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Bacteria have been extensively investigated in their unicellular mode of
life in liquid cultures. However, biofilm communities are now considered
to be the most abundant mode of bacterial life on Earth, and many pro-
perties and functions of biofilms are still unclear. Mechanistically under-
standing which properties and functions of biofilms emerge at the single-
cell level, and which emerge at the multicellular level, presents a major
challenge for biofilm research in the coming years.
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B Grundlegende Erkenntnisse iiber das
Leben von Bakterien und deren Evolution auf
unserer Erde beziehen sich bislang weitest-
gehend auf ihre einzellige Lebensweise. Die
Entdeckung der bakteriellen Kommunikation
(Quorum sensing) Anfang der 1970er-Jahre
[1] verdnderte unsere Blickweise auf Bakte-
rien grundsatzlich: Mithilfe von Botenstoffen
konnen Bakterien nicht nur mit Artgenossen,
sondern auch mit anderen Spezies interagie-
ren, um gemeinschaftliches Verhalten wie
Biolumineszenz oder Virulenz zu koordinie-
ren. Neben dem Quorum sensing konnen Klo-
nale bakterielle Populationen auch grundle-
gende Formen von Arbeitsteilung und Altru-
ismus ausbilden [2] sowie sich rdumlich in
dynamischen Schwiarmen oder Oberflachen-
angehefteten Biofilmen organisieren [3, 4].
Bakterielles Sozialverhalten ist nicht be-
schrankt auf wenige Spezies, sondern weit-
verbreitet. Die Vielfalt des moglichen Sozial-
verhaltens und der Wechselwirkungen zwi-
schen Bakterien ist in Multi-Spezies-Gemein-
schaften besonders groB [2].

Mikrobielle Biofilme

Insbesondere die Biofilmbildung stellte sich
in den letzten Jahren als bakterielles Sozial-
verhalten von enormer Bedeutung heraus.
Belastbare Messungen der Zusammensetzung

und Besiedlungsdichte vieler reprasentativer
Okosysteme zeigten, dass die meisten Mikro-
organismen auf unserem Planeten in Biofil-
men leben [5]. Biofilme machen einen GroBteil
der Biomasse in terrestrischen sowie marinen
Okosystemen aus und leisten somit einen
erheblichen Beitrag zu den biogeochemischen
Zyklen der Erde [4]. Sie haben auch eine gro-
Be medizinische Bedeutung, da viele chroni-
sche und einige akute Infektionen sowie
Implantat-assoziierte Infektionen und Wund-
infektionen auf Biofilme zuriickzufiihren sind
[6]. Zudem beeinflussen Biofilme die Gesund-
heit indirekt. Sie treten beispielsweise in Sani-
tdranlagen als schleimige Beldge auf, sind
durch Desinfektionsmittel nur schwer zu ent-
fernen und begiinstigen somit die Ubertragung
von Keimen in Wohnungen und Kliniken [6].

Biofilme sind Oberflachen-assoziierte
mikrobielle Gemeinschaften, in denen Zellen
durch eine extrazelluldre Matrix miteinander
verbunden sind. Bestandteile der Matrix kon-
nen Proteine, Polysaccharide, Nukleinsduren
oder auch Lipide sein [4]. Die genaue
Zusammensetzung der Matrix variiert stark
in verschiedenen Spezies, wodurch die
mechanischen Eigenschaften von Biofilmen
sehr unterschiedlich sein konnen, von eher
viskoelastischen, schleimigen Biofilmen bis
zu festen oder briichigen. Basierend auf den

Pionierarbeiten von Bill Costerton in den spa-
ten 1970er-Jahren wurden Gemeinsamkeiten
im Prozess der Biofilmbildung von verschie-
denen Spezies identifiziert: Zunachst heften
sich Bakterien reversibel an eine Oberfldche
an. Dies geht in eine irreversible Adhédsion
iiber, gefolgt von der Produktion einer extra-
zelluldaren Matrix und dreidimensionalem
Wachstum der Zellgemeinschaft.

