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Makroporose Silikonschwamme zur
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Microorganisms are the most abundant living organisms on Earth and
are essential for the functioning of ecosystems. However, more than
99 percent of them are uncharacterized and are referred to as micro-
bial dark matter (MDM). Their discovery is limited partly due to the
lack of suitable cultivation methods. A novel cultivation method using
a macroporous silicon matrix addresses this problem. Its applicability
has been demonstrated in the laboratory with model organisms and

in three natural environments.
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B Mikroorganismen sind integraler Bestand-
teil 6kologischer Prozesse, wie dem Stickstoff-,
Kohlenstoff- oder Phosphorkreislauf. Wissen
liber die Stoffwechselwege der Mikroorganis-
men ist nicht nur wichtig fiir ein besseres
Verstandnis unserer Umwelt, sondern auch,
um ihr groBes Potenzial zu nutzen [1-4]. Ihre

Nutzbarmachung ist jedoch dadurch limi-
tiert, dass mehr als 99 Prozent der auf der
Erde vorhandenen Mikroorganismen mit den
gegenwartigen Methoden nicht angereichert
oder kultiviert werden konnen [5]. Diese
Organismen werden deshalb auch als ,,mikro-
bielle dunkle Materie“ (MDM) bezeichnet. In
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A Abb. 1: Chip-Konzept und Herstellung. A, Der MESIF-Chip (macroporous elastomeric silicone
foam) besteht aus einer makroporésen Matrix, einem Reservoir und einem Kontaktierungsloch.
Uber das Reservoir wird mithilfe einer Kaniile ein Substrat mit einem Selektionsfaktor in den Chip
injiziert, bis der MESIF gesattigt ist. Nachdem der MESIF-Chip im gewiinschten Habitat platziert
wurde, wird er liber das Kontaktierungsloch selektiv von Mikroorganismen besiedelt. Diese kon-
nen anschlieBend mittels DNA-Extraktion, Sequenzierung und bioinformatischer Auswertung
identifiziert werden. B, Herstellung des MESIFs durch Mischen des Porogens mit einer PDMS-
Prapolymerlosung. Die Mischung wird geformt, ausgehéartet und das Porogen anschlieBend aus-
gelaugt. Der MESIF wird in den in A gezeigten Chip eingesetzt.
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der Natur wachsen viele dieser Organismen
in groBen Multispezies-Gemeinschaften, den
Biofilmen. Darin sind die Organismen
umgeben von einer extrazellularen Matrix,
die u. a. Polysaccharide, Proteine, DNA und
Lipide enthalt und einen Schutz vor duBeren
Einfliissen, wie Oxidation, Bioziden oder
Trockenheit, bietet [6]. Die DNA-Sequenzie-
rung und insbesondere die Fortschritte im
Bereich des Next Generation Sequencing
ermoglichen die Identifizierung der am Bio-
film beteiligten Mikroorganismen und die
Analyse ihrer zeitlichen Interaktionen. Es
besteht aber weiterhin eine bedeutende
Forschungsliicke bei der Kultivierung von
Umweltmikrobiomen als Biofilm im Labor
[7]. Eine Losung fiir dieses technische Pro-
blem konnen dreidimensionale, pordse
Matrix-Materialien darstellen.

Silikonschwamme zur Kultivierung
von Mikroben

Hier eignet sich insbesondere das gut eta-
blierte elastomere Polymer Polydimethoxy-
silan (PDMS): Es ist transparent, hydrophob,
kaum autofluoreszierend, biokompatibel und
gaspermeabel und kann mithilfe der viel-
faltigen Silanisierungschemie mit Amino-,
Epoxy-, Hydroxy- oder anderen funktionellen
Gruppen auf der Oberfliche modifiziert wer-
den. Daraus lassen sich porose PDMS-Mate-
rialien (PDMS-Schwiamme) herstellen, die
aufgrund ihrer mechanischen Eigenschaften
und ihres hohen Oberflachen-zu-Volumen-
Verhéltnisses vielversprechende Kandidaten
fiir die Kultivierung von Mikroorganismen
als Biofilme sind [8]. So entwickelten wir
auf Basis dieser PDMS-Schwidmme kiirzlich
ein Chip-basiertes Kultivierungssystem,
das einen PDMS-basierten makroporosen
elastomeren Silikonschwamm (macroporous
elastomeric silicone foam, MESIF), ein Reser-
voir und eine Offnung fiir den Kontakt des
MESIFs mit der Umgebung enthélt (Abb. 1A,
[9]). Um die pordse Struktur des MESIFs
zu erzeugen, verwenden wir ein Porogen
mit einer definierten KristallgroBe, das mit
dem PDMS vermischt und ausgehirtet wird
(Abb. 1B). AnschlieBend wird das Porogen
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A Abb. 2: Morphologie und bakterieller Bewuchs des MESIF. A, elektronenmikroskopische Auf-
nahmen des MESIF-Materials. Offene Verbindungen zwischen zwei Poren (mit einem Pfeil mar-
kiert) zeigen bei zunehmender VergréBerung die Interkonnektivitdt der Matrix. B, Wachstum von
E. coli. Konfokale Mikroskopieaufnahmen der MESIF-Struktur mit Zellen, die in dichten Populatio-

nen und Biofilmen wachsen.

ausgewaschen, sodass nur noch das PDMS-
Gertist als eine vernetzte makroporose Struk-
tur zuriickbleibt (Abb. 2A).

