korkenziehers konnte leicht tUber den
gesamten Anreicherungs- und Charakterisierungsprozel} anhand seiner auffélligen
Morphologie verfolgt werden. In Belebtschlamm, der 4 Wochen unter mikroaeroben
Bedingungen im Dunklen bei 6°C inkubiert worden war, reicherten sich die Spirillen
offensichtlich etwas an (Faktor ca. 3-5, Snaidr, personliche Mitteilung). Da die Sonde CF319a
zwar mit dem Spirillum hybridisierte, aber daneben noch viele andere Morphotypen erfal3te
wurden, wurde eine spezifischere Sonde konstruiert. Aufgrund der Zugehorigkeit zur
Cytophaga/Flavobacterium/Bacteroides — Gruppe und einer gewissen morphologischen
Ahnlichkeit zu Saprospira grandis wurde eine Oligonukleotidsonde (SGR1425) gegen eine
semikonservierte Region der 16S-rRNA von Saprospira grandis entwickelt. Die grofen,
auffalligen Spirillen hybridisierten in der Tat neben anderen, relativ kleinen Bakterien mit der
Sonde SGR1425. Im DurchfluBzytometer wurden mehrmals 5-10.000 Zellen sortiert
(Abbildung C.5). Die mikroskopische Uberpriifung zeigte, daR die Haufigkeit der Spirillen
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von unter 10™ in der Belebtschlamm-Anreicherung um einen Faktor von ca. 1000 auf 10-

30% in der sortierten Fraktion angehoben worden war.

sondenvermittelte Fluoreszenz
=
o

102 10° 10°
Vorwartsstreulicht

Abbildung C.5. Analyse einer Belebtschlamm-Anreicherung nach Hybridisierung mit der Sonde SGR1425; die
deutlich abgesetzte Population wurde mit einem Sortierfenster eingrenzt; mehrere 5-10.000 Zellen wurden fiir
die PCR-Amplifikation der 16S-rDNA sortiert;

Nach Wabhl eines geeigneten Primerpaares konnte von den sortierten Zellen die 16S-rDNA
amplifiziert, kloniert und schlieBlich sequenziert werden. In situ-Hybridisierungen mit
Oligonukleotidsonden gegen die so neu erhaltene 16S-rDNA-Sequenz bewiesen, dal diese
tatsachlich aus den grof3en korkenzieherférmigen Spirillen stammte. Die phylogenetische
Analyse der 16S-rDNA-Sequenz zeigte die Zugehorigkeit des Spirillums zu einer neuen,
distinkten phylogenetischen Gruppe mit einer Ahnlichkeit von ca. 85% zum néchsten

Verwandten S. grandis.

C.2 Analyse der in situ-Zuganglichkeit von Escherichia coli 16S-rRNA

fur fluoreszenzmarkierte Oligonukleotidsonden

Vorbedingung fir eine erfolgreiche in situ-Hybridisierung mit rRNA-gerichteten
Oligonukleotidsonden ist — neben anderen Faktoren, wie z. B. Ribosomengehalt der Zelle und

Durchléssigkeit der Zellwand — die Zuganglichkeit der Sondenbindungsstelle im Ribosom. Im
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Rahmen dieser Arbeit wurde die sondenvermittelte Fluoreszenz von zwei Sdtzen
fluoresceinmarkierter Oligonukleotidsonden quantifiziert, die um 5-13 Nukleotide
uberlappend die gesamte 16S-rRNA abdecken. Die Sondenhelligkeit spiegelt direkt die
Zugéanglichkeit der korrespondierenden Sondenbindungsregion wider.

C.2.1 Vorversuche zur Optimierung der Hybridisierungsprozedur

Der Erfolg der Studie hing wesentlich von der optimalen Hybridisierung und der
anschlieBenden standardisierten Vermessung der Proben ab. Deswegen wurde das Protokoll
fir in situ-Hybridisierung in Suspension von Wallner und Mitarbeitern (Wallner et al., 1993)
zwar prinzipiell tbernommen, jedoch nochmals in den wichtigsten Schritten Uberpruft und

gegebenenfalls optimiert.

C.2.1.1 Sondenkonzentration

Eine Hybridisierung mit den Sonden Eco431 und Eco440 bei Endkonzentrationen von 1, 2
und 4 ng pl™ (1 ODzsonm = 20 ng ul™) ergab Fluoreszenzintensitaten, die innerhalb der
Fehlergrenzen identisch waren. Bei 8 ng pl™ war die Fluoreszenz leicht erhdht, was
mdoglicherweise auf beginnende unspezifische Farbung zurickzufihren ist. Um
Sondenmaterial zu sparen und den EinfluR kleiner Konzentrationsunterschiede der

Sondenarbeitsldsung auszuschlieRen wurden alle Experimente bei 1,5 ng pl™ durchgefiihrt.

C.2.1.2 Zellen

Fiir Zellkonzentrationen zwischen 1 x 10° und 8 x 10° pro pl Hybridisierungspuffer konnte
kein Effekt der Zahl der eingesetzten Zellen auf die Signalstarke festgestellt werden. Die
Zellzahlen wurden deswegen innerhalb diesen Bereichs gehalten. In einem weiteren
Vorversuch wurde untersucht, ob sich die in situ-Zugéanglichkeit von fixierten E. coli
DSM30083"-Zellen der stationdren Wachstumsphase von der in situ-Zuganglichkeit der
logarithmischen Wachstumsphase unterscheiden. Dafiir wurden 17 Sonden reprasentativ
ausgewahlt und die Fluoreszenzintensitaten bestimmt. Erwartungsgemal zeigten die

stationaren  Zellen mit allen Sonden eine geringere absolute  Fluoreszenz,
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hdchstwahrscheinlich aufgrund ihres niedrigeren rRNA-Gehalts. Die relative Fluoreszenz
zwischen den Sonden hingegen war dahnlich wie bei logarithmischen Zellen. Fir alle weiteren
Untersuchungen der Zugénglichkeit wurden deswegen ausschlielich Zellen aus der

logarithmischen Wachstumsphase verwendet.

C.2.1.3 Lagerung

Da meist eine sehr grofRe Anzahl an Proben pro Tag vermessen wurde (>100), vergingen oft
bis zu 5 h vom Abbruch der Hybridisierung bis zur Vermessung der letzten Probe. Die
Reanalyse von Proben, die auf Eis gelagert worden waren, zeigte keinen signifikanten
Signalverlust wéhrend dieser Zeitspanne. Sogar nach 30 h Lagerung waren die Signale fur
Eco66 und Eco440 stabil, und fir Eco55, Eub338 und Eco91 nur um etwa 25% erniedrigt.

C.2.2 Einflufd sondenspezifischer Unterschiede in der Dissoziationstemperatur (Tg) auf

die sondenvermittelte Fluoreszenz

Die sondenvermittelte Fluoreszenz einer Nukleinsduresonde ist stark von der Stringenz der
Hybridisierung abhéngig. Es war daher fur diese Studie entscheidend, die Unterschiede der
thermischen Stabilitdt von Sonden zu bericksichtigen. Um von Anfang an maximale und
gleichzeitig spezifische Bindung aller Sonden zu garantieren, wurden Sonden mit einer
Schmelztemperatur T4 zwischen 48°C und 60°C entwickelt und bei einer
Hybridisierungstemperatur von 46°C eingesetzt. Die hier angewandte 4+2-Regel zur
Berechnung der Schmelztemperatur (Suggs et al.,, 1981) ist jedoch nur eine grobe
Abschatzung. Deshalb wurden 9 Sonden bei unterschiedlicher Stringenz hybridisiert und die
Signalstérke quantifiziert (siehe Abbildung C.6). Es zeigte sich die typische sigmoide
Kurvenform mit einer Ubergangszone, die zwischen einer Region mit niedriger Stringenz und
hoher Bindungsstarke und einer Region mit hoher Stringenz und niedriger Bindungsstarke
liegt. Sieben Sonden zeigten wie erwartet maximale Fluoreszenzsignale bei der Standard -
Hybridisierungstemperatur von 46°C. Die Sonden Eco422 (Tqsuggs) = 50°C), EC0431 (Tq(suggs)
= 54°C), und Eco449 (Tqsuggs) = 52°C) hatten maximale Sondenfluoreszenz bei 41°C und nur
80% ihrer maximalen Bindung bei 46°C. Trotzdem wurde die Standardtemperatur von 46°C

beibehalten und nicht auf 41°C gewechselt, da andere Sonden bei niedrigeren
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Hybridisierungstemperaturen niedrigere Fluoreszenzsignale aufwiesen. Eco91 und Ecol45

beispielsweise zeigten bei 41°C nur 84% bzw. 90% ihres Signals bei 46°C.
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Abbildung C.6. Sondenvermittelte Fluoreszenz fiir

neun ausgewahlte Sonden unter verschiedenen

Hybridisierungsbedingungen.  Alle

Hybridisierungen

wurden

bei

46°C

Die

durchgefihrt.

Hybridisierungstemperatur bei 36°C bzw. 41°C wurde durch Erhéhung der NaCl-Konzentration, die bei 51, 56,

66 und 76°C durch Zugabe von Formamid im Hybridisierungspuffer erreicht (vgl.B.6.3) .
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C.2.3 Operondiversitat

Das Standardset der Oligonukleotidsonden wurde komplementér zur 16S-rDNA Sequenz von
E. coli Stamm DSM30083" entwickelt. Zur Sicherheit wurde die 16S-rDNA des untersuchten
E. coli Stamms nochmals sequenziert. Wie erwartet wurden keine Unterschiede zur
veroffentlichten Sequenz festgestellt (EMBL European Molecular Biology Laboratory,
Accession Number X80725, Heidelberg). Ein Vergleich der 16S-rDNA Sequenz von E. coli
DSM30083" mit den verdffentlichten Sequenzen fiir sieben E. coli K12 Operons zeige, daf
die drei Operons rrnH, rrnA und rrnC einige Unterschiede in vier Regionen aufwiesen.
Insgesamt wurden 20 Sonden neu entwickelt, die komplementar zu diesen Regionen in den
verschiedenen Operons waren. Keine der Sonden erzielte eine hohere Fluoreszenzintensitat
verglichen mit dem Standardset. Auch der kombinierte Einsatz einer Operon-spezifischen mit

der korrespondierenden Standardset-Sonde erzielte keine hoheren Signale.

C.2.4 Zuganglichkeit der 16S-rRNA fur fluoreszenzmarkierte Oligonukleotidsonden

Alle durchfluBzytometrisch bestimmten Fluoreszenzintensitdten der gegen die 16S-rRNA von
E. coli DSM 30083" gerichteten Oligonukleotide sind in Tabelle F.1 aufgelistet. Die hellste
Fluoreszenz resultierte aus der Hybridisierung mit Sonde Ec01482, die gegen die Positionen
1482-1499 gerichtet ist. Die Intensitat war 1,7-fach heller als die der haufig benutzten Sonde
EUB338, und 44-mal heller als Sonden, die im Bereich der Hintergrundfluoreszenz lagen, wie
z.B. Eco468. Alle Fluoreszenzintensitaten in Tabelle F.1 sind als Prozentsatz von Ec01482
ausgedrickt. Auflerdem wurden alle Sonden aufgrund ihrer Signalstarke willkirlich in 6
Helligkeitsklassen eingeteilt: Klasse 1 (100-81% der Fluoreszenz von Ec01482), Klasse Il
(80-61%), Klasse Il (60-41%), Klasse 1V (40-21%), Klasse V (20-6%) und Klasse VI (5-
0%). In Abbildung C.7 ist die Verteilung der Helligkeitsklassen ber das 16S-rRNA
Sekundarstrukturmodell nach Gutell und Mitarbeitern (Gutell, 1994) aufgezeichnet.

Von allen 171 Sonden fallen nur 7 Sonden, Eco440 (83%), Eco541 (96%), Eco871 (87%)
Eco889 (85%), Ec01410 (90%), Eco1482 (100%), und Eco1500 (92%), in die hellste Klasse |

und 24 in Klasse Il. Die meisten Sonden in diesen zwei Klassen sind gegen funf Regionen
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gerichtet, die offensichtlich eine hohe Zuganglichkeit fur Oligonukleotidsonden in E. coli

besitzen:

1. Positionen 38-108 (5°-Hélften der Helices 4, 5, 6, und 3‘-Halfte der Helix 6) ohne die
terminale Schleifen-Region der Helix 6 (siehe C.2.5)

2. Positionen 181 - 215 (Helix 10, 5°-Halfte der Helix 11)

3. Positionen 316 - 359 (Helix 14, 3‘-Halften der Helices 15 and 5) aufler Eco334- und
EUB338-Zielregion

4. Positionen 871-933 (3*-Halften der Helices 27 und 20, Helix 30, 5‘-Hélfte der Helix 31)

5. der proximale Teil der Helix 49 einschliellich der 3 Halfte der Helix 31 und der 5° Halfte
der Helix 50 (Positionen 1383-1427 und 1473-1517)

Neun kleinere gut zugéngliche Regionen sind Uber die ganze Lénge der 16S-rRNA verteilt.
Ungefahr die Hélfte aller Sonden fallen in die Klassen 111 (36 Sonden) und 1V (49 Sonden).
Diese Klassen umfassen Sonden, die &hnlich hell sind wie die haufig benutzte EUB338 (58%
von Ec01482). Das Signal-Rausch-Verhaltnis selbst der weniger hellen Sonden der Klasse 1V

liegt immer noch Uber 8 fur E. coli Zellen der logarithmischen Phase.

Ein Drittel aller Sonden zeigten nur ein schwaches oder Giberhaupt kein Signal (Klassen V und
VI, 20-0% der Eco1482 Fluoreszenz). Offensichtlich vollstandig blockierte Zielsequenzen
(Klasse VI) befinden sich am 5°-Ende der 16S-rRNA, an der 3‘-Halfte der Helix 11, der
Schleifen-Region und der 3‘-Hélfte der Helix 18, fast auf der gesamten Helix 22, den
Schleifen-Regionen der Helices 26, 37, 45, 47 und 50, sowie an den Zielregionen der Sonden
Ec0952, Eco1060, Eco1113, Eco1202, Eco1437 und Ecol464. Regionen, die offensichtlich
nur teilweise flr Oligonukleotide (Klasse V) zugénglich sind, umfassen die Schleifen-Region
der Helix 6 wie auch fast die gesamte Lange der Helices 23, 41, 42, und 48, wie auch die 5’-
Halfte der Helices 27, 28, 36, 38, Teile der Helices 39, 40, 43, 44, die 3’-Halfte der Helices
12, 21, 27, 35, 46, 47, und 50, und der proximale Stamm der Helix 45.
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Abbildung C.7. Verteilung der relativen Fluoreszenzintensitaten aller getesteten Oligonukleotidsonden,
standardisiert auf die hellste Sonde Eco1482; Sekundarstrukturmodel nach (Gutell, 1994); nur die beiden

benachbarten Sondensatze sind angefiihrt; die verschiedenen Farben bezeichnen jeweils die verschiedenen
Helligkeitsklassen;
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C.2.5 Feinkartierung der in situ-Zuganglichkeit der Helices 6 und 18

Die beiden Standardsétze zeigten zwischen benachbarten Sonden dramatische Veranderungen
in der Zugénglichkeit der Helices 6 und 18, die zu den wichtigsten Sondenzielregionen
gehoren, da sie phylogenetisch weniger konserviert sind. Es wurden daher zusatzliche Sonden
entwickelt, deren Zielregionen gegeneinander jeweils nur um 2 — 4 Nukleotide verschoben
waren. Fur Helix 6 (Abbildung C.8) konnte gezeigt werden, dal} die Signalstarke von 48% fur
Eco70 auf 3% fir Eco79 zurlckging. Ein noch drastischerer Wechsel innerhalb von 4
Nukleotiden ist zwischen Eco87 (10%), Eco89 (41%) und Eco91 (70%) zu beobachten. Diese
Ergebnisse legen den Schluf’ nahe, dal3 die Schleifen-Region der Helix 6 kaum zuganglich ist,

verglichen mit der doppelstrangigen Stammregion.

Ahnliche Beobachtungen konnten an Helix 18 gemacht werden (Abbildung C.8). Das Signal
fiel von uber 80% (Eco440) auf Hintergrundfluoreszenz an Position 455 und stieg dann
wieder Uber 20% fur Eco478 bis 60% fur Eco484. Wiederum sind die Schleifen-Region und

die distale 3‘-Halfte der Helix nicht offen fur Oligonukleotidsonden.

