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Ein flexibles Hochleistungs-

ESI-System, das mit den hochauf-

|6senden Eigenschaften der FT-Mas-
senspektrometrie vollstindig kompatibel ist,

wird beschrieben. Als entscheidende Vorteile sind
flexible Volumina, lange Sprayzeiten bei hoher Empfindlichkeit
sowie geringe Stéranfilligkeit durch Kontamination oder Rauschen zu
nennen. Das System ermdglicht die Analyse von Biopolymeren sowie
Anwendungen in der Proteomik und kombinatorischen Chemie.
Weitere Einzelheiten finden Sie in der Zuschrift von Przybylski et al.
auf den folgenden Seiten.
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Massenspektrometrie von Biopolymeren

Ein Chip-Mikrospraysystem fiir die
hochauflosende Fourier-Transformations-
Ionenzyklotronresonanz-Massenspektrometrie
von Biopolymeren**

Joél S. Rossier, Nikolay Youhnovski, Niels Lion,
Eugen Damoc, Susanne Becker, Frédéric Reymond,
Hubert H. Girault und Michael Przybylski*

Die jiingsten Erfolge der Biopolymeranalytik wiren ohne die
neuen Hochleistungsmethoden der instrumentellen Analytik
unvorstellbar.ll So profitierte man bei der Entschliisselung
des menschlichen Genoms entscheidend von der Entwicklung
hochempfindlicher und automatisierter analytischer Verfah-
ren.””! Die Proteomanalytikl®! erfordert eine Neu- und Weiter-
entwicklung hochauflosender Methoden, z.B. zur Charakte-
risierung posttranslationaler Strukturmodifikationen.[*> Zu
einer der wichtigsten analytischen Methoden zur Aufkldarung
von Proteinprimérstrukturen sowie zur Charakterisierung
von Konformations- und Faltungszustdnden und von nicht-
kovalenten supramolekularen Komplexen hat sich die Elek-
trospray-lonisations-Massenspektrometrie (ESI-MS) entwi-
ckelt. In Kombination mit Mikrotrennverfahren (HPLC, CE)
ist die ESI-MS eine duflerst wertvolle Methode zur Analyse
von komplexen Gemischen.¥! Mit der Fourier-Transfor-
mations-lonenzyklotronresonanz-Massenspektrometrie (FT-
ICR-MS) gelang ein Durchbruch bei der ultrahochauflosen-
den massenspektrometrischen Analyse von Biopolymeren
mit ESI-und MALDI-Ionisierung.”! Entscheidende Vorziige
der FT-ICR-MS gegeniiber anderen massenspektrometri-
schen Methoden sind die hohe Massenauflosung (> 10°), die
Genauigkeit der Massenbestimmung (< 1 ppm) und die hohe
Empfindlichkeit.'”! Von besonderem Interesse sind die viel-
seitigen Einsatzmoglichkeiten der FT-ICR-MS"-Techniken
bei der Strukturaufkldrung mithilfe stoinduzierter Dissozia-
tion (CID) und laserinduzierter Fragmentierung (IRMPD)!!]
sowie in Verbindung mit Mikro/Nano-ESL!?
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Die Kombination von Mikrochipsystemen und Massenspek-
trometrie als Alternative zu Chip-Fluoreszenzmethoden ge-
winnt in jiingster Zeit z. B. in der Peptid- und Proteinanalytik
zunehmend an Bedeutung.®! Besonders wichtig ist die
Kombination der Mikrochiptechnik mit den analytischen
Moglichkeiten der ESI-MS.'] Kritische Faktoren bei der
Kopplung sind das Chipmaterial, das Design der Mikro-
struktur und die Oberflicheneigenschaften. Des Weiteren
sollten die Herstellungskosten der Chips moglichst gering
sein, um einen breiten Einsatz in der Bioanalytik zu ermog-
lichen. In den meisten bisherigen Studien wurden Glas- oder
Siliconsubstrate verwendet, die aber im Allgemeinen hydro-
phil sind und an der Sprayoffnung zur Bildung eines Taylor-
Kegels mit instabilen Sprayeigenschaften fiihren.'¥! In eini-
gen Untersuchungen wurden preiswerte Polymere wie Poly-
dimethylsiloxan (PDMS) verwendet, das allerdings in Folien-
form eine geringe mechanische Stabilitéit aufweist.]

