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Bacterial mutations have been investigated since many years, but they
remain difficult to observe directly in single cells, which limits the
analysis of the underlying molecular mechanism. However, for the
investigation of mutations at the level of single cells, precise analytical
tools are currently developed. This article describes a workflow for
visualizing mutations in single cells and lays the foundation for the
quantification of bacterial mutation rates in the future.
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B Fiir die Entstehung der organismischen
Vielfalt und fiir die Evolution der Organis-
men sind genomische Verdnderungen (Muta-
tionen) essenziell. Aufgrund ihrer einfachen
Handhabung (kurze Generationszeit) eignen
sich Bakterien fiir die Untersuchung von
Mutationsereignissen besonders gut. Bakte-
rielle Mutationen werden in der Tat seit mehr
als einem Jahrhundert untersucht. Da die
Bakterien sehr klein sind, ist es technisch
aufwendig, die Mutationen direkt in einzel-
nen Zellen beobachten zu konnen. Dies
erschwert auch die Charakterisierung der
zugrunde liegenden molekularen Mechanis-
men sowie die Analyse der Entstehung und
des Auftretens von Mutationen liber die Zeit
[1]. Spontanmutationsraten bei Bakterien
werden seit Langem mithilfe eines ,Fluktua-
tionstests*, der erstmalig 1943 von Salvatore
Luria und Max Delbriick beschrieben wurde,
abgeschiétzt (Abb. 1A, [2]). Beim Fluktua-
tionstest werden zundchst mehrere unabhén-
gige Bakterienpopulationen ohne Selektions-
druck kultiviert. Zur Isolation der Mutanten
und zur Bestimmung der Mutationsrate wer-
den die Bakterien auf festen Ndhrmedien
unter selektiven Bedingungen kultiviert.

Obwohl der Fluktuationstest arbeitsaufwen-
dig ist, stellt er eine gdngige Methode dar, um
Mutationsraten zu untersuchen. Alternative
Ansitze fiir die Messung von Mutationsraten
bei fehlender Selektion sind z. B. der direkte
Vergleich von Genomsequenzen von Eltern
und Nachkommen [3] oder die gezielte
Sequenzierung von Populationen [4]. Diese
Methoden sind auf hohere Organismen und
groBe Bakterienpopulationen beschrankt
und konnen keinen Einblick in die spontane
und dynamische Natur des bakteriellen
Genoms auf Einzelzellebene in Echtzeit
geben. Daher bleibt die Schliisselfrage, wie
die Mutationsraten in einzelnen Zellen regu-
liert werden, verborgen. Trotz jahrzehntelan-
ger Forschung beruhen die Methoden zur
Messung der Mutagenese immer noch auf
der Akkumulation von Mutationen tber die
Zeit in groBen Zellpopulationen. Die Bestim-
mung der Mutationsrate und die Entschliis-
selung der zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen werden dadurch erschwert,
dass Mutationen in einzelnen Zellen nicht
direkt detektiert werden konnen. Erste
Ansdtze zur Anwendung der mikrofluidi-
schen Systeme fiir die Visualisierung auftre-

tender mikrobieller Mutationen [5-7] und
die Untersuchung der Mutationsdynamik in
Echtzeit [8, 9] wurden kiirzlich beschrieben.

Beobachtung von Mutationen auf
Einzelzellebene

Um die Mutationen in einzelnen Zellen
beobachten und die Rate bestimmen zu kon-
nen (Abb. 1B), miissen einige molekularbio-
logische und technische Methoden miteinan-
der kombiniert werden. Fiir die Visualisie-
rung von spezifischen Mutationsereignissen
miissen fluoreszenzbasierte Reportersys-
teme entwickelt werden. Dies ermoglicht die
Visualisierung von Mutationen in Echtzeit
(Abb. 1C). Fiir die Kultivierung und Analyse
von Einzelzelldynamiken kommen neue,
mikrofluidische Kultivierungsplattformen
zum Einsatz (Abb. 1D, [10]). In Kombination
mit zeitaufgeloster Mikroskopie konnen
sowohl das Wachstum als auch fluoreszenz-
gekoppelte Vorgdnge einzelner Zellen visua-
lisiert werden (Abb. 1C-E). Die Vorteile die-
ser Systeme sind unter anderem konstante
und definierte Nahrstoffbedingungen und ein
hoher Grad an Parallelisierung der Kultivie-
rungskammern, wodurch das Screening von
seltenen biologischen Ereignissen ermog-
licht wird. Dariiber hinaus konnen mit diesen
Systemen morphologische Verdnderungen
und zelluldre Interaktionen im Hochdurch-
satz untersucht werden.