E 100 i 100 gy 100
a A B C
Bo a0 ] ]
=
-+
2 oa &0 &0
= =
E: a0 40 40
w
o =
o 20 20 20
E=l
% 0 Lyt 0 Lyl 0 LA
- B0 B5 F0 75 &0 85 80 95 440 450 480 4700 480 490 500 g20 £40 BE0 &80 700

E. coli - Position

Abbildung C.8.Detailierte Analyse von drei weniger konservierten Regionen: A, Helix 6; B, Helix 18, und C, 3'-
Halfte der Helix 22 und 5'-Halfte der Helices 23 und 24; zusatzliche Oligonukleotidsonden wurden entwickelt,
um eine héhere Auflésung zu erzielen; Alle Fluoreszenzintensitaten sind auf die hellste Sonde Eco1482
standardisiert;
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C.2.6 Feinkartierung der in situ-Zuganglichkeit der Positionen 621-693

Eine der meist benutzten Zielregionen fiir 16S-rRNA-gerichtete Oligonukleotidsonden ist die
5‘-Halfte der Helix 23, gegen die in der Vergangenheit zahlreiche helle Sonden auf
Gattungsniveau (Amann et al., 1995) entwickelt worden sind. Die Signale, die fiir E. coli fir
diese Region gemessen wurden, waren dagegen auBergewdhnlich niedrig. Zusétzlich zum
Standardsondenset wurden daher weitere Sonden gegen die 3‘-Halfte der Helix 22 und die 5°-
Hélften der Helices 23 und 24 entwickelt, deren Zielsequenzen um meist 5 Nukleotide
gegeneinander verschoben waren. Die Ergebnisse bestatigten weitgehend frihere
Einzelbeobachtungen (Abbildung C.8). Die Sonden Eco645 bis Eco668 erzielten relative
Intensitaten um 20%. Interessanterweise zeigten Sonden komplementar zur 3*-Halfte der
Helix 22 nur Hintergrundfluoreszenz (1-4%), wéhrend Sonden nach Position 675 um 40%
oder dartiber lagen. Um zu testen, ob die 5°-Hélfte der Helix 23 bei anderen Organismen
besser zuganglich ist als bei E. coli, wurden die Signalstarken bei drei Referenzorganismen
mit bereits friiher publizierten Sonden quantifiziert, die mit dieser Region hybridisieren: A.
calcoaceticus DSM 30006 mit ACA23a (652-669) (Wagner et al., 1994), Z. ramigera ATCC
25935 mit ZBE23a (646-663) (Rossello-Mora et al., 1995), und C. testosteroni DSM 502447
mit CTE23a (659-676) (Schleifer et al., 1992). Um potentielle Unterschiede im rRNA-Gehalt
und der Permeabilisierung der Zellen zu kompensieren, wurden alle Hybridisierungssignale
auf EUB338 normalisiert. Mit den entsprechenden Referenzorganismen hybridisiert, erzielten
die Sonden CTE23a und ZBE23a etwa die doppelte Helligkeit als EUB338, wéhrend ACA23
sogar dreifach heller strahlte. Im Gegensatz dazu zeigten Eco645 bis Eco661, die spezifisch
fiir die korrespondierenden Zielregionen in E. coli sind, nur etwa ein Drittel der Signalstarke
von EUB338.
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C.3 DurchfluRzytometrische Analyse von mikrobiellen Populationen
in aquatischen Okosystemen: Entwicklung und Anwendung neuer
Methoden

C.3.1 Quantifizierung phylogenetischer Gruppen in Wasserproben nach Hybridisierung

Fur die Analyse im DurchfluBzytometer missen Zellen in einer Flussigkeit suspendiert
vorliegen. Wallner und Mitarbeiter (Wallner et al., 1993) entwickelten ein Protokoll zur
Hybridisierung mit fluoreszenzmarkierten, rRNA-gericheten Oligonukleotidsonden. Diese
Methode, ursprunglich entwickelt zur Analyse von Belebtschlamm, versagte dagegen bei
Wasserproben aus oligotropheren Habitaten. Aufgrund der vielen Zentrifugationsschritte
traten Zellverluste auf, was nicht nur eine Bestimmung absoluter Zellzahlen unmdglich
macht, sondern theoretisch auch die Zusammensetzung der Bakterienpopulation verfélschen
konnte. Glockner und Mitarbeiter (Glockner et al., 1996) konzentrierten Proben aus
oligotrophen Gewassern fiur die Hybridisierung auf Polycarbonatfilter. Fiir die Analyse im
DurchfluBzytometer bot sich an, Proben ebenfalls auf Filter zu konzentrieren, zu hybridisieren
und anschlieRend die hybridisierten Zellen vom Filter in ein kleines Volumen zu tberfiihren

und die Suspension zu vermessen.

C.3.1.1 Resuspendierung der Zellen

Wasserproben aus einem eutrophen Habitat (Nymphenburger Kanal) wurden auf
Polycarbonatfilter mit einem Porendurchmesser von 0,2 pum aufkonzentriert und die Zellen in
ein kleines Volumen durch Vortexen abgewaschen. Die abgewaschene Fraktion wurde
wiederum auf Polycarbonatfilter gesammelt. Der abgewaschene Filter wie der Filter mit der
gesammelten, abgewaschenen Fraktion wurde mit DAPI gefarbt und ausgezéhlt. In der Probe
konnten samtliche ZellgroRen nachgewiesen werden, der Gberwiegende Teil war jedoch ca.
0,5 - 1,0 um grof3, eine typische GrolRRe fur aquatische Bakterien und deshalb sehr gut fur die
Methodenentwicklung geeignet. Die Wiederfindungsrate der Bakterien betrug 70-90%. Der
Anteil der haftengebliebenen Zellen bewegte sich zwischen 5% und 10%, die GréRe war

meist unter 0,5 um, oft an der Detektionsgrenze. Bei einem statischen Gesamtfehler von ca.
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10% betrug der Zellverlust durchschnittlich ca. 10%. Da in der gesammelten Fraktion
wiederum alle GroRenklassen vertreten waren, konnte davon ausgegangen werden, da3 der

Abwaschvorgang weitgehend nicht groRenselektiv war.

C.3.1.2 Vergleichende Quantifizierung von Wasserproben mit Mikroskopie und
Durchfluf3zytometrie

Wasserproben aus einem eutrophen (Nymphenburger Kanal) und mesotrophen Habitat
(Piburger See) wurden mit FLUOS-markierten Oligonukleotidsonden auf Polycarbonat-
Filtern hybridisiert, abgewaschen, mit DAPI gegengeféarbt und im DurchfluBzytometer bei
Konfiguration 1 vermessen (1. Laser: 488 nm; 2. Laser: UV; vgl. B.7.3.6). Die eingesetzten
Sonden waren spezifisch fur die Domdne Bacteria bzw. fir ausgewéhlte Untergruppen
daraus. Relative Haufigkeiten als Prozentwert von DAPI wurden fir dieselben Proben im
DurchfluBzytometer und im Mikroskop ausgezahlt. Die Ergebnisse sind in Tabelle C.2 bzw.

Tabelle C.3 zusammengefalt.

Fir den Nymphenburger Kanal sind die Werte flr die eubakterielle Sonde (44 bzw. 42%),
sowie fur die Sonden spezifisch fir Planctomyceten (<1 bzw. 2%), a- (<1 bzw. 2%) und y-
Proteobakterien (<1 bzw. 3%) sowie der Hintergrund (NON338, 2 bzw. <1%) innerhalb der
Fehlergrenzen vergleichbar. Im DurchfluBzytometer konnte jedoch ein fast dreimal so hoher
Anteil an B-Proteobakterien (22%) bestimmt werden als im Mikroskop (8%). Ebenso war der
Anteil an Cytophaga-Flavobacter-Bacteroides mit 7% Haufigkeit im FACS fast doppelt so
hoch wie im Mikroskop (4%). Fur den Piburger See ist das Bild deutlich verschoben. Hier
sind die Werte der Mikroskopie generell um den Faktor 3 — 4 hoher als im
DurchfluRzytometer bestimmt. Mit der Sonde EUB338, spezifisch fur Bacteria, erzielte man
im Mikroskop eine Detektion von 48% der DAPI-gefarbten Zellen, im FACS nur etwa 13%.
Ahnlich sind die Verhaltnisse fir die Sonde BET42a, spezifisch fiir p-Proteobacteria (10
bzw. 4%) und fir die Sonde CF319a, spezifisch fir das Cytophaga-Flavobacter-Bacteroides-
Cluster (7 bzw. 2%). Alle anderen phylogenetischen Gruppen konnten mit den

entsprechenden Sonden mit beiden Methoden im 1%-Bereich detektiert werden.
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Nymphenburger Kanal

Sonden EUB338 PLA886 ALF968 BET42a GAM42a CF319a NON338
Mikroskop 44 <1 <1 8 <1 4 2
Durchflu3zytometer 42 2 2 22 3 7 <1

Tabelle C.2: Relative Haufigkeiten verschiedener mittels Fluoreszenz in situ-Hybridisierung bestimmter
Groligruppen von Bakterien im Nymphenburger Kanal

Piburger See

Sonden EUB338 PLA886 ALF968 BET42a GAM42a CF319a NON338
Mikroskop 48 8 1 10 1 7 1
Durchflu3zytometer 13 n.d. 1 4 1 2 1

Tabelle C.3: Relative Haufigkeiten verschiedener mittels Fluoreszenz in situ-Hybridisierung bestimmter
Groligruppen von Bakterien im Piburger See

C.3.2 Erh6hung der Sensitivitat der in situ-Hybridisierung durch Kombination von
peroxidasemarkierten Oligonukleotiden und Tyramid-Signalamplifikation

Die niedrigen Zahlwerte, die in der Probe aus dem Piburger See durchflulzytometrisch
erhalten wurden, sind vermutlich auf die niedrigere Sensitivitit des DurchfluRztometers im
Vergleich zum Mikroskop zuriickzufiihren. Dies macht es schwierig, sondenpositive Zellen
vom Hintergrund zu unterscheiden. Daher wurde versucht, die schwache Fluoreszenz nach in
situ-Hybridisierung  mit  Oligonukleotidsonden  mittels eines neuartigen  Signal-
Amplifikations-Kits von DuPont zu verstarken. Es war kurz vorher gezeigt worden
(Schénhuber et al., 1997), daR die Kombination von in situ-Hybridisierung mit
peroxidasemarkierten Oligonukleotiden und einem fluoreszenzmarkierten Tyramid-Substrat
erhebliche Signalamplifikation bewirkte. In dieser Arbeit wurde darauf aufbauend die
Methode fur durchflulzytometrische Anwendungen erprobt.
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C.3.2.1 Hybridisierung mit peroxidasemarkierten Sonden und Tyramid-

Signalamplifikation in Suspension

Diese Tests wurden mit E. coli und dem grunfluoreszierenden Tyramid-Fluorescein Substrat
durchgefiihrt.  PFA-fixierte E. coli  Zellen wurden vor Hybridisierung mit
peroxidasemarkierten Sonden stets mit Lysozym behandelt (5 mg ml™ fir 5 min bei RT).
Zellen aus der Anlaufphase (lag-Phase) zeigten mit einem Faktor von 10 die hdochste
gemessene Signalverstarkung (2575 + 302 relative Fluoreszenzeinheiten), verglichen mit
einer Standardhybridisierung mit fluoresceinmarkierten Sonden auf PFA-fixierten Zellen (264
+ 16) ohne Lysozym-Behandlung (Tabelle C.4). Zellen aus der logarithmischen und
stationdren Wachstumsphase hatten nur etwa halb so groRe Fluoreszenzintensitaten (1217 +
75 bzw. 1333 +169). Ethanolfixierte Zellen aus der lag- bzw. log-Phase ohne Lysozym-
Behandlung hatten mit 1682 + 145 bzw. 900 + 47 relativen Fluoreszenzeinheiten ein etwa ein
Drittel schwacheres Signal als PFA-fixierte Zellen. Nach Ethanolfixierung wiesen dagegen

stationare Zellen nach Hybridisierung nur Hintergrundfluoreszenz auf (8 + 0,5).

Wachstumsphase mit Amplifikation ohne Amplifikation
PFA* EtOH" PFA*
Anlaufphase 2575 1682 264
logarithmisch 1217 900 239
stationar 1333 8 29

Tabelle C.4. Fluoreszenzintensitéten (relative Einheiten) nach Hybridisierung mit peroxidasemarkierten Sonden
und Tyramid-Signalamplifikation bzw. Standardhybridisierung mit einfach markierten Oligonukleotiden. * E.
coli Zellen fixiert mit PFA bzw. Ethanol aus verschiedenen Wachstumsphasen;

Die Inkubation von fixierten Zellen ohne Hybridisierung mit dem griinen Tyramid-Substrat
allein resultierte in einem nur leicht erhéhten Signal von 8 gegeniiber einer Autofluoreszenz
der Zellen von 4. Die Negativkontrolle mit EUK516 zeigte ein Signal von 55. Das
Signal/Rausch-Verhéltnis war 47 (2575/55) fur PFA-fixierte bzw. 73 (1682/23) fir

ethanolfixierte Zellen, verglichen mit dem Standardsystem, das 66-fach hohere
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Fluoreszenzwerte als der Hintergrund aufwies (264/4). Eine gleichmaRige Farbung der Zellen
war nicht immer gewahrleistet. Bis zu 20% der ethanolfixierten (log-Phase) und bis zu 39%
der PFA-fixierten Zellen (log-Phase) fluoreszierte z. T. nur sehr schwach (vgl. Abbildung
C.9). Mit der konventionellen Methode hybridisierten maximal nur 2% der Zellen mangelhaft.

sondenvermittelte Fluoreszenz
=
o

10° 100 102 10® 10° 10° 100 102 10° 10*

Vorwartsstreulicht

Abbildung C.9. Dot-Plot Diagramme fur hybridisierte Kulturen von E. coli. Hybridisierung mit eubakterieller
Sonde EUB338 (A und B, obere Reihe), bzw. EUK516, spezifisch fiir Eucarya ( C und D, untere Reihe). Links
die Kombination von peroxidasemarkierten Sonden mit Tyramidsignalamplifikation (A und C), recht der Einsatz
von einfach fluoresceinmarkierten Sonden (B undD).

C.3.2.2 Hybridisierung mit peroxidasemarkierten Sonden und Tyramid-

Signalamplifikation auf Filtern

Fur die Analyse von Wasserproben aus natirlichen Systemen mufte zudem versucht werden,
die Methode auf Filter zu Ubertragen. In diesen Tests wurde das CY3-markierte Tyramid als
Substrat eingesetzt, da CY3 (e~150 cm® pmol™) gegeniiber Fluorescein (ex~75 cm® pmol™)
einen doppelt so hohen molaren Extinktionskoeffizienten besitzt, der sich auch in einer
hoheren Ausbeute an Fluoreszenzlicht duRern sollte. Zum Test wurden zwei marine Isolate

aus der Nordsee, ein Vibrio sp., Stamm 12.9.1, und ein Cytophaga sp., Stamm 02.11.DS22,
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ausgewahlt, die aufgrund ihrer GréRe (ca. 3 x 1 pm bzw. ca. 0,7 x 0,3 pm) und
phylogenetischen  Zugehorigkeit  (y-Proteobacteria bzw. Cytophaga-Flavobacterium-
Bacteroides) als reprasentativ fir die Nordsee angesehen wurden. Beide Isolate wurden vor
der Hybridisierung mit den peroxidasemarkierten Sonden EUB338 und Arch915 mit
Lysozym behandelt. Vibrio sp. zeigte im Durchfluf’zytometer eine 11fache Signalverstarkung
(1840 relative Einheiten) gegeniiber einer Standardhybridisierung mit einfach
fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden (175), sehr kleine Cytophaga sp. jedoch nur
eine um einen Faktor 1,8 hohere Fluoreszenz (186/105). Das Signal-Rausch-Verhéltnis war
nur fur Vibrio sp. mit S/IN=10 fir die TSA-Hybridisierung ausreichend erhdht Uber dem
Hintergrund (1840/181), nicht fir Cytophaga sp. mit nur S/N=1,9 (186/97). Die
Standardhybridisierung war fur beide Stamme mit S/N-Faktoren von 2 (Vibrio sp., 175/88)
bzw. 1,5 (Cytophaga sp., 105/70) knapp Uber dem Hintergrund. Cytophaga sp. wies nach
Signalamplifikation (186 rel. Einheiten) zwar fast doppelt (1,8) so helle Zellen auf als nach
einer Standardhybridisierung (105), die Negativkontrolle war aber ebenfalls um 30% erhoht
(97).

EUB338- Arch915- S/N EUB338- NON338- S/N  Amp.-

POD POD POD CY3 CY3 CY3 faktor
Vibrio sp. 1840 181 10 175 88 2 11
Cytophaga sp. 186 97 1,9 105 70 1,5 1,8

Tabelle C.5: Vergleich der relativen Sondenfluoreszenz nach Hybridisierung mit peroxidasemarkierten (POD)
bzw. CY3-markierten Oligonukleotidsonden; S/N: Signal-Rausch Verhdltnis; Amp.-faktor: Verstarkung durch
Signalamplifikation

Weitere Tests wurden mit einer Belebtschlammprobe und der bakteriellen Begleitflora einer
Kultur der limnischen Alge Rhodomonas minuta unternommen. Alle Proben lagen PFA-
fixiert vor und wurden mit Lysozym behandelt. Nach Hybridisierung mit EUB338-POD und
ARCH915-POD und anschlieRender Tyramid-Substrat-Inkubation lieRen sich jedoch keine
positiven Signale detektieren. Im Mikroskop war zu erkennen, dal die Zellen noch intakt

waren. Offensichtlich konnten sie durch die Vorbehandlung nicht zugénglich fur
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peroxidasemarkierte Sonden gemacht werden. Nach zusatzlicher Inkubation mit Proteinase K
fir 10 min und Hybridisierung mit EUB338-POD farbten schlieflich ca. 10% aller DAPI-
positiven Zellen aus Belebtschlamm bzw. ca. 14% aller Zellen der Algenbegleitflora mit
TSA-CY3, wie im Mikroskop gezahlt werden konnte. Die Negativkontrolle mit ARCH915-
POD zeigte kaum geféarbte Zellen fur Belebtschlamm (1%) bzw. es konnten fur die
Algenbegleitflora keine Signale nachgewiesen werden. Die Proteinase K-Behandlung erwies
sich als sehr kritisch. Vibrio sp. war nach zehnminttiger Proteinase K-Behandlung vollstandig
lysiert, und es konnten nur noch Zellfragmente gefunden werden. Bei 30 min(tiger Inkubation
mit Proteinase K, um weitere Zellen zu permeabilisieren, gingen auch die Zellen aus
Belebtschlamm und Algenbegleitflora in Lyse. Wurden nach Hybridisierung und Inkubation
mit Tyramid-Substrat Belebtschlammproben oder Algenbegleitflora vom Filter abgewaschen
und im FACS vermessen, konnte nur noch Hintergrundrauschen festgestellt werden.
Vermutlich sind durch die starken Scherkrafte beim Abwaschvorgang die durch den
Lysozym- und Protease K - Verdau fragil gewordenen Zellen lysiert. Diese Methode wurde

daher hier nicht mehr weiter flr die quantitative Analyse von aquatischen Proben verfolgt.

