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Kurzfassung

Die unerwinschte Besiedlung von kinstlichen Oberflachen mit Mikroorganismen, das
sogenannte Biofouling, stellt sowohl in der Biomedizin als auch in der marinen Industrie ein
groRBes Problem mit gesundheitlichen und finanziellen Folgen dar. Daher besteht ein grof3es
Interesse den Bewuchs von Oberflachen zu verhindern. Da viele der Organismen, auch als
Biofouler bezeichnet, motil sind, d.h. in der Lage sind sich aktiv fortzubewegen, leisten
Studien hinsichtlich ihrer Motilitat einen wichtigen Beitrag zum Verstandnis des Besiedlungs-
verhaltens und damit zur Entwicklung von Strategien zur Biofouling Bek&mpfung. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde das Schwimm- und Besiedlungsverhalten von zwei
verschiedenen flagellierten Modellorganismen, namlich des pathogenen Bakteriums
Pseudomonas aeruginosa und der Sporen der Griinalge Ulva linza, mittels digitaler in-line
Holographie analysiert. Dabei konnten fiir die planktonische Schwimmbewegung von
P. aeruginosa verschiedene Schwimmmuster klassifiziert werden, was nach unserem Wissen
zum ersten Mal berhaupt zum experimentellen Nachweis helikalen Schwimmverhaltens flr
ein kleines Bakterium wie P. aeruginosa fiihrte. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
P. aeruginosa Ubergange zwischen den verschiedenen Schwimmmustern aufweist. Bei den
Sporen der Grinalge Ulva linza wurde neben dem Schwimmverhalten auch das
Besiedlungsverhalten auf positiv geladenen Arginin und Tyrosin enthaltenden Oligopeptid
Oberflachen untersucht. Es hat sich gezeigt, dass die Besiedlung dieser Oberflachen sehr hoch
ist und die Anlagerung der Sporen duBerst schnell, innerhalb von wenigen Sekunden
stattfindet. Durch das 3-dimensionale Tracken der Sporen konnte gezeigt werden, dass diese
in Anwesenheit der ArgininTyrosin (ArgTyr) Oberflichen das sogenannte ,,Hit and stick™
Schwimmmuster aufweisen, bei dem sie direkt beim ersten Kontakt an der Oberflache kleben
bleiben, wonach einige der Sporen sporadische Zappelbewegungen auf der Oberflache
zeigten. Kontrolluntersuchungen mit einer reinen Glycin (Gly) Oligopeptid Oberflache
zeigten hingegen ein komplett anderes Schwimmverhalten der Sporen. Neben den
Laborexperimenten mit den Modelorganismen P. aeruginosa und Ulva linza wurden im
Rahmen dieser Arbeit auch Feldexperimente mit Organismen in ihrer nattrlichen Umgebung
durchgefiihrt. Diese Untersuchungen fuhrten zur erstmaligen Beschreibung und

Klassifizierung des planktonischen Schwimmverhaltens motiler mariner Mikroorganismen.







Abstract

The undesired colonization of microorganisms on artificial surfaces, termed as Biofouling, is
a major problem in the biomedical field as well as in marine industries and has sanitary and
financial impact. Hence there is a major interest to prevent the attachment of organisms to
surfaces. Because many of these organisms are motile, i.e. able to swim actively, studies
concerning their motility are of great importance to understand the settlement behavior and to
develop new strategies for Biofouling prevention. Therefore the swimming and settlement
behavior of the two flagellated model organisms Pseudomonas aeruginosa and the spores of
the green algae Ulva linza were analysed within this work, by use of digital in-line
Holography. For P. aeruginosa different swimming patterns for the planktonic free movement
of this bacterium could be classified which, to our knowledge, led to the first experimental
detection of helical movement of a small bacterium such as P. aeruginosa. Furthermore it
could be shown that P. aeruginosa is able to make transitions between the different classified
swimming patterns. Beside the swimming behavior also the settlement behavior of spores of
the green algae Ulva linza on positively charged oligopeptide surfaces with Arginine and
Tyrosine content was analyzed. This investigation showed that settlement was very high on
these surfaces and the attachment of the spores took place very rapidly within a few seconds.
By using 3-dimensional tracking it could be shown that spores showed the so called “Hit and
stick” swimming pattern in presence of the ArginineTyrosine (ArgTyr) surfaces. With this
pattern they stuck to the surface immediately during the first surface contact and shortly after
that some of the spores exhibited twitching movement on the surface. In contrast, analysis of
a pure Glycine (Gly) reference surface showed a completely different swimming behavior of
the spores. Additionally to the lab experiments with the model organisms P. aeruginosa and
Ulva linza, field experiments with organisms under natural environmental conditions were
performed. This investigation led to the first description and classification of the planktonic

swimming behavior of flagellated marine organism.
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1 Einleitung

Viele Mikroorganismen sind in der Lage sich an feste Substrate anzulagern und einige kénnen
durch die Ausscheidung von extrapolymeren Substanzen ganze Biofilme auszubilden.
Bakterien beispielsweise bietet die Bildung eines Biofilms entscheidende Vorteile, da sie
dadurch resistenter gegen &ul3ere Einfllisse, wie Scherkrafte oder Antibiotika, sind. Fir andere
Organismen wie die Sporen verschiedener Algenarten, beispielsweise der Grunalge Ulva
linza, ist die Besiedlung von festen Substraten ein notwendiger Schritt in ihrem Lebenszyklus,
um zu einer adulten Pflanze heranwachsen zu konnen. Sowohl fir viele Bakterienarten als
auch flr Zoosporen von Algen spielt die Motilitdt, das heillt die Fahigkeit zur
selbstangetriebenen, aktiven Fortbewegung, vor allem im Zusammenhang mit der Besiedlung

von Oberflachen, eine sehr wichtige Rolle.

Viele Bakterien werden durch einen flagellaren Motor angetrieben, welcher es ihnen erlaubt,
sich schwimmend in waéssriger Umgebung fortzubewegen. Fur sie ist die Motilitat
beispielsweise zur Bildung und Reifung des Biofilms, sowie zur Auflésung und Verbreitung
des Selbigen unerlasslich [1-3]. Fur pathogene Spezies wie Pseudomonas aeruginosa gilt die
Motilitat als wichtiger Virulenzfaktor, da sie die erfolgreiche Verbreitung des Pathogens im
Wirt gewahrleistet und die Besiedlung von Lungengewebe hauptsachlich von Mukoviszidose
Patienten fordert [4]. Auch flr andere Pathogene, wie beispielsweise Trypanosoma brucei,
konnten Weil3e et al. zeigen, dass die Motilitat entscheidend fur die Virulenz des Organismus
ist [5]. Die durch die Motilitat ermdéglichte Antwort auf externe Reize, wie chemische
Substanzen, Licht und Temperatur (sogenannte Taxien), erlaubt es flagellierten Bakterien sich
an verénderte Umweltbedingungen anzupassen und fiihrt zur Besiedlung gunstiger

Lebensraume.

Zum umfassenden Verstdndnis von Besiedlung, Virulenz und Taxien motiler
Mikroorganismen ist es daher unerlasslich die Fortbewegungsmechanismen der Organismen
zu untersuchen. Chemotaxis beispielsweise, bei der Organismen entweder in Richtung
gunstiger oder entgegen ungunstiger Bedingungen migrieren, ist Gegenstand einer Vielzahl
an Studien [6-8]. Dabei liegt der Fokus bei einigen dieser Untersuchungen speziell auf der
Einzelbewegung der Bakterien [9-11]. Bis auf die Studie von Berg et al., in der die Bewegung

des peritrich begeillelten Bakteriums Escherichia coli mittels 3-dimensionaler Mikroskopie
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untersucht wurde und zur Entdeckung des ,Run und Tumbling* Mechanismus fiihrte [9],
beruhen die meisten bakteriellen Motilitatsstudien allerdings auf 2-dimensionalen
Mikroskopie Daten [12-19]. Dabei konnten bereits verschiedene Schwimmmechanismen
hauptséchlich in unmittelbarer Umgebung von festen Oberflachen identifiziert werden [14,
20, 21]. Mit konventionellen 2-dimensionalem Mikroskopietechniken wird allerdings eine
vollstandige quantitative Analyse der Motilitdt durch das Fehlen der dritten Dimension

erschwert.

Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit mittels digitaler in-line Holographie eine vollstandige
3-dimensionale Analyse der freien Schwimmbewegung des monotrich begeifl3elten
Bakteriums P. aeruginosa durchgefiihrt. Die linsenlose, 3-dimensionale Abbildungsmethode
wurde in dieser Arbeit erstmals fir das Tracking kleinster Bakterien in einem groRen
Beobachtungsvolumen angewendet. Die ermittelten Trajektorien von P. aeruginosa wurden
qualitativ untersucht und in verschiedene Schwimmmuster klassifiziert. Die Haufigkeit des
Auftretens der verschiedenen Muster und deren quantitative Analyse sind weitere
Bestandteile der vorliegenden Motilitatsstudie von P. aeruginosa. Die Ergebnisse dieser
Arbeit leisten einen wichtigen Beitrag zum Verstdndnis des planktonischen
Schwimmverhaltens dieses Bakteriums und liefern eine Plattform fur weitere Studien

bezuglich Motilitat, Virulenz und Biofilmbildung.

Die Untersuchung der Biofilmbildung spielt hauptsdchlich im Zusammenhang mit der
unerwiinschten Besiedlung von kinstlichen Oberflachen, die unter dem Begriff Biofouling
zusammengefasst wird, eine wichtige Rolle. Bakterien lagern sich an kunstliche Oberflachen
wie beispielsweise Implantate oder Katheter an und fiihren so im biomedizinischen Bereich
zur Problematik des Biofoulings. Aber nicht nur in der Biomedizin, sondern auch in der
marinen Industrie existiert die Problematik des Biofoulings durch verschiedenste Organismen,
die sich zum Beispiel an Schiffsrimpfe oder Propeller anlagern und so einen enormen
okonomischen Schaden verursachen [22]. Daher besteht in beiden Bereichen ein grofRes

Forschungsinteresse an umweltfreundlichen, Bewuchs-resistenten Oberflachen [23, 24].

Ein bedeutender Vertreter der Biofouler in der marinen Umgebung ist die Griinalge Ulva
linza. Die Sporen dieser Grunalge sind durch ihre vier Flagellen in der Lage sich
schwimmend fortzubewegen. Sie mussen zum Auskeimen fest an ein Substrat adhérieren,

weshalb das Auffinden einer geeigneten Oberflache unerlésslich ist. Daher zeigen diese



Sporen ein ausgepragtes Such- bzw. Erkundungsverhalten [25]. Durch Untersuchungen der
Sporen zusammen mit verschiedenen Oberflachen konnte gezeigt werden, dass sie sensitiv
auf Oberflacheneigenschaften wie Benetzbarkeit, Topographie und auch Ladung reagieren
[26-28]. Das Schwimm- und Besiedlungsverhalten der Ulva Sporen in Anwesenheit einer
Protein-resistenten  Polyethylenglykol (PEG) Oberflaiche und einer hydrophoben
perfluorierten Oberflaiche wurde bereits mittels digitaler in-line Holographie auf
Einzelzellebene untersucht [29-31]. Dabei wurde gezeigt, dass die Sporen verschiedene
Schwimmmuster aufweisen, deren Auftreten sehr stark von den Eigenschaften der

vorhandenen Oberflache abhangt [29].

In der vorliegenden Arbeit ist das Schwimm- und Besiedlungsverhalten der Ulva Sporen in
Anwesenheit positiv geladener Oligopeptid Oberflachen, bestehend aus Arginin und Tyrosin
Einheiten, thematisiert. Vorherige Studien haben gezeigt, dass diese Art Peptid Oberflache
sehr attraktiv auf die Sporen wirkt und daher eine sehr starke Besiedlung hervorruft [32]. Der
Grund flr die starke Besiedlung konnte noch nicht ganzlich geklart werden. Es wird
allerdings vermutet, dass eine Wechselwirkung zwischen dem Arginin und den Sporen dafiir
verantwortlich ist [33]. Die in dieser Arbeit durchgefiihrte holographische Analyse der
Sporenbewegung in Anwesenheit der Oligopeptid Oberflachen mit unterschiedlichem Arginin
und Tyrosin Oberflachengehalt soll neue Erkenntnisse zum Besiedlungsprozess und zum
Anlagerungsmechanismus der Sporen erbringen und nahere Informationen (ber die
Wechselwirkung der Sporen mit dem Peptid liefern. Dafir wurde die initiale
Besiedlungskinetik der verschiedenen Oligopeptid Oberflaichen mittels holographischer

Aufnahmen verfolgt und das Schwimmverhalten in einzelnen Trajektorien analysiert.

Die Sporen der Grunalge Ulva linza sind bekannte Modelorganismen, die in
Laborexperimenten rasch wichtige Erkenntnisse zur initialen Besiedlung potentieller
antifouling Beschichtungen liefern. Neben den Laborexperimenten werden zusatzlich
sogenannte Feld-Testverfahren angewandt, bei denen die Oberflachen fur langere Zeit unter
natrlichen Bedingungen ins Meerwasser eingetaucht und dort belassen werden [34, 35].
Dabei wird die antifouling Leistung der Beschichtungen unter realistischen Bedingungen mit
einer ganzen Biofouler Populationen und wechselnden Umweltbedingungen untersucht.

Es lag daher nahe die Besiedlungskinetik verschiedener Biofouler unter natlrlichen
Voraussetzungen mittels digitaler in-line Holographie direkt im Feld zu analysieren. Dafir

wurde im Rahmen dieser Arbeit der holographische Messaufbau auf die experimentellen
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Bedingungen an dem an der Ost-Kiste von Florida befindlichen Standort abgestimmt und
Experimente im Feld konzipiert. Uber zwei Wochen wurden holographische Aufnahmen von
im Meerwasser enthaltenen Mikroorganismen angefertigt. Die Ergebnisse dieser Studie sind
Gegenstand des dritten und letzten Teils der vorliegenden Arbeit.



2 Theoretische Grundlagen

Das folgende Kapitel fasst die theoretischen Grundlagen der fur diese Arbeit relevanten
Themengebiete zusammen und gibt anhand der aktuellen Literatur einen Uberblick tiber den
Stand der Technik. Dabei handelt es sich um die Themengebiete Biofouling, Motilitat von
Mikroorganismen und digitale in-line Holographie als 3-dimensional abbildende Methode zur
Untersuchung der Motilitat.

2.1 Biofouling

Fouling ist ein englischer Begriff der sich mittlerweile auch im deutschen Sprachgebrauch
durchgesetzt hat. Ubersetzt bedeutet er Beschmutzung, Bewuchs oder Ablagerung. Allgemein
bezeichnet Fouling den Prozess der Anreicherung unerwinschten Materials an Grenzflachen
[36]. Bei diesem handelt es sich sowohl um nicht lebendiges Material wie organische oder
anorganische Molekdle als auch um lebende Organismen. Im Zusammenhang mit lebenden
Organismen spricht man auch von Biofouling worauf der Fokus dieser Arbeit liegt. Prinzipiell
findet Biofouling an allen fest-flussig Grenzflachen statt. Sehr haufig aber begegnet man dem
Begriff im Zusammenhang mit der marinen Schiffsindustrie und der Aquakultur [22, 37].
Dort verursacht die Anlagerung von Organismen, die als Biofouler bezeichnet werden, an
starren Oberflachen wie beispielsweise Schiffsrimpfen, Propellern oder Wéarmeaustauschern
einen hohen okonomischen Schaden. Sowohl der hohere Treibstoffverbrauch durch die
erhdhte Reibung an Schiffsrimpfen [38], als auch die sehr aufwendige Reinigung der
befallenen Oberflachen fuhrt zu immensen Kosten [39, 40]. Daher besteht ein grof3es
wirtschaftliches Interesse daran, die Forschung an bewuchsresistenten Oberflachen und
Beschichtungen voranzutreiben. Doch die Anlagerung von Organismen verursacht nicht nur
wirtschaftliche Schaden in der Industrie. Auch im biomedizinischen Bereich existiert die
Problematik des Biofoulings. Hier handelt es sich meist um Biofilm-bildende Mikroben, die
sich sowohl an Implantate wie beispielsweise Gefalprothesen (Stents) oder Katheter, als auch
an das Gewebe von Patienten anlagern und schwere Infektionen hervorrufen kénnen [41-43].
Die sogenannten Krankenhauskeime sind dafiir verantwortlich, dass geschatzte 30.000

Patienten jahrlich in Deutschland an den Folgen einer Infektion versterben [44]. Aus diesem
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Grund besteht auch im biomedizinischen Bereich ein enormer Bedarf an Biofouling-

resistenten Oberflachen.

2.1.1 Modellorganismen

Um biologische Vorgange wie beispielsweise den Biofouling Prozess und die Biofilm-
Bildung zu untersuchen werden meist bestimmte Modelorganismen genutzt.
Pseudomonas aeruginosa gilt als populérer Testkeim mit hoher medizinischer und
umwelttechnologischer Relevanz, da er ubiquitar vorkommt, leicht zu kultivieren ist und das
komplette Genom des Stammes PAOL sequenziert wurde [45]. Durch seine verschiedenen
Fortbewegungsarten stellt P. aeruginosa auch einen geeigneten Modelorganismus zur
Untersuchung der Motilitat von Bakterien dar.

Im  Forschungsbereich des marinen Biofoulings gibt es ebenfalls verschiedene
Modelorganismen, die die Gruppen der ,Mikrofouler, ,soft Makrofouler und ,hard
Makrofouler reprisentieren (siehe Abschnitt 2.1.2). Als Modelorganismus der ,,soft
Makrofouler eignen sich die motilen Zoosporen der Grunalge Ulva linza, welche als
haufigster ,,Makrofouler” in der Gezeitenzone der Meereskiiste gilt [46]. Durch ihre Motilitat
zeigen die Sporen ein ausgepragtes oberflachenselektives Verhalten [29]. Durch
Untersuchungen der Besiedlungsdynamik dieser Sporen kdnnen damit neue Einblicke in die
Wahrnehmung von und Reaktion auf verschiedene Oberflichen gewonnen werden. Im
Folgenden werden die in dieser Arbeit untersuchten Modelorganismen P. aeruginosa und

Ulva linza naher vorgestellt.

2.1.1.1 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa gehort zur fluoreszierenden Untergruppe der Gattung der Pseudomonaden, die
wasserldsliche, gelbgriin fluoreszierende Pigmente produzieren [47]. Es handelt sich um ein
Gram-negatives, stdbchenférmiges Bakterium mit einer L&nge von 2-4 um und einer Breite
von ca. 0,5 um. Es ist fakultativ-aerob und kann somit auch unter anaeroben Bedingungen
fortbestehen. Das Bakterium besitzt ein einzelnes Flagellum, das am Pol des Zellkorpers sitzt.
Mit diesem ist es in der Lage sich schwimmend im Medium fortzubewegen. Wie in Kapitel
2.1.3 bereits erwahnt besitzt P. aeruginosa zusétzlich Typ 1V Pili, ahnlich kleiner Enterhaken,
mit denen es sich ruckartig kriechend Uber feuchte Oberflachen fortbewegen kann [48].

Neben Schwimm- und Kriechbewegungen l&sst sich auf semisoliden Oberflachen auch



Schwérmverhalten beobachten, was sich durch charakteristische dentriten-formige
Kolonienmuster auf Agarplatten zeigt (siehe auch Abbildung 2.1B) [49, 50]. Diese kollektive
Gruppenbewegung der Bakterien kann durch Aminosduren wie Glutamat oder Aspartat als
alleinige Stickstoffquelle und Glucose als Kohlenstoffquelle induziert werden. Dabei zeigen
die sogenannten Schwarmerzellen, die an den Kolonienrdndern zu finden sind, einen

verénderten Phanotyp mit lang gestrecktem Zellkérper und zwei Flagellen.

B Aspartat + Glucose

7

Schwarmerzelle

Abbildung 2.1: (A) Elektronen-Mikroskopische Aufnahme schwéarmender P. aeruginosa Zellen
des normalen Ph&notyps mit einem Flagellum und einer Lange von 2 pm und
Schwérmerzellen mit lang gestrecktem Zellkorper (3-4 pm) und zwei Flagellen
(siehe  Pfeil). (B) Dentriten-férmiges Kolonienmuster  schwérmender

P. aeruginosa auf semisolidem Agar mit Zusatz von Aspartat und Glucose [49].

Als opportunistisch pathogenes Bakterium, das in allen feuchten Milieus vorkommt, ist
P. aeruginosa ein bekannter Krankenhauskeim, der verschiedene Infektionen hervorrufen
kann [41]. Besonders betroffen sind Personen mit einer Vorerkrankung oder vorhandenen
Verletzungen und Wunden wie sie bei Verbrennungen vorkommen. Sehr hdufig verursacht
P. aeruginosa Lungenentzindungen bei Mukoviszidose Patienten [42]. Der z&hflussige
Schleim in den Bronchien bietet einen guten Angriffspunkt fir das Bakterium, das durch die
Bildung eines Biofilms chronische Infektionen auslost. Eine Eigenschaft, die P. aeruginosa
gerade in der Lunge so infektiés macht ist die Fahigkeit von einer nicht mucoiden in eine
mucoide Form iiberzugehen [51]. Letztere zeichnen sich durch eine Uberproduktion an
Alginat aus, wodurch die Bekdmpfung des Biofilms mit Antibiotika zuséatzlich erschwert

wird.
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2.1.1.2 Ulva linza

Grinalgen der Art Ulva linza gehdren zur
Gattung Ulva oder auch Enteromorpha
(Darmtange) und sind weltweit in den
Gezeitenzonen der Kusten bevorzugt im
Brackwasser zu finden. Es handelt sich
um sessil lebende Pflanzen, die sich an
Felsen und Steine aber auch an kiinstliche
Objekte anlagern. Der Lebenszyklus einer
Ulva linza Pflanze beinhaltet wie bei vielen
anderen Algenarten einen Generations-

wechsel [52]. Das bedeutet es existieren

Abbildung 2.2: Grinalgen der Art Ulva linza

fest adhériert an Steine in der Gezeitenzone
der Nordsee (Sud Wales).

zwei verschiedene Lebensstadien, ein geschlechtliches Stadium als Gametophyt und ein

ungeschlechtliches Stadium als Sporophyt. Gametophyten besitzen einen haploiden

Chromosomensatz und produzieren geschlechtliche Gameten, die zwei Flagellen besitzen und

positiv phototaktisch sind. Die Verschmelzung von mannlichen und weiblichen Gameten

ergibt diploide Zygoten, die sich an feste Substrate adh&rieren und die diploiden Sporophyten

ausbilden. Sporophyten nutzen zu ihrer Verbreitung und Reproduktion haploide Zoosporen.

Diese besitzen genau wie die Zygoten vier Flagellen und sind negativ phototaktisch. Anders

als bei Pflanzen Ublich weisen sowohl Zygoten als auch Zoosporen keine Zellwand auf. Aus

den Zoosporen, die ebenfalls an feste Substrate siedeln, geht wiederum die Gametophyten-

Generation hervor, so dass sich der Lebenszyklus schlief3t (siehe Abbildung 2.3) [53].
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Abbildung 2.3: Lebenszyklus von Ulva linza.

Der entscheidende Schritt im Lebenszyklus der Pflanze ist die Verbreitung von Zoosporen,
die an ein Substrat adhdrieren mussen um keimen und zu einer adulten Pflanze heranwachsen
zu koénnen. Der Siedlungsprozess der Zoosporen wurde deshalb detailliert untersucht [25, 29,
31, 54, 55]. Dabei konnten verschiedene Stadien beobachtet werden [25, 55] (siehe auch
Abbildung 2.4B). Zunéchst andert sich das Schwimmverhalten der Sporen von einer ziellosen
zu einer gerichteten, oberflachenpriifenden Bewegung. Dabei kommt es zu gelegentlichen
Kontakten zwischen der Oberflache und der apikalen Papille der Spore, einer Verdickung der
Zellmembran. Wahrend der Oberflachenkontakte dreht sich die Spore meist sehr schnell im
Uhrzeigersinn (Spinning), verlasst die Oberflache wieder oder scheidet eine kleine Menge an
elastischem Material aus. Bei dieser initialen Adh&sionsphase ist die Spore allerdings noch in
der Lage die Oberflache wieder zu verlassen. Entscheidet sich die Spore permanent zu
siedeln, beendet sie das Spinning und scheidet ein Haftmittel aus. Daflr besitzt sie Membran-
gebundene Vesikel deren Inhalt durch Exocytose im Bereich der apikalen Papille
ausgeschieden wird [54]. Das Haftmittel bildet ein Kissen (engl. ,,Pad*) fur die Spore, tUber
das sie fest mit dem Substrat verbunden wird. Danach durchlduft die Spore morphologische
Verénderungen. Ihre Form &ndert sich von birnenartig zu rund, die Flagellen werden in den

Zellkorper zuriickgezogen und es bildet sich eine Zellwand aus. Dieser Prozess, vom
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Ausscheiden des Haftmittels bis zur Ausbildung der Zellwand, dauert typischerweise
2 Minuten [25].

Das Haftmittel spielt eine grofle Rolle im Anlagerungsprozess der Sporen, denn dieses
gewahrleistet eine feste, sichere Anhaftung an ein Substrat. Es besteht aus Polysacchariden
und polydispersen, selbst-aggregierenden, hydrophilen Glykoproteinen. Solche Glykoproteine
sind auch Bestandteil der Zellwand, weshalb angenommen wird, dass die Ausscheidung des
Haftmittels auch an der Ausbildung der Zellwand beteiligt ist [54].

Chloroplast
Flagellum — Zellwand
Nucleus @ Haftmittel 1
Vesikel O. l
i i 0, 0
mit Haftmittel ",00 P o°f4 ‘
]

Abbildung 2.4: A) SEM- Aufnahme von Ulva linza Zoosporen [22]. B) lllustration der

verschiedenen Stadien des Besiedlungsprozesses von Ulva linza Zoosporen [54].

2.1.2 Marines Biofouling

Im klassischen Model wird das marine Biofouling als mehrstufiger Prozess beschrieben, bei
dem die Anlagerung von Molekilen und Organismen unterschiedlichster Gréfe an ein
Substrat in aufeinanderfolgenden Schritten ablauft [56]. Dies ist allerdings ein Uberholtes
Model, denn tatsachlich handelt es sich um einen hoch dynamischen Prozess [23]. Der
Bewuchs hangt stark davon ab welche Organismen verfligbar sind und welche von diesen auf
die Oberflache treffen und adhdrieren. Dabei spielen wiederum verschiedene Faktoren, wie
die geographische Lage, die Jahreszeit und auch die Konkurrenz zwischen den Organismen
eine groRe Rolle. Bekannt ist, dass die sogenannte Konditionierung der Oberflache zu den
ersten Schritten des Biofouling-Prozesses z&hlt. Darunter versteht man die Anlagerung von
Proteinen, Polysacchariden und anderen organischen Molekilen an eine Oberflache,
vermittelt durch elektrostatische- und Van-der-Waals Wechselwirkungen zwischen den
Molekilen und einer elektrostatisch geladenen Doppelschicht, die sich von im Wasser
geldsten lonen an der Oberflache gebildet hat [57-59]. Daraufhin lagern sich die Biofouler an
(vgl Abbildung 2.5), die in drei Gruppen unterteilt werden konnen: ,,Mikrofouler” (Bakterien,



Diatomeen (Kieselalgen) und Protozoen), ,,soft Makrofouler (Algen und Invertebraten wie
Schwiamme, Korallen und Anemonen) und ,hard Makrofouler (Schalentierchen wie
Seepocken, Muscheln und Kalkrohrenwiirmer). Die ,,Mikrofouler* bilden einen mikrobiellen
Biofilm, in dem die Organismen in eine gelartige Polymer-Matrix eingelagert sind [56].
Deshalb wird diese Biofouling Schicht auch oft als Schleim bezeichnet [24]. Durch die
Bewegungen des Wassers und mit Hilfe der Brown’schen Bewegung ist es diesen
Organismen moglich an das Substrat zu gelangen. Die ,,soft Makrofouler, bei denen es sich
hauptsachlich um Sporen oder Larven im Entwicklungs-Stadium handelt, sind oft darauf
angewiesen einen Ort zur Besiedlung zu finden um in eine sessile adulte Lebensform
Uberzugehen. Deshalb sind sie auch meist in der Lage sich durch Begeillelung aktiv
fortzubewegen und somit die Suche nach einem passenden Substrat aktiv zu steuern. Bei den
,hard Makrofoulern handelt es sich ebenfalls sehr hdufig um Larven-Stadien wie
beispielsweise die Cyprislarve von Seepocken, die aktiv das Substrat erkunden um einen
geeigneten Platz zur Siedlung zu finden [60].

Obwohl es keinen urséchlichen Zusammenhang zwischen aufeinanderfolgenden
Besiedlungsschritten gibt [23], ist bekannt, dass beispielsweise mikrobielle Biofilme die
Anlagerung anderer Biofouler sowohl im positiven als auch im negativen Male beeinflussen
koénnen [46, 61, 62]. So konnte gezeigt werden, dass Zoosporen der Alge Ulva linza
bevorzugt auf einem bereits vorhandenen bakteriellen Biofilm siedeln [63]. Die grofie
Dynamik des Biofouling-Prozesses und auch die sehr grof3e Diversitat der Organismen mit
mehr als 4000 identifizierten Arten [56], die wiederum unterschiedliche Adhésions-
mechanismen besitzen, erschweren die Entwicklung von Oberflachenbeschichtungen, die die

Anlagerung samtlicher Biofouler verhindern.
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Mikrofouler Soft Makrofouler Hard Makrofouler

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung des Biofouling Prozesses. Organische Molekdile bilden
zunéachst den Konditionierungs-Film aus. Danach lagern sich die Biofouler an
das Substrat an. Diese werden unterteilt in ,,Mikrofouler* (hier stellvertretend
dargestellt durch Bakterien und Diatomeen), ,soft Makrofouler« (hier
dargestellt durch Algensporen) und ,,hard Makrofouler* (hier dargestellt durch
Seepockenlarven und adulte Seepocken). Es muss beachtet werden, dass die
GroRen der Organismen in der Darstellung nicht den wahren GrofRen-

verhaltnissen entsprechen.

2.1.3 Mikrobielle Biofilm-Bildung, -Reifung und -Verbreitung am Beispiel

Pseudomonas aeruginosa

Bakterien kommen in zwei unterschiedlichen Lebensformen vor. Entweder sie leben als frei
schwimmende Einzelspezies (planktonische Lebensform) oder sie bilden einen Biofilm und
leben in Gemeinschaft (sessile Lebensform). Die Bildung eines Biofilms hat fur die Bakterien
entscheidende Vorteile. Im Verbund sind sie resistenter gegen &uflere Einflusse wie
beispielsweise Scherkrafte oder Antibiotika und werden im Falle pathogener Bakterien wie
Pseudomonas aeruginosa vom Immunsystem nicht so schnell erkannt und bek&mpft [41].
Daher stellt ein Biofilm, der beispielsweise mit Hilfe von Kathetern oder Implantaten Zugang
in den Organismus eines Patienten findet und dort meist chronische Infektionen verursacht,
einen wichtigen Virulenzfaktor dar [43].

Im Folgenden wird die Bildung, die Reifung und die Verbreitung eines bakteriellen Biofilms

am Beispiel von P. aeruginosa naher erldutert [64].

12



Reversible Mikrokolonie- Auflésung und 3
und Irreversible Bildung Verbreitung / gn,
Anlagerung und Reifung %% 2 /

Abbildung 2.6: lllustration der Biofilm-Bildung, -Reifung und -Verbreitung am Beispiel von
P.aeruginosa. Verandert nach [64].

In der beginnenden Phase der Biofilmbildung lagern sich vereinzelt Bakterien an der
Oberflache an. Diese sind reversibel adhériert und kdnnen sich mittels kleiner Zellfortsatze
den Typ IV-Pili in ruckartigen Bewegungen (ber die Oberflache bewegen oder wieder in die
planktonische Lebensform ubergehen [65]. Diejenigen Bakterien, die an der Oberflache
angelagert bleiben, bilden Aggregate aus. In der zweiten Phase beginnen die bereits
aggregierten Bakterien eine schleimartige Matrix aus extrazellularen Polymersubstanzen
(EPS) zu produzieren, die als Stiitzmaterial fir die Struktur des Biofilms fungiert [64]. Diese
EPS-Matrix besteht aus Polysacchariden, Proteinen, Lipiden und Nukleinsduren [66]. Bei
P. aeruginosa wird der Hauptbestandteil der EPS-Matrix aus Alginat einem Polysaccharid
gebildet. In diesem zweiten Biofilmstadium sind die Zellen irreversibel an die Oberflache
gebunden und gehen somit von der planktonischen zur sessilen Lebensform Uber. Dieser
Ubergang wird von Anderungen in der Genexpression begleitet. So wird die Expression der
Gene, die fur die Alginat-Produktion verantwortlich sind, innerhalb der ersten Minuten nach
Kontakt mit der Oberflache hochreguliert. In den folgenden beiden Stadien findet die Reifung
des Biofilms statt. Dabei bildet sich eine typische Struktur aus, die aus Matrix-umgebenen
Mikrokolonien besteht und mit einem Netzwerk aus offenen Wasserkandlen durchzogen ist.
Durch diese Kanéle ist der Austausch von Néahrstoffen bis ins Innere des Films gewahrleistet.
Die flnfte Stufe im Lebenszyklus eines Biofilms ist die Verbreitung der Bakterien auf noch
nicht besiedelte Oberflachenbereiche. Hierbei werden entweder einzelne motile Bakterien
freigesetzt, die vorriibergehend wieder in die planktonische Lebensform bergehen, oder aber

ganze Bakterien-Aggregate l6sen sich vom Biofilm, wodurch neue Bereiche der Oberflache
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besiedelt werden kénnen [67]. Eine weitere Mdglichkeit zur Verbreitung des Biofilms ist die
Wanderung des Biofilms selbst, vermittelt durch Scherkrafte [41]. Die Ablésung oder
Freisetzung kann beispielsweise durch mechanische Einwirkungen auf den Biofilm oder
durch die Abgabe EPS-abbauender Enzyme erfolgen. Bei P. aeruginosa findet bevorzugt eine
Freisetzung einzelner motiler Bakterien statt. Wéhrend der Differenzierung der Zellen
innerhalb der Mikrokolonien bildet sich eine duRere Wand aus Bakterien, die den Phanotyp
sessiler Bakterien zeigen. Aus dem inneren der Mikrokolonie werden wahrenddessen motile
Zellen des planktonischen Phanotyps ausgeldst und schwimmen heraus. Dabei entsteht ein
Hohlraum innerhalb der Mikrokolonie [68].

Bei der Entwicklung eines Biofilms spielt das Quorum sensing eine entscheidende Rolle.
Hierbei sondern die Bakterien Signalmolekiile (Autoinducer) ab und erhalten so eine
Ruckkopplung uber die vorhandene Zelldichte. Ein Beispiel ist das Signalmolekiil N-Acyl-
Homoserin-Lacton (AHL) [62]. Uberschreitet die Konzentration des Autoinducers eine
bestimmte Schwelle so wird in den Bakterien die Expression bestimmter Gene hochreguliert.
Es wird angenommen, dass Quorum sensing auch fir die Expression des Gens, welches die

Produktion des Alginats codiert, eine entscheidende Rolle einnimmt [64].

2.2 Einfluss verschiedener Oberflacheneigenschaften auf das

marine Biofouling

Schon sehr friih entdeckten die Menschen, dass die Anlagerung von marinem Material an ihre
Schiffe ein Problem darstellte, das es zu bekampfen galt. Deshalb haben schon die friihen
Hochkulturen wie die Phonizier und Karthager ihre Schiffe mit Kupfer oder Blei ummantelt
[56]. Probleme machten die urspringlichen Kupfer beinhaltenden Beschichtungen als die
holzernen Schiffe im 18. Jahrhundert durch Schiffe aus Eisen ersetzt wurden, da das Kupfer
die Korrosion des Eisens beglnstigte. Von diesem Zeitpunkt an war das Interesse an
Antifouling Beschichtungen neu geweckt [56]. Kupferverbindungen wie Kupferoxid (Cu,0)
blieben allerdings bis in die heutige Zeit ein wichtiger Bestandteil von Antifouling Anstrichen
[24]. Ab 1974 erwiesen sich zinnorganische Verbindungen wie Tributylzinn (TBT)
zusammen mit Kupferoxid in sogenannten selbst-reinigenden (engl. ,,self-polishing™)
Copolymer Anstrichen als sehr erfolgreiches System [69]. Das Biozid TBT hat eine duRerst
toxische Wirkung auf die Biofouler, was es so erfolgreich macht. Allerdings konnten auch

schwere toxische Effekte auf andere Lebewesen wie beispielsweise die nordische



Purpurschnecke Nucella lapillus nachgewiesen werden [70, 71]. Die negativen Auswirkungen
des TBTs auf das ganze Okosystem fiihrten schlieRlich 2008 zum globalen Verbot dieses
Biozids. Ab diesem Zeitpunkt wurde der Fokus der Entwicklung auf umweltvertragliche
Losungen wie zum Beispiel ,,Fouling-release* Beschichtungen (FRC) verstéarkt [72]. Diese
FRC verhindern, anders als ,,Antifouling“ Beschichtungen, nicht die Anlagerung der
Organismen, sondern setzen durch Faktoren wie eine geringe Oberflachenenergie die
Anhaftungsstarke der Organismen stark herab. Dadurch kénnen die Biofouler entweder durch
die Bewegung der Schiffe und Propeller selbst oder durch einfachere Reinigung beseitigt
werden. Allerdings sind solche Beschichtungen auf der Basis von Silikon Elastomeren sehr
teuer und nicht langzeit-stabil, weshalb sie nur in speziellen Bereichen, wie beispielsweise an
Schnellbooten, Anwendung finden [24]. Das Interesse an umweltfreundlichen ,,Antifouling®
Anstrichen ist daher sehr grof [22].

Die  Grundlagenforschung, die  sich  mit den  Einflissen  verschiedener
Oberflacheneigenschaften auf deren Besiedlung beschaftigt, nimmt einen groRen Teil der
Biofouling Forschung ein. Dabei werden sowohl physiko-chemische Ansétze auf der
Grundlage der Oberflachenchemie als auch physikalische Ansétze basierend auf der
Oberflachenstruktur verfolgt. Im Folgenden werden einige dieser Oberflacheneigenschaften
und ihr Einfluss auf die Anhaftung von Organismen, insbesondere auf die Zoosporen von

Ulva Linza, naher erlautert.

2.2.1 Benetzbarkeit

Durch die systematische Variation einzelner physiko-chemischer Oberflacheneigenschaften
wie der Benetzbarkeit konnte gezeigt werden, dass diese einen groRen Einfluss auf die
Adhasion von Organismen besitzt. Als erfolgreiches Instrument fiir solche Untersuchungen
erwiesen sich reproduzierbare Modeloberflachen wie Selbst-assemblierende Monolagen
(SAM) [73, 74]. Dabei handelt es sich h&dufig um unterschiedlich terminierte Alkanthiole, die
sich auf Gold assemblieren [75, 76]. Baier et al. konnten zeigen dass die Menge an Biomasse
auf einer Oberflache stark mit der freien Oberflachenenergie und somit mit der Benetzbarkeit
korreliert [77, 78]. Diese Korrelation ist nicht linear, es gibt einen Bereich der
Oberflachenenergie (20-30 mJ/m?), bei der die Adhasion von Biomasse minimal wird (vgl.
Abbildung 2.7). Bei hdéherer und niedrigerer Oberflachenenergie nimmt die Menge an
adhdrenter Biomasse zu. Eine Erklarung dafur findet sich in der Betrachtung der
Dispersionskrafte [79]. Eine Oberflachenenergie von ca. 20 mJ/m? entspricht ungefahr der
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Dispersionskomponente von Wasser, wodurch der Energieaufwand fir das Wasser die
Oberflache zu benetzen minimiert wird [57]. Um sich irreversibel an ein Substrat anzuheften
benutzen viele Organismen ein Haftmittel. Bei der Adh&sion muss zunéchst das Wasser
verdrangt werden, damit das Haftmittel die Oberflache benetzen kann. Das bedeutet, dass das
Haftmittel der Organismen und das Wasser an der Oberflache in Konkurrenz stehen.
Hydrophobe Wechselwirkungen unterstlitzen die Verlagerung von Wassermolekilen an der

Oberflache und ermdglichen somit den Substrat-Haftmittel Bindungsprozess [26].
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Abbildung 2.7: Von Baier et al. beobachteter Zusammenhang zwischen freier Oberflachen-
energie und der Menge an biologischem Material adhériert auf der Oberflache
(,,Baier-Kurve*) [80].