Wir stellen hier die Entwicklung eines Chip-Mikrospray-
systems vor, das die hochauflosende ESI-FT-ICR-MS-Analy-
se ermoglicht.') Der verwendete Mikrochip lésst sich nach
Standardverfahren der Mikroelektronik durch Plasma-Abla-
tion von Polyimidfolien herstellen.l'”? Erste Untersuchungen
belegen die Anwendbarkeit des Chipsystems zur Aufnahme
von Massenspektren mit hoher Massenauflosung und Mas-
sengenauigkeit. Das Verfahren hat eine Reihe von Vorteilen
gegeniiber der Nano-ESI-MS, insbesondere bei der hoch-
empfindlichen Proteomanalytik und der Analyse von kom-
plexen Gemischen, z.B. kombinatorischen Peptidbibliothe-
ken.

Wichtige Eigenschaften des Chipsystems sind die gerin-
gen Herstellungskosten und die leichte Anpassung an die
instrumentellen Bedingungen der FT-ICR-MS. Als entschei-
dender Punkt erweist sich dabei die Auswahl des Materials.
Im Unterschied zu Glas- oder Siliconchips, die sich ebenfalls
zur Massenproduktion nicht eignen, wurden die hier ein-
gesetzten Chips durch Plasma-Ablation aus Polyimidfolien
unter Verwendung von Techniken hergestellt, die in der
Mikroelektronikindustrie (z.B. Dyconex, Ziirich) entwickelt
wurden. Dabei wird der Isolator auf der kupferbeschichteten
Polyimidfolie durch Plasma-Atzung abgeschieden. Diese
Technik ermoglicht das Atzen von Probenzufithrung und
Sprayoffnung wihrend der Herstellung der Mikrokanalstruk-
tur sowie die Integration von goldbeschichteten Mikroelek-
troden in die Mikrostruktur des Chips. Abbildung 1 zeigt den
Aufbau und die Struktur des Chips. Wegen der hohen
mechanischen Stabilitdt von Polyimid zeigt sich trotz einer
Dicke von nur ca. 10 pm um die Sprayoffnung keine Ab-
weichung oder Kriimmung. Die Oberflacheneigenschaften
des Mikrokanals kdnnen durch die oxidativen oder redukti-
ven Eigenschaften des Plasmas gezielt eingestellt werden. Die
Technik ermoglicht somit die einfache Herstellung eines
hydrophoben Bauelements, das mit ESI-MS gut kombiniert
werden kann.!'s! Wichtige Vorziige sind die hohe Reprodu-
zierbarkeit der Kanalabmessungen, die Flexibilitdt beim
Chip-Design und die niedrigen Fertigungskosten.

Als Beispiele sind in Abbildung 2 Chip-ESI-FT-ICR-
Massenspektren der B-Kette von Rinderinsulin und Rinder-
ubiquitin dargestellt. Die Chip-FT-ICR-Spektren wurden mit
Massengenauigkeiten von 1.4 ppm (Insulin) und 2.0 ppm
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Abbildung 1. Elektronenmikroskopische Aufnahme und Schema des

Mikrochip-Systems. a) Aufbau des Chips (Aufsicht), b) Fliissigkeitsre-
servoir (Seitenansicht), c) vergréferte Darstellung der Sprayéffnung,

d, e) rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Mikrokanalstruktur
(Seitenansicht und Aufsicht): 1 Polyimidsubstrat, 2 ESI-Sprayausgang,
3 Mikrokanal, 4 30 um dicke Polyethylen/Polyethylenterephthalat-
Schicht, 5 Elektrode zum Anlegen der Hochspannung, 6 Elektroden-
kontakte, 7 Chipkante der Spraydffnung, hergestellt durch Plasma-
Atzen des Substrates, 8 Fliissigkeitsreservoir zur Probenaufhahme.