Visualisierung spezifischer
Mutationsereignisse in einem
Modellbakterium

Als Modellsystem diente das Gram-positive
Bodenbakterium Bacillus subtilis, weil es
genetisch einfach manipulierbar und hand-
habbar ist. Direkte und kurze Sequenzwie-
derholungen (tandem repeats) sind Muta-
tions-hot spots, die in den Genomen aller
Organismen, einschlieBlich B. subtilis, vor-
kommen. Tandem repeats kommen sowohl
auBerhalb als auch innerhalb von Genen vor.
Aufgrund der genetischen Instabilitdt der
Tandemwiederholungen kann ihre Liange
variieren, wodurch die Expressionsstarke
eines Gens und auch die Funktion des codier-
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A Abb. 1: Technische Komponenten fiir die Untersuchung von Mutationsraten auf Einzelzellebene. A, Schematische Dar-
stellung des Fluktuationstests, bei dem zunachst mehrere Bakterienkulturen unabhéngig voneinander unter nicht-selekti-
ven Bedingungen kultiviert werden. Verdiinnungen der Kulturen werden auf einem bestimmten Selektivmedium verteilt,
um die Haufigkeit der Mutation, welche Wachstum unter den selektiven Bedingungen erlaubt, zu ermitteln. B, Visualisie-
rung einer Mutation mithilfe eines fluoreszenzbasierten Reportersystems. Die Anreicherung fluoreszierender Zellen in der
Zellpopulation weist auf das Auftreten einer bestimmten Mutation hin. C, Fiir die Visualisierung einer bestimmten Mutati-
on werden fluoreszenzbasierte Reportersysteme benétigt. D, Mikrofluidische Systeme ermdglichen die Einzelzellkultivie-
rung der mit den Reportersystemen ausgestatteten Bakterien. E, Die Mutationsereignisse kdnnen mittels zeitaufgeloster

Mikroskopie visualisiert werden.
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A Abb. 2: Uberblick tiber das Mutationsreportersystem.

A, Schematische Darstellung des Reportersystems zur Visuali-
sierung von Mutationen, das aus einer mutierbaren Einheit und
einer Reportereinheit besteht (Details siehe Text). B, Wachstum
von Bacillus subtilis in Komplexmedium zwischen neun und

16 Stunden in einer mikrofluidischen Kammer. Zellen, die die
Glutamatdehydrogenase GudB nicht bilden, haben einen

sich in dem Bereich des
Gens, der fiir die DNA-bin-
dende Domine codiert, eine
perfekte 18 Basenpaare lan-
ge Tandemwiederholung
befindet. Die Reporterein-
heit besteht aus einem TA-

Wachstumsdefekt, weil das im Medium befindliche Glutamat

nicht abgebaut werden kann. Wird GudB gebildet, so haben die
Zellen einen Wachstumsvorteil, weil Glutamat als Nahrstoff-
quelle genutzt werden kann. Griine Pfeile zeigen mutierte
Zellen. Skalierung: 15 pm (modifiziert aus [5], mit freundlicher

Genehmigung von Elsevier).

ten Proteins beeinflusst werden kann. Fiir
die Visualisierung der tandem repeat-Muta-
genese entwickelten wir ein fluoreszenzba-
siertes Reportersystem, welches aus einer
mutierbaren Einheit und einer Reporterein-
heit besteht (Abb. 2A, [5]). Die mutierbare
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abhéngigen Promotor (P, ),
welcher die Expression des
gfp-Fluoreszenz-Gens und
des gudB-Gens antreibt. Das
gudB-Gen codiert fiir eine
katabol aktive Glutamatde-
hydrogenase, die von B. subtilis fiir die Ver-
wertung von Glutamat als Kohlenstoff- und
Stickstoffquelle benotigt wird. Die mutierba-
re Einheit und die Reportereinheit wurden
stabil in das Genom von B. subtilis integriert.
Bei der Kultivierung des B. subtilis-Stamms