Untersuchungen mit Sporen der Grinalge Ulva linza zeigten, dass die Adhéasionsrate auf
hydrophoben —CHj3 terminierten SAMs hoher ist als auf hydrophilen —OH terminierten SAMs
[26]. Die Haftstarke ist allerdings auf hydrophoben Oberflachen geringer [81]. Bei
Untersuchungen mit dem Diatom Amphora zeigte sich das Gegenteil. Diese adhérierten
wesentlich starker an hydrophoben als an hydrophilen SAMs [81]. Daher ist zu beachten, dass
die meisten Oberflachen, unabhéngig davon ob sie hydrophob oder hydrophil sind, eine

Spezies spezifische Besiedlungs-Reaktion hervorrufen [28].



2.2.2 Hydratation

Dicht gepackte Polymerfilme auf der Basis von Polyethylenglykol (PEG) besitzen eine hohe
Hydratationsenergie, wodurch sie nur schwer dehydrierbar sind. PEG-Oberflachen erwiesen
sich in zahlreichen Studien als &uferst inert gegen die Anlagerung von Proteinen [82, 83].
Oligoethylenglykol SAMs (OEGs) mit weniger Ethylenglykol (EG) Einheiten als PEG bieten
die Mdglichkeit den Einfluss von Eigenschaften wie der Anzahl an EG-Einheiten und somit
der Menge des im Film gebundenen Wassers auf die Adhésion von Organismen zu
untersuchen [84]. Schilp et al. testeten eine EG4-OH (x = 1-6) Serie gleicher Benetzbarkeit
aber unterschiedlicher EG-Kettenldnge auf ihre Resistenz gegenlber Proteinen und
Zoosporen von Ulva linza [84]. Die Menge an Wasser, die den Film hydriert, ist dabei umso
geringer je kurzer die EG-Kettenlange ist [85]. Zunachst wurde auf allen Oberflachen (EG1.6)
eine grolRe Anzahl gesiedelter Sporen beobachtet. Leichtes Abspillen der besiedelten
Oberfl&chen fiihrte jedoch dazu, dass fast alle Sporen von den EG,.0H SAMs abgewaschen
wurden. Nur auf dem EG;OH SAM waren die Sporen in der Lage eine irreversible Bindung
mit der Oberflache einzugehen. Der Grund dafur liegt in der geringeren Bindungsenergie des
Wassers in dem EG;0H SAM. Dadurch lassen sich die Wassermolekdle leichter durch das
Haftmittel der Algensporen verdrangen. Die starke Hydratisierung der EG,sOH SAMs
verhindert effektiv die Wechselwirkung zwischen dem Haftmittel und der Oberflache was

eine reversible Besiedlung dieser Oberflachen zur Folge hat.

2.2.3 Topographie

Ein neuer Trend in der Antifouling Technologie sind biomimetische Oberflachen, die durch
die Antifouling-Eigenschaften im Meer lebender Tiere inspiriert sind [23]. Viele dieser Tiere
wie beispielsweise Haie, Wale, Delphine oder Muscheln werden nicht oder nur in sehr
geringem Male von Biofoulern befallen. Die Haut oder Schalen dieser Tiere weisen eine
besondere Mikro- oder Nanostruktur auf, die neben anderen chemischen und physikalischen
Faktoren fur die geringe Besiedlung verantwortlich gemacht wird [28]. Untersuchungen mit
unterschiedlichen Oberflachentopographien mit beispielweise Sdulen oder K&mmen, wie in
Abbildung 2.8C-D dargestellt, haben gezeigt, dass die Grofle der Strukturen einen grofien
Einfluss auf die Besiedlung durch Biofouler hat. Ulva linza Zoosporen beispielsweise siedeln
préferiert in Kanélen zwischen zwei Kdmmen oder Lochern strukturierter Oberflachen mit

einer Strukturgrofle von 5 um, was der Grolie ihres Zellkorpers entspricht [86, 87]. Ist die
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StrukturgrélRe jedoch Kkleiner (2 um) so ist die Anlagerung der Sporen an dieser Oberflache
inhibiert. Weitere Studien haben gezeigt, dass solche Strukturen am effektivsten in der
Biofouling Bekdmpfung sind, deren StrukturgroBe im Bereich von 50-90% des Organismus-
Durchmessers liegt [88]. Aber nicht nur die GroRe der Struktur, sondern auch ihre Geometrie
spielt eine groRe Rolle. Vergleiche von Saulen- oder Kammstrukturen mit der sogenannten
Sharklet AF™ Topographie (vgl. Abbildung 2.8) haben gezeigt, dass wesentlich weniger
Sporen auf der Sharklet Struktur siedelten als auf den anderen Strukturen, obwohl die
StrukturgrofRen (2 um) und die Abstande zwischen den Strukturen (2 um) gleich waren [87].
Die Sharklet AF™ Struktur, die sich an die Topographie der Hai-Haut anlehnt, besteht aus
periodisch angeordneten Rippen gleicher Breite (2 um) aber unterschiedlicher Lénge (4, 8, 12
und 16 pm) die zusammen eine diamantférmige Struktur ergeben [89] (vgl. Abbildung 2.8A).
Diese komplexe Strukturgeometrie ist fur die geringere Besiedlung der Sharklet Topographie

verantwortlich.

Abbildung 2.8: SEM Abbildungen unterschiedlicher Oberflachentopographien auf
Polydimethylsiloxan (PDMS) zur Untersuchung des Besiedlungsverhaltens von
Ulva linza Sporen auf strukturierten Oberflachen. A) Sharklet AF™, B) S&ulen
und Dreiecke, C) Saulen und D) Kémme [87].

Generell gilt fir den Antifouling Erfolg einer Topographie, dass die mogliche Anzahl an
Anlagerungspunkten zwischen dem Organismus und dem Substrat minimiert sein muss
(»Attachment point theory*) [90]. Daher gibt es verschiedene Kriterien fur eine Strukturen um
zum Beispiel wirksam gegen die Besiedlung mit Ulva linza Zoosporen zu sein [87]. Die
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Abstande zwischen den Struktureinheiten mussen so gewahlt sein, dass die Sporen nicht
zwischen den Strukturen, sondern nur auf ihnen (z. B. auf einer Séaule) siedeln kénnen. Die
Grole der Struktureinheiten muss dabei kleiner als der Sporen-Korper sein. Da die Sporen
den Abstand zweier Struktureinheiten Uberbricken und auf zwei Strukturen gleichzeitig
siedeln kénnen muss die Hohe der Struktur so gewahlt sein, dass die Spore nicht mit dem
Boden in Berihrung kommen kann.

Oberflachen mit nur einer Strukturgrofle besitzen einen Spezies-spezifischen Antifouling
Effekt [28]. Da die Biofouler aber einen weiten GroRenordnungsbereich aufspannen
(Bakterien mit ca. 0,25-1 um, Algensporen mit ca. 5-7 um und Seepockenlarven mit ca.
500 um [91]) sind solche Topographien in der realen Meeresumgebung nicht gegen samtliche
Arten von Biofoulern wirksam. Daher liegt der Fokus von topographischen antifouling
Beschichtungen auf der Entwicklung von hierarchischen Strukturen unterschiedlicher
StrukturgrélRe, die eine bessere Effektivitat gegen die Anlagerung verschiedener Spezies
bieten [91, 92].

2.2.4 Ladung

Ein weiterer wichtiger Faktor der die Anlagerung von Organismen an ein Substrat beeinflusst
ist die Ladung der Oberflache. Elektrostatische Wechselwirkungen zwischen der
Substratoberflache und der Oberflache des Organismus bewirken attraktive bzw. repulsive
Krafte zwischen diesen. Viele Organismen, wie Bakterien oder Sporen von Grinalgen,
besitzen ein negatives Zeta-Potential [27, 93]. Daher bewirkt eine negativ geladene
Substratoberflache repulsive Krafte zwischen Substrat und Organismus. Es ist allerdings zu
beachten, dass in einem Elektrolyt, wie beispielsweise auch Meerwasser, die Ladung von
Ladungstragern durch frei bewegliche lonen abgeschirmt wird. Die dabei charakteristische
Debye-Lange, d.h. die Abschirmlénge bei der die Ladung der Oberflache durch die lonen im
Elektrolyt auf das 1/e fache (e: Eulersche Zahl) abfallt, liegt in Meerwasser durch die hohe
Salinitat bei ca. 0,4nm [27]. Daher sind elektrostatische Wechselwirkungseffekte nur
innerhalb von Nanometer iber der Oberflache zu erwarten. Ista et al. konnten zeigen, dass die
Besiedlung von SAMs mit Carboxylat-Endgruppen durch Ulva linza Zoosporen geringer ist
als auf Hydroxyl-terminierten SAMs, was entweder auf eine selektive Reaktion auf die
Carboxyl-Gruppen oder aber auf die elektrostatische Repulsion zuriickgefiihrt werden kann
[94]. Dass tatséchlich Ladungseffekte fir eine geringere Besiedlung von negativ geladenen
Substratoberflachen verantwortlich sind konnten Rosenhahn et al. zeigen [27]. Messungen des
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Zeta-Potentials von Ulva linza Zoosporen ergaben ein negatives Potential von -19,3+1,1
mV. Der Vergleich der Besiedlung von Polytetrafluoroethylen (PTFE) Filmen mit negativer
und positiver Volumen-Ladung zeigte, dass statistisch signifikant weniger Sporen auf der
negativen Oberflache siedelten.

2.2.5 Antimikrobielle Peptide

Tiere und Pflanzen besitzen ein breites Spektrum an antimikrobiellen Peptiden, die effektiv
Mikroben wie Bakterien, Pilze oder Viren abtoten und somit Infektionen verhindern. Dabei ist
die Vielfalt an solchen Peptiden sehr gro® und von Spezies zu Spezies unterschiedlich (ca.
880 identifizierte verschiedene Peptide [95]). Ein bekanntes Beispiel ist Magainin, ein von
der Haut des Krallenfrosches Xenopus laevis isoliertes antimikrobielles Peptid [96]. Obwohl
die verschiedenen Peptide eine Vielfalt unterschiedlicher Aminosaure-Sequenzen aufweisen,
konnte eine Gemeinsamkeit identifiziert werden. Die linearen Peptidmolekiile nehmen eine
Sekundar-Struktur ein, in der Cluster von hydrophoben und kationischen Aminosduren
raumlich in diskreten Bereichen des Molekdils organisiert sind [97]. Allgemein gilt, dass
solche Peptide antimikrobiell aktiv sind, die aus hydrophilen (Serin, Cystein oder Glutamin),
hydrophoben (Alanin, Leucin oder Tryptophan) und kationischen (Lysin oder Arginin)
Aminosduren bestehen, die so im Molekil angeordnet sind, dass sich eine amphipathische
Struktur ausbilden kann.

Die Wirksamkeit solcher Peptide beruht auf der Tatsache, dass die aufleren Phospholipid-
Kopfgruppen der Lipid-Zellmembran von Bakterien, im Gegensatz zur Zellmembran von
Eukaryoten, negativ geladen sind (siehe Abbildung 2.9). Durch die Nettoladung der
Bakterienmembran werden die positiv geladenen Peptide angezogen und interagieren mit der
Lipid-Doppelschicht. Die Peptide adsorbieren an die duf3ere Lipid-Schicht und betten sich in
die Lipid-Kopfgruppen Region ein. Dadurch wird diese dulRere Schicht gedehnt. Bei hoheren
Peptidkonzentrationen bilden sich Transmembranporen wobei verschiedene Modelle die
Entstehung dieser Poren erkléren [95]. Dies kann eine komplette Zell-Lyse oder aber ein
Eindringen der Peptidmolekile in das Innere der Zelle zur Folge haben. Im letzteren Fall
werden fir den Zelltod verschiedene Mechanismen verantwortlich gemacht, wie
beispielsweise auch Eingriffe der Peptide in den Transkriptions- oder Translationsprozess der
bakteriellen DNA [95, 98].

Durch die zelltotende Wirkung ist das Interesse an antimikrobiellen Peptiden auch in der
biomedizinischen Forschung sehr groB, da viele Bakterien Resistenzen gegen die blichen



Antibiotika aufgebaut haben. Von der Funktion der Peptide inspiriert wird beispielsweise
auch der Einfluss immobilisierter Peptoid-Polymere auf adhérente Bakterien untersucht [99].
Solche Oberflachenmodifikationen koénnen in Zukunft von groRer Bedeutung in der

Implantat-Technologie sein.
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Abbildung 2.9: Angriffsziele der antimikrobiellen Peptide in der bakteriellen Zellmembran,
deren auBere Membran-Schicht im Gegensatz zu der von Eukaryoten negativ

geladen ist. Verandert nach [97].

Ebenfalls angeregt durch die antimikrobiellen Eigenschaften kationischer Peptide haben
Ederth et al. den Einfluss verschiedener positiv geladener Oligopeptid SAMs auf die
Anlagerung von Ulva linza Sporen untersucht [32]. Vier Oligopeptide mit unterschiedlicher
Aminosaure-Zusammensetzung wurden untersucht: LysGly*; LysTyrGly?, ArgTyr® und Gly*.
Dabei waren alle Peptide, bis auf Gly, das in allen Oligopeptid SAMs als Abstandshalter

! Lysin und Glycin

2 Lysin, Tyrosin und Glycin
® Arginin und Tyrosin

* Glycin
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dient, positiv geladen. Es konnte eine erheblich héhere Besiedlung der positiv geladenen
SAMs als auf Glas beobachtet werden, was durch die elektrostatische Wechselwirkung der
Oberflache mit der negativ geladenen Sporen Membran erklart wurde. Die hochste
Besiedlung aber wurde auf ArgTyr SAMs festgestellt. Bei naherer Betrachtung der
gesiedelten Ulva linza Sporen zeigte sich aber, dass eine Vielzahl der Sporen nicht auf
normalem Wege gesiedelt waren (siehe Abschnitt 2.1.1.2). Es fanden sich Sporen, die
hauptséchlich seitlich mit threm Zellkérper an der Oberflache klebten und ihre Flagellen
sowie ihre birnenartige Form beibehielten (siehe Abbildung 2.10). Ederth et al. nannten diese
Sporen ,,pseudo‘-gesiedelt. Weitere Untersuchungen mit ArgTyr beinhaltenden SAMSs
ergaben, dass das Arginin fur die starke Interaktion des SAMs mit den Sporen verantwortlich
war und eine Erh6hung der Arginin Konzentration im SAM auch eine Zunahme der
,pseudo“-Besiedlung und des Zelltodes zur Folge hatte [32]. Der Vergleich der Besiedlung
von Arginin-terminierten SAMs mit Ulva Sporen und mit Navicula perminuta bestatigte, dass
spezifische Wechselwirkungen zwischen dem positiv geladenen Arginin und der negativ
geladenen Phospholipid-Membran der Sporen fiir die ,,pseudo-Besiedlung® verantwortlich
waren. Denn die Zellen von N. perminuta, welche von einer negativ geladenen Kieselsdure-
haltigen Zellwand umgeben sind, waren im Gegensatz zu den Ulva Sporen voéllig

unbeeinflusst durch die Anwesenheit des Arginins [33].

Abbildung 2.10: Fluoreszens-Mikroskopische Aufnahmen gesiedelter Ulva linza Zoosporen auf
(a) Glas und (b) Arginin-Tyrosin Oligopeptid SAM. Die kleinen Abbildungen im
linken unteren Rand zeigen Aufnahmen (a) einer normal gesiedelten Spore auf

Glas und (b) einer ,,pseudo-gesiedelten* Spore auf dem ArgTyr SAM [33].

Untersuchungen zur Besiedlungskinetik einer Oberflache mit 100% ArgTyr Oberflachenanteil

und Ulva Sporen mit Besiedlungsdauern zwischen 5 min und 60 min zeigten, dass die
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Besiedlung der ArgTyr Oberflache mit Sporen extrem schnell vonstatten geht (vgl. Abbildung
2.11) [33]. 65% der finalen Sporendichte waren schon nach 5 min erreicht. Die meisten dieser
Sporen (78%) waren dabei ,,pseudo““-gesiedelt. Ein weiterer wichtiger Gesichtspunkt, der mit
dieser Untersuchung gezeigt werden konnte, war, dass der prozentuale Anteil an ,,pseudo‘-
gesiedelten Sporen in der Sporenpopulation auf der Oberflache mit der Zeit abnahm (vgl.
Abbildung 2.11 rote Kurve). Dies wurde hauptsachlich auf die Mdglichkeit zurlickgefuhrt,
dass sich die abnormal angehafteten Sporen reorientierten und so den normalen

Besiedlungsprozess durchliefen.
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Abbildung 2.11: Zeitliche Entwicklung der Sporendichte auf einer 100% ArgTyr Probe.
Aufgetragen sind die Gesamtanzahl an Sporen (total, schwarz), die Anzahl an
normalen runden Sporen (round, blau) und die Anzahl an ,,pseudo-gesiedelten*
Sporen (ovoid, grun) zu unterschiedlichen Inkubationszeiten. Die rote Kurve
zeigt den Anteil an ,pseudo-gesiedelten® Sporen an der Gesamtpopulation
gesiedelter Sporen in Abhéngigkeit von der Zeit. Als Kontrolle ist die Besiedlung
einer Glasprobe (AWG) als gestrichelte Kurve gezeigt [33].

2.3 Feld-Testverfahren

Um die Antifouling Eigenschaften einer Oberflache zu untersuchen, werden im Labor
Testverfahren angewandt, die einem bestimmten Modelorganismus erlauben Uber einen

kiirzeren Zeitraum (z.B. 45 Minuten bei Ulva Linza Zoosporen oder 48 Stunden bei Larven
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der Seepockenart Balanus amphitrite) auf verschiedenen Oberflachen zu siedeln. Dadurch
konnen wichtige Erkenntnisse zur initialen Besiedlung spezifisch fur die verwendete Spezies
gewonnen werden.

Die Laborexperimente geben einen ersten Eindruck uber das Potential einer Antifouling
Oberflache und sind damit wichtiger Bestandteil der Forschung nach bewuchsresistenten
Beschichtungen. Der tatsachliche Erfolg einer Beschichtung muss allerdings erst noch in
Feld-Tests gezeigt werden. Dabei wird beispielsweise auch untersucht, ob sie ihre Antifouling
Eigenschaften auch uber einen langeren Zeitraum beibehalten. Denn in der realen
Meeresumgebung gibt es eine ganze Biofouler Gemeinschaft, die sich aus sehr vielen
verschiedenen Spezies zusammensetzt. Diese konnen nicht nur ein unterschiedliches
Besiedlungsverhalten auf verschiedenen Oberflachen aufweisen, wie Untersuchungen mit den
Modelorganismen Ulva Linza und dem Diatom Amphora auf hydrophilen und hydrophoben
Oberflachen gezeigt haben (siehe Abschnitt 2.2.1), sondern kénnen sich auch gegenseitig
beeinflussen und regulieren. Zudem hangt das Verhalten der Organismen malgeblich von
auBeren Faktoren wie Wasser-Temperatur, -Salinitat, pH-Wert und Bewegungen durch Wind
und Strémungen ab.

Um Antifouling Beschichtungen zu testen, werden zunéchst statische lang-Zeit Feld-Tests
durchgefuhrt, in denen die beschichteten Oberflachen an bestimmten Test-Standorten mit
bekannter Population an Organismen (ber einen langeren Zeitraum (sehr hdufig Gber 60
Tage) im Meer belassen werden [34, 35]. Dabei ist es wichtig, Faktoren wie saisonale
Veranderungen in der Population und Wetterabhangigkeiten zu beachten. Swain et al. konnte
zudem zeigen, dass die Art und die Menge an Biofoulern maRgeblich von der geographischen
Lage des Test-Standortes abhangen [100]. Daher ist es von grofler Wichtigkeit
Beschichtungen an mehr als nur einem Standort zu testen. Nach erfolgreicher statischer
Testphase (engl. Panel testing) werden die Beschichtungen auch unter realen Bedingungen,
beispielsweise an Schiffsrimpfen, getestet (engl. Ship patch testing) [101].

Neben solchen Langzeitstudien besteht auch ein wachsendes Interesse daran die initialen
Besiedlungsprozesse und friihen Biofouling-Stadien analog zu konventionellen Labor-
Testverfahren unter natlrlichen Bedingungen zu untersuchen. Dabei sollen die natirliche
Umgebung der Organismen gewahrt und mogliche Zusammenhdnge zwischen
Besiedlungsschritten beachtet werden. Im Gegensatz zu Laborexperimenten, bei denen
kontrollierte  Bedingungen herrschen, missen allerdings gerade bei kurz-Zeit
Feldexperimenten viele Faktoren wie Wetter, Tageszeit, Temperatur etc. bericksichtigt

werden.



2.4 Motilitat flagellierter Mikroorganismen

Die Anlagerung von Biofoulern an Oberflachen in der marinen Umgebung kann, wie bereits
erwéhnt, passiv stattfinden, indem die Organismen, wie beispielsweise Kieselalgen, durch die
Bewegungen des Meerwassers oder durch Gravitation an die Oberflachen gelangen (vgl.
Kapitel 2.1.2). Die Zoosporen der Ulva linza hingegen sind durch die Fahigkeit zur aktiven
Bewegung in der Lage selbst nach einem geeigneten Platz zur Besiedlung zu suchen und dort
zu siedeln. Dies bietet entscheidende Vorteile, da die Sporen selektiv ihren Besiedlungsort
wahlen konnen [29]. Auch bei Bakterien wie P. aeruginosa ist bekannt, dass die Motilitét
mafgeblich an der Biofilm-Bildung, -Reifung und —Verbreitung beteiligt ist [1, 3, 68]. Bei
Pathogenen wie P. aeruginosa und auch Trypanosoma brucei stellt die Motilitat auch einen
wichtigen Virulenzfaktor dar, da die Organismen sich aktiv im Wirt ausbreiten kénnen [4, 5].
Motilitat bietet den Mikroorganismen des Weiteren den Vorteil auf Reize zu reagieren (z.B.
durch Phototaxis oder Chemotaxis) und erleichtert die Reproduktion durch Verschmelzen
zweier Keimzellen wie beispielsweise Gameten und Zoosporen oder Eizellen und Spermien.
Es gibt verschiedene Formen von Motilitit wie sich am Beispiel P. aeruginosa zeigen lasst.
Dieses Bakterium ist durch das Flagellum in der Lage zu schwimmen und kann sich
zusétzlich durch Pili kriechend auf Oberflachen fortbewegen (vgl. Kapitel 2.1.1.1).

Da der Fokus dieser Arbeit auf der Untersuchung der Schwimmbewegungen von
P. aeruginosa und Ulva linza Zoosporen liegt, wird im folgenden Kapitel hauptséchlich auf
allgemein-gultige Aspekte der Flagellen-vermittelten Fortbewegung von Mikroorgansimen

eingegangen.

2.4.1 Die Flagellen von Prokaryoten und Eukaryoten

Es gibt zwei grundlegend verschiedene Arten von Flagellen, die der Prokaryoten und die der
Eukaryoten.

Das Flagellum prokaryotischer Zellen besteht aus einem langen diinnen helikalen Filament
mit einer Lange von 5-10 pum und einem Durchmesser von ca. 30 nm , das von einem in der
Zellhiille eigebetteten Motor angetrieben wird (siehe Abbildung 2.12A). Strukturell wird es in
die drei Einheiten Filament, Haken und Basal-Korper unterteilt [102]. Das rigide Filament,
bestehend aus Flagellin-Protofilamenten, ist (ber den flexiblen Haken mit dem Basal-Kdrper
verbunden. Der Basal-Kdrper erstreckt sich uUber die innere Membran, die Peptidoglycan-

Schicht und die auflere Membran und kann in einen Stab und verschiedene Ringe gegliedert
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werden, den L-Ring, den P-Ring, den MS-Ring und den C-Ring. Funktionell bilden der MS-
und der C-Ring den Rotor, der die Drehbewegung des Motors ausfuhrt. Der sogenannte Stator
besteht aus den beiden Proteinen MotA und MotB, die zusammen einen Transmembran
Komplex mit mehreren Protonen-Kanalen bilden. Durch das Einstromen von Protonen durch
diese Kandle ins Innere der Zelle werden Konformationséanderungen in MotA hervorgerufen,
die das Drehmoment generieren und so den Rotor zum Drehen veranlassen. Der Rotor kann
sowohl im Uhrzeigersinn als auch gegen den Uhrzeigersinn drehen, womit das helikale
Filament &hnlich einem Propeller entweder Zug- oder Schubkrafte auf die Zelle ausubt.

FliD
A B
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B-Tubulus
i Innarer A-Tubulus
Haken FIgE G Fament Dyneinarm
Mikrotubuli
——‘L aulerer
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Abbildung 2.12: A) Schematische Darstellung des Flagellen Motors von Prokaryoten. Die
einzelnen Proteine sind nach ihren codierenden Genen benannt [103]. B)

Schematischer Querschnitt eines Eukaryoten Flagellums mit 9+2 Axonem [104].

Im Gegensatz zu den Flagellen prokaryotischer Zellen konnen sich die GeiReln
eukaryotischer Zellen aktiv verformen und dadurch Bewegungen erzeugen. Die GeifReln
werden je nach L&nge und Anzahl als Flagellen (lange, einzeln oder paarweise vorkommende
Strukturen) oder als Cilien (kurze, in grolRer Anzahl vorkommende Strukturen) bezeichnet.
Die Grundstruktur des Flagellums, das 9+2 Axonem, besteht aus 9 Mikrotubulidupletts (A-
und B-Tubuli), die ringformig um ein zentrales Mikrotubulipaar angeordnet sind (vgl.
Abbildung 2.12B) [104]. Das Axonem ist von der Cytoplasmamembran der Zelle umgeben
und Uber den Basal-Korper mit der Zelle verankert. Dieser Basal-Kérper mit zylindrischer

Struktur, bestehend aus neun Triplet Mikrotubuli, hat keine Motor Funktion wie bei
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Bakterien, sondern fungiert nur als Verankerungsstelle [105]. Verknipfungen zwischen den
aulleren Mikrotubulipaaren untereinander und mit dem inneren Mikrotubulipaar bestehen
durch das Protein Nexin und die sogenannten Radialspeichen. Die molekularen Motoren, die
die Bewegung des Flagellums induzieren, sind die Dyneine. Im Axonem gibt es dulRere und
innere Dyneinarme, die permanent an den A-Tubuli der Mikrotubulidupletts befestigt sind
und eine Briicke zwischen dem A-Tubulus des einen und dem B-Tubulus des benachbarten
Mikrotubulipaares herstellen. Durch die mit den Dyneinarmen verknipfte ATPase Aktivitat
wird die Energie bereitgestellt um benachbarte Mikrotubulipaare &hnlich dem Mechanismus
der Muskelkontraktion gegeneinander zu verschieben. Dadurch wird das Axonem gekrimmt.
Der komplette Flagellarschlag ist gekennzeichnet durch die wellenférmige Ausbreitung der
Axonem-Kriimmungen von der Basis bis zur Spitze des Axonems (,,Base-to-Tip*
Flagellarwellen). Dies ist bei den meisten begeilelten eukaryotischen Einzellern, wie
beispielsweise auch Chlamydomonas, der Fall. Bei Trypanosomen wurde neben ,,Base-to-

M1

Tip Flagellarwellen auch  , Tip-to-Base*  Flagellarwellen = mit  umgekehrter
Ausbreitungsrichtung  beobachtet, wodurch sich diese in zwei unterschiedlichen
Schwimmmodi bewegen kénnen [5, 106]. Fir die ,,Tip-to-Base* Ausbreitungsrichtung
werden die &uBeren Dyneinarme verantwortlich gemacht wohingegen die inneren

Dyneinarme fiir die gegengesetzte Wellenbewegung ausschlaggebend sind.

2.4.2 Bewegung bei kleinen Reynoldszahlen — hydrodynamische Grundlagen

Die Physik, welche der Fortbewegung in der mikroskopischen Welt zugrunde liegt
unterscheidet sich grundsétzlich von der Physik in der makroskopischen Welt. Denn
Mikroorganismen bewegen sich in einem anderen Reynoldszahlen-Regime als
Makroorganismen [107]. Die Reynoldszahl beschreibt das Verhaltnis von Tréagheits- zu
viskosen Reibungskraften und ist somit ein MaB flr das Turbulenzverhalten eines Korpers in

einem Fluid. Sie ist gegeben durch

Re i Tragheitskrifte  pdd  9d
€= Viskose Krifte n v

1)

mit p als charakteristische Dichte des Fluids, §$ als charakteristische
Stromungsgeschwindigkeit des Fluids gegentiber dem Korper, d als Lange des Korpers, 7 als

dynamische Viskositat und v als kinematische Viskositat des Fluids.
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Da Re umgekehrt proportional zur Viskositat des Mediums und proportional zur GroRe des
Objektes im Fluss ist, besitzen sehr kleine Objekte wie Mikroorganismen eine sehr kleine
Reynoldszahl. Zum Vergleich weist ein Mensch, der im Wasser schwimmt, eine
Reynoldszahl von 10, ein Goldfisch im Wasser von 10 und ein Mikroorganismus von 10-
10 auf [108]. Das bedeutet fiir den Mikroorganismus, dass die viskosen Krafte iberwiegen
und Tragheit far ihn vollig irrelevant ist. Infolgedessen muss ein Mikroorganismus standig
aktiv sein um sich im Medium fortzubewegen. Schwimmt der Mikroschwimmer (in der
Grolkenordnung von wenigen pm) mit einer Geschwindigkeit von 30 pum/s durch Wasser und
stoppt seine aktive Bewegung so kommt er innerhalb von 0,6 us bzw. nach einer Strecke von
0,1 A zum Stillstand [108]. Dies beschreibt sehr deutlich unter welchen Bedingungen sich ein
Mikroschwimmer im Regime kleiner Reynoldszahlen fortbewegt.

Damit sich ein Mikroschwimmer Uberhaupt aktiv fortbewegen kann muss er nicht-reziproke
Bewegungen ausfuhren, die zeitlich variant sind. Eine zeitlich invariante Bewegung waére
beispielsweise die reziproke Klappbewegung von Muscheln, bei der die Schalen langsam
geoOffnet und schnell wieder geschlossen werden. Dieser Mechanismus funktioniert bei
groReren Reynoldszahlen sehr gut, im Regime kleiner Reynoldszahlen jedoch wiirde dies zu
keiner netto Bewegung der Muschel flihren (,,scallop theorem* nach Purcell [108]).

Bakterien treiben sich selbst an, indem sie sich durch die nicht reziproke Bewegung des
korkenzieherférmigen Flagellums viskose Kréafte zunutze machen [109]. Durch die Rotation
des helikalen Filaments gegen den Uhrzeigersinn entsteht, wie in Abbildung 2.13 dargestellt,
ein VVorschub der Zelle. Das Drehmoment, das durch die Rotation des Filaments erzeugt wird,
wird durch eine langsamere, entgegengesetzte Rotation des Zellkorpers ausgeglichen.

Die komplexe Hydrodynamik des rotierenden Flagellums und des Zellkorpers wird durch
verschiedene Modelle und Theorien beschrieben [110-112], die in dieser Arbeit allerdings
nicht weiter ausgefihrt werden.

Die Schwimmmuster von Mikroorganismen werden allerdings nicht nur durch ihren
Selbstantrieb bestimmt. Faktoren wie Diffusion und Brown’sche Molekularbewegung sind
genauso in die Bewegung involviert wie hydrodynamische Wechselwirkungen zwischen
einzelnen Zellen oder einer Zelle und einer festen Grenzflachen [113-115]. Aufgrund von
Rotationsdiffusion und Brown“scher Molekularbewegung ist ein Bakterium nicht in der Lage
Uber eine Langere Strecke geradeaus zu schwimmen, da es durch thermische Bewegungen
fortwahrend in neue Richtungen gelenkt wird [109].

Hervorgerufen durch hydrodynamische Wechselwirkungen zwischen den Flagellen, dem

Zellkorper und einer festen Grenzflache werden beispielsweise bei E. coli Kreisbewegung im



Uhrzeigersinn beobachtet (bei Aufsicht auf die Grenzflache), wenn es in einer Entfernung von
ca. 30-40 nm von der Grenzflache schwimmt [21]. Ahnliche Effekte konnten auch fiir Vibrio
alginolyticus gezeigt werden, dessen Schwimmmuster sich in Losung und in der N&he von
festen Grenzflachen deutlich unterscheiden [14]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
die Zelldichte von E. coli in der N&he von Oberflachen wesentlich groRer ist als in Lésung
was mit hydrodynamischer Anziehung der Bakterien zur Oberflache erklart wird [114].
Dadurch erklart sich auch die Beobachtung, dass Bakterien langere Zeit (> 1 min)

schwimmend in naher Umgebung einer Oberflache verbringen.

Abbildung 2.13: Skizze zur Veranschaulichung der Vorschub-Erzeugung eines Bakteriums
durch schnelle Rotation des helicalen Filaments gegen den Uhrzeigersinn.
Betrachtet werden zwei Segmente des Filaments S; und S,, die genau eine halbe
Phasenumdrehung entfernt sind. Die Geschwindigkeiten der beiden Segmente v
und v¢ konnen in eine parallele Komponente v, bzw. v¢, und eine senkrechte
Komponente v, bzw. v¢, zerlegt werden. Genau entgegengesetzt zu v, und v,
wirken die Reibungswiderstande F, und F,. Dabei ist deren Betrag gegeben
durch das Verhaltnis F./F, = 2w/w. Die Reibungswiderstande haben eine zur
helicalen Achse parallele F, bzw. F’, und eine senkrechte Fo bzw. F¢q
Komponente. Wahrend Fo und F’q entgegengesetzt wirken und so zum
Drehmoment beitragen wirken F, und F’, in die gleiche Richtung und steuern
zum Vorschub der Zelle bei [109].
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2.4.3 Schwimmmechanismen bei Bakterien

Fur Bakterien gibt es verschiedene BegeilRelungstypen, bei denen sich die Anzahl der
Flagellen und ihre Anordnung um den Zellkorper unterscheiden. E. coli beispielsweise besitzt
mehrere Flagellen, die gleichmalig um den Zellkorper verteilt sind. Diesen BegeiRRelungstyp
nennt man auch peritrich. Liegen mehrere Flagellen an den gegeniiberliegenden Zell-Polen
vor spricht man von polytrich-bipolar oder amphitrich, wenn sie nur an einem Zell-Pol liegen,
von polytrich-monopolar oder lophotrich. P. aeruginosa besitzt nur ein einzelnes Flagellum
das sich am Zell-Pol befindet und ist somit monotrich-polar begeiRelt. Je nach
BegeiRelungstyp unterscheiden sich auch die Schwimmmechanismen der Bakterien (vgl.
Abbildung 2.15). Drehen sich bei E. coli alle Flagellen gegen den Uhrzeigersinn (GUS), so
blindeln sie sich am polaren Ende der Zelle und schieben diese in einer gerichteten Bewegung
vorwarts. Das Bakterium befindet sich dann in einer ,,Run‘“-Phase. Das Umschalten der
Rotationsrichtung der Flagellen in eine Drehung im Uhrzeigersinn (US) bewirkt ein
Entblndeln der Flagellen, woraus eine ungleichmélRige, taumelnde Bewegung resultiert.
Diese taumelnde Bewegung, in der das Bakterium netto keine Entfernung zuriicklegt, wird
daher auch als ,,Tumbling® bezeichnet. Das Bewegungsmuster von E. coli setzt sich aus
aufeinanderfolgenden ,,Run“- und ,,Tumbling“-Phasen zusammen. Berg et al. fihrten flr
dieses Bewegungsmuster die Bezeichnung ,,Run and Tumble* bzw. ,,Random walk® ein
[116]. Das Zeitintervall der ,,Tumbling“-Phase ist mit ca. 0,1 s wesentlich geringer als das
Zeitintervall der ,,Run““-Phase mit ca. 1s. Das ,,Tumbling” bewirkt nach jeder ,,Run‘“-Phase
eine Richtungsénderung, die im Mittel weniger als 90° betrégt [116]. Durch die Regulation
der ,,Tumbling®“-Frequenz, also der Frequenz der Rotationsanderungen der Flagellen, kann
E.coli die Lange der Vorwartshewegung steuern und so beispielsweise auf einen
vorhandenen chemischen Gradienten reagieren und netto in die Richtung eines Lockstoffes
schwimmen [7]. Diese Regulation geschient durch zeitliches Abtasten der
Lockstoffkonzentrationen mit Hilfe spezifischer Rezeptoren auf der Bakterienmembran [117].
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Abbildung 2.14: Ebenen-Projektionen eines 3-dimensionalen ,,Random walk“ von E. coli
aufgenommen mit einem von Berg entwickelten Mikroskopie-System [118].
Gezeigt sind Ebenenprojektionen. Der Start der Trajektorie ist mit einem
schwarzen Punkt markiert. Eine Faltung entlang der gestrichelten Linie aus der
Ebene heraus ergibt die exakte Orientierung dreier Kubusflachen und somit die

3-dimensionale Lage der Trajektorie [116].

Monotrich begeilRelte Bakterien so wie P. aeruginosa zeigen einen vollig anderen
Schwimmmechanismus als den ,,Run and Tumble“- Mechanismus von E. coli, da sie nur ein
einzelnes Flagellum besitzen. Durch Drehen des Flagellums gegen den Uhrzeigersinn
resultiert wie bei E.coli ein ,Run“ in Vorwirts Richtung. Die Anderung der
Rotationsrichtung des Flagellums bewirkt allerdings, dass die Zelle in die entgegengesetzte
Richtung gezogen wird und somit rickwaérts schwimmt. Der Schwimmmechanismus

monotrich begeiRelter Bakterien wird daher auch als ,,Run and Reverse* bezeichnet.
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A  Peritrich B  Monotrich-polar

gebundelte Flagellen GUS-Rotation US-Rotation

GUS-Rotation . Vorwarts-Schwimmen / Riickwarts-Schwimmen
"Tumbling"
US-Rotation 5
gebiindelte Flagellen GUS-Rotation

GUS-Rotation

Vorwarts-Schwimmen

Abbildung 2.15: Schwimmmechanismus zweier unterschiedlich begeilielter Bakterien. A)
Peritrich begeil3eltes Bakterium (vgl. E. coli), dessen Flagellen sich biindeln,
wenn sich diese gegen den Uhrzeigersinn (GUS) drehen und entbiindeln, wenn
sie sich im Uhrzeigersinn (US) drehen. Letzteres bewirkt ein ungerichtetes
Taumeln der Zelle. B) Monotrich-polar begeiBeltes Bakterium (vgl.
P. aeruginosa). Eine Umkehr der Rotationsrichtung der Flagellen resultiert in
einer Umkehr der Schwimmrichtung. Verandert nach [47].

