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ermöglichen und gleichzeitig Auskunft über 
die Wirksamkeit geben können [4, 5]. Diese 
Ganzzell-Biosensoren basieren auf dem fl uo-
reszierenden Reporterprotein pHluorin2 und 
ermöglichen einen Readout des Signals 
durch eine ratiometrische Fluoreszenzmes-
sung. Fluoreszenzbasierte Reporterproteine 
ermöglichen eine einfache, optische Analyse 
und Messung zellulärer Prozesse oder 
Zustände und haben maßgeblich zu deren 
Verständnis beigetragen [6]. Oft erfolgen die 
Messungen in Küvetten oder Mikrotiterplat-
ten in Kombination mit geeigneten Messge-
räten und liefern ein Durchschnittssignal 
über das Verhalten einer gesamten Populati-
on (Abb. 1A). 

Im hier dargestellten Fall setzten wir Zel-
len des Modellorganismus Listeria innocua 
steigenden Konzentrationen des Bacteriocins 
Nisin aus [7]. Mit steigender Konzentration 
nimmt das ratiometrische Fluoreszenzsignal 
der Population ab. Aus dem Fluoreszenzsig-
nal können Rückschlüsse über den Zustand 
der Zellen gezogen werden. Der zugrunde 
liegende Mechanismus ist die Bindung von 
Nisin an Lipid II mit anschließender Poren-
bildung, was in Konsequenz zur Störung der 
Integrität der Zytoplasmamembran führt [8]. 
Hierdurch wird die pH-Homöostase der Zel-
len gestört und sorgt für einen Angleich des 
intrazellulären pH-Werts an das saure Milieu 
des Puffers, was wiederum eine Verringe-
rung der ratiometrischen Fluoreszenz zur 
Folge hat. Aus den erhobenen Daten kann 
jedoch nicht abgeleitet werden, ob es sich 
hierbei um ein kollektives Zellverhalten oder 
um das Verhalten einzelner Zellen handelt. 
Seit einigen Jahren steigt daher das Interesse 
und die Relevanz der Einzelzellanalyse. Die-
se wird durch die Kombination von fl uores-
zenten Biosensoren mit entsprechenden 
Einzelzell-Analyseverfahren, z. B. Mikrosko-
pie oder Durchfl usszytometrie, ermöglicht.

Mithilfe der Durchfl usszytometrie führten 
wir Experimente durch, um Einblicke in das 
heterogene Verhalten einzelner Zellen inner-
halb von Zellpopulationen zu gewinnen. 
Hierfür wurden Zellen von L. innocua stei-
genden Nisinkonzentrationen ausgesetzt 
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ó Antibiotika haben eine zentrale Bedeu-
tung für den Medizin- und Lebensmittelsek-
tor. Die zunehmenden Resistenzbildungen 
von Bakterien gegen gebräuchliche Antibio-
tika aufgrund von übermäßigem Einsatz oder 
Fehlgebrauch sind ein bedeutendes Gesund-
heitsproblem von globalem Ausmaß [1]. 
Daher sind Alternativen zu klassischen Anti-
biotika von großem Interesse. Eine häufi g 
diskutierte Stoffklasse hierfür sind Bacterio-

cine, also natürlich vorkommende Peptide 
mit antibiotischen Eigenschaften [2, 3]. 

Von der Population zur einzelnen 
Zelle
Die Identifi zierung neuer Bacteriocine ist 
jedoch eine Herausforderung. Gegenwärtige 
Screening-Methoden setzen auf die Unter-
stützung von Ganzzell-Biosensoren, welche 
die Identifi zierung neuer Stoffe aus der Natur 