(Ubiquitin) unter Anwendung des Breitband(BB)-Modus
und der Side-Kick(SK)-Trapping-Methode aufgenommen.
Die Massenauflosungen betrugen im BB-Modus 57000
(Ubiquitin) und 91000 (Insulin) und konnten im Hochauf-
16sungsmodus auf > 10% erhoht werden. Die Ladungszustén-
de der Ionen lassen sich bei Standardauflosung (BB-Modus)
direkt aus der Massendifferenz zweier benachbarter Isotope
bestimmen, ohne auf Dekonvolutionsverfahren zuriickgrei-
fen zu miissen (Abbildung 2). Dies ist z.B. fiir die Analyse
von nichtkovalenten Komplexen von Bedeutung, deren
Spektren wegen der geringen Ladungsverteilung nur wenige
Peaks aufweisen. Die hohe Auflosung der Chip-FT-ICR-
Massenspektren liefert routinemiflig Monoisotopensignale
mit Massengenauigkeiten von ca. 1 ppm.

Die Charakterisierung komplexer Gemische, z.B. von
Naturstoffen oder kombinatorischen Bibliotheken, erfordert
héufig eine Vorfraktionierung oder die Anwendung hochauf-
l6sender Trennverfahren (z.B. HPLC oder CE). Hier ist die
hohe Auflésung und Massengenauigkeit der FT-ICR-MS
besonders wertvoll.'’l Abbildung 3 zeigt als Beispiel das
Massenspektrum einer kombinatorischen Peptidbibliothek,
die aus dem Epitop-Motif des gastrointestinalen Glycopro-
teins Mucin-2, einem Dickdarmkrebs-Marker, abgeleitet
wurde.?”l In der kombinatorischen Teilbibliothek der Epitop-
sequenz, TQTXT,?"! konnten alle Komponenten durch Mo-
noisotopensignale identifiziert werden. Die Intensitdtsvertei-
lung der protonierten Molekiilionen entspricht gut der
Zusammensetzung der Komponenten. Eine Ausnahme bildet
das Peptid TQTHT, wobei die Intensitit des lonensignals der
beiden isobaren Peptide TQTIT und TQTLT nahezu doppelt
so hoch ist wie die der anderen Komponenten. Im Chip-ESI-
Spektrum sind die ,,isobaren“ Peptide TQTKT und TQTQT
mit Molekulargewichten von 578.3071 bzw. 578.2708 amu
(Am=0.0364 amu) eindeutig aufgelost. Die exakte Massen-
bestimmung liefert unmittelbar die Elementzusammenset-
zungen aller Komponenten des Gemischs (Tabelle 1).
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Abbildung 2. Chip-ESI-FT-ICR-Massenspektren von a) der oxidierten B-
Kette von Rinderinsulin (0.0071 mgmL™" in 2-proz. wissriger Essigséu-
re/Methanol (1:1)) und b) Rinderubiquitin (0.02 mgmL™" in 3-proz.
wassriger Essigsdaure/Methanol (1:1)).

[TOTQT+H]" _ 578.2764

exp

per. 578.2780 \\ /

[TOTKT+H]' ,, 578.3127

ber. 578.3144

520 540 560 580 600 620
miz ——

Abbildung 3. Chip-ESI-FT-ICR-Massenspektrum der Peptid-Teilbiblio-
thek TQTXT (X=proteinogene Aminoséuren aufler Cys). Der Einschub
zeigt die basislinienseparierten Peaks der protonierten Molekiilionen
der isobaren Peptide TQTQT und TQTKT.
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Tabelle 1: Bestimmung der Elementzusammensetzung einer TQTXT-Peptidbibliothek mit Chip-ESI-FT-