Die Bewegungsmuster der monotrich begeiRelten Bakterien Pseudomonas citronellolis und
Vibrio alginolyticus wurden in 2-dimensionalen Studien mit Hilfe von Videomikroskopie
naher untersucht [14, 15, 119]. Diese bestehen aus der konsekutiven Abfolge von ,,Run®-
Phasen in Vorwarts-Richtung und kurzen Richtungsumkehrungen in Ruckwaérts-Richtung
(,,Reversals®). Der Einfluss Brown’scher Rotationbewegung flihrt dazu, dass das Bakterium
bei einem ,,Reversal“ nicht einfach in entgegengesetzte, sondern in eine leicht veranderte
Richtung schwimmt [120]. Dies hat bei jedem ,Reversal“ eine Neuorientierung des
Bakteriums zur Folge, was ebenfalls in einer Art ,,Random walk® resultiert. Dennoch sind
diese Richtungsanderungen klein wodurch sehr scharfe Umkehrwinkel von fast 180° zu
beobachten sind. Um signifikant die Richtung zu andern muss das Bakterium daher mehrere
,Reversals“ durchfithren. Taylor et al. konnten aullerdem zeigen, dass P. citronellolis bei
Anwesenheit von Gradienten eines Lockstoffes wie Serin Richtungsanderungen durch
,,Reversal® unterdriicken und somit Uber langere Strecken geradeaus schwimmen kann [15].
Im Falle eines Schreckstoffes (Repellent) fuhrt das Bakterium hingegen oszillierende
Bewegungen aus, in dem es schnell zwischen Vorwarts- und Rickwérts-Schwimmen schaltet.

Interessante Beobachtungen machten Xie et al. fur V. alginolyticus [13]. Dieses Bakterium
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zeigt einen weiteren Mechanismus um groRere, zuféllige Richtungsanderungen wéhrend des
,Reversals“ herbeizufiihren. Beim sogenannten ,,Flick® ist das Flagellum wéhrend des
Umschaltens von Ruckwarts- nach Vorwarts-Schwimmen leicht von der Zellkorper-Achse
weggeknickt. Dadurch wird der Zellkorper wie durch ein Ruder in einem bestimmten Winkel
weggedriickt und das Bakterium erfahrt effektiv eine Richtungséanderung von ca. 90°. Dieser
Mechanismus erweist sich als erfolgreiche Chemotaxis Strategie, da V. alginolyticus bei der
Bewegungseffizienz entlang eines Lockstoffgradienten wesentlich effektiver ist als E. coli
[121].

2.4.4 Schwimmmechanismen bei Phytoplankton

Der Begriff Phytoplankton fasst alle im Meer oder auch im SiRwasser lebenden
mikroskopisch Kkleinen, einzelligen Algen zusammen, die entweder passiv im Wasser treiben
oder sich mit Flagellen aktiv fortbewegen [122]. Dazu zéhlen auch die Entwicklungsstadien
mehrzelliger Algen wie beispielsweise die Zoosporen von Ulva linza. Diese werden jedoch
durch den Begriff Meroplankton von dem ,typischen Phytoplankton abgegrenzt. Zum
,»typischen® Phytoplankton zdhlen die nicht-begeifelten Kieselalgen (Diatomophyceae) und
die Flagellaten wie Dinoflagellaten (Dinophyceae), Kalkflagellaten (Chrysophyceae,
Coccolithophorida) und einige Klassen von Griinalgen (Chlorophyceae, Ulvophyceae und
Prasionophyceae).

Anders als Bakterien, die sich durch die Rotation helicaler Filamente fortbewegen, beruht der
Fortbewegungsmechanismus der Flagellaten auf der aktiven Verformung der Flagellen (siehe
Abschnitt 2.4.1). Ein vielfach studierter Modelorganismus zur Untersuchung der Struktur und
Funktionsweise von Flagellen und des Fortbewegungsmechanismus von Flagellaten ist
Chlamydomonas Reinhardtii, welcher zur Klasse der Chlorophyceae zéhlt [123-125]. Dieser
10-20 um grol3e Einzeller besitzt zwei Flagellen mit einer Lange von ca. 12 um, mit denen er
in der Lage ist sich phototaktisch nach dem Licht zu orientieren. Wie in Abbildung 2.16A
dargestellt, zeigt Chlamydomonas zwei verschiedene Schwimmmodi. Vorzugsweise
schwimmen sie in Vorwadrtsrichtung im sogenannten Brustschwimm-Modus (,, breast-
stroke*). Dabei sind die zwei Flagellen dem Zellkorper in Schwimmrichtung vorangestellt
und schlagen beim sogenannten Effektiv-Schlag nach hinten, wodurch die Zelle einen starken
Vorwaértsantrieb erfahrt (dargestellt in Abbildung 2.16B unter den Nummern 1-7). Nach dem
Effektiv-Schlag folgt der Erholungs-Schlag bei dem die Flagellen Uber eine Wellenbewegung
von der Basis bis zur Spitze in ihre urspringliche Position Ubergehen (dargestellt in
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Abbildung 2.16B unter den Nummern 8-11). Diese Art des Flagellen-Schlags wird in der
Literatur auch haufig als ,,Cilien-Schlag* bezeichnet. Die Frequenz mit der die Flagellen in
diesem Modus schlagen liegt im Mittel bei 60 Hz und die erreichten Geschwindigkeiten der
Zelle liegen  zwischen 100-200 um/s [125]. Beim seltener zu beobachtenden
Rickwartsschwimmen wird die Zelle durch die Ausbreitung von Wellen von der Flagellen-
Basis bis zur Spitze angetrieben, wobei die Flagellen in diesem Fall die Zelle riickwarts
schieben. Dieser Bewegungsmechanismus wird als typischer ,,Flagellen-Schlag* bezeichnet.
Das Schwimmmuster im Brustschwimm-Modus beschreibt meist eine Helix wobei der
Augenfleck (Stigma), welcher als Photorezeptor fungiert, von der helikalen Achse
abgewendet ist, um besser die Lichtmenge in der Umgebung messen zu kdnnen [126, 127].
Richtungsanderungen werden entweder durch asynchrones Schlagen oder durch
unterschiedliche Schlagfrequenzen des ,.cis“- (nahe dem Augenfleck) und des ,trans“-
Flagellums (gegeniberliegend) herbeigefuhrt. Asynchrones Schlagen der Flagellen fuhrt zu

einer Rotation der Zelle um ihre Langsachse und damit zur helikalen Bewegung.

A B

\
\Eﬂ Vorwarts-
N N Schwimmen
\L angetrieben
9 \ durch
/) Brustschlag

Rlckwarts-
Schwimmen

N
( - angetrieben
/\;/~ » durch symmetrischen

= Wellenschlag

Abbildung 2.16: A) [lllustration der zwei Schwimmmodi von Chlamydomonas. In
Vorwartsrichtung schwimmt die Zelle im Brustschwimm-Modus. Ruckwarts
wird die Zelle durch symmetrischen Wellenschlag angetrieben [128]. B)
Darstellung des Effektiv- Schlags unter den Nummern 1-7 und des Erholungs-
Schlags unter den Nummern 8-11 von Chlamydomonas im Brustschwimm-Modus
[125].
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Eine Studie von Inouye et al. beziiglich der Schwimmmechanismen verschiedener einzelliger
Algen zeigt, dass die Art des Flagellen-Schlags und die Schwimmmuster der untersuchten
Organsimen in sechs verschiedene Gruppen unterteilt werden kénnen [129]. Die einzelnen
Gruppen und einige ihrer Vertreter sind in Abbildung 2.17 dargestellt. Gruppe | beschreibt
das bereits oben erlduterte Bewegungsmuster des Vorwarts-gerichteten Brustschwimmens mit
zwei Flagellen, wie es Chlamydomonas zeigt (,.Zilien-Schlag®). Vertreter der Klasse
Prasinophyceae wie beispielsweise Pyramimonas parkeae schwimmen ebenfalls im
Brustschwimm-Stil besitzen allerdings vier Flagellen und werden in die Gruppe Il
klassifiziert. In diesem Fall bilden die jeweils entgegengesetzten Flagellen ein Flagellen-Paar.
Die beiden Flagellen pro Flagellen-Paar schlagen synchron wohingegen eine Phasendifferenz
zwischen den beiden Flagellen-Paaren besteht. Im Gegensatz zu Gruppe | und Gruppe Il
erfolgt die Bewegung in den Gruppen IV-VI nicht durch ,,Zilien-Schl&dge*, sondern durch
typische, wellenférmige ,,Flagellen-Schlage®. Die vier Flagellen von Pterosperma cristatum
beispielsweise, welches zur Gruppe VI zéhlt, bilden durch die Anordnung in einer Reihe ein
zusammengesetztes Flagellum, das durch synchrone ,,Flagellen-Schlage* die Zelle riickwaérts
antreibt. Vertreter der Gruppe IV, zu denen auch reproduktive Zellen von Ulvophyceae
zahlen, zeigen einen eher uniblichen Schwimmmechanismus. Dieser wird ebenfalls als
Brustschwimm-Stil bezeichnet, ist allerdings verschieden zu dem fir Chlamydomonas
beschriebenen Mechanismus. Die vier Flagellen werden entlang des Zellkdrpers zuriick
gestreckt, so dass die Flagellen-Spitzen nach hinten zeigen. Der Vorschub entsteht dann durch
synchrone ,,Flagellen-Schlage“ der einzelnen Flagellen, bei denen typischerweise die
Ausbreitung der flagellaren Wellen von der Basis bis zur Spitze lauft. Obwohl der
Mechanismus der Zoosporen von Ulva linza nicht im Detail untersucht wurde kann man
anhand von Videomikroskopie erkennen, dass sie den gleichen Vorwaérts-gerichteten
Brustschwimm-Stil zeigen wie fir Gruppe IV beschrieben. Allerdings sind die Zoosporen
nicht in der Lage wie andere Vertreter dieser und auch anderer Gruppen durch Anordnung der
Flagellen vor dem Zellkdrper die Schwimmrichtung umzukehren und riickwérts zu

schwimmen.
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Gruppe I Il Il v V Vi
Chlamydomonas  Carteria Nephroseimis Bryopsis Nephroseimis Pedinomonas
gmomgombm Harmiomonas N. olivacea Ciglsrpa N. astigmatica  Cymbomonas

rachiomonas Pyramimonas N. aft rotunda Y (unifiagellate)
Sphaerellopsis e Cymbomonas Prerosperma
Marchantia Tetraselmis {quadrifiageliate)
Attyrium ‘Prasinopapilla
Cycas
Ginkgo
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—
[+]
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Abbildung 2.17: Klassifikation verschiedener einzelliger Algen hinsichtlich ihrer Flagellen- und
Schwimmmechanismen in sechs verschiedene Gruppen. Die Pfeile kennzeichnen
die Schwimmrichtung. Die Buchstaben c und f stehen jeweils fiir ,,Cilien-Schlag®
bzw. ,Flagellen-Schlag® wobei die Unterscheidung ¢1 und c¢2 eine

Phasendifferenz zwischen diesen ,,Cilien-Schligen* kennzeichnet [129].

2.4.5 Schwimmmuster von Ulva linza Zoosporen

Im Rahmen seiner Dissertation hat Matthias Heydt mit Hilfe digitaler in-line Holographie
verschiedene Schwimmmuster von Ulva linza Zoosporen identifiziert [130]. Diese wurden in
Anlehnung an die Arbeit von lken et al. in 6 Muster Klassifiziert [29, 131]: ,,Orientation®,
,Wobbling®, ,,Gyration“, ,,Hit and run“, ,,Hit and stick” und ,,Spinning® (vgl. Abbildung
2.18). Das Verhalten der Sporen kann in zwei grundlegende Verhaltensmuster eingeteilt
werden, das freie Schwimmen, zu dem das ,,Orientation* und das ,,Wobbling““-Muster z&hlen,
die nur in LOsung beobachtet werden, und das Suchverhalten, was durch das Muster
,Gyration® zum Ausdruck kommt. ,,Hit and run“ und ,,Hit and stick sind Extremfille des
,,Gyration“-Schwimmmusters. Die Sporen, die das ,,Orientation*“-Muster zeigen haben im
Mittel eine Geschwindigkeit von 150 um/s und schwimmen geradlinig mit gelegentlichen
Richtungsdnderungen. Das ,,Wobbling® beschreibt eine langsamere Bewegung mit ca.

50 um/s und sehr haufigen Richtungsanderungen. lken et al. vermuten, dass es sich bei den
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Sporen, die dieses Muster zeigen um beschéadigte oder irritierte Sporen handelt. [131]. Bei
dem ,,Gyration“-Schwimmmuster, welches das Explorations-Muster der Sporen darstellt,
schwimmt die Spore sehr nah an der Oberflache und kommt in gelegentlichen Kontakt mit
dieser um sie somit auf ihre Eignung zur Besiedlung zu prifen. Bei diesen
Oberflachenkontakten kann es auch zum ,,Spinning* der Spore kommen, bei dem sie sich sehr
schnell (ca. 240 rpm [25]) um einen Verankerungspunkt auf der Oberflache dreht. Dies kann
nur sehr kurz tiber Sekunden oder aber auch tiber mehrere Minuten andauern. Danach siedelt
die Spore entweder an dieser Stelle oder sie schwimmt weiter und erkundet die Oberfl&che
nach einem anderen Platz zum Siedeln. Das ,,Hit and run“-Schwimmmuster beschreibt den
Extremfall des ,,Gyration“, bei dem die Spore die Oberflache kontaktiert, diese dann aber
wieder verlasst wonach kein weiterer Oberflachenkontakt beobachtet werden kann. Beim ,,Hit
and stick“-Muster dagegen bleibt die Spore beim ersten Oberflachenkontakt an der
Oberflache kleben und bewegt sich zunédchst nicht. Nach einer gewissen Zeit (ca. 10-20 s)
geht die Spore zum ,,Spinning™ iiber, verldsst entweder die Oberflache danach wieder oder

siedelt an dieser Stelle.

Orientation (1) Wobbling (2)

Hit and run (4) Hit and stick (5)

Gyration (3) Spinning (6)

Abbildung 2.18: Skizze der verschiedenen Schwimmmuster von Ulva linza Zoosporen. Diese
wurden klassifiziert in (1) ,,Orientation®, (2) ,,Wobbling“, (3) ,,Gyration*, (4)
»Hit and run®, (5) ,,Hit and stick* und (6) ,,Spinning* [29].

Durch die Untersuchung des Schwimmverhaltens der Sporen in der N&he von PEG-, AWG-
(engl. ,,Acid-washed-glas*) und FOTS- (Tridecafluoroctyltriethoxysilan) Oberflachen konnte
eine Abhéangigkeit des Auftretens bestimmter Schwimmmuster von der angebotenen
Oberflache festgestellt werden [29] (vgl. Abbildung 2.19). Wahrend das ,,Gyration“-Muster
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bei allen Oberflachen beobachtet wird tritt das ,,Hit and stick“~-Muster nur bei der FOTS-
Oberflache auf. Dies und das starke Auftreten des ,,Spinning“ zeigen, dass die FOTS-
Oberfl&che sehr attraktiv fiir die Sporen ist. Die Haufigkeit des ,,Hit and run*“-Musters und das
ganzliche Fehlen des ,,Spinning“-Musters bei der PEG-Oberflache spiegelt dagegen die
abstoRende Wirkung des PEG auf die Anlagerung der Sporen wieder. So kdnnen anhand von
Anderungen im Schwimmverhalten Informationen Uber die Antwort der Organismen auf

verschiedene Oberflacheneigenschaften gewonnen werden.

A) AWG B) PEG C) FOTS
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11% Hit and
stick
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Abbildung 2.19: Prozentuales Auftreten der Schwimmmuster ,,Gyration“, ,,Hit and run®, , Hit
and stick* und (6) ,,Spinning“ in Abhangigkeit der angebotenen Oberfléache A)
AWG, B) PEG und C) FOTS [130].

2.5 Physikalische Grundlagen der Holographie

Im folgenden Abschnitt werden kurz der physikalische Hintergrund der Holographie sowie
grundlegende Begriffe im Bereich elektromagnetischer Wellen dargestellt. Eine detaillierte
Darlegung des holographischen Prinzips findet sich in den Doktorarbeiten von Dr. R. Barth
und Dr. M. Schiirmann sowie in Fachbtichern zum Thema Holographie [132-135].

Die Holographie ist eine 3-dimensionale Abbildungsmethode, die auf der Interferenz
monochromatischer Strahlung beruht. Elektromagnetische Strahlung lasst sich gemal des
Welle-Teilchen-Dualismus sowohl als Teilchen als auch als Welle beschreiben. Fir die
Erdrterung der holographischen Methode wird allerdings nur der Wellencharakter des Lichtes

betrachtet. Eine Lichtwelle wird durch folgende Wellenfunktion beschrieben:
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W) = A@) exp{ip()}
).

Hierbei sind A(#) die Amplitude und ¢(#) die Phase der Welle. Das Betragsquadrat der
Amplitude ergibt die Intensitat

1@ = [¥@)|?
@),

welche angibt wieviel Energie pro Zeiteinheit durch eine zum Wellenvektor senkrechte
Flache transportiert wird [136]. Das Prinzip der Holographie beruht auf der Superposition
zweier monochromatischer Wellen, der Referenzwelle und der Objektwelle [135, 137, 138].
Die Objektwelle entsteht dabei durch Beugung der Referenzwelle an einem Objekt, welches
sich im Strahlengang befindet (siehe auch Abschnitt 2.6). Der resultierende Interferenzterm
ist eine Linearkombination der Wellenfunktionen beider sich tberlagernder Wellen [135]. Die
Intensitat fur Wellen gleicher Polarisation und den Phasen ¢, und ¢, ist gegeben durch

folgenden Term

I(F) = |lpa(F) + lpb(F)Iz = Ia + Ib + 2\/ Ialb COS(¢a - ¢b)
(4).

Der Interferenzterm Zm cos(¢p, — @) kann sowohl positive als auch negative Werte
annehmen was zur konstruktiven bzw. zur destruktiven Interferenz fuhrt. Durch Modulation
der Intensitdt entstehen die bekannten Interferenzmuster mit abwechselnden
Intensitatsmaxima und —minima [136].

Um Uberhaupt Interferenzen beobachten zu kénnen mussen die sich berlagernden Wellen
kohéarent sein. Das bedeutet es muss eine feste Phasen-Korrelation zwischen den Wellen
bestehen [136]. In der Holographie ist die auf dem Detektor registrierte Intensitat des

Interferenzmusters durch die Uberlagerung der Referenzwelle 1., und der Objektwelle 1, ;

gemal Gleichung 4 gegeben durch [138]
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S Sy (2
I(x, y) = |1/Jref(r) + lpobj(r)l (5)
= lpref*lpref + l/)ref*l/)obj + lprefl/)obj* + lpobj*l/)obj
= A12*ef + Agbj + 2Areonbj COS(¢ref - ¢obj)

= Iref + Iobj + 2 Ireflobj Cos(d)ref - d)obj)

Der erste Term 1,..¢ 1. entspricht dem direkt transmittierten Anteil der Strahlung und wird
daher auch als Quelle bezeichnet. Der zweite Term l/)ref*ll)obj ergibt das sogenannte Twin-
image wahrend der dritte Term v,..1,;,;" das tatséchliche Hologramm darstellt. Beim Twin-
image handelt es sich um das reelle, konjugierte Bild, das vor der Detektorebene
rekonstruiert. Das Hologramm ist das virtuelle Bild hinter der Detektorebene. Der Abstand
von Twin-image und Hologramm zur Detektorebene ist dabei gleich. Die Uberlagerung der
beiden kann allerdings dazu fiihren, dass die Bildqualitat beeintrachtigt wird. Der Beitrag des
letzten Terms v,p; 1o, Welcher der Selbstinterferenz der Objektwelle entspricht, ist in der
Regel klein und kann daher vernachlassigt werden.

Eine wichtige physikalische Eigenschaft von Wellen ist deren Beugung an Grenzflachen oder
Objekten deren GroRe ungefahr der Wellenlédnge entspricht [139]. Dabei werden die Wellen
von ihrer geradlinigen Ausbreitung abgelenkt wobei sich Amplitude oder Phase andern. Nach
dem Huygen'schen Prinzip ist jeder Punkt der Wellenfront Ausgangspunkt einer
Sekundarwelle und die Wellenfront kann an jedem Punkt als kohdrente Superposition der
Sekundarwellen beschrieben werden. Bei der optischen Holographie macht man sich die
Beugung auch insofern zunutze, als dass eine ebene Wellenfont durch eine Lochblende mit
einer GrolRe im Bereich der Wellenlange in eine divergente, spharische Wellenfront gebeugt
wird. Dadurch ist es mdoglich, wie im nédchsten Kapitel 2.6 nadher erlautert wird, die

Holographie auch als mikroskopische Abbildungsmethode zu nutzen [140, 141].

2.6 Digitale in-line Holographie

Das Grundprinzip der Holographie wurde um 1940 von dem Physiknobelpreistrager Dennis
Gabor entwickelt. Dieser versuchte die damals schlechte Qualitat magnetischer Linsen in
Elektronenmikroskopen durch Verwendung einer linsenfreien Methode zu umgehen [142].
Sein neues mikroskopisches Prinzip brachte den Vorteil, dass sowohl Amplituden- als auch
Phaseninformation erhalten blieben und somit die komplette dreidimensionale

Rauminformation zwischen Punktquelle und Detektor erfasst wurden [143]. Im Gegensatz zu



konventionellen Photographietechniken, bei denen nur die Amplitude zuganglich ist, bietet
eine holographische Aufnahme zusatzlich Phaseninformation, weil diese im Beugungsbild der
Holographie amplitudenkodiert vorliegt. Ein zusatzlicher Vorteil der Holographie gegentber
anderen 3-dimensionalen Abbildungsmethoden wie beispielsweise der konfokalen
Mikroskopie ist, dass die komplette rdumliche Information aus einem einzigen Hologramm
gewonnen wird, ohne die Probe abzutasten. Dadurch eignet sich die Holographie sehr gut fur
Trackinganwendungen, sowohl in der Strdmungsmechanik als auch im biologischen Bereich,
da sich durch die Verwendung von Detektoren mit geeigneter zeitlicher Auflosung

Hologrammserien mit hohen Akquisitionsraten aufnehmen lassen [5, 30, 144-148].

Laser-Strahl Beobachtungskammer

—— CMOS Detektor

Lochblende

mikroskopisch kleine Objekte
z.B. Ulva Zoosporen

Abbildung 2.20: Illustration des grundlegenden Aufbaus der digitalen Holographie in der in-line

Geometrie unter Verwendung sichtbarer Laserstrahlung als Lichtquelle [29].

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Abbildungs-Technik ist die optische in-line
Holographie [143, 149]. Bei dieser Methode wird eine Probe, wie in Abbildung 2.20
dargestellt, mit einer divergenten, koharenten elektromagnetischen Welle bestrahlt. Seit den
1960er Jahren dienen Laser als Quelle koh&renter Strahlung [150]. Es konnen allerdings auch
andere Lichtquellen wie beispielsweise Freie-Elektronen-Laser und Synchrotronstrahlung in
der Holographie verwendet werden [151, 152]. Das Laserlicht, hier im sichtbaren Bereich des
elektromagnetischen Spektrums, wird an einer Lochblende mit einem Durchmesser in der
GroRenordnung der Wellenldnge gebeugt, so dass hinter der Lochblende ein divergenter
Strahl entsteht. Durch diese Divergenz werden mikroskopisch Kkleine Objekte im
Probenvolumen aufgrund von Projektionsvergroflerung vergroBert abgebildet. Durch

Beugung von Wellen an Objekten im Strahlengang entstehen die Objektwellen oder
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Sekundarwellen, die durch Uberlagerung mit den Referenzwellen oder Primarwellen das
Interferenzmuster (Hologramm) erzeugen. Das Hologramm wurde friher mittels Photoplatten
aufgezeichnet [142]. Heute, in der Zeit der digitalen Holographie, werden Kameras mit CCD-
(charge coupled device) oder CMOS-Modulen (complementary metal oxide semiconductor)
verwendet [153, 154]. Ein Nachteil der Holographie in der in-line Geometrie, bei der alle
optischen Elemente (Strahlungsquelle, Lochblende, Probe und Detektor) auf einer Achse
liegen, ist die Uberlagerung des Hologramms mit seinem Twin-image. Die daraus
resultierende Verschlechterung der Bildqualitdt kann jedoch wesentlich reduziert werden,
indem der Abstand zwischen Lochblende und Probe so gewahlt wird, dass dieser wesentlich
groler ist als die Wellenlange der verwendeten Strahlung [153]. Durch Anordnung der
optischen Komponenten in der komplizierteren off-axis Geometrie, bei der Objekt- und
Referenzstrahl raumlich voneinander getrennt sind, l&sst sich das Problem des twin-image

ebenfalls umgehen [155].

2.6.1 Auflosung der digitalen in-line Holographie

Analog zu konventionellen Mikroskopietechniken héngt die Auflésung eines holographischen
Mikroskops von der numerischen Apertur NA des Systems und der Wellenldnge A der

verwendeten Strahlung ab. NA ist dabei gegeben durch [137]

NA = nsinf
(6)

Dabei ist n der Brechungsindex des Mediums und B der halbe Offnungswinkel des
Lichtkegels. Fir das holographische Mikroskop erhdlt man aus der geometrischen

Betrachtung des Aufbaus folgenden Ausdruck fir NA

NA = D/2 D
- T 2L

(G +rz

(7)

mit D als Detektorseitenlange und L als Abstand zwischen Lochblende und Detektor (vgl.

Abbildung 2.21). Der vordere Term vereinfacht sich zu D/2L unter der Annahme, dass L>>D.
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Abbildung 2.21: Schematische Darstellung des geometrischen Aufbaus der in-line Holographie
mit Kennzeichnung der relevanten geometrischen Komponenten zur

Bestimmung der Auflésung.

Analog zum Abbe’schen Auflésungskriterium ergeben sich die Auflésungsgrenzen zu [143,
156]

Slateral = m

(8)
und
A
Saxial = 2(NAY?
(9).
Die VergroRerung, die ein Objekt im divergenten Strahlengang erfahrt, ist gegeben durch
V= L
1
(10)

und hangt somit vom Lichtquelle-Probe Abstand | ab [135]. Durch Verringerung des
Abstands | kann also eine stirkere VergrolRerung erzielt werden. Zu beachten ist allerdings,
dass auch das Bildfeld mit kleiner werdendem | schrumpft. Gemal? Gleichung 10 fiihrt eine
VergroRRerung des Lochblende-Detektor Abstandes ebenfalls zu einer starkeren Vergrofierung.
Dabei muss allerdings gewahrleistet sein, dass bei groRer werdendem Lichtkegel eine

ausreichende Anzahl an Photonen den Detektor erreicht [132]. Daher muss ein Kompromiss
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zwischen VergroRerung, GroRe des Bildfeldes und ausreichender Photonenanzahl auf dem

Detektor gesucht werden.

2.6.2 Numerische Rekonstruktion

Um aus einem Hologramm die Realrauminformation zurtickzugewinnen muss dieses
rekonstruiert werden. Klassisch geschieht dies durch optische Rekonstruktion indem man das
Hologramm, welches mit einer Photoplatte aufgenommen wurde, mit Licht derselben
Wellenldnge beleuchtet. Bei der digitalen Holographie erhélt man die Phaseninformation
durch numerische Rekonstruktionsalgorithmen, die die Wellenfront in beliebigen Ebenen
rekonstruiert [157-159]. Kreuzer konnte mit der Implementierung der Kirchhoff-
Helmholtz"schen Rekonstruktionsformel friihere Rekonstruktionsalgorithmen [160-162], die
durch Naherungen zu schlechten Ergebnissen fiihrten, (bertreffen. Dessen Algorithmus
beruht auf der Berechnung des Fresnel-Kirchhoff-Integrals zur Bestimmung der Wellenfront
K (7) [153, 163, 164]. Aufgrund der Nichtlinearitat des Phasenfaktors wird dieser durch eine
Koordinatentransformation  linearisiert. Die daraus resultierende Verzerrung des
Koordinatensystems wird durch die Interpolation auf ein Uberlagertes aquidistantes Gitter

kompensiert. Die Kirchhoff-Helmholtz"schen Rekonstruktionsformel lautet

iKET

K@) = j 1@)eE aze
S

(12).

Dabei ist 7 = (x,y,z) der Ortsvektor, S die Detektorflache, §= (x,y,L) die Detektor-
Koordinaten, k = 2m/A die Wellenzahl und 1(5) das vom Detektor registrierte Kontrastbild.

Gleichung 11 ist nur gultig fur spharische Wellen unter der Annahme des Fraunhofer
Kriteriums a? « [/A mit « als laterale Dimension des abzubildenden Objekts. Der Betrag
|K(7)| entspricht der Intensitatsverteilung in der xy-Rekonstruktionsebene. Durch
Rekonstruktion vieler Ebenen entlang der optischen Achse erhdlt man eine Abbildung des
Volumens und der darin enthaltenen Objekte zwischen der Lochblende und dem Detektor.

Né&here Details zur Kreuzer-lImplementation kdnnen dem Patent entnommen werden [158].
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3.1 Aufbau der verwendeten holographischen Mikroskope

DPSS-Laser 30mW

) I XYZ—Verstelltisch.
g \

Probenhalter

)

I
Strahlaufweiter A’chblende
20x Objektiv

/
Spiegel Blenden

/

(UL

CMOS-Modul

Probenhalter
Lochblende / XYZ-Verstelltisch
i / = fir Detektor
20x Objektiv E

/
/
/

Strahlaufweiter.
~

Blenden CMOS-Modul

\ \ 'XYZ-VersteIItisch

DPSS-Laser 100mW

Abbildung 3.1: A) Schematische Darstellung des holographischen Mikroskops, das fir die

Messungen mit P. aeruginosa verwendet wurde. B) Schematische Darstellung des

transportablen holographischen Mirkoskops, das fur die Messungen mit Ulva

linza Sporen und fir die Feldexperimente verwendet wurde.

Fur die durchgefiihrten Experimente mit P. aeruginosa und mit Ulva linza Zoosporen, sowie

fur die Experimente im Feld wurden zwei verschiedene Aufbauten des holographischen

Mikroskops verwendet. In beiden Féllen folgt der Strahlengang der Implementierung von

Kreuzer et al. [165].
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Die Experimente mit P. aeruginosa wurden in dem bereits von S. Weille beschriebenen
holographischen Mikroskop durchgefiihrt [166], dessen Aufbau in Abbildung 3.1A
schematisch dargestellt ist. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der urspriingliche Aufbau von
S. WeilRe optimiert, indem alle optischen Komponenten in ein 30 mm Cage-System
(Thorlabs, USA) eingebaut wurden, wodurch ein stabilerer Aufbau und eine einfachere
Justage gewadhrleistet sind. Die optischen Komponenten des Aufbaus, d.h. Laser,
Strahlaufweiter, Objektiv, Lochblende und Detektor, liegen auf einer optischen Achse (in-line
Geometrie). Bis auf die beiden Umlenkspiegel und den Laser befinden sich alle Bauteile in
einem aus Aluminium gefertigten Inkubator. Dieser ist temperierbar und erlaubt es somit
Messungen bei definierten Temperaturen durchzufuhren.

Als kohdrente Lichtquelle wird ein diodengepumpter Festkorperlaser (IMM Messtechnologie,
Deutschland) mit einer emittierten Wellenldnge von 532 nm und einer Leistung von 30 mW
im Dauerstrichbetrieb benutzt. Zur Justierung des Laserstrahls und zur Strahlreinigung dienen
drei Irisblenden und ein Strahlaufweiter (Thorlabs, USA). Danach wird der Strahl durch ein
20x Objektiv (NA = 0,4; Euromex Microscopes, Niederlande) auf eine Lochblende mit einem
Durchmesser von 500 nm (National Apertures Inc., USA) fokussiert. Dies fuhrt durch die
Bundelung des Strahls dazu, dass Intensitatsverluste an der Lochblende minimiert werden.
Als Detektor dient eine pco.1200hs CMOS-Kamera (pco. imaging, Deutschland;
1280 x 1024 Pixel, 12,3 x 15,4 mm? Detektorflache, 10 bit Dynamik, max.
Bildwiederholfrequenz 636 Hz). Optische Bauteile vor dem Detektorchip wurden fiir die
Anwendung in der Holographie vom Hersteller entfernt. Vor dem Chip wurde ein Infrarot-
Kantenfilter mit einer Dicke von 5 mm installiert, um zu verhindern, dass Abwérme vom
Chip die Probe erwédrmt und zu Konvektionen in der Probenkammer fiihren wirde. Die
Kamera ist auf Mikrometer Verstelltischen platziert um sie fiir die Messung in eine optimale
Position zu bringen und den Lochblende-Kamera Abstand zu variieren.

Die Probenkammern wurden zur Messung in einen Probenarm aus Aluminium eingespannt,
der Uiber einen XY Z-Verstelltisch bewegt werden kann.

Fur die Experimente mit Ulva linza Sporen und fir die Feldexperimente wurde im Rahmen
dieser Arbeit ein neuer Aufbau des holographischen Mikroskops konstruiert. Als Grundlage
daflr dienten andere Aufbauten, die zuvor in unserer Gruppe verwendet wurden [133, 166,
167]. Da die Experimente mit Ulva linza an der University of Birmingham und die Feld-
Experimente an einem Teststandort in Florida durchgefiihrt wurden, musste das
holographische Mikroskop flr jede Messzeit dorthin transportiert werden. Daher wurde auf

eine kompakte und zugleich stabile Bauweise geachtet. Alle Komponenten bis auf Laser und



Detektor wurden daher in ein 30 mm Cage-System (Thorlabs, USA) eingebaut, welches sich
in einer aus ca. 5 mm dicken Holzplatten gefertigten Box befindet. Dadurch ist der gesamte
optische Aufbau im Dunkeln. Dies minimiert eine Beeinflussung durch &ul3ere Lichtquellen
wie beispielsweise Tageslicht und verbessert die Qualitat der Messungen. Zusatzlich wurde
wéhrend der Messungen ein Laservorhang Uber den gesamten Aufbau platziert um
Einstrahlungen durch Offnungen und Spalte bestmdglich zu reduzieren. Der in diesem
Aufbau verwendete Laser ist ein diodengepumpter Festkorperlaser (IMM, Messtechnologie,
Deutschland) mit einer Wellenlange von 532 nm und einer Leistung von 100 mW im
Dauerstrichbetrieb. Alle anderen optischen Bauteile und der Detektor, entsprechen den zuvor

fiir den P. aeruginosa Aufbau beschriebenen Komponenten.

3.2 Experimente mit P. aeruginosa

3.2.1 Zellkultur von P. aeruginosa

Die in dieser Arbeit verwendeten P. aeruginosa Isolate wurden von der Gruppe von Prof.
Ursula Obst (Institut fir funktionelle Grenzflachen, Mikrobiologie an nat. und techn.
Grenzflachen, Karlsruher Institut fiir Technologie) zur Verflgung gestellt und kultiviert.

Zur Untersuchung der Schwimmaktivitdit von P.aeruginosa in Motilitats-Assays auf
semisoliden Schwimmagar-Platten wurden 8 verschiedene Isolate ausgewahlt. Diese sind
zusammen mit ihrer Abstammung in Tabelle 3.1 aufgefuhrt. Fir die holographischen
Experimente wurde nur der Stamm PA154 untersucht.

Zur Kultivierung der einzelnen Isolate wurden aus den gefrorenen Stammkulturen
Einzelkolonien durch fraktionierten Verdinnungsausstrich auf Cetrimid-Agar (Merck,
Deutschland) in Petrischalen angelegt. Diese wurden fur 24 h bei 37°C inkubiert und
anschlieBend bei 4°C im Kuhlschrank aufbewahrt.

Fur das Motilitats-Assay zur Bestimmung der Schwimmaktivitat der verschiedenen lIsolate
und fur die Tracking-Experimente mit dem holographischen Mikroskop wurden flussige
Ubernachtkulturen verwendet. Dafiir wurden am Vortag der Experimente ca. 30 ml Luria-
Bertani Medium (LB-Medium; Merck, Deutschland) mit einer Einzelkolonie inokuliert und
auf einem Schuttelinkubator (Unimax 2010, Heidolph) bei 37°C und 140 Upm fir ca. 18 h

inkubiert.
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Tabelle 3.1: Verschiedene Isolate von P.aeruginosa, die zur Untersuchung der
Schwimmaktivitat auf semisoliden Agar-Platten verwendet wurden. In den

holographischen Experimenten wurde nur das Isolat PA154 untersucht.

P. aeruginosa-lIsolat Isolationsort Herkunft
PA34 Klinikabwasser Mainz
PA253 Klinikabwasser Mainz
PA154 Klinikabwasser Mainz
VR143/97 Mensch Verona
Biofilm in technischem
SG81 Wassersystem Universitat Duisburg
(Fleischzerlegebetrieb)
SG81R1 Spontane Mutation von SG81 Universitat Duisburg
DSMZ (Deutsche
ATCC27853 Blutkultur Sammiung von
Mikroorganismen und
Zellkulturen)
PAO1 Mensch (infizierte Wunde) DSMZ

Motilitats-Assay auf semisoliden Schwimmagar-Platten

Die semisoliden Agar-Platten wurden gemall dem Protokoll von Tremblay et al. hergestellt
[50]. Dazu wurde M9-Ldsung mit den in Tabelle 3.2 aufgefuhrten Salzen in aqua dest.
angefertigt. Daneben wurden Zusatzldsungen gemaR Tabelle 3.3 hergestellt, die zusammen
mit der M9-L6sung zu 0,3%-igem Bacto™ Agar (BM, Becton) pipettiert wurden. Fiir die
0,3%-ige Bacto™ Agar Losung wurden zuvor 0,75 g Bacto™ Agar in 70 ml agua dest.
gelost. Die einzelnen Mengenangaben der M9-L6sung und der Zusatze, die zur Herstellung
des finalen Schwimmagars zur Bacto™ Agar Lésung hinzugefigt wurden, sind in Tabelle 3.4
angegeben.

Jeweils 13 ml der Schwimmagar-Losung wurden daraufhin in Petrischalen gefillt und unter
der Sterilbank getrocknet. Die semisoliden Schwimmagar-Platten wurden gleich am Tag der

Herstellung fur die Versuche verwendet.




Tabelle 3.2: Salze zur Herstellung von 250 ml M9-Ldésung nach Tremblay et al. [50]. Die

angegebenen Salzmengen wurden unter Rihren zusammen in 250 ml aqua dest.

gelost.

Salz Einwaage [g]
Na;HPO,4 x H,O 10,75
KH,PO, 3,75
NaCl 0,63
NH,CI 1,25

Tabelle 3.3: Zusatzlésungen zur Herstellung semisolider Agar-Platten. Die eingewogenen

Zusatze wurden einzeln bis zum angegebenen Endvolumen mit aqua dest. aufgefillt.

Zusatz Einwaage [g] Endvolumen [L]
MgSO4 x 7H,O 5,00 0,25
CaCl,; x 2 H,O 0,18 0,25

Glucose-Monohydrat

3,30 0,15
(0,2%)

Tabelle 3.4: Mengenangaben der zu 70 ml Bacto™ Agar pipettierten Losungen zur Herstellung

von 125 ml semisolidem Schwimmagar.

Ldsung Hinzugefliigte Menge [ml]
MO9-L6sung 25
Glucose-L6sung 25
MgSO4 x 7TH20 2,5
CaCl2 x 2 H20 2,5
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Fur das Motilitdts-Assay wurden die fliissigen Ubernachtkulturen der verschiedenen Isolate in
frischem LB-Medium zu einer 10%-igen (v/v) Vorkultur verdinnt und fiir weitere 2 h bei
37°C inkubiert. 10 pl dieser Vorkultur (Konzentration photometrisch bestimmt mit
ODsgp = 0,3) wurden dann in die Mitte der semisoliden Schwimmagar-Platten inokuliert und
anschlieBend bei 37°C im Brutschrank fur 48 h inkubiert.

Fur die holographischen Tracking-Experimente wurde die flussige Ubernachtkultur des
Stammes PA154 mit frischem LB-Medium verdinnt (ODsgy = 0,04) und fur 2 h bei 37°C
inkubiert. Diese Bakteriensuspension (ODsg =0,2) wurde direkt vor der Messung im
holographischen Mikroskop nochmals mit frischem LB-Medium auf eine ODsg = 0,04

verdlnnt.