 Einzelzellanalyse

Dynamisches Einzelzellverhalten von 
L. innocua nach Bacteriocin-Exposition

˚ Abb. 1: Messung des ratiometrischen Fluoreszenzsignals als Maß für den physiologischen 
Zustand von Listeria innocua-Zellen nach 30-minütiger Exposition mit Nisin in verschiedenen 
Konzentra tionen (0–5 μg/ml). A, Durchschnittssignal einer Population gemessen mittels Mikro-
titerplatte (n=3). B, mittels Durchfl usszytometrie gemessene Verteilung der Einzelzellwerte sowie 
Mittelwerte und Standardabweichung der Fluoreszenzsignale. RFU: Relative Fluorescence Unit. 
Adaptiert aus [7].
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aufrechtzuerhalten. Das Fixieren der Zellen 
in einem Monolayer wurde durch mehrere 
Kammern (80 × 90 μm) mit einer Höhe von 
etwa 650 nm erreicht, die in mehreren 
Arrays angeordnet sind. Hierdurch ist eine 
ideale Voraussetzung für Messungen mit 
hoher räumlicher und zeitlicher Aufl ösung 
unter konstanten Bedingungen gegeben.

Um einen näheren Einblick in den zeitli-
chen Verlauf der ratiometrischen Fluores-
zenzsignale einzelner Zellen zu bekommen, 
setzten wir L. innocua-Zellen unterschiedli-
chen Nisinkonzentrationen aus und unter-
sucht diese anschließend in Mikrofl uidik-
chips unter konstanten Bedingungen. Bei 
Konzentrationen von 0 und 5 μg/ml verhal-
ten sich alle Zellen einheitlich, und die jewei-
ligen Einzelzellwerte sind kaum voneinander 
zu unterscheiden [7]. Die Einzelzellwerte 
liegen hierbei jeweils im Bereich von intak-
ten Zellen bei einer Nisinkonzentration von 
0 μg/ml und im Bereich von gestörten Zellen 
bei 5 μg/ml Nisin. Entsprechend werden die 
Zellen als lebend bzw. tot deklariert. Basie-
rend auf den Bulk-Ergebnissen (Abb. 1) wur-
den daher Nisinkonzentrationen gewählt, bei 
denen die Ausbildung von Subpopulationen 
zu erwarten sind. Bei mittleren Nisinkonzen-
trationen (z. B. 1,25 und 2,5 μg/ml) beobach-
teten wir deutliche Abweichungen im ratio-
metrischen Fluoreszenzsignal einzelner 
Zellen im zeitlichen Verlauf (Abb. 3).

Bei einer Nisinkonzentration von 1,25 μg/ml 
zeigt die Population im Laufe der Zeit eine 
zunehmende Heterogenität. Dieser Anstieg 
kann auf die Störung der Membranintegrität 
einzelner Zellen und der damit verbundenen 

und die Verteilung der Einzelzellsignale 
untersucht (Abb. 1B). Die Verteilung der Ein-
zelzellsignale ist besonders interessant bei 
Nisinkonzentrationen von 0,3125–1,25 μg/ml 
und zeigt hier eine deutliche Heterogenität 
des Zellverhaltens als Reaktion auf den Kon-
takt mit dem Bacteriocin. Dabei ist die Bil-
dung zweier Subpopulationen zu erkennen, 
was auf unterschiedliche Anfälligkeit einzel-
ner Zellen auf Nisin schließen lässt. Somit 
konnten wir zeigen, dass der Signalverlauf, 
wie er auf Populationsebene in Mikrotiter-
platten bestimmt wurde, nicht den Verlauf 
einzelner Zellen widerspiegelt, sondern auf 
einem heterogenen Verhalten der Population 
beruht. 

Es lässt sich weiterhin erkennen, dass ein-
zelne Zellen selbst bei höheren Konzentrati-
onen (1,25 und 2,5 μg/ml Nisin) weiterhin 
intakt bleiben und die Exposition mit Nisin 
scheinbar keine Auswirkungen hat, bzw. 
dass die Auswirkungen von den Zellen aus-
geglichen werden können. Da es sich hierbei 
allerdings nur um eine Momentaufnahme, 
also eine Messung zu einem bestimmten 
Zeitpunkt handelt, können hierdurch rele-
vante Fragen, wie der zeitliche Verlauf des 
Fluoreszenzsignals einzelner Zellen, nicht 
untersucht und nachvollzogen werden. 

