Hochdurchsatz-3D-Tracking

Mikrobielle Navigation in naturlichen
Umgebungen ermitteln
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How bacteria navigate the complex environments they inhabit in
nature impacts a wide range of processes from climate change to
agriculture, health, and disease. High-throughput 3D-tracking is
increasingly taken on the challenge to reveal the underlying behavioral
mechanisms. Artificial intelligence (Al) offers the perspective of not
only massive increases in tracking efficiency, but also of unbiased
categorization of behavioral strategies.
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B Viele Bakterien und Archaeen konnen
schwimmen. Die meisten nutzen dazu spiral-
formige Flagellen bzw. Archaellen, die sie
wie Propeller drehen oder auch wie Ruder
zur Richtungsanderung nutzen konnen [1].
Die meisten flagellierten Spezies scheinen
auch navigieren zu konnen: Sie schwimmen
relativ zu Gradienten von Reizen in ihrer
Umgebung, z. B. 16slichen Chemikalien (Che-
motaxis), Licht (Phototaxis) oder Temperatur
(Thermotaxis). Chemotaxis tragt maBgeblich
zum Kohlenstoffumsatz vieler Meeresbakte-
rien bei und wird sowohl von pathogenen als
auch von symbiotischen Mikroben genutzt,
um zu oder in ihrem Wirt zu navigieren [2].
Bakterielle Motilitit als klassisches For-
schungsfeld hat in den letzten Jahrzehnten
durch ihren vertieften Fokus auf ein spezifi-
sches Modellsystem, die Chemotaxis von
Escherichia coliin Wasser (Abb. 1), bahnbre-
chende biophysikalische und systemtheore-
tische Einsichten generiert. Erst innerhalb
des letzten Jahrzehnts riickte vermehrt der
Anspruch in den Fokus, mikrobielle Naviga-
tion innerhalb ihres natiirlichen Kontexts zu
analysieren. Dieser Anspruch bringt mehrere
Herausforderungen mit sich.

Wie sieht die natiirliche Umgebung
aus?

Obwohl das Darmbakterium E. coli als etab-
liertes mikrobielles Modellsystem gilt, ist die
Rolle von Motilitét in der natiirlichen Okolo-
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gie dieser Spezies nicht gut verstanden. Wir
wissen nicht, ob Motilitat fiir E. coli eher
innerhalb des Darms eine Rolle spielt oder
wahrend einer Lebensphase auBerhalb des
Wirts. Auch bei pathogenen Bakterien mit
bekanntem Zusammenhang zwischen
Schwimmverhalten und Pathogenitat ist
nicht immer klar, von wo, nach wo, durch
welches Material und relativ zu welchen Rei-
zen das Bakterium im Wirt schwimmt. Viele
Wirt-Mikroben-Interaktionen spielen sich an
Schleimhéduten ab. Bakterien miissen hier
typischerweise eine schiitzende Schleim-
schicht iiberwinden, die groBtenteils aus
einem Hydrogel aus dem Glykoprotein Mucin
besteht. Im Speichel dagegen begegnen Bak-
terien gelosten Mucinpolymeren. Wundpa-
thogene interagieren wahrscheinlich mit

» Abb. 1: Chemota-
xis von Escherichia
coliin Wasser. Die
Bakterien bewegen
sich im Mittel den
chemischen Gradien-
ten hoch, indem sie
auf Anderungen in
der Konzentration
von Chemikalien
durch eine dynami-
sche Anpassung der
Haufigkeit von Re-
Orientierungen, den
tumbles, reagieren.
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Blutgerinnungsproteinen, von gelostem
Fibrinogen bis zu dichten Fibrinnetzwerken.
Bodenbakterien dagegen navigieren durch
pordse Strukturen mit variablem Wasserge-
halt. Die natiirlichen Umgebungen schwim-
mender Bakterien decken also wahrschein-
lich eine weite Bandbreite an biologischer,
chemischer und physikalischer Komplexitat
ab (Abb. 2), von einfachen Fliissigkeiten bis
zu Polymerlosungen und -gelen sowie poro-
sen Strukturen.

Die Natur im Labor imitieren

Die Nachbildbarkeit natiirlicher Umgebun-
gen im Labor ist nicht nur durch unser man-
gelndes Wissen um deren Identitat und
Eigenschaften begrenzt, sondern auch durch
praktische Einschrankungen in der Herstell-
barkeit von Materialien. Aus diesem Grund
werden meist Modellmaterialien eingesetzt,
die einfach und reproduzierbar hergestellt
werden konnen, und von denen man erwar-
tet, dass sie wesentliche Eigenschaften von
natiirlichen Umgebungen wiedergeben. Wah-
rend durch mikroskopische Hindernisse
strukturierte Umgebungen vielleicht die
Porositat von Erdboden imitieren [3], werden
die mechanischen Eigenschaften rein orga-
nischer Umgebungen, z. B. von Wirtskor-
pern, oft von Biopolymeren in Losung oder
als Hydrogel dominiert (Abb. 2). Weil die
Isolierung sowie die rekombinante Herstel-
lung von Mucinen aufwendig ist [4], werden
stattdessen auch oft synthetische Polymerlo-

tumble

run
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A Abb. 2: Bakterielle Navigation in natiirlichen Umgebungen verschiedener Komplexitét. A, Mari-
ne Bakterien nutzen Chemotaxis, um sinkende organische Partikel zu besiedeln und zu zersetzen.
B, Pathogene Bakterien - wie hier Helicobacter pylori - nutzen Chemotaxis, um Infektionsherde
zu schaffen. C, Bodenbakterien navigieren relativ zu Wurzelausscheidungen, um Pflanzenwurzeln

zu besiedeln.

sungen verwendet. So konnten wir beispiels-
weise zeigen, wie der Durchfallerreger Vibrio
cholerae sein Schwimmverhalten an die ver-
schiedenen Umgebungen anpasst, die er in
seinem Lebenszyklus erlebt [5].