3.2.2 Durchfiihrung der holographischen Messungen mit P. aeruginosa

Um die etwa 2 um grol3en Bakterien mit ausreichender Auflosung, Vergrof3erung und starkem
Kontrast aufzunehmen wurde die experimentelle Geometrie des holographischen Aufbaus
angepasst. Fur die Messungen mit P. aeruginosa wurde ein Lochblenden-Probe Abstand
zwischen 900-1700 um und ein Lochblenden-Kamera Abstand von 22 mm gewéhlt. Dadurch
ergab sich eine numerische Apertur von NA = 0,28 und damit eine laterale Auflésung von
d1at = 0,95 um (vgl. Kapitel 2.6.1), die ausreichte um Beugungsmuster der kleinen Bakterien zu
erhalten. Das Bildfeld (FoV, engl. fir Field of view), das ebenfalls durch die Abstédnde
zwischen Lochblende und Probe und Lochblende und Detektor gegeben ist, besitzt durch die
Divergenz der Wellenfront hinter der Lochblende und den rechteckigen Detektor-Chip die
Form eines geraden quadratischen Pyramidenstumpfes. Dieses hat an der Apexflache zur
Lochblende hin orientiert die Mal3e 0,48 mm x 0,48 mm und an der Basisflache zum Detektor

orientiert die MaRe 0,83 mm x 0,83 mm.

Als Probenkammern fiir die Experimente mit P. aeruginosa wurden kommerziell erhaltliche
biokompatible Flusskanéle des Typs Standard pSlide I-Luer 0,8 der Firma ibidi (ibidi GmbH,
Martinsried, Deutschland) verwendet. Zum Material der Kandle macht der Hersteller keine
genauen Angaben, nur dass es auf Polyethylen basiert. Der Kanal besitzt eine Lénge von
50 mm, eine Breite von 5 mm und eine Hohe von 800 pum was ein nominales VVolumen von
200 pl ergibt. Die GroRe des Kanals erlaubt somit die Bakterien in der Suspension in einem

grolen Volumen zu beobachten und frei schwimmende Bakterien unabhdngig von



Wandeffekten zu tracken. Abbildung 3.2A zeigt einen ibidi Slide, der zur Veranschaulichung
des eigentlichen Kanals mit blauer Tinte befiillt wurde. Die Offnungen des Kanals wurden mit
roten Gummistopfen und Parafilm® abgedichtet.

Fur die holographischen Messungen wurden 200 pl der vorbereiteten P. aeruginosa
Suspension (siehe 3.2.1) mit Hilfe einer Mikropipette in den ibidi Kanal eingefullt und die
Offnungen mit Stopfen und Parafilm verschlossen (siehe Abbildung 3.2B). Der ibidi Slide
wurde daraufhin umgehend in den Probenhalter des holographischen Mikroskops zwischen
Lochblende und Kamera eingespannt und die Messung wurde gestartet. Typischerweise
wurden holographische Bildserien bzw. Videos bestehend aus 3000 aufeinanderfolgenden
Hologrammen aufgenommen. Dies entspricht mit der gewahlten Bildwiederholungsfrequenz
von 5 Hz (engl. fur frames per second) einer Messdauer von 10 min.

Alle Messungen mit P.aeruginosa fanden unter Raumtemperatur (22°C) in einem
abgedunkelten, klimatisierten S2 Labor in der Gruppe von Prof. Ursula Obst am Institut fir
funktionelle Grenzflachen (KIT) statt.

Mikropipette

? I5mm “-800pm

50mm

ibidi Standard pSlide I-Luer Kanal

Abbildung 3.2: A) Photographie eines ibidi Standard pSlide 1-Luer Kanals, der mit blauer Tinte
befullt wurde. Die Offnungen des Kanals sind mit roten Gummistopfen und
Parafilm® verschlossen. B) Schematische Darstellung des ibidi Standard pSlide
I-Luer Kanals mit den Abmessungen L =50 mm, B =5 mm und H = 800 um, der
fur die holographischen Messungen mit Hilfe einer Mikropipette mit 200 pl

Bakteriensuspension befiillt wurde.

o1
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3.3 Experimente mit Ulva Linza Zoosporen

Die Experimente mit Ulva linza Zoosporen wurden in Zusammenarbeit mit der Gruppe von
Prof. James Callow an der School of Bioscience der University of Birmingham durchgefuhrt.
Die in dieser Arbeit gezeigten Daten zum Besiedlungs- und Schwimmverhalten der Ulva
Sporen in Anwesenheit positiv geladener Oligopeptid SAMs wurden im Juli 2012 im Labor
der Arbeitsgruppe Callow in Birmingham aufgenommen. Das holographische Mikroskop
wurde zu diesem Zweck nach Birmingham verschickt, weshalb im Rahmen dieser Arbeit
zunéchst ein leichter, transportabler und dennoch stabiler Aufbau des Mikroskops entwickelt
wurde (siehe Abschnitt 3.1).

3.3.1 Freisetzung von Ulva Linza Zoosporen

Die Sporen der Ulva linza kénnen nicht kultiviert werden, daher wurden vor jeder Messzeit
adulte Pflanzen der Griinalge an der Kiiste von Llantwit Major, South Wales, U.K. (51°40°N;
3°48°W) geerntet. Die natirliche Freisetzung einer riesigen Anzahl an Sporen aus den Ulva
Pflanzen geschieht in Abhdangigkeit des Mondzyklus bei Vollmond und bei Neumond,
weshalb die Ernte der Pflanzen ca. 2-3 Tage zuvor stattfand, um eine ausreichende Menge an
Sporen zu erhalten. Das Einsammeln der Ulva linza Pflanzen und die Freisetzung der Sporen
unter Laborbedingungen erfolgen nach einem bewéhrten Protokoll [25] und sind in
Abbildung 3.3 in Bildern dargestellt. Im Folgenden werden die einzelnen Schritte in

Anlehnung an Abbildung 3.3 detailliert erlautert:

(A) Die adulten Pflanzen wurden Buschelweise bei Ebbe 2-3 Tage vor Vollmond im
Brackwasserbereich an der Kiiste geerntet. Dabei ist zu beachten, dass hauptsachlich
Pflanzen mit dunkelgriinen oder cremeweif3en Spitzen geerntet werden (Sporophyten).
Bei Pflanzen mit orange-braunlichen Spitzen handelt es sich um Gametophyten, die

haploide Gameten freisetzen.

(B) Direkt vor Ort wurden die Pflanzen durch auswringen von tberschiissigem Wasser
befreit, in trockene Zellstofftiicher eingerollt, um sie vorm Austrocknen zu bewahren,
und in Plastikbeuteln in gekuhlten Boxen verstaut. Im Labor angekommen, wurden sie

direkt in den Kihlschrank verlagert.

(C)-(E) Zur Freisetzung der Sporen wurden die Buschel (C) in die einzelnen Pflanzen

getrennt (D). Diese kénnen verschiedene Formen aufweisen. Die Sporen befinden sich



in den Spitzen der Pflanzen. Das andere Ende der Pflanze, namlich der
Verankerungsteil mit dem sie mit einem festen Substrat verbunden waren, ist sehr
dinn und lauft am Ende Spitz zu. Die eigentliche Spitze mit den enthaltenen Sporen
befindet sich am breiteren Ende der Pflanze. Pflanzen mit gelblich-braunlichen
Spitzen mussen aussortiert werden, da es sich dabei um Gametophyten handelt (vgl.
(D3-4)). WeiRe Stellen an den Spitzen der Sporophyt Pflanzen sind auf bereits
freigesetzte Sporen zuriickzufiihren. Da nur die Spitzen benétigt wurden, wurden diese
von der tbrigen Pflanze abgeschnitten (E).

(F) Die Spitzen wurden in ein Becherglas mit ausreichend (ca. 5-10 ml) kinstlichem
Meerwasser (ASW, Tropic Marine®, doppelt mit 20 um gefiltert) gebracht und hell

am Fenster platziert.

(G) Nach wenigen Minuten wurden die Sporen aus den Spitzen frei gesetzt. Leichte
Bewegungen des Becherglases und die dadurch verbundene Wellenbewegung des

Wassers beginstigten die Freisetzung.

(H) Das griin verfarbte ASW mit den Sporen wurde durch tbereinandergelegte 20 um,
50 um und 100 um Nylon Netzfilter in ein frisches Becherglas gefiltert. Dadurch

wurden Sand und Kieselalgen in den Filtern zurlickbehalten.

(1) Zur Aufreinigung der Sporensuspension wurde das Becherglas in einem Behalter
mit crushed Eis platziert. Das Eis verhindert, dass sich die Sporen an der Oberflache

des Becherglases anlagern.

(J) Da gesunde Sporen negativ phototaktisch sind, schwammen diese zum
Becherboden und konzentrierten sich dort, wahrend freigesetzte Gameten zum Licht

hin schwammen.

(K) Die Sporenwolken am Becherboden konnten leicht mit einer Pipette aufgesaugt
und in ein Becherglas auf Eis mit frischem ASW gebracht werde. Dieser Vorgang des

Aufreinigens der Sporen [I-K] wurde zweimal wiederholt.

(L) Zum Schluss wurde die konzentrierte Sporensuspension in ein frisches Becherglas
mit ASW pipettiert und standig auf dem Magnetrihrer geriihrt, um die Anlagerung der
Sporen zu verhindern. Die flir die Experimente gewinschte Sporenkonzentration

wurde photometrisch bei einer Absorption bei 660 nm eingestellt.



3 Experimenteller Teil

_d

Abbildung 3.3: Bildliche Darstellung der Ulva linza Ernte und Sporen Freisetzung unter

Laborbedingungen an der University of Birmingham.

3.3.2 Untersuchte Oberflachen

3.3.2.1 Oligopeptid SAMs

Die untersuchten Oligopeptid Oberflachen wurden von der Gruppe von Dr. Thomas Ederth
(Molecular Physics, Linképing University, Schweden) prépariert und zur Verfligung gestellt.
Das untersuchte positiv geladene Oligopeptid ist in Abbildung 3.4 dargestellt. Es besteht aus
einem Cystein (Cys), durch das das Peptid Uber die Thiol Gruppe an ein Goldsubstrat

[ 54 ]




angelagert werden kann, zwei Glycin (Gly) Einheiten, die als Abstandshalter fungieren und
abwechselnd angeordneten Arginin (Arg) und Tyrosin (Tyr) Einheiten. Die Beschreibung der
Synthese des Peptids befindet sich in Ederth et al. [32, 33]. Fur die vorliegende Arbeit wurden
SAMs mit unterschiedlichem ArgTyr Oberflachenanteil prapariert. Daflr wurden Loésungen
mit verschiedenen Mischverhaltnissen des ArgTyr Peptids aus Abbildung 3.4 und eines reinen
Gly Peptids mit drei Gly Einheiten (vgl. Abbildung 3.4 rot eingerahmter Bereich) angesetzt.
Die Mischungsverhaltnisse sind wie folgt:

Tabelle 3.5: Nachfolgend verwendete Bezeichnungen und Mischungsverhéltnisse der in dieser
Arbeit untersuchten Oligopeptid SAMs

Bezeichnung Mischungsverhaltnis
100% ArgTyr 100% ArgTyr / 0% Gly
50% ArgTyr 50% ArgTyr / 50% Gly

0% ArgTyr 0% ArgTyr / 100% Gly

Der reine Gly SAM (0% ArgTyr) fungierte als ,,Dummy*“ Peptid und wurde als
Kontrolloberflache in der Untersuchung mitgefiihrt. Als Substrat fur die SAMs wurden
Nexterion® Glas B Objektrager (Schott, Deutschland) mit 10 A Titan und 100 A Gold
beschichtet (Préparation siehe [33]). Diese Goldschicht war etwas dunner als die in
vorherigen Studien normalerweise verwendete Goldschicht (200 A), da die Oberflachen fiir
die Untersuchung im holographischen Mikroskop so durchsichtig wie méglich sein mussten.
Die so beschichteten Objekttrdger wurden fir 24 h in einer 0,4 mM waéssrigen Peptidldsung
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die SAMs abgespiilt, getrocknet und unter Stickstoff
verpackt. Zur Charakterisierung der SAMs auf der dinneren Goldbeschichtung wurden
Ellipsometrie und IRAS (Infrared reflection absorption spectroscopy) Messungen

durchgefiihrt, deren Ergebnisse den erwarteten Messwerten entsprachen [32, 33].

Fur die Messungen im holographischen Mikroskop wurden Kandle des Typs sticky-Slide I-
Peptid SAMs beschichtet. Dieser Slide besitzt keinen geschlossenen Kanal, sondern kann
selbstklebend auf einem Substrat, wie dem hier verwendeten mit Peptid beschichteten
Nexterion® Objekttréager, befestigt werden, um dann mit dem Substrat zusammen einen
geschlossenen Kanal zu bilden. Die Abmessungen des Kanals entsprechen denen des
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Standard pSlides der Firma ibidi. Fur die Praparation der Peptid SAMs in dem ibidi Kanal
wurde dieser zunéchst mit 25 A Titan und 200 A Gold bedampft. Diese Goldschicht wurde
dicker gewdhlt da durch die Geometrie des Bedampfungsaufbaus mit festem
Bedampfungswinkel Schatteneffekte auftraten, wodurch die Goldschicht an den Réndern des
Kanals dunner wurde. Fir die Peptidbeschichtung der Kandle wurden die verschiedenen
Peptidlésungen in die einzelnen Kanale eingefullt und analog zu den Goldobjekttragern fur
24 h inkubiert. Die Kanéle wurden abgespuilt, getrocknet und fir den Versandt unter
Stickstoffatmosphére verpackt.

Cystein Arginin

/ \

Glycin Tyrosin

Abbildung 3.4: Chemische Struktur des in dieser Arbeit untersuchten positiv geladenen
Oligopeptids mit Arginin und Tyrosin Einheiten. Es besteht aus einem Cystein
zur Verankerung mit dem Goldsubstrat, zwei Glycin Einheiten als
Abstandshalter und vier bzw. drei abwechselnd angeordneten Arginin und
Tyrosin  Einheiten. Zur Préparation der gemischten SAMs mit
unterschiedlichem Arginin Tyrosin Oberflachenanteil wurde neben dem
abgebildeten Peptid das rot eingerahmte Glycin Peptid verwendet. Die 0%
ArgTyr Oberflache besteht zu 100% aus diesem Glycin Peptid und wird als

Kontrolloberflache in der Analyse mitgefiihrt.

3.3.2.2 FOTS SAMs

Tridecafluoroctyl-triethoxysilane (Degussa, Deutschland) (FOTS) SAMs wurden von M.

Arpa Sancet mittels chemischer Gasphasenabscheidung (CVD, engl. fir chemical vapor



deposition) nach dem Protokoll von X. Cao auf Nexterion® Glas B Objekttrdgern angefertigt.

Das ausfihrliche Protokoll ist der Dissertation von X. Cao zu entnehmen [168].

3.3.3 Biologische Standard Besiedlungs-Assays

Die biologischen Besiedlungs-Assays wurden nach den Protokollen von Callow et al. [25]
und Finlay et al. [81] durchgefiihrt. Fur das Standard Besiedlungs-Assay wurden die
verschiedenen Oligopeptid Oberflachen (3 Replicate pro Peptid SAM) in Quadriperm Schalen
(Greiner Bio-one; Ltd.) gelegt und jeweils 10 ml Sporensuspension (ODggo = 0,15, dies
entspricht 10° Sporen/ml) hinzugefiigt. Die Oberflichen wurden, anstatt einer Standard
Assay-Dauer von 45 min, fur 30 min mit der Sporensuspension im Dunkeln inkubiert. Danach
wurde die Sporensuspension entfernt und die Peptid Oberflachen vorsichtig abgespult, um nur
leicht angehaftete Sporen zu entfernen. Die Oberflachen wurden daraufhin in 2,5%-iger (v/v)
Glutaraldehyd Losung fixiert, danach gewaschen und an der Luft getrocknet. Um die
Ergebnisse des Besiedlungs-Assays besser mit den Resultaten der holographischen
Messungen vergleichen zu kdnnen wurde zusatzlich zu dem Standard Besiedlungs-Assay mit
der Standard Sporenkonzentration (10° Sporen/ml) ein Assay mit einer verringerten
Sporenkonzentration (ODggo = 0,03 bzw. 2 x 10° Sporen/ml) durchgefiihrt. Bis auf die
geringere Sporenkonzentration wurden die Proben analog zu dem Standard Assay behandelt.
Die Auswertung der Besiedlungs-Assay Proben erfolgte am Karlsruher Institut fur
Technologie. Es wurden lichtmikroskopische Aufnahmen der Proben mit einem Nikon
Eclipse 90i im Transmissionsmodus gemacht. Dabei wurden auf jedem der drei Replikate pro
Probe 10 verschiedene Bilder in unterschiedlichen Bereichen der Probe mit einem 40x
Objektiv aufgenommen. Die Anzahl der gesiedelten Sporen in den Aufnahmen wurde
manuell gezihlt, wobei zwischen normal gesiedelten und ,,pseudo“-gesiedelten Sporen
unterschieden wurde. Die angegebenen Werte ergeben sich aus der Mittelwertbildung der
Anzahl in den einzelnen Bildfeldern (n = 30) und der Fehler resultiert aus dem Standardfehler
der Mittelwertbildung.

3.3.4 Durchfiihrung der holographischen Messungen mit Ulva Linza Sporen

Kurz vor jeder Messung mit Ulva linza Sporen wurde der verwendete Probenkanal mit den
mit Peptid beschichteten Oberflachen vorbereitet. Dafir wurden die mit 10 nm Gold und
Peptid beschichteten Nexterion® Objektréger (siehe Abschnitt 3.3.2.1) und die mit 25 nm
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Gold und Peptid beschichteten sticky-Slide I-Luer 0,8 Kandle der Firma ibidi zunéachst mit
Stickstoff abgeblasen, um kleine Partikel und abgelagerten Staub zu entfernen. Die Kanéle
wurden dann auf die jeweils gleich beschichteten Peptid Oberflachen geklebt, sodass ein
800 um hoher Kanal mit beidseitig beschichteten Seiten entstand. Uber Luer-Konnektoren
(ibidi, Deutschland) wurden ca. 25 cm lange Silikonschlauche an beiden Enden des Kanals
befestigt (vgl. Abbildung 3.5), die wiederum am anderen Ende mit 3-Wegehé&hnen (Neolabs,
Germany) versehen wurden. Dadurch konnte der Kanal im eingebauten Zustand beftllt

werden.

Abfall

Abbildung 3.5: Schematische Abbildung des mit Peptid beschichteten sticky-Slide I-Luer 0,8 der
Firma ibidi, der auf den mit dem gleichen Peptid beschichteten Goldobjektrager
geklebt wurde, um einen Kanal mit einer Héhe von 800 um zu bilden. Die
Sporensuspension wurde Uber Silikonschlauche, die Gber Konnektoren mit dem

Kanal verbunden waren, mittels Spritze in den Kanal geftillt.

Die Messungen in dem holographischen Mikroskop wurden in einem Tageslichtlabor bei
Raumtemperatur (22-23°C) durchgefuhrt. Durch die 35nm dicke Goldschicht des
Probenkanals folgte wahrend der Messungen im holographischen Mikroskop eine
Abschwachung der Laserintensitat nach Durchgang durch die Probenkammer. Daher wurde
fur die Messungen mit den Oligopeptid Oberflachen ein diodengepumpter Festkorperlaser mit
einer hoheren Leistung von 100 mW verwendet. Dies gewéhrleistete, dass geniigend
Intensitét fir die Aufnahme der Hologramme am Detektor ankam.

Der Abstand zwischen der Lochblende und der Kamera wurde in dem Aufbau auf ca. 20 mm
eingestellt, woraus eine numerische Apertur von NA = 0,3 und damit eine laterale Auflésung
von O = 0,85 um und eine Tiefenauflosung von dger = 2,7 UM resultierte. Die Ausmalie des

konischen Bildfeldes bei diesem Abstand und einem Lochblenden-Probe Abstand zwischen



1500-1900 pum betrugen 0,34 mm? in der Ebene zur Lochblende hin orientiert und 0,97 mm?
in der Ebene zum Detektor hin orientiert.

Vor Beginn der Messung wurde der vorbereitete Probenkanal in die Probenhalterung des
holographischen Mikroskops eingebaut und in die richtige Position gebracht. Im Live-
Bildmodus der Kamera wurde dabei ein geeigneter Bildbereich in der Mitte des Probenkanals
ausgewahlt. Damit die Sporen unmittelbar nach ihrer Injektion in den Probenkanal verfolgt
werden konnten, wurde die Messung bereits mit dem leeren Probenkanal gestartet. Direkt
nach dem Start wurden ca. 2 ml der Sporensuspension (ODggo = 0,03; Konzentration: 2 x 10°
Sporen/ml) mit einer Spritze Uber die Silikonschlduche in den Kanal gefillt. Die 3-
Wegehahne an den Enden der Schlduche wurden daraufhin direkt verschlossen, um
Konvektionen innerhalb des Probenkanals zu vermeiden. Es wurden fir jede Probe
Hologrammserien mit einer Gesamtdauer von 11 min mit typischerweise 10.000

Hologrammen und einer Bildwiederholungsfrequenz von 15 Hz aufgenommen.

3.4 In situ Holographie im Feldexperiment

Die Feldexperimente wurden in Zusammenarbeit mit der Gruppe von Prof. Dr. Geoffrey Swain
(Florida Institute of Technology; Florida USA) an einem Teststandort des FIT in der Indian River
Lagoon an der Ostkiste Floridas in der Ndhe von Sebastian (27° 53" 59°°N, 80° 28°28"W)
durchgefiihrt (siehe Abbildung 3.6A). An diesem Teststandort befand sich ein Wassertank, durch
den sténdig frisches Meerwasser aus der Indian River Lagoon durchgepumpt wurde. Zuvor wurde
das Meerwasser jedoch in ein vorgeschaltetes Wasserbecken geleitet, in dem sich Sedimente wie
Sand zunachst absetzten konnten. Das fir die Experimente verwendete Meerwasser wurde direkt
aus dem Wassertank bezogen. Um die Experimente in unmittelbarer Nahe der Probenquelle
durchzufihren wurde ein Van als ,mobiles“ Labor angemietet, in dem das transportable
holographische Mikroskop aufgebaut und justiert wurde (siehe Abbildung 3.6B). Dieses Labor
wurde direkt neben dem Wassertank platziert.

In dem Zeitraum vom 22.11.2010 bis 5.12.2010 wurden an 12 Tagen insgesamt 64
Messungen mit einer Messdauer von 10 min durchgefiihrt. Dies entspricht einer Datenmenge
von 576.000 Hologrammen oder einem Datenvolumen von ca. 1,1 Terabyte. Die Abtastrate
wurde analog zu den Experimenten mit Ulva linza Zoosporen zu 15 Hz gewdhlt. Die
Aufbaugeometrie, d.h. die Abstdnde zwischen Probe, Lochblende und Kamera, entsprach
ebenfalls der Messanordnung fiir die Experimente mit den Ulva Sporen (vgl. Abschnitt 3.3.4).
Als Oberflachen wurden Nexterion® GlasB, FOTS-SAMs (vgl. 3.3.2.2) und Ethylene glykol
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(EG) SAMs (EGx, HS-(CH2)11-(OC2H4)xOH, x=1, 3 und 6) (Prochimia Surfaces Sp z.0.0., Polen)
vermessen. Um die Unversehrtheit der Proben zu gewahrleisten, wurden die SAMs direkt vor
Ort am FIT prépariert. Fur das Praparationsprotokoll siehe [169, 170]. Zuséatzlich fanden
Messungen in Standard pSlides I-Luer 0,8 der Firma ibidi statt.
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Abbildung 3.6: A) Lage des Teststandortes des Florida Institute of Technolgy an der Indian
River Lagoon nahe Melbourne, Florida [171]. B) Aufbau des holographischen

Mikroskops im ,,mobilen*“ Labor direkt am Teststandort.

Die Durchfiihrung der Messungen sah wie folgt aus. Zunachst wurden die Probenkammern
vorbereitet. Zur Untersuchung der SAMs wurden dafiir sticky-Slides I-Luer 0,8 auf die zu
untersuchenden Oberflachen geklebt und, wie in 3.3.4 beschrieben, mit Silikonschlduchen
versehen. Das gleiche wurde auch mit den Standard ibidi Kanélen durchgefiihrt. Die
Probenkammern wurden dann in das holographische Mikroskop montiert. Das Meerwasser
wurde mit Hilfe einer Schussel sowohl aus tieferen Schichten (ca. 50 cm von der
Wasseroberflache) als auch von oberflachlichen Schichten des Wassertanks entnommen.
Dieses wurde zunéchst mit Bagpage® Filtern (Interscience, Frankreich) mit einer Porengréfiie
von 100 um vorgefiltert. Danach wurde das vorgefilterte Wasser mit einem 30 um Nylon
Netzfilter (NY30, Millipore, Darmstadt, Deutschland), eingelegt in einen Spritzen-
Filteraufsatz (Schleicher und Schill; Dassel, Deutschland), erneut gefiltert. 2 ml dieses
gefilterten Meerwassers wurden, wie in Abschnitt 3.3.4 beschrieben, mit einer Spritze uUber
die Silikonschlauche in die Probenkammern eingefillt. Vor der Injektion des Wassers in die

Probenkammern wurden die Messungen gestartet.
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3.5 3-dimensionales Tracking und Datenanalyse

3.5.1 Rekonstruktion der Hologramme

Bevor die Koordinaten der schwimmenden Mikroorganismen zur Trajektorienbestimmung
extrahiert werden konnten, mussten zur Rlckgewinnung der Realrauminformation die
aufgenommenen Hologramme zundchst rekonstruiert werden. Dies erfolgte mit einer in
Matlab (The Mathworks, R2007b) erstellten Software, die auf dem Rekonstruktions-
algorithmus von Kreuzer basiert [31, 163, 172]. Da durch die Verwendung von
Fouriertransformationen nur quadratische Bilder verarbeitet werden kénnen, mussten die
Hologramme vor der Rekonstruktion vorbereitet werden [31]. Die von der pco.1200hs
Kamera erzeugten 16 bit Tiff- Dateien mit einer Bildgrolie von 1280 x 1024 Pixeln wurden
daher auf 1024 x 1024 Pixel zugeschnitten. Um neben den Raumkoordinaten auch zeitliche
Informationen flr das Tracking zu erhalten, beinhalten die aufgenommenen Hologramme
einen Zeitstempel, der graustufencodiert in den ersten 14 Pixeln des Bildes gespeichert ist.
Dieser wurde ebenfalls bei der Hologramm Vorbereitung ausgelesen. Um nur die zu
untersuchenden Organismen ohne stérende Hintergrundbeleuchtung zu rekonstruieren und
wahrend der Aufnahme auftretende Ausleuchtungsschwankungen zu kompensieren, wurde
durch Abzug eines Quellbildes ein sogenanntes Differenzhologramm erzeugt. Dafuir wurden
Hologramme aus dem Datensatz in bestimmten Inkrementen (z.B. alle 100 Hologramme)
entnommen und aus diesen durch Medianfilterung kinstliche Quellbilder erzeugt. Die so
erhaltenen Differenzhologramme konnten daraufhin rekonstruiert werden (vgl. Kapitel 2.6.2).
Das verwendete Rekonstruktionsprogramm liest dafur einmal eine Textdatei ein, die die
Parameter des holographischen Aufbaus, wie Lochblenden-Kameraabstand, GrofRe des
Detektorchips, und Wellenlénge der Lichtquelle enth&lt. Dabei ist zu beachten, dass das Licht
in seinem Strahlengang hinter der Lochblende auf Medien mit unterschiedlichen
Brechungsindizes trifft (Luft, ibidi Kanal, wassriges Medium, Glas), was dazu fuhrt, dass sich
sowohl die effektive Wellenlange als auch die Form der Wellenfront &ndert [172, 173]. Daher
wurde von Dr. Hernan Sendra ein Model zur Brechungsindexkorrektur (RIC, engl. fur
refractive index correction) mit verschiedenen Korrekturtermen fir die Detektorposition und
die Detektorflache eingefuhrt [166, 172]. Bei der Angabe der Aufbauparameter muss daher
diese Korrektur beachtet werden. Zusétzlich wird eine zweite Textdatei mit den
Rekonstruktionsparametern, wie Rekonstruktionsebenenabstand, oberste und unterste

Rekonstruktionsebene, den Speicherort des Quellbildes und die Anzahl der zu
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rekonstruierenden Hologramme eingelesen. Der Rekonstruktionsebenenabstand betrug fur die
Auswertung der Ulva linza Messungen und der Feld Messungen 5 pum, was fir die akkurate
Bestimmung der Positionen ausreichte. Fir die Auswertung der kleineren P. aeruginosa
wurde der Abstand auf 2 um verringert. Fur eine bessere Handhabung der Daten und eine
Reduzierung der Datenmenge wurden aus den einzelnen rekonstruierten Ebenen
(typischerweise zwischen 250 und 300 Ebenen) drei Projektionsebenen (Maximalwert-
projektionen in XY, XZ und YZ) erzeugt, die die Information aus dem kompletten
rekonstruierten VVolumen enthalten [167].

Bei der Rekonstruktion der Daten der Ulva linza Sporen und den Oligopeptid Oberflachen trat
folgendes Problem auf. Durch die Goldbeschichtung der verwendeten Oberflachen im
Probenkanal traten Reflexionsartefakte durch den Laser auf, wodurch in der Mitte der
rekonstruierten Hologramme ein grofler weilRer Spot mit hoher Intensitat erzeugt wurde.
Dieser fuhrte dazu, dass der Kontrast der eigentlichen Objekte, ndmlich der Sporen, in den
Rekonstruktionen reduziert wurde und diese kaum zu erkennen waren. Daher wurde aus
einem rekonstruierten Hologramm eine Maske erzeugt, die die Region mit hoher Intensitét
wéhrend der Rekonstruktion maskierte. Durch Bestimmung des maximalen Intensitatswertes
aulRerhalb dieser Maske und Skalierung der Intensitatswerte innerhalb der Maske auf diesen

maximalen Wert konnte der Kontrast der Sporen erheblich verbessert werden.

3.5.2 Bestimmung der Trajektorien

Um die 3D-Positionen der Objekte in dem rekonstruierten Volumen und damit die
Trajektorien zu bestimmen wurde ein semiautomatisches Programm mit einem graphischen
Interface (Matlab) verwendet, das auf dem von Heydt beschriebenen Prinzip basiert [167].

Als erstes missen Startpunkte vom Benutzer in der XY-Ebenenprojektion vorgegeben
werden, woraufhin das Programm nach korrespondierenden Koordinaten in den XZ- und YZ-
Ebenenprojektionen sucht. Als Signalschwerpunkt wird der Punkt maximaler Intensitét
angenommen. Die Suche nach den Positionen in den darauffolgenden rekonstruierten
Hologrammen werden daraufhin anhand von gegebenen Parametern, wie beispielsweise der
maximalen Schwimmdistanz in X, Y und Z zwischen zwei aufeinanderfolgenden
Hologrammen, solange automatisch bestimmt, bis eine Fehlbestimmung auftritt und das
Programm abbricht. Dies passiert wenn bestimmte Kriterien nicht erfullt werden. Bei diesen
Kriterien handelt es sich um Ober-und Untergrenzen der ObjektgréfRe in den Projektionen,
Schwellenwerte fir die Grauwerte der Objekte oder maximale Abweichungen in der



Bestimmung der Z-Koordinate in der XZ- und YZ-Projektion [166]. Der Fehler muss dann
vom Benutzer korrigiert werden. Danach fiihrt das Programm die Bestimmung fort, bis die
Trajektorie vervollstandigt ist. Danach erhélt man fur jede Spore eine vierdimensionale
Matrix, die die X,Y,Z-Koordinaten zu jedem aufgenommenen Zeitpunkt enthalt

3.5.3 Analyse der Trajektorien

Die Analyse der bestimmten Trajektorien erfolgte mit Hilfe eines von Hernan Sendra
entwickelten Auswerteprogramms in Matlab, welches Parameter wie Abstandsvektoren,
Schwimmgeschwindigkeit und Schwimmwinkel berechnet und es gleichzeitig erlaubt die
Parameter zu plotten. Dieses Auswerteprogramm basiert auf dem von Matthias Heydt
entwickelten Prinzips der Trajektorien Interpretation [167].

Da die Z-Auflosung in der Tiefe durch die relativ kleine numerische Apertur schlechter ist als
die laterale Auflésung in der XY-Ebene, wurden die Z-Koordinaten gemaR der Methode von
Matthias Heydt vor der Berechnung der Parameter angepasst. Dafir wurden die Z-
Koordinaten Uber eine Spanne von 11 Datenpunkten mittels lokaler Regression (ber ein
Polynom zweiten Grades geglattet (vgl. rloess-Routine in Matlab). Alle in dieser Arbeit
dargestellten Trajektorien und Daten wurden zuvor in der Z-Koordinate geglattet. Fir die
Glattung der Z-Koordinate in den Trajektorien von P. aeruginosa wurde eine groRere Spanne
von 21 Datenpunkten gewahlt, da das Rauschen der Bakteriendaten etwas grofRer war als bei
den Daten mit Ulva linza. Zuséatzlich wurden diese Trajektorien auch in der X- und Y-
Koordinate mit einer Spanne von 11 Datenpunkten geglattet (vgl. Kapitel 4.1.2).

Die Geschwindigkeit kann aus der Lange des dreidimensionalen Abstandsvektors zwischen
zwei aufeinanderfolgenden Positionen der Spore, geteilt durch die Zeit zwischen zwei
aufgenommenen Einzelhologrammen berechnet werden. In dieser Arbeit wurden die
Geschwindigkeiten meist in Geschwindigkeitsverteilungshistogrammen dargestellt, wobei die
wahrscheinlichste Geschwindigkeit durch eine Anpassungsfunktion in Form einer Maxwell-
Boltzmann Verteilung bestimmt wurde.

Fur die Analyse des Schwimmuverhaltens wurden in dieser Arbeit zwei verschiedene Winkel
berechnet, a, und o,. Der Winkel o, ist als Schwimmwinkel definiert, und wird unter
Berticksichtigung maoglicher Uberabtastung von Datenpunkten anhand von drei
aufeinanderfolgenden Abstandsvektoren bestimmt. Betradgt der Wert dieses Winkels 0° so
schwimmt der Organismus auf einer geraden Linie. Liegt der Winkel bei 180° so schwimmt
der Organismus ruckwarts. Der Winkel o, ist definiert als Winkel zwischen dem
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Abstandsvektor zweier Datenpunkte und der Oberflachennormalen. Dieser gibt Auskunft Gber
die Orientierung der Schwimmrichtung hinsichtlich der Oberflache. Schwimmt der
Organismus parallel zur Oberflache so ergibt sich ein o, von 90°. Bei Winkeln >90°

schwimmt der Organismus zur Oberflache hin, bei Winkeln <90° von dieser weg.

A - B
)
N
Y

Oberflachennormale

Abbildung 3.7: Schematische Darstellungen zur Definition der Winkel A) a, und B) a,.
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Das Ziel dieser Arbeit besteht darin mittels dreidimensionaler Mikroskopie Daten mit hoher
raumlicher Auflésung neue Erkenntnisse zum Motilitdtsmechanismus von P. aeruginosa zu
gewinnen und Verhaltensmuster von Ulva linza Zoosporen auf oberflachenspezifische Reize
zu identifizieren. AuBRerdem soll anhand von Feldexperiment-Daten die Motilitdt mariner
Mikroschwimmer unter naturlichen Bedingungen untersucht und mit bereits erzielten

Ergebnissen aus Laborexperimenten mit Ulva linza verglichen werden.

Gegenstand der folgenden Kapitel ist die qualitative Beschreibung des Schwimmverhaltens
und die quantitative Analyse der Motilitatsdaten der untersuchten Organsimen basierend auf
dreidimensionalen Trajektorien. Die erzielten Ergebnisse sind in den einzelnen Abschnitten
aufgezeigt und werden anschlieRend interpretiert und diskutiert.

4.1 Schwimmverhalten von Pseudomonas aeruginosa

In diesem ersten Ergebnisteil der vorliegenden Arbeit wird ausschliefflich das planktonische,
Flagellen-vermittelte Schwimmen als Fortbewegungsart von P. aeruginosa deskriptiv
dargestellt und einzelne Bewegungsmuster charakterisiert. Hydrodynamische Wandeffekte
auf die Bewegung in der Néhe von Oberflachen werden aufgrund des ausgedehnten
Beobachtungsvolumens und dem damit verbundenen groRen Abstand der Bakterien zur

Oberflache ausgeschlossen.

4.1.1 Untersuchung der Schwimmaktivitat verschiedener P. aeruginosa-

Stamme mittels Motilitdts-Assays auf semisoliden Agar-Platten

Neben den hdufig untersuchten P. aeruginosa Stammen PAOL und ATCC 27853 [45, 174]
existiert eine Vielzahl weiterer Stdmme, die unterschiedlichen Isolationsorten entstammen.
Zur Ermittlung der Fahigkeit und Aktivitat der verschiedenen Stdmme, sich mittels Flagellen
schwimmend fortzubewegen, wurden im Rahmen der Diplomarbeit von Carmen Lotz in der
Arbeitsgruppe von Prof. Axel Rosenhahn Motilitats-Assays auf semisoliden Schwimmagar-
Platten durchgeftuihrt, deren Ergebnisse in diesem Kapitel kurz zusammengefasst werden
[175]. Es wurden 8 Stdmme von P. aeruginosa ausgewéhlt: PA34, PA154, PA253,
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VR143/97, SG81, SG81R1, ATCC 27853 und PAOL. Dabei handelt es sich, bis auf den
Stamm SG81R1, der eine nicht-mucoide Mutante des SG81 darstellt, bei allen anderen
Stammen um Wildtypformen. Die Abstammung der Isolate kann der Tabelle 3.1 in Kapitel
3.2.1 entnommen werden. Die semisoliden Schwimmagar-Platten wurden jeweils
punktférmig in der Mitte beimpft (siehe Kapitel 3.2.1). AnschlieBend wurden sie fiir 48 Std
bei 37°C inkubiert. Motile Stdamme breiteten sich, wie in Abbildung 4.1 beispielhaft fur die
Stamme PA253 und PA154 gezeigt, im Agar aus was durch eine radialsymmetrische Triibung
um den Inokulationspunkt augenscheinlich wurde [176]. Der Grad der Ausbreitung wurde

dabei als Mal fur die Schwimmaktivitat der Bakterien herangezogen.

Abbildung 4.1: Digitale Photographien der mit den Stdmmen A) PA253 und B) PA154
inokulierten Schwimmagar-Platten. Der Grad der Ausbreitung der Kolonien,
gekennzeichnet durch die kreisformige Trubung um den Inokulationspunkt, ist

ein Mal3 fur die Motilitat des jeweiligen Bakterienstammes [175].

Zur Quantifizierung der Motilitdt wurden Photographien der einzelnen Platten mit einer
Digitalkamera (DIMAGE A200, Konica Minolta) erstellt. Mit Hilfe des
Bildbearbeitungsprogrammes Image J (W. Rasband, National Institutes of Health, USA)
wurde der prozentuale Fl&chenanteil der Trilbung und damit der Ausbreitungsgrad der
Bakterien bestimmt. Die Ergebnisse dieser Bestimmung sind in Abbildung 4.2 dargestellt.
Dabei wurde ein relativer Abweichungsfehler von 5% angenommen. Die einzelnen Stdmme
wurden anhand ihres Ausbreitungsgrades in drei Kategorien klassifiziert. Zur ersten
Kategorie, der Kategorie der starken Schwimmer mit einem Ausbreitungsgrad von mehr als
50%, zéhlen die Stamme PA154 und ATCC 27853. Die Kategorie der moderaten Schwimmer
beinhaltet die Stamme PA34, VR143/97, SG81, SG81R1, ATCC 27853und PAO1, welche
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einen Ausbreitungsgrad zwischen 20% und 50% aufweisen. Einzig der Stamm PA253 wird
mit einem Ausbreitungsgrad von weniger als 20% in die Kategorie der schwachen

Schwimmer eingeordnet.