C.3.3 Hybridisierung mit Alexa — markierten Oligonukleotiden

Die neuentwickelten Alexa-Farbstoffe sollten nach Angaben der Herstellers Molecular Probes
eine vielfach héhere Fluoreszenz als bisher verwendete Farbstoffe wie z.B. CY3 liefern. In
Zusammenarbeit mit der Firma Interactiva GmbH wurden die spezifischen rRNA-gerichteten
Oligonukleotide EUB338 und NON338 mit drei unterschiedlichen Farbstoffen markiert:
Alexa 488, Alexa 532 und Alexa 546. Alle Sonden wurden im Spektrophotometer in ihrem
gesamten Absorptionsspektrum vermessen und die Absorptionsmaxima notiert (Abbildung
C.10). Die Spektren zeigten ausnahmslos ein Maximum bei ca. 260 nm, entsprechend der
Absorption des Oligonukleotids, und, abhéngig vom verwendeten Farbstoff, ein Maximum
bei 495 nm fir Alexa 488, 515 nm fir Alexa 532 und 556 nm fiir Alexa 546. Das
Absorptionsverhaltnis von Oligonukleotid zu Alexea 488 betrug fur EUB338 5,8 bzw. fir
NON338 5,5. Fir die Farbstoffe Alexa 532 und Alexa 546 betrugen diese Verhéltnisse 1,4
bzw. 1,5 fur die EUB338 und 1,1 bzw. 1,6 fiir die NON338. Nimmt man fiir Alexa 488 eine
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molare Extinktion von 65.000 mol™ cm™ an, so war pro Mol Sonde zuwenig Farbstoff an
Alexa 488-markierte Sonden gebunden gewesen. Fur Alexa 532 - und Alexa 546 — markierte
Sonden hingegen war unter Annahme eines molaren Extinktionskoeffizienten von 80.000
mol™ cm™ pro Mol Sonde zuviel Farbstoff gemessen worden. Die chromatographische
Kontrolle der Firma Interactiva gab keinerlei Hinweise auf iberschiissige Oligonukleotide bei
Alexa 488 bzw. freien Farbstoff bei Alexa 546. Der Lauf aller alexamarkierten
Oligonukleotide in einer Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) bestatigte allerdings flr
Alexa 488 einen deutlichen Anteil an unmarkierten Oligonukleotid. Fir Alexa 532 bzw.
Alexa 546 konnte nur je eine Bande mit den markierten Oligonukleotiden detektiert werden,

jedoch keine Bande von Uberschiissigem Farbstoff.
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Abbildung C.10. Absorptionsspektren von EUB338, markiert mit Alexa 488 (links), Alexa 532 (mitte) bzw. Alexa
546 (rechts). Bei ca. 260 nm liegt das Absorptionsmaximum des Oligonukleotids. Im langerwelligen Bereich
sieht man deutlich das Maximum des jeweiligen Farbstoffs. Man beachte die im Vergleich zum Oligonukleotid
niedrige Absorption des Farbstoff Alexa 488, was auf eine nicht &quimolare Markierung des Alexa 488 —
markierten Oligonukleotids schlieRen 1aBt. Fir Alexa-NON338 Sonden ergab sich ein ahnliches Bild.

Die Sonden wurden zusammen mit FLUOS bzw. CY3-markierten Oligonukleotiden gegen E.
coli DSM30083" hybridisiert, und die Sondenhelligkeit im DurchfluRzytometer quantifiziert.
Der Farbstoff Alexa 488 erreichte 26% hohere Fluoreszenzsignale verglichen mit einer
Hybridisierung mit FLUOS-markierten Sonden. Die Hybridisierung mit Alexa 546 markierter
EUB338 zeigte 34% hohere Fluoreszenz als mit CY3-markierter Sonde. Beide Alexa
Farbstoffe hatten in etwa das gleiche Signal-Rausch Verhaltnis wie die vergleichbaren
Standardfarbstoffe CY3 bzw. FLUOS. Trotzdem blieb Alexa 546 deutlich hinter der Angabe
des Herstellers zuriick, etwa 3-fach hohere Fluoreszenzsignale gegenliber CY3 zu zeigen.

Hybridisierung mit Alexa 532 — markierter EUB338 dagegen erfullte tatsdchlich diese
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Erwartung, jedoch zeigte auch die Negativkontrolle mit der Alexa 532-markierten NON338
identisch hohe Fluoreszenz. Die Hybridisierung war offensichtlich vollig unspezifisch

verlaufen.

C.3.4 Analyse einer marinen Verdunnungskultur

C.3.4.1 Bestimmung der Gesamtkeimzahl

Ein wichtiger Parameter in der Analyse von Wasserproben ist die absolute Anzahl an Zellen,
die in einer Probe vorhanden sind. Ublicherweise wird eine definierte Menge des zu
untersuchenden Wassers auf Filter aufkonzentriert und im Mikroskop stichprobenartig
ausgezahlt. Daraus wird mit statistischen Verfahren die Gesamtkeimzahl pro Milliliter
berechnet. Diese Methode ist jedoch vergleichsweise arbeitsintensiv und zeitaufwendig.

DurchfluBzytometrie kann hier einen schnelleren Durchsatz an Proben ermdglichen.

Eine Stammldsung an Standardkiigelchen (Beads) mit 0,5 pm Durchmesser wurde
mikroskopisch ausgezahlt und die Konzentration auf 2,60 x 10’ mlI™ (CV = 5%) bestimmt.
Diese Beads-Losung wurde jeder Probe als interner Standard zugefiigt. Vergleichende
Zahlungen eines Thiomicrospira sp. - Isolats (Stamm t;5) auf Filter im Mikroskop und im
DurchfluBzytometer ergaben eine Unterschatzung von 30 + 3% der mikroskopischen

gegenber der durchfluBzytometrischen Z&hlung.

Das Wachstum einer Verdunnungskultur in verschieden verdinntem, filtriertem Meerwasser
wurde im Durchfluf3zytometer verfolgt. Es wurden keine Né&hrstoffe zugesetzt. Ein Grofteil
der Zellen nahm an GroRe (Vorwartsstreulicht) und DNA-Gehalt (HOECHST33342-
Fluoreszenz) innerhalb weniger Stunden zu. Die exakte Gesamtkeimzahl wurde zum
Zeitpunkt der Probennahme und nach 96 h fir alle Ansétze im DurchfluBzytometer bestimmt
(siehe Tabelle C.6).
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Ansatz  Verdiinnung GKZ (ml™) GKZ (ml™) Faktor

t=0h t=96h
0 unverdinnt 1,2 x 10° 3,1 x 10° 2,6
1 unverdiinnt 1,2 x 10° 1,1 x 10° 0,9
2 1:3 4,0x10° 2,6 x 10° 6,5
3 1:3 4,0x10° 2,4 x 10° 6,0
4 1:10 1,2 x 10° 2,9 x10° 24,4
5 1:10 1,2 x10° 3,1x 10° 25,9
6 1:100 1,2 x 10* 2,7 x 10° 220,8

Tabelle C.6: Gesamtkeimzahlen (GKZ) der Verdunnungskulturansétze; Eine Meerwasserprobe wurde (iber
einen Polycarbonatfilter (Porendurchmesser 0,8 um) vorfiltriert und in Parallelansatzen (mit Ausnahme der
1:100 Verdlnnung) unverdinnt bzw. verdinnt bei RT im Dunkeln inkubiert. Der Zeitpunkt t = 0 h wurde nur fiir
die unverdinnten, filtrierten Probe bestimmt. Nach 96 h Inkubation wurden DAPI-gefarbte Aliquots aus allen
Ansétzen im DurchfluRzytometer vermessen und die GKZ bestimmt.

Die einzelnen Parallelansdtze entwickelten sich vergleichbar. Nur eine unverdunnte, filtrierte
Parallelprobe enthielt wohl groRere Mengen an Protozoen, da eine leichte Abnahme der
Gesamtkeimzahl festgestellt werden konnte, und im DurchfluRzytometer der Anteil an Debris
deutlich erhoht war. Bemerkenswerterweise pendelten sich die Gesamtkeimzahlen aller
anderen Kulturen auf ein etwa gleich hohes Niveau von 2,4 — 3,1 x 10° ml* ein. Die
Originalprobe wuchs demnach nicht so stark (Faktor 2,6) wie die 1:3 (Faktor 6) und 1:10
verdunnten Proben (Faktor 24 bzw. 25). Am starksten wuchs die 1:100 Verdinnung um den
Faktor 220. Auch im Durchflulzytometer konnte in der 1:100 Verdiinnung eine besonders

einheitliche Population mit hohen FSC- und DAPI-Signalen beobachtet werden.

C.3.4.2 Sortieren von Bakterien nach ZellgréRe und DAPI-Fluoreszenz und anschlielende

Hybridisierung mit gruppenspezifischen Oligonukleotidsonden

In diesem Versuchsteil wurde der Frage nachgegangen, welcher phylogenetischen Gruppe

die wachsende Zellpopulation in den Verdinnungskulturen angehdrte.
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Fur eine unverdinnte, nicht inkubierte Probe (t = 0 h), sowie fur reprasentative Proben nach
36 h Inkubation aus dem 1:10 und aus dem 1:100 verdinnten Ansatz wurde die Verteilung
der phylogenetischen Gruppen durch Hybridisierung mit gruppenspezifischen Sonden
bestimmt (siehe Tabelle C.7). In der unverdlnnten, nicht inkubierten Probe hybridisierten
65% aller DAPI-positiven Zellen mit der Sonde EUB338. Mit NON338 konnten keine
autofluoreszente Partikel nachgewiesen werden. Die starkste Population stellte die
Cytophaga/Flavobacterium/Bacteroides-Gruppe mit 25%, gefolgt von der y- und o-Gruppe
der Proteobacteria mit 10% bzw. 9% aller DAPI-gefarbten Zellen. In den Verdiinnungen
zeigte sich nach 36 h Inkubation eine deutlich verschobene Verteilung: Waren in der 1:10
Verdinnung 49% aller DAPI-positiven Zellen mit der EUB338 detektierbar, so waren es in
der 1:100 Verdinnung nur 38%. Bakterien der Cytophaga/Flavobacterium/Bacteroides-
Gruppe konnten ebenso wie a-Proteobakterien nicht mehr nachgewiesen werden. Dagegen
stieg der Anteil der y-Proteobakterien auf 15% in der 1:10 bzw. 19% in der 1:100 Verdinnung

an. Die Kontrolle mit NON338 fiel in beiden Féllen negativ aus.

Sonde Ansatz

unverdinnt, 1:10 verdiinnt, 1:100 verdiinnt,

t=0h t=36nh t=36h
EUB338 65 49 38
NON338 n.d. n.d. n.d.
ALF968 9 n.d. n.d.
CF319a 25 n.d. n.d.
GAM42a 10 15 19

Tabelle C.7. Analyse von verschiedenen Verdiinnungsansatzen mit gruppenspezifischen Oligonukleotidsonden
auf Filtern. Alle Werte sind als Prozent DAPI-positive angegeben. n.d. = nicht detektiert

Die Analyse im DurchfluBzytometer zeigte nach 36 h Inkubation in den 1:10 und 1:100
Verdunnungen eine Population mit etwa fiinffacher DNA - Menge und zehnfachem
Streulichtsignal im Vergleich zur Originalprobe nach DAPI-Farbung. Diese stark gefarbte
Population wurde aussortiert, auf Filtern aufkonzentriert und mit gruppenspezifischen Sonden

hybridisiert (siehe Tabelle C.8) In der 1:10 Verdinnung hybridisierten knapp die Halfte, in
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der 1:100 Verdinnung sogar drei Viertel der Organismen mit der Sonde GAM42a. Andere
Gruppen konnte aufgrund der geringen Anzahl von Zellen im mikroskopischen Feld nicht

sicher bestimmt werden. Die Detektionsrate war mit tiber 90% ungewdéhnlich hoch.

Eine Sortierung aus der unverdunnten, nicht inkubierten Probe mit einem Sortierfenster fir
die starkste DAPI-Farbung zeigte eine klare Dominanz von CF319a-positiven Zellen (ca.
60%). Daneben konnten y-Proteobakterien mit einem Anteil von ca. 10% aller DAPI-

gefarbten Zellen detektiert werden.

Sonde Ansatz

unverdinnt, 1:10 verdiinnt, 1:100 verdiinnt,

t=0h t=36h t=36h
EUB338 > 90 - -
NON338 n.d. - -
CF319a ca. 60 n.d. n.d.
GAM42a ca. 10 ca. 45 ca. 75

Tabelle C.8. Populationen mit starker DAPI-Fluoreszenz wurden aus verschiedenen Verdiinnungsansétzen
sortiert und auf Filtern mit gruppenspezifischen Oligonukleotidsonden hybridisiert. Werte sind als Prozent
DAPI-positive angegeben. n.d. = nicht detektiert

C.4 Erhdhung der Geréatesensitivitat beim FACStar Plus

C.4.1 DAPI-Fluoreszenz als Systemschwellenwert

Mit der anfanglich benutzten Konfiguration 1 wurde mit dem ersten Laser die Sonden-
vermittelte Fluoreszenz (FLUOS, CY3) und mit dem zweiten Laser DAPI (als DNA-
Farbstoff) angeregt. Diese Konfigration hatte aber einen entscheidenden Nachteil: der
Systemschwellenwert konnte nicht auf die DAPI-Fluoreszenz gelegt werden. Dies ist nur mit
Parametern vom ersten Laser moglich, also Streulicht und Carboxyfluorescein- bzw. CY3-
Fluoreszenz. Aufgrund des sehr hohen Signal-Rausch Verhaltnisses der DAPI-Fluoreszenz

von 1:100 sollte es aber moglich sein, DNA-haltige Partikel vom partikuldren und nicht-
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partikularem Hintergrundrauschen zu unterscheiden. Deshalb wurde der erste Laser, ein
Argon-lonen Laser, auf UV-Emission eingestellt. Durch diese Anderung konnten nun auch
Kleinste Zellen Uber ihre hohe DAPI-Fluoreszenz detektiert werden. Gleichzeitig verbesserte
sich durch Einsatz eines Photomultipliers die Detektion des Vorwartsstreulichts, so daR
schliellich sogar Beads mit einem Durchmesser von 0,2 um vermessen werden konnten.
Verglichen mit 0,5 um Beads, die in Konfiguration 1 die Detektionsgrenze markierten und
bezogen auf die entsprechenden Volumina der Beads bedeutete dies eine um den Faktor 6,25
hohere Sensitivitat des VVorwartsstreulichtes. Ein weiterer Vorteil gegentber der Photodiode
ist, daB die Empfindlichkeit tber die am Photomultiplier anliegende Spannung geregelt
werden kann, und damit ein weiterer dynamischer Bereich als mit der Photodiode

angesprochen werden kann.

Der zweite Laser in Konfiguration 2 sollte fur die Anregung des farbstoffmarkierten rRNA-
gericheten  Oligonukleotids dienen. Wegen seines doppelt so hohen molaren
Extinktionskoeffizienten gegeniiber dem bisher verwendeten Farbstoff Carboxyfluorescein
wurde der Carbocyanin-Farbstoff CY3 als Markierung gewahlt. Mit einem Argon-lonen
Laser kann Carboxyfluorescein mit der starken 488 nm-Linie effizient angeregt werden. CY3
hat sein Absorptionsmaxium bei 545 nm, kann aber aufgrund seiner verbreiterten Absorption
zu kirzeren Wellenlédngen hin auch mit der zweiten starken Emissionslinie des Argon-lonen
Lasers bei 514 nm ausreichend angeregt werden. Versuche zeigten, dal ungefahr 200 mwW
Leistung genligten, um eine Sattigung von CY3 zu erreichen. In der Konfiguration 2 wurde
versucht, den im Unterhalt teuren Argon-lonen Laser durch einen Festkdrperlaser mit der fir
CY3 noch gunstigeren Emission bei 532 nm zu ersetzen. Tatsdchlich konnte aber eine
meRbare Verbesserung des Signal-Rausch Verhaltnisses gegentiber den Kombinationen

Argon-lonenlaser — CY3 bzw. Argon-lonenlaser - Fluorescein nicht nachgewiesen werden.

C.4.2 Verwendung von hochwertigen optischen Filtern

Die Detektion des Streu- bzw. Fluoreszenzlichts erfolgt tGber optische Filter, die selektiv
bestimmte Wellenldngen passieren lassen bzw. blockieren. Die Verwendung von
ungeeigneten, optischen Filtern kann zu Verlusten der Sensitivitat fihren, z. B. weil der

Bereich, in dem der Filter fiir Fluoreszenzlicht durchl&ssig ist, enger ist als der Bereich, in
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dem ein gegebener Farbstoff Licht emittiert. Eng daran gekoppelt ist die Transmission, die
angibt, welcher Prozentsatz des einfallenden Lichts nach Passieren des Filters wieder zur
Verfligung steht. Die extrem breite CY3-Emission konnte durch Einsatz eines Bandpassfilters
mit einem Transmissionsbereich von 545-680 nm (BP600/120) gegenuber dem
standardméliig verwendeten BP575/26 (Transmission von 560-590 nm) besser detektiert
werden und resultierte in 50% hoheren Signale, da der BP600/120 einerseits einen hdheren
Transmissionswert, aber auch einen weiteren Transmissionsbereich besitzt. Damit verbunden
stieg auch der Hintergrund an, aber das Signal-Rausch-Verhaltnis verbesserte sich trotzdem
um ca. 25%. Fur die Detektion von DAPI konnte durch den Einsatz eines High-Quality-
Bandpalfilters (460 + 25 nm) mit hoher Transmission gegenuber dem Standardbandpass 424
+ 22 nm sogar eine Verbesserung des Fluoreszenzsignals um den Faktor 3 erreicht werden.
Auch die Qualitét der Filter in entfernt vom Transmissionsmaximum liegenden Wellenldngen
ist von entscheidender Bedeutung fur die Messung. Ein vor den Streulichtkandlen gesteckter
Kurzpassfilter (Transmission <375 nm) sollte nur das von Partikeln gestreute Licht des ersten,
auf UV eingestellten Lasers passieren lassen, alle langerwelligen Wellenldngen sollten
blockiert werden. Tatsdchlich konnte aber vom zweiten Laser, der mit 532 nm emittierte,
soviel Licht durch diesen Filter auf den PMT, dal dieser bersattigt wurde und nur ein sehr
verrauschtes Signal lieferte. Ein Austausch gegen einen geeigneten, qualitativ hochwertigen

BandpaBfilter (363 + 7,5 nm) konnte dieses Problem beseitigen.

