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1 Einleitung

Wasserbenetzte biologische Oberflachen unterliegen als Trenn- und Austauschfla-
chen zwischen Organismen und ihrer aquatischen Umwelt einem permanenten Be-
siedlungsdruck durch Biofouling-Organismen, die Korperoberflachen als Besied-
lungssubtrat nutzen. Dabei wirkt sich die Anreicherung von adhéasiven, im Wasser
vorhandenen Schleimstoffen sowie Bewuchs als Besiedlung mit beispielsweise Bak-
terien, Algen, Muscheln oder Krebsen, in den meisten Fallen nachteilig fur den be-
troffenen Wirt aus.

Reinigungsmechanismen schitzen Oberflachen vor Funktionsminderung. Im Laufe
der Evolution haben sich daher bei marinen Lebewesen eine Reihe solcher kontinu-
ierlich und diskontinuierlich wirksamer Reinigungs- und Verteidigungsmechanismen
entwickelt (WAHL 1989, ABARZUA und JAKUBOWSKI 1995). Die Vielfaltigkeit die-
ser physikalischen und chemischen Prozesse verdeutlicht, dass komplexe biochemi-
sche und morphologische Anpassungen entsprechend den biologischen Méglichkei-
ten ausgeschopft werden muf3ten, um Biofouling zu unterdriicken. Die physikalischen
Mechanismen beruhen beispielsweise auf der Verminderung von Anheftungs- oder
Kontaktflachen, Hautabschuppung und mechanischer Korperpflege, wie regelmafi-
gem Putzen, Kratzen oder Beweiden. Eine stoffliche Barriere fur Biofouler wird durch
die Abgabe von Schleimen erzielt, wobei Substanzen mit niedriger Oberflachen-
spannung die Adhasion von Organismen erschweren. Zu den chemischen Verteidi-
gungen zahlen zudem Substanzen wie Toxine und Antibiotika, die Organismen téten,
sowie Enzyme, die Adhasionsmolekuile hydrolysieren kénnen.

In der vorliegenden Untersuchung an Hautoberflachen von Pilotwalen werden mit
morphologischen und histochemischen, biochemischen und rheologischen Methoden
spezielle Struktur-Funktions-Beziehungen der Epidermis der Delfinhaut beschrieben.
Ziel der Arbeit ist die Aufgliederung und Darstellung solcher Beziehungen unter Be-
ricksichtigung der Funktionen der Haut haarloser mariner Sauger als Trenn- und
Austauschflache zwischen Organismus und Umwelt, und im besonderen ihre Funkti-
on als Barriere gegeniber dem permanenten Besiedlungsdruck durch Biofouling-

Organismen.



Die untersuchte Spezies, Globicephala melas (TRAILL 1809), ist wie folgt zoosyste-

matisch zuzuordnen:

Klasse: Mammalia (Saugetiere)

Ordnung: Cetacea (Wale)

Unterordnung: Odontoceti (Zahnwale)

Familie: Delphinidae (Delfine)

Gattung: Globicephala (Pilotwale, Grindwale)

Art: Globicephala melas (Pilotwal, Gewdhnlicher Grindwal)

Pilotwale sind in den gemafigten und subpolaren Breiten aller Ozeane (mit Wasser-
temperaturen zwischen 0 - 25 °C) mit Ausnahme des Nordpazifiks anzutreffen. Die
hier untersuchten Tiere sind Mitglieder der nord-6stlichen atlantischen Population,
deren Haufigkeit 1999 auf etwa 750 000 Individuen geschatzt wurde (ABEND und
SMITH 1999, vgl. http://www.gn.apc.org/whales/dolphin8.shtml).

Méannliche Tiere dieser schwarz pigmentierten Delfinart erreichen eine Koérperlange
von 6,3 bis 8 m und weibliche Tiere eine solche von 5,5 bis 6 m (BLOCH et al. 1993).
Das durchschnittliche Korpergewicht liegt bei 1000 bis 1750 kg. Pilotwale jagen in
100 bis 500 m Wassertiefe nach Tintenfischen, selten Fischen, deren Aufenthalt sie
mit Echolokation ausfindig machen. Haufig schliessen sich 50 bis 100 Individuen in
matrilinearen Gruppen zusammen. Zeitweise sind Grol3gruppen bis zu 1000 Indivi-
duen zu beobachten. Pilotwale erreichen ein Alter von 35 bis 60 Jahren. Die durch-
schnittliche Schwimmgeschwindigkeit liegt bei 3,3 km/h, mit Beschleunigungen bis
auf 16 km/h. Die durchschnittliche Reisestrecke betragt ca. 200 km pro Tag. Die Ak-
tivitdtsmuster der Pilotwale sind bestimmt durch néachtliche Jagdphasen, morgendli-
che Ruhepausen, und Tageswanderungen. An der Wasseroberflache verhalten sich
Pilotwale ruhig bis inaktiv, unterbrochen von Orientierungsblicken (engl., ,spy-

hopping®), Springen (engl., ,breaching“) und ,Bauchklatschern“ (engl., ,splashing®).



Abb. 1-1: Eine Pilotwal-Gemeinschaft (Faror-Inseln). Man nimmt an, dass sich jeweils
etwa ein Drittel aller Mitglieder einer Gruppe an der Wasseroberflache aufhal-
ten.

Die mit blof3em Auge makellos sauber erscheinende Haut der Delfine hat immer wie-
der Forscher dazu bewogen, sich mit den Ursachen der hydrodynamischen Effizienz
und den Selbstreinigungseigenschaften des Integuments dieser Tiergruppe zu be-
fassen. Hinsichtlich des Biofouling ist aus friheren elektronenoptischen Untersu-
chungen von HARRISON und THURLEY (1972 und 1974), LING (1974), HALDIMAN
et al. (1985), LIU RENJUN et al. (1986), PFEIFFER (1992), PFEIFFER und JONES
(1993), PFEIFFER und ROWNTREE (1996) bekannt, dass fixierte Hautproben ver-
schiedender Delfinarten diese Spuren einer derartigen Oberflachenschadigung nur
gelegentlich zeigen. Weil die Erhaltung von Anzahl und Lage dieser Spuren wegen
des Einsatzes chemischer Fixierungs- und Dehydratisierungsmethoden wéahrend der
Probenaufbereitung oft nicht gewahrleistet ist, wurden im Rahmen dieser Arbeit fri-

sche Hautproben von Pilotwalen verschiedener Sammel-Expeditionen und Delfin-



gruppen einer schonenden, strukturerhaltenden Kryo-Konservierung unterzogen und
mit Hilfe kryo-rasterelektronenmikroskopischer Dokumentationstechniken untersucht
(vgl. BAUM et al. 2000, BAUM et al. 2002A). Durch diese neuen Techniken und den
aullergewohnlich guten Zustand der Gewebe konnten frihere Befunde von geringer
epibiontischer Belastung der Epidermis bestatigt und erstmalig die Anwesenheit einer
dinnen Gelschicht an der Hautoberflache als typisches Merkmal dokumentiert wer-
den. Diese Schicht liel3 sich nach Gefriertrocknung in wasser- und fetthaltige Berei-
che unterteilen. Wegen der geringen epibiontischen Belastung der Haut der Pilotwale
wurde aufRerdem vermutet, dass Reinigungsmechanismen die Haut sauber halten
und dem Beginn des Biofoulings als Ansiedelung von teils pathogenen Bakterien und
Mikroalgen (LING 1974, HOLMES 1985, DUNN 1990, USHAKOWA 1991, GOL'DIN
1994, DENYS 1997, BAUM et al. 2000), Kleinkrebsen und Nematoden (DIERAUF
1990, MARINIELLO et al. 1994) entgegen wirken. In Bezug auf die Reinigungsme-
chanismen berichteten St. AUBIN et al. (1990) und SMITH et al. (1992), dass eine
Verminderung der Selbstreinigungsfahigkeit zugunsten des Biofoulings bei solchen
Delfinarten besteht, die eine saisonbedingte diskontinuierliche Hautabschuppung
zeigen. Ebenso bekannt ist, dass Grauwale (Escherichtius gibbosus) unter Bewuchs
leiden. Grauwale graben im Sediment nach Nahrung und hinterlassen dabei Kratz-
spuren auf ihrer Haut, die vermutlich Nischen fur die Biofouler bilden. Es ist sehr
wahrscheinlich, dass Algenbliten, Ole und Detergentien im Meerwasser zu einer
Verminderung der Selbstreinigungsfahigkeit fihren. Wie bei allen Delfinen weist die
Haut der Pilotwale keine Hautdrisen auf (SPEARMAN 1972, LING 1974, MEYER et
al. 1995). Deshalb wurde vermutet, dass die Selbstreinigungseigenschaften auf den
Besonderheiten jeder einzelnen Epidermiszelle und ihrer ndheren Umgebung beru-
hen.

Neben den deskriptiven Arbeiten finden sich in der Literatur zwei Ansatze, die sich
mit den Grundlagen der Selbstreinigungsmechanismen der Delfinhaut auseinander-
setzen. BROWN et al. (1983) und HICKS et al. (1985) berichteten Uber eine sehr ho-
he Abschuppungsrate der Epidermis, wobei die Abschuppung Biofouler in der GroRRe
der Schuppen entfernt. Alternativ basiert die Selbstreinigungsfahigkeit der Delfinhaut
nach GUCINSKI et al. (1984) und GUCINSKI (1986) auf ihrer niedrigen Oberflachen-

spannung. Niedrige Oberflachenspannungen erschweren die Anheftung von Orga-



nismen (GUCINSKI 1986) und erleichtern zudem die Ablésung von Organismen von
Oberflachen unter Scherstress (BOS et al. 2000). Eine kritische Analyse der oben
genannten hohen Abschuppungsrate (siehe auch BAUM et al. 2001B) und die Ab-
leitung von kritischen Oberflachenspannungen aus Benetzungsexperimenten an der
Delfinhaut auRerhalb des Wassers werden in der vorliegenden Arbeit mit den Ergeb-
nissen dieser Untersuchungen vergleichend behandelt.

Kontrovers diskutiert wurde bisher die stoffliche Basis fur die niedrige Oberflachen-
spannung der Delfinhaut. GUCINSKI et al. (1984) und GUCINSKI (1986) befundeten
aus den von ihnen durchgefiihrten Infrarot-spektroskopischen Untersuchungen an
Abklatschpraparaten der Delfinhautoberflache die Anwesenheit von Glykokonjuga-
ten. Die Anwesenheit von mehr oder weniger hydrophilen Glykokonjugaten steht
meiner Meinung nach im Kontrast zu den gemessenen niedrigen Oberflachenspan-
nungen, die nur hydrophobe Molekiile erzeugen kénnen (siehe Silikon-Antifoulings,
deren Entwicklung auf die Untersuchungen von GUCINSKI et al. (1984) zurtickgeht).
GERACI et al. (1986) beschrieben ein makromolekulares Coating im Bereich des
Interzellularraumes der epidermalen Corneocyten, das in Form elektronendichter,
osmiophiler Deposite sichtbar wurde. Diese Deposite wurden als hydrophile Glyko-
konjugate gedeutet. Demgegentber befundeten MENON et al. (1986), ELIAS et al.
(1987) und PFEIFFER und JONES (1993) mit biochemischen und histochemischen
Methoden sowie elektronenoptischen Untersuchungen am Stratum corneum ver-
schiedener Delfinarten die Anwesenheit von Lipoiden. Im besonderen auffallig war
die Anwesenheit von unpolaren Acylglucosyl-Ceramiden, deren amphiphiler bis hy-
drophober Charakter mit der Auspragung von niedrigen Oberflachenspannung an der
Hautoberflache im Einklang steht.

In Erwartung eines verbesserten Verstandnisses Uber die Herkunft, Zusammenset-
zung und die physikalischen Eigenschaften des makromolekularen Coatings wurde
zum einen der Beginn der stofflichen Deposition innerhalb der Interzellularrdume des
Stratum corneums der Epidermis kryo-rasterelektronenmikroskopisch und transmis-
sionselektronenmikroskopisch bestimmt. Zum anderen wurden rheologische Metho-
den in Verbindung mit einem neuen mathematisch-physikalischen Modell eingesetzt,
um erstens das FlieBverhalten des makromolekularen Coatings zu charakterisieren

und zweitens eine Kompartmentanalyse gelbildender Subsysteme durchzufiihren



(FLEISCHER unveréffentlicht, BAUM et al., 2002B). Die Kompartmentanalyse diente
der Beschreibung von Reaktionsmechanismen. Die gewonnenen rheologischen Er-
gebnisse wurden mit den aus der Literatur bekannten Flie3eigenschaften von Biofil-
men verglichen. Um weitere Informationen Uber die oberflichenchemischen Merk-
male der Epidermis der Delfinhaut zu erhalten, bestand eine weitere Aufgabe darin,
die Hautoberflache und die Substanzen des Interzellularraumes mittels Photoelektro-
nenspektroskopie chemisch zu analysieren. Im Rahmen dieser Untersuchung wur-
den chemisch wirksame Verteidigungsmechanismen in Form von Gel-integrierten,
hydrolytischen Enzymen beschrieben (BAUM et al. 2001B). Diese Enyzme sind zur
Abschuppung von Hautzellen notwendig und kénnen die langkettigen polymeren Ad-
hasionsmolekile von Biofoulern zerstéren, deren mukoide Schutzhille in Folge die-
ser enzymatischen Hydrolyse fliel3fahiger wird (BAUM et al. 2001B).

Aus den bisher gewonnenen Ergebnissen wurde ein Modell abgeleitet, das die
Selbstreinigung auf der Basis der morphologischen, chemischen und rheologischen
Befunde beschreibt.

Von der derzeitigen Diskussion Uber den Einsatz giftiger Bewuchsschutzfarben an
Schiffen, Kiustenschutz- und Hafenanlagen motiviert, wurde in diesen Untersuchun-
gen auch ein bionischer Ansatz verfolgt, der sich die Haut der Delfine zum Vorbild fur
die Entwicklung umweltneutraler Bewuchsschutzfarben nimmt. Dieser Ansatz basiert
auf der Annahme, dass Schiffe und Delfine umweltdhnlichen Bedingungen ausge-
setzt sind. Zudem besteht die attraktive Aussicht auf eine zuklnftige Produktoptimie-
rung aktueller Bewuchsschutzfarben in Form eines bionischen Re-Designs, dessen
Grundlagen die durch Selektion geprtifte, evolutiv erfolgreiche Delfinhaut als alterna-
tiven Losungsansatz zum Schutz vor Bewuchs in sich birgt. Vergleichbare Konditio-
nen mit hoher Fouling-Gefahr ergeben sich beispielsweise fir Schiffe wie auch fur
Delfine wahrend ihrer ,Wanderungen® durch den Kontakt mit diversen Biofouling-
Organismen, die in unterschiedlichen Dichten und verschiedenen Lebenstadien auf-
treten. Zum anderen bewegen sich Delfine mit einer Geschwindigkeit fort, die kleine-
ren Schiffen &hnlich ist. Desweiteren bestehen bei der Untersuchung von Delfinen
Vergleichsmaglichkeiten mit grol3eren Walen. Dieser Vergleich von Delfinen, die
meist frei von Bewuchs sind, mit den gréReren Bartenwalen, die oft unter Bewuchs

leiden, offenbart Unterschiede in den Reinigungssystemen, so dass hierdurch physi-



kalische und biochemische Merkmale in ihrer Bedeutung als Reinigungskomponente
bewertet werden kénnen. Schlie3lich scheint die Abgabe von Antibiotika oder To-
xinen, wie von Fischen bekannt (ABDULL-HAQQ und SHIER 1991, MOORE et al.
1993, SOLTANI 1998), uber die drusenlose Haut der haarlosen marinen S&uger
nicht gegeben. Im Sinne analogisierbarer Merkmale der Delfinhaut wurden aus den
Befunden, die eine wesentliche Bedeutung des enzymhaltigen makromolekularen
Coatings der Corneocyten fur die Selbstreinigung in Verbindung mit nanotopologi-
schen Kennzeichen hervorheben, bionische Kennzeichen extrahiert, die fur techni-
sche Entwicklungen von Bedeutung sein kénnen.



2 Material und Methoden

2.1  Material fur morphologische und histochemische Untersuchungen

Das flr diese Untersuchung verwendete frische Hautmaterial wurde 1997 und 1999
von den Behoérden der Faror-Inseln (Danemark) aus staatlich kontrollierten Fangen
von Pilotwalen, Globicephala melas, zur Verfigung gestellt.

Unabhéngig vom Alter und Geschlecht der Tiere wurden von neun Individuen aus
jeweils acht Fangen 10x10x1 cm grof3e Hautpartien vom Kopf- und Rickenbereich
entnommen. Von diesen Partien wurden vorsichtig unter sterilfiltriertem Seewasser
mit Rasierklingen 5x5x5 mm grol3e Bléckchen abgetragen, ohne dabei die Hautober-
flache zu beschadigen.

Diese Blockchen wurden entweder mit Tissue TEC O.C.T. Compound (Miles Inc.,
USA) auf Kupfer-Tragern oder Kork-Plattchen befestigt oder direkt in Flussigstickstoff
bei —196 °C eingefroren.

Alternativ erfolgte eine chemische Fixierung der Proben in 4 % igem Formol in Phos-
phat-Puffer (pH 7,4) nach Sérensen oder Fixierlésung nach Bouin oder in Phosphat-
gepufferter Fixierlosung (pH 7,4) nach Karnowsky. Von den chemisch fixierten Pro-
ben wurden wiederum einige nach mehreren Spulschritten in Phosphat-Puffer vor
dem Einfrieren in Flussigstickstoff mit Tissue TEC auf Kupfer-Trager oder Kork-
Plattchen befestigt oder vor dem Einfrieren fir 2, 6 und 12 Stunden bei 4 °C mit 0,25
% iger Trypsin-Losung (10 000 units, Sigma) in Phosphat-gepufferter Salzlésung (pH
7,4) hydrolytisch aufgeschlossen. Alternativ wurden enzymatisch behandelte und
chemisch fixierte Proben Uber eine alkoholische Reihe (30 — 100 %) entwassert und
mit Tetramethylsilan nach der Methode von DEY et al. (1989) chemisch getrocknet.
Von der weiteren Untersuchung ausgeschlossen blieben solche Préaparate, die auf
mehr als 10 % ihrer Ausgangsgrof3e geschrumpft waren. Alle tiefgefroren Praparate
wurden nach den unten beschriebenen Methoden fir kryo-rasterelektronen-
mikroskopische Untersuchungen weiterverarbeitet. Chemisch getrocknete Préparate

kamen fur die rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen zur Anwendung.



2.2 Probenmaterial fur biochemische und rheologische Untersuchungen

Fur die Untersuchung von Gelbildungsvorgangen im Stratum corneum des Pilotwales
Globicephala melas wurde weiteres Hautmaterial zwischen einer und funf Stunden
nach Eintritt des Todes entnommen. Die zeitliche Verzdégerung kam dadurch zustan-
de, dass die Tiere nach dem Fang von den Fangbuchten in den nachstgelegenen
Hafen geschleppt, im Hafen mit Meerwaser abgespult und von den ortlichen Behor-
den registriert worden waren. Das Probenmaterial bestand aus mechanisch abgerie-
benen Hautschuppen vom Kopf- und Flankenbereich beider Geschlechter aller Al-
tersstufen.

Von etwa 100 Tieren aus vier unterschiedlichen Fangen wurde mit Hilfe feiner Blr-
sten aus rostfreiem Stahl das Stratum corneum der Haut entfernt (ungefahr 120 m?
Hautflache mit einer Ausbeute von ungefahr 5g-m?). Durch leichte Rotationsbewe-
gungen mit geringem Druck wurde erreicht, dass die Trennung der Hautschuppen
vom Korper zwischem dem elastisch-ledrigen Stratum corneum und dem auf dem
Korper verbleibenden, darunterliegenden wasserhaltigen Stratum spinosum der Epi-
dermis erfolgte.

Wahrend der Probenentnahme wurden Teilproben bei ungefahr 4 °C in Eis gekihlte,
evakuierbare Probenbehalter Gberfuhrt und unter Vakuum versiegelt oder alternativ
in Flussigstickstoff (-196 °C) eingefroren. Das Zwischenlagern von Probenmaterial
(bei 4 °C) ohne den Einsatz von Vakuum fihrte zum Verkleben der Hautschuppen
(i.e., zur Gelbildung als Kriterium fiur die ,Frische" des Probenmateriales, siehe Dis-
kussion 4.3.1).

Die abgeriebenen frischen oder tiefgefroreren Proben wurden auf 2 ml Eppendorf-
Reaktionsgefal3e, deren Boden mit einer Nadel durchbohrt worden war, verteilt und
diese in Plastikrohrchen gesteckt. Diese Einheiten wurden anschlie3end bei einer
Umdrehung von 1500 U'min™, 3000 U-min™ oder 4000 U-min™* zentrifugiert (Labofu-
ge mit Festwinkelrotor, Hettich). Die Proben erreichten dabei nach einer Zentrifugati-
onszeit von 10 Minuten Raumtemperatur. Bei der Zentrifugation wurde das feste
Material in dem Reaktionsgefal3 festgehalten, wéahrend sich das fluide Untersu-
chungsmaterial in dem Plastikrohrchen sammelte. Durch die Zentrifugation wurde
aus 1 g Stratum corneum ungefahr 0,1 ml Fluid erhalten, so dass fir alle der hier be-
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schriebenen Untersuchungen des Gels (bei 120 m? entfernter Hautflache, einer Aus-
beute von ungefahr 5g-m?) etwa 60 ml unverdiinnte Probe zur Verfiigung stand. Zur
Verdinnungen der Proben wurde isotonische Natriumchlorid-Lésung (0,9 % NacCl)
verwendet. Der Proteingehalt der Proben wurde mit dem Bradfort-Protein-Assay
(Sigma) unter Verwendung von Ovalbumin als Kalibrierungsstandard bestimmt. Zu-
satzlich wurden die Konzentrationsangaben des Refraktionsindex-Detektors Optilab
903 verwendet (siehe unten).

Um die Bildung von Aggregaten in stark verdinnten Proben (1:500) zu beeinflussen,
wurde die an freie Thiol-Gruppen bindende Aminosdure L-Cystein (Sigma) in isotoni-
scher NaCl-Lésung in einer Konzentration von 0,1 und 0,01 mol-I* als Verdin-

nungsmittel eingesetzt.

2.3 Kryo-rasterelektronenmikroskopische Untersuchung des Stratum
corneums und des Gels

Far die kryo-rasterelektronenmikroskopische Untersuchung (Kryo-REM) der tiefgefro-
renen Oberflachen der Haut und des Gels, vom dem jeweils 100 pl als unverdiinntes
Zentrifugat auf Objektragern fir 4 Stunden an der Luft bei 20 °C polymerisiert und
anschlieBend in Flussigstickstoff tiefgefroren worden war, wurden die Proben in die
vorgekihlte Kryo-Schleuse (-196 °C) des Kryo-Rasterelektronenmikroskops ETEC
Autoscan uberfuhrt. Wahlweise wurden einige Proben in dieser Schleuse zur Entfer-
nung der sublimierten Eisschicht mit Flussigstickstoff geduscht. Es ist zu beachten,
dass durch diese Behandlung auch Partikel oder Biofouler entfernt werden kénnen.
In den Fallen, in denen die Anwesenheit von Biofouling-Organismen, Schmutzparti-
keln oder Salzkristallen kontrolliert werden sollte, wurde auf diese Vorbehandlung
verzichtet.

Betrachtet wurden die Proben unter Hochvakuum (1,3 x 10 Pa) bei einer Beschleu-
nigungsspannung des Elektronenstrahls von 10 kV und einem Kathodenstrom von
175 pA. Um Eiskristalle von der Oberflache zu entfernen, wurde unter elektronenop-
tischer Kontrolle die Temperatur des Probentisches bei einem Vakuum von 1,3 x 103
Pa wiederholt fir 20 Sekunden auf —100 °C erhoht. Die morphologischen Verédnde-

rungen der Proben wahrend dieser Gefrieratzung wurden fotodokumentiert. Um
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Stoérladungen auf den Probenoberflachen zu beseitigen, wurden die Oberflachen in
der Vorvakuumkammer des Kryo-Rasterelektronenmikroskops unter Argon (bei 8 -
10 Pa) mit Hilfe eines Dioden-Besputterungssystems mit einem Aluminium-
Kohlenstoff-Gemisch beschichtet. Alternativ wurden Proben, die fur 12 Stunden in
der Vorvakuumkammer gefriergetrocknet worden waren, unter Argon-Atmosphéare in
dem Sputter-Coater Hummer V (Technics) fur 300 Sekunden mit Gold bedampft.

Fur die kryo-rasterelektronenmikroskopische Untersuchung interzellularer Strukturen
des Stratum corneums wurden in Flussigstickstoff gekuhlte Hautproben mit einer Mi-
schung aus Carboxymethylcellulose (Tissue TEC, Miles Inc., USA) und Leitsilber
(Plano) im Verhaltnis 1:1 auf einem Probenhalter befestigt, der innerhalb von 10 Se-
kunden auf —196 °C gekuhlt wurde. Dieser Probentisch wurde Uber ein vorgekihltes
Kryo-Shuttle BalTec VCT 100 (196 °C) in die Vakuumkammer des Kryo-
Schlittenmikrotoms BalTec MCS 010 gebracht und unterhalb des Messers befestigt.
Die Schnittrichtung des Messers verlief entweder transversal zur Hautoberflache
oder leicht gekippt zur Oberflache mit Schnittrichtung von den tieferen Hautschichten
zur Oberflache hin, um die Proben nicht zu stauchen. Nach dem Schneiden wurden
alternativ Eiskristalle (6 Minuten, —139 °C, bei einem Vakuum von 1,7 x 10 Pa) von
der Probenoberflache entfernt und anschlieRend ein Sputter-Coating mit Gold (fur
zweimal 40 Sekunden, bei 40 mA, unter Argon-Atmosphare bei 4 - 5 Pa) aus zwei
verschiedenen Winkeln vorgenommen, bevor die Proben mit Hilfe des Kryo-Shuttles
an ein Kryorasterelektronenmikroskop LEO 1430 VP (LEO Electron Microscopy Ltd,
UK) angedockt wurden. Die Proben wurden bei einem Vakuum von 5 x 10 Pa und

einer Beschleunigungsspannung von 10 kV betrachtet.

2.4 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung des Stratum corneums

Die chemisch getrockneten Praparate wurden mit Leit-C (Conductive Carbon Cement
nach Gocke, Neubauer) auf Aluminium-Tragern befestigt und anschlie3end mit Koh-
lenstoff in einer Bedampfungsanlage E 306 A (Edwards) bei 80 kV mit funf Impulsen
von 0,5 Sekunden, sowie fir 90 Sekunden bei 60 kV mit Gold bedampft. Betrachtet
wurden die Proben bei 10 kV in dem Rasterelektronenmikroskop Philips REM 515.
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Fur die Bestimmung von morphometrischen Kennzeichen der Hautzelloberflachen
wurden die Photodokumente von chemisch getrockneten Hautoberflachen mit einem
Photoscanner (UMAX Astra 1220P) in einer Auflésung von 600 dpi in elektronische
TIFF-Bildformate umgewandelt und mit Hilfe des morphometrischen Programms
Analysis 2.1 (Soft Imaging System) Uber Erosions- und Kontrastverfahren in mal3-
stabsgetreue, monochrome Abbilder der Originale transformiert. Das Programm be-
rechnete die PorengroRen, die in Klassen von 0,1 pm? sortiert wurden. Aufgrund der
Tatsache, dass alle Praparate, die in irgendeiner Form gefriergetrocknet oder che-
misch behandelt worden waren, Schrumpfungen gegeniber den unbehandelten Pro-
ben von bis zu 10 % aufwiesen, wurden die berechneten Porengréf3en zur Mal3-
stabskorrektur in ihrem Wert um 10 % erweitert. Die Verteilung der Daten wurde sta-

tistisch analysiert (SigmaStat).