Ein Beispiel fiir die Anwendung des

ICR-MS. Chip-FT-ICR-Systems in der Pro-
Aminosdure X [TQTXT+H]" ber. [TOQTXT+H]" exp. Am ppm Elementzusammensetzung teomanalytik ist in Abbildung 4
A 521.2566 521.25547 0.00113 2.2 CyHsNeOro dargestellt. Gezeigt ist das Spek-
D 565.2464 565.24558 0.00082 15  CpHyNeOy, trum eines Peptidgemischs des hu-
E 579.2621 579.26044 0.00166 2.9  CpHsNeOr, manen Tau-Proteins (eines Schliis-
F 597.2879 597.28656 0.00134 2.2 CyH,NeOyq selproteins bei der Bildung von
G 507.2409 507.23953 0.00137 2.7 CoH3NeOy Neurofibrillenbiindeln bei der Alz-
H 587.2784 587.27640 0.00200 3.4  Cy;H;33NgOq heimerschen Krankheit; die patho-
[ 563.3035 563.30182 0.00168 3.0  CpHy;NeOro physiologische Aggregation des
K 578.3144 578.31271 0.00169 2.9  CpHy;N;05 . . ; .
L 563 3035 56330182 000168 3.0 CoH,N.Om Tau-Proteins schelnt' mit der Multi-
M 581.2599 581.25877 0.00113 1.9 CpHiNeOoS (Hyper)-Phosphorylierung - zusam-
N 564.2624 564.26118 0.00122 2.2 CpH;N,05, menzuhéngen und wird daher in-
P 5472722 547.27080 0.00140 2.6  C,HyNOy tensiv untersucht).?? Tm Chip-FT-
Q 578.2780 578.27636 0.00164 2.8 C,,H3oN;0, ICR-Spektrum des tryptischen Pep_
R 606.3206 606.31884 0.00176 2.9  CpHy;NyOyo tidgemischs konnte die vollstindige
S 5372515 537.24984 0.00166 3.1  CyHsNeOy i . .
T 551.2671 551.26583 0.00127 23 CyHyNeOy Primarstruktur eH.ISChheBhC.h 18
v 549.2879 549.28638 0.00152 2.8  CyH,HeOo Ser/Thr-Phosphorylierungen identi-
W 636.2988 636.29657 0.00223 3.5  CyHaN;Op fiziert werden, ein Ergebnis, das die
Y 613.2828 613.28049 0.00231 3.8 CyHyNeOy hohe analytische Auflosung des
Durchschnitt 0.00155 2.7 Chip-Systems verdeutlicht. Die
Standardabweichung 0.00038 0.6 phosphorylierten  Peptiddominen

Ahnliche Ergebnisse wurden mit Chip-ESI-Spektroskopie an
einer Reihe weiterer Polypeptide und Proteine im Moleku-
largewichtsbereich von 1 bis 35 kDa erhalten. Das Chip-ESI-
FT-ICR-Interface liefert stabile Sprayverhiltnisse iiber ca.
15 min mit Probeldsungen von 0.1 bis 3 uL; dies ermdglicht
die Analyse von Proben auch bei sehr geringen Konzentra-
tionen (Empfindlichkeit im amol-Bereich fiir Oligopeptide),
dhnlich wie bei optimalen Werten der Nano-ESI-MS (siche
Abbildung 2).**! Vorteile des Chip-ESI-Systems zeigen sich
vor allem bei der Analyse von
Peptiden mit niedrigen Molekular-
gewichten, wobei im Unterschied
zur Verwendung von Nano-ESI-Ka-
pillaren'?l Stérungen durch Rau-
schen oder Kontamination auftre-
ten. Die mit dem Chip erzielbaren
Sprayzeiten ermoglichen ferner die

Anwendung samtlicher Fragmentie- 1 PO,
13725320

rungstechniken — einer der zentralen
Vorziige der FT-ICR-MS.! Frag-
mentierungsexperimente mit dem
Modellpeptid Angiotensin wurden
durch stoBinduzierte Dissoziation in |
der ESI-Quelle und von isolierten
Ionen in der ICR-Zelle mit
1) SORI-CID mit Ar als StoBgas
und 2) IRMPD ausgefiihrt.[')] Dabei
lieferten MS/MS-Experimente mit
dem Chipsystem mit IRMPD-Frag-
mentierung dhnliche Ergebnisse wie
mit der Nano-ESI-Quelle (Tabel-
le 2). Bei ersten MS"-Fragmentie-
rungen konnten mit SORI-CID und
IRMPD Spektren bis zum MS?-Be-
reich erhalten werden.