A B PA34 +
PA154 ++
PA253 -
60
_ VR143;’9? +
S, SG81 +
he]
o 40 4 —— SG81R1 +
(o))
& ATCC27853 |+
..5 PAO1 +
‘©
5 20+
g ++ stark
< + moderat
0 schwach
PA34 PA154 PA253 VR SG81 SG81 ATCC PAOT
143/97 R1 27853
Bakterienstamm

Abbildung 4.2: A) Ausbreitungsgrad der 8 untersuchten Stdmme von P. aeruginosa in
semisolidem Weichagar nach 48-stindiger Inkubation bei 37°C. B)
Klassifikation der Stamme in die Kategorien ++ starke Schwimmer, + moderate

Schwimmer und - schwache Schwimmer.

Das Ziel dieser Untersuchung war unter anderem, einen stark motilen P. aeruginosa Stamm
fur Experimente mit dem holographischen Mikroskop zu identifizieren, um erfolgreich
schwimmende Bakterien beobachten und aufnehmen zu konnen. Aufgrund seiner starken
Schwimmaktivitat mit einem Ausbreitungsgrad von 65% wurde daher der Stamm PA154
ausgewahlt. Dieser hat aufgrund seiner Herkunft aus dem Abwasser des Mainzer Universitats-
Klinikums zudem grofe medizinische Relevanz. Alle folgenden Ergebnisse beruhen auf

Messungen des Stammes PA154.

4.1.2 Integrale Analyse der Motilitat von P. aeruginosa mittels 3D-Tracking

Die folgenden Daten basieren auf zwei Messungen, die an unterschiedlichen Tagen mit
jeweils einer frischen Ubernachtkultur von P. aeruginosa durchgefiihrt wurden. Bei beiden
Messungen herrschten analoge experimentelle Bedingungen (vgl. Abschnitt 0), weshalb die

Ergebnisse in den folgenden Darstellungen zusammengefasst betrachtet werden. Die gesamte
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Messdauer pro Messung betrug 10 min, wobei jeweils die ersten 3 min der Holographie-
Serien rekonstruiert und ausgewertet wurden. Es konnten insgesamt 35 Trajektorien mit einer
Lange zwischen 50 s und 3 min bestimmt werden, abhangig von der Dauer in der sich das
Bakterium im Bildfeld aufhielt. In einigen Fallen musste die Trajektorien-Bestimmung
allerdings abgebrochen werden, obwohl sich das Bakterium im Bildfeld befand, da es durch
einen schlechten Kontrast in Bereichen mit geringerer Ausleuchtung wie den Randbereichen
des Detektors im Rauschen verschwand. Das Bildfeld (FoV), welches durch die Divergenz
der Wellenfront hinter der Lochblende und dem rechteckigen Detektor-Chip die Form eines
geraden quadratischen Pyramidenstumpfes besitzt, hat an der Apexflache zur Lochblende hin
orientiert die MaRe 0,48 x 0,48 mm? und an der Basisflache zum Detektor orientiert die MaRe
0,83 x 0,83 mm?. Daraus ergibt sich ein Beobachtungsvolumen von 0,35 mm?®. Abbildung 4.3
zeigt eine Ubersicht tber alle bestimmten Trajektorien in diesem Beobachtungsvolumen
wéhrend eines Beobachtungszeitraumes von 3 min. Zur Veranschaulichung der Geometrie
des Messaufbaus ist die Lage der optischen Achse in der 3D-Ansicht gekennzeichnet. Die
Schwerkraft wirkt in Richtung negativer Y-Achse. Diese bewirkt die Sedimentation der
Bakterien entlang der Vertikalachse was in Abbildung 4.3B durch eine mehr oder weniger
ausgepragte Nettoausrichtung zur Y-Achse zu beobachten ist. Dennoch lassen sich
ubergeordnete Schwimmmuster deutlich erkennen. Auffallig ist eine Aufeinanderfolge von
Schlaufen in einigen Trajektorien, die ein Indiz dafur sind, dass P. aeruginosa helikales
Schwimmverhalten zeigt. Die n&here Betrachtung der einzelnen Trajektorien erfolgt in
Abschnitt 4.1.3.
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Abbildung 4.3: Trajektorien von P.aeruginosa (PA154) in zwei verschiedenen
Ansichtsperspektiven. A) als 3D- Ansicht mit Kennzeichnung der Lage der
optischen Achse und B) als XY-Ebenenprojektion. Die einzelnen Trajektorien
kdénnen durch die Farbkodierung unterschieden werden. Die schwarzen Pfeile in
B) kennzeichnen Trajektorien, bei denen eine Aufeinanderfolge von Schlaufen zu
beobachten ist.

Die Geschwindigkeiten der Bakterien aus Abbildung 4.3 sind in Abbildung 4.4 in einem
Geschwindigkeitsverteilungs-Histogramm dargestellt. Die Geschwindigkeitsklassen wurden
in Intervalle von 1 um/s eingeteilt und Gber einen Bereich von 0-50 um/s aufgetragen. Zur
Bestimmung der wahrscheinlichsten Geschwindigkeit, die nicht mit der mittleren
Geschwindigkeit verwechselt werden darf, wurde das Histogramm mit einer Fitfunktion der
Form einer maxwell schen Geschwindigkeitsverteilung gefittet. Diese hat im Allgemeinen die

Form

gx) = axze_(¥)2

(12).

Die Maxwell-Boltzmann Verteilung besitzt ihre Gultigkeit flr ideale Gase, bei dem die
Teilchen, abgesehen von Std3en, nicht miteinander wechselwirken [177]. Wie in Abbildung
4.3 zu erkennen ist, bewegen sich die Bakterien auch in diesem Fall unabhéngig voneinander,

weshalb die Verwendung der maxwell’schen Verteilung, wie auch in vorherigen
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Doktorarbeiten von Matthias Heydt [167] und Sebastian WeiRRe [166] angewandt, zu einer
guten Beschreibung der bakteriellen Geschwindigkeitsverteilung fihrt. Flir P. aeruginosa
ergibt sich in diesem Experiment gemaR Abbildung 4.4 eine wahrscheinlichste
Geschwindigkeit von 5,7 um/s mit einer Halbwertsbreite von 9,2 um/s. Die hdchsten
detektierten Geschwindigkeiten liegen um die 30 um/s. Betrachtet man die Léange des
Bakteriums wvon ca. 2um so legt das Bakterium bei seiner wahrscheinlichsten
Geschwindigkeit in einer Sekunde mehr als das doppelte seiner Korperlange als Strecke
zuriick. Bei Hochstgeschwindigkeiten um 30 pm/s sogar das 15-fache.

Maximum:5.7
/\ FWHM:9.2

Zahlereignisse

Geschwindigkeit [um/s]

Abbildung 4.4: Geschwindigkeitsverteilungshistogramm Uber alle bestimmten Trajektorien von
P. aeruginosa mit angelegter Fitfunktion der Form einer Maxwell-Boltzmann
Geschwindigkeitsverteilung. Das Maximum mit 57 pum/s gibt die
wahrscheinlichste Geschwindigkeit an. Die Halbwertsbreit (FWHM fir Full
Width at Half Maximum) des Fits betragt 9,2 um/s.

Die ermittelten Werte fiir die Geschwindigkeit liegen allerdings weit unter den Werten, die
sich in der Literatur finden. Dort werden typische Geschwindigkeiten von 41 + 3 um/s fiir den
P. aeruginosa Wildtypstamm PAK und ~60 um/s fur den Stamm ATCC 15692 [20, 178]
angegeben. Die Diskrepanz dieser Werte kann allerdings durch unterschiedliche
experimentelle Bedingungen teilweise erklart werden. Die Literaturwerte resultieren aus 2-
dimensionalen mikroskopischen Messungen, deren experimentelle Bedingungen von den in
dieser Arbeit prasentierten Messungen in einigen Punkten abweichen. Es ist zu beachten, dass
die Schwimmgeschwindigkeiten von Bakterien von der Umgebungstemperatur abh&ngen

[179, 180]. Mit steigender Temperatur steigt auch die Schwimmgeschwindigkeit. In dieser



Arbeit wurde die Bakteriensuspension, die zuvor bei 37°C inkubiert wurde kurz vor der
Messung mit frischem Medium verdinnt, welches eine Raumtemperatur (RT) von ca. 22°C
aufwies. Die gesamte Messung fand ebenfalls bei RT statt. Bei den Experimenten in der
Literatur wurde direkt die zuvor bei 30°C inkubierte Bakteriensuspension auf einen
Objekttrager aufgebracht und vermessen [178]. Hinzu kommt, dass durch die Verwendung
von Objekttragern unter dem Mikroskop Wechselwirkungen zwischen den Bakterien und der
Oberflache nicht vernachlassigbar sind, die gegebenenfalls Auswirkungen auf das
Schwimmverhalten und somit auch auf die Geschwindigkeit haben kdénnen. Im Falle dieser
Arbeit handelt es sich um die Geschwindigkeiten vollstandig frei schwimmender Bakterien.
Auch der Faktor Viskositat, der sich durch die Verwendung verschiedenen Mediums
unterscheiden kann, darf nicht vernachléassigt werden, da dieser ebenfalls einen Einfluss auf
die Geschwindigkeit austibt [181].

Aufgrund thermischer Energie unterliegen auch sich selbst antreibende Bakterien, genau wie
nicht motile Bakterien und alle anderen mikroskopisch kleinen Partikel, dem sténdigen
Einfluss der Brown’schen Bewegung auf der die Diffusion von Partikeln beruht [182].
Translations-Diffusion und Rotations-Diffusion fiihren dazu, dass Bakterien immer wieder
von ihrem eingeschlagenen Weg abgebracht werden, was zu dem bereits erwéhnten ,,Random
walk fiihrt. Die mittlere quadratische Entfernung <x*>, die ein Bakterium aufgrund von

translativer Diffusion zurticklegt ist gegeben durch

<x?>=2Dt
(13)
mit D als Diffusionskoeffizienten und t als Zeit. Dieser kann Uber die Stokes Einstein
Gleichung
b= kBTT - 6:9:;?

(14)
abgeschatzt werden [183]. kg ist dabei die Boltzmann Konstante, f der Reibungs-Koeffizient,
T die Temperatur, p die Viskositat des Mediums und R der Radius der Bakterienzelle. Fir die
Berechnung der mittleren quadratischen Entfernung durch Diffusion der Bakterien in dieser
Arbeit wird im Folgenden der Diffusions-Koeffizient eines nicht motilen E. coli Stammes
verwendet. Dieser wurde von Nossal et al. auf 5 x 10 cm?s bei einer Temperatur von 25°C

bestimmt [184]. Die Bestimmung von Diffusions-Koeffizienten fir motile Bakterien
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beinhaltet zusétzlich deren aktive Bewegung [183]. Da hier allerdings die reine Diffusions-
Komponente aufgrund Brown’scher Bewegung betrachtet werden soll wurde der angegebene
Wert von 5 x 10 cm%s gewahlt. Mit diesem ergibt sich, dass das Bakterium innerhalb einer
Sekunde (ber eine Distanz von 0,45 um diffundiert was bei einer Geschwindigkeit von
5,7 um/s nicht vernachlassigt werden kann. Das bedeutet, die in dieser Arbeit bestimmten
Trajektorien sind nicht alleine auf die Eigenbewegung der Bakterien zurtickzufiihren, sondern
werden auch von duReren Einflissen wie Diffusion und Gravitation beeinflusst. Gravitation
fuhrt, wie in Abbildung 4.3B zu erkennen, zu einer Ubergeordneten Sedimentation, die die
eigentliche Schwimmbewegung nicht beeinflusst. Wie in Kapitel 3.5.2 erlautert wurden die
X-, Y- und die Z-Koordinaten aller Datenpunkte durch eine lokale Polynom-Regression
geglattet. Dadurch werden groRere Spriinge zwischen Datenpunkten angeglichen und somit
auch der Beitrag von Brown’scher Bewegung minimiert, was zu einer verbesserten
Wahrnehmung der tatséchlichen Schwimmbewegung fuhrt. Alle in diesem und in den
folgenden Kapiteln aufgefiihrten Analysen beruhen, soweit nicht anders beschrieben, auf

geglatteten Daten.

4.1.3 Klassifikation verschiedener Schwimmmuster

Die nahere Betrachtung der einzelnen Trajektorien aus Abbildung 4.3 l&sst verschiedene
Schwimmmuster erkennen, die in diesem Kapitel in finf Kategorien klassifiziert werden.
Diese Kategorien werden anhand der Form der Schwimmmuster als ,,Meander*,
,,Oszillation”, ,,Helix*, ,,Pseudohelix* und ,,Twist* (engl. fur Verwindung) bezeichnet. Zur
Verbildlichung sind diese in Abbildung 4.5A schematisch dargestellt. Das Muster ,,Meander*
ist gekennzeichnet durch eine gleichférmige bestdndige Bewegung mit leichten Biegungen
und maandrierenden Windungen. Scharfe Richtungséanderungen werden bei diesem Muster
nicht beobachtet. Anders ist dies bei dem Muster ,,Oszillation®. Dieses zeigt regelmalige
Richtungsanderungen mit plotzlichen  scharfen  Umkehrbewegungen woraus bei
zweidimensionaler Betrachtung ein Zick-Zack-artiges oszillierendes Muster entsteht. Diese
beiden Schwimmmuster wurden bereits in friheren Studien beobachtet und beschrieben [15].
Allerdings resultieren diese Beschreibungen aus 2-dimensionalen Mikroskopie Daten. In der
vorliegenden Arbeit ermdglicht die 3-dimensionale holographische Abbildungsmethode die
Identifikation drei weiterer in dieser Form fur P.aeruginosa noch nicht beobachteten
Schwimmmustern ,,Helix®, ,,Pseudohelix® und ,, Twist®“. Die Schwimmmuster , Helix” und

,,Pseudohelix” &hneln sich sehr stark. Bei beiden handelt es sich um eine Abfolge von



Windungen, die sich um eine Achse schrauben. Das Muster ,,Pseudohelix* wird insofern von
dem Muster ,,Helix* abgegrenzt, da die Achse in ,,Pseudohelix* gekriimmt ist, was flr die
typische Form einer Helix nicht der Fall ist. Das letzte Muster erhalt durch die Sequenz von
regellos verwobenen Windungen unterschiedlicher Formen und Abmessungen die
Bezeichnung ,, Twist“. Auch hier werden keine abrupten scharfen Richtungsanderungen
beobachtet. Vielmehr scheint dieses Muster eine Art Kombination aus den Mustern
,Meander” und ,,Pseudohelix* zu sein. Repréasentative Trajektorien von P. aeruginosa fur
jedes einzelne dieser Schwimmmuster sind in Abbildung 4.6 dargestellt. Dabei handelt es sich

um Segmente, die aus langeren Trajektorien extrahiert wurden.

Meander Oszillation
Twist Meander
36%
Helix

Pseudohelix Twist

Pseudohelix —
6% Helix Oszillation
2% 20%

Abbildung 4.5: A) Schematische Darstellung der 5 verschiedenen Klassifizierten

Schwimmmuster beobachtet flr P. aeruginosa nach der Bestimmung von 35
individuellen Trajektorien. B) Prozentuales Auftreten der Kklassifizierten

Schwimmmuster innerhalb der 35 bestimmten Trajektorien.

Zur Analyse der Wahrscheinlichkeit, mit welcher ein Bakterium eines der beschriebenen
Schwimmmuster in dem vorliegenden Experiment aufweist, wurde das prozentuale Auftreten
der einzelnen Muster in den Trajektorien bestimmt. Dafur wurden die Muster innerhalb der
Trajektorien anhand der oben beschriebenen, sichtbaren Merkmale manuell identifiziert und
Segmente eines bestimmten Musters extrahiert. Zur Bestimmung der Haufigkeiten wurde die
Anzahl der Datenpunkte jedes Segmentes bericksichtigt um die Lange und damit die Dauer,
in der das Bakterium mit diesem Muster schwimmt, mit einzubeziehen. Dies gibt Auskunft
Uber die Praferenz von P. aeruginosa sich in einem bestimmten Schwimmmuster

fortzubewegen. Die Haufigkeiten der einzelnen Muster sind in Abbildung 4.5B illustriert. Es
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zeigt sich, dass P. aerruginosa in mehr als 70% der Zeit entweder mit dem Muster ,,Meander*
oder mit dem Muster ,, Twist* schwimmt. Das Muster ,,Oszillation® nimmt 20% der Zeit ein.
,,Helix*“ und ,,Pseudohelix‘ werden nur sehr selten beobachtet und machen nur 2% bzw. 6%

der gesamten Trajektorien aus.
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Abbildung 4.6: 3-dimensionale Darstellungen und 2-dimensionale Ebenenprojektionen
reprasentativer Trajektorien, die die einzelnen klassifizierten Schwimmmuster
von P. aeruginosa aufweisen. Gezeigt sind einzelne Segmente extrahiert aus
langeren Trajektorien. A) ,Helix“, B) ,Pseudohelix®¢, C) ,,Meander“, D)
,»Oszillation® und E) ,, Twist*.

In den folgenden Abschnitten werden einzelne kleinere Segmente der Muster ,,Oszillation*
und ,,Helix“ ndher betrachtet um spezielle Eigenschaften wie Umkehrwinkel und Handigkeit

von Windungen zu untersuchen.

4.1.3.1 Das Muster ,Oszillation”

Das Muster ,,Oszillation* resultiert aus der Abfolge von kurzen ,,run“-Phasen und scharfen
Richtungsanderungen, welche durch die Umkehr der Drehrichtung des flagellaren Motors
hervorgerufen werden. Die mittlere Frequenz der Richtungswechsel, in der Literatur auch
héufig als ,,tumbling” Frequenz bezeichnet, wurde aus verschiedenen Segmenten, die dieses
Muster aufweisen, durch Ermittlung der Anzahl an Datenpunkten in einer ,,run“-Phase
zwischen zwei Richtungsédnderungen bestimmt und betrdgt 0,5 + 0,15 Hz. In mehreren
Studien zur Motilitdt monotrich begeiRelter Bakterien wurden sehr scharfe Richtungswechsel
mit Umkehrwinkeln von fast 180° beschrieben. Dieser Umkehrwinkel ist als Abweichung
zum linearen Schwimmverlauf definiert, wie es in Abbildung 4.7C skizziert ist. Die
Schwimmrichtung der Bakterien scheint sich demnach nahezu umzukehren [14, 15].
Allerdings beruhen diese Beobachtungen auf 2-dimensionalen Mikroskopie-Daten, bei denen
die dritte Dimension nicht zugénglich ist. Daher ist aus diesen Daten nicht eindeutig zu

schlielen, dass der Winkel der Richtungsénderung tatséchlich so grof? ist, wie er in der 2-



dimensionalen Darstellung zu sein scheint. Die in dieser Arbeit erbrachten Ergebnisse
bestétigen allerdings die Beobachtung vorheriger Studien. Aus dem Muster ,,Oszillation®
kénnen kurze Segmente mit Haarnadel-formigem Muster extrahiert werden, deren
Umkehrwinkel zwischen 110° und 170° betragen. Solch ein Haarnadel-férmiges Segment mit
den Umkehrwinkeln oy, ap, und az ist in Abbildung 4.7A-B dargestellt. Die rote Kurve
représentiert die in der X-, Y- und Z-Koordinate geglattete Trajektorie, wohingegen die
blauen Punkte die nur in der Z-Koordinate geglatteten Datenpunkte der Trajektorie darstellen.
Die Werte der Umkehrwinkel wurden, wie in Abbildung 4.7C schematisch gezeigt, unter
Beriicksichtigung moglicher Uberabtastung von Datenpunkten anhand von drei
aufeinanderfolgenden Abstandsvektoren bestimmt. Diese ergeben sich gemaR Abbildung
4.7D zu a3 =120° 0p,=166° und oz=112°. Die Tatsache, dass a; und az einen geringeren
Wert aufweisen als a, korreliert mit der Beobachtung von Xie et al., bei der die
Umkehrwinkel des Bakteriums Vibrio alginolyticus groRere Werte zeigen wenn der
Richtungswechsel durch einen Ubergang von vorwirts nach rickwarts Schwimmen
hervorgerufen wird [13]. Ubergénge von riickwérts nach vorwarts Schwimmen sind mit
kleineren, variableren Winkeln verbunden. In Anlehnung daran zeigt P.aeruginosa im
Beispiel von Abbildung 4.7A-B zunachst einen Wechsel von rickwarts zu vorwarts
Schwimmen (ay), dann einen Ubergang in den riickwérts Modus (o), um dann bei az wieder

zum vorwarts Schwimmen tiberzugehen.
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Abbildung 4.7: A) und B) Zwei verschiedene Ansichtsperspektiven eines Haarnadel-formigen
Segments mit scharfen Umkehrwinkeln a;, a,, und as extrahiert aus einer
Trajektorie, die das Muster ,,Oszillation“ aufweist. Die Rote Kurve reprasentiert
die in X, Y und Z gegléattete Trajektorie. Die blauen Punkte stellen die nur in der
Z-Koordinate geglatteten Datenpunkte der Trajektorie dar. C) Schematische
Darstellung der Bestimmung der Schwimmwinkel a. Diese werden aus drei
aufeinanderfolgenden Abstandsvektoren bestimmt um eine Uberabtastung der
Daten an den Umkehrpunkten zu bertcksichtigen. D) Diagramm der bestimmten
Schwimmwinkel und der Z-Koordinate des Segmentes in A-B mit den extremen

Umkehrwinkeln a4, o, und as.

Uberraschenderweise sind solche stark ausgepragten Haarnadel-férmigen Muster nur selten
zu beobachten. Die meisten der aus dem Muster ,,Oszillation* extrahierten Segmente, wie
beispielhaft in Abbildung 4.8A-B gezeigt, zeigen weniger scharfe Umkehrwinkel wodurch die
Haarnadel Form dieser Segmente weniger ausgepragt ist. Wie an den Umkehrpunkten Py, P,
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und Pz in Abbildung 4.8A-B zu erkennen ist, ist die Dichte an Datenpunkten an diesen
Punkten hoher, da die Schwimmgeschwindigkeit dort geringer ist. Eine geringere
Geschwindigkeit an den Umkehrpunkten fuhrt zu einem verstérkten Beitrag Brown’scher
Bewegung, die das Bakterium in willkirliche Richtungen lenkt und so zu einer breiteren
Haarnadel fihrt. Besonders scharfe Winkel von anndhernd 180° kommen demnach nur
zustande, wenn das Bakterium seine Schwimmrichtungswechsel mit einer hohen
Geschwindigkeit ausfiihrt, ohne diese an den Umkehrpunkten zu drosseln. Flr das Bakterium
V. alginolyticus konnte gezeigt werden, dass die vorwarts-riickwarts Ubergange schneller
erfolgen als die riickwarts-vorwarts Ubergange. Beriicksichtigt man diese Beobachtung auch
fiir P. aeruginosa so koénnte der Umkehrpunkt P, in Abbildung 4.8A-B zu einem vorwarts-
rickwarts Ubergang zugeordnet werden und die Umkehrpunkte P; und P3 zu einem

riickwarts-vorwarts Ubergang.
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Abbildung 4.8: A) und B) Zwei Ansichtsperspektiven eines Segments ebenfalls aus dem Muster
»Oszillation® extrahiert, dessen Winkel an den Umkehrpunkten P;, P, und P;
geringer sind, weshalb eine weniger stark ausgepragte Haarnadel Form zu
beobachten ist. Die Rote Kurve reprasentiert in allen Darstellungen die in X, Y
und Z geglattete Trajektorie. Die blauen Punkte stellen dagegen die nur in der Z-

Koordinate geglatteten Datenpunkte der Trajektorie dar.



4 Ergebnisse und Diskussion

4.1.3.2 Das Muster ,Helix“

Die Wahrscheinlichkeit ein Bakterium zu beobachten, das eine helikale Bewegung ausfiihrt,
ist nach der Analyse der Trajektorien in dieser Arbeit sehr gering (vgl Abbildung 4.5B).
Dennoch konnen insgesamt vier Segmente des Musters ,Helix“ aus Trajektorien
verschiedener Bakterien extrahiert werden. Die Haufigkeit dieses Musters von nur 2% ist
teilweise auch auf die geringe Lange der Segmente und damit auf die Schwimmdauer
zuriickzufuhren. Im Mittel besteht das Muster aus vier aufeinanderfolgenden sich genau
entlang einer geraden Achse schlingenden Windungen, mit einer mittleren Schwimmdauer
von 20+8s. Abbildung 4.9 zeigt zwei reprasentative Segmente des Schwimmmusters
,,Helix* extrahiert aus zwei verschiedenen Trajektorien. Der Start und das Ende der Segmente
sind jeweils mit einem Dreieck bzw. mit einem Rechteck gekennzeichnet um die Handigkeit
der Windungen zu verdeutlichen. Diese wird bei Betrachtung der Helix entlang der helikalen
Achse vom Start zum Endpunkt bestimmt. Die beiden Segmente in Abbildung 4.9A-B und
Abbildung 4.9C-D unterscheiden sich sowohl in der Handigkeit, als auch in Grofe und Form
der Windungen. Betrachtet man das Segment in Abbildung 4.9A-B entlang der helikalen
Achse vom Startpunkt zum Endpunkt so l&sst sich eine Linkshandigkeit feststellen. Die
Windungen dieses Segments schrauben sich gleichférmig mit einem Radius von 15 2 um
um die helikale Achse. Das Segment in Abbildung 4.9C-D hingegen weist eine
Rechtshandigkeit auf und die Windungen haben unterschiedliche Formen und GroRen
(3,7 um bis 10 um), was sich in Abbildung 4.9D deutlich erkennen lasst. Auch die Ganghohe
ist nicht konsistent. Dennoch gibt das VVorhandensein einer Sequenz von Windungen um eine

gerade Achse Anlass dazu dieses Segment in die Kategorie ,,Helix“ zu klassifizieren.
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Abbildung 4.9: Segmente des Schwimmmusters ,,Helix*“. A) 3D-Ansicht und B) Ansicht entlang
der helikalen Achse eines linkshandigen Segments mit 3 Windungen. C) 3D-
Ansicht und D) Ansicht entlang der helikalen Achse eines rechtshandigen
Segments mit 4 Windungen. Die Start- und die Endpunkte der Segmente sind
jeweils mit Dreiecken bzw. mit Rechtecken gekennzeichnet. Die Rote Kurve
reprasentiert in allen Darstellungen die in X, Y und Z geglattete Trajektorie. Die
blauen Punkte stellen dagegen die nur in der Z-Koordinate geglatteten

Datenpunkte der Trajektorie dar.

Dass P. aeruginosa in der Lage ist, sowohl in rechtshandigen als auch in linkshandigen
Helices zu schwimmen, konnte anhand verschiedener Segmente, extrahiert aus
unterschiedlichen Trajektorien, gezeigt werden. Zur Untersuchung, ob P. aeruginosa eine
Praferenz bezliglich der Handigkeit der Helices besitzt, wurden 55 Windungen sowohl in den
Segmenten des Musters ,,Helix“ als auch des Musters ,,Pseudohelix* analysiert. Das Ergebnis,

gezeigt in Abbildung 4.10A, weist mit 71% auf eine klare Praferenz fir linkshandige
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Windungen hin. Interessanterweise sind die Bakterien nicht nur in der Lage sich sowohl
linksdrehend als auch rechtsdrehend fortzubewegen, sie kdnnen auch innerhalb einer
Trajektorie die Drehrichtung der Windungen verandern. Ein beispielhaftes Segment welches
das Muster ,,Pseudohelix® zeigt ist in Abbildung 4.10B dargestellt. In diesem Fall vollfiihrt
das Bakterium zunéchst zwei linkshédndige Windungen und wechselt direkt anschlieRend die
Drehrichtung zu rechtshandig. Diese Windungen unterschiedlicher Handigkeit gehen véllig

nahtlos ineinander (iber, so dass keine deutlichen Ubergangspunkte erkennbar sind.

Rechtshandig
29%

Linkshandig
71%
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Abbildung 4.10: A) Haufigkeiten von linkshandigen und rechtshandigen Windungen ermittelt
aus der Analyse von 55 Windungen innerhalb der Muster ,,Helix* und
»Pseudohelix®“. B) Zwei verschiedene Ansichtsperspektiven eines reprisentativen
Segments des Musters ,,Pseudohelix®, in dem das Bakterium die Hindigkeit der

Windungen von linkshéndig (LH) zu rechtshandig (RH) &ndert.
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4.1.4 Uberginge zwischen verschiedenen Schwimmmustern

Die meisten in dieser Arbeit fir P. aeruginosa bestimmten Trajektorien in Abbildung 4.3
zeigen nicht nur ein einzelnes bestimmtes Schwimmmuster, sondern setzen sich aus
verschiedenen Mustern zusammen. Das bedeutet, dass ein einzelnes Bakterium in der Lage ist
sich mit unterschiedlichen Schwimmmustern fortzubewegen und gegebenenfalls zwischen
den Mustern hin und her zu wechseln. Das Bakterium, dessen Trajektorie mit einer Lange von
110's in Abbildung 4.11A dargestellt ist, zeigt einen Ubergang von dem Muster ,,Meander*
(blau dargestelltes Segment) mit eher sanften Kurven zu dem Muster ,,Oszillation* (griin
dargestelltes Segment) mit hochfrequenten Richtungsanderungen. Die einzelnen Segmente
der beiden Muster sind noch einmal gesondert als 3D-Darstellung in zwei verschiedenen
Ansichtsperspektiven gezeigt. Bei Betrachtung des Segmentes ,,Oszillation® zeigt sich, dass
die Oszillation in der ZY-Ebene erfolgt mit Z als Haupt-Oszillationsrichtung und Y als
Haupt-Ausbreitungsrichtung. Interessanterweise l&sst sich dieses Phdanomen auch in anderen
Segmenten des Musters ,,Oszillation* beobachten, wie beispielsweise in Abbildung 4.6D.
Dass die Ausbreitungsrichtung in Y liegt lasst sich durch die Gravitation erklaren. Die
Oszillation in Z-Richtung erfolgt senkrecht zur Gravitation und parallel zum einfallenden
Licht des holographischen Mikroskops. Ob die Oszillationsrichtung in Zusammenhang mit
dem einfallenden Licht steht kann allerdings nicht geklart werden. Das Bakterium, dessen
Trajektorie mit einer Ladnge von 130 s in Abbildung 4.11B dargestellt ist, zeigt ein helikales
Schwimmverhalten. Es wechselt von einem pseudohelikalen Verhalten (grin dargestellt) zu
einer kurzen helikalen Sequenz (blau dargestellt) und geht daraufhin zu dem eher
ungeordneten Muster ,, Twist™ Ober (rot dargestellt). Bei diesen beiden in Abbildung 4.11
gezeigten Trajektorien handelt es sich nur um reprasentative Beispiele. Eine bestimmte

Abfolge der Muster in den Trajektorien von P. aeruginosa lasst sich nicht beobachten.
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Abbildung 4.11: 3D-Darstellungen zweier représentativer Trajektorien von P. aeruginosa mit
Ubergangen zwischen verschiedenen Schwimmmustern. A) Trajektorie mit einer
Dauer von 110s und einem Ubergang zwischen dem Muster ,,Meander® und
»Oszillation“. a) und b) reprisentieren die einzelnen Segmente der beiden
Schwimmmuster in zwei verschiedenen Ansichtsperspektiven B) Trajektorie mit
einer Dauer von 130 s und zwei Ubergingen von dem Muster ,,Pseudohelix* zu
»Helix* und von ,,Helix“ zu ,, Twist*. Die einzelnen Segmente mit dem jeweiligen
Schwimmmuster sind in a), b) und c) in zwei verschiedenen Perspektiven

dargestellt.
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Bezuglich ihrer mittleren Geschwindigkeit unterscheiden sich die 5 verschiedenen
Schwimmmuster nicht maRgeblich voneinander. Die Uber alle Segmente eines Musters
gemittelten Geschwindigkeiten sind in Tabelle 4.1 aufgefihrt. Allerdings ist in Abbildung
4.11B deutlich zu erkennen, dass die Bewegung des Bakteriums bei den Mustern
,,Pseudohelix* und ,,Helix*“ wesentlich gerichteter ist als bei dem Muster ,, Twist“, welches
eher einem verwobenen Knduel ohne mal3gebliche Schwerpunktsanderung ahnelt. Die Netto-
Ausbreitung des Bakteriums hangt von der Direktionalitat der einzelnen Muster ab. Fir jedes
Segment eines bestimmten Musters lasst sich dessen Linearitdt berechnen. Daflir wird das
Verhaltnis zwischen der effektiven Geschwindigkeit (SLV fiir engl. straight-line velocity) und
der mittleren tatsachlichen Geschwindigkeit (CLV fur engl. curvilinear velocity) gebildet. Die
effektive Geschwindigkeit ergibt sich aus der effektiv zuriickgelegten Entfernung, wahrend
sich die tatsachliche Geschwindigkeit aus der insgesamt zuriickgelegten Wegstrecke
berechnet (vgl. Abbildung 4.12), beide Geschwindigkeiten werden als Quotient der jeweiligen

Strecke mit der Dauer des Segments bestimmt.

Insgesamt zurtickgelegte
Wegstrecke

Effektiv zurlickgelegte
Entfernung

Abbildung 4.12: Schematische Darstellung zur Berechnung der Linearitat eines gegebenen
Segments. Start und Endpunkt des hier gezeigten Segments sind griin bzw. blau
gekennzeichnet. Die Linearitat ergibt sich aus dem Quotienten von effektiver
Geschwindigkeit, bestimmt mit der effektiv zurtickgelegten Entfernung (rot
dargestellt), und der tatsachlichen Geschwindigkeit, bestimmt mit der insgesamt

zuriuckgelegten Wegstrecke (schwarz dargestellt).
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Tabelle 4.1: Mittlere Geschwindigkeit der verschiedenen Schwimmmuster gemittelt Gber alle

Segmente eines bestimmten Musters

Muster Meander Oszillation Pseudohelix  Helix Twist

Geschw.[um/s] 8,2 £2,8 78+£25 77+18 89+2 74+18

Die ermittelten Linearitaten fir vier verschiedene Segmente eines bestimmten
Schwimmmusters sind in Tabelle 4.2 aufgefiihrt. Dabei sind nur Segmente mit einer
Mindestsegmentdauer von 30 s gezeigt, mit Ausnahme des Musters ,,Helix* dessen Segmente
im Mittel nur eine Dauer von 20 s aufweisen. Ein Wert von 1 kennzeichnet eine vollkommen

geradlinige Bewegung.

Tabelle 4.2: Linearitaten fir vier verschiedene Segmente der jeweiligen Schwimmmuster
»Meander®, ,,Oszillation®, ,,Helix“, ,,Pseudohelix* und ,, Twist*“, berechnet aus
dem Quotienten der effektiven Geschwindigkeit (SLV) und der tatséchlichen
Geschwindigkeit (CLV). Die in fetter Schriftart aufgefiihrten Werte entsprechen
den in Abbildung 4.11 gezeigten Segmente.

Muster Meander Oszillation Helix Pseudohelix Twist
SLVICLV 0,44 0,18 0,32 0,28 0,08
Segment 1
SLV/CLV 0,45 0,14 0,23 0,25 0,1
Segment 2
SLVICLV 0,36 0,18 0,25 0,28 0,14
Segment 3
SLV/CLV 0,41 0,26 0,31 0,28 0,09
Segment 4

Alle analysierten Segmente zeigen einen Wert kleiner als 0,5 was auf eine geringe Linearitat
aller Schwimmmuster hinweist. Das Muster ,,Verwindung* besitzt mit einem mittleren Wert
von 0,1£0,02 die geringste Linearitit. Das Muster ,,Oszillation” folgt gleich darauf mit
einem mittleren Wert von 0,19 + 0,02. Die grolte Linearitdt mit einem mittleren Wert von
0,42 0,3 zeigt das Muster ,,Meander”. Die Muster ,,Pseudohelix” und ,,Helix*“ weisen
annahernd gleiche Werte auf (0,28 £ 0,1 fiir ,,Pseudohelix*“ und 0,28 + 0,3 fiir ,,Helix*) und

zeigen verglichen mit ,,Oszillation® und ,,Verwindung* eine stiarkere Netto-Ausbreitung.



4.1.5 Diskussion und Fazit

Aus einer Auswahl an verschiedenen P. aeruginosa Stdmmen wurde der motilste Stamm
P154 fur eine quantitative Motilitdtsanalyse, basierend auf der 3-dimensionalen
holographischen Mikroskopie, ausgewahlt. Es werden funf verschiedene Schwimmmuster
klassifiziert: ,,Meander®, ,,Oszillation®, ,,Helix“, ,,Pseudohelix* und , Twist“. Wahrend ein
ahnliches Verhalten, wie in Kapitel 4.1.3 fiir die Muster ,,Meander” und ,,Oszillation*
beschrieben, in friheren 2-dimensionalen Tracking Studien bereits beobachtet wurde, kénnen
die Muster ,,Helix“, ,,Pseudohelix“ und ,, Twist* in dieser Arbeit neu identifiziert werden. Des
Weiteren wird gezeigt, dass P. aeruginosa in der Lage ist zwischen den verschiedenen
Mustern umherzuschalten, wobei keine bestimmte Préferenz der Abfolge der Muster zu

beobachten ist.

In dieser Arbeit kann nach dem aktuellen Kenntnisstand zum ersten Mal helikales
Schwimmverhalten flr kleine Bakterien wie P. aeruginosa experimentell nachgewiesen
werden. Die helikalen Schwimmsequenzen sind allerding nur selten zu beobachten und die
Schwimmdauer in helikalen Mustern ist nur gering. Fur viele groRere Mikroorganismen, die
sich im Bereich kleiner Reynolds Zahlen bewegen, werden Helices als Standard-Trajektorien
beschrieben, wie es beispielsweise auch bei Spermatozoen der Fall ist [126, 185-187]. Fur
kleine, monotrich begeilelte, stdbchenférmige Bakterien wie P. aeruginosa existieren
theoretische Simulationen, die ebenfalls annéhernd lineare, helicale Trajektorien, sowohl im
Vorwértsschwimm- als auch im Ruckwartsschwimm-Modus, vorausberechnen [188]. Durch
die 3-dimensionale holographische Abbildungsmethode ist es in dieser Arbeit gelungen auch
experimentell Helices im Schwimmverlauf von P. aeruginosa zu detektieren. Warum
Organismen, im Falle dieser Arbeit Bakterien, in Helices schwimmen ist noch nicht
vollstdndig verstanden. Es wird vermutet, dass Rotations-Diffusion, die den Zellkérper um
eine Achse rotieren lasst, die nicht parallel oder senkrecht zur Translations-Achse steht, eine
wichtige Rolle spielt [126]. Beim translativen Antrieb der Zelle durch das Flagellum und die
gleichzeitige Rotation des Zellkorpers entstent ein helikaler Schwimmverlauf. Fir
P. aeruginosa konnen sowohl rechtshandige als auch linkshandige Windungen bzw. Helices
beobachtet werden, wobei auch Ubergange der Handigkeiten zwischen aufeinanderfolgenden
Windungen auftreten. Dennoch zeigt P. aeruginosa eine leichte Tendenz zu linkshandigen
Windungen (71%). Ob diese Tendenz mit einer préferierten Schwimmrichtung der Bakterien
zusammenhangt kann zu diesem Zeitpunkt nicht geklart werden. Die holographischen

Aufnahmen lassen keinen Ruckschluss auf die Schwimmrichtung (ob vorwérts oder
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rickwarts) innerhalb der Helices zu, da die Auflésung nicht ausreicht um das Flagellum zu
detektieren.