2.5 Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung des Stratum
corneums und des Gels

Fur die transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung (TEM) des Stratum
corneums des Pilotwales wurden die oben beschriebenen in Karnovsky-Lésung fi-
xierten Proben auf 1 mm?® groRe Fragmente verkleinert. Nach mehreren Spiilschritten
in Pufferlésung wurden die Proben iber eine alkoholische Reihe (30 - 100 %) und
Aceton bei 4 °C entfettet und dehydratisiert. Der Austausch von Aceton gegen das
Einbettmittel Unicryl erfolgte stufenweise (Aceton, 3:1, 1:1, Unicryl (v/v)); die UV-
Polymerisation wurde bei 4 °C durchgefuhrt. Ultradlinnschnitte, die mit dem Ultrami-
krotom Ultracut (Reichert) hergestellt worden waren, wurden mit Bleicitrat und
Uranylacetat konstrastiert und bei 80 kV in dem Transmissionselektronenmikroskop
CEM 902 (Zeiss) betrachtet.

Far die transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung des Gels wurden
Tropfen des unverdiinnten Zentrifugates fur 4 Stunden an der Luft bei 20 °C polyme-
risiert und in 1 mm? groRRe Blocke geteilt, die anschlieBend in 2 % igem Glutaralde-
hyd (v/v) in 0,05 mol-I* (pH 7) PIPES-Puffer (Piperazine-N,N’-bis[2-ethanesulfonic
acid]) fur 45 Minuten fixiert wurden. Der UberschuB an Fixierungsmittel wurde durch

Spulen mit Puffer entfernt. Das fixierte Gel wurde mit 2 % iger (w/v) Osmiumséaure
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nachfixiert und nach wiederholten Spulschritten in Puffer Gber Alkohol (70 - 100 %)
und Propylenoxid entwassert und in Epon 815 eingebettet. Ultradiinnschnitte wurden
mit Bleicitrat konstrastiert und in dem Transmissionselektronenmikroskop CEM 902
(Zeiss) bei 80 kV betrachtet.

2.6  Histochemische Untersuchung des Stratum corneums

Fur die histochemische Untersuchung interzellularer Substanzen wurden unfixierte
Proben als uneingebettete Gefrierschnitte verwendet oder bei 4 °C in 70 % igem Al-
kohol entwassert und in dem Kunststoffmedium Technovit 7100 (Heraeus Kulzer)
eingebettet. Zusatzlich wurden Proben untersucht, die chemisch fixiert worden wa-
ren. Von den gefrorenen Geweben wurden bei —20 °C etwa 10 - 15 pum dicke
Schnitte in einem Kryo-Mikrotom (Bright 5030) angefertigt. Von den eingebetteten
Geweben wurden Semidunnschnitte (1 — 3 pum) mit einem Rotationsmikrotom Ul-

tracut (Reichert) abgetragen.

2.6.1 Darstellung von sauren Glykokonjugaten mit Alcianblau (pH 2.5)

Die Gefrierschnitte wurden mit 3 % iger Essigsaure gespult und mit 1 % iger Alcian-
blau-Losung (GX8, Sigma) in 3 % iger Essigsaure (pH 2,5) fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur gefarbt (PEARSE 1968). Die Befunde wurden mit einem Photomi-
kroskop mit Photometer-Funktion MPM 01K (Zeiss) erhoben. Alcianblaue Farbungen
wurden im Durchlicht und am Absorptionsmaximum von Alcianblau bei einer Wel-

lenlange von A = 595 nm sichtbar gemacht.

2.6.2 Verteilung von Thiol-Gruppen in der oberen Epidermis des Pilotwales

Unfixierte Gefrierschnitte und unfixierte Gewebeblocke wurden mit dem Fluores-

zenzfarbstoff Eosin-5-maleimid (2 % ig, w/v) in isotonischer NaCl-Losung (Molecular
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Probes) fir 1 Stunde bei 4 °C inkubiert (MAMMOTO et al. 1997). Der Fluoreszenz-
farbstoff, der vor allem selektiv an Thiole bindet, kann unter Umstanden auch mit Ly-
sin (Aminosaure mit einer freien Aminogruppe, siehe Abschnitt 3.6) reagieren (vgl.
COBB und BETH 1990). Zur Kontrolle wurde das Farbeprotokoll variiert, indem vor
der Inkubation mit Eosin-5-maleimid die freien Thiol-Gruppen mit dem nicht fluores-
zierenden Ethyl-maleimid (2 % ig in isotonischer NaCl-Lésung, Sigma) geblockt wur-
den. Die grinen Farbungen wurden mit einem Fluoreszensmikroskop Axioskop

(Zeiss) bei Blaulichtanregung sichtbar gemacht.

2.7 Photometrische Untersuchung des Gels mittels Vielwinkel-Laserstreu-
licht-Photometrie

2.7.1 Theoretischer Hintergrund der photometrischen Untersuchung

Die Vielwinkel-Laserstreulicht-Photometrie (engl., multi-angle laserlight scattering,
MALLYS) ist eine Methode mittels der sich die absoluten Molmassen und Geometrien
von geldsten Polymeren bestimmen lassen (WYATT 1993). Die Messwerte der ab-
soluten Molmassen und der korrespondierenden Molekilgeometrien, ausgedruckt in
Form der Gryrationsradien (auch Tragheitradius, engl., mean square radius, <RZG>1/2
[nm] als Entfernung vom Molekilschwerpunkt, sind aus den Gleichungen zur Be-

schreibung der Lichtstreuung an festen Korpern abgeleitet (WYATT 1993):
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Die Proportionalitat der Lichtstreuung zu den absoluten gewichtsmitteleren Molma-
ssen (My) (engl., weight-average molar mass) lichtstreuender Molekule steht im Zu-
sammenhang erstens mit dem Lichtstreufaktor der Molekiile (angegeben durch den

zweiten Virialkoeffizienten A2), der aber bei niedrigen Probenkonzentrationen ver-
nachlassigbar klein ist, sowie zweitens einem vom Streuwinkel des einfallenden

Lichtes abhéngigen, theoretisch hergeleiteten Form-Faktor (Pg) [Gl. 2.1, 2.4 und

2.5]. Dieser Faktor ist abzuleiten aus der Funktion des vertikal einfallenden polari-
sierten Licht K (optische Konstante, Gl. 2.2) sowie der Konzentration ¢ der lichtstreu-
enden Molekile im Verhaltnis zum geometrie- und massenspezifisch beeinflussten

Intensitatsverhéltnis des Lichtes (Exzel3-Rayleigh-Verhaltnis Rg, Gl. 2.3). Das Inten-

sitatsverhaltnis ergibt sich als messbarer Unterschied zwischen der Ein- und Aus-
gangsintensitat. Die Probenkonzentration wird mit Hilfe eines Refraktionindex-
Detektors als Anderung des Refraktionsindexes der gelésten Probe ¢ im Verhaltnis
zum Refraktionsindex des L6sungsmittel n bei konstantem Substanz-spezifischen
Refraktionsindex-Inkrementes dn/dc (fiir Proteine ungefahr 0,19 ml-g*) bestimmt. Fir
die Berechnung der absoluten Molmassen und der Molekulgré3e wird ausgenutzt,
dass im Fall kleiner Steulichtwinkel (Extrapolation auf den Streulichtwinkel 0°) die

angulare Abhéngigkeit des detektierten gestreuten Lichtes (P9) nicht mit der mole-

kularen Konformation oder dem Grad an Verzweigungen variiert. Zur Beurteilung der
Dispersitat der Proben werden die Zahlenmittel (M,), Gewichtsmittel (M,,) und z-
Mittelwerte verwendet, die in dieser Untersuchung aus den Mel3daten des MALLS-
und RI-Detektors (Refraktionsindex-Detektor) von der Software Astra (Wyatt Tech-
nology) berechnet wurden. Fir monodisperse Proben gilt, dass M, = My, = M, ist,
wahrend sich bei polydispersen Proben die Abfolge M, < My < M, entwickelt. Ur-
sachlich hierfar ist, dass M, von den kleineren Teilchen der Probe beeinfluf3t wird und
My, und M; von den gréf3eren (WYATT TECHNOLOGY DEUTSCHLAND 1994).
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2.7.2 Untersuchung der Dispersitat des Gels

Die Vielwinkel-Laserstreulicht-Photometrie wurde zur Untersuchung der absoluten
Molmassen des gelbildenden Stratum corneums des Pilotwales eingesetzt (vgl.
BAUM et al. 2001B und BAUM et al. 2002B). Dabei wurde das photometrische Ver-
fahren zum einen zur Untersuchung bei Probenverdinnungen von 1:10 mit einer
Gelpermeationschromatografie (engl., size exclusion chromatography, SEC) kombi-
niert und zum anderen die Bildung von Aggregaten bei Verdinnungen von 1:500 oh-
ne S&ulentrennung direkt aus den Streulicht-Signalen bestimmt (Batch-Messung).
Zur Untersuchung der Molmassenveranderungen mit der Zeit wurden aus jeweils 20
ul zentrifugiertem Stratum corneum von finf unterschiedlichen Zentrifugaten (3000
U-min™) mit isotonischer NaCl-Lésung Verdiinnungen von 1:10 hergestellt. Die Pro-
ben liefen mit isotonischer NaCl-Losung ulber eine Saule BIOSIL-250 (Biorad) bei
einer FluRrate von 0,1 ml'min™. Die getrennten Fraktionen passierten die Photozelle
des Spektrophotometers SpectroMonitor D (280 nm, Milton Roy). AnschlieRend
durchliefen die Proben zur Bestimmung der absoluten Molmassen den Vielwinkel-
Laserstreulicht-Detektor DAWN DSP (633 nm, Wyatt Technology) und den Refrakti-
onssindex-Detektor Optilab 903 (633 nm, Wyatt Technology) zur Bestimmung der
Konzentration der Fraktionen. Streulichtwinkel zwischen 34,8° and 110,7° wurden
verwendet, um auf den Streulichtwinkel 0° zu extrapolieren. Zur Extrapolation wurde
der Zimm-Berry Plot, (K-c-R"Y)%* (erster oder zweiter Ordnung unter der Option der
bekannten Gesamtkonzentration) verwendet, der fir nicht-lineare Molektle Gultigkeit
besitzt (Software Astra, Wyatt Technology). Die Zimm-Berry-Gleichung enthalt die
Streulichtkonstante des vertikal polarisierten Lichtes K (Messwerte DAWN), die Kon-
zentration ¢ (Messwerte des Refraktionsindex-Detektors) und das Rayleigh-
Verhéltnis Ry im Streulichtwinkel 3 (Messwert DAWN). Zur Untersuchung zeitlicher
Veranderungen in der Verteilung absoluter Molmassen wurden Aliquots der Aus-
gangsproben alle zwei Stunden uber einen Zeitraum von 12 Stunden in die Mel3-

anordnung injiziert.
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2.7.3 Untersuchung der Aggregationskinetik des Gels

Zur Untersuchung der zeitlichen Molmassenveranderungen hochverdiinnter Lésun-
gen wurden Verdinnungen aus 10 verschiedenen Zentrifugaten mit isotonischer
NaCl (jeweils 100 ml, etwa 1:500 (v/v), entsprechen etwa einer Konzentration von ¢ =
1,25-10* g'ml™) hergestellt und mit einem Magnetriihrer bei 23 °C fiir mehr als 12
Stunden gerthrt. Aliquots dieser Verdiinnung von jeweils 2 ml wurden in einem zeitli-
chen Abstand von etwa 45 Minuten bei einer FluRrate von 0,15 ml-min™ isotonischer
NaCl-Losung (HPLC Pumpe, Knauer) in die MelRanordnung injiziert, die wie oben
beschrieben aus einem Spektrophotometer, Vielwinkel-Laserstreulicht-Photometer
DAWN DSP und dem Refraktionsindex-Detektor Optilab 903 aufgebaut war. Bei die-
sem Versuch wurden die absoluten Molmassen aus dem Plateau-Bereich der Si-
gnale unter Verwendung der Streuwinkel zwischen 38,8° and 110,7° auf den Streu-

winkel 0° extrapoliert.

2.8 Rheologische Untersuchung des Gels

2.8.1 Theoretischer Hintergrund der rheologischen Messungen

In der vorliegenden Arbeit wurden mechanisch harmonisch-periodische Belastungen
in dynamischen rheologischen Schwingungsexperimenten mit axial angeordneten
oszillierenden Geometrien zur Untersuchung des strukturbildenden zentrifugierten
Fluids aus dem Stratum corneum des Pilotwales verwendet.

Die axial aufgepragte Oszillation erzeugt zwischen einer feststehenden Geometrie
und einer sich drehenden Geometrie eine Deformation in einem Fluid. Die Deforma-
tion ist abhangig von der Beanspruchung, der Schubspannung 1, die durch die Os-
zillation tangential auf die sich drehende Flache wirkt, sowie dem durch innerere Rei-
bung erzeugten Widerstand gegen die Deformation und dem sich daraus ergeben-
den senkrecht zur Geometrie verlaufenden Geschwindigkeitsgradienten der Defor-
mation zwischen bewegter und unbewegter Geometrie. Die Zeitabhangigkeit des

elastischen Verhalten liefert wertvolle Informationen Uber den inneren Aufbau des
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Fluids. Bei einer Schwingungsmessung mit vorgegebener oszillierender sinusoidaler
Kreisbewegung, einer Schubspannung t{t) = 10" €“* mit der Kreisfrequenz w= 2TV,
folgt bei einem viskoelastischen Fluid phasenverschoben eine sinusoidale Scherung
V) = yo© € mit derselben Frequenz. Da viskoelastische Fluide im Gegensatz zu
ideal elastischen Festkorpern einer aufgepragten Deformation nicht sofort mit Bewe-
gung folgen, ergibt sich ein Phasenverschiebungswinkel & (0° < & < 90°) zwischen
Schubspannung und Scherung. Sind die Beanspruchungen in Phase (6 = 0°), so
liegt ein rein elastisches Verhalten des Fluides vor (Feder). Betragt der Phasenver-
schiebungswinkel & dagegen 90°, handelt es sich um ein viskoses FlieBverhalten
(Dampfer), wobei die Phasenverschiebung & bei viskoelastischen Fluiden zwischen
den Extremwerten liegt. In Analogie zum Hookschen Gesetz fir ideal elastische
Festkorper ergibt sich aus dem Quotienten der komplexen Amplituden der Schub-

spannung To~ und der Scherung Yo~ der komplexe Schubmodul G* [GI. 2.6].

£

To*(i
vo* (i

=G*(iw) = G(w)+iG (w) [2.6]
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Aus dem komplexen Schubmodul G* eines Fluids lassen sich die rheologischen
KenngroRRen fir viskoses Verhalten (Verlustmodul G™) und das elastische Verhalten
(Speichermodul G”) ableiten (FERRY 1980). Werden die Deformationen harmonisch-
periodisch oszillierend aufgepragt, kann im Fall viskoelastischer Fluide ein Teil der
eingetragenen Energie elastisch reversibel gespeichert und beim Zurickschwingen
wieder abgeben werden. Nach MAC FARLANE (1967) ist ein Speicher ein Objekt,
das Energie temporar in Arbeit umwandelt, bei der Abgabe der Arbeit wieder Energie
gleicher Qualitat und Quantitat freisetzt. Der verbleibende nicht elastisch gespei-
cherte Anteil der eingetragenen Energie wird durch viskoses Fliessen irreversibel in
Scherwarme umgewandelt (dissipiert).

In dieser Untersuchung wurde eine Kompartmentanalyse durchgeftihrt. Die Analyse
des dynamisch-biophysikalischen Sol-Gel-Systems wurde von den Geleigenschaften
abgeleitet, die rheologisch-mathematisch auf der Beschreibung des Speichermoduls,

G'(w) = |G*(iw)|-cos b (w), dem korrespondierenden Strukturfaktor f [Gl. 2.7], dem
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Verlustfaktor tan & (w) sowie der dynamischen Viskositéat, n° = G’/ (w), beruhen. Der
Zusammenhang basiert auf der Tatsache, dass Gele als real und formal komparti-
mentierte Mikroumgebungen makroskopisch kleine interagierende Multikompart-
mente darstellen. So 1ait sich die Gelkinetik als diskrete Zeitreihe der Interaktionen
beschreiben, die auf sequentiellen und parallelen Reaktionen ihrer Subsystems be-
ruhen. Um Reaktionsmechanismen zu beschreiben, wurden die rheologischen Pa-
rameter in dimensionslose GréRen umgewandelt (FLEISCHER, unveréffentlicht). Mit
Hilfe dieser normalisierten Parameter war es maoglich, die Gelkinetiken von Proben
unterschiedlicher Chargen zu vergleichen und Unterschiede zu Gelkinetiken anderer
Sol-Gel-Systeme herauszuarbeiten. Die Normalisierung erwies sich als vorteilhaft bei
der Analyse der Zeitabhangigkeit der Gelbildungsprozesse sowie bei der Extrapolati-
on der Gelbildung auf ihren Beginn. Die Bildung normalisierter Funktionswerte unter-
stutzte die Findung einer adequaten mathematischen Reaktionsbeschreibung. Hier-

fur wurden dimensionslose Zeitvariablen und Verweilzeiten verwendet, t* =—. Nor-

{t
malisiert wurden der komplexe Modul der mechanischen Energie im Verhaltnis zur
aktiven und reaktiven Energie [Gl. 2.7 und Gl. 2.8]:

0 G —i28 * G" -i28
(o) = Dgﬁ)gqqe and  fifo)= D((i‘j)))g:|fm|e [2.7]

mit den komplimentaren Modulen

tan® &
1+tan?d

|f|200526:; und |f[=sin*8=

2.8
1+tan?d 28]

Es ist zu beachten, dass in dieser Darstellung die elastischen von den viskosen Ei-

genschaften getrennt dargestellt werden kdnnen. Die normalisierte Eigenschaft be-

schreibt in Form des integralen Strukturfaktors |f| (Os|f|s1) das Vermogen, freie

Energie zu speichern. Dieses Vermogen ist eine Geleigenschaft und spiegelt die

Evolution von elastisch-strukturierenden Elementen wahrend der Gelbildung wieder
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(FLEISCHER, unverdéffentlicht). In dieser Untersuchung wurde neben dem Struktur-

faktor f der Dissipationsfaktor |fD|:1—|f|,fD(0s|fD|s1) zur Datenanalyse verwendet.

Diese Faktoren sind miteinander verbunden. Zum Beispiel ist bei einem Phasenver-

schiebungswinkel 8= 0 (bei einer reversiblen Transformation des Hookschen Kor-

pers) |f| im Maximum 1 wahrend |fD| im Minimum O liegt. In dieser Schreibweise gilt
fir den Cross-over point (G° = G™) — der als ,Gelpunkt” —|f| =|f.| =% beschrieben

wird, dass viskose und elastische Eigenschaften mit gleicher Wahrscheinlichkeit auf-

treten.

Mit den dimensionslosen Funktionen von f und t*, die Lebensdauerverteilungsfunk-
tionen oder reaktionsbedingte Ausfallwahrscheinlichkeiten reprasentieren, wurden
der Transformationsgrad der Sol-Gel-Umwandlung und die Gelkinetik mit mittleren
Reaktionszeiten als Erwartungswerte [fquantifiziert und auf rein evolutive Parameter
bezogen. In dieser Untersuchung wurde getestet, ob die Gelbildung Ahnlichkeiten mit
der Evolution von Verschlaufungsnetzwerken, Aggregations- oder Vernetzungsreak-
tionen hatte. Zu diesem Zweck wurden die kinetischen Daten an mathematische
Funktionen angepalit, die zur Beschreibung von beispielsweise Enzym-katalysierten
Reaktionen (Michaelis-Menten-Korrelation), exponentiellem Wachstum oder Treffer-
modellen (Gamma-Verteilungsfunktionen) verwendet werden. Diesen Funktionen ist
gemeinsam, dass sie die bioenergetischen Prozesse von Multikompartment-
Reaktions-Systemen kennzeichnen. Zum Beispiel eignen sich 3-Treffermodelle zur
Beschreibung von Strukturierungen, die sich bei der Bildung von tripel-helikalen,

thermo-reversiblen Gelatine-Gelen ergeben (FLEISCHER, personliche Mitteilung).

2.8.2 Rheologische Untersuchungen des Gels

Fur die rheologische Untersuchung des zentrifugierten Stratum corneums wurden
oszillatorische Messungen mit einem Rheometer (RheoStress RS 150, Haake)
durchgeflihrt, das alternativ mit einer Kegel-Platte Geometrie (Durchmesser = 35

mm, Offnungswinkel 1 °, Probenvolumen 0,3 ml) oder einer Platte-Platte Geometrie



21

(Durchmesser = 60 mm, Probenvolumen 3 ml) ausgertistet war. Die Deformationen
wurden unter Vorgabe der Schubspannung oder der Scherrate durchgefuhrt. Wah-
rend der Messungen waren die Geometrien von einem Plastikgehause umgeben, in
dem angefeuchter Zellstoff fur etwa 7 bis 9 Stunden fur eine konstante Luftfeuchtig-
keit sorgte. Diese VorsichtmalRnahme reduzierte das Austrocknen der Proben am
Rand der Geometrie. Daten, die nach Ablauf von 9 Stunden erhoben worden waren,
blieben bei der Auswertung unbericksichtigt. Vor der Aufnahme von mechanischen
Spektren wurden die Gelbildungsprozesse mindestens so lange beobachtet, bis der
Speichermodul G” oder der Strukturfaktor f einen Plateauwert erreichte (nach etwa 5
Stunden).

2.9 Photoelektronenspektroskopische Untersuchung der Hautoberflache
und des Gels

2.9.1 Theoretischer Hintergrund der photoelektronenspektroskopischen Un-
tersuchung

Bei der Elektronenspektroskopie fur die chemische Analyse, ESCA, auch Rontgen-
Photoelektronenspektroskopie (engl., X-ray photoelectron spectroscopy, XPS) ge-
nannt, wird die element- und bindungsspezifische Abgabe von Photoelektronen nach

Rontgenbestrahlung gemessen. Dabei trifft eine in einer Rontgenréhre erzeugte cha-

rakteristische Rontgenstrahlung (Mg Ka bzw. Al Ka) mit bekannter Energie h-v auf
die Probenoberflache und dringt tief in die Probe ein. Neben verschiedenen Prozes-
sen, die in Konkurrenz zueinander stehen, findet auch der photoelektrische Effekt
statt, d.h. Elektronen werden aus kernnahen Orbitalen und aus Valenzorbitalen her-
ausgeschlagen. Die hohe Primérenergie der Rontgenstrahlung verleint den Photo-
elektronen eine kinetische Energie Eyn, die es ihnen ermoglicht, den Atomverband
und gegebenenfalls die Probenoberflache zu verlassen. Das Spektrometer gestattet
das Bestimmen von kinetischer Energie und Anzahl der austretenden Photoelekto-

nen.

Die Differenz zwischen bekannter Primarenergie, h-v, und der gemessenen kineti-

schen Energie Ey, ergibt die Bindungsenergie Eg der jeweiligen Elektronen [GI. 2.9]:
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Eg = h-v - Exin [2.9]

Da die Bindungsenergie der Elektronen fir jedes Orbital eines jeden Elementes cha-
rakteristisch ist, kann auf die Herkunft bezlglich der Atomart und der Elektronenor-
bitale der Elektronen geschlossen werden. Das gilt jedoch nur fur Photoelektronen
von Atomen, die sich nahe der Oberflache befinden. Photoelektronen, die von Ato-
men aus der Bulkphase der Probe stammen, dissipieren ihre kinetische Energie an
den Elektronenhillen anderer Atome und tragen zum kontinuierlichen Untergrund
des Spektrums bei. Damit wird die Rontgen-Photoelektronenspektroskopie zu einer
oberflachensensitiven analytischen Methode. Die Informationstiefe betragt bei die-
sem Verfahren fur Kohlenstoff ca. 8 nm und ist damit spezifisch fir oberflachenbe-
stimmendende chemische Merkmale. Die Anzahl der von einer Atomsorte emittierten
Photoelektronen steht in einem funktionellen Zusammenhang mit der Anzahl der
Atome auf der Probenoberflache bzw. im oberflachennahen Bereich.

Das Auszahlen der Photoelektronen durch die Detektoren des Spektrometers er-
laubt, bei Berticksichtigung der experimentell ermittelbaren Spektrometertransmissi-
onsfunktion und den elementspezifischen relativen Empfindlichkeitsfaktoren, neben
der qualitativen Aussage auch eine quantitative Aussage uber die elementare chemi-
sche Zusammensetzung der Probenoberflache bzw. oberflachennaher Bereiche. Die
chemische Umgebung eines Atoms beeinflul3t die energetische Lage der Elektronen.
Elektronenziehende (elektronegative) Elemente in der Umgebung ziehen Elektro-
nendichte vom Atom ab und verursachen damit positive Partialladungen am Atom.
Fur das Entfernen von Photoelektronen aus partiell positivierten Atomen wird mehr
Energie bendtigt, d.h. der Anteil der kinetischen Energie, die ein Photoelektron vom
primaren Rontgenquant verliehen bekommt, wird im Gegensatz zu partiell nicht posi-
tivierten Atomen kleiner. Analog dazu fihrt eine erhdhte Elektronendichte am Atom
zu einer energetischen Absenkung des photoelektrischen Effekts. Die sich ergeben-
den Verschiebungen der Peaklage im Spektrum laRt SchluRfolgerungen Uber die
chemische Umgebung einer Atomsorte zu. So lassen sich beispielsweise bei ener-
getisch hochauflosenden Spektrometern (AE < 0,1 eV) verschiedene Bindungszu-

stande von C-Atomen als Carboxyl-, Carbonyl-, Hydroxylgruppe usw. nachweisen.
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2.9.2 Probenvorbereitung und Mel3bedingungen

Zum Vergleich der chemischen Zusammensetzung der Hautoberflache und der
Oberflache des auspolymerisierten Gels wurden in FlUssigstickstoff gefrorene Proben
der Haut des Pilotwales (ca. 0,25 cm?) und Zentrifugate des Stratum corneums un-
tersucht, die nach vierstindiger Polymerisation bei Raumtemperatur in Fllssigstick-
stoff eingelagert worden waren. Aufgrund des Aufrechterhaltens des Vakuums (Ba-
sisdruck ca. 1 Pa) und zum Vermeiden von Denaturierungsreaktionen erfolgten alle
Messungen der tiefgefrorenen Haut und des auspolymerisierten Gels des zentrifu-
gierten Stratum corneums des Pilotwales bei tiefen Temperaturen (ca. -120 °C). Die
Untersuchungen erfolgten unter Verwendung monochromatisierter Al Ka; , Rontgen-
strahlung mit dem Spektrometer AXIS ULTRA (Kratos Analytical, UK). Die Aufnah-
meleistung der Rontgenrohre betrug 300 W bei 20 mA. Die Ubersichtsspektren wur-
den mit einer Analysator-Passenergie von 160 eV aufgezeichnet, die Elementspek-
tren mit 20 eV. Als Ladungskompensation diente eine Niederenergie-
Elektronenquelle (Filament) in Verbindung mit einer magnetischen Immersionslinse
als Extraktions-Elektronenoptik. Sie sorgte daflir, dass wéhrend der Messung eine
Uberkompensation der Probe mit negativen Ladungstragern stattfand.

Der Abzug des Spektrenhintergrundes (Basislinienkorrektur) erfolgte nach
BEAMSON und BRIGGS (1992) in Form einer Ladungskompensation durch das Set-
zen des C 1s Peaks der gesattigten Kohlenwasserstoffverbindungen CxH, auf eine
Bindungsenergie von BE = 285,00 eV.
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3 Ergebnisse

3.1 Elektronenoptische und histochemische Ergebnisse zum Stratum
corneum

3.1.1 Kryo-rasterelektronenmikroskopische Ergebnisse zum Stratum corneum

Durch eine intensive Absuche der Hautoberflache nach Spuren epibiontischer Orga-
nismen wurde das Selbstreinigungspotential der Haut von Pilotwalen begutachtet.
Trotz der Tieftemperatur-Konservierung und der achtsamen Probenbehandlung, so-
wie des Verzichtes auf Detergentien und Lésungsmittel, die die naturliche Lage und
Konzentration dieser Spuren hatten verwischen kénnen, konnten nur in den selten-
sten Fallen und auch nur sehr vereinzelt Biofouling-Organismen oder Salzkristalle
entdeckt werden (Abb. 3-1, 3-2 und 3-3). Eine Ausnahme mit nahezu vollstandiger
Bedeckung durch nicht néaher differenzierte schleimumhillte Kieselalgen (bestatigt
durch die Anwesenheit von Silicium nach einer energie-dipersen Rontgen-Analyse,
personliche Mitteilung Dr. R. Stelzer) bildeten die unbehandelten Proben eines einzi-
gen Individuums. Dieser pathologische Befund stand im starken Kontrast zu den an-
sonsten ,sauberen Hautoberflachen verschiedener anderer Tiere, Altersgruppen
und Geschlechter aus verschiedenen Fangen und Expeditionsjahren.