Einblicke in das dynamische Verhalten 
einzelner Zellen sind mittels Durchfl usszyto-
metrie nur eingeschränkt möglich. Um ein-
zelne Zellen unter präzisen Umweltbedin-
gungen und mit zeitlicher Auflösung zu 
untersuchen, werden daher andere Metho-
den benötigt. Eine wichtige Voraussetzung 
hierbei ist, dass die zu untersuchende Zellen 

in einem System eingefangen und fi xiert 
werden können, das sowohl defi nierte und 
physiologische Umweltbedingungen als auch 
die Möglichkeit für zeitlich und räumlich 
hochaufgelöste Messungen über einen länge-
ren Zeitraum bietet. Die Kultivierung bzw. 
Analyse in Mikrofl uidik-Kammern in Kombi-
nation mit Fluoreszenzmikroskopie und Live 
Cell Imaging zeichnet sich hier als ein wert-
volles Werkzeug ab, um Zellen bei defi nierter 
Umweltveränderung und mit Einzelzellauf-
lösung untersuchen zu können.

Dynamische Einzelzellanalyse
Aufgrund ihrer inhärenten Charakteristika 
ermöglichen Mikrofl uidik-Systeme eine prä-
zise Kontrolle von Umweltparametern, wie 
z. B. der Temperatur oder der Konzentration 
von Medienkomponenten. In Kombination 
mit Live Cell Imaging ermöglichen sie die 
Untersuchung des Verhaltens einzelner Zel-
len im zeitlichen Verlauf. So können Erkennt-
nisse über die Entwicklung von Populations-
heterogenität gewonnen werden. Für diesen 
Zweck verwendeten wir PDMS-basierte 
Mi krofl uidikchips für die Untersuchung des 
zeitlichen Verlaufs der Fluoreszenzsignale 
einzelner Zellen nach Exposition oder bei 
Behandlung  mit  Nisin [7]. Diese werden in 
einem inversen Fluoreszenzmikroskop für 
Time Lapse  Imaging positioniert (Abb. 2).

Der Chip verfügt über Inlet- und Outlet-
Strukturen zum Inokulieren der Zellen und 
zur Injektion von Medium mit Nisin mithilfe 
eines druckbeaufschlagten Pumpensystems, 
um stabile Nisinkonzentrationen und defi -
nierte Bedingungen während der Messung 

˚ Abb. 2: Übersicht über den Aufbau der Messtechnik. A, inverses Fluoreszenzmikroskop für Live Cell Imaging. Ein Mikrofl uidikchip befi ndet sich 
innerhalb eines Inkubators, der das Mikroskop umgibt und mithilfe einer Heizung konstante Temperaturen ermöglicht. B, Abbildung eines Mikrofl uidik-
chips mit gefärbten Kammerstrukturen. Der Chip verfügt über eine Inlet- und eine Outlet-Struktur für kontinuierlichen Perfusionbetrieb. C, schemati-
sche Darstellung des Aufbaus eines Mikrofl uidikchips mit mehreren Kammern zum Fixieren der Zellen. Adaptiert aus [7].
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prozesse und -strategien der Zellen hindeu-
ten. Für den verwandten humanpathogenen 
Stamm L. monocytogenes wurden bereits 
mehrere Strategien zur Bewältigung einer 
Behandlung mit Nisin identifi ziert, darunter 

änderung der entsprechenden Zellen (im 
Bild rechts unten) von blau zu grün. Eine 
scheinbare Wiederherstellung der pH-
Homöostase, wie durch den Signalverlauf 
indiziert, könnte auf mögliche Anpassungs-

Zunahme der Anzahl toter Zellen zurückge-
führt werden. Bei der Betrachtung des zeitli-
chen Verlaufs einzelner Zellen lassen sich 
unterschiedliche Übergangszeiten und Dyna-
miken der Zellen von intaktem zu gestörtem 
Zustand beobachten. In den abgebildeten 
ratiometrischen Aufnahmen äußert sich dies 
durch eine Farbänderung entsprechender 
Zellen von grün zu blau. 