TA400 600 SO0 1000

© 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

1200 1400 1600 [0 200800 2200

0044-8249/03/11501-0058 $ 20.00+.50/0

konnten mit Massengenauigkeiten
von 5 bis 20 ppm bestimmt werden;

Tabelle 2: FT-ICR-Fragmentierung von Angiotensin | mit IRMPD und
CID.

MS/MS-Frag-
mentierung

isolierte
lonen

Sequenz Auflésung Genauigkeit [ppm]

IRMPD [M+2H]** DYIHP 50000 6

[M+3 HP

CID - IHPFHL 60000 3

RRGYSSPGEPGTPGSRSRTPSLPTPPTR™

1622 6044
1623.0858

2P0, ’ S, pp SR ?9
2053.7064 |
5 PO, " [|
21817547 | | M

1 PO, L PO,
1411,5949  1777.7220

1PO, 1 PO,
1622.6044 | 19798627

W B Y
| | 1l 5 I\l,r. LA |

| [ 1619 1621 1623 1625 1627

| | il s ——-

ml s —-

Abbildung 4. Chip-ESI-FT-ICR-Massenspektrum des Trypsin-Gemischs des humanen neurofibrillaren
Tau-Proteins. Phosphorylierte Peptide im m/z-Bereich 200-2500 sind gekennzeichnet. Der Einschub
zeigt das heptaphosphorylierte Peptid (512-538); die sieben rot markierten Phosphorylierungsstellen
wurden mit NiceProt View (SwissProt Datenbank, Nr. P10636) identifiziert (C;;3H;9;N35O¢, P, doppelt
protoniert; ber. 1622.55513, gef. 1622.60435, A =30 ppm).
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dies ermoglicht z.B. die direkte Identifizierung von jeweils
fiinf und sieben Phosphorylierungsstellen in den Multiphos-
phorylierungs-,,Clustern® (512-538) und (382-398) (T386,
S388, T395, T396, S397)(Abbildung 4).

Uns gelang die Entwicklung eines leistungsfahigen und
stabilen Mikrospraysystems, das mit FT-ICR-MS vollstindig
kompatibel ist und an entsprechende ESI-Ionenquellen leicht
angepasst werden kann. Der Mikrochip lédsst sich unter
milden Ionisierungsbedingungen und bei niedrigen Flussge-
schwindigkeiten einsetzen und erméglicht die einfache Mul-
tiplexentwicklung sowie die Kopplung mit Mikro-CE-Ver-
fahren ohne zusitzliche Losungsmittel. Als Vorteile gegen-
iiber Nano-ESI-Kapillaren!'™!? sind flexible Sprayvolumina,
Volumenflexibilitit, lange Sprayzeiten bei hoher Empfind-
lichkeit, geringere Kontamination sowie der mogliche Einsatz
in der Oberflichenchemie (z. B. Immobilisierungsreaktionen)
zu nennen. Erste Untersuchungen in unseren Laboratorien
zeigen ferner eine besonders gute Anwendbarkeit des Mikro-
chipsystems in der hochauflosenden Proteomanalyse.

Experimentelles

Die Herstellung der Mikrochips (Abbildung 1) ist in Lit. [16,17]
ausfiihrlich beschrieben. Im Wesentlichen wird eine 50 um diinne
Polyimidfolie (30 x 40 cm) von beiden Seiten mit einer 5 um diinnen
Kupferschicht iiberzogen und in einem Rahmen fixiert. Die Ober-
fliche wird mit einem Photolack beschichtet, der mit Standardver-
fahren belichtet und entwickelt wird. Die Kupferschicht wird mit
einer wissrigen CuCl/H,O,-Losung geitzt und das Substrat mit einem
Niedrigdruckplasma (O,/CF,-Gasgemisch mit 80% O,) behandelt.
Die Polymeroberfldache wird isotrop bei einer Ablationsgeschwindig-
keit von 1 bis 2 ummin~' zu Kanilen geitzt, und auf die als Elektrode
dienende Kupferschicht wird ein Goldiiberzug aufgetragen. Ab-
schlieBend werden die Mikrokanile mit einer 30 um diinnen Poly-
ethylen/Polyethylenterephthalat-Schicht versiegelt.