Die Berechnung der Linearitaten der verschiedenen Schwimmmuster gibt Aufschluss dartber
mit welcher Effizienz ein Bakterium mit einem bestimmten Schwimmmuster in eine Netto-
Richtung propagiert und damit auch mit welchen Mustern es sich effizient zu einem Stimulus
hin oder von einem Reiz weg bewegen kann. Fur alle Muster liegt der Wert fur die Linearitat
unter 0,5, was bedeutet, dass die bakterielle Bewegung weit weg von einem idealen, linearen
Verlauf liegt. Dies ist zu einem groRBen Teil der Brown schen Bewegung geschuldet, die die
Orientierung der Bakterien willklrlich &ndert. Doch trotz dieser Herausforderung haben
Bakterien Wege gefunden sich Netto in eine bestimmte Richtung zu bewegen, wie es bei
Taxien zu beobachten ist (z.B. Chemotaxis). Anders als der ,,Run und Tumbling™ Modus von
E. coli, bei dem das ,,Tumbling* eine willkiirliche Orientierungsidnderung herbeifiihrt und die
Netto-Ausbreitung durch die ,,Tumbling“-Frequenz gesteuert wird, regelt P. aeruginosa seine
Orientierung durch das Umschalten zwischen Vorwarts- und Rickwartsschwimmen [15]. Wie
in dieser Arbeit gezeigt werden kann weisen die Muster ,,Meander”, ,Helix“ und
,Pseudohelix* eine verstarkte Linearitét auf (0,42; 0,28 und 0,28) im Vergleich zu den beiden
Mustern ,,Oszillation* und ,, Twist™ (0,19 und 0,1). Helikales Schwimmverhalten wurde auch
schon in friiheren Studien als hocheffizienten Weg fir Mikroorgansimen beschrieben, um sich
direktional in eine Richtung zu bewegen [126]. Durch die Fahigkeit des Umherschaltens
zwischen verschiedenen Schwimmmodi kann das Bakterium mit Mustern geringerer
Linearitit und hdufigen Richtungsinderungen, wie ,Oszillation® und , Twist®, seine
Orientierung anpassen und dann, bei einer giinstigen Orientierung, beispielsweise in Richtung
eines Stimulus, in ein Muster wie ,,Meander® mit einer verbesserten direktionalen Stabilitét
wechseln. Dieses Modell wird auch durch die Studie von Taylor et al. unterstiitzt, die gezeigt
haben, dass fir Pseudomonas citronellolis die Frequenz der Orientierungsanderungen von der
Anwesenheit eines Lockstoffes (Attractant) oder eines Schreckstoffes (Repellent) abhangt
[15]. Eine Erh6hung der Lockstoffkonzentration resultiert in einem direktionalen gerichteten
Schwimmen, bei dem groRere Richtungsédnderungen unterdrickt sind, wéhrend eine
Erhéhung der Schreckstoffkonzentration oder eine Erniedrigung der Lockstoffkonzentration
zur Beobachtung einer oszillierenden Bewegung mit hdufigen Richtungsanderungen fuhrt. Im
Falle der vorliegenden Arbeit treten sowohl direktional gerichtete Schwimmmuster wie
,Meander* als auch Muster mit hiufigen Richtungswechseln wie ,,Oszillation* auf, wobei
keine Lock- oder Schreckstoffe eingesetzt wurden und die Verteilung der im Medium

enthaltenen Na&hrstoffe und Chemikalien in der Probenkammer als isotrop angenommen



werden kann. Die Muster ,,Oszillation” und ,,Twist“ werden im Folgenden als sogenannte
»Abtastmuster” zusammengefasst. Denn dhnlich dem Muster ,,Oszillation* dndert sich bei
dem Muster ,,Twist* hiufig die Orientierung des Bakteriums. Wahrend bei der ,,Oszillation*
die Orientierungsanderungen mit scharfen Richtungsumkehrungen verbunden sind, werden
beim ,, Twist* die Richtungsidnderungen durch Schleifen-dhnliche Bewegungen hervorgerufen.
Dennoch kann angenommen werden, dass diese beiden Muster die gleiche Absicht verfolgen,
ndmlich das Abtasten bzw. die Erkundung der Umgebung und das Aufsuchen glnstiger
Lebensraume. Gemé&lR Abbildung 4.5B ergibt sich durch Aufsummieren der Muster
,»Oszillation* und ,,Twist eine prozentuale Haufigkeit dieser Abtastmuster von 56% und
damit ein hoheres Vorkommen als die direktionalen Muster, zu denen ,Meander®, ,,Helix‘
und ,,Pseudohelix* zéhlen.

Die hier préasentierte Arbeit ist ein erster Schritt zum Verstdndnis des freien
Schwimmverhaltens von P. aeruginosa und liefert eine Plattform fir weitere Studien zur
Korrelation von Motilitat, Pathogenitat und umgebungsbedingtem Verhalten. Beispielsweise
bietet die Motilitatsanalyse verschiedener P.aeruginosa Stamme die Maoglichkeit zu
untersuchen, ob verschiedene Phéno-Gruppen, abhé&ngig von dem natdrlichen Ursprung der
einzelnen Stamme, existieren und ob deren phénotypische Bewegungsverhalten mit den
Virulenz Eigenschaften oder bestimmten transskriptiven Aktivitdten der Stdimme korreliert
werden kann. Dies ware ein vielversprechender Ansatz, die Vielseitigkeit von P. aeruginosa
aufzuzeigen. Des Weiteren kann die Motilitatsstudie des freien Schwimmverhaltens auf
oberflachennahes Schwimmen und Oberflaichen Besiedlung ausgeweitet werden um die
Biofilmbildung auf Einzelzellebene zu studieren. In jedem Fall liefert die Motiltatsstudie auf
Einzelzellebene neben den heutigen, blichen mikrobiologischen Untersuchungsverfahren

zusétzliche Informationen Gber das Verhalten von P. aeruginosa.
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4.2 Besiedlungsdynamik und Schwimmverhalten von Ulva linza
Zoosporen in Anwesenheit positiv geladener Oligopeptid SAMs

mit unterschiedlichem Arginin-Tyrosin Oberflachenanteil

Wahrend fir P. aeruginosa im vorherigen Kapitel ausschlieBlich das freie, planktonische
Schwimmverhalten beschrieben wurde, wird nun im folgenden Ergebnisteil sowohl das
Schwimmverhalten als auch das Besiedlungsverhalten von Ulva linza Zoosporen in
Anwesenheit positiv geladener Oligopeptid SAMs analysiert. Zunachst werden die Ergebnisse
aus Standard Besiedlungs-Assays mit Ulva linza Sporen auf Oligopeptid SAMs mit
unterschiedlichen  Arginin-Tyrosin  (ArgTyr) und Glycin (Gly) Oberflachenanteilen
prasentiert. Wie in Kapitel 3.3.2.1 nadher erlautert, handelt es sich dabei um SAMs mit
unterschiedlichen Mischverhéltnissen von ArgTyr Peptid und Gly Peptid, namlich 100% / 0%
ArgTyr/Gly, 50% /50% ArgTyr/Gly und 0% /100% ArgTyr/Gly. Die holographischen
Mikroskopiedaten der Ulva linza Sporen in beidseitig mit Peptid (100%, 50% und 0%
ArgTyr) beschichteten Kandlen werden vor der Analyse vollstandiger Trajektorien zunéchst
integral  hinsichtlich der Besiedlungsdynamik analysiert. Daraufhin werden das
Schwimmverhalten und der Anlagerungsprozess der Sporen auf den verschiedenen
Oligopeptid SAMs anhand von Trajektorien untersucht und in Kontext zu den Ergebnissen
der Besiedlungs-Assays und der integralen Analyse gesetzt. Die grundlegenden Erkenntnisse
vorangegangener Studien mit verschiedenen Oligopeptid SAMs und Sporen der Ulva linza

sind in Kapitel 2.2.5 zusammengefasst.

4.2.1 Auswirkungen des Arginin-Tyrosin Oberflachenanteils auf die integrale

Besiedlung durch Ulva linza Zoosporen in Standard Besiedlungs-Assays

Die positiv geladenen Oligopeptid SAMs mit unterschiedlichen ArgTyr/Gly Oberflachen-
verhdltnissen mit 100% /0% ArgTyr/Gly, 50% /50% ArgTyr/Gly und 0% /100%
ArgTyr/Gly (im Folgenden gemé&R dem ArgTyr Oberflachenanteil lediglich als 100%, 50%
und 0% ArgTyr bezeichnet) wurden hinsichtlich der Besiedlung durch Ulva linza Sporen in
Standard Besiedlungs-Assays [25] getestet. Die Standardinkubationszeit der Oberflachen in
Sporensuspension von 45 min wurde allerdings auf 30 min verringert, da die Besiedlungsrate
in vorangegangenen Studien sehr hoch war [32]. Die verkiirzte Assay Dauer gewahrleistet

eine prazisere und einfachere Analyse der Sporen durch Z&hlen der gesiedelten Sporen und



Unterscheidung zwischen ,,pseudo‘-gesiedelten und normal gesiedelten Sporen. Die
detaillierte Durchfiihrung ist in Kapitel 3.3.3 beschrieben. Neben dem Assay mit der Standard
Sporenkonzentration von 10° Sporen/ml [86] wurde zusétzlich ein Assay mit einer um Faktor
funf  verringerten  Sporenkonzentration (2 x 10° Sporen/ml)  durchgefiihrt.  Diese
Sporenkonzentration entspricht der in den holographischen Experimenten verwendeten
Konzentration. Die Ergebnisse dieser beiden Besiedlungs-Assays sind in Abbildung 4.13
gezeigt. Als Kontrolle wurden im Standard Besiedlungs-Assay mit der Standard
Sporenkonzentration Nexterion® Glasobjektrager mitgefiihrt. Die Besiedlung auf diesen

Glasobjektragern betragt 340 Sporen/mm?.
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Abbildung 4.13: Besiedlungs-Assays mit Ulva linza Sporen auf geladenen Oligopeptid SAMs mit
unterschiedlichen ArgTyr/Gly Oberflachenverhéatnissen von 100%, 50% und 0%
ArgTyr. Fur jede Probe wurden 3 Replikate verwendet auf denen jeweils 10
verschiedene Bildfelder ausgezéahlt wurden. Aufgetragen ist die Gesamtanzahl an
Sporen auf der jeweiligen Oberfliche und die Anzahl an ,,pseudo“-gesiedelten
Sporen. Die Fehlerbalken ergeben sich aus dem Standardfehler des Mittelwertes
(n=30). A) Assay mit der Standard Sporenkonzentration von 10° Sporen/ml
(entspricht einer optischen Dichte (OD) von 0,15). B) Assay mit einer geringeren
Sporenkonzentration von 2 x10° Sporen/ml (OD =0.03), entsprechend der

Konzentration, die fur die holographischen Experimente verwendet wird.

Wie Abbildung 4.13 zeigt, nimmt die Besiedlung der Oberflachen mit steigendem ArgTyr
Oberflachenanteil in beiden Besiedlungs-Assays zu. Im Fall von Abbildung 4.13A sind mehr
als doppelt so viele Sporen auf der 100% ArgTyr Oberflache gesiedelt als auf der reinen Gly
Oberflache (0% ArgTyr). Auf der 50% ArgTyr Oberflache kann eine 1,5-fache Zunahme an
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Sporen gegeniiber der Gly Oberflache verzeichnet werden. In Abbildung 4.13B des Assays
mit geringerer Sporenkonzentration ist die Besiedlung der 100% ArgTyr Oberflache sogar 10-
fach hoher als auf der Gly Oberflache. Die Besiedlung der 100% und der 50% ArgTyr
Oberflache unterscheidet sich im Rahmen der Fehlergrenzen allerdings kaum. Ein groRer
Unterschied zwischen der 100% und der 50% ArgTyr Oberflache liegt in der Beobachtung
,,pseudo‘-gesiedelter Sporen auf der 100% ArgTyr Oberflache. Auf der 50% ArgTyr
Oberflache konnen nach 30 min Inkubationszeit ausschlieBlich normal gesiedelte Sporen
beobachtet werden. Auch auf der reinen Gly Oberflache wird keine ,,pseudo®-Besiedlung
festgestellt.

Ederth et al. konnten in vorherigen Studien bereits zeigen, dass die Besiedlung der ArgTyr
Oberflachen mit Sporen extrem schnell vonstatten geht (siehe Kapitel 2.2.5, Abbildung 2.11)
[33]. Die meisten der gesiedelten Sporen (78%) sind dabei zuné&chst ,pseudo‘-gesiedelt.
Gleichzeitig wurde eine Abnahme des prozentualen Anteils an ,,pseudo“-gesiedelten Sporen
in der Sporenpopulation auf der Oberflache mit der Zeit beobachtet, was hauptsachlich auf die
Maoglichkeit zuriickgefiihrt wurde, dass sich die abnormal angehafteten Sporen reorientieren
und den normalen Besiedlungsprozess durchlaufen.

Da in den Besiedlungs-Assays in Abbildung 4.13 nach 30 min keine ,,pseudo‘-gesiedelten
Sporen auf der 50% ArgTyr Oberflache auftreten, konnten demnach alle Sporen den
normalen Besiedlungsprozess durchlaufen. Auf der 100% ArgTyr Oberflache in Abbildung
4.13A befinden sich noch 11% der Sporen in einem ,,pseudo“-gesiedelten Zustand. Das
bedeutet auch auf der reinen ArgTyr Oberflache konnten sich die meisten Sporen (89%)
reorientieren und normal siedeln. In Abbildung 4.13B des Assays mit verringerter
Sporenkonzentration sind es 29% ,,pseudo“-gesiedelte Sporen. Allgemein fiihrt der geringere
ArgTyr Oberflachenanteil der 50% Oberflache zu einer geringeren Gesamtbesiedlung mit
Sporen und scheint den normalen Besiedlungsprozess der Sporen zu erleichtern.

Abbildung 4.14 zeigt drei Beispiele der Lichtmikroskopischen Aufnahmen der 100%, 50%
und 0% ArgTyr Proben, die zur Auswertung des Besiedlungs-Assays in Abbildung 4.13A
ausgezahlt wurden. Es sind deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Oberflachen zu

erkennen.



Abbildung 4.14: Lichtmikroskopische Aufnahmen gesiedelter Ulva linza Sporen auf einer A-B)
100% ArgTyr Oberflache, C-D) 50% ArgTyr Oberflache und E-F) 0% ArgTyr
Oberflache. Zur besseren Veranschaulichung der Form der gesiedelten Sporen
sind in B), D) und F) Ausschnitte der jeweiligen Aufnahmen A), C) und E)
vergrofRert dargestellt.

Auf der 100% ArgTyr Oberfliche sind neben den normal runden Sporen deutlich
birnenformige Sporen mit Flagellen zu erkennen (,,pseudo‘“-gesiedelte Sporen), die seitlich an
der Oberflache anhaften (siehe Abbildung 4.14B), wahrend auf der 50% ArgTyr Oberflache
alle Sporen normal rund sind. Auf beiden ArgTyr enthaltenden Oberflachen sind die Sporen
einzeln homogen auf der Oberflache verteilt. Auf der reinen Gly Oberflache (= 0% ArgTyr;
Kontaktwinkel: 41° + 1° [33]) siedeln die Sporen hingegen meist in Gruppen und bilden ein
sogenanntes ,raft”, wie es beispielsweise bei hydrophoben Oberflachen oft zu beobachten ist
[26, 81]. Die ,,raft” Bildung bietet den Sporen auf glatten Oberflachen insofern einen Vorteil,
da sie dadurch besser gegen Scherbelastungen geschitzt sind. Auch bei Ethylenglykol-OH
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(EG,6-OH) SAMs auf denen die Sporen eine geringe Haftstarke aufweisen, kann eine ,,raft*
Bildung beobachtet werden [84]. Ob bereits gesiedelte Sporen die Anlagerung weiterer
Sporen fordert ist noch nicht geklart. Dennoch kénnen bei den Sporen kooperative Effekte
nachgewiesen werden, die zur Besiedlung in Gruppen fiihrt [81].

4.2.2 Integrale Analyse des Schwimm- und Besiedlungsverhaltens auf der

Grundlage holographischer Daten

Anders als bei biologischen Standard Besiedlungs-Assays, bei denen nur bestimmte
Besiedlungszeitpunkte abgebildet werden, kdnnen mit Hilfe der holographischen Mikroskopie
Videoaufnahmen angefertigt werden, mit denen die Besiedlungsdynamik der Sporen vom
Zeitpunkt ihrer Injektion in die Probenkammer bis mehrere Minuten nach der Injektion
verfolgt werden kann. Daher wurde in dieser Arbeit die holographische Mikroskopie
angewendet, um die Besiedlung der Oligopeptid Oberflachen direkt nach der Sporen Injektion
zu verfolgen und den Anlagerungsprozess der Sporen an die Oberflachen anhand von
Trajektorien zu untersuchen. Fur alle drei Oligopeptid Oberflachen mit 100%, 50% und 0%
ArgTyr Oberflachenanteil wurden holographische Sequenzen mit einer Gesamtdauer von
10 min und einer Bildwiederholungsfrequenz von 15 Hz aufgenommen. Bevor die Sporen
hinsichtlich ihrer Trajektorien untersucht wurden, wurde die Schwimmaktivitat der Sporen
wahrend der ersten 4 min nach Injektion in die Probenkammer analysiert. Diese
Aktivitatsanalyse beruht prinzipiell auf der Bestimmung von Fluktuationen zwischen
aufeinanderfolgenden Hologrammen. Im Detail wurden zur Bestimmung der Aktivitatswerte
durch Subtraktion zweier aufeinanderfolgender Hologramme Differenzhologramme gebildet.
Statische Sporen wurden somit aus dem Differenzhologramm entfernt und nur diejenigen
Sporen, die sich bewegten blieben in dem Interferenzmuster enthalten. Daraufhin wurden
Abweichungen der einzelnen Pixelgrauwerte in einem Differenzhologramm von einem
mittleren Pixelwert bestimmt. Die Aufsummierung dieser Pixelwertabweichungen tber 75
Differenzhologramme ergibt einen Wert fir die Sporenaktivitdt innerhalb eines
Beobachtungszeitraumes von 5 s.

Die zeitliche Anderung der Schwimmaktivitat der Sporen ist in Abbildung 4.15A gezeigt. Fur
die Darstellung wurden die Aktivitatswerte von drei individuellen Datensatzen fiur die
jeweilige Oberflache (100%, 50% und 0% ArgTyr) bestimmt und der Mittelwert gebildet. Die
einzelnen bestimmten Aktivitatswerte wurden auf die Anfangsaktivitdt des jeweiligen

Datensatzes normiert.
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Abbildung 4.15: A) Zeitliche Entwicklung der Sporenaktivitat in Probenkanalen mit
Oligopeptid Oberflachen mit 100% (rote Kurve), 50% (graue Kurve) und 0%
(blaue Kurve) ArgTyr Oberflachenanteil. Die angegeben Aktivitaten
reprasentieren den Mittelwert dreier individueller Datensdtze der jeweiligen
Oberflache. Die Fehlerindikatoren ergeben sich aus dem Standardfehler der
Mittelwertbildung. B) Anteil der an die verschiedenen Oberflachen angelagerten
Sporen fur die Gesamtpopulation an Sporen im Bildfeld in Abhangigkeit von der
Zeit. Der Anteil zum Zeitpunkt t, = 0 reprasentiert die Anzahl an Sporen die sich
wéhrend der Injektion angeheftet sind. Der Fehler resultiert aus der
Standardabweichung der Berechnung der mittleren Anzahl an Sporen im
Bildfeld.

Fur die 100% ArgTyr Oberflache kann eine rapide Abnahme der Schwimmaktivitét innerhalb
der ersten 10-15s nach Sporeninjektion beobachtet werden. Danach verringert sich die
Aktivitat stetig weiter bis zu einem minimalen Wert bei 75s. AnschlieBende kleine
Fluktuationen um diesen minimalen Wert sind auf kleine Bewegungen angehafteter Sporen
oder auf langsame Bewegungen einzelner Sporen zuriickzufiihren. Die Sporenaktivitat bei der
50% ArgTyr Oberflache verringert sich ebenfalls mit der Zeit. Allerdings zeigt sich eine
langsamere stetige Abnahme als bei der 100% ArgTyr Oberflache, bis auch hier nach 80 s ein
minimaler Aktivitatswert erreicht wird. Danach verbleiben die Aktivitatswerte auf diesem
Level. Die Schwimmaktivitdten der Sporen bei der 0% ArgTyr Oberflache zeigen einen
komplett anderen Trend. In diesem Fall erhoht sich die Sporenaktivitat insgesamt und auch
die Fluktuationen der Aktivitatswerte nehmen mit der Zeit zu.

Abbildung 4.15B zeigt wie sich der Anteil der Sporen, die sich an die verschiedenen
Oligopeptid Oberflachen angelagert haben, mit der Zeit andert. Fir diese Analyse wurden die

Hologramme fir die ersten 2 min nach Sporeninjektion rekonstruiert. Die Anzahl an
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anhaftenden Sporen an den Kanalwénden und die mittlere Gesamtanzahl an Sporen im
Bildfeld wurden separat in verschiedenen Zeitintervallen von 20 s in den XZ- bzw. XY-
Projektionen der rekonstruierten Hologramme bestimmt. Die aufgetragenen Werte
entsprechen dem Anteil an anhaftenden Sporen in Bezug auf die mittlere Gesamtpopulation
an Sporen im Bildfeld. Der Prozentsatz bei to =0 entspricht dem Anteil der wahrend der
Injektion angehafteten Sporen. Bei der 100% ArgTyr Oberflache sind bereits 43%, d.h. fast
die Halfte aller Sporen im Bildfeld, wahrend der Injektion angehaftet. Weitere 42% lagern
sich innerhalb der ersten 20 s nach der Injektion an. Das heif3t zu einem Zeitpunkt 20 s nach
Sporeninjektion befinden sich bereits 85% der Sporen im Bildfeld auf der 100% ArgTyr
Oberflache. Im Laufe des Beobachtungszeitraums von 2 min vergréRRert sich dieser Anteil bis
auf 94%. Im Falle der 50% ArgTyr Oberflache sind es nur 19% der Sporen im Bildfeld, die
schon wahrend der Injektion an die Oberflache angehaftet sind. Dieser Anteil vergréRert sich
nach den ersten 20 s nach der Injektion auf 64% und nach dem Gesamtbeobachtungszeitraum
von 2 min auf 83%. Insgesamt ist der Anteil an Sporen auf der 50% ArgTyr Oberflache zu
jedem Zeitpunkt geringer bzw. der Anteil an schwimmenden Sporen groRer als auf der 100%
ArgTyr Oberflache. Aber bei beiden ArgTyr enthaltenden Oberflachen (50% und 100%)
erfolgt der groBte Anstieg der Sporenanlagerung innerhalb der ersten 20s nach der
Sporeninjektion. Auf der reinen Gly Oberflache kdnnen keine angehafteten Sporen detektiert
werden. Der abrupte Abfall der Sporenaktivitat fir die 100% ArgTyr und die stetige
Abnahme der Aktivitat fur die 50% ArgTyr Oberflache, dargestellt in Abbildung 4.15A, ist
somit auf die schnelle, zahlreiche Anlagerung der Sporen an diese Oberflachen und die damit

verbundene Verarmung an schwimmenden Sporen in Lésung zuriickzufihren.

4.2.3 Analyse des Schwimm- und Besiedlungsverhaltens der Ulva linza

Sporen mittels 3D-Tracking

Zur Untersuchung des Anlagerungsprozesses der Sporen an die ArgTyr enthaltenden
Oligopeptid Oberflachen wurden fir die jeweiligen Datensitze die Trajektorien
schwimmender Sporen im Bildfeld fir die ersten 2 min nach Sporeninjektion bestimmt. Die
AusmaRe des Bildfeldes bei diesen Messungen betragen 0,34 mm? in der Ebene zur
Lochblende hin orientiert und 0,97 mm? in der Ebene zum Detektor hin orientiert. Abbildung
4.16 zeigt die bestimmten Trajektorien jeweils eines Datensatzes fir die verschiedenen
Oberflachen mit 100%, 50% und 0% ArgTyr Oberflachenanteil. Obwohl bei jeder Messung

die gleiche Sporendichte verwendet wurde (2 x 10° Sporen/ml), unterscheidet sich die Anzahl



an schwimmenden Sporen, die zur Trajektorien Bestimmung vorhanden sind, erheblich
zwischen der 100%, 50% und 0% ArgTyr Oberflache. Fir die 100% ArgTyr Oberflache
konnten in dem gezeigten Datensatz in Abbildung 4.16A-C 32 Trajektorien bestimmt werden,
da sich schon sehr viele Sporen wéahrend der Injektion an die Oberflache angelagert haben.
Fur die 50% ArgTyr Oberflache wurden 84 Trajektorien (Abbildung 4.16D-F) und fiir die 0%
ArgTyr Oberflache 141 Trajektorien (Abbildung 4.16G-I) bestimmt.
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Abbildung 4.16: Trajektorien von Ulva linza Sporen in Probenkanalen mit A-C) 100% ArgTyr
Oberflachen, D-F) 50% ArgTyr Oberflachen und G-1) 0% ArgTyr (=100% Gly)
Oberflachen. Gezeigt sind 3D-Ansichten und XY- bzw. XZ-Ebenenprojektionen

aller Trajektorien eines Datensatzes. Die einzelnen Trajektorien besitzen zur

Unterscheidung verschiedene Farben.

4.2.3.1 Das ,Hit and stick” Muster

Bei Betrachtung der Trajektorien flr die verschiedenen Oberflachen in Abbildung 4.16 lassen
dich deutlich Verhaltensunterschiede der Sporen zwischen den ArgTyr enthaltenden
Oberflachen und der reinen Gly Oberflache (0% ArgTyr) erkennen. Bei der Gly Oberflache in
Abbildung 4.16G-1 akkumulieren die Sporen nahe der Oberflache, bleiben dort allerdings in
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Bewegung. Die Sporen zeigen das ,Gyration Schwimmmuster, welches durch eine
Schwimmbewegung parallel zur Oberflaiche mit gelegentlichen Oberflichenkontakten
gekennzeichnet ist (siehe Kapitel 2.4.5). L&ngere oder permanente Oberflachenkontakte
konnen flr diese Oberflache wahrend des Beobachtungszeitraums nicht verzeichnet werden.
Im Gegensatz dazu flihrt die Anwesenheit des ArgTyr auf den 100% und 50% ArgTyr
Oberflachen zu einem ,,Hit and stick® Verhalten der Sporen. Das bedeutet, dass die Sporen
direkt beim ersten Kontakt mit der ArgTyr Oberflache von dieser ,,eingefangen* werden und
gewissermalien kleben bleiben. Die Tatsache, dass auf der 100% ArgTyr Oberflache
wesentlich mehr Sporen schon wéhrend der Injektion kleben bleiben als auf der 50% ArgTyr
Oberflache zeigt, dass die ,,Klebrigkeit mit steigendem ArgTyr Gehalt zunimmt, was auch
die stérkere Besiedlung der 100% ArgTyr Oberflache in dem Standard Besiedlungs-Assay zur
Folge hat (vgl. Abbildung 4.13).

Einige reprisentative Trajektorien, die das ,,Hit and stick® Muster zeigen sind in Abbildung
4.17 dargestellt.

A

Abbildung 4.17: A) 3-dimensionale Darstellung reprisentativer Trajektorien des ,,Hit and stick*
Schwimmmusters auf der 50% ArgTyr Oberflache. B) XZ-Ebenenprojektion der
»Hit and stick* Trajektorien zur Veranschaulichung der gezielten Anniherung

der Sporen an die Oberflache.

Das ,,Hit and stick Schwimmmuster ist neben dem Festkleben der Sporen beim ersten
Oberflachenkontakt gekennzeichnet durch eine gezielte, fast vertikale Annaherung der Sporen

an die Oberflaiche (siehe Abbildung 4.17B). Der Ann&herungswinkel o, zur
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Oberflachennormalen betrdgt im Mittel fiir alle ,,Hit and stick® Trajektorien 146° *+ 21°
(Definition von o; siehe Kapitel 3.5.3). Ein Winkel von a, = 180° wirde bedeuten, dass die
Sporen senkrecht auf die Oberflache zu schwimmen. Bei einem Winkel von o, = 90° wiirden
die Sporen parallel zur Oberflache schwimmen.

In Abbildung 4.18 sind alle detektierten Sporen in den ersten 2 min der jeweiligen
holographischen Videos fir die 100%, 50% und 0% ArgTyr Oberflachen in drei Gruppen
eingeteilt: (1) Sporen, die wahrend der Injektion an die Oberflachen festkleben, (2) Sporen,
die wéhrend der 2 min Beobachtungszeit das ,,Hit and stick* Muster zeigen und (3) Sporen,
die in anderen Mustern (,,Orientation®, ,,Gyration* oder ,,Wobbling*) schwimmen ohne sich
permanent an eine Oberflache anzulagern oder festzukleben. Gezeigt ist die Verteilung dieser
drei Gruppen in den jeweiligen Experimenten mit 100%, 50% und 0% ArgTyr. Auch in dieser
Verteilungsanalyse zeigt sich die sehr attraktive und klebrige Eigenschaft der ArgTyr
enthaltenden Oligopeptid Oberflachen. Auf der reinen 100% ArgTyr Oberflache kleben
bereits ein Drittel der wahrend der 2 min Messdauer vorhandenen Sporen (34%) wahrend der
Injektion an der Oberflache (1). Fur die gemischte 50% ArgTyr Oberflache liegt dieser Wert
bei nur 8% und fiir die reine Gly Oberfliche bei 0%. Der Anteil des ,,Hit and stick*
Schwimmmusters (2) liegt fir beide ArgTyr Oberflachen, 100% und 50% ArgTyr, mit jeweils
40% und 38% in einem &dhnlichen Bereich. Fir die reine Gly Oberflache kann nur fir eine
einzelne Spore (<1%) ,,Hit and stick” Verhalten beobachtet werden. Deutliche Unterschiede
zwischen allen Oberflachen zeigen sich wiederum in der Anzahl an schwimmenden Sporen
(3), die ein anderes Schwimmmuster als das ,,Hit and stick” Muster aufweisen. Bei der 100%
und der 50% ArgTyr Oberflache handelt es sich dabei meist um Sporen in Losung, die
wahrend des Beobachtungszeitraumes aus dem Bildfeld schwimmen. Was auf3erhalb des
Bildfeldes mit diesen Sporen geschieht, bzw. ob sie aullerhalb des Bildfeldes an die
Oberflache kleben kann nicht detektiert werden. Daher werden diese Sporen der Gruppe (3)
zugeordnet. Fir die 50% ArgTyr Oberflache lassen sich mehr als doppelt so viele
schwimmende Sporen der Gruppe (3) beobachten als fir die 100% ArgTyr Oberflache. Dies
korreliert wiederum mit der Beobachtung in Abbildung 4.15, dass durch die rapide
Anlagerung der Sporen auf der 100% ArgTyr Oberflache die Anzahl der schwimmenden
Sporen in Losung erschopft wird. Bei der reinen Gly Oberflache zeigen 99% der detektierten
Sporen ein anderes Schwimmmuster als das ,,Hit and stick®. Hierbei handelt es sich wie

bereits erwéhnt hauptsdchlich um das ,,Gyration* Muster.
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Abbildung 4.18: Einteilung der in den jeweiligen holographischen Videos fir die 100%, 50%
und 0% ArgTyr Oberflachen detektierten Sporen in drei Gruppen und
prozentuale Verteilung dieser Gruppen in den jeweiligen Experimenten. (1)
Sporen, die wahrend der Injektion an der Oberflachen festklebten, (2) Sporen,
die wahrend der 2 min Beobachtungszeit das ,,Hit and stick* Muster zeigen und
(3) Sporen, die mit verschiedenen Mustern schwimmen ohne an eine Oberflache

festzukleben.

4.2.3.2 Das ,Wobbling“ Muster

Neben dem ,Hit and stick® gibt es ein weiteres Schwimmmuster, das fiir die ArgTyr
enthaltenden Oligopeptid Oberfldchen beobachtet wird, und zwar das ,,Wobbling™ Muster.
Dieses Muster tritt bei 35% der Sporen auf, die in Abbildung 4.18 der 100% ArgTyr
Oberflache zur Gruppe (3) der schwimmenden Sporen zugeordnet wurden. Reprasentative
Trajektorien dieses Musters sind in Abbildung 4.19 gezeigt. Das ,,Wobbling*“ Muster ist fir
oberflachenferne Sporen in Lésung zu beobachten und unterscheidet sich von den tblichen
Trajektorien des ,,Orientation Musters durch ein eher zick-zack ahnliches Verhalten mit
h&ufigen Richtungsédnderungen [130]. Die wahrscheinlichste Geschwindigkeit der Sporen
beim ,,Wobbling™ Schwimmmuster liegt bei ca. 52 um/s (siehe Abbildung 4.19C) und ist

damit typischerweise langsamer als bei Sporen mit ,,Orientation* Muster (> 100 pum/s) [29].

101



4 Ergebnisse und Diskussion

Z [um]

300

200}

100

Y [um]

-100

-200

-500 300 -100 100 300
X [pm]

i Maximum:51.8 _ 640
120}~ =
0 A FWHM:826 £ 600
2 N
5 560 -
o _
2 -250 -
(0 L .
N 350 - TTED
< o 150
HE o X [um] 450 .| 250
0 50 100 150 200 250 300 350 400 250
Geschwindigkeit [um/s] Y [um]

Abbildung 4.19: A) 3D-Ansicht und B) XY-Ebenenprojektion reprasentativer Trajektorien des

»Wobbling“ Schwimmmusters fiir die 100% ArgTyr Oberfliche. C)
Geschwindikeitsverteilungshistogramm Uber die Trajektorien gezeigt in A) bzw.
B) mit der wahrscheinlichsten Geschwindigkeit (Maximum) und der
Halbwertsbreite (FWHM) des Maxwell-Boltzmann Fits. D) Detaillierte 3D-

Ansicht einer einzelnen Trajektorie des ,,Wobbling*“ Musters.

Das Auftreten des ,,Wobbling” Musters wurde von Iken et al. in einer fritheren Studie auf

beschédigte oder irritierte Algensporen zuriickgefuhrt [131]. Da dieses Muster in der

vorliegenden Studie nur bei den ArgTyr enthaltenden Oberflachen beobachtet wird, wére eine

maogliche Erklarung, dass die Sporen wéhrend eines Oberflachenkontaktes durch die starke

Wechselwirkung mit dem kationischen Peptid beschadigt wurden. Wahrscheinlich handelt es

sich um Sporen, die wéhrend der Einspilphase in den Probenkanal mit der ArgTyr Oberflache

in Kontakt kamen und durch die hohen Scherkrafte wahrend der Sporeninjektion wieder von

der Oberflache weggerissen wurden. Dabei konnen beispielsweise Beschadigungen der
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Flagellen auftreten, die dazu fiihren, dass Sporen das beschriebene ,,Wobbling* Muster

zeigen.

4.2.3.3 Das, Twitching” Muster

Die Sporen, die auf der 100% und 50% ArgTyr Oberflache entweder wéhrend der Injektion
oder innerhalb des Beobachtungszeitraumes in Folge des ,,Hit and stick® Musters, festkleben,
verbleiben wéhrend des Aufnahmezeitraumes von 10 min in den meisten Féllen regungslos
auf der Oberflache. Auf der 100% ArgTyr Oberflaiche kann allerdings fir 20% der
festklebenden Sporen eine zuckende Bewegung beobachtet werden, die im Folgenden als
,»Iwitching” Muster bezeichnet wird. Auf der 50% ArgTyr Oberfliche zeigen 28% der
festklebenden Sporen das ,,Twitching™ Muster. In Abbildung 4.20a-b sind zwei représentative
Beispiele von Sporen gezeigt, die die typischen zuckenden Bewegungen des ,,Twitching*
Musters ausfiihren. Zum Vergleich ist eine regungslose statische Spore in Abbildung 4.20c
dargestellt. Beim ,, Twitching® sind die Sporen in Kontakt mit der Oberflache und zeigen eine
Art Zappelbewegung wie sie in Abbildung 4.20a mit einem Pfeil angedeutet ist. Dabei lassen
sich deutliche Anderungen der Sporenkdérperposition fiir die zappelnden Sporen im Gegensatz
zu statischen Sporen erkennen, wie in Abbildung 4.20 beispielhaft gezeigt ist. Die Anderung
der Sporenposition erfolgt dabei immer in eine bestimmte Richtung. Die Spore in Abbildung
4.20a (grun) zeigt etwas groRere Auslenkungen des Sporenkorpers als die Spore in Abbildung
4.20b (blau), was zeigt, dass die Dynamik der ,,Twitching* Bewegung sich zwischen
verschiedenen  Sporen  unterscheidet und am  wahrscheinlichsten  von  der
Anlagerungsgeometrie der Sporen auf der Oberflache abhéngt. In Abbildung 4.21 ist
exemplarisch die Bewegungsdynamik der in Abbildung 4.20 gezeigten Sporen durch
Auftragung der Auslenkung bzw. Verrickung des Sporenkdrpers in XY-Richtung in
Abhangigkeit von der Zeit illustriert. Die Schwerpunktsdnderung des Sporenkorpers
entspricht der Lange des Vektors zwischen zwei aufeinanderfolgenden Sporenpositionen in
der XY-Ebene.
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Abbildung 4.20: Vergleich der Bewegungsdynamik zweier reprasentativer Sporen mit dem
»Twitching® Muster auf der 50% ArgTyr Oberflache im Vergleich zu einer
statischen Spore. a) und b) XY-Ebenenprojektion der Sporen mit dem
»Twitching“ Muster, c¢) XY-Ebenenprojektion der statischen Spore. Zur
besseren Veranschaulichung der GroéRenverhaltnisse wurde der Sporenkdrper
schematisch in die Darstellung eingefiigt. Der Pfeil deutet die Zappelbewegung

der Spore an.

Das ,,Twitching* Muster ist generell gekennzeichnet durch unbewegliche Abschnitte, die
plotzlich von kurzen Zappelbewegungen unterbrochen werden, wie es in Abbildung 4.21A-B
beispielhaft dargestellt ist. Die Sporen scheinen statisch auf der 50% ArgTyr Oberflache
festzukleben aber zwischen den statischen Phasen der Spore erfolgen kurze ,,Twitching®
Phasen erkennbar durch Auslenkungen der Spore in XY-Richtung. Bei der Spore in
Abbildung 4.20a erreichen diese Auslenkungen Dimensionen von bis zu 4-5 pm in XY-
Richtung (siehe Abbildung 4.21A). Diese Auslenkungen sind allgemein sehr kurz (1-2 s), das
heilit die Sporen zucken nur kurz zu einer Seite und gehen dann wieder in ihre
Ausgangsposition zurlick. Die Spore in Abbildung 4.20b zeigt weniger ausgepragte, doch
trotzdem erkennbare Auslenkungen von max. 3 um in XY-Richtung (siehe Abbildung 4.21B).
Bei der statischen Spore in Abbildung 4.21C konnen keine XY-Auslenkungen aul3erhalb des
iiblichen Rauschens detektiert werden. Bei keiner der Sporen, die das ,,Twitching™ Muster

zeigt kann eine bestimmte Frequenz der ,, Twitching* Phasen beobachtet werden.
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Abbildung 4.21: Zeitliche Entwicklung der XY-Auslenkung bzw. -Verrickung des
Sporenkdrpers der auf der 50% ArgTyr Oberflache festklebenden Sporen aus
Abbildung 4.20. A) zappelnde Spore aus Abbildung 4.20a (griin), B) zappelnde
Spore aus Abbildung 4.20b (blau) und C) statische Spore aus Abbildung 4.20c
(rot). Die Zeitpunkte in den jeweiligen Auftragungen beziehen sich auf den

Beginn der Messung.