Generell gilt, dal jeder Filter eine gewisse Absorption in den Transmissionsbereichen besitzt,
die abhéngig von der Qualitat des Filters ist. Je mehr Filter das Licht passieren mul}, desto
weniger wird auf die Detektoren gelangen. Im Strahlengang zwischengeschaltete Strahlteiler
reduzieren die Fluoreszenz um ca. 15 — 20%. Es wurde deshalb versucht, moglichst wenig

Filter im selben Strahlengang einzusetzen.

C.4.3 Macro-Sort-Kopf

In Konfiguration 2 wurde ein sogenannter Macrosort-Kopf als Sortiermodul eingebaut, der
ein deutlich geringeres Rauschen wahrend des Sortierens erzeugt. Wie oben beschrieben
mulite im Sortiermodus aufgrund des erhdhten Hintergrundes der Schwellenwert angehoben

werden. Besonders, wenn in Konfiguration 1 der Threshold auf einem der Streulichtkanéle
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gesetzt werden mufte, reduzierte sich die Sensitivitat und es konnten nur Bakterien erkannt
werden, die einen Durchmesser von mindestens 1 um hatten (vgl. oben). Mit diesem neuen
Modul jedoch hatte man fast keine Sensitivitatseinbuflen mehr. Tabelle C.9 gibt einen
Uberblick tiber alle realisierten Modifikationen.

Modifikation | Konfiguration 1 | Konfiguration 2 Auswirkung Faktor
1. Laser Emission bei uv Threshold auf DAPI-Fluoreszenz, siehe

488 bzw.514 nm héhere Empfindlichkeit der PMT fiir FSC

uv
Vorwarts- Photodiode Photomultiplier héhere Sensitivitat, breiterer 6,25
streulicht- dynamischer Bereich
Detektor
Filter fur Bandpass High-Quality Hohere Transmission, deckt 3
DAPI Bandpass gesamtes Fluoreszenzspektrum von
424 + 22 nm
DAPI ab
460 + 25 nm
Filter fur CY3 | 560 - 590 nm 545 - 680 nm Hohere Transmission, deckt 1,25
gesamtes Fluoreszenzspektrum ab
Sortiermodul Standard Macro Sort rauscharmere und stabilere nicht
Sortierung bestimmt

Tabelle C.9 Zusammenfassung aller Modifikationen am FACStar Plus von Konfiguration 1 zu Konfiguration 2.
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D. Diskussion

D.1 Sortieren von definierten Zellpopulationen mittels

DurchfluRzytometrie

Bei der Erforschung der mikrobiellen Diversitit kommen heute sowohl Kklassische
Kultivierungsverfahren als auch moderne molekularbiologische Methoden zum Einsatz.
Beide Wege beschreiben die Diversitat jedoch nur unvollstdndig und verzerrt (Amann et al.,
1995). Das AusmalR, in dem bestimmte Taxa positiv oder negativ von der einzelnen Methode
diskriminiert werden, ist nur ansatzweise bekannt und erforscht (z.B. Suzuki and Giovannoni,
1996). Die Durchflulizytometrie bietet mit der Sortierung von Zellpopulationen die

Untersuchung wenigstens einer klar definierten und umgrenzten Teilmenge dieser Diversitét.

D.1.1 Die Basis einer Sortierentscheidung

In der vorliegenden Arbeit wurden aufféllige Zellen sortiert, die entweder in geringer
Haufigkeit in threm Habitat auftraten, oder nicht anders als durch molekulare Techniken
analysiert werden konnten. Diese Zellen unterschieden sich von anderen in den untersuchten
Proben in ihrer GroRe oder ihrem Farbeverhalten mit Farbstoffen wie z.B. DAPI oder
fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden. Allgemein gesprochen kdnnen die folgenden

Parameter flr die Durchflulzytometrie genutzt werden:

1. Relative Zellgrolie aufgrund des VVorwaértsstreulichtes

2. Interne Strukturen aufgrund des Streulichtes im 90° Winkel (Seitwartsstreulicht)
3. Fluoreszenzlicht quantitativ und qualitativ

Oft ist ein einzelner Parameter nicht ausreichend flr die Beschreibung einer bestimmten

Population in einer heterogenen mikrobiellen Gemeinschaft. DurchfluBzytometrie bietet den
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Vorteil, da viele Parameter gleichzeitig aufgenommen und in der Analyse miteinander
kombiniert werden kdnnen. Dadurch ist es moglich, fur jeden Zelltyp die Kombination an
Parametern auszuwdahlen, der am besten unerwinschte Zelltypen und Hintergrund
diskriminiert. In der Praxis geschieht dies in zweidimensionalen Dot-Plot-Grafiken, die
zusatzlich logisch verknupft werden kdnnen, sodaR dadurch auch mehr als zwei Parameter in

die Analyse mit einbezogen werden kénnen.

Wallner und Mitarbeiter (Wallner et al., 1997) nutzten die stark lichtbrechenden
Eigenschaften  der internen Magnetosomen und die dadurch verursachten hohen
Streulichtsignale zur Sortierung von lebenden magnetotaktischen Bakterien. Dieselben
Autoren beschreiben auch die Sortierung nach DAPI-Fluoreszenz in Kombination mit dem
Vorwartsstreulicht, die es erlaubte, auffallig gebogene Stabchen in fast 100% Reinheit zu
erhalten. Auch in dieser Arbeit genugte zur Sortierung der wachsenden Fraktion einer
Verdunnungskultur die ungewdhnlich starke Farbung mit DAPI in Kombination mit dem
Vorwartsstreulicht, um sie gegen andere Populationen mit niedrigeren Streulichteigenschaften
und Fluoreszenzwerten zu diskriminieren (siehe D.3.3). Die genannten Félle sind Beispiele
daftr, wie relativ unspezifische Parameter dennoch fur die Diskriminierung der gewunschten

Organismen ausreichen kénnen.

Im Gegensatz dazu wurden in dieser Arbeit Zellen aus Belebtschlamm mit Hilfe von
Vorwartsstreulicht und der Fluoreszenz von hochspezifischen, fluoreszenzmarkierten
Oligonukleotidsonden sortiert. Die Sonden sind gegen die 16S oder 23S ribosomale RNA
gerichtet und erlauben eine spezifische Farbung oft bis auf Artebene. Unabhéngig von solch
relativ  unspezifischen  Eigenschaften  wie  Streulicht kdnnen auch  mehrere
Fluoreszenzeigenschaften zur Analyse und Sortierung herangezogen werden, z. B. die
Kombination von DAPI-Farbung und sondenvermittelter Fluoreszenz oder der gleichzeitige
Einsatz von mehreren unterschiedlich gefarbten Sonden (Amann et al., 1996, Amann et al.,
1995). Auch wurden Kombinationen mit der Autofluoreszenz von photosynthetischen
Pigmenten (Simon et al., 1995) oder mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern (Wallner et al.,

1996) bereits erfolgreich erprobt.
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D.1.2 Anreicherungsfaktor und Reinheit der Zellen

Die Effizienz einer Sortierung kann entweder durch den Anreicherungsfaktor (Haufigkeit
nach der Sortierung dividiert durch die Haufigkeit vor der Sortierung) oder durch die Reinheit
der sortierten Zellen ausgedriickt werden. Sondenpositive Zellen konnten durch Sortieren aus
Belebtschlamm im Falle der seltenen Spirillen bis Uber 1000-fach angereichert werden.
Trotzdem enthielten die sortierten Fraktionen andere und damit unerwinschte Zelltypen bis
zu einem Prozentsatz von 65%. Das hat hauptsachlich zwei Griinde: Belebtschlamm besteht
zu einem uberwiegenden Teil aus Flocken, in denen die gewunschten Zellen oft eng mit
unerwinschten Zelltypen verbunden sind. Obwohl die Hybridisierungsprozedur an sich und
vor allem die Scherkréfte, die wahrend der hydrodynamischen Fokussierung einwirken, zur
Vereinzelung der Zellen beitragen (Wallner et al., 1995), fuhrt dies nicht zu einer perfekten
Suspendierung in Einzelzellen. Besonders, wenn kleine Nicht-Zielzellen auf grof3en,
einzelnen Zellen oder Aggregaten sitzen, beeinflussen sie kaum dessen Streulicht- bzw.
Fluoreszenzeigenschaften und kdnnen so wahrend der Sortierung nicht als heterogene

Aggregate erkannt und diskriminiert werden.

Der zweite Grund fir Fehlsortierungen ist unabhangig vom Habitat und ist auf
Hintergrundrauschen vor allem in den Streulichtkanalen zuruckzufuhren. Verglichen mit dem
Analysenmodus ist dieses Rauschen im Sortiermodus deutlich hoher. Dies rihrt zum einem
von elektronischem Rauschen des Sortiermoduls an sich und zum anderen von der etwas
unruhigeren Oberflache des Wasserstrahls durch die Tropfenerzeugung, was zu zusétzlichen
Reflexionen und damit zu Storsignalen fihrt. Folglich muf3 der Systemschwellenwert
angehoben werden, das Gerat wird insensitiver und dadurch ,.blind“ fur Zellen, dessen
Streulicht und/oder Fluoreszenz unterhalb des Schwellenwerts liegen. Die Systemsoftware
erkennt normalerweise Zellen, die zu dicht hintereinander im Wasserstrahl detektiert werden
und verwirft diese flr eine Sortierung. Liegt jedoch eine dieser kleinen Zellen in
unmittelbarer Nachbarschaft zu einer erwinschten Zielzelle, kann sie nicht erkannt werden

und gelangt so in die sortierte Fraktion.

Die Verbesserung der Reinheit durch einen zweiten Sortierschritt um ca. 20% kann darauf
zuruckgefiihrt werden, daR die Wahrscheinlichkeit, dal? eine Zielzelle dicht neben einer
unerkannten, kleinen Zelle zu liegen kommt, deutlich vermindert ist. Zum einen wurden die

sortierten Zellen bereits durch Hullstromflussigkeit verdinnt und zum anderen mag eine
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zweite Passage durch das DurchfluBzytometer und die dadurch einwirkenden Scherkrafte
wahrend der hydrodynamischen Fokussierung eine nochmalige Dispergierung etwaiger
aufwachsender Zellen bewirkt haben. Wiederholtes Sortieren fiihrt jedoch unweigerlich zur
Ausdinnung der gewinschten Zellen, so dal} eine deutlich langere Zeit zum Sortieren
benétigt wird. In der Praxis wird man zuerst eine grobe Anreicherung vornehmen, um in

einem zweiten exakten Sortierschritt zu hoch angereicherten Zellpopulationen zu gelangen.

D.1.3 Molekulare Analyse von sortierten Zellen

Mit dem flr diese Arbeit benutzten DurchfluBzytometer benétigt man nur einige Minuten, um
1.000 bis 10.000 Zellen zu sortieren. Verglichen mit anderen Methoden, wie der optischen
»Pinzette* (Huber et al., 1995) oder dem klassischen Mikromanipulator (Skerman, 1968), mit
denen ungleich weniger Zellen in einer viel groReren Zeitspanne sortiert werden kdnnen, ist
diese Methode unubertroffen. Dennoch reichte die Zahl an sortierten Zellen nicht aus, um
molekularbiologische Standardmethoden wie z. B. Nukleinséureextraktionen durchzufiihren,
sondern es muR auf die hochsensitive Amplifikationstechnik der PCR zuriickgegriffen
werden. Eine erfolgreiche Amplifikation der 16S-rDNA aus ganzen Zellen wurde bereits
friher von Spring und Mitarbeitern (Spring et al., 1992) beschrieben. Vermutlich wird
wenigstens ein Teil der eingesetzten Zellen durch die hohen Temperaturen wahrend der PCR
lysiert und die freigesetzte DNA wird fiir eine Amplifikation zuganglich. Da hybridisierte und
sortierte Zellen normalerweise durch Paraformaldehyd bzw. Ethanol fixiert sind, die
quervernetzend und denaturierend wirken, war es notwendig, die PCR-Protokolle anzupassen

und zu testen.

In Vorversuchen wurde der EinfluB der Zellfixierung an verschiedenen Bakterien getestet
und in 15 von 17 Fallen wurden auch rDNA Amplifikate erhalten. Nach ,,freeze-thawing*
konnten sogar Gram-positive Bakterien amplifiziert werden. Von zwei Gram-negativen
Stammen konnte jedoch kein PCR Produkt erhalten werden. Schwefelgranula bzw.
Scheidenbestandteile wie Polysaccharide inhibierten mdglicherweise die Tag-Polymerase im
Falle von T. nivea bzw. S. natans. Es wurden keine weiteren Anstrengungen unternommen,
um die PCR zu optimieren, da kein spezielles Interesse fir diese Organismen bestand. Es
sollte jedoch mdglich sein, eine geeignete Kombination aus Zellpermeabilisierung und der
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Abtrennung inhibierender Zellbestandteile zu finden, die eine PCR Amplifikation aus jeder
denkbaren, sortierten Zellfraktion erlaubt. Mindestens 500 bzw. 1.000 fixierte E. coli bzw. B.
subtilis Zellen sind nétig, um ein detektierbares PCR-Produkt reproduzierbar zu erhalten.
Diese relativ hohe Zahl legt nahe, dal? mit den in dieser Arbeit verwendeten Methoden nur ein
Teil der 16S-rRNA Gene fir die Amplifikation durch die Tag-Polymerase zur Verfligung
steht. Vermutlich bleiben der Uberwiegende Teil der Gene innerhalb der fixierten Zelle und
somit durch das dichte Geflecht der Zellwand abgetrennt vom Enzym. Negative Effekte auf
die Effizienz und Zuverlassigkeit der PCR Amplifikation durch Formaldehyd-Fixierung
wurden unter anderem von DeGiorgi und Mitarbeitern (De Giorgi et al., 1994) beschrieben,

konnten in dieser Arbeit aber nicht beobachtet werden.

D.1.4 Einschrankungen

Fur eine erfolgreiche Sortierung kann die anfangliche H&ufigkeit der gewilinschten Zelle
relativ niedrig sein, vorausgesetzt, sie unterscheidet sich deutlich von anderen Zellen in ihren
durchfluBzytometrischen Eigenschaften. Im Falle des Spirillums war dies nur ca. 0,01%. Bei

einer maximalen Sortierrate von ca. 5 x 10° s*

sind Zellen mit einer noch geringeren
Hé&ufigkeit jedoch schwer zu sortieren, da sich die Sortierzeit erheblich verldngert und es
schwierig wird, ein vernunftiges Sortierfenster zu definieren. Diese Probleme kdnnen zum
Teil durch zweimaliges Sortieren derselben Population umgangen werden. In einem ersten
Schritt wird die gewinschte Zelle grob mittels eines groBen Fensters angereichert, das die

Definition eines genauen, engen Fensters im zweiten Lauf erlaubt.

D.2 Zugénglichkeit der 16S-rRNA fur fluoreszenzmarkierte

Oligonukleotidsonden

Sonden werden schon seit geraumer Zeit eingesetzt, um einen schnelle in situ-ldentifizierung
von Organismen in Umweltproben durchzufuhren. Kann die Zielregion einer Sonde fiir eine
bestimmte Organismengruppe relativ leicht durch computergestutzten Sequenzvergleich
bestimmt werden, so ist die Funktionalitit der Sonde noch lange nicht gewdhrleistet.

Sekundarstrukturen innerhalb des Ribosoms kénnen die Zuganglichkeit der rRNA-Molekiile
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erheblich beeinflussen, wenn nicht gar vollstandig blockieren. In der Vergangenheit war man
gezwungen, durch Versuch und Irrtum die in situ-Eignung einer neu entwickelten Sonde zu
testen oder auf bekanntermaRen zugdangliche Stellen zurlickzugreifen. Eine systematische
Untersuchung der Zuganglichkeit der ribosomalen RNA, des wichtigsten Zielmolekils fiir
Oligonukleotidsonden, fehlte bisher. Ein Ansatz mit ahnlichem Ziel wurde zwar von Frischer
und Mitarbeitern (Frischer et al., 1996) verfolgt, es wurden aber nur 20 Sonden subjektiv auf
ihre Helligkeit hin untersucht. In der vorliegenden Arbeit wurde nun versucht, die

Zuganglichkeit der 16S-rRNA auf voller Lange systematisch und quantitativ zu untersuchen.