Mit Hilfe von kryo-rasterelektronenmikroskopischen Techniken (einschlief3lich der
Kryo-Konservierung und induzierter Gefriertrocknung unter optischer Kontrolle)
konnte erstmals ein topologischer Eindruck von der Hautoberflache gewonnen wer-
den. Die Untersuchung ergab, dass die Hautoberflache des Pilotwales ein einheitlich
glattes Niveau aufweist. Mitunter Uberragten wasserhaltige Kolloide (vgl. Abb. 3-2, im
gefriergetrockneten Zustand, Abb. 3-4, zu fadigen Strukturen zusammengefallen)
und Fette (in ihrer Form durch Gefriertrocknung nicht verandert, Abb. 3-4) diese Fla-
che. Die hugeligen Gebiete variierten unregelméafiig in ihrer Verteilung und in ihrer
Ausdehnung mit Durchmessern von 100 bis zu 300 um. Die Grenzen dieser Hugel
zeigten mitunter eine Ubereinstimmung mit den Grenzen der darunterliegenden

Hautzellen. Bei allen Proben wurden fetthaltige Bereiche in der Ausdehnung von 0,1



bis 5 um von den umliegenden wasserhaltigen Bereichen durch Gefriertrocknung
erodiert (Abb. 3-5, 3-6).

_Stratum spinosu
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Abb. 3-1: Oberflachenhabitus der Haut des Pilotwal@olicephala melas). Auf der glatten
Oberflache liegen Bruchstiicke (Pfeile) des aufgebrochenen Stratum spinosums
(Hintergrund). Kryo-rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der unfixierten

und nicht dehydratisierten Haut. MaR3stab 100 pm.
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Abb. 3-2: Oberflachenhabitus der Haut des Pilotwalekokicephala melas). Von der glat-
ten Oberflache wolbten sich mitunter 10 bis 300 um grol3e Areale (weil3er Pfeil)
auf (vgl. Abb. 3-4). Bruchstiicke (schwarzer Pfeil) des aufgebrochenen Stratum
spinosum (Hintergrund). Kryo-rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der un-
fixierten und nicht dehydratisierten Haut. Mal3stab 100 pm.
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Abb. 3-3: Bewuchskontrolle an der Hautoberflache des Pilotwaksb{cephala melas).
Auf der ,sauberen* Haut waren vereinzelt Kieselalgen (Pfeil) zu finden, Makro-
foulingorganismen fehlten. Kryo-rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der

unfixierten und nicht dehydratisierten Haut. Maf3stab 50 um.
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Abb. 3-4: Kryo-rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Hautoberflache (vgl. mit
Abb. 3-2). Nach einer milden Dehydratisierung (Gefrieratzung) erodierten was-
serhaltige Areale (Pfeil), wahrend die Form der fetthaltigen Gebiete (Stern) von
der Dehydratisierung unberuhrt blieb. MalR3stab 100 pum.
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Abb. 3-5: Kryo-rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Hautoberflache des Pilot-
wals Globicephala melas). Ansicht von Arealen, die nicht von einer dickeren
Schicht (vgl. mit Abb. 3-4) tUberlagert waren. Melanin-Granula (Pfeil) tberragen
die ebene, mit Gel bedeckte Hautoberflache. Fetthaltige Bereiche (Stern). Mafl3-

stab 10 um.
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Abb. 3-6: Unkonstragtierte kryo-rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Hautober-

flache des PilotwalsGlobicephala melas). Die Oberflache zeigte eine laterale
Rauigkeit von etwa 0,03 pm. Mitunter Uberragten kleinere Verunreinigungen
(weil3er Pfeil) die ebene Flache. Melanin-Granula (schwarzer Pfeil). Maf3stab 10

pm.
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Das hier untersuchte verhornte und bis zu 15 Schichten mé&chtige Stratum corneum
der Epidermis setzt sich aus Uberlagernden, 0,5 bis 1,5 pm dicken Zellen mit einer
lateralen Ausdehnung von etwa 50 x 80 um zusammen (vgl. Abb. 3-5 und 3-7). Die
Zellen sind untereinander tUber desmosomale Bricken verbunden (Abb. 3-8). Die
kryo-rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen zeigten, dass sich diese
Bricken in den unteren Bereichen des Stratum corneums (offener weilRer Pfeil in Ab-
bildung 3-8) gegentberliegen und einen Interzellularraum von etwa 0,3 — 0.8 um Ho6-
he umschliessen. Der Interzellularraum verringert sich auf etwa 0,3 pm mit zuneh-
mender Nahe zur Hautoberflache (geschlossener weilRer Pfeil in Abb. 3-8). Diese
Verringerung ist mit einem Formwandel der desmosomalen Bricken verbunden, die
von einer meist stabférmigen in eine verhakte Form wechseln (Abb. 3-8, vgl. auch
Abb. 3-13, transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme des oberen Stratum
corneums). Die Annaherung der Zellen erhdht den Grad an Kompaktheit der Lagen
zur Oberflache hin.

Unter methodischen Gesichtspunkten betrachtet fallt auf, dass starke Scherkrafte,
wie sie beim Zerteilen auf das frische und elastische Gewebe mit einer Rasierklinge
ausgeibt werden, die kompakte Schichtung aufbrechen kénnen und nachfolgend
diese Aufbriche als Spaltraume kryo-konserviert werden (Stern in Abbildung 3-8).
Vergleichbare Krafte traten wahrend des mechanischen Abtrages des Stratum cor-
neums auf, das anschliel3end zentrifugiert wurde, um fur biochemische und rheologi-
sche Untersuchung verwendet zu werden (siehe Abschnitt Material 2.2).

In Experimenten, bei denen der Wassergehalt der Probe durch kontrollierte Gefrier-
trocknung verringert wurde, zeichneten sich wasserhaltige Bereiche im Interzellular-
raum des Stratum corneums durch Schrumpfung von formunveranderten fetthaltigen
oder chemisch vernetzten Bereichen ab. Durch dieses Verfahren differenzierte sich
bei chemisch unbehandelten Hautproben der Interzellularbereich des Stratum cor-
neums: Wahrend sich die Interzellularraume in den obersten 5 bis 6 Lagen einheitlich
darstellten (offener weilRer Pfeil in Abb. 3-8), und die Zellkdrper kaum vom Interzel-
lularraum zu unterscheiden waren, fuhrte der induzierte Wasserentzug in den da-
runterliegenden Schichten zu interzellularen Spaltraumen (geschlossener weil3er
Pfeil, Abb. 3-8). Von der Austrocknung unberihrt blieben die in ihrer Form unveran-

derten Zellkorper (schwarze Pfeile in Abb. 3-8) und die desmosomalen Bricken.
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Durch Gefriertrocknung konnte kein Unterschied in der Konsistenz zwischen den
obersten Interzellularraumen und der Bedeckung der Hautoberflache erzeugt wer-
den. Diese Bedeckung stellt einen ,Interzellularraum* dar, der nach dem Abtrag der

daruiberliegenden Zelle (Desquamation) vor der Probenentnahme dem Meerwasser

zugewand war.

Abb. 3-7: Kryo-rasterelektronenmikroskopische Untersuchung der Hautoberflache des Pi-
lotwales Globicephala melas) nach Gefrierbruch. Die Bruchrichtung verlauft von
schrag unten zur Oberflache hin. Ein Gel flllte den Interzellularraum (schwarzer
Pfeil) zwischen den Zellen und den zur Wasseroberfliche gewandten Interzellu-
larraum der Hautoberflache aus (weil3er Pfeil). Mal3stab 10 pm.

Sowohl diesem Bereich als auch den funf bis sechs darunterliegenden Interzellu-
larraumen liefl3 sich durch langere Gefriertrocknung Wasser entziehen. Nach dieser
Prozedur wurde an der dem Meerwasser zugewandten Zelloberflache des Stratum
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corneums, die zuvor laterale Rauigkeiten von unter 0,03 um aufwies, das Netzwerk
der Interzellularbriicken sichtbar. Die Strukturen dieser Briicken in Form eines Poren-
reliefs mit wabenférmigem Grundmuster hatten eine Tiefe von etwa 0,3 pum (siehe
Abb. 3-9 und 3-10).

Abb. 3-8: Kryo-rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des unfixierten, lAngsgeschnitte-
nen Stratum corneums (Sc) des Pilotwala®bicephala melas, und des darun-
terliegenden Stratum spinosums (Ssp). Hautoberflache (weil3es Dreieck). Wéah-
rend der Verlagerung der Zellen (schwarze Pfeile) zur Oberflache hin verkleiner-
ten sich die mit Gel gefillten InterzellularrAume des Stratum corneums (verglei-
che geschlossene und offene weil3e Pfeile). Kryo-konservierte Spaltrdume (Stern),
die wahrend der Probenentnahme entstanden waren. Mal3stab 10 pm.
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3.1.2 Rasterelektronenmikroskopische Ergebnisse zum Stratum corneum

Das oben beschriebene topologische Merkmal der Corneocyten in Form eines Po-
renreliefs wurde ebenso bei den fixierten Hautproben gefunden (Abb. 3-9). Diese
Strukturen waren nicht durch Trypsin zu verdauen (Abb. 3-10). In Folge der enzyma-

tischen Behandlung kam es haufig zur Ablosung der etwa 1 um dicken Zellen an der
Hautoberflache (Abb. 3-10).

Abb. 3-9: Die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung der chemisch fixierten Haut
des Pilotwales (Globicephala melas) zeigte das Porenrelief der Corneocyten, das
im nativen Zustand mit einem Gel gefullt ist (vgl. Abb. 3-5 und 3-6). Durch pra-
parationsbedingte Salzeinlagerung erschienen die Zellgrenzen verdickt (schwarzer
Pfeil). Auf der rechten Seite ist der umrandete Detailausschnitt der linken Seite zu
sehen. Poren (weil3er Pfeil). Gepresste, abgeplatte Melanosomen (Stern). Mal3stab

20 pm.
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Ebenso wie be fixierten Hautproben (Abb. 3-9) zeigten die trypsinisierten
Corneocyten an der Hautoberflache des Pilotwalésb{cephala melas) eine
nanoporige Strukturierung an der Hautoberflache (konstrastierte Probe, kyro-
rasterelektronenmikroskopische Aufnahme). Durch die enzymatische Behand-
lung kam es verstéarkt zur Abschuppung von Zellen (siehe oberer Bildanteil).
Maf3stab 1 um.
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Im Vergleich zur Strukturierung eines Sterilfilters (Abb. 3-11) aus Celluloseacetat-
Nanopartikeln mit einem Porenausschlu von 0,2 um ist die Strukturierung der

Zelloberflache weniger rau (vergleiche Abb. 3-10 und 3-11).

Abb. 3-11:  Strukturierung eines Sterilfilters aus Celluloseacetat-Nanopartikeln mit einer
Ausschluf3grofze von 0,2 um (Sartorius, SM 11307). Mal3stab 1 pm.



37

14
N

12 A
ég 10 A
G
5T
5%
£ o 87
L=
E —
o R
28 °]
$F
o
Sc 4

2 - \\

N
\\% I I I
O T T T T T T T — T 1 |—$|
0.1 02030405060708091011 1213

Porenklassen [um 2]

Abb. 3-12:  Porengréf3enverteilung nach isometrischer Mal3stabskorrektur (10%) des Po-
renreliefs an der Hautoberflache des Pilowal@stficephala melas). 90% al-
ler Poren fallen in das PorengrofRenintervall zwischen 0,1 und @,2DjierPo-

ren machten 20% der untersuchten Flache aus.

Die morphometrische Analyse der Porengréf3en (Abb. 3-12) ergab ein Verteilung, bei

der sich die Poren auf Klassen zwischen von 0,1 und 1,2 um? verteilen. 90 % aller
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Poren gehoren der Porenklasse von 0,1 bis 0,2 pm? an. Die Verteilung der Poren-
klassen lieR sich mit einer Lorentz-Dichte-Verteilung (Regressionskoeffizient r? =
0,986, Standardfehler der Abschatzung 0,475) beschreiben. Die Porenflache betrug

ungefahr 20 % der untersuchten Gesamtflache.

3.1.3 Transmissionselektronenmikroskopische Ergebnisse zum Stratum
corneum

Die transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung des chemisch fixierten
Stratum corneums zeigte, dass von den Zellen der Ubergangszone Interzellularsub-
stanz in den Zellzwischenraum abgegeben wurde (Abb. 3-13 und 3-14). Dieses ho-
mogene Material veranderte seine Konsistenz mit zunehmendem Abstand von der
Ubergangszone zur Hautoberflache hin (vgl. Abb. 3-14 mit Abb. 3-15). In den oberen
Interzellularraumen ahnelte die Konsistenz einem phasenseparierten wasserhaltigen
Proteinnetzwerk (vgl. Abb. 3-19 mit Abb. 3-21). Es gab keine Filament-ahnlichen
Strukturen im Interzellularraum des Stratum corneums.

Es fiel auf, dass in der obersten Lage des Stratum spinosum intrazellulare Filamente
(iIF in Abb. 3-13, 3-14) im desmosomalen Randbereich der Zelle neben homogeneren
und volumindseren Filamentaggregaten zu finden waren. Diese homogeneren Ag-
gregate ahnelten in ihrer Form den homogeneren Zellen des Stratum corneums. Im
Zusammenhang mit der Dickenreduktion der Zellen des Stratum spinosums im Uber-
gang zum Stratum spinosum traten Unterschiede in der Kompaktheit zwischen Stra-
tum spinosum (locker) und Stratum corneum (dicht) deutlich hervor. Im besonderen
wurde auffallig, dass Einschlisse, die im Stratum corneum intrazellular (vesikelférmi-
ge Einschlusse, V, in Abb. 3-15) zu finden waren, Ahnlichkeit mit der Substanz des
Interzellularraumes (1) zeigten.

Wie aus der Arbeit von PFEIFFER und JONES (1993) bekannt bleiben in den durch
Detergentien entfetteten Hautzellen leere vakuolare ehemals fetthaltige Bereiche er-

halten.
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Abb. 3-13: Transmissionselektronenmikroskopischer Langschnitt der Ubergangszone zwi-
schen Stratum spinosum und Stratum corneum der Epidermis des Pilotwales,
Globicephala melas. Die Zellen des Stratum corneums (Sc) erscheinen kompakt
gegegenuber der Zelle des Stratum spinosums (Ssp). N Nukleus, Nc Nukleolus,
entleerte Lipid-Vakuolen, D Desmosonen, M Melanin-Granula, | Interzellu-

laraum, iF intakte Filamente, dF degenerierte Filamente. Mal3stab 1,5um.



40

Abb. 3-14: Transmissionselektronenmikroskopischer Langschnitt (Detail aus Abb. 3-13) der
Ubergangszone zwischen Stratum spinosum (strukturiert) und Stratum corneum
(homogen) der Epidermis des Pilotwal&pbicephala melas. D Desmosonen, |

Interzellularaum, iF intakte Filamente der Zelle des Stratum spinosum, dF dege-
nerierte Filamente. Mal3stab 0,75 pm.



Abb. 3-15:
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Transmissionselektronenmikroskopischer Langschnitt der Ubergangszone zwi-
schen Stratum spinosum (Ss) und Stratum corneum (Sc) der Epidermis des Pi-
lotwales,Globicephala melas. Intrazellulare vesikelférmige Einschlisse (V), die
vermutlich unter Druck aus der homogenen intrazellularen Matrix in den Inter-
zellarraum () gepreRt werden, zeigten Ahnlichkeiten mit der Substanz des Inter-
zellularraum. Mal3stab 0,75 pm.
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Abb. 3-16: Transmissionselektronenmikroskopischer Langschnitt des oberen Stratum cor-
neums des Pilotwaless(obicephala melas). Der Interzellularraum (1) war im
Gegensatz zu den InterzellularrAumen des unteren Stratum corneums (siehe Abb.
3-15) mit einer polymorphen Matrix gefillt. Maf3stab 0,4um.
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3.1.4 Histochemische Ergebnisse zum Stratum corneum

Nach histochemischer Farbung mit Alcianblau wurden bei verschiedenen fixierten
und unfixierten Hautproben saure Glykokonjugate nachgewiesen (Abb. 3-17). Diese
wurden vor allem intrazellular und interzellulér in der Ubergangszone sowie interzel-
lulér im reifenden Stratum corneum und an der Hautoberflaiche gefunden (Pfeile in
Abb. 3-17).

Abb. 3-17: Histochemische Darstellung saurer Glykokonjugate in der oberen Epidermis des
Pilotwales, Globicephala melas (linke Abbildung Durchlicht, rechte Abbildung
gleicher Ausschnitt im Absorptionsmaximum A = 595 nm von Alcianblau. Die
Glykokonjugate akkumulierten vorzugsweise interzellular (Pfeil). Der intrazel-
lulare Anteil saurer Glykokonjugate des Stratum corneums (hell) war gegentber

dem Stratum spinosum (dunkel) reduziert. Mal3stab 50 um.
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Die Bindung des Thiol-spezifischen Fluoreszenz-Farbstoffes Eosin-5-maleimid war
ungleichmafdig in der Epidermis des Pilotwales verteilt (Abb. 3-18). Die Farbung
zeigte die hochste Konzentration freier Thiol-Gruppen in der Ubergangszone. Die
Konzentration freier Thiol-Gruppen war intra- und interzellular im Stratum corneum
racklaufig und erfolgte im Stratum spinosum deutlich Filament-gebunden, im Falle

des Stratum corneums Filamentfragment-gebunden.

Abb. 3-18:  Thiol-Gruppenverteilung in der oberen Epidermis des Pilotwales (Globice-
phala melas). Ubergangsone (U). MaRstab 50 pum.
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3.2 Elektronenoptische Ergebnisse zum Gel

3.2.1 Transmissionselektronenmikroskopische Ergebnisse zum Gel

Nach einer Polymerisationszeit von 4 Stunden wurde die Morphologie des unver-
dunnten, Glutaraldehyd-fixierten und post-osmierten Gels untersucht (Abb. 3-19). Die
Fixierungsmittel stabilisierten Membran-umschlossene osmophile Lipidtropfchen
(Pfeile in Abb. 3-19). Diese 0,1 bis 1 um grofR3en Tropfchen waren von einem vielge-
staltigen fragmentierten Netzwerk Aldehyd-fixierter Proteine umgeben. Die Frag-
mente zeigten keinen filamentartigen Aufbau. Die Form der fixierten Proteine zeigte
auffallige Ahnlichkeiten mit der fixierten Interzellularsubstanz in den oberen 5 bis 6
Schichten des Stratum corneums des Pilotwales (Abb. 3-16). Die transmissionselek-
tronenmikroskopische Untersuchung ergab, dass das Gel aus drei Phasen (Wasser

sowie Proteinen und Lipiden) bestand.

3.2.2 Kryo-rasterelektronenmikroskopische Ergebnisse zum Gel

Das unfixierte Gel wurde kurz nach der Zentrifugation und nach einer Polymerisati-
onszeit von vier Stunden kyro-rasterelektronenmikroskopisch untersucht. Nach Ge-
frierdtzung entwickelten sich tiefe Spalten als typisches Eigenschaftsbild in den bei-
den, unterschiedlich lang gereiften Gelen (Abb. 3-20). Demgegentber unterschieden
sich die beiden Probenarten nach vorangegangener Gefrieratzung im Hinblick auf
ihre oberflachliche Strukturierung (Abb. 3-21). In dem polymerisierten Gel erzeugte
die Gefrieratzung im Gegensatz zu dem nicht auspolymerisierten Material deutlich
scharfere und ausgepréagtere morphologische Veranderungen. Die Konsistenz des
polymerisierten Gels (Abb. 3-21) ahnelte dem phasenseparierten, wasserhaltigen
Proteinnetzwerk der Delfinhautoberflache (vgl. Abb. 3-4), dem chemisch fixierten Gel
im Interzellularraum des Stratum corneums (Abb. 3-16) sowie dem chemisch fixierten
zellfreien Gel (Abb. 3-19).
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Abb. 3-19: Transmissionselektronenmikroskopische Ansicht des unverdinnten, polymeri-
sierten Gels (fixiert in 2 % Glutaraldehyd, 2 % Osmiumsaure). Innerhalb des
Gels umschlossen Membranen (Pfeile) Lipidtropfchen (lipide Phase, liP), die
von einem polymorphen Netzwerk chemisch vernetzter Proteinkomponenten
(pP) umgeben waren. Der Zwischenraum des Netzwerkes war mit einer wasser-
haltigen Phase (wP) ausgefullt. Maf3stab 0,5 pum.
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Abb. 3-20: Kryo-rasterelektronenmikroskopische Darstellung des unpolymerisierten Gels
aus dem zentrifugierten Stratum corneum des Pilotwales, Globicephala melas.
Nach milder Gefrierdtzung entwickelten sich tiefe Spalten in dem Material.
Maf3stab 100 pm.



Abb. 3-21:
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Kryo-rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des gefriergeatzten Gels aus
dem zentrifugierten Stratum corneum des Pilotwa@®bicephala melas,

nach vierstiuindiger Polymerisationszeit. Im Gegensatz zu dem unpolymerisier-
ten Material (vgl. Abb. 3-20) ergab die Gefrieratzung bei dem polymerisierten

Material eine starkere und schérfere Ausbildung einer feinstrukturierten Ober-
flache. Die Feinstrukturierung der Oberflache ahnelte chemisch fixierten Préa-
paraten (vgl. Abb. 3-16 und 3-19). Mal3stab 10 pum.
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3.3 Vielwinkel-Laserstreulicht-photometrische Untersuchung des Gels

3.3.1 Untersuchung zur Dispersitat des Gels

Nach einer sédulenchromatographischen Auftrennung des zentrifugierten Fluids aus
dem Stratum corneums des Pilotwales, Globicephala melas, wurden sieben Fraktio-
nen des Zentrifugates separiert (Abb. 3-22). Die Konzentrationen der Fraktionen
wurden Uber ihr UV Signal bei 280 nm sowie das Absorptionssignal des Refrakti-
onsindex-Detektors aufgezeichnet. Absorptionen bei 280 nm zeigten die Anwesen-
heit der proteinogenen Aminosauren Tyrosin, Tryptophan und Phenylalanin. Der Re-
fraktionsindex-Detektor registrierte die Gesamtkonzentration von Stoffen (Proteine,
Zucker, Fette). Aus dem Vergleich zwischem dem UV-Signal und dem Signal des
Refraktionsindex-Detektors geht hervor, dass die Proteinkonzentration etwa 10-fach
niedriger als die gesamte detektierte Masse ausfiel (Abb. 3-22). Eine Ausnahme bil-
deten Fraktionen von 4-6 kD, die bei 12 ml eluierten. In diesen Fraktionen tberstieg
das UV Signal das Signal des Brechnungsindex-Detektors, was auf eine zusatzliche
Absorption ultravioletten Lichtes oder die Anwesenheit von autofluoreszenten Kom-
ponenten hindeutet. Da durch diesen Vergleich festgestellt wurde, dass das Zentrifu-
gat des Stratum corneums Substanzen mit unterschiedlichen Extinktionskoeffizienten
enthielt, wurde das Signal des Refraktionsindex-Detektors zur Konzentrationsbe-
stimmung verwendet (siehe 2.7.1).

Aus der Auswertung der Streulichtintensitat der sieben separierten Fraktionen geht
hervor, dass sehr grol3e Aggregate (bei 5-6 ml) zu Beginn der Elution und sehr kleine
Bestandteile am Ende der Trennung separiert wurden. Diese groRen Aggregate er-
reichten Molmassen von 10’ g-mol™. Die Molmassen der kleinsten trennbaren Frak-
tionen lag unter 10° g'mol™. Eine Analyse des Gyrationsradius zeigt, dass entgegen
den Erwartungen keine Abnahme der Radien mit abnehmender Molmasse zu ver-
zeichnen war. Da durch dieses Ergebnis, das als kontinuierlicher Beipass von Ag-
gregaten wahrend der Trennung gedeutet wurde, eine Analyse der Verteilung der
Molmassen Uber das gesamte Chromatogramm unmdoglich war, wurden zur Berech-
nung der absoluten Molmassen die Peakspitzen der Fraktionen verwendet. In diesen

Spitzen sind die Molmasse und die Konzentration der koeluierenden Aggregate ein
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Hintergrundsignal und gegeniber der hohen Konzentration der zum Peak fihrenden

Komponenten zu vernachlassigen.
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Abb. 3-22:  Gelpermeationschromatographische Auftrennung des unpolymerisierten Fluids

(auf 1:10 mit isotonischer NaCl-Losung verdiinnt) aus dem zentrifugierten
Stratum corneum des Pilotwalgslgbicephala melas). Die Gesamtkonzentra-

tion der aufgetrennten Substanzen (RI-Signal) fiel um den Faktor 10 hoher aus
als die detektierte Proteinkonzentration (UV-Signal). Eine Ausnahme bildete
eine Fraktion, die um 12 ml eluierte.
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Abb. 3-23:  Gelpermeationschromatographische Auftrennung des Fuids (auf 1:10 mit iso-
tonischer NaCl-Losung verdinnt) aus dem zentrifugierten Stratum corneum
des Pilotwales@lobicephala melas) zu drei unterschiedlichen Zeiten nach der
Zentrifugation. Die Peakhdhe und Peaklage (RI-Signal) schwankt mit der Zeit
mit deutlicher Tendenz zur Molmassenzunahme. Wahrend die Fraktion um 20-
30 kD mit der Zeit abnahm, stieg die Konzentration der korrespondierenden
Massenvielfachen an.

Es wurden verschieden alte Stadien derselben Probe untersucht (Abb. 3-23). Dabei

zeigte sich eine starke Veranderung in den Signalen des Refraktionsindex-Detektors
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mit einer Tendenz zum Anstieg der Molmassen. Innerhalb einer Stunde nach Ver-
dinnung verkleinerte sich der Peak um 20-30 kD (bei 10,1 ml) bis er nach 8,5 Stun-
den auf das Niveau des Hintergrundsignals abfiel. In der gleichen Zeit vergroRerte
sich der Peak der Molmassen zwischen 50 - 70 kD (bei 7,5 - 8,5 ml) und 500 - 1000
kD (bei 5,5 - 6 ml). Wahrend der Peak um 7,0 ml bis auf das Hintergrundniveau zu-
rickging, entstand nach 8,5 Stunden eine neue Fraktion mit 90 - 120 kD (bei 7,3 ml).
Der Anstieg der Molmassen von 50 - 70 kD und 90 - 120 kD entsprach einer Ver-
vielfachung der Fraktion von 20 - 30 kD, die nach 8,5 Stunden im Bereich des Hin-

tergrundsignales lag.
3.3.2 Untersuchungen zur Aggregationskinetik des Gels

Ebenso wie bei der Untersuchung von Verdinnungen von 1:10 wurden bei der Un-
tersuchung von Verdinnungen von 1:500 Veranderungen in der Verteilung der Mol-
massen mit der Zeit sichtbar (Abb. 3-24). Trotz der starken Verdinnung der zentrifu-
gierten Proben stiegen die Molmassen immer exponentiell an. Ohne genauere
Kenntnisse eines begriindeten Reaktionsmodells wurden die Funktionswerte mit ei-
nem Marquardt-Levenberg Algorithmus an eine rationale Funktion zweiter Ordnung
angepafRdt (yo = 11,7-10°% a = 5,9-10° b = 8,8:10° fiir f = y, +ax + bx?, Regression-
koeffizient r* = 0,999). Der Algorithmus bestimmt die Summe der kleinsten Fehler-
guadrate zwischen der beoachteten und den vorgeschlagenen Funktionswerten. Zu-
satzlich wurde mit Erfolg eine Kurvenanpassung an eine komposite Funktion durch-
gefuihrt, die im Abschnitt der rheologischen Ergebnisse beschrieben ist (siehe unten).
Zu Beginn des Experimentes (to) variierten die Molmassen (M,) um 10 - 30-10°
g-mol™ und stiegen nach 5,5 Stunden auf M,, 100 - 300-10° g-mol ™. Die Molmassen,
die 12 Stunden nach Versuchsbeginn bei 900-10° g-mol™ lagen, stiegen auch nach
dieser Zeit weiterhin ohne ein Anzeichen eines Gleichgewichtes an (wie es dement-
gegen beispielsweise bei zeitgleichen Aggregations- und Desaggregationsvorgangen
zu beobachten gewesen ware).