Das Chip-FT-ICR-Kopplungsinterface wurde in einem selbstge-
bauten Chip-Halter hergestellt, der die Fixierung von bis zu fiinf
Chips ermoglicht und mit einer x,y,z-Feinjustierung zur Positionie-
rung des Chips vor dem Kapillareingang der Ionenquelle ausgestattet
ist. Dazu wurde der Standard-ESI-lonenquellen-Einlass (Bruker
Apex II, APOLLO) entfernt und die Chip-Halterung 1-2 mm vor
dem Kapillareingang angebracht (Abbildung 1). Die ESI-Spannung
wird an den Chipkontakten oder mit einer Elektrode am Chip-
Reservoir angelegt.

Die FT-ICR-Massenspektren wurden mit einem 7T-Bruker-
Daltronik-Apex-II-FT-ICR-Massenspektrometer mit einer APOL-
LO-Elektrospray/Nano-ESI-Quelle aufgenommen. Die Probelosun-
gen (0.5-5 uL, 0.0005-0.01 pgpuL~') wurden in das Chip-Reservoir
gegeben, der Chip auf dem Probenhalter fixiert und die Sprayspan-
nung langsam auf die Arbeitsspannung (1000-2300 V) erhoht. Die
Spektren wurden unter folgenden Bedingungen in 4-32 Einzelscans
aufgenommen: Ausgangsspannung der Kapillare 45-70 V, Skimmer 1
9.14 V, Skimmer 2 8.82 V, Ionisierungspuls 2500 ps, Ionisierungsver-
zogerung 1 us, Anregungspuls 1.2 ps. Die B-Kette von Rinderinsulin
wurde in Wasser/Methanol/Essigsdure (49.5:49.5:1) zu einer Kon-
zentration von 0.0071 mgmL~' geldst; Rinderubiquitin wurde in 3-
proz. wissriger Essigsdure/Methanol gelost (0.002 mgmL~"). In-Gel-
Abbau mit Trypsin (2 Stunden) und Probenvorbereitung zur Pro-
teomanalytik wurden wie in Lit. [5,9d] beschrieben ausgefiihrt.

IRMPD-Experimente (Kiihlgas Argon): Quenching-ESI-Quelle,
ICR-Zelle, 5000 ps; Akkumulierungszeit 5000 ps; Ioneninjektion
1800 ps; IR-Lasereinstrahlung 40000 ps; 30 ps Detektionszeit. Die
CID-Experimente wurden bei einer Kapillar-Ausgangsspannung von
70 bis 120 V ausgefiihrt.
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Angewan

Peptide und Peptidbibliotheken der Mucin-2-Epitopsequenz,
TQTXT, wurden mit SPPS an einem Chlormethyl-Polystyrolharz
nach dem Mischungs/Teilungsverfahren mit der BOC/Benzyl-Schutz-
gruppenstrategie synthetisiert.?’! Die Kupplungsschritte wurden mit
Ninhydrin iiberpriift. AnschlieBend wurde mit HF vom Harz ab-
gespalten (1 Stunde) und die Rohprodukte mit HPLC vor der
massenspektrometrischen Analyse gereinigt.
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Biomineralisation