D.2.1 Vorbedingungen

Ziel dieser Studie war es, eine Karte der 16S ribosomalen RNA zu erstellen, mit deren Hilfe
die in situ-Zuganglichkeit fur fluoreszenzmarkierte Oligonukleotidsonden abgeschatzt werden
konnte (Fuchs et al., 1998). Eine der wichtigsten Voraussetzungen daftr war, dal die
sondenvermittelte Fluoreszenz nicht durch andere Parameter beeinfluRt worden war, wie
Sondenqualitdt und Dissoziationstemperatur, um nur die wichtigsten zu nennen. Es wurden
nur carboxyfluoresceinmarkierte Sonden verwendet, die nach der hocheffektiven
Festphasensynthese hergestellt und Uber HPLC-S&ulen gereinigt worden waren.
AnschlieRend wurden sie einer strengen Qualitatskontrolle unterzogen. Es wurden
ausschlieBlich Sonden akzeptiert, deren Verhéltnis der Absorptionen 260 nm / 496 nm
mdoglichst nahe dem Verhaltnis der theoretisch errechneten Extinktionskoeffizienten (es0 /
€406) kam. Andererseits war es unmoglich, trotz der hohen Geschwindigkeit, mit der
Fluoreszenzintesitaten quantitativ im DurchfluBzytometer bestimmt werden koénnen, die
optimalen Hybridisierungsbedingungen fiir jede einzelne der Sonden zu bestimmen. Folglich
wurden alle Sonden bei standardisierten Bedingungen eingesetzt. Die Qualitat der
gesammelten Daten beruhen deshalb auf zwei Annahmen:

1.) Sigmoides Bindungsverhalten der Sonden Uber der Stringenz
2.) Glltigkeit der 4 + 2-Regel zur Abschatzung der Dissoziationstemperatur

Um unsere Annahmen zu uberprifen, wurden in einem Vorversuch neun Sonden bei

verschiedenen Hybridisierungstemperaturen und Stringenzen eingesetzt. Sechs der Sonden
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zeigten optimale Signale bei 46°C, aber drei hatten ihr Maximum bei 41°C, obwohl ihre
Schmelzpunkte auf 50°C und hoher bestimmt worden waren. Trotzdem wurde die Standard-
Hybridisierungstemperatur nicht verandert, da namlich nicht alle Sonden sigmoides
Bindungsverhalten zeigten. Wie bereits von Amann und Mitarbeitern 1992 (Amann et al.,
1992) beschrieben, kann die Sondenbindung knapp unter der Dissoziationstemperatur stérker
sein als bei geringen Stringenzen. Man kann spekulieren, dall sich die Zugénglichkeit der
Sondenzielregionen mit unterschiedlicher Stringenz andert. Obwohl die einzelnen
Unterschiede in den Hybridisierungsbedingungen von Sonde zu Sonde nicht ermittelt werden
konnen, kann man dennoch argumentieren, dal3 dieser Effekt sekundar ist und sich die
Klassifizierung der Sonden nur um maximal eine Helligkeitsklasse andern wirde, da die
Hybridisierung bei 46°C mindestens 80% des maximalen Signals erreicht. Bei Betrachtung
aller Faktoren, sollte man die gemessenen Fluoreszenzwerte fiir die mehr als 200 Sonden
trotzdem mit einer gewissen Vorsicht lesen. Mit den oben beschriebenen Kontrollen sollten
sie aber innerhalb von * 10% der Sondenfluoreszenz von Eco1482 verlaRlich sein und die

Unterschiede in der Zugénglichkeit der 16S-rRNA widerspiegeln.

D.2.2 Zuganglichkeit versus Sekundarstruktur

Aus Abbildung C.7 wird deutlich, daB sich die Zugénglichkeit oft stetig, teilweise aber auch
abrupt und nicht vorhersehbar entlang der Primarstruktur der 16S-rRNA &ndert. In jeder der
drei Domanen finden sich alle Helligkeitsklassen an 16S-rRNA Sonden. Sonden, die gegen
die Doméne | (Ecol-Eco541) gerichtet sind, haben mit durchschnittlich 42% bezogen auf die
maximale Fluoreszenz von Eco1482 deutlich hellere Signale als Sonden, die gegen Domaéne
Il (Eco548-Ec0917) und 11l (Ec0926-Ec01526) gerichtet sind und die durchschnittlich 32%
bzw. 30% Helligkeit aufweisen. Interessanterweise befinden sich die fast unzugénglichen
Zielregionen der Klasse VI oft an der Peripherie des Sekundarstrukturmodells in Schleifen
(Abbildung C.7), wahrend Regionen im Zentrum des Modells hdufig offen fiir Sonden sind.
Da fir diese Studie zwei Sondensdtze mit Uberlappenden Zielregionen entwickelt wurden,
konnte nicht im Detail darauf geachtet werden, Sonden auf eine Seite der Helix zu
beschrdnken und dadurch Selbstkomplementaritdt zu vermeiden. Folglich kénnte auch die
schlechte Bindung mancher dieser gegen Schleifen-Regionen gerichteten Sonden eher von

Rickfaltung herrihren als von Unzugénglichkeit der Bindungsstelle. Die langste
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Selbstkomplementaritdt von sieben mdglichen internen Basenpaarungen wies Eco1006 (Helix
37) auf. Bei zwei weiteren Klasse-VI-Sonden, Eco1310 (Helix 47) und Eco1509 (Helix 50),
kénnen jeweils 6 Nukleotide des 5‘-Endes mit denen des 3-Ende paaren. Beachtet man aber,
dalR diese Sonden auf einer oder beiden Seiten von Sonden niedriger Helligkeitsklassen
flankiert werden, so relativiert sich die Bedeutung der Selbstkomplementaritat fur die
Signalstarke. Auch bei 11 Sonden, die 5 bzw. 4 interne Basenpaarungen besitzen, scheint die
Rickfaltung eine untergeordnete Rolle zu spielen. Sie verteilen sich auf fast alle
Helligkeitsklassen Il bis VI. Darunter fallt auch EUB338, eine helle Klasse I11-Sonde. Ohne
jegliche Selbstkomplementaritat dagegen sind Klasse-VI-Sonden, die gegen die Helices 18,
22 und 26 gerichtet sind.

D.2.3 Zuganglichkeit versus Konserviertheit

In Abbildung D.1 wurden die sondenvermittelten Fluoreszenzwerte zusammen mit dem
Konserviertheitsprofil gegen die entsprechenden Regionen des 16S-rRNA Molekils
aufgetragen. Mit Hilfe dieser Abbildung sollte es mdglich sein, Zielregionen fir
hochspezifische und gleichzeitig helle Sonden fur in situ-Hybridisierung leichter
auszuwahlen. Einige der Regionen mit hochster Variabilitdt zeigen gleichzeitig enge, aber
dennoch starke Minima fur die in situ-Zugéanglichkeit. Dies erklart mdglicherweise den
Miferfolg bei vielen in situ-Hybridisierungsexperimenten. Haufig werden Sonden mdglichst
spezifisch fur Arten oder Gattungen oder auch flr bestimmte 16S-rDNA Sequenzen, die
direkt aus der Umwelt isoliert worden sind, entwickelt. Diese Sonden zielen zwangslaufig auf
die variableren Bereiche der 16S-rRNA, wie z. B. die Helices 6, 18 und 22. Obwohl diese
Sonden hervorragend an extrahierter rRNA gebunden oder als PCR-Primer funktioniert
haben, so kann doch keine Bindung an ganzen, fixierten Zellen erreicht werden. Ein
Vergleich der in situ—Zugénglichkeit fir E. coli und des Konserviertheitsprofils zeigt, dal
Regionen mit hoher Variabilitat h&dufig unzugéngliche Regionen enthalten. In der Regel ist
jedoch der variable Bereich breiter als die Region mit geringer Zuganglichkeit. Das heif3t, daf}
eine hochvariable Region, die offensichtlich untauglich fir eine Hybridisierung mit einer
speziellen Sonde ist, durch Verschieben der Zielsequenz um nur wenige Nukleotide durchaus
genutzt werden kann. Den Effekt des Verschiebens der Sondenzielregion wurde genauer bei

den weniger konservierten Helices 6, 18 und 23 untersucht.
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Abbildung D.1. Vergleich der relativen Sondenfluoreszenz (durchgezogene Linie) und der gemittelten
Konserviertheit (grau-schattiert) aller gegen E. coli-gerichteten Sonden; Werte flr die Konserviertheit wurden
der ARB Datenbank (Strunk et al., in Vorbereitung ) entnommen und fiir die jeweiligen Sondenbindungregionen
berechnet; Konserviertheit basiert auf dem Vorhandensein gleicher Nukleotide an einer gegebenen Position fiir
alle Bakterien im Alignment und wird als relative Einheiten (a.u.) angegeben; niedrige Werte bedeuten niedrige

Konserviertheit;

D.2.3.1 Helix 18

Helix 18 zeigte drastische Anderungen in der Zugéinglichkeit. Da angenommen wurde, daR
die fur E. coli ermittelten Werte der in situ-Zuganglichkeit zu einem gewissen Grad auch fir
andere Spezies zutreffen, war es interessant, die Ergebnisse mit anderen Untersuchungen zu
vergleichen. Die Sonde Nsv443 beispielsweise, spezifisch fiir die Genera Nitrosolobus sp.,
Nitrosospira sp. und Nitrosovibrio sp. (chemolithotrophe, Ammoniumoxidierer der B-Gruppe
der Proteobacteria) zeigt helle in situ-Signale (Mobarry et al., 1996), wo hingegen die Sonde
Nsp452, die eine vergleichbare Spezifitat besitzt, nur als PCR-Primer verwendet werden kann
(Pommerening-Roser et al., 1996) und trotz mehrfacher Versuche nicht flr in situ-

Hybridisierung funktionierte (G. Rath, persdnliche Mitteilung). Unsere detaillierte Studie der
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Helix 18 bei E. coli bestatigt diese Beobachtung. Eco440 gehort zur Klasse I, Eco455

dagegen fallt in Klasse VI und zeigt nur Hintergrundfluoreszenz.

D.2.3.2 Helix 6

Wie bei Helix 18 ist die Zuganglichkeit der Helix 6 im proximalen Stamm im Bereich der
Sonden Eco60 und Eco70 auf der 5°-Hélfte und Eco89 und Eco91 auf der 3‘-Halfte gut. Der
distale Teil der Helix einschliel’lich der Schleifenregion ist dagegen weit weniger zuganglich
,mit relativen Signalstarken von 3, 6 und 10% fir Eco79, Eco84 bzw. Eco87. Nur die Sonde
Eco79 besitzt gewisse Selbstkomplementaritat — die 4 Nukleotide des 3‘-Endes konnen
rickfalten — wohingegen die Sonden Eco84 und Eco87 nur gegen die Schleifenregion und die
3‘-Halfte der Helix gerichtet sind und damit Selbstkomplementaritat als Hauptgrund flr
niedrige Signalstarken ausgeschlossen werden kann. Die Intensitatsunterschiede der 10
Sonden zwischen Eco60 und Eco91 sind abgestuft (vgl. Tabelle F.1 im Anhang) und lassen
darauf schlielRen, dal} das Hauptproblem der Unzugénglichkeit bei E. coli zwischen Position
87 und 90 liegt. Hierbei ist schon der Umstand beriicksichtigt, dal eine Fehlpaarung am Ende
eines Hybrides generell weniger destabilisierend wirkt, als ein interner ,,Mismatch* (Stahl and
Amann, 1991). Die Bindung der Sonden Eco79, Eco84 und Eco87 sind offensichtlich nur in
einer sehr schmalen Region behindert. Einige publizierte und erfolgreich eingesetzte Sonden,
die gegen die Helix 6 von anderen Bakterien gerichtet sind, sparen genau diese Region aus,
die bei E. coli blockiert ist und zielen entweder auf die 5‘-Hélfte (MPAG60, Microthrix
parvicella, 60-77 (Erhart et al., 1997); AER66, Aeromonas sp., 66-83 (Kampfer et al., 1996);
Pst67, Pseudomonas stutzeri, 67-84 (Amann et al., 1996); Hau66, Herpetosiphon aurantiacus,
66-84 (R. Amann, unveroffentlicht), oder den proximalen Teil der 3°-Hélfte (ARC94: 94-111
(Snaidr et al., 1997)). Darunter sind Vertreter der y-Untergruppe der Proteobacteria
(Aeromonas sp., P. stutzeri) zu der auch E. coli gehort, aber auch zu E. coli nur entfernt
verwandte Mitglieder der Bacteria (Herpetosiphon aurantiacus, Chloroflexus-Gruppe;
Microthrix parvicella, Gram-positive mit hohem G+C Gehalt der DNA). Dies ist ein weiterer
Hinweis dafir, dal die fiar E. coli bestimmten in situ-Zuganglichkeiten fur
fluoreszenzmarkierte Oligonukleotidsonden auch auf andere Mikroorganismen Ubertragbar

sind.
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D.2.3.3 Helix 22

Ahnliches trifft fiir Sonden zu, die gegen Helix 22 gerichtet sind. Bei der Entwicklung von
spezifischen Sonden gegen Helix 22 fiir verschiedenste Bakteriengruppen fiel auf, dal die
Positionen 640-643 stets ein starkes Hindernis flr Sondenbindung darstellten. Das bestétigte
auch unsere Feinkartierung der Positionen 621-656. Eco621, Eco627 und Eco639 erreichten
nur Hintergrundfluoreszenz, wohingegen Eco645 — dessen Zielsequenz benachbart lag —
bereits eine erhdhte Fluoreszenzintensitat von 22% aufwies. In ihren Reviews beschreiben
Ehresmann und Mitarbeiter (Ehresmann et al., 1990) sowie Malhorta und Harvey (Malhorta
and Harvey, 1994) zahlreiche Interaktionen der Helix 22 mit den Proteinen S8, S16 und S17
der kleinen, ribosomalen Untereinheit. Besonders interessant fur diese Arbeit ist in diesem
Zusammenhang die Interaktion zwischen dem Protein S8 und den Nukleotiden an Position
642/643.

D.2.3.4 Helix 30

Ein weiterer, kiirzlich erschienener Bericht liber die Konformation der 16S-rRNA stiitzt die
hier beschriebenen Daten. Lodmell und Mitarbeiter (Lodmell and Dahlberg, 1997) postuliert
einen Konformationsschalter im proximalen Stamm der Helix 30 wéahrend der mRNA -
Translation. Der Schalter umfalit die Positionen 885-890 und 910-912 und benétigt eine
offene Konformation in der Umgebung. Tatsachlich konnten gute Zugénglichkeiten fur Helix

30 und andere Kernregionen gefunden werden.

Die Korrelationen mit weiteren Sekundarstrukturdaten konnte noch beliebig fortgesetzt
werden, war aber nicht Ziel dieser Studie. Aullerdem sollte man bedenken, dal? diese Studie
an paraformaldehydfixierten Zellen durchgefuihrt worden ist, deren Ribosomen sich durchaus
von nativen Ribosomen in der Konformation unterscheiden kénnen. AuRerdem wurde mit 18-
meren hybridisiert, die die Zugénglichkeit zwangslaufig Uber groflere Regionen hinweg

integrieren.

D.2.3.5 Helix 23

Ziemlich uberraschend sind jedoch die geringen Zuganglichkeiten der 5°-Halfte der Helix 23
in E. coli. Ein grol3er Teil aller in den letzten Jahren entwickelten Sonden ist gegen diese
Region gerichtet (Amann et al., 1995). Das hat zwei Griinde:
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1) Die Variabilitdit in dieser Region macht es einfach, eine Signatursequenz auf

Gattungsebene zu finden;
2.) Die Zuganglichkeit ist meist sehr hoch, was in sehr hellen Sondensignale resultiert;

Trotzdem lieferte die Quantifizierung von Sonden, die gegen die 5‘-Hélfte der 16S-rRNA bei
E. coli DSM30083" gerichtet waren, nur Werte zwischen 12% und 23% der Fluoreszenz von
Ec01482. Drei andere Spezies, A. calcoaceticus, Z. ramigera, und C. testosteroni, zeigten sehr
helle Signale, nachdem sie mit spezifischen Sonden quantifiziert wurden, die in genau dieser
Region ihre Zielsequenz haben. Offensichtlich ist E. coli fir Helix 23 ein schlechtes Modell
fir andere Bakterien. Obwohl die 16S-rRNA ein hochkonserviertes Molekil ist, gibt es
offensichtlich bei &hnlicher Sekundarstruktur Unterschiede in den Strukturen hoherer
Ordnung, die um so ausgepragter sein kénnen, je entfernter verwandt die beiden Organismen
sind. Bestimmte Sonden-Zielregionen, die in einem Organismus zuganglich sind, kdnnen in
einem anderen deletiert sein, und ausgehend von der vorliegenden E. coli-Karte, kann

natlrlich nichts Gber etwaige Insertionen in anderen Phyla abgeleitet werden.

Aufgrund dieser limitierten Ubertragbarkeit der 16S-rRNA Zuganglichkeit wird es auch
weiterhin notwendig bleiben, eine neu entwickelte Sonde an Referenzorganismen zu testen,
bevor man sie fiir die Untersuchung von Umweltproben einsetzt. Die in dieser Arbeit erstellte
Zuganglichkeitskarte hilft aber hoffentlich dabei, die Zahl der Fehlschlage in der
Sondenentwicklung zu verringern. Da die 23S rRNA aufgrund ihres hoheren
Informationsgehalts ebenfalls als Zielmolekul fir die Sondenentwicklung interessant ist und
gegebenenfalls eine feinere phylogenetische Auflosung erlaubt (vgl. Ludwig et al., 1998),

waére es winschenswert, auch diese zu kartieren.
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D.3 Anwendung durchfluBzytometrischer Methoden im Kontext

O0kologischer Studien — Chancen und Grenzen

D.3.1 Populationsanalyse von naturlichen Wasserproben im DurchfluRzytometer

Die Geschwindigkeit, mit der Proben vermessen werden konnen, pradestiniert die
DurchfluBzytometrie dazu, die Mikroskopie bei der Auswertung von in situ-Hybridisierungen
an Umweltproben abzulésen. Das beschwerliche mikroskopische Zahlen von einigen hundert
hybridisierten Zellen fir jede spezifische Oligonukleotidsonde entfiele zugunsten einer
objektiveren und schnelleren Analyse von mehreren zehntausend Zellen im
DurchfluBzytometer. Somit wére ein hoherer Probendurchsatz moglich, der wiederum eine
dichtere Beprobung des Habitats und somit eine genauere Auflésung der Populationsdynamik
erlaubt. Uber die Intensitat des Sondensignals konnte auf die physiologische FitneR der
Mikroorganismen geschlossen werden. Die Mdglichkeit einer anschlieBenden Sortierung

erlaubte dariiber hinaus den Zugriff auf 6kologisch wichtige Schlusselpopulationen.

D.3.1.1 Wahl der Methode

Fur die phylogenetische Charakterisierung von Wasserproben aus eutrophen bis oligotrophen
Systemen mit spezifischen, rRNA-gericheten Oligonukleotidsonden wurde bisher die Probe
auf Filtern aufkonzentriert, hybridisiert und im Mikroskop ausgewertet. Fir die
DurchfluBzytometrie stand nur ein Protokoll zur Hybridisierung in Suspension zur
Verfligung, das wegen der darin enthaltenen Zentrifugationsschritte nicht geeignet fur
oligotrophere Wasserproben war (Wallner et al., 1993, Wallner et al., 1995). Um Kkleine
Zelltypen unter 1,0 um zu erhalten - oft die dominierende ZellgréRe in natiirlichen Gewassern
- muBte sehr lange bzw. mit hohen Zentrifugalkraften zentrifugiert werden. Ein Teil der
groRen Zellen konnte unter diesen hohen Beschleunigungen lysieren und damit die
Zusammensetzung der Population verschieben. Tangentialfluf3filtration als Alternative wurde
ebenfalls wegen ihrer GroRenselektivitat und wegen geringer Wiederfindungsraten verworfen
(vgl. hierzu Meier, 1997). Als Methode kam — nicht zuletzt wegen ihrer Einfachheit - die
Hybridisierung auf Filtern mit anschlieBender Rickwaschung in ein kleines Volumen in

Betracht. Vorversuche mit natirlichen Proben zeigten hohe Wiederfindungsraten und eine nur
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sehr geringe Grolienselektivitat. Polycarbonatfilter schienen gegentber anderen Filtertypen

wie Teflon und Polysulfon die besten Wiederfindungsraten zu zeigen.