Durch die Zugabe von L-Cystein wurde der Anstieg der Molmassen konzentrations-
abhangig unterdrickt. L-Cystein reduzierte die Ausgangsmassen zu Beginn des Ex-

perimentes (vergleiche die Lage der Messwerte an tp in Abb. 3-24).
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Abb. 3-24.  Zeitlicher, expontieller Anstieg der Molmassen von 15 verschiedenen, ver-
dunnten Proben (1:500) des zentrifugierten Stratum corneums des Pilotwales,
Globicephala melas. Nach Zugabe von L-Cystein wurden praformierte Aggre-
gate zerstort (vgl. niedrigere Ausgangsmassenglveint L-Cystein/ Saline im
Gegensatz zu NaCl-verdinnten Proben). Der Anstieg der Molmasse erfolgte
ebenfalls expontiell, jedoch auf einem niedrigeren Niveau.

Wie bei den unbeeinflussten Proben zu beobachten, vergréRerten sich nach 5,5

Stunden Versuchszeit die Molmassen auch in diesem Versuch um das 10-fache der
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Ausgangsmasse. Bei den Proben, die mit 0,1 mol-I'* Cystein inkubiert worden waren,

kam es zum Anstieg der Molmasse von 2 auf 10 10°-g-mof™.
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Abb. 3-25:  Abh&ngigkeit der Gyrationsradien von den Molmassen wahrend der Aggrega-

tion von verdunnten (1:500), zentrifugierten Substanzen aus dem Stratum cor-
neum des Pilotwale;lobicephala melas. In doppelt-logarithmischer Darstel-
lung zeigte sich, dass ein linearer Zusammenhang zwischen Gyrationsradius
und Molmasse bestand: Gyrationsradius G = 0,24 M



55

In doppelt-logarithmischer Darstellung korrelierten die Gyradionsradien linear mit der
Molmasse unabhéangig von der Versuchszeit (Abb. 3-25). Unter Verwendung der
kleinsten Fehlerquadrate wurde eine lineare Regression durchgefuhrt, deren Stei-
gung 0,46 betrug (Gyrationsradius G = 0,24 M*“®).

3.4 Rheologische Ergebnisse zum Gel

Die kinetischen Experimente zur Gelbildung des unverdinnten Zentrifugates zeigten,
dass sich aus dem Sol der fluiden Bestandteile des Stratum corneums des Pilotwales
ein Gel bildet, das die Konsistenz eines viskoelastischen Korpers aufweist.

Um die Vergleichbarkeit der Messungen zu gewabhrleisten, wurde die Probenaufbe-
reitung mittels Zentrifugation (10 Minuten) und das Zeitintervall zwischen Aufberei-
tung und Messung konstant gehalten (5 Minuten). Dieser Zeitraum war im Verhaltnis
zur Mel3zeit von mehr als 5 Stunden zu vernachlassigen. Die Zentrifugationsge-
schwindigkeit zwischen 1500 und 4000 U-min™ beeinflusste nicht die Konzentration
der Probe.

Bei den unverdiinnten Proben, deren Proteingehalt bei etwa 0,06 g-ml* lag, und Ver-
dunnungen bis zu 1:3 wurden zu Beginn der kinetischen Messungen Schwankungen
in den Modulen beobachtet. Nach ungefahr 1,5 Stunden (to, Ende der Zentrifugation
bei 4000 U-min™) stiegen die Speichermodule G” (Kreise in Abb. 3-26) (iber das Ni-
veau der Verlustmodule G** (Dreiecke in Abb. 3-26). Bei unverdinnten Proben lag
der Cross-over point (G" = G™') bei 0,063 Pa (Frequenz w = 0,35 rad-s™, Schubspan-
nung T = 0,27 Pa, Temperatur T = 20 °C). In den folgenden 3,5 Stunden stiegen die
Speichermodule G” auf 600 - 800 Pa und die Verlustmodule auf 100 - 200 Pa an. Der
Anstieg der Verlustmodule G verlief bei unverdinnten Proben lber zwei Plateau-
phasen. Nach einer Versuchszeit von ungefahr 5 Stunden fluktuierten G" and G™” fir
die nachsten 12 Stunden um 800 - 1000 Pa. In vergleichbaren gelkinetischen Unter-
suchungen an unverdinnten Zentrifugaten variierte die Konzentration der Proben
leicht. Infolgedessen wurden auch leichte Veranderungen der kinetischen Evolution
des System beobachtet, die sich als Verschiebungen des Cross-over points bemerk-

bar machten.
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Abb. 3-26:  Stress-kontrollierte Gelkinetik des unverdinnten Zentrifugates aus dem Stra-
tum corneum des Pilotwale§lobicephala melas (w = 0,35 rad-$, Schub-
spannung = 0,27 Pa, Temperatur T = 20 °C, Zentrifugation fur 10 Minuten
bei 4000 U-miit, Proteinkonzentration 0,062 g-hl Das Fluid entwickelte
sich vom Sol zum Gel. Die Daten von G~ wurden im Zeitintervall zwischen 3
und 5 Stunden geglattet. Nach 3 Stunden zeigte der erneute Anstieg von G,

dass Scherenergie bei steigender Elastizitat (G”) dissipierte.
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Wahrend der ersten 1,5 Stunden deutete das niedrige Niveau des Strukturfaktors f
an (gestrichelte Linie in Abb. 3-26), dass die Fahigkeit des Fluids, freie Energie zu
speichern, gering war. Der steile Anstieg von f (ab f < 0,025) vor dem Cross-over
point (f = 0,5) offenbarte den schnellen Zuwachs an strukturierenden, elastischen
Elementen. Der steile Zuwachs kam an dem Punkt zum Erliegen, an dem der Ver-
lustmodul G zum zweiten Mal anstieg. Damit verbunden war der Abfall von f nach
Ablauf von 3 Stunden auf ein niedrigeres Niveau bei unverdinnten Proben.

Die Konzentrationsabhangigkeit der Gelbildungskinetik wurde an Zentrifugaten un-
tersucht, die mit isotonischer NaCl-Losung verdinnt worden waren (Abb. 3-27). Da-
bei zeigte sich, dass die auf die Temperatur von 20 °C normierten Werte der Spei-
chermodule G" am Cross-over point (fs' - = 0,5) mit geringerer Probenkonzentration
exponentiell abnahmen. Die Abnahme der Speichermodule fiel bei geringerer Ver-
dunnung weniger gravierend aus als bei Verdinnungen tber 1:10. Wie in der Rheo-
logie allgemein tblich, wurden die Module doppelt-logarithmisch gegen die Konzen-
tration aufgetragen und mit Erfolg an eine power-law Funktion angepafdt (yo = -0,01;
a=1,50; b = 1,12 fir f = yo +ax®, Regressionskoeffizient r* = 0,9995).

Ebenso wie die Speichermodule zeigten die Werte des Strukturfaktors f eine Abhan-
gigkeit von der Konzentration (Abb. 3-28). Im Vergleich zu unverdinnten Proben er-
reichte der Strukturfaktor f bei Verdinnungen Uber 1:10 nicht den maximalen Wert
von f = 1. Die veranderte Lage von f bei f = 0,5 zeigte eine Verlangsamung im Auf-
bau von Strukturen an, die sich aber im Gegensatz zu unverdinnten, hochgeordne-
ten Proben ohne Anlaufphase (siehe oben) vollzog. Generell wechselten die Verlaufe
von f von asymmetrisch sigmoidalen Kurven bei unverdiinnten Proben zu exponenti-
ellen Kurven bei Verdunnungen unterhalb von 1:10. Eine gute, einheitliche mathe-
matische Anpassung aller Kurven an eine zusammengesetzte Funktion mit geringen
Schatzfehlerabweichungen von 0,0287 bis 0,0033 lief3 sich durch Kombination einer

sigmoidalen Kurve nach Chapman und einer hyperbolischen Funktion erreichen:
f = yo+a(1-exp(-bx)°)+dx/(e+x).
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Abb. 3-27:  Konzentrationsabhangigkeit der Cross-over points von diversen unverdinnten

und verdinnten Zentrifugaten aus dem Stratum corneum des PilotGkdes,
bicephala melas. Die Messwerte sind von Probenvorbehandlungen mit unter-
schiedlichen Zentrifugationsgeschwindigkeiten zusammenfaldt. Die Messwerte
wurden an eine power-law Funktion angepal3t (doppelt-logarithmische Dar-
stellung).



59

//’_;/_’_ ...... =]
S
~
7
u— ~
— e
o
S
X
©
[V
|-
>
e
X
-]
|-
e
)
unverdinnt

— 31

—— 11

—-- 1:10

— - 1:20

I I I
1.0 15 2.0 25
Prozesszeit [h]
Abb. 3-28:  Verlaufe der Strukturfaktoren von verschiedenen Gelkinetiken (Zentrifugate

aus dem Stratum corneum des Pilotwat@sbicephala melas) nach Extrapo-

lation auf den Beginn der Strukturbildung (Prozesszeit, vergleiche mit dem
realen Cross-over point von f einer unverdiinnten Probe in Abb. 3-26). Bei ho-
heren Konzentrationen erreichte f das Maximum von 1 friher; bei geringeren
Konzentrationen kam es zu einer Verlagerung von f in Richtung niedrigerer
Werte, die gegenuber den Werten von unverdiunnten Proben nicht mehr das

Maximum von 1 erreichten.
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Wahrend die gelkinetischen Daten innerhalb des viskoelastischen Bereiches (vgl.
Deformationstest in Abb. 3-32) unabhangig von der Vorgabe der Schubspannung
oder Scherrate waren, zeigte die Gelbildungszeit eine Abhangigkeit von der Zentrifu-
gationsgeschwindigkeit. Eine Beschleunigung der Gelbildung (Kurvenverschiebung
nach links) um etwa eine Stunde wurde bei Proben beobachtet, die bei 4000 U min™
anstelle von 3000 U-min™ zentrifugiert worden waren. Eine Verzdgerung der Gelbil-
dung um etwa eine Stunde trat bei 1500 U-min™® auf (Abb. 3-29). Der Cross-over
point bei unverdinnten Proben wurde im Gegensatz zu verduinnten Proben spéater
erreicht (siehe Abb. 3-29, lineare Korrelationen).

Im Anschluss an die Gelbildung unverdinnter und unbehandelter Proben wurden
mechanische Spektren bei einer Frequenz zwischen w = 43,98 und 0,035 rad-s™ (1 =
15 Pa, T = 20 °C) aufgenommen (das Frequenzspektrum ist in den Abbildungen 3-30
und 3-31 auf den Bereich zwischen w= 43,98 und 0,13 rad-s™ eingeschrankt, siehe
unten). Die Spektren zeigen fur Proben mit zunehmendem Gelationsalter unabhan-
gig von der aufgepragten fallenden oder steigenden Frequenz einen stetigen Anstieg
des Speichermoduls G” (1200 - 2800 Pa, siehe Abb. 3-30) und des Verlustmoduls
G” (10 - 70 Pa, siehe Abb. 3-31) mit zunehmendem zeitlichen Abstand vom Cross-
over point. G" und G erwiesen sich dabei Uber den gesamten gemessenen Fre-
quenzbereich als von der Frequenz nahezu unabhangig. Die Messwerte von G’ fie-
len bei jungeren Gelen um eine Zehnerpotenz hdher aus als G und bei alteren Ge-
len um zwei Zehnerpotenzen. In Ubereinstimmung mit derjenigen Frequenz, mit der
die Proben wéahrend der Gelbildungskinetik deformiert worden waren, wurde bei der
Aufnahme der Spektren ein Anstieg von G”* bei w= 0,35 rad-s* beobachtet. Dieser
Effekt schwachte sich mit zunehmendem Gelalter ab und verschwand véllig bei Ge-
len, die langer als 9,5 Stunden (to, Ende der Zentrifugation) deformiert worden waren.
In jedem Spektrum war ein Abfall von G”* zwischen etwa w = 20 bis 30 rad-s™ zu ver-
zeichnen, der sich mit zunehmendem Alter des Gels abschwéachte. Auffallig war ein
starker Anstieg von G* and G** unterhalb einer Frequenz von w= 0,13 rad-s*, bei

denen die entsprechenden Mel3zeiten langer als die Strukturbildungszeiten ausfielen.
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Abb. 3-29:  Zeitliche Abhangigkeit der Cross-over points (G" = G™") von der Zentrifugati-

onsgeschwindigkeit (Zentrifugate aus dem Stratum corneum des Pilotwales,
Globicephala melas). Unabhéngig vom aufgepragten Stress (innerhalb des li-
near-viskoelastischen Bereiches) waren die Cross-over points unterschiedlich
konzentrierter Proben (je verdinnter, desto friher der Cross-over point) jeweils
in linear Abhangigkeit einer Zentrifugationsgeschwindigkeiten zugeordnet. Die
annahrend parallele Verschiebung der Gerade deutete an, dass die Lage des
Cross-over points bei vergleichbarer Konzentration ausschlie3lich von der
Zentrifugationsgeschwindigkeit in dieser Untersuchung abhing.
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Abb. 3-30:  Frequenz-Test mit alternierenden fallenden und steigenden Frequenzen zwi-
schen w = 42,98 und 0,06 rad‘gT = 15 Pa, T = 20 °C) einer unverdiinnten
Probe (Zentrifugat aus dem Stratum corneum des Pilotw&lebjcephala
melas) bei funf verschiedenen Zeiten nach dem Cross-over point. Der Spei-
chermodul G'war unabhangig von der Freuquenz, zeigte aber einen leichten
Anstieg bei niedrigen Frequenzen aufgrund der voranschreitenden Gelbildung
zum viskoelastischen Kdrper wahrend der sich stark verlangernden Mel3zeiten

in diesem Frequenzbereich.
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Abb. 3-31:  Frequenzabhangigkeit des Verlustmoduls G™* (korrespondierend zu Abb. 3-30)
des Gels aus dem Zentrifugat des Stratum corneum des Pilot@idbi;e-
phala melas). Der Verlustmodul G~ zeigte einen Peak wrE 0,35 rad-$
(Frequenz bei der die Gelkinetik gemessen worden war) und fiel bei einer Fre-
quenz zwischen 20 und 30 ratlab. G lag 1 bis 2 Zehnerpotenzen unterhalb
von G” (vgl. Abb. 3-30).

Aus diesem Grund wurden Mel3ergebnisse von Frequenzen unterhalb von w= 0,13

rad-s™ nicht in die Darstellung der Spektren iibernommen oder zur Begutachtung des
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Strukturfaktors f verwendet. Die Analyse der Frequenzabhangigkeit von f ergab, dass
die Fahigkeit freie Energie zu speichern, nach Ablauf der Gelbildung (in der Phase
l1l) zwischen Frequenzen von w = 43,98 zu 0,13 rad-s” immer hoch ausfiel (f < 0,95,

nicht abgebildet).
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Abb. 3-32:  Deformations-Test mit ansteigender Deformation y zwischen 0,08 und 75 %
(w= 0,35 rad-3) einer unverdiinnten, zentrifugierten Probe (Zentrifugat aus
dem Stratum corneum des Pilotwal&pbicephala melas) nach zwei unter-
schiedlichen Zeiten{tZentrifugation). Das Spektrum des jungeren Gels zeigte
sowohl pseudoplastisches Verhalten als auch Deformationsverhartung. Pseu-

doplastisches Verhalten trat bei alteren Gelen nicht auf.



65

Bei einer Frequenz von w= 0,35 rad-s*, die zur kinetischen Untersuchung der Gel-
bildung ausgewahlt worden war, wurden Deformations-Tests durchgefihrt, um den
Widerstand gegen eine Deformation zu messen (Abb. 3-32). Junge Gele mit einem
Alter von etwa 5,5 Stunden (tp, Ende der Zentrifugation) zeichneten sich durch einen
Anstieg des Speichermoduls G” im Bereich von y= 0,1 bis 75 % aus. Diese Scher-
verzahung war begleitet von einem strukturviskosen Verhalten, das durch den Abfall
des Verlustmoduls G (vergleiche n° = G’/ w) gekennzeichnet wurde. Nach einer
Deformation von y= 75 % kam es zu einem abrupten Abfall von G" und G™* auf 0,01
Pa. In reiferen Gelen (9,5 Stunden nach Zentrifugation) lagen die Speichermodule
und die Verlustmodule um etwa zwei Zehnerpotenzen tber den Modulen der jlinge-
ren Gele. Wahrend der leichte Anstieg von G” zwischen y= 0,2 und 1 % weiterhin auf
eine Scherverzahung hindeutete, trat strukturviskoses Verhalten in Form fallender
Werte von G bei alteren Gelen nicht mehr auf. Der Beginn rheodestruktiver Defor-
mation (das Verlassen des linear visko-elastischen Bereiches) erfolgte zwischen y =
1 - 2 %. Bei hoheren Deformationen wurde ein starker Abfall der Module beobachtet,
die bei einer Deformation von y= 75 % auf 0,01 Pa zurickfielen. Ein Wiederaufbau
der Struktur nach Uberschreiten einer Deformation von y = 75% wurde nicht beob-
achtet. Bei einer Deformation von y= 0,75 % erreichte die Schubspannung Tt bei jln-
geren Gelen ein Niveau von ungefahr 300 Pa und bei reiferen Gelen das Niveau von
ungefahr 8000 Pa.

3.5 Photoelektronenspektroskopische Ergebnisse zum Stratum corneum
und zum Gel

Bei der chemischen Analyse wurde die wasserseitige Oberflache des Stratum cor-
neums des Pilotwales, Globicephala melas, mit der Geloberflache verglichen. Unter-
sucht wurden die Proben bei konstantem Vakuum und tiefen Temperaturen. Auf den
Oberflachen beider Probenarten wurden weder Eiskristalle, noch Degradationser-
scheinungen in Form von austretenden Flussigkeiten (z.B. durch Fette hervorgerufe-
ner Glanz) an der Probenoberflache festgestellt.

Die durchgefuhrten photoelektronenspektroskopischen Analysen ergaben, dass die
Oberflachenchemie beider Probenarten von den chemischen Elementen Kohlenstoff,
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Stickstoff, Sauerstoff, Natrium, Magnesium, Silicium, Phosphor, Schwefel, Chlor, Ka-
lium, Kalzium und Zink bestimmt wurde (Tab. 3-1). Allerdings ist bei Verwendung von
Al Ka oder Mg Ka-Strahlung die Nachweisempfindlichkeit von Magnesium gering.
Spuren von Magnesium deuteten sich durch die Mg 2p und Mg 2s Peaks bei BE = 50
bzw. 88 eV an. Es fiel auf, dass das Verhéltnis von anorganischen lonen in bezug
auf den Kohlenstoffgehalt der Proben im Gegensatz zur Hautoberflache an der Ge-
loberflache erhdht war (Tab. 3-1).

Tab. 3-1: Photoelektronenspektroskopische Untersuchung der Elementverhaltnisse an
der Hautoberflache des Pilotwal&pbicephala melas, und der Geloberflache
des Zentrifugates aus dem Stratum corneum der Epidermis bezogen auf den

Kohlenstoffgehalt der Proben (Ubersichtspektren)

Elementverhaltnisse Hautoberflache [%] Gel [%]
[N]:[Cllspec 6,24 9,41
[OI:[Cllspec 14,24 21,29
[Na]:[Cllspec 0,12 0,16
[MQ]:[Cllspec Spuren Spuren
[Si]:[Cllspec 0,28 Spuren
[P1:[Cllspec 0,34 0,57
[SI:[Cllspec 0,35 0,59
[CI):[Cllspec 0,28 0,58
[KI:[Cllspec = 0,62
[Ca]:[Cllspec 0,17 0,62
[Zn]:[C]|spec - 0,04

Stickstoff (N), Sauerstoff (O), Natrium (Na), Magnesium (Mg), Silicium (Si), Phosphor (P),
Schwefel (S), Chlor (Cl), Kalium (K), Calcium (Ca), Zink (Zn)

Um die organischen Bindungen des Kohlenstoffs zu untersuchen, wurde das Koh-

lenstoff C 1s Elementspektrum in sieben Komponentenpeaks zerlegt, die fir die Bin-
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dungszustande des Kohlenstoff charakteristisch sind (A bis G, Tabelle 3-2 mit A ge-
sattigte Kohlenwasserstoffe, B (B-shift stark elektronenziehender funktioneller Grup-
pen, C Amine und Ammoniumverbindungen, D Alkohole, Aldehyde, Etherkohlenstoff
der Estergruppe, E Peptidbindung, E Estergruppe, G Carbonsauren). Systematische
Fehler und dampfende Faktoren (z.B. Metallionen), die sich sowohl auf den Kohlen-
stoffanteil als auch auf den Stickstoffanteil beider Proben auswirken, wurden durch
Quotientenbildung in Form von [N]:[C]-Verhaltnissen eliminiert.

Nimmt man an, dass die Komponentenpeaks den in Tabelle 3-2 aufgeflhrten Bin-
dungszustanden des Kohlenstoffs entsprechen, konnen aus den C 1s Elementspek-

tren die [N]:[C]c 1s-Verhéltnisse nach der Formel

N _ [E]+ ((CI-[ED 3.]
[Cll.,. [Al+[B]+[C]+[D]+[E]+[F1+[C]

Cils

berechnet und mit den Werten der Ubersichtsspektren [N]:[C] verglichen werden. Fur
die Hautoberflache zeigte die Zerlegung des Kohlenstoff C 1s Spektrums ([N]:[C]c 1s
= 7,17 %) eine anndhernde Ubereinstimmung mit dem Verhaltnis [N]:[Clspec
(INJ:[Clspec = 6,24 %), das aus dem Ubersichtsspektrum bestimmt wurde (vgl. Tabelle
1 und 2). Das C 1s Spektrum des Gels entsprach qualitativ dem der Hautoberflache
(Tabelle 3-2). Die Zerlegung des Kohlenstoff C 1s Spektrums des Gels ([N]:[Clc 1s =
11,00 %) zeigt einen leichten Uberhang an Stickstoff N im Vergleich zum Ubersichts-
spektrum ([N]:[Clspec = 9,41%, vgl. Tabelle 3-1 und 3-2). Der hohere Stickstoffanteil
der Geloberflache spiegelte sich in einem erhohten Komponentenpeak C wider (Ami-
ne (-C-NR')) und Ammonium (-C-N'R'3)) (vgl. Abb. 3-33 und 3-34). Die prozentualen

Anteile der Amin- und Ammonium-Verbindungen wurde berechnet nach:

- [C] _ [E] [3.2]

X Amine/Ammonium Al+[cl+IDl+[El+[F+[c
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Tab. 3-2: Kohlenstoffverbindungen an der Haut- und Geloberflache des Pilotw@lebjcephala melas

Verbindungen

relative Konzentrationen [%]

Hautoberflache Gel
A* gesattigte Kohlenwasserstoffe —-CyHy 60,1 55,3
i
B B-Shift stark elektronenziehender R—C—C—0O—R 10,5 10,9
funktioneller Gruppen
i
R—C—C—NH—R
C Amine, —C—NHy 7,2 11,0
Ammoniumverbindungen
D Alkohole, Aldehyde, -C-OH, -C—-(O)H, -C-0-C-, 11,3 11,9
Etherkohlenstoff Estergruppe n:u
R-C-C-O0-C—R
O
E Peptidbindung I . 3,8 2,3
R—-C—C—NH—R
F E ﬂ 4,3 5,9
stergruppe : ,
PP R C C O R
i
G Carbonsauren R—C—-C—OH 2,3 2,6

*konjugierte C=C Bindungen und C-S fielen mit diesen Komponenten zusammen. Aufgrund ihres geringen Anteils

konnten sie nicht separiert werden.
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Der Komponentenpeak C, Amine und Ammoniumverbindungen, fiel in beiden Pro-
benarten hoher aus als der Anteil des Komponentenpeaks E (Peptidbindungen). Die
relativen Anteile der anderen Komponentenpeaks waren denen der Hautoberflache
quantitativ vergleichbar.

In beiden Proben wurden Esterbindungen identifiziert. Der Esterpeak F fiel kleiner
aus als der Komponentenpeak D, so dass neben dem Etherkohlenstoff der Ester-
gruppe (-C-O-C=0) auch Alkohole (-C-OH) und/ oder Aldehyde (-C(O)H) anwesend
sein muf3ten. Der Anteil der nicht an Ester gebundenen C-O(H, R) Gruppen wurden
berechnet nach:

[D] ~ [F] [3.3]

X Alkohole/ Ether / Aldehyde =
Zur Kontrolle der Analyse wurden die prozentualen Anteile elektronenziehender
funktioneller Gruppen mit den obengenannten Einzelkomponenten verglichen; dabei

zeigte sich eine Uberstimmung:
[BI=[E]+[FI+[C] [3.4]

Die berechneten funktionellen polaren Einheiten (Uberschuss an C und D, E, F und
G) und nicht-polaren Einheiten (A, B) wurden sortiert (Abb. 3-33 und 3-34). Dabei
zeigte sich ein Uberhang an unpolaren Gruppen an den Oberflache der Haut und des
Gels.

Ebenso wie die Kohlenstoff-Spektren wurden die Schwefel S 2p Spektren in Kompo-
nenten zerlegt, um die verschiedenen Bindungsspezies des Schwefels darzustellen.
Die zwei Komponentenpeaks spalteten sich jeweils in den S 2pz, und den S 2py;,
Peak (Spin-Bahn-Kopplung). Die Kopplungskonstante entsprach mit ABE = 1,18 eV
dem Literaturwert (BEAMSON und BRIGGS 1992). Die Intensitatsverhaltnisse der
Peaks waren mit [S 2ps»]i[S 2piz] = 2,095 konstant. Die Komponente bei BE =
163,36 eV in beiden Probenarten entsprach Mercaptoverbindungen (R-S) bzw. or-

ganisch gebundenen Disulfiden (R-S—-S—-R'). Die gefundene BE entsprach den in der
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Literatur angegeben Werten fur Cystein von BE,; = 163,2 eV (BEAMSON und
BRIGGS 1992).