ermdglicht. Wenn sich
Glutamat im Nahrstoff-
medium befindet, dann
reichern sich die
mutierten und fluores-
zierenden Bakterien an,
weil sie einen Wachs-
tumsvorteil haben. Die
gebildete Glutamatde-
hydrogenase spaltet das
Glutamat in die Komponenten o-Ketoglutarat
und Ammonium, welche verwertet werden.
Um das Mutationsereignis auf Einzelzell-
ebene zu visualisieren, wurde der B. subtilis-
Stamm mit dem Reportersystem iiber einen
Zeitraum von 18 Stunden in einem mikro-
fluidischen System kultiviert. In einigen Kul-
tivierungskammern konnte die Entstehung
von fluoreszierenden Zellen detektiert wer-
den. Es wurde auch beobachtet, dass die
Nachkommen der ersten fluoreszierenden
Zellen einen Wachstumsvorteil haben. Es
handelte sich bei den fluoreszierenden Bak-
terien also um Mutanten, die eine neun
Basenpaare lange Einheit der Tandemwieder-
holung in dem TA“R-Gen herausgeschnitten
hatten. Mit dem hergestellten Reportersys-
tem konnte zum ersten Mal die Mutagenese
einer Tandemwiederholung auf Einzelzelle-
bene in einem mikrofluidischen Kultivie-
rungssystem visualisiert werden.

Mikrobielle Mutationsraten-
bestimmung - ein Blick in die Zukunft

Zur genauen Bestimmung der Raten spezifi-
scher Mutationsereignisse auf Einzelzell-
ebene miissen zahlreiche Herausforderun-
gen gemeistert werden. Die Mutationsrate
gibt die Wahrscheinlichkeit einer Zelle an,
im exponentiellen Wachstum zu mutieren.
Sie kann anhand der in Abbildung 3A
gezeigten Formel berechnet werden [11]. Da
es sich um einen stochastischen Prozess mit
sehr niedrigen Haufigkeiten handelt, miissen
die Einzelzellkultivierungsplattformen und
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A Abb. 3: Uberblick iiber die Berechnung der Mutationsrate und die Optimierung der technischen
und biologischen Systeme. A, Formel zur Bestimmung der Mutationsrate mithilfe der mutierten
Zellen r und der gesamten Anzahl der Zellen N. B, Herausforderungen bei der Bestimmung der
Mutationsrate durch mikrofluidische Einzelzellsysteme. Durch Parallelisierung lassen sich viele
Zellen gleichzeitig kultivieren. Mittels Langzeitkultivierung in Kombination mit einer automati-
schen Bildauswertung kdnnen seltene Mutationsereignisse visualisiert werden.

der Workflow weiterentwickelt werden
(Abb. 3B). Wichtig ist, dass eine groBe
Anzahl von Zellen betrachtet werden kann.
Dies kann durch einen hohen Grad an
Parallelisierung erreicht werden. Ein weite-
rer wichtiger Aspekt ist die Langzeitkultivie-
rung. So sollte der Zeitraum zwischen N1
und N2 moglichst lang sein, da bestimmte
Mutationsereignisse nur sehr selten auftre-
ten. Die Auswertung der mikroskopischen
Bilder fiir die Bestimmung der Mutations-
raten ist eine groBe Herausforderung, da
gegenwdrtige Bildauswertetools auf andere
Parameter ausgerichtet sind.

Zusammenfassung und Ausblick

Ein mikrofluidisches Kultivierungssystem
fiir die Visualisierung einer bestimmten
Mutationsart wurde erfolgreich etabliert. Die
Mutation konnte mittels zeitaufgeloster
Mikroskopie visualisiert werden. Fir eine
verlassliche quantitative Bestimmung der
Raten unterschiedlicher Mutationen auf
Einzelzellebene miissen jedoch sowohl die
technischen als auch die biologischen Metho-
den optimiert und zu einem Workflow integ-
riert werden. Dies legt die Grundlage fiir eine
verldssliche qualitative wie auch quantitative
Untersuchung von Mutationen auf Einzelzell-
ebene.
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