Die Welt ist 3D

Mikroskopie ist das Tor zur mikrobiellen
Welt, doch die Fokusebene eines Mikroskops
ist zwei- und die Welt dreidimensional. Wah-

rend viele mikrobielle Phdanomene sich auch
in zweidimensionalen Geometrien untersu-
chen lassen, erfordert gerade Navigation in
strukturierten Umgebungen die Beriicksich-
tigung von Dimensionalitét, denn ein Hinder-
nis in einer Ebene kann durch einen Sprung
in eine andere Ebene umgangen werden.
Innerhalb des letzten Jahrzehnts wurden
verschiedene Hochdurchsatzmethoden zum
3D-Zell-Tracking entwickelt. Hierzu wird

meist anhand von Beugungsringen, die ent-
stehen, wenn das Bakterium sich von der
Fokusebene entfernt, der Abstand zur Fokus-
ebene bestimmt und so eine dreidimensiona-
le Position zugewiesen. Wahrend die digitale
holographische Mikroskopie [6] analytisch
vorgeht, um aus dem Muster des gestreuten
Lichtes die Position des streuenden Objekts
zu berechnen, nutzen andere Ansitze [7, 8]
empirisch ermittelte Zusammenhdnge zwi-
schen Beugungsmuster und Position. Beide
Ansitze sind rechenaufwindig.

3D-Navigation in komplexen
Umgebungen

Wie navigieren Bakterien in komplexen
Umgebungen mit raumlicher Struktur oder
besonderen mechanischen Eigenschaften?
Mittels Hochdurchsatz-3D-Tracking konnten
wir chemotaktische Bakterien in chemischen
Gradienten verfolgen, die in mikrofluidi-
schen Kammern hergestellt werden (Abb. 3,
[9]). Die resultierenden Datensétze erlauben
dank ihrer GroBe eine sehr genaue Quantifi-
zierung der chemotaktischen Fahigkeiten auf
Populationsebene. Gleichzeitig ermoglichen
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<« Abb. 3: Bakterien
¢ navigieren in einem
mikrofluidisch
erzeugten chemi-
- schen Gradienten des
Attraktants Methyl-
aspartat (MeAsp) in
einer Pufferlésung
(buffer) (A) und wer-
s den mittels Hoch-
Rt # | durchsatz-3D-Tra-
§ bl cking [7] verfolgt (B)
2 und ihr Navigations-
verhalten analysiert
| (c).DieFarbe der
4 ; “ 2y Trajektorien in C ent-
: ' spricht der Schwimm-
.| geschwindigkeit
/ ' (speed). Das Naviga-
AR tionsverhalten kann
in Modellumgebun-
gen verschiedener
mechanischer Kom-
: plexitat analysiert
) J werden: Wasser (D),
! : Polymerlésungen (E),
Hydrogele (F), Hin-
dernisse (G). A-C
entnommen aus [9].
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die individuellen bakteriellen Trajektorien
Einsicht in das zugrunde liegende Naviga-
tionsverhalten. Durch die Kombination mit
komplexen Materialien konnten wir damit
erstmals die Verhaltensmechanismen ermit-
teln, die Bakterien chemotaktische Naviga-
tion in komplexen Umgebungen ermoglichen
[10]. Eine erste spannende Einsicht ist, dass
chemotaktische Fahigkeiten stark durch die
Art der Flagellierung bestimmt werden: Bak-
terien mit nur einem Flagellum navigieren
sehr gut in Wasser, aber Bakterien mit mehr
Flagellen besser in komplexen Materialien
[10].

Perspektive Kl

Die rapide Entwicklung von kiinstlicher
Intelligenz (KI) bietet die Perspektive, in
Zukunft neuronale Netzwerke einzusetzen,
um 3D-Zellverfolgung recheneffizienter zu
gestalten und vielleicht sogar routinemaBig
in Echtzeit durchzufiihren. Empirisch oder
analytisch bekannte Zuordnungen von Beu-
gungsmustern zu 3D-Positionen lieBen sich
z. B. durch neuronale Netzwerke lernen und
automatisiert zur Positionsbestimmung
anwenden. Solche Methoden finden bereits
flir nicht-biologische Systeme Anwendung
[11,12].

Jenseits effizienterer 3D-Zellverfolgung
eroffnet KI auch Perspektiven fiir die Aus-
wertung des 3D-Schwimmverhaltens. Bishe-
rige Arbeiten nutzen groBtenteils die auto-
matische Detektion von durch die Forschen-
den vorgegebenen Verhaltenskategorien
(z. B. run und tumble fiir E. coli in Wasser).

Uniiberwachtes maschinelles Lernen (unsu-
pervised machine learning) bietet jedoch die
Perspektive, zukiinftig Verhaltenskategorien
automatisch zu definieren, um Verzerrungen
durch die Erwartungen der Forschenden zu
vermeiden.
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