“CH,
[76%]

R-C-C-OMNH-R’
[5%]
“C-NH,,
[4 %]
[3%] -C-0-C-,
-C-OH, R-C-C-00-R’
-C(OH [52%]
[F%]

Abb. 3-33: Prozentuale Verteilung polarer (blau/ strukturiert) und nicht-polarer (weif3/
unstrukturiert) Kohlenstoffverbindungen an der Hautoberflache des Pilotwales,
Globicephala melas. Die Hautoberflache war gekennzeichnet durch einen
Uberhang an nicht-polaren Gruppen. Auffallig war die Anwesenheit freier

Amino-und Carboxyl-Gruppen als Vertreter polaren funktioneller Gruppen.
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Abb. 3-34: Prozentuale Verteilung polarer (blau/ strukturiert) und nicht-polarer (weil3/
unstrukturiert) funktioneller Gruppen an der Geloberflache des zentrifugierten
Stratum corneums des Pilotwal€dpbicephala melas. Ebenso wie die Hauto-
berflache war die Geloberflaiche gekennzeichnet durch einen Uberhang an
nicht-polaren Gruppen (vgl. Abb. 3-33). Die starke Ahnlichkeit der Geloberfla-
che mit der Hautoberflache deutete daraufhin, dass die oberflachenchemischen
Merkmale der Geloberflache fur die Merkmale der Hautoberflache verantwort-
lich waren. Auffallig war, dass an der Geloberflache der prozentuale Anteil
freier Amino-Gruppen (Lysinoalanin-?, vgl. Abb. 3-18 und Abschnitt 2.6.2)
hoher ausfiel als an der Hautoberflache.
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Die BE unterschied sich von anderen Disulfiden mit deutlich hoherer BE (z.B. CHsz—
S-S—-CH3; BE = 164,3 eV; Butyl-S—-S-Butyl BE = 164,1 eV; Phenyl-CH,—S—-S—-CH,—
Phenyl BE = 164,2 eV und Phenyl-S—-S—Phenyl BE = 164,4 eV nach TURNER et al.
1980, RIGA und VERBIST 1983, BEAMSON und BRIGGS 1992). Die zweite Kom-
ponente bei BE = 168,4 eV zeigte die Anwesenheit von Schwefel héherer Oxidati-
onsstufen (Sulfone, Sulfite oder Sulfate). Ubereinstimmungen ergaben sich bei-
spielsweise mit den Salzen CaSO, BE; = 169,0 eV, K;SO, BE;; = 169,1 eV und
Na,SO, BE;; = 168,8 eV (TURNER et al. 1980), deren BE hoher liegen und tber S
2ps;2 und S 2p1» gemittelt werden. Ebenso wurden Ubereinstimmung mit Cysteinsau-
re gefunden, deren S 2ps, Peak bei BE = 168 eV liegt (BEAMSON und BRIGGS
1992). Die Verhéltnisse der beiden schwefelhaltigen Komponenten betrugen [Sul-
fid]:[Sulfat]|nautoberfiache = 1,45 und [Sulfid]:[Sulfat]|celoberfiache = 2,24.
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4 Diskussion

4.1 Elektronenoptische und histochemische Eigenschaften des Stratum
corneums und des Gels

4.1.1 Bewuchskontrolle

Durch den Einsatz von Tieftemperatur-Konservierung in Verbindung mit kryo-
rasterelektronenmikroskopischen Techniken war es erstmalig mdglich, eine Be-
wuchskontrolle an einer chemisch unbeeintrachtigten Delfinhaut durchzufihren
(BAUM et al. 2000, BAUM et al. 2002A). Bei der intensiven Absuche von Hautproben
unterschiedlicher Tiere, Altersgruppen, Geschlechter, sowie von Delfinen aus ver-
schiedenen Fangen und Sammel-Expeditionen wurden nur gelegentlich epibionti-
sche Organismen gefunden. Ein pathologischer Befund von einem Individuum, des-
sen Haut nahezu vollstdndig von Kieselalgen bedeckt war, verdeutlicht demgegen-
Uber das hohe Reinigungspotential der gesunden Haut. Die Ergebnisse dieser Be-
wuchskontrolle bestéatigen den Eindruck einer geringen epibiontischen Belastung von
fixierten Hautproben verschiedener anderer Delfin-Spezies (HARRISON und
THURLEY 1972 und 1974, LING 1974, HALDIMAN et al. 1985, LIU et al. 1986,
PFEIFFER 1992, PFEIFFER und JONES 1993, PFEIFFER und ROWNTREE 1996).
Aus den Befunden wurde geschlossen, dass sich die untersuchten Pilotwale grof3-
tenteils erfolgreich gegen epibiontischen Aufwuchs wehren kénnen. Zu den fir Delfi-
ne typischen teils pathogenen Epibionten zahlen Bakterien und Mikroalgen (LING
1974, HOLMES 1985, DUNN 1990, USHAKOWA 1991, GOL'DIN 1994, DENYS
1997, BAUM et al. 2000), sowie Kleinkrebse und Nematoden (DIERAUF 1990,
MARINIELLO et al. 1994). Der hier beschriebene geringe Aufwuchs der Delfinhaut
steht im Kontrast zu dem starken Bewuchs meerestechnischer Anlagen und Schiffs-
rimpfe und begrindet die Annahme, dass die Delfinhaut ein geeignetes Vorbild fur

die Entwicklung umweltneutraler Bewuchsschutzoberflachen sein kénnte.
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4.1.2 Enzymatische Kontrolle der Desquamation

Wie von den Untersuchungen von SPEARMAN (1972), LING (1974) und MEYER et
al. (1995) bekannt ist die Haut der Delfine im Gegensatz zur Haut der Fische dri-
senlos. Hiervon abgeleitet wurde die Hypothese, dass die Selbstreinigungseigen-
schaften der Delfinhaut auf den Besonderheiten jeder einzelnen Hautzelle und ihrer
naheren Umgebung beruht. In diesem Zusammenhang konzentrierte sich diese Un-
tersuchung zum einen auf die Ubergangszone (Stratum granulosum) zwischen dem
lebenden Stratum spinosum und dem degenerierenden Stratum corneum und zum
anderen auf das Stratum corneum der Epidermis. Das Stratum corneum ist die Ab-
schlu3schicht der Haut; in dieser Hautschicht werden durch enzymatische Abbaure-
aktionen Reorganisationen und Destruktionen des Zellmaterials hervorgerufen
(SPEARMAN 1972, MEYER 1986, PIERARD et al. 2000, BAUM et al. 2001B). Im
Zuge der Hautabschuppung, Desquamation, gehen Zellen an der Hautoberflache
verloren, deren Platz von den tieferliegenden Zellen eingenommen wird. Diese konti-
nuierliche Aufwartsverlagerung ist im Stratum corneum gekennzeichnet durch struk-
turelle Abwandlungen der Zellen und Interzellularrdume, und, wie im Fall der Delfin-
haut, durch eine Zunahme an Kompaktheit des Zellverbandes sowie die Vernetzung
von interzellularen makromolekularen Substanzen zur Hautoberflache hin (BAUM et
al. 2001B, siehe unten).

Wie bereits in Untersuchungen zu den chemischen Selbstreinigungsmechanismen
der Delfinhaut festgestellt (BAUM et al. 2001B) beruhen diese im besonderen Mal3
auf der Anwesenheit eines breiten Spektrums an Gel-integrierten, hydrolytischen En-
zymen. Wie von den landlebenden Saugern bekannt handelt es sich bei diesen En-
zymen vorallem um Proteasen und Glykosidasen, die die Abschuppung der Hautzel-
len durch Spaltung der desmosomalen Haftbricken vorbereiten (vgl. NEMANIC et al.
1983, LUNDSTROM und EGELRUD 1988, SUZUKI et al. 1996). Im Fall der Delfin-
haut (BAUM et al. 2001B) werden die Enzyme zusammen mit einer Gelmatrix in den
Interzellularraum der Ubergangszone (dunkler Bereich in Abbildung 4-1) abgegeben.
Positive Nachweisreaktionen wurden ebenso in den obersten Interzellularraumen des
Stratum corneums (Abb. 4-1, Pfeile) und an der Hautoberflache erhalten. Nach
NEMANIC et al. (1983) macht sich die hydrolytische Wirkung der Proteasen und Gly-
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kosidasen morphologisch durch Formveranderungen der Desmosomen bemerkbar.
Dieser fur landlebende S&auger gultige Befund wird durch  kyro-
rasterelektronenmikroskopische Ergebnisse an Epidermisquerschnitten fir die Haut
des Pilotwales bestatigt. Der Schichttiefen-bezogene Vergleich der Desmosomen
innerhalb des Stratum corneums der Epidermis des Pilotwales zeigt (siehe Abb. 3-8),
dass sich die Form der Interzellularbriicken von einer Stabchenform im Ubergangs-
bereich zu einer verhakten Form in Richtung Oberflache veranderte und der Grad an
Kompaktheit des Zellverbandes zunahm.

Die hydrolytischen Enzyme kdnnen aufgrund ihrer pH-abhéngigen Umsatzgeschwin-
digkeit zwei groReren pH-Optima zugeordnet werden (um pH 6 und 8). In Bezug auf
den pH-Wert des Meerwassers (gepuffert bei etwa pH 8) waren die an der Hautober-
flache gefundenen Esterasen und Peptidasen in ihrem optimalen pH-Bereich. Die
Glykosidasen waren dagegen reaktiver bei einem pH von ungefahr 6 (Haut-interner
pH-Wert um pH 6,3) und vermutlich an der Hautoberflache weniger reaktiv.

In Bezug auf die oben beschriebenen morphologischen Veranderungen der Desmo-
somen sowie die beiden verschiedenen pH-Optima von Peptidasen und Glykosida-
sen ergibt sich ein Ablauf der Hautabschuppung, der dem von landlebenden Saugern
ahnlich ist (NEMANIC et al. 1983, LUNDSTROM und EGELRUD 1988, SUZUKI et al.
1996): In den unteren Schichten des Stratum corneums spalten Glykosidasen solche
Glykoproteine, die die Interzellularbricken vor Proteasen schutzen. Mit zunehmender
N&he zum Meerwasser werden Proteasen und Esterasen aktiver, die die Interzel-
lularbricken angreifen, wodurch sich der stoffliche Zusammenhalt der obersten Zel-
len verringert und eine Abschuppung ermdéglicht wird.

Als Besonderheit der Delfinhaut ist zu nennen, dass die Enzyme durch eine voran-
schreitende Gelbildung in einer Matrix raumlich voneinander getrennt fixiert werden,
die deren Abdiffusion verhindert (BAUM et al. 2001B, 2002B). Durch die Anderung
des pH-Wertes in oberflachlichen Schichten wird zudem die Hydrolyse des an Glyko-
proteinen reichen Gels herabgesetzt. Da die Abbaureaktionen von Glykosidasen und
Proteasen durch den abiotischen Faktor Meerwasser pH-Wert mitbeeinflusst werden,
ordne ich dem Meerwassers pH eine schaltende Funktion zu, der sich im besonderen

bei dieser Gruppe mariner Sauger auf den Ablauf der Abschuppung auswirkt.



76

'y

F » . .. b ol -y
. - R
e --!h =

Abb. 4-1: Histochemischer Nachweis von Alanyl-Arylpeptidase Reaktionen in der obe-
ren Epidermis des Pilotwales, Globicephala melas (Abbildung aus BAUM et
al. 2001B). Im Stratum corneum treten Nachweisreaktionen meist interzellular
sowie an der Hautoberflache (Pfeile) auf. Ubergangszone (U). MaR3stab 20 um.
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In Folge dieser Schaltwirkung entsteht ein hydrolytischer, mit Gel gefiliter Interzellu-
larraum, der auch an der Hautoberflache hydrolytisch wirksam ist (BAUM et al.
2001A, 2001B, 2002B).

In dem Bestand an hydrolytischen Enzymen wurde saure Phosphatase nachgewie-
sen (BAUM et al. 2001B). Dieses Enzym ist nach MEYER (1986) ein Markerenzym
fur eine langsame, nur schwach destruktive Verhornung des Stratum corneums, bei
der epidermale Makromolekile nur wenig abgebaut werden. Diesem langsamen und
unvolistandigen Abbau entspricht das haufig beschriebene elektronenoptische Ei-
genschaftsbild des Corneocyten der Delfinhaut in seiner sehr feinen intrazelluléaren
Granulierung und der Anwesenheit von elektronendichten Depositen in seiner inter-
zellularen Umgebung (vgl. GERACI et al. 1986). Dieses Eigenschaftsbild zeigt sich
elektronenoptisch auch in dieser Untersuchung fir das Stratum corneum des Pilot-
wales (Abb. 3-14 und 3-16) und wird vermutlich mechanisch durch die Kompression
der Zellen der Ubergangszone gegen das Stratum corneum Uberstiitzt. Diese Kom-
pression geht vermutlich auf den hydraulichen Druck zurtick, den das Stratum spino-
sum auf das Stratum corneum austibt.

Die Anwesenheit der sauren Phosphatase und die Histologie der Corneocyten deute
ich als starken Hinweis darauf, dass die Verhornung bei Delfinen im Gegensatz zu
den Angaben von BROWN et al. (1983) und HICKS et al. (1985) langsamer als bis-
her angenommen ablauft. Die obengenannten Autoren leiteten aus der Migrationszeit
radioaktiv markierter Zellen und der Anzahl und der Flachenbedeckung der epider-
malen Bildungszellen (basale Keratinocyten) im Verhaltnis zur Anzahl und Flachen-
bedeckung der sich abgeschuppenden Zellen (Corneocyten) fur den Tummler Tur-
siops truncatus eine Abschuppungsrate von 12 Zell-Lagen pro Tag ab (entspricht
dem zehn- bis zwdlf-lagigem Stratum corneum dieser Delfin-Species). Diese Ab-
schuppungsrate a3t sich in Bezug auf die hier experimentell bestimmte Gelbildungs-
zeit bewerten (siehe Abb. 3-26). Fir ein etwa zwodlf-lagiges Stratum corneum mit ei-
ner Abschuppungsrate von 2 Stunden pro Zelle muf3 der in dieser Untersuchung be-
fundete Ubergang vom Sol zum Gel anstelle von 5,5 Stunden demnach schon inner-
halb von zwei Stunden abgeschlossen sein. Dieser Zeitraum weist im Gegensatz zur
gemessenen Gelbildungszeit eine Unterdeckung von etwa 2,5 Stunden auf. Bei der
kritischen Analyse der von BROWN et al. (1983) und HICKS et al. (1985) durchge-
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fuhrten Berechnung ist mir die Verwendung eines nicht weiter diskutierten geometri-
schen Faktors aufgefallen. Dieser skalierende Faktor bezieht sich auf die VergroR3e-
rung des Stratum basale durch dessen Auffaltung (basal area) im Verhaltnis zum
nicht aufgefallteten Stratum corneum (superficial area) und wird als Multiplikator ver-
wendet. Die Verwendung dieses Multiplikators ist unstimmig mit der Tatsache, dass
dieser Faktor bereits in der Betrachtung (urspriinglich BERGSTRESSER und
TAYLOR 1977) der Flachenbedeckung von basalen Zellen zu Corneocyten enthalten
ist. Da die Abschuppungsrate unter steady-state Bedingungen auf die Dauer der
Zellerneuerungsrate zuriickgeht, die wie von BROWN et al. (1983) auf ungefahr 13
Tagen pro Zellzyklus bestimmt wurde und damit im Rahmen anderer Sauger liegt
(BERGSTRESSER und TAYLOR 1977), und sich die Abschuppungsrate von der
Zellerneuerungsrate durch den Einbezug des Quotienten aus sich bildender Flache
und sich abschuppender Flache unterscheidet (BERGSTRESSER und TAYLOR
1977), mul3 diese hohe Abschuppungsrate auf die geometrischen Faktoren und die
Haufigkeit der basalen Zellen (sie ist in der Tat durch die Auffaltung sehr hoch) als
Besonderheit der Delfinhaut zuriickgefihrt werden. Zieht man die Messwerte von
BROWN et al. (1983) zur Rekalkulation der Abschuppungsrate heran, liegen bei Tur-
siops truncatus unterhalb einer Zelle des Stratum corneums (mit einer Flache von
4456 pm?) 72 Zellen des Stratum basale (mit einer Flache von 61,5 pm?), von denen
etwa 7% Melanocyten ausmachen. Diese hohe Zellzahl ist auf die Auffaltung des
Stratum basale entlang der dermalen Papillen zurickzufuhren und erscheint auf-
grund der Mehrlagigkkeit des Stratum corneums ebenfalls schlissig. Da sich diese
72 Zellen einen ,Abschuppungsplatz” teilen, durchlaufen bei einer Zellzyklusdauer
von 13 Tagen pro Zelle innerhalb von 13 Tagen 72 Zellen diese Stelle. Die entspre-
chende Abschuppungsrate betragt demnach 5,5 Zellen pro Tag (0,23 Zellen pro
Stunde oder alle 4,4 Stunden eine Zelle). Bei einem zwdlf-lagigem Stratum corneum
steht zur Gelbildung deshalb ein Zeitraum von 2,2 Tagen oder 4,4 Stunden pro Zelle
fur den Ubergang der Interzellularsubstanz vom Sol zum Gel zur Verfiigung, so dass
auf der Grundlage der experimentell ermittelten Gelbildungszeit und der beobachte-
ten Konsistenz der Interzellularsubstanz eine Abschuppungsrate von 5,5 Zellen pro
Tag noch im Rahmen rheologischer Randbedingungen liegt. Vermutlich ist dieser

Wert, der sehr stark von der exakten Bestimmung der Giberdeckten Flachen abhangig
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ist, aber dennoch zu hoch angesetzt. Da Argumente dafur gefunden werden kénnen,
dass die Abschuppung langsamer ablauft als bisher angenommen scheinen kurzfri-
stiger wirkende Selbstreinigungseigenschaften fur Delfine an Bedeutung zu gewin-
nen. Dieser Schutz wére durch die an der Korperoberflache liegenden Gel-
integrierten hydrolytischen Enzyme und durch Reinigen der glatten Haut durch

Springen gegeben.

4.1.3 Enzymatische Bewuchskontrolle

Aufgrund ihrer erschwerten Abdiffusion in das Meerwasser konnen die Enzyme der
Delfinhaut eine Schutzfunktion an der Hautoberflache austiben (BAUM et al. 2001B).
Vergleichbare Ergebnisse enzymatischer Abwehrmechanismen gegen Bakterien und
Pilze wurden bei Fischen beschrieben (NAKAGAWA et al. 1987, ALEXANDER und
INGRAM 1992, WIRTH 1999, Firth et al. 2000). Es scheint im Rahmen des Mdogli-
chen, dass die Proteasen der Delfinhaut viele im Meerwasser schwebenden, haftfa-
higen, Aminosaure-haltigen Makromolekile spalten. Eine besondere Rolle bei der
Abwehr von Schleimen und Mikroorganismen kommt den Glykosidasen zu. Wird be-
ricksichtigt, dass ein pH-Wert zwischen 6 und 7 fur die Oberflache von anhaftenden
Mikroorganismen kennzeichnend ist, den DAGASTINO et al. (1991), VANDEVIVERE
und KIRCHMAN (1993) und BEVERIDGE et al. (1997) auf die Anwesenheit von
neutralen bis leicht sauren funktionellen Gruppen an der Oberflache dieser Organis-
men zurlckfuhren, werden durch die Besiedler pH-Werte an der Hautoberflache er-
zeugt, die fur die Glykosidasen im pH-Optimum liegen. Die von Mikroorganismen
geschaffene Umgebung reaktiviert vermutlich solche hydrolytischen Enzyme der Del-
finhaut, die im Fall einer Besiedlung durch diese Organismen deren saure Adhasi-
onsmolekiile zersetzen kdnnen. Dies hat zur Folge, dass sich die Flie3fahigkeit die-
ser Makromolekiile erhdht, wodurch sich in nachster Konsequenz die Ablésung durch
Luftblasen und Scherstrdmung erheblich verbessert. In Bezug auf das bionische Re-
Design von Bewuchsschutzfarben weisen die enzymatische Untersuchungen an der
Delfinhaut aus, dass Bewuchsschutzfarben, die Enzyme enthalten, vorteilhafterweise

sowohl mit Peptidasen und Esterasen sowie mit Glykosidasen ausgestattet sein
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sollten, um eine optimale Erhéhung der Flie3fahigkeit adhasiver biologischer Makro-

molekile zu gewahrleisten.

4.1.4 Gelbildung im Stratum corneum

Nach dem Konzept von GERACI et al. (1986) sind die Corneocyten der Delfinhaut
von einem makromolekularen Coating umgeben. Dieses Coating ist eine Besonder-
heit der Haut dieser marinen Sauger und unterscheidet sich von der Haut landleben-
der Sauger durch die Abwesenheit von lamellaren Korperchen (engl. membran-
coating granules, MCG) (PFEIFFER und JONES 1993, eigene Befunde), die diese
vor Feuchtigkeitsverlust schitzen (GERACI et al. 1986, LANDMANN 1988). Das
Coating wurde von GERACI et al. (1986) als Anpassung an den marinen Lebens-
raum interpretiert und beruht konzeptionell auf transmissionselektronenmikroskopi-
schen Beoachtungen von elektrophilen, osmiophilen Depositen im Interzellularraum
des Stratum corneums (HARRISON und THURLEY 1974, GERACI et al. 1986). Die
im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten transmissionselektronenmikroskopischen
Untersuchungen bestatigen die Ergebnisse von GERACI et al. 1986 und zeigten zu-
dem, dass die Interzellularsubstanz von den Zellen des Stratum granulosum, d.h. der
Ubergangszone zwischen Stratum spinosum und Stratum corneum abgegeben wird.
Mit zunehmender N&he zur Oberflache veranderte sich die Konsistenz der Interzel-
lularsubstanz. Die Konsistenzveranderung machte sich kryo-rasterelektronen-
mikroskisch durch einen Dehydratisierungsgradienten sowie transmissionselektron-
mikroskopisch durch eine GréRenveranderung chemisch fixierter Aggregate bemerk-
bar, wobei die Dehydratisierung im Interzellularraum der Ubergangszone héher als in
den oberflachennahen Interzellularraumen ausfiel und in der Ubergangszone kleine-
re Aggregate als an der Oberflache auftraten. Von der GroRenveranderung der Ag-
gregate, die bei gleichem Vernetzungsgrad der interzellularen Komponenten nicht zu
beobachten gewesen waren, wurde auf deren chemische Vernetzung geschlossen,
die vor der Fixierung aufgetreten sein mufte. Auf dieser elektronenoptischen Ver-
gleichsbasis ist es erstmalig mdglich, die interzellulare Gelbildung wahrend der Alte-

rung des Stratum corneums auf chemische Vernetzungsreaktionen zuriickzufihren.



81

In der vorliegenden Untersuchung wurden an unbehandelten Hautproben des Pilot-
wales durch Gefriertrocknung strukturelle Differenzierungen des Stratum corneums
und der Hautoberflache erzeugt. Die graduelle Differenzierung des Gewebes erfolgte
entlang des Wassergehaltes. Dabei erfuhren dehydratisierbare, stark wasserhaltige
kolloide Bereiche noch vor vernetzten Strukturbereichen Formveranderungen, wah-
rend die nicht dehydratisierbaren Fettanteile keiner Formabwandlung unterlagen.
Unter Verwendung dieser Methode zeigten die Ergebnisse, dass wie oben beschrie-
ben, die Interzellularraume der Ubergangszone und des unteren Stratum corneums
im Gegensatz zu den Interzellularraiumen des oberen Stratum corneums und der
Hautoberflache wahrend der Gefriertrocknung leichter Wasser abgeben. Das Dehy-
dratisierungsverhalten der Interzellularrdume der Hautoberflache stimmte mit dem
Dehydratisierungsverhalten der Interzellularrdume der 5 bis 6 tieferliegenden
Schichten tberein. Dieses Ergebnis ist nur méglich, wenn eine sehr ahnliche stoffli-
che Zusammensetzung (der Anteil von Wasser, Kolloiden und Fetten) in beiden Fal-
len vorliegt. Unter Anwendung dieses Konsistenz-Kriteriums ist es mdglich, die Her-
kunft der mit Gel gefillten meerwasserseitigen Interzellarraume auf die Substanzen
der Interzellularraume tieferer Schichten zurtckzufuhren. Da keine Konsistenzunter-
schiede zu den tieferliegenden interzellularen Schichten gefunden wurden, schlie-
ssen die kryo-rasterelektronenmikroskopischen Ergebnisse desweiteren aus, dass
der Porenraum der obersten Corneocyten mit Schleimen oder anderen Produkten
des Biofoulings verunreingt ist, weil diese Produkte mit einem anderen Wasser- und
Kolloidgehalt ein vom Gel unterscheidbares Dehydratisierungsverhalten zeigen. Wird
berticksichtigt, dass die Abschuppung der Zellen zu einer gleichverteilten Aufteilung
der mit Gel gefullten InterzellularrAume zwischen den sich trennenden Zellen fihrt,
dann zeigt sich, dass die hier gefundenen interzellularen Substanzen derart inniglich
mit der Hautzelle verbunden sind, so dass alle Produkte, die nicht der Delfinhaut ent-
stammen, der Haut aufgelagert bleiben und nicht in die Poren eindringen kdnnen.
Dieser Befund ist auch auf der Basis der hohen Elastizitat und Integritat des Gels
plausibel, das in den obersten InterzellularrAumen ausreift und nur unter erhéhtem
Scherstress (mehr als 8 x 10° Pa bei niedrigen Frequenzen, siehe Deformations-Test
3.4, S. 65) aus dem Porenrelief der Hautoberflache entfernt werden kann (siehe un-

ten).
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Querschnitte des Glutaraldehyd-fixierten, polymerisierten Fluids, das nach Zentrifu-
gation des Stratum corneums der Epidermis des Pilotwales gewonnen wurde, zeig-
ten ein fein strukturiertes proteinhaltiges Netzwerk, in das viele durch Osmium stabi-
lisierte Lipidtropfchen eingebunden waren. Die Lipidtropfchen waren immer von
Membranen umgeben. Da Lipidtropfchen dieser Grol3e im Stratum corneum der Del-
finhaut typisch sind (MENON et al. 1986, PFEIFFER und JONES 1993), gehe ich
davon aus, dass der EinfluR der Zentrifugation auf die Phasenverteilung von wassri-
ger, proteinreicher und fetthaltiger Phase ausreichend schonend gewesen ist, um
relevante Aussagen uber das Fluid besonders im Hinblick auf dessen rheologische
Eigenschaften zu ermdglichen. Ich vermute, dass die Lipidtrépfchen-ummantelnden
Membranen wahrend der Zentrifugation wesentlich zur mechanischen Stabilitat der
Tropfchen beitragen und die Fusion von Lipidtropfchen im Schwerefeld erschweren.
Aus der Lage der Membranen zwischen den unmischbaren polaren und unpolaren
Phasen wurde auf deren amphiphilen Charakter geschlossen. Unter der Annahme,
dass das Biogel der Delfinhaut ein typisches Hydrogel ist, indem sich dreidimensio-
nale makromolekulare Netzwerke in einer Salzlésung befinden, deutete die Anwe-
senheit von Membran-umschlossenen Fettropfchen auf eine dritte Phase hin. Ver-
mutlich sorgen die Membranen fir eine stoffliche Kopplung zwischen den beiden
unmischbaren Phasen. In einem solchen Multiphasen-System kann eine stoRweise
eingetragene hohe Energie, wie sie beispielsweise wahrend der Zentrifugation auf-
tritt, auf mehrere Phasen verteilt werden. Bei Delfinen scheint sich ein Multiphasen-
System als Anpassung an hohe mechanische Stressereignisse wie beispielsweise
Springe entwickelt zu haben: In Form eines viskoelastischen Korpers, stabilisiert
Uber lokale Gelstrukturen, dampft das Multiphasen-System durch stofflich determi-
nierte mechanische Kopplung die hohen mechanischen Belastungen (vergleiche
rheologische Ergebnisse, Abschnitt 3.4).

Bei den topologischen Untersuchungen wurden neben den Lipidtropfchen (0,1 bis 5
pm) in der interzellularen Gelmatrix ausgedehnte Lipidareale (bis zu 300 um) an der
Hautoberflache (Abb. 3-2) gefunden, die sich bei der Gefrierdtzung nicht dehydrati-
sieren liessen. Hinweise auf eine mehrphasige Gelmatrix liessen sich ebenso aus
den rheologischen Untersuchungen und den oberflachen-chemischen Analysen ab-

leiten (siehe unten). Da die biologische Bedeutung der topologischen und chemi-
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schen Heterogenitat vermutlich nicht ausschliel3lich mit den rheologischen Eigen-
schaften in Zusammenhang steht, erwarte ich von weitergehenden Untersuchungen
zur ,Biophilie" und ,Biophobie” einen wertvollen Wissenszuwachs in Bezug auf die

Selbstreinigungseigenschaften der Delfinhaut.

4.1.5 Topologische Bewuchsschutzkontrolle

Die untersuchte Hautoberflaiche war neben der Anwesenheit eines interzellularen
Gels von den topologischen Besonderheiten der Zelloberflachen gepragt. Im Ver-
gleich zu den Ergebnissen von GUCINSKI (1986), der eine durchschnittliche Rauig-
keit der Hautoberflache von 0,9 bis 8,7 um aus Untersuchungen von Polysulfid-
Replicas (Dental-Wachs) an der Haut des Tummlers Tursiops truncatus und des
Schwertwales Orcinus orca mit Hilfe eines Perthometer Rauigkeit-Analysators be-
stimmte, zeigte die Zelloberflache der auf’eren Hautzellen des Pilotwales kryo-
rasterelektronenmikroskopisch lediglich nanoraue laterale Erhebungen von unter
0,03 um. Strukturgebend waren kleine regelmallige Spitzen, die von einem Gelmedi-
um umgeben waren (vgl. BAUM et al. 2002). Die Rauigkeit der Zelloberflache liel3
sich durch Gefriertrocknung, chemische Fixierung und Trypsinierung auf das 10-
fache erhdhen. Das resultierende in der Aufsicht honigwabenférmige Relief mit einer
Tiefe von 0,3 um (durch eine rasterkraftmikroskopische Untersuchung an chemisch
fixierter Haut bestatigt, unverotffentlicht) wurde durch seine Unverdaulichkeit mit
Trypsin (WALSH und CHAPMAN 1991) als Relief der desmosomalen Glykoproteine
identifiziert. Dieses Netzwerk bildete anndhernd hexagonale Poren, die zu 90 % der
GroRenfraktion von 0,1 bis 0,2 pm? angehérten. Der Vergleich dieser engen Poren-
grolRenverteilung mit der GréfRe von Mikroorganismen und Mikroalgen, die bis auf
wenige Ausnahmen gréRer als 0,2 pm? sind, zeigte, dass die Anheftung solcher Or-
ganismen auf die Spitzen oder die Rander des Netzwerkes beschrankt bleiben mus-
sen und damit eine wesentliche Erleichterung der Abreinigung auf der Basis redu-
zierter Kontaktflachen an der Hautoberflache des Pilotwales eintritt (BAUM et al.
2002A). Neben der engen PorengroRenverteilung ist eine groRe Ahnlichkeit der Po-
rengeometrie mit der hexagonalen Honigwabenform vorhanden, von der sich das

desmosomale Relief der Corneocyten durch die Verlagerung der Porenrander in die
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Tiefe unterscheiden. In Bezug auf die Verringerung der Kontaktflache kann diese
Unterstrukturierung (vgl. Abb. 3-6) als zusatzliche Option angesehen werden, durch
die eine Anheftung auf wenige Kontaktpunkte mit dem harten Substrat der Desmo-
somen (im Vergleich zum Gel) beschrankt wird (siehe Abb. 3-6 und 4-2). Das Nano-
relief stellt eine Schutzstufe auf topologischer Basis dar, die auch dann erhalten
bleibt, wenn durch zu starke mechanisch Belastung Gel aus dem Porenraum entfernt

wird.