Als Konsequenz des dreidimensionalen
Wachstums entstehen rdumliche Gradienten
vieler Stoffe, abhdngig von der GroBe der
Gemeinschaft. Zellen am Rand des Biofilms
haben deutlich besseren Zugang zu Nahr-
stoffen als Zellen im Inneren des Biofilms
[2, 4], zum einen wegen der extrazelluldren
Matrix, welche die Diffusion in den Biofilm
erschwert, zum anderen wegen des Ver-
brauchs von Nahrstoffen in den Zellen der
auBeren Bereiche der Gemeinschaft. Dane-
ben kann die Konzentration von Abfallpro-
dukten des Stoffwechsels sowie die Verfilig-
barkeit von Botenstoffen innerhalb der
Gemeinschaften rdumlich variieren. Diese
Vielzahl von Gradienten fiihrt dazu, dass
selbst klonale Populationen raumlich struk-
turiert phianotypisch heterogen sein konnen.
Die Auswirkungen dieser rdumlichen Gra-
dienten auf das Verhalten von einzelnen Zel-
len in Biofilmen und der Biofilmgemeinschaft
als Ganzes sind bisher kaum verstanden.

Sind Biofilme eine Ansammlung
von Einzellern oder mehr?

Wenn eine bakterielle Gemeinschaft aus meh-
reren raumlich strukturierten Zelltypen
besteht, von denen sich jeder womoglich in
einer anderen mikroskopischen Umwelt
befindet, ist es nicht einfach, vorherzusagen,
wie sich diese Gemeinschaft verhalt: Ist die
Stressantwort eines Biofilms die Summe der
Stressantworten aller einzelnen Zellen im Bio-
film, ahnlich zum Verhalten von Bakterien in
geschiittelter Fliissigkultur? Oder entwickeln
sich neue Verhaltensweisen von Zellen in Bio-
filmen, sodass die Stressantwort eines Bio-
films nicht der Summe der individuellen
Stressantworten entspricht?
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A Abb. 1: Quantifizierung von Biofilmeigenschaften auf Einzelzellebene. A, dreidimensionale Konfokalmikroskopiebilder von einem Vibrio cholerae-
Biofilm. B, Automatisierte Bildverarbeitung ermdglicht Segmentierung aller einzelnen Zellen. Quantifizierung der Zell-Zell-Distanz (C) und der zellularen
Wachstumsrate (D) in Abhéngigkeit von der Zellzahl im Biofilm und der Distanz von jeder Zelle zum Biofilmmittelpunkt auf der Substratebene (modifi-

ziert nach [9]).

Es gibt Beispiele dafiir, dass sich Zellgemeinschaften in Biofilmen
anders verhalten als eine vergleichbar groe Anzahl einzelner Zellen.
Ein wichtiges Beispiel dafiir ist die Toleranz von Biofilmen gegeniiber
Antibiotika, denn Bakterien innerhalb von Biofilmen sind ungefahr
1.000-fach toleranter gegeniiber Antibiotika als in Fliissigkultur [6],
obwohl diese meistens frei in den Biofilm hineindiffundieren kon-
nen.

Solche biofilmspezifischen Verhaltensweisen konnten durch kon-
zeptionell unterschiedliche Prozesse entstehen, die unser Verstand-
nis von der Biofilmlebensform stark beeinflussen. Eine Moglichkeit
ist eine ,additive Multizellularitat“, die dadurch entsteht, dass jede
einzelne Zelle im Biofilm das gleiche Programm abspult, z. B. bei
der Produktion von Matrix. Dadurch kénnen auf makroskopischen
Lingenskalen neue Eigenschaften der Zellgruppe entstehen, z. B.
eine Diffusionslimitierung durch die Matrix oder Veranderungen
der mechanischen Materialeigenschaften der Gemeinschaft, die zu
den klassischen Faltungen von Biofilmkolonien auf Agaroberflachen
fiihren konnen. Durch die besonderen mikroskopischen Umweltbe-
dingungen innerhalb eines Biofilms konnen sich aber auch Genex-
pressionszustande ausbilden, die nur in Biofilmen existieren. Es ent-
steht eine ,differenzierte Multizellularitat“. Diese Moglichkeit ist
nicht abwegig, da bereits kleine dreidimensionale Biofilme eine
1.000-fach groBere Zelldichte erreichen als Ubernachtkulturen. Zel-
len konnen innerhalb von Biofilmen somit Umweltbedingungen aus-
gesetzt sein, die in Fliissigkultur nur schwer zu untersuchen sind.