D.3.1.2 Vergleich Mikroskopie - Durchflufizytometrie

Die mikroskopisch bestimmten Verteilungen der phylogenetischen Gruppen von zwei

SuRwasserhabitaten unterschieden sich deutlich von denen im Durchfluf3zytometer.

Die Diskrepanzen sind hauptséchlich darauf zurtickzufiihren, dafl in beiden Fallen der
Systemschwellenwert (Threshold) im Vorwartsstreulicht gesetzt wurde. Dadurch entgingen
vor allem die kleinen und kleinsten Bakterien mit Groflen < 1 um mit ihren geringen
Streulichtsignalen der Analyse. Das Verhaltnis verschob sich so zugunsten grof3er Zellen.
Dies belegt auch der Gberhthte Anteil der B-Proteobakterien im Nymphenburger Kanal, die in
dieser Probe ZellgréRen von meist Gber 1 um aufwiesen. Aufgrund ihres hohen
Ribosomengehalts zeigten sie hohe Hybridisierungssignale und setzten sich deutlich vom
Hintergrund ab. Im Piburger See, der zum Zeitpunkt der Probennahme mit Eis bedeckt war
und relativ kleine Bakterien mit geringem Ribosomengehalt enthielt, wurden generell weniger

sondenpositive Zellen gefunden.

Eine Umstellung des Geréts auf Konfiguration 2 (Laser 1: UV; Laser 2: 532 nm; vgl. C.4)
ermoglichte es, den Schwellenwert fiir die Fluoreszenz des DNA-Farbstoffs DAPI zu setzen.
Selbst kleinste Bakterien mit ZellgroRen bis nahe der optischen Auflosungsgrenze konnten
jetzt durch das hohe Signal-Rausch-Verhéltnis des DNA-Farbstoffs DAPI von bis zu 1:100
mit in die Analyse einbezogen werden. Die Detektionsrate, definiert durch das Verhaltnis der
sondenpositiven zu DAPI-gefarbten Zellen, verbesserte sich jedoch nicht gegeniber
Konfiguration 1, im Gegenteil, sie verschlechterte sich sogar noch. Eine andere
Einschrankung zeigte sich nun deutlich: Die niedrigere Sensitivitat des Durchflulzytometers
im Vergleich zum Mikroskop (vgl. hierzu auch D.3.2). Zwar konnten durch das sehr helle
DAPI auch kleine Zellen deutlich (ber die Sensitivitatsschwelle des Durchflul3zytometers
gebracht werden, die Hybridisierungssignale kleiner Bakterien mit niedriger Ribosomenzahl
waren aber zu schwach und konnten nicht mehr vom Hintergrund unterschieden werden.
Dadurch nahm die Detektionsrate ab. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde daher versucht,

die sondenvermittelte Fluoreszenz zu erhohen.

97



D.3.1.3 Signalamplifikation

Die Hybridisierung von peroxidasemarkierten Sonden und anschlielender Inkubation eines
fluoresceinmarkierten Tyramidsubstrats (TSA) kann die sondenvermittelte Fluoreszenz
erhohen. Vorversuche mit kultivierten E. coli Zellen auf Objekttragern zeigten bis zu 10-fach,
in einzelnen Féllen sogar bis zu 20-fach hohere Fluoreszenz gegenuiber der
Standardhybridisierung  mit  einfach  fluoreszenzmarkierten  Oligonukleotidsonden
(Schoénhuber et al., 1997). Diese Steigerung der Fluoreszenzintensitdt war genau in der
Grolenordnung, um nach Hybridisierung auch kleine Zellen aus Umweltproben mit

niedrigem Ribosomengehalt vom Hintergrund deutlich abtrennen zu kdnnen.

E. coli-Zellen aus der lag-Wachstumsphase hatten absolut die héchsten Fluoreszenzsignale
nach Hybridisierung mit peroxidasemarkierten Sonden und Inkubation mit Tyramidsubstrat.
Sie lagen damit auch im DurchfluBzytometer zehnfach (ber den Signalen von
einfachmarkierten Oligonukleotidsonden. Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase
lagen unter dem Niveau von Zellen aus der lag-Phase. Aufgrund der hohen Zellteilungsrate
hinkte moglicherweise die Synthese der Ribosomen etwas hinterher, so dal3 die elongierten
log-Zellen einen geringeren Ribosomengehalt pro Zellvolumen besal3en, der sich dann auch in
niedrigerer Signalintensitat niederschlug. Zur Hybridisierung wurden bevorzugt PFA-fixierte
Zellen verwendet, die mit Lysozym behandelt waren. Mit dieser Methode konnten sogar
Zellen aus der stationdren Wachstumsphase angefarbt werden, wohingegen nach
Ethanolfixierung dieser Zelltyp nicht mehr zugéanglich fir peroxidasemarkierte Sonden war.
Auch im Sinne einer homogeneren Signalverteilung (Standardabweichung der
Einzelmessung) lagen die Vorteile eindeutig bei PFA-fixierten und Lysozym-behandelten
Zellen. Ein deutlicher Nachteil der Methode ist, dal unabhéngig von der Fixierung etwa ein
Viertel der Zellen, im Extremfall sogar bis zu 40%, nicht angefarbt werden. Moéglicherweise
sind diese Zellen aufgrund dickerer Zellwénde nicht zuganglich fir POD-markierte Sonden,
oder befanden sich bereits im Stadium der Zellyse. Auch die Madoglichkeit einer
unvollstandigen Resuspendierung nach den Zentrifugationsschritten muf in Betracht gezogen
werden, so dal} die POD-markierte Sonde oder das Tyramidsubstrat keinen Zugang zu Zellen
innerhalb von Klimpchen hatte, die deswegen nicht gefarbt wurden.

Um auch natirliche Wasserproben untersuchen zu kénnen, wurde die Methodik der Tyramid-

Signal-Amplifikation auf Filter (bertragen und mit marinen Isolaten ausgetestet. Der in den
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Zelldimensionen mit E. coli vergleichbare Vibrio-Stamm zeigte tatséchlich &hnlich hohe
Signalamplifikation um den Faktor 10 wie sein phylogenetischer Vetter. Das sehr kleine
Cytophaga-Isolat (0,7 um x 0,3 um) zeigte dagegen nach Standardhybridisierung wie auch
mit TSA-Amplifikation Signale, die nur ca. 2-fach erhoht Gber dem Hintergrund lagen. Die
Cytophaga sp. — Kultur wurde fiir diesen Versuch unter néhrstofflimitierenden Bedingungen
gezogen, so dafl ein mdoglichst mit natlrlichen Bakterien vergleichbarer Zelltyp zur
Verfligung stand. Daraus resultierte ein niedriger Ribosomengehalt, wie die Hybridisierung
mit einfachmarkierten Sonden zeigte. Gleichzeitig wurde offensichtlich aber auch die

Zellwand fur die um ein vielfaches groReren peroxidasemarkierten Sonden undurchléssiger.

Natlrliche Proben waren erst nach sukzessiver Behandlung mit Lysozym und Proteinase K
zuganglich. Nach mikroskopischer Auswertung konnten so ca. 10-14% aller DAPI-positiven
Zellen im Belebtschlamm bzw. einer Algenbegleitflora mit peroxidasemarkierter EUB338-
Sonde gefarbt werden. Eine langere Inkubation mit Proteinase K fuhrte nicht zu verbesserter
Detektion, die Fraktion an lysierten Zellen nahm dagegen zu. Ein weiteres Problem zeigte
sich, als die hybridisierten und gefarbten Belebtschlammproben bzw. Algenbegleitflora vom
Filter abgewaschen und im DurchfluBzytometer analysiert wurden. Es konnte nur noch
Zelldebris detektiert werden. Vermutlich sind durch die harschen Scherkrafte wahrend des
Schiittelns die ohnehin angeschlagenen Zellen vollends geborsten. Mdoglicherweise wéren

diese Zellen vor Resuspension nochmals durch Fixieren mit Paraformaldehyd zu festigen.

Insgesamt legt diese Studie denn SchluR nahe, daR bei gegebener Vorbehandlung immer nur
ein bestimmter Prozentsatz an Zellen fur peroxidasemarkierte Sonden zugénglich ist. Die
Lyse des zur Kontrolle mitgefuhrten Vibrio-Stamms belegt dies eindrucksvoll. Je nachdem,
ob man die Bedingungen milder oder harter wahlt, wird die eine oder andere Zellpopulation
zuganglich werden bzw. lysieren. So mufRiten also fir jeden in einer Probe enthaltenen Zelltyp
die Bedingungen vorher exakt eingestellt werden. Auf diese Weise ist es vielleicht mdglich,
qualitative Untersuchungen von definierten Organismen auch im DurchfluRzytometer
durchzufiihren (F.-O. Glockner, W. Schénhuber, persénliche Mitteilung), eine quantitative
Analyse fir gréllere Gruppen ist mit dieser Methodik jedoch aussichtslos. Eine weitere
Verbesserung dieser Technik wurde daher in dieser Arbeit nicht mehr verfolgt.
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D.3.1.4 Neuentwickelte Fluoreszenzfarbstoffe

Ein Ausweg aus diesem Dilemma bot sich durch die Verwendung neuentwickelter und jiingst
auf den Markt gekommener Farbstoffe der Firma Molecular Probes an. Dabei handelt es sich
um sulfonierte Rhodaminderivate, die — laut Hersteller fir Alexa 546 — eine bis zu 3-fach
hohere Fluoreszenzintensitat gegeniiber CY3 erzielen sollten. Von den flnf erhéltlichen
Alexa-Farbstoffen wurden drei getestet. Alexa 488 &hnelt in seinen spektralen Eigenschaften
Carboxyfluorescein (FLUOS), Alexa 532 und Alexa 546 sind mit CY3 vergleichbar. Nach
Hybridisierung zeigte Alexa 488 26% hohere Fluoreszenzsignale als die Hybridisierung mit
FLUOS-markierten Sonden. Die photometrische und gelelektrophoretische Analyse deutete
darauf hin, daB nur jedes zweite Oligonukleotid tatsdchlich markiert war. Durch
Ausschneiden aus dem Polyacrylamidgel konnte man die korrekt markierte Sonde von
unmarkiertem Oligonukleotid abtrennen. Fir eine Hybridisierung mit der gereinigten Sonde
wirde man ca. 50% hellere Fluoreszenzsignale als mit FLUOS-markierten
Oligonukleotidsonden erwarten. Fir die DurchfluRzytometrie bietet dieser Farbstoff trotzdem
zuwenig Fluoreszenzausbeute, um die Detektionsrate deutlich zu erhohen. Fir die
mikroskopische Analyse konnte Alexa 488 in Zukunft aber eine echte Alternative zu FLUOS-

markierten Sonden werden.

Obwohl der molare Extinktionskoeffizient (¢ = 80.000 mol™ cm™) deutlich unter dem von
CY3 liegt, zeigten Alexa 546 — Sonden nach Hybridisierung ein Drittel hohere Fluoreszenz
als CY3-markierte Oligonukleotide (¢ = 150.000 mol™ cm™). Allgemein bestimmen molarer
Extinktionskoeffizient (¢) und Quantenausbeute (®) die Fluoreszenzintensitat eines
Farbstoffs. Ist das Produkt aus € und @& groR, hat der Farbstoff eine hohe Fluoreszenz.
Verglichen mit CY3, dem momentanen ,,Goldstandard* der Fluoreszenzmarkierung, haben
die Alexa-Farbstoffe deutlich niedrigere e-Werte. Soll aber die Fluoreszenz 3-fach hoher sein
als CY3, muB zwangslaufig die Quantenausbeute von Alexa bedeutend héher sein, als von
CY3. Fur CY3-Proteinkonjugate gibt Amersham eine Quantenausbeute von 15% an. Alexa
546 —mufte rechnerisch mindestens ® = 0,28 aufweisen, um wenigstens genauso hell wie
CY3 zu sein, fir eine dreifach hohere Fluoreszenz entsprechend ® = 0,84. Der Hersteller
Molecular Probes macht aber leider keine Angaben, wie hoch die Quantenausbeuten

tatsachlich sind.
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Ein weiterer, in seinen Fluoreszenzeigenschaften CY3 ahnlicher Farbstoff, Alexa 532, farbte
dagegen tatsédchlich um den Faktor 3 heller als CY3. Die Kontrolle bewies jedoch die
unspezifische Farbung aller Zellen. Dies ist woméglich auf Verunreinigungen der Farbstoff-
Charge zurtickzufiihren. Da die Farbstoffe noch relativ neu sind, sind auch die Synthesewege
noch nicht sehr ausgereift, das heilt, dal mdogliche Isomere des Farbstoffs enthalten sein
kdnnen, die sich zwar an das Oligonukleotid binden lassen, aber sich nicht wie das eigentlich
gewiinschte Produkt weitgehend inert verhalten, sondern unspezifisch farben (M. Resmini,

Interactiva, pers. Mitteilung; Shapiro, 1995).

D.3.2 Einschrankungen in der Sensitivitat des FACStar Plus

D.3.2.1 Stand der Technik

Trotz der erzielten erheblichen Sensitivitatsgewinne in der Vorwaértsstreulicht- und DAPI-
Detektion und trotz Verwendung hocheffektiver Farbstoffe konnte die Detektion von
sondenvermittelter Fluoreszenz nicht wesentlich verbessert werden. Wie erklaren sich diese

eklatanten Unterschiede in der Sensitivitat zwischen Mikroskop und DurchfluRzytometer?

Der Grund dafr liegt in der Optik. Die im FACStar Plus verwendete Sammellinse besitzt
eine 40-fache VergroRerung und eine numerische Apertur von nur 0,4. Gute
Olimmersionsobjektive an Mikroskopen haben dagegen numerische Aperturen von 1,3-1,4.
Tatsachlich wurden schon 1979 von Steen und Lindmo (Steen and Lindmo, 1979)
Immersionsobjektive in DurchfluBzytometer eingebaut. Im Gegensatz zu einem ,,stream-in-
air“-Gerét wie dem FACStar Plus, 1auft in solchen reinen Analysegeraten der Wasserstrahl in
einer Kivette bzw. wird auf ein Deckglaschen gelenkt, was die Verwendung von
Immersionsobjektiven ermdglicht. Dadurch sind vergleichbare optische Bedingungen wie in
einem Mikroskop geschaffen worden. In solchen Systemen ist es moglich, neben kleinsten
Mikroorganismen (Button et al., 1996, Schut et al., 1993), auch Viren (Sanders et al., 1991)
und DNA-Fragmente zu analysieren. Letzteres soll sogar die Gelelektrophorese von grof3en
DNA-Fragmenten ablésen (Huang et al., 1996).

Fur die Tropfchen-Sortierung, wie sie im FACStar Plus verwirklicht ist, mul} der Wasserstrahl

aber frei in der Luft laufen. Die Lichtsignale von Partikeln, die im Abfragepunkt den
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Laserstrahl passieren, werden Uber eine grolRe Distanz von ca. 2 cm hinweg detektiert.
Arbeitsabstand eines Objektivs und numerische Apertur sind aber Parameter, die reziprok
voneinander abh&ngen: hohe numerische Apertur bedingt kurzen Arbeitsabstand bzw. groRen
Offnungswinkel des Objektivs und umgekehrt. Es gibt zwar andere Sortiermodi, die
mechanisch funktionieren und die den Einsatz von Immersionsoptiken erlauben (verwirklicht
z.B. im FACS Calibur), mit ihnen erreicht man aber bei weitem nicht die Geschwindigkeit
und Reinheit der Sortierung wie im FACStar Plus und verdinnt die sortierte Fraktion in
einem groBen Volumen (Mechanische Sortierung 10 Zellen in 60 ml gegeniiber
Tropfchensortierung 10* Zellen in 60 pl!). Ideal wére eine Kombination aus hochsensitiver
Kivettendetektion und Tropfchen-Sortierung. Prototypen sind angeblich bei Becton-

Dickinson in der Entwicklung.