A B

Abb. 4-2: GroRenausschlul3 von marinen Mikroorganismen durch Porenbildung zur Ver-
minderung von Kontaktflachen. Aufsicht auf eine honigwabenférmige Struktu-
rierung (A). Die Reduktion der Kontaktflache an der Oberflache des Cor-
neocyten wird durch die Verlagerung der Rander in die Tiefe verstarkt (B). Das
Muster B ist kennzeichnend fiir die Delfinhaut ohne Gelfiillung. Die Gelfil-
lung der (wasserseitigen) interzellularen Poren enthalt intakte Enzyme. Diese
Enzyme verdauen marine adhéasive Stoffe und erhéhen deren Flie3fahigkeit.
Durch die Kombination von porenformender Substanz (Nanorelief) und poren-
fullender chemisch aktiver Substanz (Gel) werden Nischen flir Schleime und

Biofouler ausgeschlossen.

Es ist im Vergleich zu den Delfinen auffallig, dass auch Fische und Wasserpflanzen
eine glatte Bedeckung der Korperoberflache aufweisen. Bei Fischen verhindern die
mukoiden und an Glykoproteinen reichen dinnen Schleimschichten den direkten
Kontakt von Biofoulern mit dem Koérper. Diese Schleimbarriere wird von desmoso-

malen Erhebungen von 2 - 10 um auf der Oberflache der Keratinocyten gehalten
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(BEREITER-HAHN et al. 1979, MITTAL et al. 1995, WIRTH 1999). Damit zeigen die
Oberflachen der Keratinocyten der Fische und der Delfine einen vergleichbaren
kompositen Aufbau aus Stoffen unterschiedlicher Konsistenz. Vermutlich spiegeln
sich die Unterschiede in der Elastzitat der kdrperdeckenden Gele in Form der Poren-
tiefe wieder (je steifer das Gel ist, desto hdher ist sein Grip in kleineren Poren). Die
Elastizitat des Gels wiederum kénnte von der Hohe der Belastung (Schwimmen ver-
sus Springen), dem Grad der Umstromung und der Kdrpermasse abhangig sein.
Diese dynamischen EinfluRgroRen lassen sich auch auf sessile Wasserpflanzen
Ubertragen, deren Belastung aufgrund der Standorttreue geringer ausféllt und deren
Schleimhdllen nicht durch besondere Porenreliefe an der Kérperoberflache gehalten
werden (Abb. 4-3). Es ist deshalb zu vermuten, das sich vergleichbare, analoge Ei-
genschaften der Korperbedeckung mehr als einmal in der Evolution entwickelt haben
(siehe Fische, Delfine und Wasserpflanzen wie beispielsweise bei der Kanadischen
Wasserpest Elodea canadensis (Abb. 4-3)). Da mikroraue Erhebungen wie von In-
sekten und Pflanzen bekannt bei Delfinen durch die Stérung der laminaren Grenz-
schicht einen negativen Einflul? auf die hydrodynamische Effizienz haben kodnnen,
haben sich vermutlich nicht wie bei Fischen mikroraue sondern nanoraue Oberfla-
chen als Biogel gefllltes Nanorelief in dieser Sdugergruppe entwickelt.

Nach Nachtigall (2000) suchen Mikroorganismen Nischen in der Grenzschicht la-
minarer Stromungen als Habitate auf. Solche Nischen fehlen an der Hautoberflache
der Delfinhaut und deren Abwesenheit kann ein Grund fir die geringe Organismen-
dichte sein. In Hinblick auf die Scherkréfte, die flr eine Abreinigung erforderlich sind
und besonders in Nischen gering ausfallen (SCHLICHTING und GERSTEN 1997,
NACHTIGALL 2000) sowie den hydrodynamischen Vorzugen einer laminaren Grenz-
schicht, ergab sich in dieser Untersuchung ein Zusammenhang zwischen den spezi-
fischen und hydrodynamischen nanorauen Strukturen und den hydrodynamischen
Bedurfnissen und dem Schwimm- und Sprungverhalten von Delfinen. Es wurde ver-
mutet, dass die Reinigung durch Delfin-typisches Sprungverhalten induzierbar ist,
aber nicht per se durch Schwimmen stattfindet. Diese Einschrankung tragt der biolo-
gischen Bedeutung Rechnung, laminare Umstromung und Bewuchsminderung opti-

mal miteinander zu verbinden.
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Kryo-rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von der Blattoberflache der
kanadischen WasserpeBtpdea canadensis. Vergleichbar mit der Delfinhaut
findet sich auch hier eine gelbedeckte Oberflache. Im Gegensatz zur Delfinhaut
weist die Blattoberflache keine Mikro-oder Nanostrukturierungen auf. Maf3stab

10 um. (Dr. Ralf Stelzer, Christof Baum)
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Es ist bei dieser Ausfiihrung zu beachten, dass die Poren der Delfinhaut real mit ei-
nem Zymogel geflllt sind. Die Gelflllung der Poren wird von mir als Hinweis darauf
gedeutet, dass eine Abwehr von Kontaminationen, die Kkleiner als Biofouling-
Organismen ausfallen, wegen ihrer molekularen Grof3e nicht mehr ausreichend durch
topologische Strukturierungen maglich ist. An deren Stelle tritt die obengenannte
chemisch basierte Verteidigung.

Obwohl noch nichts Uber die Dynamik der Anheftungs-Abtragvorgange bekannt ist,
ist dieser sterische GroRenausschluss und die damit verbundene Abwesenheit von
Mikronischen eine wesentliche Vorraussetzung fur die Reinigungsvorgange, die mit
Hilfe von Luftblasen und Scherstrémungen wahrend der Delfinspriinge erzeugt wer-
den. In Analogie zur Hautreinigung mittels Luftblasen bei Delfinen findet dieser Me-
chanismus praktische Anwendung beispielsweise bei der Vorreinigung von Compu-
ter-Grundbausteinen (Wavern) oder der Gebil3reinigung (z.B. Correga-Tabs) (vgl.
SUAREZ et al. 1999, SUAREZ 2001). In Versuchen mit kiinstlichen Oberflachen, die
wie die Delfinhaut glatt waren, zeigte die Autorin, dass nach mehreren Passagen von
Luftblasen etwa 80% aller Oberflachen-adsorbierten Partikel (Polystyren-Kugelchen,
Kolloide und Mikroorganismen) unabhangig von der Benetzbarkeit der Oberflache
entfernt wurden. Dabei fuhrte der starke desorptive Charakter der Luftblasenreini-
gung zur Verduinnung von Biofoulern. Ich vermute deshalb, dass die aus der Ergeb-
nissen von SUAREZ (2001) abgeleiteten Reinigungsfahigkeiten von Luftblasen ne-
ben dem Abtrag der Organismen auch die Verdiinnung von Signalmolektlen wie bei-
spielsweise Lactonen unterstitzen, die Bakterien zur Initiation der Koloniebildung
verwenden (siehe FLEMMING und WINGENDER 2001), und damit zusatzlichen
Schutz gegen Aufwuchs bieten. Im Hinblick auf den Wirkmechanismus der Luftbla-
senreinigung beschrieb SUAREZ (2001), dass an hydrophilen (wasserliebenden)
Oberflachen die Kontaktzeit zwischen Testpartikel und Luftblase sowie deren kineti-
sche Energie die Reinigung beeinflute und der Kontakt mit Luftblasen an hydropho-
ben (wasserabweisenden) Oberflachen zur Entnetzungen der Oberflache fiihrte. Die-
se Entnetzung verstarkte die Verdinnung der Wasserschicht zwischen Partikel und
Luftblase und verbesserte ihren desorptiven Charakter. An beiden Oberflachenarten
Uberwand die kinetische Energie der Luftblase das elektrostatische Potential der ad-

sorbierten Testpartikel.



88

4.1.6 Axiom der Kontaktflachenreduktion

Eine Verkleinerung der effektiven Anheftungsmdaglichkeiten fir Verschmutzungen ist
beispielsweise von Insekten und Pflanzen bekannt (WAGNER et al. 1996,
BARTHLOTT und NEINHUIS 1997). Bei diesen Lebewesen vermindern mikroraue,

wachshaltige Erhebungen von 1-10 um die Anzahl von Kontaktpunkten fir Kontami-
nationen.

Kontamination

B B R
S e e e B e e e e e
R R R R R
R R

Kontaktflache
A

Minimum an Kontakt

Maximum an Kontakt

I [l 11 vV
Durchmesser der Vertiefung

Abb. 4-4. Theoretische Ableitung minimaler und maximaler Kontaktflachen in Abhan-
gigkeit vom Durchmesser einer Vertiefung (I-IV) unterhalb der Auflageflache
einer partikularen Kontamination. Die hier diskutierte Verringerung von Kon-
taktflachen fir Biofouler (< 0,2 pfpals eine ,bio-relevante Anpassung® einer
Porengeometrie folgt aus der Uberlegung, dass gerade dort ein Minimum an

Kontakt entsteht, wo wenig Unterstltzungspunkte fir einen Organismus exi-
stieren.
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Aufgrund der Haufigkeit von Kontaktflachenreduktionen bei verschiedenen biologi-
schen Oberflachen kann von ihrer grof3en biologischen Bedeutung ausgegangen
werden. In Abhangigkeit der PartikelgroRenverteilung kontaminierender Teilchen
vermindert die topologische Skalierung einer schmutzbelasteten Oberflache in Form
von Vertiefungen (GréRenausschluss) die Krafte, die zur Uberwindung der Adh&sion
solcher partikularen Kontaminationen bei ihrer Ablésung erforderlich sind (Minimum
an Kontakt, Abb. 4-4, vgl. EDWARDS und RUTENBERG 2001). Aus der Untersu-
chung an der Delfinhaut geht hervor, dass die Porigkeit der Oberflache auf ein Mini-
mum an Kontakt selektiert wurde. Der starkste Hinweis hierfir ist die enge Haufig-
keitverteilung der Poren, die zu 90% unterhalb der Grof3e von marinen Biofoulern
liegen. Ebenso ist zu beachten, dass die geometrischen Abmessungen der Poren
nicht in die Nahe eines maximalen Kontaktes liegen durfen (und bei Delfinen auch
nicht liegen).

Dieses Untersuchungsergebnis halte ich fur sehr wichtig fur die Entwicklung von
umweltneutralen Bewuchsschutzfarben. In Bezug auf die Grol3e der abzuwehrenden
Organismen oder Partikel kann als grobe Ann&herung zur topologischen Optimierung
einer Oberflache mit kontaktreduzierten Eigenschaften folgender Zusammenhang
angenommen werden: hexagonale Porenweite etwa 0,45 Partikelgrof3e (ergibt ma-
ximal drei Unterstitzungslinien) und Porentiefe etwa 0,3 Partikelgrof3e (ergibt ein in-
stabiles Gleichgewicht fur einen Eindringling). Anderseits kann im Hinblick auf eine
bionische Verbesserung selektiver Anreicherungsprozesse eine Partikelgro3en-
spezifische Vertiefung gefunden werden, die ein Maximum an Kontakt aufweist (vgl.
Abb. 4-4): hexagonale Porenweite etwa 1,05 Partikelgrof3e und Porentiefe etwa 1,05

Partikelgrole.

4.1.7 Glykokonjugate im Stratum corneum

Die Substanzen, die histochemisch im Interzellularraum des Stratum corneums der
Epidermis des Pilotwales untersucht wurden, waren reich an sauren Glykokonjuga-
ten. Die Anwesenheit von Glykokonjugaten im Interzellularraum entsprach den Er-
gebnissen, die aus der Signaldifferenz zwischen dem UV-Signal und dem 10-fach

hoheren RI-Signal wahrend der saulenchromatographischen Trennung des Zentrifu-
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gates ermittelt wurden. Die Befunde stimmen mit Untersuchungsergebnissen von
SPEARMAN (1972) und KNOSPE (1989) uberein, die mit der Perjodsaure-Schiff-
Reaktion (PAS) neutrale Glykoproteine in den Interzellularraumen von Stratum spi-
nosum, Stratum granulosum (Ubergangszone) und Stratum corneum nachwiesen.
Von beiden Autoren wurde zudem ein Anstieg der Acidophilie zum Stratum corneum
hin beschrieben, was mit dem fur das Fluid des Stratum corneums bestimmten Haut-
internen pH-Wert von 6,3 korreliert. Zudem ist von marinen sowie landlebenden be-
haarten Saugern bekannt, dass Spaltprodukte von epidermalen Glykoproteinen die
Haufigkeit bakterieller Hautbesiedler reduzieren (MEYER et al. 2000, MEYER et al.
2001).

4.1.8 Thiol-Gruppen im Stratum corneum

In Ubereinstimmung mit dem histochemischen Nachweis freier Thiol-Gruppen in der
Delfinhaut von SPEARMAN (1972, Dihydroxy-Dinaphtyl-Disulfid-Methode) und
KNOSPE (1989, Plumbit-Reaktion) konnte in dieser Untersuchung gezeigt werden,
dass der Gehalt an freien Thiol-Gruppen im oberen Anteil des Stratum spinosums
ansteigt, im Stratum granulosum die héchste Konzentration erreicht und im Stratum
corneum abnimmt. Dieser Aspekt, der Ergebnissen von Landsaugern entspricht
(MEYER 1986, MEYER und SCHLESINGER 1991), wurde hier durch die Markierung
von Thiol-Gruppen mit dem Fluoreszenz-Farbstoff Eosin-5-maleimid fur die Haut des
Pilotwales, Globicephala melas, bestattigt. Aus der besonders deutlichen Farbung
des Stratum granulosums (Ubergangszone) (Abb. 3-18) ist zu schliessen, dass eine
kovalente Vernetzung, die ebenso aus dem Strukturwandel der Interzellularsubstanz
abzuleiten ist, sich moglicherweise auf der Basis von Thiol-Gruppen/ Disulfid-
Brucken vollzieht. Es ist zur Zeit unklar, um welche Substanzen es sich handelt. In
Frage kommen aber in erster Linie Fillagrine und Keratin-Polypeptide, die den
Hauptbestandteil der Proteine in der Epidermis ausmachen und Uber inter- und in-
tramolekulare Disulfid-Briicken vernetzen. Die meist helikalen Keratin-Polypeptide
kommen in phosphorylierter oder glykosilierter Form vor und sind dimerisch, trime-
risch und tetramerisch aggregiert (SKERROW 1984). Es ist zudem bekannt, dass im

Stratum corneum neben Disulfid-Briicken auch Vernetzungen dieser Proteine Uber ¢-
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(y-Glutamyl)-Lysin-, Lanthionin- und Lysinoalanin-Bindungen vorliegen (SKERROW
1984, FUKUYAMA und EPSTEIN 1984), die ebenfalls positiv mit Eosin-5-maleimid
reagieren kdénnen (vgl. COBB und BETH 1990).

4.2  Vielwinkel-Laserstreulicht-photometrische Untersuchung des Gels

4.2.1 Dispersitat des Gels

Mit Hilfe von Vielwinkel-Streulicht-Photometrie in Verbindung mit Grof3enausschluf3-
chromatographie war nachzuweisen, dass das zentrifugierte Stratum corneum des
Pilotwales Aggregate enthélt, die an Grol3e mit der Zeit zunehmen.

Wie der Vergleich der Detektorsignale (UV und RI) zeigte, fiel die Proteinkonzentrati-
on um eine Zehnerpotenz niedriger aus als die detektierte Gesamtmasse. Dieses
Ergebnis ist als Hinweis auf eine Mischung von zucker- und fetthaltigen Substanzen
sowie deren Proteinkonjugate zu deuten. Ich vermute zudem, dass neben den histo-
chemisch nachgewiesenen sauren Glykokonjugaten auch Lipide, im besonderen
nicht-polare Glykosyl-acylceramide auftreten (MENON et al. 1986). Diese Ceramide
umgeben in der Haut landlebender Sauger interzellulare Membransysteme (mem-
bran-coated granules, MCGSs), die vor Flussigkeitsverlust schiutzen (LANDMANN
1980, WERTZ 1984) und in der Delfinhaut als Ummantelung von Lipidtropfen zu fin-
den sind (MENON et al. 1986, PFEIFFER und JONES 1993, vgl. Ergebnisse 3.4).

Es war aufféllig, dass die Absorption fur ultravioltes Lichtes in der Fraktion von 4-6
kD Uberproportional erhdht war. Dieses Absorptionsmaximum ist vermutlich auf die
dem Zentrifugat farbgebenden Phaeomelanine zurtickzufiihren, die als Cystein- und
Tryosin-haltige orange-rote Chromophore eine starke Absorption fur UV-Licht auf-
weisen (KOLB et al. 1997, DONOIS et al. 1998).

Die sieben durch Saulenchromatographie getrennten Fraktionen lassen sich einem
breiten Molmassenspektrum zuordnen (< 10’ g-mol™ und = 10® g-mol™) und belegen,
dass das Zentrifugat ein polydisperses Fluid mit uneinheitlicher, zeitabhangiger Mol-
massenverteilung darstellt. Mit steigendem Probenalter wurde eine Erhéhung der
Molmassen beobachtet; doch besonders auffallig war dabei der Verlust einer 20-30

kD Fraktion, deren Vielfaches mit zunehmender Versuchszeit entstand. Die Beob-
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achtung legt nahe, dass es sich dabei um Di- Tri, und Polymere der Fraktion von 20-
30 kD handelte. Eine solche Molmassendispersion ist von Keratin-Polypeptiden be-
kannt (ACHTSTAETTER et al. 1986).

Die Aggregation und die damit verbundene Zunahme an Molmasse wurde nicht nur
bei den beschriebenen, schwach verdinnten (1:10), sondern auch bei stark ver-
dinnten Losungen (1:500) beobachtet, wobei die Aggregation keiner Sattigung un-
terlag. Aus diesem Befund ist zu folgern, dass die Aggregation, wie auch makrosko-
pisch zu beobachten, zu immer gréReren Aggregaten fuhrt. Die Bildung von Aggre-
gaten steht damit im Einklang gelkinetischer Experimente, bei denen ein Anstieg von
strukturierenden Elementen mit der Zeit gemessen wurde. Obwohl Molmassen nicht
direkt mit den physikalischen Parametern verglichen werden kdnnen, ist ihr zeitab-
hangiger Anstieg ein hinreichendes Kriterium fur die Bildung der oben genannten
Aggregate. Es ist zu vermuten, dass sich wegen der hohen Selbstaffinitéat diejenigen
mechanischen Eigenschaften des Fluids entwickeln, die in den rheologischen Unter-
suchungen ein hohes Mal} an Elastizitat bewirkten.

Bei den ersten und bis heute einzigen rheologischen Untersuchungen einer Delfin-
haut-Meerwasser-Suspension suchten SOKOLOV et al. (1969) mit Hilfe eines Ost-
wald Viskometers nach Polymeren, die den Wasserwiderstand herabsetzen. Im Ge-
gensatz zu ihren urspringlichen Vermutungen fanden die Autoren keine Hinweise
auf Polymere, die einen Einflu3 auf die Dehnviskositat des Meerwassers haben (vgl.
KLEIN 2000). Dieser Befund stimmt mit den Ergebnissen der eigenen Untersuchun-
gen Uberein. Hierbei ist aus den oben beschriebenen Aggregationsexperimenten ab-
zuleiten, dass das aggregative und rheologische Verhalten von verdinnten Kompo-
nenten mit einer Partikelbildung und nicht mit dem Aufbau von gut I6slichen hydro-
kolloiden Makromolekulen einhergeht. Zu diesen gelésten Makromolekilen, die den
Wasserwiderstand herabsetzen, zahlen beispielsweise die Glykokonjugate der
schleimigen Hautsekretionen der Fische (HOYT 1975, WIRTH 1999).

4.2.2 Aggregationskinetik des Gels

Der exponentielle Anstieg der Molmassen und die oben beschriebene allméhliche

Aggregation aus kleinen Elementen zu Vielfachen zeigen, dass die Aggregation
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mutmallich mit den Bildung von kleinen Zentren beginnt. Dabei ist die kontinuierliche
VergroRerung der Zentren wahrscheinlich. Bei den Experimenten stiegen in doppelt-
logarithmischer Auftragung die Gyrationsradien linear mit den steigenden Molmassen
an (Abb. 3-25). Die doppelt-logarithmische Auftragung der Gyrationsradien gegen die
Molmassen enthalt Informationen tber die molekularen Konformationen (der detek-
tierten Molekule) vergleichbar mit dem Kuhn-Mark-Houwink-Plot der Nullviskositat
gegen das Molekulargewicht (siehe KULICKE 1985, WYATT 1993, WYATT
TECHNOLOGY DEUTSCHLAND 1994). In beiden Fallen entspricht die Steigung der
Geraden der Konformation der Aggregate, wobei eine Steigung von 0,33 bei sphari-
schen Molekilen auftritt, eine Steigung von 0,5 - 0,6 linearen Molekilen mit statisti-
cher Anordnung entspricht und eine Steigung von 1 bei stabférmigen Molekilen ge-
funden wird. Der hier gefundene Wert von 0,46 entspricht damit eher kompakten Ag-
gregaten als statistisch angeordneten Polymeren (siehe auch BAUM et al. 2002B).
Es ist aber bei dieser Betrachtung zu bedenken, dass diese Aussagen streng ge-

nommen nur fur Proben Gultigkeit besitzen, deren (Poly-)Dispersitat mit der Zeit

gleichbleibend ist. Die hier aus zeitabhangigen Dispersitaten abgeleitete Geraden-
steigung schrankt das Gewicht dieser analytischen Aussage ein, weil sich die Dis-
persitat bei Polymerisationsreaktionen stetig andert und die Messwerte nicht wie Ub-
lich aus einer einzigen Messung entnommen werden koénnen. Anderseits waren
Messungen aus Verdiunnungsreihen zur Vereinzelung von Aggregaten kein Wis-
sensgewinn zur obengenannten Analyse, weil die Gefahr besteht, dass auch hier
unspezifische Vernetzungsreaktionen die Konformation der Molekille und deren Ag-
gregate verschleiern (vgl. WYATT TECHNOLOGY DEUTSCHLAND 1994), bzw.
Vernetzungsreaktionen nicht mehr auftreten und deshalb der Ruckschluss auf die Art
der Polymerisation nicht mehr gegeben ist. Aufgrund der gefundenen Linearitat gehe
ich allerdings davon aus, dass trotz eines methodischen Vorbehaltes eine adequate
Beschreibung der Konformation der Aggregate als kompakte Molekile vorliegt.

Durch die Zugabe von L-Cystein reduzierten sich in Abh&anigigkeit von der Konzen-
tration die anfanglichen Molmassen der Aggregate (Abb. 3-24). Ich schliesse daraus,
dass L-Cystein eine Umkehr der Aggregation hervorruft, indem vormals praformierte
Aggregate zerstort werden. Diese chaotrope Wirkung fuhre ich auf das milde Oxida-

tionspotential von L-Cystein auf freie (Lysinoalanin-Gruppen ?) Thiol-Gruppen (Thiol-
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Gruppen erhaltend) und Disulfid-Briicken (Bricken spaltend) zuriick, so dass es
maoglich ist, dass L-Cystein wahrend der Aggregatbildung die Ld&slichkeit der Re-
aktanten beinflute. Weitere Untersuchungen kénnten zeigen, inwieweit die Rekon-
stitution von Aggregaten von der Bildung von Disulfid-Bricken abh&ngig ist. Ich ver-
mute, dass Disulfid-Brucken-Bildungen aus freien Thiolen (Lysinoalanin-Bindungen
?) zu den priméaren Reaktionen der interzellularen Gelbildung des Stratum corneums
der Delfinhaut gehéren. Im Zusammenhang mit den rheologischen Befunden, die das
typische Verhalten von kovalent vernetzten Polymeren zeigten, ist anzunehmen,
dass im besonderen Mal3e Keratin-Polypetide an den Reaktionen beteiligt sind (vgl.
STEINERT 1983). Desweiteren vermute ich, das L-Cystein mit den reaktiven, Thiol-
Gruppen enthaltenden Gelbildnern in diesem Experiment reagierte, weshalb keine
Uberproportionale Beschleunigung des Massenaufbaus zu beobachten war (je mehr
freigesetzte Reaktanten, desto schneller der Massenaufbau). Diese Beschleunigung
ist bei gelkinetischen Messungen an unbeeinflussten Proben zu beobachten (vgl.
beschleunigte Strukturbildung in verdiinnten im Gegensatz zu unverdiinnten Losun-

gen unter dem Gesichtspunkt der Liberation reaktiver Komponenten, Abb. 3-28).

4.3 Rheologische Eigenschaften des Gels

Nach dem Konzept von GERACI et al. (1986) sind die Corneocyten der Delfine von
einem makromolekularen Coating umgeben. In den eigenen elektronenoptischen
Untersuchung nachzuweisen ist, dass dieses Coating wahrend der Reifung der Cor-
neocyten interzellulare Aggregate bildet, deren Morphologie dem auspolymerisierten
zentrifugierten Fluid gleicht. In dieser Arbeit erfolgte erstmalig die Untersuchung die-
ses Fluids mit rheologischen Methoden. Aus den Entsprechungen zwischen elektro-
nenoptischen und rheologischen Eigenschaftsbildern des interzellularen Fluids ergibt
sich als zentrales Kennzeichen fur das Stratum corneum der Haut des Pilotwales,
Globicephala melas, der Ubergang der Interzellularsubstanz vom Sol in ein Gel, das
zu einem multi-phasischen, viskoelastischen Korper ausreift.

Dabei sind die Befunde der unverdinnten Proben maf3geblich fir die Bewertung der
biologischen Eigenschaften dieses Fluids und seiner Bedeutung fur die Hautoberfla-

che, weil in den elektronenoptischen Untersuchung der Beginn aggregativer, struktu-
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reller Veranderungen auf die obersten 5 bis 6 interzellularen Schichten des Stratum
corneums zuriickgefuhrt werden kann. Einerseits stehen diese Schichten nicht in di-
rektem Kontakt mit dem Meerwaser und unterliegen somit keinem Verdinnungsef-
fekt, anderseits ist das kovalent vernetzte Gel in Meerwasser nicht 16slich. Daraus
leite ich ab, dass die Eigenschaften der unverdinnten Proben den Eigenschaften der

Gelbedeckung der Hautoberflache entsprechen.

4.3.1 Reproduzierbarkeit rheologischer Messungen

Identische Gelkinetiken wurden unter stress-kontrollierten und deformations-
kontrollierten Bedingungen erhalten, was darauf hindeutet, dass die Gelbildung von
der Art der Belastung unabhangig ist.

In Bezug auf die ,Frische* der Proben, die zwischen ein bis funf Stunden nach Eintritt
des Todes genommen wurden, gehe ich aufgrund des reduzierten Stoffwechsels
dieser Schicht, der mehrere Stunden nach dem Tod der Tiere anhalt (BROWN et al.
1983), davon aus, dass keine wesentlichen Unterschiede in der ,Frische” der Proben
bestehen.

Fur alle Untersuchung wurde eine standardisierte Probenhandhabung verwendet.
Das Zeitintervall vor den Messungen betrug etwa 15 Minuten und gewahrleistete eine
vergleichbare Vorlaufzeit bei allen Messungen, die im Verhéaltnis zur Mel3zeit von
mehreren Stunden gering ausfiel. Die Probenvorbereitung umfalite die Zentrifugation
bei konstanter Geschwindigkeit und Dauer.