Differenzierte Multizellularitit kann wiederum auf zwei ver-
schiedene Vorgange zuriickzufiihren sein [7]: Zum einen konnten Zel-
len eine Differenzierung durchlaufen, die vererbt wird, &hnlich den
Entwicklungsprozessen in Pflanzen oder Tieren. Andererseits konn-
te sie auch durch die lokale Adaptation der Zellen an jeweilige loka-
le Umweltbedingungen in verschiedenen Bereichen des Biofilms
hervorgerufen werden. Somit wére das Biofilmwachstum nicht direkt
ein Entwicklungsprozess, sondern die Konsequenz des Wachstums
einer Zellgruppe.

Langfristig wollen wir die verschiedenen Formen der Multizellu-
laritat in Biofilmen unterscheiden, mechanistisch entschliisseln und
die Funktionen von multizelluldren Verhaltensweisen von Biofilmen
verstehen.

Formen der Multizellularitat unterscheiden

Raumzeitlich variierende Prozesse, wie Biofilmentstehung und -ver-
halten, erfordern die Erhebung und Analyse von raumzeitlich aufge-
losten Daten. Das Mitteln tiber raumliche Variationen einer Messgro-
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Be (z. B. durch raumlich nicht aufgeldste Western Blots) kann die vor-
handene phanotypische Heterogenitat innerhalb von bakteriellen
Gemeinschaften verschleiern. Demzufolge sind, neben Techniken aus
der molekularen Mikrobiologie, raumlich-bildgebende Verfahren von
zentraler Bedeutung fiir die Biofilmforschung. Eine natiirliche, quan-
titative und prizise Sprache fiir die Erfassung, Analyse und Modellie-
rung raumzeitlicher Daten entwickelten die Mathematik und Physik in
den letzten Jahrhunderten, auf die man in der Biofilmforschung zuriick-
greifen kann. Die Biofilmforschung profitiert somit stark von interdis-
ziplindren Ansatzen.
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Um dynamische Prozesse in Biofilmen auf
ihre multi- und unizellulare Ebene herunter-
zubrechen, ist es notwendig, alle einzelnen
Zellen in der Gemeinschaft zu erkennen, die-
se iiber die Zeit zu verfolgen sowie Signale
und Eigenschaften von einzelnen Zellen zu
messen. Hierfiir haben wir in den letzten Jah-
ren neue Methoden in der automatisierten
Bildanalyse und konfokalen Fluoreszenzmi-
kroskopie entwickelt [8—10]. Diese Methoden
ermoglichen eine robuste Erkennung von Zel-
len in dreidimensionalen Bildern sowie die
Quantifizierung von zellularen Eigenschaften
und Reportern — sowohl fiir einzelne Zellen
als auch im Kontext der raumlichen Anord-
nung in Biofilmen [9]. Gekoppelt mit auto-
matisierter Hochdurchsatzmikroskopie, Gene-
tik, Molekularbiologie und mathematischer
Analyse ist es nun moglich, im Detail raum-
zeitliche Phidnomene in Biofilmen zu unter-
suchen und zwischen Einzelzellverhalten und
Gruppenverhalten zu unterscheiden (Abb. 1).