Neben diesem zuvor beschriebenen typischen ,, Twitching® Muster mit kurzen zappelnden
Bewegungen zeigen 12% dieser Sporen zusétzlich temporare oder permanente Verriickungen
des Sporenkdrpers mit teilweise groReren Auslenkungen. Zwei représentative Beispiele daftr
sind in Abbildung 4.22 gezeigt. In den Teilabbildungen B und D sind, anders als in Abbildung
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4.21, die absoluten X- und Y-Koordinaten des Sporenkdrpers gegen die Zeit aufgetragen um

die temporaren und permanenten Verrtickungen zu visualisieren.

Z [um]
X[um]

Zeit [s]

Z [pm]

Zeit [s]

Abbildung 4.22: Repréasentative Sporen mit dem ,,Twitching® Muster auf der 50% ArgTyr
Oberflache mit langer anhaltenden Verriuckungen des Sporenkdrpers. A) und C)
3D-Ansicht der zappelnden Sporen, B) X- und Y-Positionen des Sporenkdrpers
aus A) aufgetragen gegen die Zeit. D) X- und Y-Positionen des Sporenkdrpers

aus C) aufgetragen gegen die Zeit.

Im Beispiel aus Abbildung 4.22A beginnt die Spore direkt nach dem ersten
Oberflachenkontakt fir ca. 5s mit einer hohen Frequenz zu zappeln. Danach bleibt sie
statisch und zeigt etwa alle 5-10 s nur noch einzelne Zappelbewegungen. Etwa 46 s nachdem
diese Spore an die 50% ArgTyr Oberflache festgeklebt ist zeigt sie Verriickungen um ca.
5 um die etwa 10 s andauern. Schlielich kehrt die Spore wieder in ihre Anfangsposition
zuriick. Ein ahnliches Verhalten zeigt die Spore in Abbildung 4.22C. Auch bei dieser lasst

sich 33 s nach dem ersten Festkleben eine langer anhaltende Verriickung des Sporenkdrpers
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beobachten. Diese Spore kehrt allerdings nach der letzten Auslenkung 55 s nach dem ersten

Oberflachenkontakt nicht mehr in ihre anfangliche Position zurtck.

4.2.3.4 Vergleich des ,Hit und stick” Schwimmmusters auf geladenen ArgTyr Oligopeptid
SAMs und auf perfluorierten Silan SAMs (FOTS)

Das ,Hit and stick“ Schwimmmuster wurde bereits in der Arbeit von M. Heydt als
charakteristisches Muster, das auf hydrophoben perfluorierten Silan SAMs (FOTS) zu
beobachten ist, beschrieben [29, 167]. Bei dieser Oberflache tritt das ,,Hit and stick® Muster
in den ersten 3 min nach Sporeninjektion auf. Danach verringert sich die Wahrscheinlichkeit
dieses Musters, was hauptsachlich auf die Konditionierung der Oberflache zurtickgefiihrt
wird. Das ,Hit and stick“ Muster auf FOTS beinhaltet immer vier Phasen: (1) Die
Oberflachenannédherung, (2) die ,,Sticking* Phase, (3) die ,,Spinning* Phase und (4) das
,.Settlement™ oder ,,Detachment” [167]. Wie bei dem zuvor beschriebenen ,,Hit and stick®
Muster auf ArgTyr enthaltenden Oligopeptid Oberflachen werden die Sporen von der FOTS
Oberflache eingefangen und bleiben an dieser haften. Die Annéherung der Sporen an die
FOTS Oberflaiche geschient analog zur ArgTyr Oberfliche mit einem groflen
Anndherungswinkel o, =140° + 26° und wird aufgrund der hohen Geschwindigkeit in der
Nihe der Oberflache von M. Heydt als ,,crash into the surface* bezeichnet [167]. Nach einer
kurzen ,,Sticking® Phase auf der FOTS Oberfliche beginnen alle Sporen mit der ,,Spinning*
Bewegung. Diese kann wenige Sekunden bis mehrere Minuten andauern. In den meisten
Fallen verlassen die Sporen nach dem ,,Spinning* die Oberfldche wieder (,,Detachment®). Nur
in wenigen Fallen, wenn die ,Spinning“ Phase lange genug andauert, wird der
Siedlungsprozess initiiert. Die komplette statistische Auswertung des Schwimmverhaltens der
Ulva Sporen in Anwesenheit der FOTS Oberflache findet sich in der Dissertation von M.
Heydt [167]. Zur Veranschaulichung des ,,Hit and stick® Verhaltens auf der FOTS Oberflache
wurde in dieser Arbeit beispielhaft eine Spore auf dieser Oberflache getrackt. Abbildung 4.23
zeigt die Spore direkt nach Auftreffen auf die Oberflache.
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Abbildung 4.23: Ausschnitt des ,,Hit and stick® Musters einer reprasentativen Spore direkt nach
Auftreffen auf der FOTS Oberflache. A) und B) 3D-Ansicht und XY-
Ebenenprojektion des gesamten Oberflachen Aufenthalts der Spore vom
Auftreffen auf die Oberfliche bis zum ,,Detachment®. C) und D) 3D-Ansicht und
XY-Ebenenprojektion eines Teilsegments der Trajektorie, das die ,,Spinning*
Bewegung gegen den Uhrzeigersinn beinhaltet. E) X- und Y-Positionen des
Sporenkdrpers aufgetragen gegen die Zeit mit Kennzeichnung der einzelnen
Phasen (2) ,,Sticking®, (3) ,,Spinning* und (4) ,,Detachment*.
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Die ,,Sticking* Phase dieser Spore auf der FOTS Oberfliche dauert 30 s. Wahrend dieser
Phase sind zwei kurze Zappelbewegungen (,,Twitching®) zu beobachten. Danach geht die
Spore fiir 33 s in eine ,,Spinning* Phase {iber und verlédsst darauthin die Oberfliche wieder.
Die ,,Spinning” Bewegung ist im Gegensatz zur ,,Twitching“ Bewegung gekennzeichnet
durch eine periodische Rotationsbewegung um den Verankerungspunkt der Spore mit der
Oberflache im Bereich der apikalen Papille. Im Falle der Spore in Abbildung 4.23 ist die
Rotationsrichtung gegen den Uhrzeigersinn.

Das ,,Hit and stick® Muster auf der ArgTyr Oberfldche unterscheidet sich von dem ,,Hit and
stick® Muster auf der FOTS Oberfliche zunichst nicht. Die Anndherung der Sporen an die
Oberflache erfolgt in beiden Féllen fast vertikal mit einer hohen Geschwindigkeit (vgl.
Abbildung 4.17). In beiden Féllen werden die Sporen von der Oberflache eingefangen und
bleiben daran kleben, d.h. fiir beide ,,Hit and stick Muster wird eine ,,Sticking* Phase
beobachtet, wéahrend der in manchen Féllen sporadische Zappelbewegungen detektiert werden
konnen. Der groBe Unterschied zwischen dem ,,Hit and stick® auf der ArgTyr Oberfldche und
dem ,,Hit and stick” auf der FOTS Oberflache liegt darin, dass keine der Sporen auf der
ArgTyr Oberflache innerhalb des Aufnahmezeitraums von 10 min in eine ,,Spinning™ Phase
ubergeht. Alle detektierten Sporen auf der 100% und der 50% ArgTyr Oberflache verbleiben
wihrend des gesamten Beobachtungszeitraumes in der ,,Sticking® Phase, meist als statische
Spore. Die einzige Bewegung wihrend der ,,Sticking™ Phase auf den ArgTyr Oberflachen ist
die ,,Twitching Bewegung, die aber nur fiir einige Sporen verzeichnet werden kann (vgl.
Abbildung 4.20 und Abbildung 4.22). Keine der auf der ArgTyr Oberflachen festklebenden

Sporen hat wéahrend des Aufnahmezeitraumes von 10 min die Oberflache wieder verlassen.

4.2.4 Elektrostatische Wechselwirkungen zwischen Spore und Oberflache

Die Ulva Sporen sind aufgrund einer Phosphatkopfgruppe in ihrer Phospholipidmembran
negativ geladen [27], daher wurde vermutet, dass die positive Ladung der ArgTyr Peptid
Oberflachen die Anlagerung der Sporen induziert [33]. Allerdings sind aufgrund der sehr
kurzen Debye Lange in Meerwasser von ca. 0,4 nm [27] elektrostatische Wechselwirkungen
zwischen den Sporen und der geladenen Oberflache nur in sehr kleinem Abstand im Bereich
von Nanometern zu erwarten. Im Folgenden wird nun die elektrostatische
Wechselwirkungskraft zwischen einer negativ geladenen Spore und der positiv geladenen
100% ArgTyr Oberflache diskutiert. Es handelt sich lediglich um eine Abschatzung, bei der
bestimmte Annahmen und Naherungen getroffen wurden. Da die genaue Packungsdichte und
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die Konformation des ArgTyr SAMs und damit die tatsachliche Flachenladungsdichte nicht
genau bekannt sind, wurde zur Berechnung der Ladungsdichte die Packungsdichte von
EGsOH SAMs auf Gold (3,46 Molekiile/nm? [189]) verwendet. Das ArgTyr Molekiil besitzt
an jedem Arginin eine positive Elementarladung, d.h. insgesamt vier. Flr die Berechnung
allerdings wurde angenommen, dass nur zwei dieser Elementarladungen zur Flachenladung
beitragen, da die beiden anderen Ladungen aufgrund der Konformation wahrscheinlich nicht
an der Oberflache liegen. Die Flachenladungsdichte wurde damit zu ca. o1 = 0,96 C/m? als
obere Abschédtzung approximiert. Da die langen ArgTyr Molekile eher geknickt im SAM
vorliegen [33], wird die Packungsdichte und damit auch die Flachenladung bei diesen etwas
geringer sein. Die Flachenladungsdichte der Ulva Spore léasst sich aus deren Zetapotential
bestimmen, das von Rosenhahn et al. bereits zu -19,3mV ermittelt wurde [27]. Die
Anndherung der Ladungsdichte erfolgte mit Hilfe der folgenden Formel von Ohshima et al.
[190, 191]:

g = e2kT — ¢ 2kT 4+ — -

e
&0 xkT | €& e 4 e2kT —1
e ka 65

2kT

e +1

(15)

Dabei ist ¢, die relative Permittivitat von Meerwasser (72,5 F/m) [27], €, die Permittivitét in
Vakuum, k die Boltzmann Konstante, T die absolute Temperatur, e die Elementarladung, a
der Radius der Spore (2,5 um) und ¢ das Zetapotential der Spore (-19,3 mV). Bei y handelt es

sich um den Debye-Huckel Parameter der folgendermafen berechnet wurde:
_[2Nge?l
x= &-&okT

mit Na als Avogadro Konstante und | als lonenstérke des Meerwassers (ca. 70 mM). Damit

(16)

ergibt sich eine Flachenladungsdichte der Spore von ca. o,=-4,8x10° C/m? Die
Wechselwirkungskréfte zwischen zwei geladenen Kdérpern in einem Elektrolyt kdnnen mit
Hilfe der Derjagin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO) Theorie beschrieben werden, die die
elektrostatischen und die van-der-Waals Wechselwirkungen beriicksichtigt [192]. Die

elektrostatischen Wechselwirkungskrafte zwischen der Spore und der Peptidoberflache



wurden mit der folgenden Formel abgeschatzt [192] und in Abbildung 4.24 in Abhéngigkeit

vom Abstand aufgetragen:

4ntroy 0,

] —kD
¢ £ €k

17)
Dabei wird die Spore als Sphére mit dem Radius r angenommen. o; ist die
Flachenladungsdichte der Oberflache, o, die der Spore, 1/k ist die Debye Lange in

Meerwasser und D ist der Abstand zwischen der Spore und der Oberflache.
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Abbildung 4.24: Abschatzung der elektrostatischen Wechselwirkungskraft der negativ
geladenen Spore und der positiv geladenen ArgTyr Oberflache in Abhangigkeit

vom Abstand.

Die elektrostatische Wechselwirkungskraft bei einem Abstand von 0, d.h. wenn die Spore in
Kontakt mit der Oberflache ist, liegt in dieser Abschéatzung bei ca. 0,09 nN. Die Kraft nimmt
exponentiell ab und geht schon bei einem Abstand von ca. 2nm gegen Null. Da die
Packungsdichte der ArgTyr SAMs und damit die Ladungsdichte geringer ist als angenommen,
wird auch die Wechselwirkungskraft geringfiigig kleiner sein. Die daraus resultierende
Adhasionsenergie liegt dabei in einer GroRenordnung von ca. 10°° Nm. Betrachtet man eine
analoge elektrostatische Wechselwirkung in MiliQ Wasser, so wirde sich die Debye Lénge
von 0,4 nm auf ca. 1 um erhéhen [192]. Das Meerwasser reduziert also die Reichweite der

elektrostatischen Wechselwirkungen um vier GroRenordnungen. Im Vergleich hierzu liegt die
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Reichweite von typischen hydrophoben Wechselwirkungen bei 6 nm in PBS Puffer und
11nm in purem Wasser und von Dispersionskraften bei 0,2-0,4nm [192]. Die
elektrostatischen Wechselwirkungen leisten im Vergleich zu hydrophoben Wechselwirkungen
somit einen geringeren Beitrag zur Gesamtwechselwirkung der Spore mit der ArgTyr
Oberflache.

4.2.5 Diskussion und Fazit

Mit Hilfe der holographischen Mikroskopie wurde im Rahmen dieser Arbeit die
Besiedlungsdynamik positiv geladener Oligopeptid Oberflachen mit unterschiedlichem
ArgTyr Oberflachenanteil (100%, 50% und 0% ArgTyr) mit Ulva linza Sporen untersucht.
Die Ergebnisse der zusatzlich durchgefiihrten Standard Besiedlungs-Assays mit Ulva Sporen
in Kapitel 4.2.1 zeigen bereits deutliche Unterschiede zwischen der 100%, 50% und 0%
ArgTyr Oberflache. Die absolute Anzahl gesiedelter Sporen steigt mit groRer werdendem
ArgTyr Oberflichen Anteil und auch die Beobachtung ,,pseudo“-gesiedelter Sporen
beschrankt sich auf die 100% ArgTyr Oberflache (11% ,,pseudo‘“-gesiedelte Sporen). Wie
Ederth et al. zeigen konnten, ist die starke Besiedlung der ArgTyr Oberflachen auf die rapide
Anlagerung ,,pseudo“-gesiedelter Sporen zuriickzufiihren. Die Anzahl an ,pseudo-
gesiedelten Sporen nimmt mit der Zeit ab, weshalb angenommen wird, dass die Sporen mit
der Zeit in der Lage sind sich zu reorientieren und einen normalen Besiedlungsprozess zu
durchlaufen [33]. Auf der 50% ArgTyr Oberflache kénnen im Vergleich zur 100% ArgTyr
Oberflache insgesamt 33% weniger gesiedelte Sporen beobachtet werden und jede dieser
Sporen ist normal gesiedelt. Das deutet darauf hin, dass durch den hoheren ArgTyr Gehalt die
100% Oberflache eine erhohte ,,Klebrigkeit aufweist, wodurch es zum einen zu einer
vermehrten Anlagerung der Sporen kommt und es zum anderen den Sporen erschwert wird
eine normale Besiedlung zu vollziehen. Die ,,Klebrigkeit™ der ArgTyr Oberflachen kann nicht
nur auf rein elektrostatische Wechselwirkungen zwischen der negativ geladenen Spore und
der positiv geladenen ArgTyr Oberflache zurtickgefuhrt werden, wie die Abschadtzung der
elektrostatischen Wechselwirkungskrafte in Abschnitt 4.2.4 zeigt. Vielmehr wird vermutet,
dass spezifische Wechselwirkungen zwischen dem Arginin und der Zellmembran der Spore
fir die ,,Klebrigkeit“ verantwortlich sind [27, 32, 33]. Dies wird durch die wesentlich
geringere Besiedlung einer ebenfalls positiv geladenen LysTyr Peptid Oberflache bestétigt
[32]. Bei der 0% ArgTyr Oberflaiche mit einem reinen Gly SAM tritt diese Art der
Wechselwirkung nicht auf, weshalb auf dieser Oberflache auch eine wesentlich geringere



Besiedlung zu beobachten ist. Ein weiterer Unterschied zwischen den ArgTyr enthaltenden
Oberflachen und der reinen Gly Oberflache ist die Verteilung der gesiedelten Sporen auf der
Oberflache. Bei den ArgTyr Oberflachen sind die Sporen einzeln auf der Oberfl4che verteilt.
Auf der Gly Oberfl&che siedeln die Sporen hauptsachlich in Gruppen direkt nebeneinander.

Die integrale Auswertung der holographischen Videos liefert weitere Informationen zur
Anlagerung der Sporen an die Oligopeptid Oberflachen, die die Beobachtungen in den
Standard Besiedlungs-Assays stiitzen. Die Analyse der Schwimmaktivitdten der Sporen in
den Probenkanédlen mit den untersuchten Oberflachen haben gezeigt, dass die Aktivitat der
Sporen bei der 100% ArgTyr Oberflache rapide abféllt, wahrend die Abnahme bei der 50%
ArgTyr Oberflache weniger drastisch vonstatten geht (vgl. Abbildung 4.15A). Dies ist zum
einen auf die hohere Anzahl an Sporen auf der 100% ArgTyr Oberflache zuriickzufiihren, die
bereits wahrend der Sporeninjektion anhaften. Bei der Injektion wird die Sporensuspension
sehr schnell mit einer Spritze in den Probenkanal eingefillt, wodurch die Sporen an die
Oberflachen des Kanals gespult werden und im Falle der ArgTyr Oberflachen daran anhaften
kénnen. Auf der 100% ArgTyr Oberflache sind dies bereits 42% der Gesamtpopulation an
Sporen im Bildfeld, die nach der Injektion an den Oberflachen detektiert werden, wahrend auf
der 50% Oberflache nur 19% der Sporen wahrend der Injektion angehaftet sind. Dadurch wird
die Anzahl an frei schwimmenden Sporen in Losung, die zu den Aktivitatswerten beitragen,
bei der 100% Oberflache in starkerem Male dezimiert als bei der 50% Oberflache. Zum
anderen lagern sich die meisten der verbleibenden Sporen in Lésung innerhalb von 15 s an die
100% ArgTyr Oberflache an, so dass 20 s nach der Injektion nur noch 15% der Sporen im
Bildfeld frei schwimmend vorzufinden sind. Bei der 50% ArgTyr Oberflache sind es noch
36% frei schwimmende Sporen im Bildfeld (vgl. Abbildung 4.15B). Damit deuten auch die
Ergebnisse dieser integralen Analyse auf der Basis holographischer Daten auf eine verstarkte
Wechselwirkung zwischen den Sporen und der Oberflaiche mit groRerem ArgTyr
Oberflachenanteil hin. Des Weiteren konnte durch die Untersuchung der Sporenaktivitét und
der Besiedlung der Oberflachen in den holographischen Experimenten gezeigt werden, dass
die hdchste Besiedlungsrate bei beiden ArgTyr Oberflachen wahrend der ersten 20 s nach der
Injektion zu finden ist. Daher befinden sich auch bei der Studie von Ederth et al. nach einer
Besiedlungszeit von 5 min bereits 65% der finalen Sporendichte auf der Oberflache [33]. Im
Gegensatz dazu kann auf der Gly Oberflache wahrend des gesamten Beobachtungszeitraumes
nur eine einzige angelagerte Spore detektiert werden. Daher nimmt die Aktivitat der Sporen

bei dieser Oberflache auch nicht ab, sondern erhoht sich sogar.
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Nach der Bestimmung der Trajektorien in den verschiedenen Datensatzen fur die jeweiligen
100%, 50% und 0% ArgTyr Oberflachen zur Untersuchung des Anlagerungsprozesses an die
jeweilige Oberflache hat sich gezeigt, dass die Sporen in Anwesenheit der Gly Oberfl&che in
der Ndhe dieser akkumulieren und hauptsdchlich mit dem ,,Gyration* Muster schwimmen,
was die erhohte Schwimmaktivitat erklart. Im Gegensatz dazu kann bei der 100% und der
50% ArgTyr Oberfliche kein ,,Gyration® beobachtet werden. Das vorherrschende
Schwimmmuster bei den ArgTyr Oberflachen ist das ,,Hit and stick” Muster. Die Sporen
bleiben dabei beim ersten Kontakt mit der ArgTyr Oberflache an dieser kleben. Daher sind
die Sporen in den lichtmikroskopischen Aufnahmen des Standard Besiedlungs-Assays auch
statistisch als einzelne Sporen auf den ArgTyr Oberflachen verteilt (vgl. Abbildung 4.14). Bei
der Gly Oberflache hingegen sind die Sporen mit dem ,,Gyration Muster in der Lage die
Oberflache zu erkunden und bereits gesiedelte Sporen auf der Oberflache zu finden und sich
direkt neben diesen anzulagern. Daher wird auf der Gly Oberfliche auch eine
Gruppenbesiedlung beobachtet. Solche Gruppenbesiedlungen werden meist bei hydrophoben
Oberflachen, wie beispielsweise auch bei FOTS Oberflachen, beobachtet [26, 81, 167]. Dass
die Sporen auch bei dem eher hydrophilen Gly SAM (Kontaktwinkel: 41° £ 1°) in Gruppen
siedeln ist vermutlich auf eine geringe Haftstarke der Sporen auf dieser Oberflache
zuruckzufihren, wie es auch fir EG,.6-OH SAMs beobachtet wird [84]. Denn durch die
Gruppenbesiedlung sind die Sporen besser gegentber aulieren Einflissen, wie beispielsweise

Scherkraften geschitzt.

Wihrend des normalen Besiedlungsprozesses der Sporen findet hiufig eine ,,Spinning*
Bewegung der Sporen statt, bei der sie einen temporaren Oberflachenkontakt herstellen und
sehr schnell um diesen Kontakt rotieren (240rpm) [25]. In den meisten Fallen verlassen die
Sporen die Oberfliche nach dem ,,Spinning* wieder, weshalb dieses Muster auch als
Erkundungsmuster angesehen wird [167]. Nur in wenigen Fillen, wenn die ,,Spinning*
Bewegung lange genug andauert wird anschlieBend der Besiedlungsprozess mit der
Ausscheidung des Klebstoffes initiiert. Eine ,,Spinning™ Bewegung kann auch fiir diejenigen
Sporen beobachtet werden, die mit dem ,Hit and stick”“ Schwimmmuster auf einer
hydrophoben FOTS Oberfldche kleben bleiben. Nach einer kurzen ,,Sticking* Phase wird auf
dieser Oberfldche das ,,Spinning™ eingeleitet. Wéhrend der ,,Sticking® Phase zeigen die
Sporen sporadische Zappelbewegungen. Es wird angenommen, dass die Sporen zunéchst in

einer ungeeigneten Position auf der Oberflache kleben bleiben und durch das Zappeln in eine



geeignete Position fiir das ,,Spinning™ gelangen [167]. Bei den ArgTyr Oligopeptid
Oberfldchen fiihrt das ,,Hit and stick® Muster allerdings dazu, dass die Sporen in den meisten
Féllen regungslos auf der Oberflache kleben bleiben. Nur einige der Sporen (20% fir die
100% ArgTyr und 28% fur die 50% ArgTyr Oberflache) zeigen Zappelbewegungen
(,, Twitching®). ,,Spinning* Bewegungen konnen wihrend des gesamten Aufnahmezeitraumes
von 10 min auf den ArgTyr Oberflachen nicht beobachtet werden. Diese Bewegung wird
vermutlich durch das starke Festhalten der Sporen in einer ungeeigneten Position auf der
ArgTyr Oberflache verhindert. Das zeigt, dass die Wechselwirkungen der Sporen mit den
ArgTyr Oligopeptid Oberflichen, die fiir die ,Klebrigkeit* der Oberflache verantwortlich
sind, wesentlich starker sind als die Wechselwirkungen mit der hydrophoben FOTS
Oberflache.

Diejenigen Sporen, die auf der ArgTyr Oberfldche ,, Twitching* Bewegungen zeigen, scheinen
zunachst auch statisch auf der Oberflache festzukleben. Nur plétzliche, sehr kurze
Zappelbewegungen zu einer bestimmten Seite unterbrechen die statischen Phasen der Spore.
Weniger hdufig werden auch langer anhaltende oder dauerhafte Verrtickungen des
Sporenkorpers wihrend der ,,Sticking® Phase beobachtet. Da auch die Flagellen der Sporen
von der Zellmembran umhiillt sind, ist es auch mdglich, dass die Sporen mit einer oder
mehreren Flagellen an der Oberflache kleben bleiben. Dadurch wirden die Sporen mehr
Freiheiten in ihrer ,, Twitching® Bewegung besitzen was die groBeren, ldnger anhaltenden
Verrlickungen des Sporenkorpers erklaren wirde. Das ,, Twitching* fiihrt allerdings in keinem
Fall dazu, dass die Spore die Oberflache wieder verléasst, denn keine der zuvor auf der ArgTyr
Oberflache festgeklebten Sporen hat die Oberfliche wahrend des Aufnahmezeitraumes
verlassen. Am wahrscheinlichsten fuhren die Kréfte, die bei dem ,,Twitching® ausgeiibt
werden, dazu, dass sich die Kontaktpunkte der Spore mit der Oberflache dndern. Daher kann
vermutet werden, dass durch das ,,Twitching™ hervorgerufenen Sporenkdrper Verriickungen
die Reorientierung der Sporen und damit den normalen Besiedlungsprozess ermoglichen. Das
wirde auch die Beobachtungen in den Standard Besiedlungs-Assays erklaren, in denen die
Anzahl an ,,pseudo‘-gesiedelten Sporen mit der Zeit abnimmt, wahrend sich der Anteil an
normal gesiedelten Sporen erhoht. Wie die Ergebnisse des Standard Besiedlungs-Assays in
Abbildung 4.13 zeigen waren auf der 50% ArgTyr Oberflaiche nach 30 minutiger
Besiedlungsdauer alle Sporen in der Lage normal zu siedeln. Es kann diskutiert werden ob
eine Konditionierung der Peptidoberflaichen mit Makromolekiilen aus dem verwendeten
kiinstlichen Meerwasser oder von den Ulva Sporen ausgeschiedenen Substanzen [193] dazu

flhrt, dass es den Sporen mit der Zeit erleichtert wird sich zu reorientieren und normal zu
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siedeln. Auch bei der Untersuchung des Sporen Verhaltens auf der FOTS Oberflache wird
vermutet, dass eine Konditionierung der Oberflache zum Verschwinden des ,,Hit and stick*
Musters mit der Zeit fihrt [167]. Denn das ,,Hit and stick Muster kann nur wahrend der
ersten 3 min nach Sporen Injektion fir die FOTS Oberflache beobachtet werden. Danach
andert sich das Verhalten der Sporen hin zu den ublichen Erkundungsmustern wie
beispielsweise das “Gyration” Muster. Daher kann auch bei den ArgTyr Oberflachen
vermutet werden, dass die Konditionierung der Oberfliche zusammen mit dem ,,Twitching*
der Sporen mit voranschreitender Besiedlungszeit zu einer Reorientierung und normalen

Besiedlung fiihrt.

4.3 Holographische in-situ Feldexperimente

In standardisierten Laborexperimenten mit einzelnen Modelorganismen, wie beispielsweise
Ulva linza [23, 86, 194], Semibalanus amphitrite [23, 60] aber auch Bakterien wie Cobetia
marina [94, 195] und im Falle biomedizinisch relevanter Fragestellungen Pseudomonas
aeruginosa [169], konnen potentielle ,,Antifouling™ Oberflachen schnell auf ihre Eignung als
solche Uberpruft werden. Allerdings nur in Bezug auf die verwendeten Spezies. Um die
tatsachliche Leistung bei einem Einsatz als ,,Antifouling”-Beschichtung im natlrlichen
Umfeld unter Einwirkung einer ganzen Population unterschiedlicher Spezies zu untersuchen
werden Feld-Testverfahren angewandt.

Wie bereits in Kapitel 2.2 erldutert, werden in Laborexperimenten sehr haufig
Modeloberflachen wie SAMs untersucht, um gezielt einzelne physiko-chemische
Oberflacheneigenschaften zu variieren und deren Einfluss auf die Besiedlung zu testen. Mit
dem grundlegenden Ziel die unter Laborbedingungen durchgefuhrten Untersuchungen mit
Beobachtungen im Feld zu korrelieren, wurden im Zeitraum von November bis Dezember
2010 in Kollaboration mit der Gruppe von Prof. Geoffrey Swain (Florida Institute of
Technology, Melbourne, Florida) an unterschiedlichen Teststandorten an der Ostkiste
Floridas Feldtests mit SAMs mit unterschiedlichen Oberflacheneigenschaften durchgefunhrt.
Zum einen wurde die Besiedlungskinetik der unterschiedlichen SAMs in statischen Kurzzeit-
Immersionstests untersucht (siehe Abbildung 4.25, Dissertation M. Arpa Sancet [170]) und
zum anderen die Bildung und die Auswirkung eines Konditionierungsfilms auf die
Besiedlung mit im Meer lebenden Organismen, wie beispielsweise Kieselalgen, verfolgt
(siehe Dissertation I. Thome [169]).



Parallel dazu wurden in situ Experimente mit dem holographischen Mikroskop durchgefiihrt,
mit dem Ziel, Biofouler und deren oberflachenspezifisches Verhalten in ihrer natirlichen
Umgebung zu verfolgen und Oberflachenereignisse mit unterschiedlichen Oberflachen
holographisch zu detektieren. Die Ergebnisse dieser holographischen Untersuchung sind
Gegenstand der nachfolgenden Abschnitte und Kapitel. Die detaillierte Durchfiihrung der
Experimente ist in Kapitel 3.4 erldutert.
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Abbildung 4.25: Besiedlungsdichte verschiedener mariner Spezies auf Glasobjekttragern und
verschiedenen SAMs nach Inkubationszeiten von 2h, 6 h, 12h und 48 h in
Meerwasser. CA (= contact angle) gibt den Kontaktwinkel der jeweiligen
Oberflache an und ist ein Mal3 fir die Benetzbarkeit der Oberflache [170].

Da im Feld eine geringere Anzahl an Biofoulern zu erwarten ist als in den Laborexperimenten
mit Ulva linza, bei denen die Konzentration an Sporen durch die gezielte Freisetzung sehr
konzentriert vorliegt (vgl. Kapitel 3.3.1), wurden alle holographischen Videos zundchst
gezielt nach mdglichen Oberflachenevents durchsucht. In jedem Experiment konnten aktiv
schwimmende Organismen beobachtet werden, aber interessanterweise konnte auf keiner der
untersuchten Oberflachen zu Wechselwirkungen zwischen einem Organismus und der
Oberflache detektiert werden. Selbst auf der fir Ulva linza Sporen attraktiven FOTS-
Oberflache [29] konnten keinerlei Oberflachenkontakte beobachtet werden. Bei Betrachtung

der statischen Immersionstests ergab sich ebenfalls eine wesentlich geringere Besiedlung der
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unterschiedlichen Oberflachen im Vergleich zu den im Labor durchgefiihrten Besiedlungs-
Assays [170]. In Abbildung 4.25 sind die Ergebnisse eines statischen Immersionstests fiir
verschiedene SAMs zu unterschiedlichen Inkubationszeiten dargestellt (aus der Dissertation
von M. Arpa Sancet [170]). Die Anzahl und Art der Organismen wurde mittels
Lichtmikroskopie ermittelt. Nach einer Inkubationszeit von 2 h zeigte der hydrophobe 1-
dodecanthiol-SAM (DDT) die héchste Besiedlungsdichte (176 Organismen / cm?). In einem
Bildfeld von 1 mm? konnten demnach im Mittel ein bis zwei adhrente Organismen detektiert
werden. Zum Vergleich, bei einem Laborexperiment mit Ulva linza Sporen sind auf einem
DDT SAM nach 45 min Inkubation ca. 700 gesiedelte Sporen pro mm? zu finden [169]. Bei
den detektierten Organismen im Feld handelt es sich hauptsdchlich um Gattungen der
Kieselalgen, wie beispielsweise Navicula, oder um Gattungen der Peritrichia
(Wimperntierchen), die sich nicht frei schwimmend fortbewegen konnen. Die
Wahrscheinlichkeit mittels holographischer Mikroskopie in einem Bildfeld von ca. 0,36 mm?
und einem Beobachtungszeitraum von 10 min einen siedelnden Biofouler, wie beispielsweise
eine Algenspore von Griinalgen oder Braunalgen, zu beobachten, liegt im Bereich von 1%
und ist damit &uRerst gering. Das eigentliche Ziel der Feldexperimente, namlich die
holographische Untersuchung des oberflachenspezifischen Verhaltens mariner Biofouler,
konnte demnach nicht erreicht werden. Dennoch wurde eine Vielzahl an aktiv schwimmenden
Organismen unterschiedlicher GroRRe und Form in holographischen Videos aufgezeichnet, was
erstmals eine Motilitatsanalyse frei schwimmender, mariner Mikroorganismen in ihrer

natlrlichen Umgebung erlaubt.

4.3.1 Motilitatsanalyse mariner Mikroorganismen mit einer GroRe < 30 pm

Da keine unmittelbare Wechselwirkung zwischen Organismen und der Oberflache beobachtet
werden konnte, spielt die Art der Oberflaiche fur die Motilitdtsanalyse der marinen
Mikroorganismen keine wesentliche Rolle. Die nachfolgende Analyse beruht daher auf einem
Experiment vom 5.12.2010, bei dem insgesamt neun Messungen in einem Standard
Polyethylen-Kanal der Firma ibidi durchgeftihrt wurden. Alle Messungen wurden im gleichen
Kanal und mit dem gleichen Kanalinhalt tber einen Zeitraum von 8 h durchgefiihrt, wobei
jede Messung eine Dauer von 10 min besitzt. VVon jeder dieser Messungen wurden jeweils die
ersten 60 s rekonstruiert und analysiert, was die Datenmengen Uberschaubar hielt aber

trotzdem eine gute Statistik lieferte.



Das Experiment vom 5.12.2010 ist im Vergleich zu Experimenten an anderen Tagen,
gekennzeichnet durch eine hoéhere Anzahl an aktiven Schwimmern, weshalb die Wabhl
aufgrund einer guten Statistik auf dieses Experiment fiel. Zur Veranschaulichung zeigt
Abbildung 4.26 die Schwimmaktivitdten wahrend dieses Experiments zu verschiedenen
Messzeitpunkten und die Aktivitaten eines vergleichbaren Experiments vom 27.11.2010. Im
Experiment vom 27.11.2010 wurden sieben Messungen analog zu dem Experiment vom
5.12.2010 durchgefthrt. Allerdings wurde in diesem Experiment tber einen Zeitraum von ca.
2 h gemessen, weshalb die Messabstande zwischen den einzelnen Messungen kiirzer sind als
in dem Experiment vom 5.12.2010. Fir die Aktivitatsanalyse wurde die erste Messung des
jeweiligen Experiments aufler Acht gelassen, da in dieser, direkt nach der Injektion des
gefilterten Meerwassers, sedimentierendes, unbewegliches Material zu beobachten ist,
wodurch der tatsachliche Aktivitatswert beeinflusst wird. Bis zum Startzeitpunkt der zweiten
Messung hatte sich dieses Material abgesetzt und nur noch die aktiven Schwimmer trugen
zum Aktivitatswert bei. Um einen einzelnen Aktivitatswert fur den jeweiligen Datensatz zu
erhalten wurden von jedem Datensatz die Werte der ersten 2 min gemal} der Erklarung in
Kapitel 3.5 ermittelt und der Mittelwert Gber diese gebildet. Die angegebenen Fehler in
Abbildung 4.26 ergeben sich aus der Standardabweichung.
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Abbildung 4.26: Schwimmaktivitditen wahrend der einzelnen Messungen der beiden
Experimente vom 5.12.2010 und vom 27.11.2010 mit unterschiedlichen
Messzeitpunkten. Die Aktivitatswerte ergeben sich durch die Bestimmung von
Fluktuationen aufeinanderfolgender Hologramme.

Die absoluten Werte der Schwimmaktivitat in dem Experiment vom 5.12.2010 sind hoher als
die Werte des Experiments vom 27.11.2010. Dies kann sowohl daran liegen, dass insgesamt
weniger motile Organismen in der Wasserprobe vom 27.11.2010 vorhanden sind, als auch
daran, dass die vorhandenen Organismen eine geringere Schwimmaktivitdt aufweisen. In
beiden Experimenten ist allerdings zu erkennen, dass die Aktivitat Uber die gesamte
Experimentdauer kaum abnimmt. Im Experiment vom 5.12.2010 ist ein Aktivitatshohepunkt
um 12:30 Uhr zu erkennen. Auch der erste Messwert des Experiments vom 27.11.2010 um
13:20 Uhr liegt um ca. 1/5 hoher als die darauffolgenden Werte. Interessanterweise zeigen die
Organismen selbst nach acht Stunden in der kleinen Probenkammer eine kaum verringerte
Schwimmaktivitat mit einem Wert von ca. 2-2,5. Dies deutet daraufhin, dass es sich bei den
beobachteten Organismen nicht um an Oberflachen anhaftende Spezies handelt, die in eine
sessile Form Ubergehen, wie beispielsweise die Sporenstadien von Thallus-bildenden Algen.

Vielmehr handelt es sich hier um planktonisch lebende Einzeller.

Bei Betrachtung der Organismen in den rekonstruierten Hologrammen wird deutlich, dass es
sich bei den Schwimmern um eine Ansammlung verschiedenster Spezies handelt. Wie die
Abbildungen in Tabelle 4.3 zeigen, lassen sich deutlich unterschiedliche Formen und GréRen

der Organismen in den Ebenenprojektionen der rekonstruierten Hologramme erkennen. In
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dieser Tabelle sind sechs verschiedene beobachtete Organismen in Form und GroRe
dargestellt.

Die Organismen in Abbildung A und B unterscheiden sich von den (brigen Organismen
hauptsachlich durch ihre langliche Form mit einer Lange von mehr als 20 pm. Im Gegensatz
dazu liegen die runden Organismen in einem GrolRenbereich von 3,9 um bis 11 um. Am
haufigsten (in ca. 91% der Falle) sind Organismen mit rundlicher Form und einer Grofe
zwischen 3 um und 6 pm zu beobachten. GroRRere Spezies, wie in den Abbildungen A-C
gezeigt, kdnnen wesentlich seltener verfolgt werden.

Eine exakte Identifikation der beobachteten Organismen in den rekonstruierten Hologrammen
ist auflésungsbedingt nicht méglich. Sehr wahrscheinlich handelt es sich um Phytoflagellaten,
die aufgrund ihrer GrofRe zum Nanoplankton gezéhlt werden (typische Grolke fir
Nanoplankton: 2-40 um). Zooplankton besitzt meist eine groRere ZellgréRe als 30 um und
wurde daher vor Experimentbeginn aus dem Meerwasser herausgefiltert. Mogliche Vertreter
des Nanoplanktons, die zu den hier beobachteten GrofRen passen, sind Dinoflagellate wie
beispielsweise Peridinella, einzellige Algen der Klassen Cryptophyceae (z.B. Cryptomonas),
Prasinophyceae (z.B. Pyramimonas und Pterosperma) und Chlorophyceae (z.B. Dunaliella)
und Gattungen der Haptophyceae zu denen die kalkschaligen Coccolithophorida gehoren
[129, 196, 197]. Die Vielfalt dieser kleinen Einzeller ist immens. Alleine unter den
Dinoflagellaten werden mehr als 1000 verschiedene Arten unterschieden [198]. Die genaue
Zuordnung alleine anhand der GroRe und Form aus holographischen Aufnahmen daher nicht
maoglich. Zu den holographischen Experimenten simultan durchgefihrte lichtmikroskopische
Aufnahmen des verwendeten Meerwassers konnten keinen Beitrag zur Identifikation der
Organismen leisten, da sich diese zu schnell aus der Fokusebene des Mikroskops bewegten

und somit schwer erfasst werden konnten.
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Tabelle 4.3: Ausschnitte aus XY-Ebenenprojektionen rekonstruierter Hologramme, die sechs
verschiedene Organismen unterschiedlicher Form und GroéfRe zeigen. Bei den
Organismen A und B bezieht dich die GréRe des Organismus auf die Lange (siehe
blaue Markierung). Bei den Ubrigen Organismen C-F bezieht sich die Grofe auf

deren Durchmesser.