Fur alle gelkinetischen Messungen gilt, dass die Zentrifugationsgeschwindigkeit
(1500, 3000 und 4000 U-min™) EinfluR auf die Lage der cross-over points nimmt (vgl.
Abb. 3-29), wahrend ein Einflul3 unterschiedlicher Stress-Vorgaben (0,07 Pa, 0,1 Pa
und 0,27 Pa) innerhalb des linear viskoelastischen Bereiches nicht deutlich wird. Je
héher die Zentrifugationsgeschwindigkeit ausfallt, desto friher ereignet sich der
cross-over point bei gleicher Konzentration. Wird berticksichtigt, dass die Proben-
konzentration durch die unterschiedlichen Zentrifugationsgeschwindigkeiten nicht
beeinfluRt wird (Abb. 3-27), ergeben sich zwei SchluR3folgerungen: Erstens wirkt sich
eine hohere Zentrifugationsgeschwindigkeit beschleunigend auf die Gelbildung aus.

Vermutlich handelt es sich hierbei um einen rein mechanisch-induzierten Liberati-
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onseffekt reaktiver Komponenten, der zur Zerstoérung praformierter Aggregate fuhrt.
Diese Schlu3folgerung wird durch die Tatsache unterstitzt, dass zweitens die Zen-
trifugation unter den geringstmoglichen Zentrifugalkréaften nicht zu einer selektiven
Anreicherung von beispielsweise besonders reaktiven oder unreaktiven Kompo-
nenten fihrt, weil keine Abhangigkeiten von der Zentrifugationsgeschwindigkeit bei
konzentrationsbezogenen Betrachtungen der cross-over points nachzuweisen sind.
Damit kann fir diese und fur weitere Untersuchungen an diversen Zentrifugaten di-
verser Delfinarten begrindet werden, dass der Einflul3 der Probenaufbereitung im
Hinblick auf den Faktor Zentrifugationsgeschwindigkeit unter milden Bedingungen
keinen Einflul® auf die Konzentration der Proben nimmt und die Probenkonzentration
das wichtigere Gutekriterium fir Vergleichsmessungen darstellt.

Die Gelkinetiken waren bei allen Aliquots einer Probe reproduzierbar. Aufgefallen ist
mir lediglich, dass die Konzentrationen der unverdiinnten Proben mitunter variierte.
Dies fuihre ich im wesentlichen auf die Kondensation von Raumfeuchte auf den abge-
raspelten Proben wahrend der Zentrifugation zurtick, die nicht kontrolliert werden
konnte. Kondensierte Raumfeuchte fuhrt zur Verdiinnung und wirkt sich auf die kon-
zentrationsempfindliche Gelbildungskinetik aus (vgl. 3-27).

In dieser Untersuchung wurden die Probenkonzentrationen mit dem Bradfort Assay
colorimetrisch gegen das Glykoprotein Ovalbumin bestimmt sowie aus den Signalen
des Refraktionsindex-Detektors extrapoliert, wobei letztere Methode bevorzugt wur-
de. Dies hat seinen Grund in der nicht bekannten Konjugationsrate des colorime-
trisch bestimmten komplexierten Farbstoffes, dessen Bindung zudem auf die aul3e-
ren Bereiche der Aggreagte beschrankt sein dirfte und deshalb zu Fehlinterpretatio-
nen der Konzentration von an Glykokonjugaten reichen Proben fuhren kann. Ander-
seits mul3 bertcksichtigt werden, dass die differentielle Bestimmung von Konzentra-
tionen aus RI-Signalen auf der Kenntnis eines Substanz-spezifischen Brechungsin-
dex-Inkrementes beruht. Da dieses nicht gegeben war, wurde in Kauf genommen,
dass das Inkrement fur Proteine (siehe 2.7.1) moglicherweise zu einem systemati-
schen Fehler fiihrte. Allerdings zeigte sich eine gute Ubereinstimmung in den Ergeb-
nissen zwischen beiden Methoden, die in dieser Untersuchung zur Konzentrations-
bestimmung eingesetzt wurden. Es erscheint mir sinnvoll, fir zukinftige Untersu-

chungen nach gelspezifischen Markern zu suchen. Dies wére auch vor dem Hinter-
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grund einer Vergleichbarkeit der Gelkinetiken von Gelen verschiedener Delfinarten
eine verlassliche Basis. Ich schlage vor, dass die Konzentrationsbestimmung bei-
spielsweise immunologisch (20-30 kD Fraktion) in Verbindung mit der Messung der

optischen Aktivitat der Proben vorgenommen wird.

4.3.2 Gelbildung und Strukturaufbau des Gels

Der Verlauf der Gelbildungskinetik konnte in drei Abschnitte (I-1ll) geteilt werden
(Abb. 3-26):

l. Liberationsphase. Zu Beginn der Gelbildung lagen bei den unverdiinnten So-
len schwankende Messwerte der Module und des Strukturfaktors f vor. Da diese Un-
dulationen bei verdinnten Proben (ab einer Verdinnung von 1:10) nicht zu beob-
achten waren und bei diesen der cross-over point friher erreicht wurde als bei un-
verdinnten Proben (aber ebenso wie bei den unverdiinnten Proben Strukturbildun-
gen auftraten) entsprechen die Messwertschwankungen Gleichgewichtsreaktionen
zwischen desaggregierenden und reaggregierenden gelbildenden Subsystemen, die
auf der Basis sterischer Effekte zur Freigabe (Liberation) vernetzender Komponenten
fuhren.

I. Gelbildungsphase. In der nachsten Phase, in der der Cross-over point enthal-

ten war, bildeten sich bis zu einer Verdiinnung von 1:20 viskoelastische Gele, deren
Fahigkeit zur Speicherung freier Energie stetig anstieg.

[I. Gelreifungsphase. Besonderes Kennzeichen der Gelbildung der unverdinnten

Interzellularsubstanz ist in der dritten Phase eine Reifung des Gels zum viskoelasti-
schen Korper. Wahrend dieser Reifung néhert sich der Verlustmodul G durch einen
starken Anstieg an den ebenfalls steigenden Speichermodul G™ an. Ich leite daraus
ab, dass die Interzellularsubstanz des Stratum corneums der Epidermis des Pilotwa-
les bei steigender struktureller, elastischer Integritat ein sehr gute Dampfer ist, des-
sen rheodestruktive Toleranz gegenuber Belastungen erhéht wird, indem, wie die
Messwerte zeigen, im Verhéltnis von etwa 1:2 Energie Uber viskoses Fliessen dissi-

pierte oder elastisch gespeichert wurde.



98

Eine Gelbildung kann auf der Basis von real und formal kompartimentierten Mikro-
umgebungen als diskrete Zeitreihe sequentieller und paralleler Reaktionen beschrie-
ben werden (FLEISCHER, unveréffentlicht): Als vorteilhaft erwiest sich flr deren Be-
schreibung dabei die Normalisierung der Messwerte in dimensionslose Eigen-
schaftsfaktoren, die fur die Extrapolation der Gelbildung auf ihren Beginn oder die
Anpassung an allgemeine Reaktionsmodelle eingesetzt werden kénnen (vgl. Abb. 3-

28). Im Gegensatz zum Phasenverschiebungswinkel 9,

d = arctan E%E [4.1]

der sowohl das viskose als auch das elastische Verhalten angibt, zeigt der Struktur-
faktor f die rein elastische und strukturierende Evolution der Gelbildungsvorgange an.
Diese Evolution des Strukturfaktors f, der von den realen Messwertunterschieden
zwischen unterschiedlichen Verdinnungen befreit ist, zeigte fur die Gelbildungskine-
tiken des Pilotwales, Globicephala melas, unverdinnter Proben und Verdinnungen
bis 1:1 einen sigmoiden Verlauf, dem ich kooperative Interaktionen gelbildender
Subsysteme zuordne. Ein sigmoider Charakter der Strukturbildung beschreibt, dass
die Gelbildung unverdinnter Proben in der Liberationsphase einerseits einer Initiali-
sierung reaktiver Komponenten bedarf und andererseits die Reaktion der Kompo-
nenten exponentiell neue reaktive Komponenten hervorbringt, die in der Evolution
der Strukturbildung umgesetzt werden, bis schlie3lich eine Sattigung einsetzt. Der
sigmoide Verlauf spricht deshalb fur eine Gelbildung, die von kleinen Reaktionszen-
tren ausgeht, die schlie3lich miteinander in der Gelreifungsphase vernetzen (in
Ubereinstimmung mit den Vielwinkel-Laserstreulicht-photometrischen Ergebnissen).
Ich vermute, dass die Strukturbildung auf der Basis einer Phasentrennung, die spater
als Multiphase (vgl. Abb. 3-19) durch chemische Vernetzung physikalisch stabil
bleibt, Agglomerate sterisch beeinflu3t, Affinitatszentren und Bindungstellen freilegt
und auf deren Interaktivitat verstarkend zuriickwirkt. Da der Liberationseffekt in un-
verdinnten Proben schwécher ausfallen sollte (in verdinnten Losungen liegen die

bereits freien interagierenden Formen vor), kann postuliert werden, dass der evoluti-
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ve Verlauf der Strukturbildung bei unverdiinnten Proben exponentiell verlauft. Diese
Annahme wird durch die Kurvenverlaufe verdiinnter Proben bestatigt (Abb. 3-28).
Zusatzlich zeigten die durchgefiihrten rheologischen Untersuchung zur Deformier-
barkeit des Gels (siehe unten, Abb. 3-32), dass in jungen Gelen zeitgleich Scherver-
zahungen und pseudoplastisches Verhalten auftreten, wobei letzteres mit der Zeit
verloren geht. Da pseudoplastisches Verhalten auf Desaggretionen von Makromole-
kulen (wie beispielsweise Entschlaufung oder Phasentrennung) und Scherverzahung
auf sich spannenden elastischen Elementen beruht, gehe ich davon aus, dass sich
im Laufe der Gelreifungsphase teilvernetzte Aggregate in vernetzte Agglomerate
umwandeln. Ebenso verdeutlicht der eindrucksvolle Anstieg der dissipativen Spei-
cher in der Gelbildungsphase (nach dem Cross-over point) die Zunahme der sich
immer starker trennenden Phasen, deren strukturelle Einheit im Fall der Deformati-
onsexperimente bei Uberschreiten einer maximalen Deformation abrupt verloren ging

und sich nicht wieder aufbauen konnte.

4.3.3 Rheologisch-biochemische Eigenschaften des Gels

Wie aus den Voruntersuchungen zur Probenentnahme zu schliessen, war das Gel-
bildungspotential des abgeriebenen Stratum corneums Sauerstoff empfindlich, weil
nur unter Vakuum (oder Tieftemperatur-Konservierung bei —196 °C) der Sol-
Charakter des Fluids erhalten blieb. Eine derartige reduzierte Umgebung ist im Be-
reich der Ubergangszone zu erwarten, deren Sauerstoffversorgung durch deren Ab-
stand von Blutgefal3en vermindert ist, wahrend sich relativ dazu oxische Verhéltnisse
an der dem Meerwasser zugewanden Seite der Haut aufbauen. Aus den ersten Ver-
suchen ging desweiteren hervor, dass aus lediglich oberflachlich abgeschurften
Hautflachen kein gelbildendes Fluid zu erhalten ist (die Gelbildung ist in diesen
Schichten bereits abgeschlossen). Die Empfindlichkeit der Reaktionen gegeniber
der Anwesenheit von Sauerstoff gab Anlass zu der begriindeten Vermutung, dass
bei der Gelbildung Redox-Prozesse involviert sind, die unteranderem Vernetzungs-
reaktionen von Sauerstoff-empfindlichen (Thiol-)Gruppen hervorrufen.

Die mechanischen Spektren, die von dem Gel aufgezeichnet wurden (Abb. 3-30 und

3-31) zeigten, dass der Speichermodul G” und der Verlustmodul G™* Uber zwei Deka-
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den unabhangig von der Frequenz waren und die Werte von G” ein bis zwei Zehner-
potenzen Uber G~ lagen. Diese Eigenschaften bestatigen, dass das Gel, welches
aus dem Stratum corneum des Pilotwales gewonnen wurde, die Eigenschaften eines
kovalent vernetzten Gels aufwies (vergleiche FERRY 1980). Aufgrund der starken
Vernetzung wird vermutet, dass die sich vernetzenden Komponenten Thiol-Gruppen
tragen und in hoher Konzentration im Gel vorliegen, um die gemessene hohe Elasti-
zitat zu erzeugen. Diese beiden Eigenschaften treffen beispielsweise auf Keratine zu,
deren Polypeptide Hauptbestandteile der Epidermis sind (STEINERT 1983). Bei den
Netzwerkeigenschaften von heteropolymeren Keratinfilament-Aggregaten wurde zu-

dem die Eigenschaft der Scherverzahung beschrieben (MA et al. 1999). Im Gegen-

satz zu den in vitro Préaparationen von heteropolymeren Keratinfilament-Aggregaten
(MA et al. 1999), wurden bei dieser Untersuchung weder im Interzellularraum des
Stratum corneums oder im Gel Anzeichen von Filament-Aggregaten gefunden. Die
Abwesenheit von kleineren Aggregaten im Gel kénnte deshalb auch wegen des aus-
gepragten pseudoplastischen Verhaltens (siehe unten) auf kleinere Elemente hin-
deuten, die, wie oben diskutiert, agglomerieren. Die Anwesenheit von interzellularen
Agglomeraten anstelle von Filament-Aggregaten erklart die rheologisch gemessene
Versteifung des Gels in Kombination mit einer Erh6hung der inneren Beweglichkeit.

Aus den mechanischen Spektren geht hervor, dass das Gel eine hohe Elastizitat
aufweist und die elastischen Elemente bei Frequenzen unterhalb von w = 0.62 rad-s™
keine wesentliche Aktivierung mehr erfahren, so dass auch der Strukturfaktor f unter-
halb dieser Frequenz nur geringfugig abfiel (nicht gezeigt) wahrend der Verlustmodul
leicht anstieg. Da die aufgepragte Energie also dissipiert, ohne die elastische Phase
zu belasten oder zu zerstoren, fuhre ich die beobachtete Energiewandlung auf die
Anwesenheit einer dritten viskosen Phase zuriick. Der Schluf? wird durch die Uberle-
gung gestutzt, dass fir ein zweiphasiges System aus elastischem Netzwerk und
wassergefilltem viskosem Zwischenraum eine Aktivierung der viskosen Phase nicht
ohne die Aktivierung der elastischen moglich ist. Eine dritte Phase tritt im Gel in Form

Membran-ummantelter Lipidtropfchen auf.
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4.3.4 Mechanische Belastbarkeit des Gels

In den mechanischen Spektren ist eine belastungssensitive Frequenz aufféllig, bei
der ein Anstieg des Verlustmoduls G™ vorliegt (Abb. 3-31). Diese Frequenz stimmt
mit derjenigen Frequenz Uberein, mit der die Gelbildung untersucht wurde. Diesen
Dampfungseffekt deute ich als Hinweis auf einen belastungorientierten optimierten
Zustand der Gelbildung, der im Vergleich zu anderen Frequenzen bei gleicher struk-
tureller Integritat ein erhohtes Mal3 an Belastung sowohl elastisch speichern als auch
in Scherwarme dissipieren kann. Vermutlich liegt bei der Dampfung eine Resonanz
belasteter Struktureinheiten vor. Die Dampfungsfahigkeit verliert sich bei alteren,
ausgereiften und belastungsresistenteren Gelen. Weitere Untersuchungen zur Fre-
guenzabhangigkeit solche Dampfungseffekte sind vor dem Hintergrund ihrer biologi-
schen Bedeutung sinnvoll. Ich gehe davon aus, dass die mechanische Belastung, die
Delfine wéahrend ihrer Bewegung erzeugen, durch die erhdhte Dampfungsfahigkeit
des Gels in ihrer rheodestruktiven Wirkung fur das Gesamtsystem abgemildert wer-
den. Vergleichbare Dampfungseffekte, die einen Einflu3 auf einen interzellularen
Strukturaufbau nehmen, sind von den Kollagen-Proteoglykan-Aggregaten der Chon-
drocyten des hyalinen Knorpels bekannt (SUH et al. 1995, BUSCHMANN et al. 1995,
ZHU et al. 1996).

Unklar ist zur Zeit die Auswirkung der Frequenz von w = 20 - 30 rad-s* auf die Be-
lastbarkeit und die Stabilitat des Gels. Bei dieser Frequenz waren die Messwerte der
Module und des Strukturfaktors f vermindert. Ich vermute, dass bei dieser Frequenz
ein weiterer Resonanzfall eintritt, bei dem die viskose fetthaltige Phase in eine
Schwingung gerét, die die Dissipation von Energie im MeRintervall nicht erlaubt und
deshalb die vernetzte elastische Phase Uberlastet. Dieses Phanomen zeigt zum ei-
nen, dass die hohe strukturelle Einheit des Gels auf dem synergistischen Zusam-
menspiel der drei oben genannten Phasen beruht und zum anderen, dass ein sol-
cher Resonanzfall die Rheodestruktion der Struktur beginstigen kann. Es muf dann
vermutet werden, dass bei einer solchen Resonanzfrequenz die Abschuppung der
Zellen erleichtert wird.

Aus den Deformationsversuchen geht hervor (Abb. 3-32), dass das Gel Uber einen

weiten Deformationsbereich als solches belastbar ist und hohe Schubspannung auf-
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nehmen kann, bevor es bei einer Deformation von y = 75% zerstort wird. Wie fur ko-
valent vernetzte Gele typisch (FERRY 1980) wird der linear viskoelastische Bereich
bei einer Deformation um y = 1% verlassen. Da die aufgepragten Belastungen im
Experiment fir mehrere Minuten auf das Gel ohne Schaden ausgetbt werden kon-
nen, nehme ich an, dass ein Gel mit diesen Eigenschaften an der Hautoberflache
des Pilotwales Belastungen wahrend der Sprung- und Beschleunigungsphasen wie-

derstehen kann.

4.3.5 Biologische Bedeutung des Gels

Die hohe Belastbarkeit und der Einschluf3 von Lipiden stehen im klaren Gegensatz
zu den biochemischen und rheologischen Eigenschaften von Gelen und Kolloiden
aus gelosten organischen Substanzen und Glykokonjugaten epibiontischer Biofilme
(ALUWIHARE et al. 1997, CHIN et al. 1998, STOODLEY et al. 1999, MORENO et al.
2000). Im Meerwasser finden sich geloste adhasive amphiphile Polysaccharide, die
von Algen freigestetzt werden und Kolloide und Gelpartikel bilden (CHIN et al. 1998,
PASSOW 2000). Die Gelbildung dieser besonderen Fraktion der gelosten organi-
schen Substanzen im Meer (engl., dissolved organic matter, DOM) ist konzentrati-
onsabhangig und eine Eigenschaft der Polysaccharide, die vor allem aus sulfatierten
Acyl-Heteropolysacchariden bestehen (ALUWIHARE et al. 1997, ALUWIHARE und
REPETA 1999). Die Transformation der kleinen gelésten Molekile (= 2 um) in absin-
kende Gelpartikel (= 2 um) ist vermutlich ein wichtiger Schritt im Kreislauf der gel6-
sten organischen Substanzen (PASSOW 2000). Solche Kolloide belegen geladene
und ungeladene Oberflachen von Organismen oder Unterwasserkonstruktionen und
reichern sich dort zu einem diinnen Film an (engl., conditioning layer), der als ,biolo-
gisierte” Oberflache das Substrat fir den Biofouling-Prozess darstellt. Mikrofouling-
Organismen nehmen Kontakt zu diesem Film auf und wachsen zu einem schleimigen
an Polysacchariden reichen Biofilm aus (TOSTESON 1984, RAMUS und KENNEY
1989, WAHL 1989, VANDEVIVERE und KIRCHMAN 1993, SUTHERLAND 1994,
COOKSEY und WIGGLESWORTH-COOKSEY 1995, BERVERIDGE et al. 1997,
STOODLEY et al. 1999). Solche Biofilme haben adhasive und schitzendende Auf-
gaben fur die Biofilm-integrierten Organismen (FLEMMING und WINGENDER 2001).
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Im Vergleich zu der hohen Belastbarkeit des Gels aus dem zentrifugierten Stratum
corneum zeigen Algenexsudate und bakterielle Biofilme elastischen Moduli, die zwi-
schen 20 - 40 Pa varieren (NIJENHUIS 1997, STOODLEY et al. 1999, PICIOREANU
et al. 2000) und damit 1 - 2 Zehnerpotenzen unterhalb der Moduli des porenfillenden
Gels an der Hautoberflachen des Pilotwales, Globicephala melas, liegen (bis zu 2000
Pa in dieser Untersuchung). Eine rheologische Besonderheit von Biofilmen ist, dass
sie unter Stressbelastung Biomasse akkumulieren und sich unterhalb dieser Bela-
stung wie viskoelastische Korper verhalten (Ubergang von Bingham Koérper in Flui-
de). Beim Uberschreiten dieser Bildungsbelastung durch &uBReren rheodestruktiven
Stress aber auch durch das zunehmende Eigengewicht gehen sie in viskoelastische
Fluide tber und zerreissen (RIELLY 1997, STOODLEY et al. 1998 und 1999).

Ich vermute deshalb, dass aufgrund der Belastungsunterschiede vor und wahrend
des Springens die Fliel3grenzen fur akkumulierte Polymere (im Einklang mit ihrem in
dieser Untersuchung beobachteten seltenen Auftreten an der Delfinhaut) periodisch
Uberschritten werden. Im Gegensatz zu den Biofilmen liegt die mechanische Belast-
barkeit des Gels wegen seiner starken Vernetzung deutlich hoher. Aus der Anwe-
senheit des Gels in den Poren der Corneocyten gehe ich davon aus, dass der Unter-
schied in der Belastbarkeit zwischen Biofilm und Gel grof3 genug ist, um Schleime
und mit Schleim befestigte Biofouler wahrend des Springens von der Haut zu entfer-
nen, ohne dabei das Gel zu schéadigen. Diese bisher unbekannte Eigenschatft ist be-
sonders vor dem Hintergrund der Selbstreinigung von Vorteil. Erstens kann die
Selbstreinigung durch Verhalten gesteuert werden und zweitens ist durch das Gel
gewabhrleistet, dass auch solche Stoffe, die nicht sterisch von der Oberflache auszu-
schliessen sind, durch Scherung und den Kontakt mit Luftblasen abgetragen werden.
Desweiteren garantiert die strukturelle Integritat der Delfinhautoberflache vor und
wahrend des Springens, dass im Gel eingeschlossene Enzyme nicht von der Hauto-
berflache abdiffundieren, sondern an der Hautoberflache hydrolytisch gegen die
Schleime wirksam werden konnen, um deren Flie3fahigkeit zu erh6hen. Deshalb
verstarkt die Kombination aus Gel und Enzymen, Zymogel, sowie die durch das Gel
induzierte oben beschriebenen Glattung der Haut und die damit verbundenen Abwe-

senheit von Nischen, die Selbstreinigungsfahigkeit der Hautoberflache des Pilotwa-
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les. Anhand der rheologischen Befunde wird deutlich, dass die wichtigsten Selbstrei-

nigungseigenschaften der Delfinhaut durch die Gelbildung ermdglicht werden.

4.4  Oberflachenchemische Eigenschaften der Hautoberflache und des Gels

Im Rahmen dieser Untersuchung waren die oberflachenchemischen Merkmale der
Hautoberflache des Pilotwales von Interesse und ihr Zusammenhang mit den Pro-
dukten aus dem Interzellularraumen des Stratum corneums. Mittels Photoelektronen-
spektroskopie fur die chemische Analyse konnten oberflachenchemische Merkmale
der Hautoberflache und der Geloberflache untersucht werden, deren Habitus in den
oben beschriebenen elektronenoptischen Untersuchungen charakterisiert wurde. Da
die Hautoberflache von einem Gel bedeckt ist, welches das etwa 300 nm tiefe Poren-
relief der desmosomalen Verbindungen ausfullt, war es wegen der Informationstiefe
der photoelektronenspektroskopischen Analyse von ca. 8 nm mdoglich, das Gel an
der Hautoberflache chemisch zu charakterisieren. Die chemische Zusammensetzung
der Hautoberflache des Pilotwales wurde zusatzlich mit der Zusammensetzung der
Oberflache des in vitro Gels verglichen, das aus dem Zentrifugat des Stratum cor-

neums hervorgegangen war. Der qualitative und quantitative Vergleich der auf Koh-
lenstoff C bezogenen Elementverhaltnisse zeigt, dass nur geringe Unterschiede zwi-
schen der mit Gel bedeckten Hautoberflache und Oberflache des in vitro Gels be-
standen. Aus dem Ergebnis wurde geschlossen, dass die chemische Zusammenset-
zung der Hautoberflache von der Zusammensetzung des Gels bestimmt wird. Es ist
zudem davon auszugehen, das Bereiche der Hautoberflache nicht von den Spuren
aus dem Biofouling-Prozess uberlagert sind.

In dieser Untersuchung wurden Differenzen in den [N]:[C]-Verhaltnissen zwischen
Ubersichtssprektren und Elementsspektren gefunden. Diese liegen aber im Rahmen
statistischer Fehler, die aufgrund der unterschiedlichen Energieauflésung und daraus
resultierenden Problemen beim Abzug des Spektrenuntergrundes bei den verschie-
denen Spektren auftreten kénnen. Aul3erdem beeinflussend sind unterschiedliche
Bindungszustande des Kohlenstoffs, die sich aufgrund der Energieauflosung des
Spektrometers einer Separation im Elementspektrum entziehen. Dies gilt insbeson-

dere fur die Differenzierung primarer (-C—NH,), sekundarer (-C—NHR) und tertiarer
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Amine (-C-NR%). Ebenso wurden Differenzen in den [N]:[C]-Verhaltnissen zwischen
Hautoberflache und Geloberflache gefunden. Der erhdhte N-Anteil des Gels im Ver-
gleich zur Hautoberflache (Tab. 3-2) wird auf einen geringeren Anteil an flichtigen
Kohlenwasserstoffen (als Reifezeichen des Gels) oder die Seggregation von hydro-
phoben Gruppen (-CH,- Kettenabschnitte) an der Hautoberflache im Gegensatz zu
den hydrophilen Gruppen (z.B. den Aminen) im Gel zurtickgefuhrt.

Bei der Analyse beider Probenarten fiel auf, dass die Probenoberflachen von einer
chemischer Heterogenitat (in etwa 70 % unpolare Gruppen und 30 % polare Grup-
pen) gepragt waren. Innerhalb der polaren Gruppen wurden gré3ere Unterschiede im
Gehalt von Aminen und Ammonium gefunden. Der in beiden Proben nachzuweisen-
de leichte UberschuR an Stickstoff N (als Differenz zwischen [N]:[C]c 1s und
[N]:[Cllspec in Tab. 3-2) ist wahrscheinlich (hydrophilen) sekundaren Aminen bzw.
stickstoffhaltigen Ringen (z.B. in Tryptophan, Histidin) und freien Aminogruppen (z.B.
—C—-NH,, wie Lysin, vgl. 4.1.8 und 4.2.2) zuzuordnen. In beiden Proben wurden
Esterbindungen identifiziert. Der Esterpeak F fiel kleiner als der Komponentenpeak D
aus (Alkohole, Ether, Aldehyde, Etherkohlenstoff der Estergruppe). Die hier gemes-
senen chemisch heterogenen Kohlenstoff-Bindungen wurden in Form eines Multi-
phasen-Systems sowie durch die Anwesenheit von Glykokonjugaten und chemisch
vernetzenden Gruppen aus den rheologischen Messungen, den biochemischen
Analysen und morphologische Darstellungen abgeleitet. Um tiefergehende Einsich-
ten Uber den Einflul3 der chemisch heterogen Kohlenstoff-Bindungen auf die Benetz-
barkeit der Delfinhautoberflache zu erhalten, sind Messungen von dynamischen
Kontaktwinkeln geplant. Es ist zu vermuten, dass sich aufgrund des hydratisierten
Charakters des Gels eine gute Benetzbarkeit der Hautoberflache (mit geringer Hyste-
rese) mit wassrigen Medien entwickeln wird.