D.3.2.2 ZukUnftige Entwicklungen

Der enorme Fortschritt in der Optik und in der Elektronik bringt es mit sich, dal? die Technik,
die in einem FACStar Plus oder einem vergleichbarem Gerédt Verwendung findet, bereits als
veraltet gilt. Die aufwendige Justierarbeit zu Beginn jeder Sitzung konnte z.B. durch die
Einspiegelung der Laser mittels Glasfaser entfallen. Die Halbleitertechnik bietet sicher in
absehbarer Zukunft kleine und leistungsstarke Laser, die das gesamte Spektrum von UV bis
Infrarot abdecken. Man bréuchte dann keine groRRen, kostspieligen Laser mit Wasserkiihlung,
sondern kdme mit kleineren Leistungen aus. In Kombination mit hochwertigen Objektiven
wirde das ein enormes Plus an Sensitivitat bedeuten. Selbstverstandlich stehen high-quality
Filtersédtze, stabile optische Banke und kurze optische Wege ebenfalls ganz oben auf der
Wunschliste. Neuentwicklungen wie z.B. hochsensitive Photomultiplier oder CCD-Kameras
sind ebenfalls schon in manchen Labors in der Testphase. Ein interessanter Aspekt wére die
standardméliige Realisierung der zeitaufgelosten Fluoreszenz, die so gut wie Kkeinen
Hintergrund mehr zeigt (Klocke, 1996). Die Kombination von zwei Thresholdkanélen wiirde
erlauben, die tatsachlichen Storsignale besser auszugrenzen. Dies ist bereits in manchen
Geréten realisiert worden (Cytomation, Fort Collins, USA). Ein optimales Gerat fur beides,
hochauflésende Analyse und Sortierung in einem kleinen Volumen, gibt es heute (noch)
nicht.
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D.3.3 Sortieren nach physiologischen Parametern

Die mangelhafte Sensitivitat der heute zur Verfligung stehenden DurchfluBzytometer erlaubt
es nicht, mit fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden hybridisierte Zellen aus nattrlichen
Gewassern quantitativ. zu analysieren. Ein anderes Konzept konnte dagegen die
herausragenden Eigenschaften der DurchfluBzytometrie, wie Sortieren, quantitative Messung
der Fluoreszenz und hoher Probendurchsatz, mit der hervorragenden optischen Auflésung der
neuen Mikroskope kombinieren. Eine Probe wird zuerst nach funktionellen Parametern wie
DNA- oder Protein-Gehalt im DurchfluBzytometer analysiert. Zahlreiche Farbstoffe wie
DAPI oder Fluoresceinisothiocyanat mit hohen Signal-Rausch-Verhaltnissen stehen dafur zur
Verfligung. Wertet man z.B. Zellen mit hohem DNA-Gehalt als aktiv, so kdnnen diese
Populationen aussortiert, auf Filtern aufkonzentriert und mit fluoreszenzmarkierten
Oligonukleotidsonden die phylogenetische Zugehorigkeit bestimmt werden. Neben der

Phylogenie kann so die Physiologie auf Einzelzellebene quantitativ bestimmt werden.

Eine einfache Verdinnungskultur mit marinem Probenmaterial zeigte ohne Zusatz von
Néhrstoffe Wachstum. Bei der Filtration wurden anscheinend von lysierten Zellen soviel
Né&hrstoffe freigesetzt, dal ein Teil der bakteriellen Lebensgemeinschaft sich vermehren
konnte. Die Bestimmung der Gesamtkeimzahl zeigte, dal nach 96 h alle Kulturen sich auf
eine Zelldichte von 1 — 3 x 10° mI™ eingependelt hatten. Dies bedeutete, daB in der 1:100
verdunnten Wasserprobe die Mikroorganismen trotz des geringen Nahrstoffangebots am
starksten gewachsen waren (ca. 6-7 Generationen), dagegen in der unverdinnten Probe kein
Wachstum bzw. sogar eine Abnahme der Gesamtpopulation festzustellen war. Nach weiterer
Inkubation setzten sich offensichtlich Rauber durch, da das durchfluizytometrische Bild
immer mehr Debris zeigte. Es gibt also offensichtlich eine Kapazitatsgrenze, die binnen 4

Tagen erreicht wird (z.B. Azam et al., 1983).

Je mehr Wachstum stattgefunden hatte, desto mehr fiel eine Population auf, die ungefahr die
finffache DNA-Menge gegeniiber der Population zu Inkubationsbeginn hatte. In der
unverdinnten Kultur fehlte sie, wahrend sie in der am stérksten verdiinnten Kultur (1:100)
auch am deutlichsten zu detektieren war. Der Schluf3 lag nahe, daf3 hier die aktiven Zellen zu
finden waren. Nach Sortierung und Hybridisierung dieses Zelltyps mit gruppenspezifischen
Sonden konnte ein hoher Anteil an Zellen der y-Gruppe der Proteobacteria detektiert werden.

Vergleicht man die Z&hlungen der nicht-sortierten mit der sortierten Fraktion, so ergibt sich
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fur beide Verdinnungsstufen eine um den Faktor 3-4 hohere Abundanz der y-Proteobakterien
in der sortierten Population. Entsprechend miiRten die Haufigkeiten der Populationen mit
niedrigem DNA-Gehalt deutlich unter dem Wert fur die Gesamtpopulation sein. Aber auch
verglichen mit der fixierten, nicht-inkubierten Originalprobe stieg der Anteil der y-
Proteobakterien in den Verdiinnungsstufen. Durch Sortierung konnte bewiesen werden, daf3
die DNA-reiche Population der Originalprobe einen mehr als doppelt so hohen Anteil an
CF319a-positiven Zellen hatte als die Gesamtheit der Probe. Der Anteil der y-Gruppe der
Proteobacteria blieb in der sortierten wie nicht sortierten Population auf etwa gleichem
Niveau, das heil3t nur ein Teil der y-Proteobakterien war zu diesem Zeitpunkt aktiv. Es konnte
mit diesem einfachen Experiment eine Verschiebung von den in der Originalprobe
dominierenden Cytophaga-Flavobacter-Bacteroides zur y-Gruppe der Proteobacteria durch
Kultivierung festgestellt werden. Ein dhnlicher ,shift“ von den - zu den y-Proteobakterien

konnte schon friher fir Belebtschlamm gezeigt werden (Wagner et al., 1993).

Der Vorteil der Sortierung gegenuber der einfachen in situ-Hybridisierung auf Filtern ist, dal
man eine metabolisch aktive Zellpopulation bereits kurz nach deren Aktivierung detektieren
und eindeutig phylogenetisch charakterisieren kann. Bedenkt man, daf DAPI auch als
Lebendfarbstoff eingesetzt werden kann, so kdnnen Zellen sogar lebend aus einem komplexen
Gemisch fir die Kultivierung angereichert werden.

Die zusatzliche Einflihrung eines Proteinfarbstoffs konnte eine weitere, wichtige Information
uber die Aktivitdt der einzelnen Zelle liefern. Die Fluoreszenz kénnte man direkt mit dem
Proteingehalt der Zelle korrelieren, der wiederum mit der Biomasse eng verknupft ist. So
konnte man bald die schwer quantifizierbaren Streulichtparameter entbehren und hatte eine

schnelle Biomassenabschétzung auf Einzelzellebene.

Fur sortierte Zellen stehen natirlich neben der in situ-Hybridisierung auf Filtern alle PCR-
basierenden Techniken der Molekularbiologie offen, angefangen von Fingerprinting-
Methoden wie RFLP (random fragment length polymorphism), ARDRA (amplified ribosomal
DNA restriction analysis), DGGE (denaturing gradient gelelectrophoresis), bis hin zur

Klonierung und Sequenzierung auch ganzer Genome.

Dieser Ansatz zeigt eindrucksvoll das enorme Potential der durchflulzytometrischen
Sortierung. Man trifft eine VVorauswahl nach physiologischen Parametern, die die Diversitat
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sinnvoll auf eine Teilmenge der gesamten Lebensgemeinschaft beschrénkt, und reichert sie
durch Sortierung hoch an. So erhalt man eine genauere Auflésung der Teilpopulation und
kann in einem spéteren Ansatz die so gewonnenen Daten zu einem Gesamtbild

zusammenfugen.
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E. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neue Methoden zur durchfluBzytometrischen Analyse der
Diversitdt und Struktur mikrobieller Lebensgemeinschaften des Wasser zu entwickeln. Dabei
standen drei Teilaspekte im Mittelpunkt: (1) Die durchfluBzytometrische Sortierung von
Bakterien fur nachfolgende molekularbiologische Untersuchungen. (2) Die in situ-
Zuganglichkeit der 16S-rRNA ganzer, fixierter Zellen von Escherichia coli flr
fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide. (3) Die Verbesserung der durchfluRzytometrischen
Analyse natlrlicher Wasserproben nach in situ-Hybridisierung.

Im ersten Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dall ausgewéhlte Zelltypen mit hoher
Reinheit aussortiert und hoch angereichert werden kénnen. VVon den sortierten Zellen konnten
mittels Polymerasekettenreaktion, kurz PCR, die 16S ribosomale DNA amplifiziert, kloniert
und sequenziert und die verwandtschaftliche Zugehorigkeit bestimmt werden.

Die in situ-Hybridisierung ist oft limitiert durch geringe Fluoreszenzintensitdaten. Neben der
Durchlassigkeit der Zellwand und niedrigem Ribosomengehalt kann die dreidimensionale
Struktur des Ribosoms die Zugénglichkeit fir fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide
herabsetzen. In zweiten Teil wurden ca. 200 Oligonukleotidsonden, deren Bindungsregionen
die gesamte 16S ribosomale RNA von Escherichia coli DSM 30083 abdeckten, in Bezug auf
ihre sondenvermittelte Fluoreszenz im Durchfluizytometer quantifiziert. Dabei zeigten sich,
wie erwartet, dramatische Unterschiede. Die Intensitat der hellsten Sonde war 1,7-fach hoher
als die der h&aufig benutzen EUB338 und 44-mal heller als die der schwdachsten Sonde,
Eco468. Eine detailliertere Analyse definierter Bereiche mit zusatzlichen Sonden zeigte, dal}
schon eine kleine Verschiebung der Sondenbindungsregion um nur wenige Basen in einer
Abnahme der Zellfluoreszenz von >80% auf <10% resultieren kann. Die erstellte Karte fur
die Zuganglichkeit von 16S-rRNA-gerichtete Oligonukleotidsonden sollte die Auswahl einer
geeigneten Sondenbindungsregion in Zukunft erheblich erleichtern.

Im dritten Teil der Arbeit wurde versucht, die im Vergleich zu leistungsstarken
Epifluoreszenzmikroskopen immer noch eingeschrankte Sensitivitat von
DurchfluBzytometern zu  verbessern  bzw.  Signalverstarkungssysteme auf die
durchfluBzytometrische Analyse anzupassen. Dabei zeigten sich die Grenzen der aktuellen
Technologie fir die direkte Analyse oligotropher Wasserproben. Die Kombination gezielter
durchfluRzytometrischer Sortierung mit nachfolgender mikroskopischer Analyse erlaubt aber
schon heute anders nicht durchfuhrbare Untersuchungen der Diversitdt und Struktur der
mikrobiellen Lebensgemeinschaft aquatischer Systeme.
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F. Anhang

1.) Auflistung aller Sonden, die fur die Zuganglichkeitsstudie der 16S ribosomalen RNA

von Escherichia coli DSM30083" entwickelt und eingesetzt wurden.

Sonde E. coli Sondensequenz 5'->3' relative Helligkeits-
position Sonden- klasse®
' a fluoreszenz
53 (% Ec01482)°
Ecol 1 19 TGATCAAACTCTTCAATTT 1 \
Ecol3 13 31 CAATCTGAGCCATGATCAA 35 v
Eco20 20 37 AGCGTTCAATCTGAGCCA 44 [
Eco32 32 47 GCCTGCCGCCAGCGTT 42 [
Eco38 38 54 GTGTTAGGCCTGCCGCC 68 I
Eco48 48 65 TCGACTTGCATGTGTTAG 76 I
Eco55 55 72 TTACCGTTCGACTTGCAT 56 [
Eco60 60 77 TCCTGTTACCGTTCGACT 66 I
Eco63 63 80 GCTTCCTGTTACCGTTCG 67 I
Eco66 66 83 GCTGCTTCCTGTTACCGT 62 I
Eco70 70 88 AGCAAGCTGCTTCCTGTTA 48 [
Eco73 73 90 GCAGCAAGCTGCTTCCTG 27 \Y,
Eco79 79 96 CAGCAAAGCAGCAAGCTG 3 \Y
Eco84 84 101 TCGTCAGCAAAGCAGCAA 6 \Y
Eco87 87 104 CACTCGTCAGCAAAGCAG 10 \Y
Eco89 89 106 GCCACTCGTCAGCAAAGC 41 [
Eco91 91 108 CCGCCACTCGTCAGCAAA 70 I
Eco102 102 118 ACTCACCCGTCCGCCAC 46 [
Eco109 109 126 CAGACATTACTCACCCGT 40 \Y,
Ecol19 119 136 GGCAGTTTCCCAGACATT 27 \Y,
Ecol27 127 144 CTCCATCAGGCAGTTTCC 47 [
Ecol37 137 154 AGTTATCCCCCTCCATCA 35 v
Ecol45 145 162 TTTCCAGTAGTTATCCCC 66 I
Ecol55 155 172 TTAGCTACCGTTTCCAGT 46 [
Ecol63 163 180 ATGCGGTATTAGCTACCG 30 \Y,
Ecol73 173 190 TTGCGACGTTATGCGGTA 39 v
Ecol81 181 198 CTTTGGTCTTGCGACGTT 65 I
Eco191 191 209 AAGGTCCCCCTCTTTGGTC 76 1
Eco199 199 215 GGCCCTAAGGTCCCCCT 61 1
Eco210 210 226 CGATGGCAAGAGGCCCG 5 Vi
Eco216 216 233 GCACATCCGATGGCAAGA 21 \Y,
Eco227 227 243 TCCCATCTGGGCACATC 26 \Y]
Eco234 234 251 CTAGCTAATCCCATCTGG 27 \Y]
Eco244 244 261 ACCCCACCTACTAGCTAA 41 [
Eco0252 252 268 AGCCGTTACCCCACCTA 62 I
Eco0262 262 279 TCGCCTAGGTGAGCCGTT 19 \Y
Eco0269 269 285 GGATCGTCGCCTAGGTG 27 v
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(Fortsetzung)

Sonde E. coli Sondensequenz 5'->3' relative Helligkeits-
position Sonden- klasse®
. a fluoreszenz
53 (% Ec01482)°

Eco280 280 297 CAGACCAGCTAGGGATCG 25 v
Eco0285 285 302 CCTCTCAGACCAGCTAGG 53 [
Eco298 298 315 TGTGGCTGGTCATCCTCT 56 11
Eco303 303 320 TCCAGTGTGGCTGGTCAT 25 \Y
Eco316 316 333 ACCGTGTCTCAGTTCCAG 62 I
Eco321 321 338 TCTGGACCGTGTCTCAGT 71 1
Eco334 334 350 CTCCCGTAGGAGTCTGG 27 v
Eub338 338 353 GCTGCCTCCCGTAGGAGT 58 11
Eco343 343 359 CACTGCTGCCTCCCGTA 64 1
Eco351 351 369 CAATATTCCCCACTGCTGC 33 v
Eco360 360 377 CCATTGTGCAATATTCCC 35 \Y
Eco370 370 386 GGCTTGCGCCCATTGTG 52 [
Eco378 378 394 CTGCATCAGGCTTGCGC 32 \Y
Eco387 387 403 GCGGCATGGCTGCATCA 39 v
Eco395 395 412 TTCATACACGCGGCATGG 35 \Y
Eco404 404 421 AAGGCCTTCTTCATACAC 37 \Y,
Eco413 413 429 TACAACCCGAAGGCCTTC 62 1
Eco422 422 439 AAAGTACTTTACAACCCG 37 \Y
Eco431 431 448 TCCCCGCTGAAAGTACTT 42 [
Eco439 439 455 CCCTTCCTCCCCGCTGA 53 11
Eco440 440 456 TCCCTTCCTCCCCGCTG 83 |
Eco443 443 460 TTACTCCCTTCCTCCCCG 62 1
Eco446 446 463 ACTTTACTCCCTTCCTCC 64 1
Eco449 449 467 ATTAACTTTACTCCCTTCC 35 \Y
Eco455 455 473 AAAGGTATTAACTTTACTC 3 \
Eco468 468 486 AACGTCAATGAGCAAAGGT 3 VI
Eco474 474 491 CGGGTAACGTCAATGAGC 3 \
Eco478 478 495 TCTGCGGGTAACGTCAAT 20 \Y
Eco481 481 498 TCTTCTGCGGGTAACGTC 21 I\
Eco484 484 501 GCTTCTTCTGCGGGTAAC 60 1l
Eco487 487 504 GGTGCTTCTTCTGCGGGT 54 1l
Eco492 492 509 TAGCCGGTGCTTCTTCTG 46 1l
Eco499 499 516 ACGGAGTTAGCCGGTGCT 25 \Y
Eco505 505 522 GCTGGCACGGAGTTAGCC 56 1l
Eco510 510 527 CGGCTGCTGGCACGGAGT 37 I\
Eco523 523 540 CTCCGTATTACCGCGGCT 54 1l
Eco528 528 545 GCACCCTCCGTATTACCG 42 1l
Eco541 541 558 CCGATTAACGCTTGCACC 96 |
Eco548 548 566 CAGTAATTCCGATTAACGC 42 1l
Eco559 559 576 GCTTTACGCCCAGTAATT 46 1l
Eco567 567 584 CTGCGTGCGCTTTACGCC 44 1l
Eco577 577 594 AACAAACCGCCTGCGTGC 42 1l
Eco585 585 602 TCTGACTTAACAAACCGC 2 VI
Eco595 595 613 GGGATTTCACATCTGACTT 2 VI
Eco603 603 620 GAGCCCGGGGATTTCACA 4 VI
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(Fortsetzung)

Sonde E. coli Sondensequenz 5'->3' relative Helligkeits-
position Sonden- klasse®
. a fluoreszenz
53 (% Ec01482)°