Form des Organismus in
2-dimensionaler

Ebenenprojektion

GrofRe [um]

Form des Organismus in

2-dimensionaler

Ebenenprojektion

GroRe [um] 6,2 49 3,9

Fir die Motilitatsanalyse der beobachteten Organismen wurden insgesamt 402 Trajektorien in
den neun Messungen bzw. Datensédtzen des Experiments bestimmt. Abbildung 4.27 zeigt 85
Trajektorien beispielhaft fiir einen Datensatz (Messzeitpunkt 14:30 Uhr) mit dem
Geschwindigkeitsverteilungshistogramm Uber alle Trajektorien dieser Messung. Die
Geschwindigkeitsklassen wurden in Intervalle von 20 pum/s eingeteilt und Uber einen Bereich

von 0-1000 pm/s aufgetragen.
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Abbildung 4.27: A) 3D-Ansicht der Trajektorien motiler mariner Mikroorganismen eines
Datensatzes. B)  Geschwindigkeitsverteilungshistogramm  Uber  alle

Trajektorien gezeigt in Abbildung A.

Das Geschwindigkeitsverteilungshistogramm zeigt ein breites Geschwindigkeitsspektrum bis
zu einer maximalen Geschwindigkeit von 840 um/s. 98% der Organismen zeigen allerdings
eine geringere Geschwindigkeit als 660 um/s. Die groRte relative Haufigkeit lasst sich bei
einer Geschwindigkeit zwischen O um/s und 20 pum/s erfassen. Daneben gibt es zwei weitere
Maxima bei 100 um/s und 500 pum/s. Bei 180 um/s liegt der Median Wert, bei welchem 50%
der Organismen eine geringere und 50% eine hohere Geschwindigkeit aufweisen. Der breite
Geschwindigkeitsbereich und das Auftreten von mehreren Maxima in der Geschwindigkeits-
verteilung deuten auf ein breites Spektrum an verschiedenen Schwimmmustern und damit auf
unterschiedliches Schwimmverhalten hin. Die Analyse des Schwimmverhaltens einzelner
Organismen und die Zusammensetzung der Geschwindigkeitsverteilung in Abbildung 4.27B

ist Gegenstand des nachfolgenden Kapitels.

4.3.2 Klassifikation verschiedener Schwimmmuster

Bei der Einzelbetrachtung der Trajektorien zeigt sich eine groRe Vielfalt an unterschiedlichen
Schwimmmustern. Die detaillierte Betrachtung der Trajektorien fuhrt zur Einfiihrung von
funf verschiedenen Kategorien an Schwimmmustern, die aufgrund ihrer augenscheinlichen
Eigenschaften Kklassifiziert wurden. Da die Benennung dieser Kategorien bzw. Muster
teilweise in Anlehnung an in der Literatur bereits beschriebene Muster von Algensporen [30,

131] und Bakterien [103] erfolgt, werden die englischen Bezeichnungen beibehalten. Diese
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lauten wie folgt: ,,Orientation®, ,,Undulation“, ,,Tumble®, ,Orientation and stop“ und
,,Straight path®. In Abbildung 4.28A ist jeweils eine reprasentative Trajektorie fiir jedes dieser
Schwimmmuster dargestellt. Das Muster ,,Orientation” (Abbildung 4.28A/a) gleicht sehr stark
dem auch fur Sporen der Gattungen Ulva linza [30] und Hincksia irregularis [131]
beobachteten, gleichnamigen Muster mit kurzen geradlinigen Schwimmphasen und haufigen
Richtungsanderungen (siehe Kapitel 2.4.5). Das Muster ,,Undulation” (siehe Abbildung
4.28A/b) Dbeschreibt eine Bewegung, die durch eine wellenférmige Ausbreitung
charakterisiert ist. Die Netto-Bewegungsrichtung ist dabei allerdings meist geradlinig. Ganz
ahnlich wie peritrich begeilelte Bakterien verhalten sich die Organismen, die dem
Schwimmmuster ,,Tumble* zugeordnet werden koénnen (Siehe Abbildung 4.28A/d). Bei
diesem konnen kurze ,,Tumbling“-Phasen folgend auf ,,Run“-Phasen beobachtet werden, in
denen eine Richtungs-Neuorientierung stattfindet. Nach dem ,,Tumbling* schwimmen sie in
einer zum vorherigen ,,Run® unterschiedlichen Richtung weiter. Es bestehen allerdings grof3e
Unterschiede zwischen dem ,,Run and Tumble* Mechanismus der Bakterien (z.B. E. coli) und
dem hier beobachteten Muster. Die ,,Run“-Phasen der marinen Organismen sind deutlich
langer als die der Bakterien und des Weiteren lassen sich innerhalb des hier beschriebenen
Musters auch Orientierungsanderungen ohne ,,Tumbling“ beobachtet. Das Muster
,Orientation and stop* (siehe Abbildung 4.28A/e) ist eine Sonderform des Musters
,,Orientation®. Bei diesem gibt es Phasen in denen sich der Organismus mit dem ,,Orientation*
Muster schwimmend fortbewegt und ,,Stop“-Phasen in denen er innerhalb der
Schwimmbewegung abrupt anhalt und sich nicht bewegt. Neben diesen komplexen
Schwimmmustern, I&sst sich das Muster ,,Straight path“ (Abbildung 4.28A/c) beobachten, bei
dem die Organismen meist sehr schnell mit konstanter Geschwindigkeit geradlinig durch das

Bildfeld schwimmen und nur sehr kleine Richtungsédnderungen zeigen.
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Abbildung 4.28: A) 3D-Ansicht von Trajektorien mariner Mikroorganismen, die die einzelnen
klassifizierten Schwimmmuster a) ,,Orientation®, b) ,,Undulation®, c) ,,Straight
path“, d) ,,Tumble“ wund e) ,Orientation and stop“ reprisentieren.
B) Prozentuales Auftreten der klassifizierten Schwimmmuster innerhalb von 402

Trajektorien.

Abbildung 4.28B gibt das Prozentuale Vorkommen der beschriebenen Schwimmmuster
innerhalb der 402 bestimmten Trajektorien an. Dabei wurde, anders als in Kapitel 4.1.3 fur
P. aeruginosa beschrieben, nicht die Anzahl der Datenpunkte in den einzelnen Trajektorien
beriicksichtigt. Da hier alle Trajektorien aus nur einem einzelnen Muster bestehen und die
Organismen somit anders als P. aeruginosa nicht zwischen verschiedenen Mustern schalten,
wurden die Trajektorien eines bestimmten Musters als Ganzes fur die Haufigkeitsanalyse
erfasst. Unter dem Begriff ,,Andere werden alle Trajektorien zusammengefasst, die keinem
der klassifizierten Muster eindeutig zugeordnet werden kdnnen. Diese stellen mehr als ein
Viertel aller bestimmten Trajektorien dar. Dennoch lassen sich 71% der Trajektorien
eindeutig einem der beschriebenen Muster zuweisen. Der Anteil der komplexeren Muster
,Orientation®, ,,Undulation®, ,,Tumble* und ,,Orientation and stop* ist anndhernd gleich
verteilt. Zusammen ergibt sich ein Vorkommen von 17% fiur diese Muster. Die meisten der
beobachteten Organismen (54%), schwimmen mit dem ,,Straight path®, meist mit hoher
Geschwindigkeit (siehe Abbildung 4.29C), einmal quer durch das Bildfeld.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Das am héufigsten zu beobachtende Schwimmmuster ,,Straight path* ist in Abbildung 4.29A-
B durch mehrere reprasentative Trajektorien eines Datensatzes in 3D-Darstellung und einer

XY -Ebenenprojektion gezeigt.
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Abbildung 4.29: A) 3D-Ansicht und B) XY-Ebenenprojektion reprasentativer Trajektorien eines
Datensatzes, die das Muster ,,Straight path“ zeigen. C) Geschwindigkeits-
verteilungshistogramm der Trajektorien gezeigt in A) bzw. B) mit der
wahrscheinlichsten Geschwindigkeit (Maximum) und der Halbwertsbreite
(FWHM) des Maxwell-Boltzmann Fits.

Die Geschwindigkeiten dieser Trajektorien, dargestellt in dem Geschwindigkeits-
verteilungshistogramm in Abbildung 4.29C, spannen einen Geschwindigkeitsbereich von
40 um/s  bis 640 um/s auf und haben nach dem Maxwell-Boltzmann Fit einen
wahrscheinlichsten Wert von 368 um/s. Das Maximum an Zahlereignissen befindet sich bei
einer Geschwindigkeit von 500 um/s, was im Bereich des zweiten Maximums der

Gesamtgeschwindigkeitsverteilung in Abbildung 4.27B liegt. Da die Organismen meist durch
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ihre hohe Geschwindigkeit nur eine geringe Verweildauer im Bildfeld besitzen tragen diese
nur mit wenigen Zahlereignissen zur Gesamt-Geschwindigkeitsverteilung bei.

Reprisentative Trajektorien fiir das Muster ,,Orientation” sind in Abbildung 4.30A-B

dargestellt.
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Abbildung 4.30: A) 3D-Ansicht und B) XY-Ebenenprojektion repréasentativer Trajektorien eines
Datensatzes, die das Muster ,,Orientation® zeigen. C) Geschwindigkeits-
verteilungshistogramm der Trajektorien gezeigt in A) bzw. B) mit der
wahrscheinlichsten Geschwindigkeit (Maximum) und der Halbwertsbreite
(FWHM) des Maxwell-Boltzmann Fits.

Die Geschwindigkeitsverteilung in Abbildung 4.30C hat ihren wahrscheinlichsten Wert bei
108,5um/s und liegt damit genau im ersten groBen Maximum der Gesamt-
geschwindigkeitsverteilung in Abbildung 4.27B bei ca. 100 um/s. Aber auch bei diesem
Muster lassen sich Geschwindigkeiten mit mehr als 500 pum/s verzeichnen. Bei der
Betrachtung der Geschwindigkeitsverteilung muss beachtet werden, dass Organismen mit

einer geringeren Geschwindigkeit meist auch eine langere Verweildauer im Bildfeld haben
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4 Ergebnisse und Diskussion

und somit wesentlich starker zur Verteilung beitragen. Daher kann man aus der
Geschwindigkeitsverteilung keine Rickschlusse auf das Vorkommen der einzelnen
Schwimmmuster ziehen. Das wird auch bei der Betrachtung der sehr hohen Zahlrate bei
Geschwindigkeiten zwischen O pum/s und 20 um/s in Abbildung 4.27B deutlich. Wie
Abbildung 4.31 zeigt ist diese hauptsachlich auf die beiden Schwimmmuster ,,Tumble* und
»Orientation and stop™ zuriickzufiihren. Die beiden Muster besitzen nur ein geringes
prozentuales Vorkommen von 4% (vgl. Abbildung 4.28B), tragen aber durch ihre ,, Tumbling*
und ,,Stop“-Phasen erheblich zum groRen Peak in der Geschwindigkeitsverteilung bei.
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Abbildung 4.31: Geschwindigkeitsverteilungshistogramm mit Maxwell-Boltzmann Fit Uber alle
Trajektorien eines Datensatzes, die die Muster ,,Tumble* und ,,Orientation and
stop“ aufweisen. Der blau eingerahmte Bereich ist noch einmal als Inset fiir eine

bessere Illustration der Z&hlereignisse grofierer Geschwindigkeiten dargestellt.

In Abbildung 4.32 ist jeweils ein Beispiel fiir eine Trajektorie mit dem Muster ,,Tumble* und
,Orientation and stop dargestellt. Die Farbcodierung der Geschwindigkeit (rot: 0-20 pm/s,
griin: 20-50 pum/s und blau: 50-100 um/s) in der ,,Tumble* Trajektorie (siehe Abbildung
4.32A) zeigt deutlich zwei ,,Tumbling* Phasen, bei denen die Geschwindigkeit iber mehrere
Sekunden sehr gering ist (0-10 um/s). Dazwischen ist ein ,,Orientation* Muster zu erkennen,
mit hdufigen Richtungsanderungen und sowohl schnellen als auch langsamen ,,Run‘ Phasen.

Wiéhrend die Trajektorie mit dem Muster ,,Tumble in Abbildung 4.32A l&ngere
Schwimmbewegungen mit kurzen , Tumbling” Phasen zeigt, ist es bei dem Muster
,,Orientation and stop*, wie in Abbildung 4.32C gezeigt, umgekehrt. Bei diesem Muster

zeigen die Organismen ldngere ,,Stop*“-Phasen ohne jegliche Eigenbewegung und gehen nur
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fiir kurze Zeit (im Mittel fir 4,3 s £ 2,9 s) in eine Schwimmbewegung tber (vgl. Abbildung
4.32D).
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Abbildung 4.32: Reprisentative Trajektorien des Musters A) ,,Tumble“ und C) ,,Orientation
and stop*. Die Geschwindigkeiten in den Trajektorien sind farbcodiert (rot: 0-
20 um/s; grin: 20-50 um/s; blau 50-100 um/s). B) zeigt den zeitlichen Verlauf der
Geschwindigkeit der Trajektorie aus A). Innerhalb der Trajektorie und dem
Geschwindigkeits-Diagramm sind zwei ausgeprigte ,,tumbling* Phasen durch
rote Kreisen gekennzeichnet. D) stellt den zeitlichen Verlauf der Geschwindigkeit

der Trajektorie aus C) dar.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.3.3 Diskussion und Fazit

Mit dem Hauptziel, den Besiedlungsprozess von motilen Biofoulern in Abhéngigkeit von der
verwendeten Oberflache mittels holographischer Mikroskopie in situ zu verfolgen und mit
Messungen von Ulva linza Sporen unter Laborbedingungen zu vergleichen, wurde das
holographische Mikroskop an einem Teststandort direkt im Feld aufgebaut und Tracking
Experimente mit Meerwasser durchgefuhrt. Dabei konnte eine Vielzahl unterschiedlicher
motiler Organismen aufgenommen werden. Nach Analyse der holographischen Videos
zeigten diese allerdings keinerlei Wechselwirkungen mit einer Oberflache, was laut Statistik
der statischen Immersionstests auch nicht zu erwarten war. Daher stellte sich die Frage ob es
sich bei den beobachteten motilen Organismen Uberhaupt um Biofouler handelt, deren Ziel es
ist sich an Oberflachen anzulagern. Die auferst schlechte Statistik, bzw. das ganzliche Fehlen
von Oberflachenereignissen in den Tracking Experimenten korreliert mit der Auswertung
simultan am gleichen Teststandort durchgefiihrter statischer Immersionstests zur
Untersuchung der integralen Besiedlung unterschiedlicher SAMs [170]. Auf diesen
Oberflachen konnten selbst nach mehrstindiger Inkubation in Meerwasser nur wenige
einzelne Organismen in einem Bildfeld von 1 mm? beobachtet werden, bei denen es sich
hauptséchlich um nicht motile Organismen wie Kieselalgen handelt. Die Anzahl an motilen
Biofoulern, wie beispielsweise Algensporen, in der verwendeten Meeresprobe scheint
demnach sehr gering zu sein. Zu gering um mit der holographischen Mikroskopie in einem
kurzen Beobachtungszeitraum und einem Kkleinen Bildfeld Oberflachenereignisse mit
Biofoulern zu detektieren. Neben motilen Algensporen, die sich an feste Substrate anlagern
missen um ihren Lebenszyklus fortzusetzen, gibt es im Meer eine riesige Zahl an motilen,
planktonisch lebenden Einzellern, den Phytoflagellaten. Hochstwahrscheinlich handelt es sich
bei den in den holographischen Videos beobachteten Organismen um solche, dem

Nanoplankton zugeordnete Spezies.

Die Analyse der Schwimmaktivitat Gber einen Zeitraum von 8 h zeigte, dass die Aktivitat
kaum abnahm. Um die Mittagszeit (12:30 Uhr) stieg die Schwimmaktivitat sogar an, was zur
Hypothese veranlasst, dass die Schwimmaktivitdt von der Tageszeit abh&ngt. Tatsachlich ist
bekannt, dass Phytoplankton photosythetisch aktiv ist und innerhalb einer Wassersdule tber
mehrere Hundert Meter auf und ab migriert [122]. In den oberfl&chennahen Wasserschichten
ist die Lichtintensitat am grofiten um Photosythese zu betreiben. In tieferen Schichten ist
allerdings das Nahrungsangebot besser. Daher wandern die Organismen im Laufe eines Tages

auf und ab [199]. Mittags, wenn das Sonnenlicht in tiefere Schichten eintaucht, schwimmen



sie abwarts, was den Anstieg der Aktivitdt um 12:30 Uhr erklaren wirde. Waéhrend der
Dédmmerung, Nachts und Morgens halten sie sich in oberflachennahen Schichten auf.
Allerdings muss beachtet werden, dass die beobachteten Organismen in dem holographischen
Experiment zu keiner Zeit dem Sonnenlicht ausgesetzt waren, sondern sich bis auf den
Zeitraum der Messung in der dunklen Probenkammer aufhielten. Wahrend der Messungen
wurden die Organismen mit grinem Laserlicht (A =532 nm) bestrahlt, weshalb eine
phototaktische Reaktion nicht ausgeschlossen werden kann. Fir Chlamydomonas reinhardtii
kann beispielsweise phototaktisches Verhalten auf die verwendete Wellenldnge nachgewiesen
werden [200]. Auf das Verhalten der Sporen der Ulva linza hingegen hat der griine Laser
keine Auswirkungen [167]. Die Tageszeitabhéngigkeit der Schwimmaktivitét ist daher rein
spekulativ. Leider konnten fiir weitere Experimente keine vergleichbaren Aktivitatsanalysen
durchgefuhrt werden, die die Hypothese unterstlitzen kénnten. Falls dieses Experiment einen
Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen Aktivitat und Tageszeit geben sollte, wére dies
ein Indiz dafir, dass der tageszeitliche Migrationsprozess nicht durch das Sonnenlicht,
sondern durch andere, unbekannte Faktoren gesteuert wird. Durch weitere holographische
Experimente, die auf die tageszeitliche Aktivitatsanalyse abzielen, konnten somit neue
Erkenntnisse Uber das Migrationsverhalten und Mechanismen von Phytoplankton gewonnen

werden.

Neben den Aktivitatsschwankungen innerhalb eines Tagesexperiments gibt es auch erhebliche
Schwankungen zwischen einzelnen Experimenten an verschiedenen Tagen, wie der Vergleich
der beiden Experimente in Abbildung 4.26 andeutet. Wie die Literatur und auch die
Ergebnisse der statischen Immersionstests zeigen, haben dufl3ere Bedingungen wie die Luft-
und  Wassertemperatur ~ grolen  Einfluss auf die  Zusammensetzung  der
Populationsgemeinschaft und deren Verhalten [170, 201]. Auch das Wetter mit
unterschiedlichen Windbedingungen und Niederschlag kann das Verhalten der Organismen
beeinflussen. Daher ist es wahrscheinlich, dass die Aktivitditsschwankungen auf

unterschiedliche dufere Bedingungen zuriickzuftihren sind.

Durch das Tracken der aufgenommenen motilen Organismen konnte gezeigt werden, dass
diese unterschiedliche, teilweise komplexe Schwimmmuster aufweisen. Neben dem fir Ulva
linza Sporen ebenfalls zu beobachtenden ,,Orientation” Muster und dem ,,Straight path“ kann
vor allem fur groere langliche Organismen das Muster ,,Undulation* und fiir kleinere runde

Organismen die Muster ,,Tumble“ und ,,Orientation and stop* beobachtet werden. Allerdings
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kommen diese komplexeren Schwimmmuster mit einer wesentlich geringeren Haufigkeit vor
als das Muster ,,Straight path“, das bei mehr als 50% der Organismen auftritt. Da die
Organismen mit dem ,,Straight path® wesentlich groBere Strecken zuriicklegen als mit den
ubrigen Schwimmmustern kann nicht ausgeschlossen werden, dass das haufige Auftreten
dadurch zustande kommt, dass ein einzelner Organismus mehrfach durch das Bildfeld
schwimmt und damit wiederholt zur Verteilung beitrdgt. Einige Trajektorien des
Schwimmmusters ,,Orientation* dhneln sehr stark dem gleichnamigen Muster der Ulva
Sporen, was auf einen dhnlichen Schwimmmechanismus hindeutet. Wie in Kapitel 2.4.4
erwédhnt, konnten bereits verschiedene Schwimmmechanismen fur einige Spezies des
Phytoplanktons charakterisiert werden [129]. Vertreter der Gattung Prasinophyceae, wie
beispielsweise Prasinopapilla oder Pyramimonas, zeigen, wie Ulva Sporen, den
Brustschwimmstil als Fortbewegungsmechanismus und konnen damit &hnliche Muster wie
die Ulva Sporen aufweisen. Wie die Geschwindigkeitsverteilung in Abbildung 4.27B zeigt
werden fir die Organismen im Feld auch hohere Geschwindigkeiten verzeichnet (vgl. zweites
Maximum bei 500 pum/s) als fur Ulva Sporen, die hdchstens eine mittlere Geschwindigkeit
von ca. 250 um/s aufweisen konnen [130]. Diese hohen Geschwindigkeiten sind
hauptsachlich auf das Muster ,,Straight path* zurtickzufihren.

Allgemein dient die Fortbewegung den Phytoflagellaten nicht nur dazu sich innerhalb der
Wassersaule auf und ab zu bewegen und ginstigen Umgebungsbedingungen zu folgen,
sondern auch innerhalb einer homogenen Umgebung ihre Nahrungsressourcen zu maximieren
[199, 202]. Fur den Phytoflagellat Dunaliella tertiolecta konnte in friiheren Studien
chemotaktisches Verhalten nachgewiesen werden [203]. Ahnlich dem Schwimmverhalten von
Bakterien wie E.coli, die mit ihrem ,Run and Tumble®“ Mechanismus ebenfalls
chemotaktisches Verhalten aufweisen [103], zeigen einige marine Flagellaten das in dieser
Arbeit neu beschriebene ,, Tumble* Muster. Dieses ist keineswegs in Analogie zu setzen mit
dem ,,Run and Tumble* Mechanismus von Bakterien, aber die ,,Tumbling“-Phasen scheinen
diesen Organismen ebenfalls als Neuorientierungsphase zu dienen. Das Muster ,,Orientation
and stop“ ist sehr interessant zu beobachten. Die Schwimmphasen in diesem Muster sind nur
sehr kurz zwischen den einzelnen ,,Stop“-Phasen, daher wird vermutet, dass diese
Organismen hauptsdchlich unbeweglich im Wasser umhertreiben und nur sporadisch, bei
Bedarf in eine Schwimmphase (ibergehen. Da die Dichte an Organismen in der Probe hoch ist
kann vermutet werden, dass die in den Messungen beobachteten Schwimmphasen durch
andere, in der Néhe vorbeischwimmende Organismen induziert werden. Dies gleicht einem

Fluchtmechanismus gegenuber potentiellen Fressfeinden, wie beispielsweise dem



Zooplankton. Harvey et al. konnten erst kirzlich beobachten, dass Phytoplankton
Fluchtreaktionen aufweist [204].

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Feld-Experimente fuhrten zur erstmaligen Beschreibung
unterschiedlicher Schwimmmuster motiler, mariner Mikroorganismen mit einer Grolie
zwischen 3 um und 25 pm, bei denen es sich hochstwahrscheinlich um die dem Nanoplankton
angehorenden Phytoflagellaten handelt. Die Vielfalt an Schwimmmustern kann vermutlich
auf unterschiedliche BegeiBelung und damit verbundene Schwimmmechanismen
zuriickgefuhrt werden (vgl. Kapitel 2.4.4). Leider ist die Auflésung der Holographie nicht
ausreichend um die Art der Begeiflelung zu ermitteln und die Organismen exakt zu
identifizieren. Dennoch ermdglicht die Holographie kleinste marine Lebewesen und ihr
Verhalten in ihrer naturlichen Umgebung zu untersuchen und liefert eine Platform fur weitere
Studien zur Okologie von Phytoplankton. Besonders im Zusammenhang des Fisch Sterbens
aufgrund  von explosionsartiger  Vermehrung toxischen Phytoplanktons  kénnen
Untersuchungen zum Verhalten einzelner Phytoplankton Spezies wichtige Informationen

liefern.

Die in situ Untersuchung von Biofoulern und deren Wechselwirkungen mit verschiedenen
Oberflachen ist in den Feldexperimenten leider nicht gegliickt. Daran sind viele Faktoren
beteiligt, wie beispielsweise die Lage des Teststandortes sowie die Jahreszeit. Denn in
friheren Feld-Studien konnte gezeigt werden, dass die Zusammensetzung der Biofouler
Population mit der Jahreszeit variiert [36, 205, 206]. Zum Beispiel unterliegen auch die
Sporen der Ulva linza einer Saisonalitat. Daher beschranken sich die Experimente mit Ulva
Sporen nur auf den Zeitraum zwischen Mérz und Oktober. Die in dieser Arbeit
durchgefiihrten Feld-Experimente wurden im Zeitraum November bis Dezember also im
Winter durchgefihrt. Es besteht die Moglichkeit, dass erneute Messungen in den
Sommermonaten zu einer erhdhten Statistik der Beobachtung von Biofoulern fiihren. Auch
die Wahl des Teststandortes muss fur die holographischen Experimente iberdacht werden. Da
es sich bei den motilen Biofoulern hauptséachlich um Sporen mehrzelliger Algen handelt, ist
es sinnvoll einen Standort in der Nahe adulter Algenpflanzen zu wéhlen, die die Sporen zur
Reproduktion abgeben, und gezielt Proben in umliegender Umgebung dieser Algen zu
nehmen. Die erstmalig durchgefiihrten Feld-Experimente mit der Holographie waren ein

erster Versuch, der neben den Ergebnissen uber planktonische lebende Einzeller auch
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kostbare Erkenntnisse flr nachfolgende Feld-Experimente zur Untersuchung von Biofoulern

geliefert hat.



5 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene flagellierte Mikroorganismen, ndmlich das
pathogene Bakterium Pseudomonas aeruginosa und die Zoosporen der Griinalge Ulva linza,
hinsichtlich ihrer Motilitat untersucht. Mit dem Hintergrund der Biofouling Problematik war
es das Ziel, neue Erkenntnisse zum Fortbewegungsmechanismus von P. aeruginosa zu
gewinnen und Verhaltensmuster von Ulva linza Zoosporen bei der Besiedlung von positiv
geladenen Oligopeptid Oberflachen zu analysieren. AuRerdem wurden im Rahmen dieser
Arbeit, neben den Laborexperimenten mit Ulva linza, Feldexperimente durchgefihrt, um das

Verhalten von marinen Biofoulern in einer realistischeren Umgebung zu erforschen.

Zur Analyse der Motilitdt der Mikroorganismen wurde die digitale in-line Holographie
angewandt, die bereits bei zahlreichen anderen biologischen Fragestellungen Anwendung
fand [5, 29, 144, 145, 187, 207]. Die digitale in-line Holographie ist eine linsenlose
Abbildungsmethode, die gegentiber konventionellen Mikroskopietechniken den Vorteil
besitzt nicht anféallig gegen Abbildungsfehler zu sein und kein Rastern ber die Probe zu

bendtigen, um die 3-dimensionale Rauminformation zu erhalten.

Im ersten Teil dieser Arbeit ermdglichte es die holographische Mikroskopietechnik durch die
Aufnahme von Hologrammeserien erstmals 3-dimensionale Trajektorien frei schwimmender
Bakterien der Art Pseudomonas aeruginosa zu bestimmen. Die Aufnahme der kleinen
Bakterien mit einer Lange von ca. 2 um und einer Breite von ca. 0,5um war eine
Herausforderung, da die Auflésung der meisten experimentellen Aufbauten limitiert und der
Kontrast, erzeugt durch die kleinen Bakterien, sehr gering ist [149]. Durch geeignete Wahl
der Aufbaugeometrie und die Verwendung eines groRen Detektorchips in der Kamera
konnten die Bakterien mit ausreichender Auflésung und VergréRerung aufgenommen werden.
Fur den P. aeruginosa Stamm PA154, der aufgrund seiner herausragenden Schwimmaktivitat
in semisoliden Schwimmagar Motilitats-Assays fur die holographischen Experimente
ausgewahlt wurde, konnten funf verschiedene Schwimmmuster klassifiziert werden. Drei
dieser Schwimmmuster, ndmlich ,,Helix*, ,,Pseudohelix* und ,, Twist* wurden in dieser Arbeit
zum ersten Mal beschrieben. Helikales Schwimmverhalten konnte nach unserem Wissen
erstmals Uberhaupt fur kleine Bakterien wie P.aeruginosa experimentell nachgewiesen
werden. Des Weiteren wurde gezeigt, dass P.aeruginosa zwischen den verschiedenen
Mustern umbherschalten kann. Durch die beobachteten unterschiedlichen Linearitdten der
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Schwimmmuster und der damit verbundenen Effizienz der Netto-Propagation kénnen die
Bakterien damit zwischen Schwimmmodi mit hdaufigen Richtungsédnderungen und Modi mit
verbesserter direktionaler Stabilitdt wechseln. Fur weitere Untersuchungen in der Zukunft
ware es interessant die Motilitatsstudie des freien Schwimmverhaltens auf oberflachennahes
Schwimmen und Oberflachen Besiedlung auszuweiten um die Biofilmbildung auf

Einzelzellebene zu studieren.

Die Besiedlung von positiv geladenen Oligopeptid Oberflachen bestehend aus Arginin (Arg),
Tyrosin (Tyr) und Glycin (Gly) Einheiten durch Ulva linza Zoosporen ist Gegenstand des
zweiten Teils dieser Arbeit. Dabei wurden Oberflachen mit unterschiedlichem ArgTyr
Oberflachenanteil, namlich 100% ArgTyr, 50% ArgTyr und 0% ArgTyr untersucht. Die
ArgTyr enthaltenden Oberflachen zeigten in Standard Besiedlungs-Assays eine starke
Besiedlung mit Ulva Sporen, die mit abnehmendem ArgTyr Oberflachenanteil geringer
wurde. Alleinig auf der 100% ArgTyr Oberfliche konnte eine geringe Anzahl ,,pseudo®-
gesiedelter Sporen detektiert werden, wéhrend auf der 50% und 0% ArgTyr Oberflache alle
Sporen normal gesiedelt waren. Anhand der holographischen Aufnahmen wurde die
Besiedlungsdynamik der Sporen auf den verschiedenen Oligopeptid Oberflachen
weitergehend untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Anlagerung der Sporen an
die ArgTyr enthaltenden Oberflichen extrem rapide erfolgt. Die meisten schwimmenden
Sporen lagerten sich innerhalb der ersten Sekunden nach der Sporeninjektion in den
Probenkanal an die ArgTyr Oberflichen an, was sich auch durch einen Abfall der
Sporenaktivitat mit der Zeit bemerkbar machte, da durch die rasche Anlagerung die Anzahl an
schwimmenden Sporen in Losung geringer wurde. Zwischen der 100% und der 50% ArgTyr
Oberflache lieen sich deutliche Unterschiede in der Abnahme der Sporenaktivitat und der
Anzahl an bereits wahrend der Sporeninjektion an der Oberflache anhafteten Sporen,
erkennen, was auf eine verstdrkte Wechselwirkung der Oberflache mit den Sporen mit
steigendem ArgTyr Oberflachengehalt hindeutete. Die Kontrolloberflache mit 0% ArgTyr
Oberflachenanteil zeigte wie zu erwarten einen komplett anderen Trend als die ArgTyr
enthaltenden Oberflachen. Die Bestimmung der Trajektorien zeigte, dass die Sporen in
Anwesenheit der 0% ArgTyr Oberflache in der N&he dieser akkumulieren und mit dem
,QGyration” Muster schwimmen. Bei den ArgTyr enthaltenden Oberfliachen zeigen die Sporen
das ,,Hit and stick® Schwimmmuster, mit dem sie beim ersten Oberflachenkontakt an dieser
kleben blieben. Einige der auf der ArgTyr Oberflache klebenden Sporen zeigten daraufhin das
,», Twitching™ Muster, d.h. sporadische Zappelbewegungen, bei denen vermutet wurde, dass sie



die Reorientierung der Sporen und damit die im Standard Besiedlungs-Assay hauptsachlich

beobachtete, normale Besiedlung fordern.

Im dritten und letzten Teil dieser Arbeit wurden holographische Mikroskopie Experimente im
Feld an der Ostkuste Floridas durchgefihrt mit dem Ziel, Biofouler und deren
oberflachenspezifisches Verhalten in ihrer natirlichen Umgebung zu verfolgen und
Oberflachenereignisse mit unterschiedlichen Oberflachen holographisch zu detektieren.
Dieses Ziel konnte aufgrund der mangelnden Statistik an Biofoulern leider nicht erreicht
werden. Dennoch konnten Trajektorien verschiedenster mariner Mikroorganismen, bei denen
es sich hdchstwahrscheinlich um planktonisch lebende Phytoflagellaten handelte, bestimmt
werden. Dies fuhrte zur erstmaligen Beschreibung unterschiedlicher Schwimmmuster motiler,
mariner Mikroorganismen mit einer GroRe zwischen 3 um und 25 um, die aufgrund ihrer
augenscheinlichen Eigenschaften in funf verschiedene Schwimmmuster klassifiziert wurden.

Fur kinftige holographische Experimente im Feld zur Untersuchung des Besiedlungs-
prozesses von Biofoulern muss die Statistik erheblich verbessert werden. Da das Auftreten
von Biofoulern von einigen Faktoren wie beispielsweise auch der Jahreszeit und der Lage des

Teststandortes abhdngt, missen diese sorgfaltig gewahlt werden.
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Abbildung 4.17: A) 3-dimensionale Darstellung reprasentativer Trajektorien des ,,Hit and
stick” Schwimmmusters auf der 50% ArgTyr Oberfliche. B) XZ-Ebenenprojektion der , Hit
and stick™ Trajektorien zur Veranschaulichung der gezielten Ann&herung der Sporen an die
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Abbildung 4.18: Einteilung der in den jeweiligen holographischen Videos fiir die 100%, 50%
und 0% ArgTyr Oberflachen detektierten Sporen in drei Gruppen und prozentuale Verteilung
dieser Gruppen in den jeweiligen Experimenten. (1) Sporen, die wahrend der Injektion an der
Oberflachen festklebten, (2) Sporen, die wahrend der 2 min Beobachtungszeit das ,,Hit and
stick® Muster zeigen und (3) Sporen, die mit verschiedenen Mustern schwimmen ohne an eine
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Abbildung 4.19: A) 3D-Ansicht und B) XY-Ebenenprojektion reprasentativer Trajektorien
des ,Wobbling“ Schwimmmusters fir die 100% ArgTyr Oberfliche. C)
Geschwindikeitsverteilungshistogramm Uber die Trajektorien gezeigt in A) bzw. B) mit der
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Abbildung 4.20: Vergleich der Bewegungsdynamik zweier reprasentativer Sporen mit dem
,,Twitching* Muster auf der 50% ArgTyr Oberflache im Vergleich zu einer statischen Spore.
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GroRenverhaltnisse wurde der Sporenkérper schematisch in die Darstellung eingefugt. Der
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Abbildung 4.21: Zeitliche Entwicklung der XY-Auslenkung bzw. -Verrickung des
Sporenkdorpers der auf der 50% ArgTyr Oberflache festklebenden Sporen aus Abbildung 4.20.
A) zappelnde Spore aus Abbildung 4.20a (griin), B) zappelnde Spore aus Abbildung 4.20b
(blau) und C) statische Spore aus Abbildung 4.20c (rot). Die Zeitpunkte in den jeweiligen
Auftragungen beziehen sich auf den Beginn der Messung. .........ccocovvrerenieienenenc s 105

Abbildung 4.22: Reprisentative Sporen mit dem ,, Twitching® Muster auf der 50% ArgTyr
Oberflache mit langer anhaltenden Verriickungen des Sporenkorpers. A) und C) 3D-Ansicht
der zappelnden Sporen, B) X- und Y-Positionen des Sporenkdrpers aus A) aufgetragen gegen
die Zeit. D) X- und Y-Positionen des Sporenkorpers aus C) aufgetragen gegen die Zeit......106

Abbildung 4.23: Ausschnitt des ,,Hit and stick® Musters einer reprdsentativen Spore direkt
nach Auftreffen auf der FOTS Oberflache. A) und B) 3D-Ansicht und XY-Ebenenprojektion
des gesamten Oberflachen Aufenthalts der Spore vom Auftreffen auf die Oberflache bis zum
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Abbildung 4.24: Abschatzung der elektrostatischen Wechselwirkungskraft der negativ
geladenen Spore und der positiv geladenen ArgTyr Oberflache in Abhangigkeit vom Abstand.
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Abbildung 4.25: Besiedlungsdichte verschiedener mariner Spezies auf Glasobjekttragern und
verschiedenen SAMs nach Inkubationszeiten von 2 h, 6 h, 12 h und 48 h in Meerwasser. CA
(= contact angle) gibt den Kontaktwinkel der jeweiligen Oberflache an und ist ein Ma@ fur die
Benetzbarkeit der Oberflache [L170]. ......ccoooiiiiiiiiiieieee e 117

Abbildung 4.26: Schwimmaktivitditen wahrend der einzelnen Messungen der beiden
Experimente vom 5.12.2010 und vom 27.11.2010 mit unterschiedlichen Messzeitpunkten. Die
Aktivitatswerte ergeben sich durch die Bestimmung von Fluktuationen aufeinanderfolgender
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Abbildung 4.27: A) 3D-Ansicht der Trajektorien motiler mariner Mikroorganismen eines
Datensatzes. B) Geschwindigkeitsverteilungshistogramm tber alle Trajektorien gezeigt in
F A o] o1 (o 1] To SRS SS 123

Abbildung 4.28: A) 3D-Ansicht von Trajektorien mariner Mikroorganismen, die die einzelnen
klassifizierten Schwimmmuster a) ,,Orientation®, b) ,,Undulation”, ¢) ,,Straight path®, d)
,»lumble® und e) ,,Orientation and stop“ repridsentieren. B) Prozentuales Auftreten der

klassifizierten Schwimmmuster innerhalb von 402 Trajektorien. .........cccocvveveiiececiiecienns 125

Abbildung 4.29: A) 3D-Ansicht und B) XY-Ebenenprojektion reprasentativer Trajektorien
eines Datensatzes, die das Muster ,Straight path® zeigen. C) Geschwindigkeits-
verteilungshistogramm der Trajektorien gezeigt in A) bzw. B) mit der wahrscheinlichsten

Geschwindigkeit (Maximum) und der Halbwertsbreite (FWHM) des Maxwell-Boltzmann

Abbildung 4.30: A) 3D-Ansicht und B) XY-Ebenenprojektion reprasentativer Trajektorien
eines Datensatzes, die das Muster ,,Orientation‘ zeigen. C)
Geschwindigkeitsverteilungshistogramm der Trajektorien gezeigt in A) bzw. B) mit der
wahrscheinlichsten Geschwindigkeit (Maximum) und der Halbwertsbreite (FWHM) des
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Abbildung 4.31: Geschwindigkeitsverteilungshistogramm mit Maxwell-Boltzmann Fit (ber

alle Trajektorien eines Datensatzes, die die Muster ,,Tumble* und ,,Orientation and stop‘



aufweisen. Der blau eingerahmte Bereich ist noch einmal als Inset fiir eine bessere Illustration
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Abbildung 4.32: Reprisentative Trajektorien des Musters A) ,,Tumble* und C) ,,Orientation
and stop®. Die Geschwindigkeiten in den Trajektorien sind farbcodiert (rot: 0-20 pum/s; grin:
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