Fiir die initiale Charakterisierung der
Besiedlung des MESIFs mit Mikroorganis-
men nutzten wir den Modellorganismus
Escherichia coli, mit einem zusatzlichen Plas-
mid, das fiir rot fluoreszierendes Protein
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codiert (Abb. 2B). Hiermit konnten wir die
Ausbreitung des Bakteriums in MESIF-Mate-
rialien mit unterschiedlicher Porengrofe und
Oberflachenmodifikation mittels fluoreszenz-
mikroskopischer Aufnahmen nachvollzie-
hen. Es stellte sich heraus, dass E. coli eher
groBere Poren und hydrophilere Oberflichen
bevorzugt.

C Hiihnerstall

Validierung des MESIF-Chips in drei
komplexen Habitaten

Um die Eignung des Chip-Systems fiir die
Beprobung komplexer Habitate und die
Anreicherung bisher wenig beschriebener
Spezies zu validieren, untersuchten wir drei
unterschiedliche Habitate: den Biofilter eines
Zander-Aufzuchtbeckens, Chemieabwasser
des KIT in Karlsruhe und die Luft eines Hiih-
nerstalls. Zundchst wurde der Biofilter einge-
setzt, um das MESIF-Material mit einem
kommerziell erhaltlichen Biotragermaterial
(MuTag™) zu vergleichen. Die Analyse der
auf den Materialien angewachsenen Biofilme
durch Amplikon-Sequenzierung zeigte, dass
der MESIF eine deutlich breitere Verteilung
der mikrobiellen Phyla im Vergleich zu dem
MuTag ermoglicht (Abb. 3A). Wéhrend der
konventionelle Trager vor allem von den
bereits gut charakterisierten Phyla Pseudo-
monadota und Planctomycetota tiberwuchert
wird, wachsen im MESIF hingegen Mitglie-
der des Phylums Patescibacteria. Diese sind
dafiir bekannt, schwierig kultivierbar zu sein
und der mikrobiellen dunklen Materie anzu-
gehoren. Neben der turbulenten flissigen
Umgebung im Biofilter untersuchten wir die
Luft eines Hiihnerstalls und verglichen die
mikrobielle Anreichung im MESIF-Kultivie-
rungschip mit einer entsprechenden Fliissig-
kultur (Abb. 3B). Diese Untersuchung besta-
tigte die Vorteile der Kultivierung von Mikro-
organismen in einer dreidimensionalen

100 K 100 Acidobacteriota
x 15% 15% Aetinobacteriota
m R
Bdellovibrionota
—
75 = 75 9% Bacteroidota
= Chiorofi
= loroflexota
38% E
o Cyanobacteriota
-g —
50 Z 50 Desulfobacterota
ek i 80% Bacillota
} —
5 65% | | Orher
= —
25 45% o~ 25 Patescibacteria
Planctomycetota
—
Psendomonadota
0 0 L1 Verrucomicrobiota
Flissig- MESIF Ohne  Glyphosat
kultur Glyphosat

A Abb. 3: Phylogenetische Verteilung von Mikroorganismen aus drei komplexen Umwelthabitaten. Beprobt wurden der Biofilter eines Zander-Auf-
zuchtbeckens, Chemieabwasser des KIT in Karlsruhe und die Luft eines Hiihnerstalls. Dabei wurden der MESIF mit (A) MuTagTM-Biotréger und (B) Fliis-
sigkultur verglichen. AuBerdem wurde (C) Glyphosat als potenzieller Selektionsfaktor in MESIF-Materialen gegeben, um die selektive Anreicherung von
mikrobiellen Gemeinschaften beobachten zu kénnen.
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Matrix, da sich im MESIF erneut eine breite
und homogene Verteilung der Phyla zeigt,
wohingegen die Fliissigkultur zu mehr als
Dreivierteln aus Mitgliedern des Phylums
Pseudomonadota besteht.

Bei der Beprobung des Chemieabwassers
nutzen wir das Chip-Reservoir, um den Effekt
unterschiedlicher Kohlenstoffquellen zu
untersuchen. Wir verwendeten Glyphosat als
Kohlenstoffquelle, um Gemeinschaften anzu-
reichern, die Hinweise auf den Abbau dieses
allgegenwértigen Herbizids geben konnten.
Hier zeigte die bioinformatische Untersu-
chung u. a., dass das Phylum Desulfobacte-
rota im Vergleich zu Chips ohne Glyphosat
angereichert wird (Abb. 3C). Da Desulfobac-
terota schwache organische Sauren verstoff-
wechseln konnen, weist dies auf mdogliche
metabolische Abbaumechanismen von Gly-
phosat hin.

Plattform, um mikrobielle dunkle
Materie anzureichern

Mit dem neuentwickelten MESIF-System
konnen wir Mikrobiome direkt in der Umwelt
kultivieren und anreichern. Zu den Vorteilen
des Kultivierungschips gehoren die makro-
porose Matrix, die die Ansiedlung der Mikro-
organismen als Biofilm ermdglicht, die einfa-
che und vielféltige chemische Modifizierung
der Oberfliche des Materials, die auch eine
Modulierung der Oberflachenbenetzung
erlaubt, sowie die Moglichkeit, das Reservoir
zu nutzen, um beliebige Medien fir eine
gezielt Anreicherung einzusetzen. Die ersten
Ergebnisse legen nahe, dass die hier vorge-
stellten Chips eine sehr niitzliche Plattform
sind, um unterschiedliche Konsortien von
Mikroorganismen selektiv anzureichern und
dabei insbesondere auch bislang unklassifi-
zierte Mikroorganismen der mikrobiellen
dunklen Materie einzuschlieBen.
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