Die chemische Heterogenitat und die Anwesenheit eines nicht unbetrachlichen An-
teiles an polaren Gruppen wie beispielsweise freien Aminen steht im Kontrast zu den
niedrigen kritschen Oberflachenspannungen von 20 - 30 mN-m™ und den daraus ab-
geleiteten Niedrigenergie-Oberflachen (engl., low-surface energy surfaces), die
GUCINSKI et al. (1984) und GUCINSKI (1986) fur die Hautoberflachen des Tumm-
lers Tursiops truncatus und des Schwertwales Orcinus orca bestimmten. Zu diesen

Messungen ist anzumerken, dass kritische Oberflachenspannungen durch Benet-
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zungen von Obeflachen mit Flussigkeitstropfen bekannter Oberflachenspannung ge-
wonnen werden und die Autoren zum diesem Zweck die Delfinhaut au3erhalb des
Wassers untersuchen mufiten. Ich vermute, dass die Bestimmung der Oberflachen-
spannungen der Delfinhaut als kritische Oberflachenspannung (an Luft) sich nicht auf
die Benetzbarkeit der Delfinhaut unter Wasser Ubertragen lal3t. Meine Zweifel beru-
hen auf der Einsicht, dass die in dieser Arbeit demonstrierte (kryo-raster-
elektronenmikroskopische Befunde) hautbedeckende dinne Gelschicht schnell aus-
trocknet. Dieses hat zur Folge, dass sich aus dem vormals hydratisierten (hydrophi-
len) Gel an der Hautoberflache nach dem Austrocknen aufgrund der Seggregation
hydrophober Seitenketten zur hydrophoben Luft hin eine nicht native hydrophobe
Oberflache entwickelt, deren kritische Oberflachenspannung niedriger ist als im hy-
dratisierten Zustand (SEDEV et al. 1996). Hinweise auf die Seggregationsfahigkeiten
des Gels an der Hautoberflache wurden auch in der vorliegenden chemischen Ana-
lyse gefunden (siehe oben). Zudem ist die Méglichkeit gegeben, dass wahrend der
Benetzung der Delfinhaut mit hydrophoben Stoffen Lipidtrépfchen penetriert werden
und sich dadurch die Form des benetzenden Tropfens, aus der der Kontaktwinkel
bestimmt und die Oberflachenspannung berechnet wird, verandert.

Es war aufféllig, dass der Metallanteil an der Geloberflache im Verhaltnis zur Hauto-
berflache deutlich héher ausfiel (Tab. 3-1). Im besondern wurde eine hohe Konzen-
tration an Kalium gefunden, das in intakten, von Membranen separierten Zellen ein
Indikator fur das intrazellulare Kompartiment ist (WEISS und JELKMANN 1990). Im
Gegensatz dazu ist Natrium ein Indikator fir den Interzellularraum. Da allerdings in
einem Stratum corneum wegen der enzymatischen Degradation Membranen fehlen,
ist eine definitive Zuordnung zu einem der beiden Kompartimente nicht moglich. Das
Ergebnis wurde jedoch von mir als Hinweis darauf gedeutet, dass durch den Zentri-
fugationsprozess auch intrazellulare Verbindungen in das Zentrifugat Ubergehen. In
Bezug auf die vergleichbare organische Zusammensetzung von Hautoberflache und
Geloberflache erscheint diese Vermischung jedoch von untergeordneter Bedeutung
zu sein. Andererseits kdnnte wahrend des Aufenthaltes im Schwerefeld die Vermi-
schung durch Zentrifugation den Ubertritt von Intrazellularsubstanz in den Interzellu-
larraum durch hydaulische Vorgange wahrend der Verhornung des Stratum cor-
neums (Abb. 3-15) lediglich verstarkt haben.
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Obwonhl die relativen Anteile der Komponentenpeaks der Kohlenstoff assozierten or-
ganischen Verbindungen von Hautoberflache und Geloberflache quantitativ ver-
gleichbar war, fiel mir auf, dass das Verhaltnis von anorganischen lonen im Gegen-
satz zur Hautoberflache an der Geloberflache erhtht war. Diese relativen Konzentra-
tionsunterschiede von Salz-bildendenden Elementen (Tab. 3-1, Natrium-lonen,
Phosphat, Sulfat, Chlorid, Kalium-lonen, Calcium-lonen) an der Hautoberflache und
der Geloberflache, deute ich als Hinweis auf Diffusionsvorgdnge von anorganischen
lonen. An der Hautoberflache war die Konzentration von Kalium im Verhéaltnis zum
Kohlenstoff der Probe unterhalb der Nachweisgrenze, wobei sich Kalium aufgrund
der Nahe des K 2p Peaks zum C 1s schlecht nachweisen lafit. Dieser Befund deutet
darauf hin, dass Kalium an der Hautoberflache der Diffusion unterliegt und im Aus-
tausch mit dem Meerwasser steht. Die Kalium-Konzentration des Meerwasers ist mit
300 mg I* im Gegensatz zur Natrium-Konzentration mit 10 721 mg I* gering
(DIETRICH et al. 1975). Weitere Hinweise fur Diffusionsvorgdnge an der Hautober-
flache sind aus dem Verhaltnis der schwefelhaltigen Komponenten zu entnehmen.
Unter der Annahme, dass Sulfide (-SH oder —S-S-) nur Protein-gebunden auftreten,
deutet die geringere Konzentration der Sulfate an der Hautoberflache im Verhaltnis
zur Geloberflache auf deren Abgabe an das Meerwasser hin ([Sul-
fid]:[Sulfat]|nautoberfiache = 1,45 und [Sulfid]:[Sulfat]|celoberfiache = 2,24). Nach DIETRICH
et al. (1975) liegt der Schwefel-Gehalt des Meerwassers bei etwa 900 mg . Aus
den Ergebnissen ist ableitbar, dass die Interzellularsubstanz hyperton zum Meerwas-
ser ist. Diesem Befund wird eine Bedeutung im Hinblick auf den Wasser- und lonen-
Haushalt der Delfinhaut beigemessen. Weitere Untersuchungen zum lonen-Haushalt
der Delfinhaut sollen klaren, inwieweit die Gelbildung (als lonentauscher) ein an das
marine Medium angepasster Schutz gegen einen transcutanen Wasserverlust ist.
Aufgrund der Anwesenheit von Silicium an der Hautoberflache und seiner Abwesen-
heit an der Geloberflache (Tab. 3-1) vermutet ich, dass Silicium in Form von Silikat-
lonen aus dem Meerwasser oder den Schalen von Diatomeen zu dem Signal fuhrte.
Silcium als Silikat ist mit einem Schwankungsbereich (Diatomeenbliten reduzieren
den freien Silikat-Gehalt im Meerwasser) zwischen 0 - 10 mg-I'* ein typischer Mikro-
nahrstoff des Meerwassers (DIETRICH et al. 1975).



108

Die photoelektronenspektroskopische Analyse ergab ein [Ca]:[P]-Verhaltnis der
Hautoberflache von 1,08. Dieser Messwert entspricht in etwa den Messwerten, die
ich im Rahmen meiner Diplomarbeit durch eine energie-disperse Roéntgen-Analyse
(EDXA) fur das Stratum corneum des Weil3seitendelfins Lagenorynchus acutus
[Ca]:[P] = 0,97+ 0,32 ermitteln konnte (BAUM 1997).

Die Anwesenheit von Zink im Gel (Tab. 3-1) fuhre ich auf die Anwesenheit Zink-
haltiger Proteine (z.B. Fillagrine, Enzyme) zurick. Aus der Gruppe der Enzyme
kommen vor allem Serin-Proteasen in Betracht, die bei einem Enzymassay im Stra-
tum corneum der Epidermis des Pilotwales, Globicephala melas, gefunden wurden
(BAUM et al. 2001B). Die Bedeutung von Serin-Proteasen im Interzellularraum des
Stratum corneum steht im Zusammenhang mit der Abschuppung von Hautzellen, bei
der die desmosomalen Haftbriicken zwischen den Zellen enzymatisch gelost werden
(siehe 4.1.3).

Die hier diskutierte oberflachenchemische Analyse zeigt, dass die Oberflache der
Delfinhaut durch unpolare und polare Bindungen gekennzeichnet ist (BAUM et al.
2002, in Vorbereitung). In diesem Zusammenhang ist das Be -und Entnetzungsver-
halten an polaren und unpolaren Oberflachen fir die Selbstreinigung der Hautober-
flache durch Scherstromung und Luftblasen von Bedeutung. Ich vermute, dass wie
von SUAREZ (2001) an kunstlichen hydrophoben Oberflachen bestatigt der Kontakt
mit Luftblasen neben der temporaren Entnetzung und Reinigung der Oberflache der
Delfinhaut auch zur Ausbildung eines temporaren Uber eine groRRere Flache be-
trachtet mikronisierten Luftpolsters fuhrt. Dieser Effekt konnte sich zuséatzlich wie von
Pinguinen, die im Spurt Luftblaschen aus ihrem Gefieder entlassen, bekannt
(BANNASCH 1995), positiv auf die Verminderung des Reibungswiderstandes nach
abgeschlossenem Widereintritt ins Wasser im Anschluss an einen Sprung auswirken.
Fur die Reinigung von polaren Oberflachen durch Luftblasen ist nach SUAREZ
(2001) die kinetische Energie der Luftblasen und deren Kontaktzeit mit der Oberfla-
che entscheidend. Untersuchungsergebnisse von COWLING et al. (2000), ENOTO et
al. (2000), GOTTENBOS et al. (2001) und PASMORE et al. (2002) deuten daraufhin,
dass weiche, hydrophile Oberflachen sich sehr gut gegen die Anfange des Biofou-
lings, den Aufbau der ,conditioning layer“, bewehren, wahrend ihre Antifoulingeigen-

schaften bei langerer Besiedlung nachlassen. Im Gegensatz dazu sinkt bei langerer
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Besiedlung die Retention von Bakterien auf hydrophoben Oberflachen unter Scher-
stress oder nach Kontakt mit Luftblasen (BOS et al. 2000). Aufgrund der geringen
Belastung durch Biofouler und der Abwesenheit von aufgelagerten Polymeren an der
Delfinhaut gehe ich davon aus, dass einerseits die kinetische Energie der Luftblasen
und deren Kontaktzeit an den polaren Bereichen der Delfinhaut und andererseits der
Grad der Entnetzung an den unpolaren Bereichen hoch genug ist, um die Reini-
gungseffekte in beiden Gebieten zu gewahrleisten. Die vermute deshalb, dass an der
Delfinhaut eine optimale Verteilung chemisch heterogener Bereiche vorliegt, so dass
die zu unterschiedlichen Zeiten bevorzugt Bewuchs-reduzierenden Oberflachencha-
rakteristika sowohl zu Beginn als auch in einer spateren Phase des Biofoulings zur
Geltung kommen (Baum et al. 2002, in Vorbereitung).

Da bei dieser Art der Reinigung feste, flissige und gasformige Phasen eine Rolle
spielen, ergeben sich Parallelen zum “Lotus-Effekt” (BARTHLOTT und NEINHUIS
1997). Der “Lotus-Effekt”, der bei Pflanzen bewirkt, dass anorganische, organische
und biologische Staube (z.B. Sporen von Mikroorganismen) durch Beregnung von
der Blattoberflache entfernt werden konnen, beruht auf zwei Oberflachenkennzei-
chen des Blattes. Generell zeigen Oberflachen mit “Lotus-Effekt” Mikrostrukturierun-
gen im Bereich von 1 — 30 um (hydrophobe feste Phase), die die Kontaktpunkte fir
die Staubpartikel reduzieren. Die Zwischenraume dieser Mikrostrukturen sind von
Luft umgeben (hydrophobe gasformige Phase). Desweitern sind diese Erhebung hy-
drophob (bei Pflanzen bestehen sie aus Wachskristallen). Rollt nun ein Wassertrop-
fen (hydrophile flissige Phase) Uber eine derartig gestaltete Oberflache, werden die
aufgelagerten Staube an der Tropfenoberflaiche festgehalten und mitgefiihrt. Das
Wasser dringt dabei nicht in die Mikrostrukturen ein, weil erstens die Mikrostrukturen
hydrophob sind und zweitens die sie umgebende Luft eine hydrophobe Sperrschicht
aufbaut. Vergleicht man eine Oberflache mit “Lotus-Effekt” mit der Delfinhaut so wird
deutlich, dass im Fall der polaren Zonen an der letzteren inverse Verhéltnisse vorlie-
gen. Eine nanoraue (glatte) polare Oberflache als feste Phase wird von einer hydro-
philen flissigen Phase umgeben, die mit Luftblasen (gasférmige, hydrophobe Phase)
gespllt wird. Aufgrund der fehlenden Mikrostrukturierungen (die Luftblasen erreichen
deshalb die Nanostrukturierungen) findet der Kontakt mit der Oberflache oder dem

Bewuchs statt. Weitere Untersuchungen an biologischen Oberflachen sollen klaren,
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ob die Kombination von Strukturierung und oberflachenchemischen Merkmalen auf
ein allgemeines Reinigungsprinzip darstellen, dessen Kenntnis mir zur Entwicklung
sich selbstreinigender Oberflachen wichtig erscheint, wobei der “Lotus-Effekt” der
landlebenden Lebewesen und der “Inverse Lotus-Effekt” bei aquatischen Organis-
men sicherlich die beiden Extreme darstellen. Adaptive Variationen der Kennzeichen
Topologie und Benetzbarkeit sind in Hinblick auf ein aktives (z.B. Springen) oder
passives (z.B. Beregnung) Reinigungsverhalten, die Gré3e der zu entfernenden Par-

tikel (z.B. Staube oder Organismen) oder deren Partikelchemie zu erwarten.

45 Resumée

Die mit bloBem Auge makellos saubere Haut der Delfine hat mit mich dazu bewogen,
tiefergehende Untersuchung zu den Grundlagen ihrer Selbstreinigungsmechanismen
durchzufiihren. Im Laufe der Untersuchung hat sich aufgrund der geringen Belastung
durch Biofouling-Organismen herausgestellt, dass die Haut des Pilotwales, Globice-
phala melas, ein biologisch effizientes Anti-Bewuchssystem aufweist und damit ein
bionisches Vorbild fir umweltneutrale Bewuchsschutzfarben sein kdnnte.

Im Stratum corneum des Integumentes der Delfine kooperieren mehrere Schutzfunk-
tionen, die in Verbindung mit der Erzeugung von Luftblasen und Scherstrémung wah-
rend des Springens zur Selbstreinigung der Haut beitragen (Abb. 4-5). Die aus den
Ergebnissen abgeleiteten topologischen, biochemischen und physikalischen Reini-
gungskomponenten stéren meiner Meinung nach schon frihzeitig den Aufbau eines
Biofilms. Neben dem Abtrag von Organismen kann auch deren Verdinnung von ent-
scheidenem Vorteil sein. Hierbei entkoppelt beispielsweise die Verdinnung von
Bakterienkolonie-initierenden Lactonen (FLEMMING und WINGENDER 2001) trotz
der Anwesenheit von Mikroorganismen diese von deren Vermdgen, Kolonien zu bil-
den.

Der epidermale Verhornungsprozess, der langsamer ablauft als bisher angenommen,
reguliert die Abschuppungsrate von Hautzellen (50 x 80 um) und Zellcluster (100 x
300 um). Die Abschuppung von Hautzellen wirkt sich forderlich auf die Selbstreini-

gung der Hautoberflache aus, indem Besiedler in der GrofRe dieser Schuppen und
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Cluster von der Hautoberflache entfernt werden. Zudem sind der Delfinhautoberfla-
che besondere Nanostrukturen eigen, die sich von dem kompositen, mit Gel geftillten
desmosomalen Porenrelief der Einzelzelle ableiten. Die enge Porenverteilung mit
Porengrof3en unterhalb der Grol3e mariner Biofouling-Organismen bewirkt, dass der
Kontakt dieser Organsimen auf die Spitzen oder die Rander dieses Porenreliefes
beschrankt bleibt. An der somit glatten Hautoberflache fehlen Nischen, in denen sich
Biofouling-Organismen vor dem Abtrag durch Scherstromung und dem Kontakt mit
Luftblasen verstecken kdonnen. Dieses topolgische Abwehrsystem, das auf Grol3en-
ausschluf® beruht, wird durch die Fullung der Poren mit einem Gel in Form eines vis-
koelastischen Zymogel um biochemisch und physikalisch wirksame Komponenten
erweitert, so dass auch die Abwehr von adhasiven Polymeren maéglich ist, die kleiner
als die Poren ausfallen und sich nicht durch sterische Abwehrmechanismen beseiti-
gen lassen.

Die in das Gel eingebundenen hydrolytischen interzellularen Enzyme flhren nicht nur
zur Trennung der Zellen von der Hautoberflache, sondern sind auch hilfreich bei der
Spaltung von Adhéasionsmolekilen in kleinere und flie3fahigere Einheiten, so dass
sich deren Abtrag durch Scherstromung und Kontakt mit Luftblasen wesentlich er-
leichtert. Neben den Enzymen enthélt das Stratum corneum gelbildende saure und
neutrale Glykoproteine, deren enzymatische Abbauprodukte vermutlich wie bei be-
haarten Saugern die Abwehr von Mikroorganismen verstarken.

Als bisher unbericksichtigte, physikalische Reinigungskomponente bildet das ma-
kromolekulare Coating, das sich im Interzellularraum des Stratum corneums vom Sol
zum Gel wandelt, die stoffliche Grundlage fir die glatte Hautoberflache. Zudem ist
die gelierte Form der Interzellularsubstanz in einem weiten Bereich mechanischer
Belastungen stabil. Durch das hohe Mal3 an Selbstaffinitat verhindert die Aggregation
der interzellularen Substanzen deren Verdinnung im Kontakt mit Meerwasser und
bildet die stoffliche Grundlage fir den Einschlul3 von Enzymen. In seiner Eigenschaft
als kovalent vernetztes Multiphasen-System werden durch die Gelbildung hohe
Stressresistenzen und Dampfungseigenschaften gegeniber mechanischer Energie
erzeugt, die ein Auswachsen des Gels aus der Poren der Corneocyten erschweren.
Die Hohe der mechanischen Belastbarkeit unterscheidet das Gel der Delfinhaut von

den weniger belastbaren mukoiden Schleimen von Biofilmen. Dieser Gradient in der
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Rheodestruktivitat ist in Hinblick auf die Anwesenheit von Scherstromung und Luft-
blasen wahrend des Springens bedeutsam fir die Selbstreingungsfahigkeit, weil auf-
grund dieses Gradienten Schleime im Gegensatz zum Gel der Delfinhaut bei gerin-
gerer mechanischer Belastungeit einen Einbruch an struktureller Integritat erleiden.

Luftblase
nachher

Luftblase
vorher

Adhédsion

- Kontamination

llendes Zymogel

Abb. 4-5. In der hier entwickelten Modellvorstellung zu den Reinigungsvorgangen an der
Delfinhaut kommen Kontaminationen auf der von Gel geschutzten Oberflache
zu liegen. Luftblasen und erhéhte Scherstromung, die wahrend der Sprungphase

erzeugt werden, erreichen diese Kontaminationen und fiihren zu ihrem Abtrag.
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4.6 Ableitung bioanaloger Kennzeichen der Delfinhaut

Von der derzeitigen Diskussion uber den Einsatz giftiger Bewuchsschutzfarben moti-
viert wurde in dieser Untersuchung ein bionischer Ansatz verfolgt, der sich die Haut
der Delfine zum Vorbild fur umweltneutrale Bewuchsschutzfarben nimmt. Aus den
Befunden, die eine wesentliche Bedeutung der makromolekularen Ummantelung der
Corneocyten in Verbindung mit nanotopologischen Kennzeichen hervorheben, waren
bioanaloge Merkmale abzuleiteten, die fur technische Entwicklungen von Bedeutung
sein konnen (Tab. 4-1). Eine Kombination von Oberflachenmerkmalen und Aeration
mit Luftblasen erscheint vor dem Hintergrund der Untersuchungsergebnisse eine be-
grindeter Losungsweg, um den Schiffsbetrieb umweltvertraglicher zu gestalten.

Die in ihrer Ursache-Wirkung zu erfassenden Merkmale der Delfinhaut sollen hierbei
als Optimierungsschritte flr ein bionisches Re-Design bestehender Antifouling-

Beschichtungen verstanden werden.
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Tab. 4-1: Ableitung bioanaloger Kennzeichen der Delfinhaut fir ein bionisches Re-Design bestehender Antifoulings

in Verbindung mit Aeration

Delfinhaut

Bioanaloge Kennzeichen

Effekt

Kontunierliche Abschuppung
(zeitliche Qualitat)

Abschuppung in Form von flachen
Zellen und Zellverb&nden
(rdumliche Qualitat)
Nachwachsen der Haut
Nanoraue Oberflache

Gel

Heterogene Oberflachenchemie
Enzyme, Defensine?

antimikrobielle Polypeptide?

self-polishing

self-fragmentation

ageing

contact reduction
smoothing
plastifying
shock-absorbing

binding
unspecific binding

biochemical defending

Abtrag nanoskaliger Verunreinigungen

Abtrag mikroskaliger Verunreingungen

Erneuerung der Oberflache
Abwesenheit von Nischen
Verminderung der Rauigkeit

Erh6hung der Deformierbarkeit
Erhdhung der Strel3resistenz bei
gleichbleibender struktureller Integritat
enthalt Wirkstoffe in einer Matrix
Geringe Selektivitat fir adhasive Stoffe
Hydrolyse von Verunreinigung,
Wachstumshemmer
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~Selbstreinigungseigenschaften der Haut des Pilotwales, Globicephala melas*
von Dipl. Biol. Christof Baum

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit werden mit optischen, chemischen und physikalischen Methoden
ermittelte Ergebnisse uber die Struktur-Funktions-Beziehungen der Hautoberflache des Pilot-
wales beschrieben. Folgende Verfahren wurden angewendet: Histochemie in Verbindung mit
Lichtmikroskopie (LM), Kryo-Rasterelektronenmikroskopie (Kryo-REM), Rasterelektronen-
mikroskopie (REM), Transmissionselektronenmikroskopie (TEM), Vielwinkel-Laser-
Streulicht-Photometrie (engl., multrgle lserlight_sattering, MALLS, Photoelektronen-
spektroskopie fir die chemische Analyse (ESCA) und Rheologie. Die experimentellen und
theoretischen Untersuchungen hatten zum Ziel, die Strukturen und Eigenschaften der Haut
haarloser mariner Sauger als Trenn- und Austauschflache zwischen Organismus und Umwelt
sowie ihre Funktion als Barriere gegentber dem permanenten Besiedlungsdruck durch Bio-
fouling-Organismen zu charakterisieren.

Kyro-rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass nur gelegentlich Auf-
wuchs an der Hautoberflache des Pilotwales zu finden ist. Die Hautoberflache von Pilotwalen
wies eine laterale Rauigkeit unter 30 nm auf. Die strukturgebenden Rauigkeiten resultierten
aus einem Porenrelief desmosomaler Glykoproteine mit PorengrofRen um etwa’ O¢asim

mit einem Gel geflllt war. Die biochemische Untersuchung des Stratum corneums ergab, dass
die an Glykoproteinen reiche Interzellularsubstanz Aggregate bildet. Die Aggregate bildeten
sich als Vielfache aus einer Fraktion von 20-30 kD Glykoproteinen. Die chemische Oberfla-
chenanalyse der Haut und des interzellularen Gels zeigten die Anwesenheit von unpolaren
und polaren Gruppen. Zu den polaren Gruppen zahlten freie Amino-Gruppen. Die chemische
Analyse bestatigte, dass die chemische Zusammensetzung der Hautoberflache wesentlich von
der Zusammensetzung des Gels determiniert wird, welches die Poren der Interzellularraume
ausfullt. Die durch Zentrifugation angereicherte Interzellularsubstanz des Stratum corneums
erwies sich in rheologischen Experimenten unter mechanisch periodisch-harmonisch oszillie-
renden Belastungen als gelbildend. Die Geleigenschaften nach Beendigung der Strukturbil-
dung entsprachen mit Speichermodulen G* <1200 Pa und Verlustmodulen G >120 Pa (bei
fallender und steigender Frequenzwischen 43,98 und 0,13 rad-snd einem Scherstress

vont =15 Pa, T = 20 °C) chemisch kovalent vernetzten Gelen hoher Elastizitat. Die Mel3er-
gebnisse an der Delfinhaut weisen gegentber nicht-kovalent vernetzten Schleimen und Bio-
filmen, wie sie unter anderem aus Biofoulingprozessen bekannt sind, eine deutlich héher Ela-
stizitat und Stessunempfindlichkeit auf.

Basierend auf der Bildung eines viskoelastischen Gels im Interzellularraum des Stratum cor-
neums bilden sich so bei der natirlichen Abschilferung von Hautzellen (Desquamation) an
der Hautoberflache des Pilotwales immer wieder neue Oberflachen mit lateralen Rauigkeiten
unter 30 nm. Aus den Ergebnissen wird geschlossen, dass Schleime wegen der hdheren
Stressresistenz des Gels das Gel nicht aus den Poren verdrangen kénnen und die Hautoberfla-
che in einem grof3en physikalischen Belastungsbereich eine viskoelastische ebene Flache dar-
stellt. Diese Ebene weist nur wenig Kontaktpunkte fur Biofoulingorganismen auf und bietet
wegen der Abwesenheit von Mikronischen gute Vorraussetzungen, Biofouler durch Scher-
stromungen oder Luftblasen wéahrend des fur Delfine typischen Sprungverhaltens zu entfer-
nen.
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~>Self-cleaning abilities of the skin of the pilot whale, Globicephala melas*
by Dipl. Biol. Christof Baum

Abstract

The skin surface of pilot whales was studied employing morphological and histochemical

methods (C-SEM, SEM, TEM, LM), combined with biochemical analyses (MALLS and

XPS), and rheological measurements, with emphasis on the interrelationship between structu-

red and functional properties of the skin of dolphins. In the course of this study, these interre-
lationships were correlated to the function of the integument of hairless marine mammals as
segregating layer and interphasis between the organism and its environment, and, in particu-

lar, as barrier against biofouling organisms.

The morphological results obtained during this investigation showed that the surface of the

pilot whale skin exhibited negligibly low concentrations of epibiontic organisms. The smooth

skin surface displaying the lateral roughness of less than approximately 30 nm was covered

by a film of alternating hydrophilic and hydrophobic sectors ranging from approximately 0.1

to 200 um in diameter. The texture of the skin surface was dominated by honeycomb-like
pores formed by remnants of desmosomal junctions. The pores (ranging from 0.1 t)1.2 pm
were filled by a gel smoothing the skin surface. The results of the biochemical and histoche-
mical studies showed that glycoconjugate-rich and proteinaceous aggregates accumulated in
the intercellular spaces of the stratum corneum. Aggregates including multiplies of fractions
of 20-30 kD glycoproteins were, in addition, covalently cross-linked by thiol-groups, indica-
ting the agglomeration of the intercellular components. Employing photoelectron-
spectroscopical analyses, the skin surface and the intercellular gel displayed free amino
groups and esters of lipids and aminoacids. In addition, the results obtained clearly demon-
strated that the chemistry of the skin surface was considerably based on the specific compo-
nents of the gel filling the pore reliefs of intercellular spaces. Rheological experiments were
designed applying periodic-harmonic oscillating loads to the fluidal intercellular components
extracted from the stratum corneum of the pilot whale by mild centrifugation. The results of
the rheological experiments showed that the fluid transformed from sol to viscoelastic jelly
solid. In the mechanical spectrum of the gel, the plateau region of the storage modulus G” (<
1200 Pa) and the loss modulus G™” (> 120 Pa) were independent from frequency ranging from
w= 43.98 to 0.13 rad’s(shear stress= 15 Pa, temperature T = 20°C), indicating high ela-

stic performance of a covalently cross-linked viscoelastic gel. Concerning the chemical cross-
linked agglomeration and the high resistance against shear stress, the gel of the pilot whale
contrasted to the soft mucilaginous biofilms known from the biofouling process.

Based on the formation of the gel within the intercellular spaces of the stratum corneum, the
continuous natural desquamation process regenerates the smooth skin surface with low lateral
roughness of approximately 30 nm. As concluded from the higher shear resistance the gel
smoothing the skin surface cannot be substituted by mucus. Since the skin surface exhibits
only few contact areas and microniches, which biofoulers might adhere to or hide in, settle-
ments of fouling organisms is prevented by contacts to liquid-air interfaces of air-bubbles or
high shear water flow during the dolphin jumping and thus, biofoulers are successfully remo-
ved from the skin surface.