Dynamische Prozesse auf mehreren
Ebenen in Biofilmen

Mehrere dynamische Prozesse in Biofilmen
haben sowohl eine Komponente auf der Ein-
zelzellebene als auch auf der Multizellebene.
Neben dem Biofilmwachstum ist die selbst-
induzierte Biofilmauflosung ein wichtiger
Bestandteil des Lebenszyklus von Bakterien
in Biofilmen. Zufillig entdeckten wir bei in
Stromungskammern gewachsenen Vibrio
cholerae-Biofilmen, dass wir die Biofilmauflo-
sung durch das Anhalten der Stromung indu-
zieren konnen. Die kontrollierte Induktion der
Biofilmauflosung ermoglicht eine detaillierte
Untersuchung der zugrunde liegenden Mecha-
nismen. V. cholerae verbindet ein Signal auf
Einzelzellebene (Nadhrstofflimitierung) mit
einem Signal auf Multizellebene (Quorum sen-
sing), um als Kollektiv liber die aktive Selbst-
auflosung des Biofilms zu entscheiden [11].
Ein dhnliches Muster entdeckten wir bei
Untersuchungen der Wechselwirkungen von
Phagen mit Biofilmen. Escherichia coli-Biofil-
me sind vor Phagen geschiitzt, wenn sie eine
bestimmte Matrixkomponente ausbilden:
Curli-Amyloid-Fibrillen. Diese Fibrillen ent-
stehen hauptsdchlich am duBeren Rand des
Biofilms, wo sie eine Art Schutzschicht gegen
das Eindringen von Phagen in den Biofilm
bilden. Curli-Fibrillen konnen zudem einzel-
ne Zellen tief im Inneren des Biofilms schiit-
zen, sofern sich diese komplett mit Curli ein-
hiillen [12]. Diese Amyloid-Fibrillen tiben
somit eine Funktion sowohl auf der Einzel-
zellebene als auch auf der Multizellebene aus.

Auch die Stressantwort von Biofilmen auf
Antibiotikabehandlung erfolgt auf mehreren
Ebenen: Kiirzlich entdeckten wir, dass
V. cholerae-Biofilme als Antwort auf die
Behandlung mit Translationsinhibitoren eine
dramatische Anderung ihrer Biofilmarchi-
tektur durchlaufen. Diese Anderung konnten
wir durch eine Kombination von Experimen-
ten und Simulationen auf eine Mischung aus
einer metabolischen Reaktion der einzelnen
Zellen und eine Verdnderung der Matrix-
struktur zurtickfiihren, die auf der vielzelligen
Ebene erfolgt.

Zellulare Wechselwirkungen wahrend
der Biofilmentstehung
In welcher Kombination Einzelzell- und
Multizellprozesse das Biofilmwachstum be-
einflussen und somit die Biofilmarchitektur
und phénotypische Differenzierung der Zel-
len ermoglichen, gehort zu den groBen unge-
klarten Fragen in der Biofilmforschung. Vor
Kurzem zeigten wir mit einer quantitativen
biophysikalischen Studie zur Rolle verschie-
dener Zell-Zell-Wechselwirkungen bei der
V. cholerae-Biofilmentstehung, dass fiir klei-
ne Biofilme zundchst mechanische Wechsel-
wirkungen dominant sind [9]. Fiir groBere Bio-
filme ist jedoch noch unklar, welche Wechsel-
wirkungen auf welchen Langenskalen domi-
nieren. Welche Rolle additive und differen-
zielle Multizellularitit in der Entstehung der
Biofilmarchitektur einnehmen und inwieweit
Gene mit bisher unbekannter Funktion darin
involviert sind, muss noch geklart werden.
Ein Verstandnis der verschiedenen Formen
der Multizellularitdt und deren Funktionen
innerhalb von Biofilmen konnte unsere Blick-
weise auf bakterielles Leben und dessen so-
zialen Kontext grundlegend verdandern. Dieser
Ansatz bietet somit ein aufregendes For-
schungsfeld in der Mikrobiologie.
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