Eco614 614 631 GTTCCCAGGTTGAGCCCG 25 v
Eco621 621 638 AGATGCAGTTCCCAGGTT 2 VI
Eco627 627 644 AGTATCAGATGCAGTTCC 1 VI
Eco632 632 649 TTGCCAGTATCAGATGCA 2 VI
Eco639 639 656 CTCAAGCTTGCCAGTATC 4 VI
Eco645 645 662 ACGAGACTCAAGCTTGCC 22 \Y,
Eco650 650 667 CCTCTACGAGACTCAAGC 13 \Y
Eco654 654 671 CCCCCCTCTACGAGACTC 17 \Y
Eco657 657 674 CTACCCCCCTCTACGAGA 19 \Y
Eco661 661 678 AATTCTACCCCCCTCTAC 22 v
Eco665 665 682 CTGGAATTCTACCCCCCT 21 \Y
Eco668 668 685 CACCTGGAATTCTACCCC 12 \Y
Eco675 675 692 ACCGCTACACCTGGAATT 50 [
Eco681 681 698 CATTTCACCGCTACACCT 55 11
Eco686 686 703 CTACGCATTTCACCGCTA 40 \Y
Eco690 690 707 ATCTCTACGCATTTCACC 60 11
Eco693 693 710 CAGATCTCTACGCATTTC 29 \Y
Eco704 704 721 CGGTATTCCTCCAGATCT 38 \Y,
Eco711 711 728 TCGCCACCGGTATTCCTC 62 I
Eco722 722 737 GGGCCGCCTTCGCCTC 21 \Y
Eco729 729 744 GTCCAGGGGGCCGCCT 37 \Y
Eco738 738 755 CGTCAGTCTTCGTCCAGG 19 \Y
Eco745 745 762 ACCTGAGCGTCAGTCTTC 19 \Y
Eco756 756 773 CACGCTTTCGCACCTGAG 15 \Y%
Eco763 763 780 TGCTCCCCACGCTTTCGC 7 1
Eco774 774 791 CTAATCCTGTTTGCTCCC 52 [
Eco781 781 799 CAGGGTATCTAATCCTGTT 4 VI
Eco792 792 809 CGTGGACTACCAGGGTAT 2 VI
Eco800 800 817 GTTTACGGCGTGGACTAC 31 I\
Eco810 810 827 AGTCGACATCGTTTACGG 38 \Y
Eco818 818 835 AACCTCCAAGTCGTCATC 10 \Y
Eco828 828 845 TCAAGGGCACAACCTCCA 6 \Y/
Eco836 836 852 CCACGCCTCAAGGGCAC 8 \Y
Eco846 846 862 GCTCCGGAAGCCACGCC 42 1l
Eco853 853 870 ACGCGTTAGCTCCGGAAG 52 1l
Eco863 863 880 GGTCGACTTAACGCGTTA 42 1l
Eco871 871 888 CCCCAGGCGGTCGACTTA 87 |
Eco881 881 897 GGCCGTACTCCCCAGGC 77 1
Eco889 889 906 TAACCTTGCGGCCGTACT 85 |
Eco898 898 916 ATTTGAGTTTTAACCTTGC 73 1
Eco907 907 925 CGTCAATTCATTTGAGTTT 40 \Y
Eco917 917 933 CGGGCCCCCGTCAATTC 69 1
Eco0926 926 941 CGCTTGTGCGGGCCCC 38 \Y
Ec0934 934 951 CATGCTCCACCGCTTGTG 50 [
Ec0942 942 959 TTAAACCACATGCTCCAC 46 [
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(Fortsetzung)

Sonde E. coli Sondensequenz 5'->3' relative Helligkeits-
position Sonden- klasse®
. a fluoreszenz
53 (% Eco1482)"
Eco0952 952 969 TTGCATCGAATTAAACCA 4 \Y
Eco960 960 977 TCTTCGCGTTGCATCGAA 60 11
Eco970 970 987 CAGGTAAGGTTCTTCGCG 33 \Y
Eco978 978 995 GTCAAGACCAGGTAAGGT 27 \Y
Eco988 988 1005 TTCCGTGGATGTCAAGAC 8 \Y
Eco996 996 1013 CTGAAAACTTCCGTGGAT 10 \Y
Eco01006 1006 1023 ATTCTCATCTCTGAAAAC 4 \Y
Ecol014 1014 1031 GAAGGCACATTCTCATCT 8 \Y
Eco1024 1024 1041 CACGGTTCCCGAAGGCAC 31 \Y
Eco1032 1032 1049 ACCTGTCTCACGGTTCCC 52 11
Ec01042 1042 1059 GCCATGCAGCACCTGTCT 48 [
Eco1050 1050 1067 TGACGACAGCCATGCAGC 6 \Y
Eco1060 1060 1077 CAACACGAGCTGACGACA 2 VI
Eco1068 1068 1085 ACATTTCACAACACGAGC 12 \Y
Eco1078 1078 1095 ACTTAACCCAACATTTCA 6 \Y
Eco1086 1086 1103 GTTGCGGGACTTAACCCA 10 \Y
Eco1097 1097 1112 GTTGCGCTCGTTGCGGG \Y
Ecol1104 1104 1121 AGGATAAGGGTTGCGCTC \Y
Ecol113 1113 1130 TGGCAACAAAGGATAAGG 2 \Y
Ecol122 1122 1139 CCGGACCGCTGGCAACAA 15 \Y
Eco1131 1131 1146 TTCCCGGCCGGACCGC 40 I\
Eco1140 1140 1157 TCTCCTTTGAGTTCCCGG 46 [
Ecol147 1147 1165 ACTGGCAGTCTCCTTTGAG 13 \Y
Eco1158 1158 1175 CCAGTTTATCACTGGCAG 2 VI
Eco1166 1166 1183 ACCTTCCTCCAGTTTATC 10 \Y
Eco1176 1176 1193 CGTCATCCCCACCTTCCT 50 1l
Eco1184 1184 1201 TGACTTGACGTCATCCCC 6 \Y
Ecol1194 1194 1211 AGGGCCATGATGACTTGA 10 \Y
Ec01202 1202 1219 TGGTCGTAAGGGCCATGA 2 \
Ecol212 1212 1229 TGTGTAGCCCTGGTCGTA 25 \Y,
Eco1220 1220 1237 GTAGCACGTGTGTAGCCC 58 [
Eco1230 1230 1247 ATGCGCCATTGTAGCACG 35 \Y
Eco1238 1238 1255 CTCTTTGTATGCGCCATT 31 \Y
Eco1248 1248 1265 GAGGTCGCTTCTCTTTGT 58 [
Eco1256 1256 1273 GCTCTCGCGAGGTCGCTT 62 1
Eco01266 1266 1283 AGGTCCGCTTGCTCTCGC 58 1l
Ecol274 1274 1291 ACTTTATGAGGTCCGCTT 15 \Y
Ecol284 1284 1301 ACTACGACGCACTTTATG 15 \Y
Eco01292 1292 1309 CAATCCGGACTACGACGC 23 \Y
Eco01302 1302 1319 TTGCAGACTCCAATCCGG 33 I\
Eco1310 1310 1327 GAGTCGAGTTGCAGACTC 2 VI
Eco1320 1320 1337 CGACTTCATGGAGTCGAG 6 \Y
Eco1328 1328 1345 AGCGATTCCGACTTCATG 65 1
Eco1338 1338 1355 CACGATTACTAGCGATTC 15 \Y%
Eco1346 1346 1363 TTCTGATCCACGATTACT 12 \Y
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(Fortsetzung)

Sonde E. coli Sondensequenz 5'->3' relative Helligkeits-
position Sonden- klasse®
fluoreszenz

1 1a
5—3 (% Ec01482)°

Eco1356 1356 1373 CACCGTGGCATTCTGATC 19 \Y%
Ecol1364 1364 1382 GAACGTATTCACCGTGGCA 21 \Y4
Ecol374 1374 1391 AAGGCCCGGGAACGTATT 52 11
Eco1383 1383 1400  GGTGTGTACAAGGCCCGG 65 I
Ec01392 1392 1409  GTGACGGGCGGTGTGTAC 67 I
Eco1401 1401 1418  TCCCATGGTGTGACGGGC 67 I
Ecol1410 1410 1427 GCAACCCACTCCCATGGT 90 |

Eco1419 1419 1436 ACTTCTTTTGCAACCCAC 23 v
Eco1428 1428 1445 AAGCTACCTACTTCTTTT 38 \Y4
Eco1437 1437 1454 CCGAAGGTTAAGCTACCT 4 VI
Ecol1446 1446 1463 AGCGCCCTCCCGAAGGTT 44 1l
Eco1455 1455 1472 AAAGTGGTAAGCGCCCTC 31 v
Ecol464 1464 1481 ATGAATCACAAAGTGGTA 4 VI
Eco1473 1473 1490 ACCCCAGTCATGAATCAC 65 1
Eco1482 1482 1499  TACGACTTCACCCCAGTC 100 |

Eco1491 1491 1508 TTACCTTGTTACGACTTC 31 \Y4
Eco1500 1500 1517 CCCCTACGGTTACCTTGT 92 |

Eco1509 1509 1525  CGCAGGTTCCCCTACGG 4 VI
Ecol518 1518 1535  GTGATCCAACCGCAGGTT 17 v
Eco1526 1526 1542  TAAGGAGGTGATCCAAC 25 v

Tabelle F.1.
# E. coli Position nach Brosius und Mitarbeiter (Brosius et al., 1981).
® Relative Fluoreszenzintesitat nach Hybridisierung als Prozentwert der hellsten Sonde, Eco1482.

¢ Die Sonden wurden bezuiglich ihrer relativen Fluoreszenz in sechs Helligkeitsklassen eingeteilt:
Klasse | (100 - 81% der Fluoreszenz von Eco 1482), Klasse Il (80-61%), Klasse 111 (60-41%), Klasse
IV (40-21%), Klasse V (20-6%) und Klasse VI (5-0%).
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2.) 16S-rDNA Sequenz von Escherichia coli DSM30083" (5 —» 3, Position 1 — 1542,

Nummerierung nach (Brosius et al., 1981))

AAAUUGAAGA
AGCUUGCUGC
AACGGUAGCU
GGAUUAGCUA
ACUGAGACAC
CGCGUGUAUG
GACGUUACCC
UUACUGGGCG
UACUGGCAAG
GGUGGCGAAG
UAGUCCACGC
GCCUGGGGAG
UCGAUGCAAC
GAGACAGGUG
UUUGUUGCCA
AUCAUGGCCC
CCUCAUAAAG
GAAUGCCACG
AGCUUAACCU
CUGCGGUUGG

GUUUGAUCAU
UUUGCUGACG
AAUACCGCAU
GUAGGUGGGG
GGUCCAGACU
AAGAAGGCCU
GCAGAAGAAG
UAAAGCGCAC
CUUGAGUCUC
GCaGGeceeeu
CGUAAACGAU
UACGGCCGCA
GCGAAGAACC
CUGCAUGGCU
GCGGUCCGGC
UUACGACCAG
UGCGUCGUAG
GUGAAUACGU
UCGGGAGGGC
AUCACCUCCU

GGCUCAGAUU
AGUGGCGGAC
AACGUCGCAA
UAACGGCUCA
CCUACGGGAG
UCGGGUUGUA
CACCGGCUAA
GCAGGCGGUU
GUAGAGGGGG
GGACGAAGAC
GUCGACUUGG
AGGUUAAAAC
UUACCUGGUC
GUCGUCAGCU
CGGGAACUCA
GGCUACACAC
UCCGGAUUGG
UCCCGGGCCU
GCUUACCACU
UA

GAACGCUGGC
GGGUGAGUAA
GACCAAAGAG
CCUAGGCGAC
GCAGCAGUGG
AAGUACUUUC
CUCCGUGCCA
UGUUAAGUCA
GYAGAAUUCC
UGACGCUCAG
AGGUUGUGCC
UCAAAUGAAU
UUGACAUCCA
CGUGUUGUGA
AAGGAGACUG
GUGCUACAAU
AGUCUGCAAC
UGUACACACC
UUGUGAUUCA

GGCAGGCCUA
UGUCUGGGAA
GGGGACCUUA
GAUCCCUAGC
GGAAUAUUGC
AGCGGGGAGG
GCAGCCGCGG
GAUGUGAAAU
AGGUGUAGCG
GUGCGAAAGC
CUUGAGGCGU
UGACGGGGGC
CGGAAGUUUU
AAUGUUGGGU
CCAGUGAUAA
GGCGCAUACA
UCGACUCCAU
GCCCGUCACA
UGACUGGGGU

ACACAUGCAA
ACUGCCUGAU
GGGCCUCUUG
UGGUCUGAGA
ACAAUGGGCG
AAGGGAGUAA
UAAUACGGAG
CCCCGGGCUC
GUGAAAUGCG
GUGGGGAGCA
GGCUUCCGGA
CCGCACAAGC
CAGAGAUGAG
UAAGUCCCGC
ACUGGAGGAA
AAGAGAAGCG
GAAGUCGGAA
CCAUGGGAGU
GAAGUCGUAA

GUCGAACGGU
GGAGGGGGAU
CCAUCGGAUG
GGAUGACCAG
CAAGCCUGAU
AGUUAAUACC
GGUGCAAGCG
AACCUGGGAA
UAGAGAUCUG
AACAGGAUUA
GCUAACGCGU
GGUGGAGCAU
AAUGUGCCUU
AACGAGCGCA
GGUGGGGAUG
ACCUCGCGAG
UCGCUAGUAA
GGGUUGCAAA
CAAGGUAACC

Belebtschlamm sortierten,

AACAGGAAGC
AACUACUGGA
UGCCCAGAUG
CCACACUGGA
GCAGCCAUGC
UUUGCUCAUU
UUAAUCGGAA
CUGCAUCUGA
GAGGAAUACC
GAUACCCUGG
UAAGUCGACC
GUGGUUUAAU
CGGGAACCGU
ACCCUUAUCC
ACGUCAAGUC
AGCAAGCGRA
UCGUGGAUCA
AGAAGUAGGU
GUAGGGGAAC

3.) 16S-rDNA Sequenz eines aus LDI23a-positiven

Bakteriums. Die Sequenz wurde beim European Molecular Biology Laboratory

(EMBL) unter der Accession Nr. AJ001325 hinterlegt. (5° — 3¢, Position 9 — 1510,

Nummerierung nach (Brosius et al., 1981))

AGUUUGAUUA
UGGCGAACGG
GAUCUGAGGA
AAGGCUCACC
UACGGGAGGC
GGGUUGUAAA
CCGGCUAACU
AGGCGGUUUU
AGAGGGGGAU
GCCUGCACUG
CAACUGGUUG
UUGAAACUCA
CCCACCUUUG
UCGUCAGCUC
UCUAAUGAGA
CACGUCAUAC
CGCAGUCUGC
UCUUGUACAC
ACGGCAGGGU

UGGCUCAGAU
GUGAGUAAUG
UGAAAGCGGG
AAGCCGACGA
AGCAGUGGGG
CUGCUUUUGU
ACGUGCCAGC
GUAAGACAGG
GGAAUUCCGC
ACGCUCAUGC
UUGGGUCUUU
AAGGAAUUGA
ACAUGGUCGG
GUGUCGUGAG
CUGCCGGUGA
AAUGGCUGGU
AACUCGACUG
ACCGCCCGUC
UCGUGACUGG

UGAACGCUGG
CAUCGGAACG
GGACCGUAAG
UCUGUAGCUG
AAUUUUGGAC
ACGGAGCGAA
AGCCGCGGUA
CGUGAAAUCC
GUGUAGCAGU
ACGAAAGCGU
ACUGACUCAG
CGGGGACCCG
AACCCUUUAG
AUGUUGGGUU
CAAACCGGAG
ACAAAGGGUU
CGUGAAGUCG
ACACCAUGGG
GGUGAAGUCG

CGGCAUGCUU
UGCCCGGUCG
GCCUCGCGCG
GUCUGAGAGG
AAUGGGCGCA
AAGGUCUUCC
AUACGUAGGG
CCGGGCUCAA
GAAAUGCGUA
GGGGAGCAAA
UAACGAAGCU
CACAAGCGGU
AGAUAGAGGG
AAGUCCCGCA
GAAGGUGGGG
GCCAACCCGC
GAAUCGCUAG
AGCGGGUUCU
UAACAAGGUA

UACACAUGCA
UGGGGGAUAA
AUCGGAGCGG
ACGACCAGCC
ACCGUGAUCC
CUAAUACGGG
UGCGAGCGUU
CCUGGGAAUG
GAUAUGCGGA
CAGGAUUAGA
AACGCGUGAA
GGAUGAUGUG
GUGCUCGAAA
ACGAGCGCAA
AUGACGUCAA
GAGGGGGAGC
UAAUCGUGGA
GCCAGAAGUA
GCCGUAUCGG
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AGUCGAACGG
CGCAGCGAAA
CCGAUGUCAG
ACACUGGGAC
AGCAAUGCCG
AGGCUGAUGA
AAUCGGAAUU
GCGCUUGUGA
GGAACACCGA
UACCCUGGUA
GUUGACCGCC
GUUUAAUUCG
GAGAGCCGAU
CCCUUGUCAU
GUCCUCAUGG
UAAUCCCAUA
UCAGAAUGUC
GUUAGCCUAA
AAGGUGCGGC

UAACAGGUUA
GCUGCGCUAA
AUUAGGUAGU
UGAGACACGG
CGUGCAGGAA
CGGUACCGUA
ACUGGGCGUA
CUGCAAAGCU
UGGCGAAGGC
GUCCACGCCC
UGGGGAGUAC
AUGCAACGCG
ACACAGGUGC
UAGUUGCUAC
CCCUUAUAGG
AAGCCAGUCG
ACGGUGAAUA
CCGCAAGGAG
UGGAUCACCU

AGCUGACGAG
UACCGCAUAC
UGGUGGGGUA
CCCAGACUCC
GAAGGCCUUC
AGAAUAAGCA
AAGCGUGCGC
GGAGUGCGGC
AAUCCCCUGG
UAAACGAUGU
GGCCGCAAGG
AAAAACCUUA
UGCAUGGCUG
GAAAGGGCAC
UGGGGCUACA
UAGUCCGGAU
CGUUCCCGGG
GGCGAUUACC



4.) Tabelle F.2: Waschpuffer fur Hybridisierungen bei 46°C in Abh&angigkeit von der
Formamidkonzentration des Hybridisierungspuffers.

Prozent Formamid bei der [Nalin M pl 5 M NaCl auf 50 ml
Hybridisierung

0 0,900 9000
5 0,636 6300
10 0,450 4500
15 0,318 3180
20 0,225 2150
25 0,159 1490
30 0,112 1020
35 0,080 700
40 0,056 460
45 0,040 300
50 0,028 180
55 0,020 100
60 0,014 40

65 0,010 0

5.) Tabelle F.3: Waschpuffer fir Hybridisierungen bei 35°C in Abhéngigkeit von der
Formamidkonzentration des Hybridisierungspuffers.

Prozent Formamid bei der [Na+] in M pl 5 M NaCl auf 50 ml
Hybridisierung
20 0,145 1350
25 0,105 950
30 0,074 640
35 0,052 420
40 0,037 270
45 0,026 160
50 0,019 920
55 0,013 30
60 0,009 0
65 0,008 0
70 0,005 0
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