Eine besonders interessante Beobachtung 
machten wir bei einer Nisinkonzentration 
von 2,5 μg/ml: Alle Zellen zeigten, wie erwar-
tet, eine direkte Wirkung des Nisins, was 
bereits zu Beginn der Messung zu einem 
niedrigen ratiometrischen Fluoreszenzsig-
nals führt. Insgesamt kann das Verhalten der 
Zellen während der gesamten Messzeit als 
homogen angesehen werden. Die zeitlich auf-
gelösten Einzelzelldaten ermöglichen jedoch 
die Beobachtung zweier Zellen deren Signal-
verläufe nach Erreichen des Minimalwerts 
erneut ansteigen. Dies deutet auf eine teil-
weise Wiederherstellung der pH-Homöostase 
hin. In den abgebildeten ratiometrischen 
Aufnahmen äußert sich dies durch eine Farb-

˚ Abb. 3: Dynamische Einzelzellmessung des ratiometrischen Fluoreszenzsignals mittels Mikrofl uidik. A, Verläufe des ratiometrischen Fluoreszenz-
signals einzelner Zellen bei einer Nisinkonzentration von 1,25 bzw. 2,5 μg/ml. Für jede Konzentration wurden beispielhaft 5 unterschiedliche Signal-
verläufe geglättet (rot dargestellt). B, Die zu den Verläufen gehörenden Abbildungen stellen die ratiometrischen Fluoreszenzwerte mit Fehlfarben dar 
und zeigen die Werte der Zellen im Ausschnitt einer Kammer jeweils zu Beginn und 70 Minuten nach Nisin-Exposition. Adaptiert aus [7].
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Resistenz und Toleranz [9] sowie die Bildung 
von Persisterzellen [10]. Daher sind weitere 
Experimente erforderlich, um die zugrunde 
liegenden Prinzipien und Mechanismen im 
Detail aufzudecken und zu verstehen.

Die Ergebnisse des Einzelzelltrackings 
ermöglichten detaillierte Einblicke in die Ent-
wicklung von Subpopulationen und in die 
Dynamik der Heterogenität einer L. innocua-
Population. Hieraus können zwei wichtige 
Erkenntnisse gewonnen werden: Zum einen 
ergibt sich der mittlere Signalwert des 
Assays aus der Summe bzw. dem Integral der 
Signale einzelner Zellen bzw. Subpopulatio-
nen. Zum anderen beobachten wir einzelne 
Zellen, die sich möglicherweise an Nisin-
haltige Umgebungen anpassen und die Expo-
sition überleben können. Mögliche Anpas-
sungsprozesse müssen in weiteren Experi-
menten untersucht werden, um die Effektivi-
tät und Wirksamkeit von Nisin weiter zu 
charakterisieren. Die vorgestellten Methoden 
sind für die Charakterisierung und Untersu-
chung anderer Bacteriocine und antimikro-
bieller Verbindungen mit gleichen oder ähn-
lichen Wirkmechanismen anwendbar.

Einblicke in das Verhalten von Zellen 
unter Stresssituation
Die Heterogenität einer Population ist ein 
wichtiges Merkmal bei der Untersuchung der 
Wirksamkeit neuer Bacteriocine. Hierbei 
sollte das Verhalten einzelner Zellen über die 
Zeit berücksichtigt werden. Folglich müssen 
in diesem Zusammenhang geeignete Techno-
logien für die Untersuchung von Einzelzell-
dynamiken etabliert und genutzt werden. 
Mikrofluidik-Systeme in Verbindung mit 
Live Cell Imaging ermöglichen die zeitlich 
und räumlich hochaufgelöste Beobachtungen 
und Analyse einzelner Zellen und gewähren 
wichtige Einblicke in das Verhalten von Zel-
len unter Stresssituation, wie beispielsweise 
nach der Exposition mit Bacteriocinen. Die 
vorgestellten Techniken könnten zukünftig 
ein wichtiges Werkzeug für die systemati-
sche Untersuchung der Effi zienz und Wirk-
samkeit neuer Bacteriocine sein und mögli-
che Adaptionsprozesse sowie Persistenz 
einzelner Zellen bezüglich toxischer Umwelt-
bedingungen aufzeigen.
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