Morphosynthese sternformiger Titandioxid/
Siliciumdioxid-Schalen**

Dirk Volkmer,* Stefano Tugulu, Matthias Fricke
und Tim Nielsen

Biomineralisierende Organismen, z.B. Diatomeen (Kieselal-
gen) oder Radiolarien (,,Strahlentierchen®), bilden kompli-
ziert geformte anorganische Gehéuse, die hauptséchlich aus
glasartigem Siliciumdioxid bestehen.! Die morphogeneti-
schen Grundlagen der Zellentwicklung dieser Organismen,
die zu einem arttypischen Design der Schalen fiihrt, sind
weitgehend unbekannt. Erst in jiingerer Zeit wurden {iiber-
raschende Details des Siliciumdioxid-Stoffwechsels in Diato-
meen und anderen verkieselnden Organismen entdeckt, u.a.
auch bisher unbekannte Enzymklassen (Silicateine®) und
Peptide (Silaffine,” Frustuline,*! Pleuraline (frither als HEP
bezeichnet),’! SP4111). Diese sind entweder an der Konden-
sation und Prézipitation der Kieselsdure oder der Schalen-
bildung beteiligt.
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Die einzelligen Diatomeen sind besonders interessante Mo-
dellorganismen, die als Vorbild fiir die Entwicklung neu-
artiger biomimetischer Strategien zur Herstellung komplexer,
hierarchisch strukturierter Materialien dienen konnen.ll Die
Schalenbildung vollzieht sich hier in einem hochspezialisier-
ten Membrankompartiment, dem ,,silica deposition vesicle*
(SDV).Bl Es herrscht noch immer Uneinigkeit iiber die
Prozesse, durch welche das SDV in seine endgiiltige Form
gebracht wird.”) SDVs kommen in einer ganzen Reihe
einzelliger Lebewesen vor (Schalen-Amoben, Sonnentier-
chen und Radiolarien), was auf einen einheitlichen Sekre-
tionsmechanismus bei der Herstellung verkieselter Zellstruk-
turen hinweist.'”’ An der Bildung der hierarchisch struktu-
rierten, verkieselten Diatomeenzellwinde sind verschiedene
Differenzierungs- und Wachstumsschritte auf charakteristi-
schen GroBenebenen beteiligt, die sowohl nanoskopische als
auch mikroskopische Strukturen umfassen. Daher wurde
vorgeschlagen, zwischen Mikro- und Makromorphogenese
klar zu trennen.['!]

Wir berichten hier iiber erste Versuche zur Entwicklung
eines biomimetischen Modellsystems zur Schalenbildung
einzelliger Organismen wie Diatomeen oder Radiolarien.
Das Modellsystem besteht aus einem tensidstabilisierten
Oltropfen, der durch Mikroinjektion in eine wissrige Losung
eingebracht wird. Er enthilt geringe Mengen einer mono-
meren Metalloxid-Vorstufe, die sich in der wéssrigen Losung
hydrolytisch zersetzt und schlieflich zur Bildung einer
mineralisierten Schale an der Ol/Wasser-Grenzfliche fiihrt.
Das Fortschreiten der Mineralisation wurde in situ mittels
Videomikroskopie verfolgt. Dieses einfache Modellsystem
wurde gewidhlt, weil es entscheidende charakteristische
Merkmale biologischer Systeme zeigt: Es hat einen pri-
mitiven ,,Silicium-Metabolismus®, der monomere Kieselsidure
aus einer maskierten Speicherform freisetzt. Die Freisetzung
der hydrolytisch instabilen Metalloxid-Vorstufe findet an
einer membranartigen Oberfldche statt. Die Abmessungen
des Oltropfens (10-100 um) sind mit der typischen GroBe
vieler verkieselnder, einzelliger Organismen vergleichbar. Da
der Oltropfen nur eine begrenzte Menge der Metalloxid-
Vorstufe enthilt, ist der Schalenbildungsprozess intrinsisch
selbstterminierend. Was noch wichtiger ist: Durch Einsatz
sorgfiltig ausgewihlter organischer Additive, die in der Ol-
bzw. in der wissrigen Phase gelost werden, lassen sich
dynamische Selbstorganisationsprozesse induzieren, die
schlieBlich zur Bildung diskreter, komplex geformter Hohl-
schalen fiihren.

Wir haben unsere Aufmerksamkeit besonders auf ein
System konzentriert, das zur Morphosynthese diskreter,
sternformiger Schalen mit frappierender Ahnlichkeit zu
verkieselten Skeletten von Radiolarien fiihrt. Das Basisreak-
tionssystem besteht aus einem Chlorcyclohexan-Tropfen, der
Arachidinsdure enthilt (c=42.4 mm),'? wihrend die stark
verdiinnte, wissrige Phase Cetyltrimethylammoniumbromid
(CTAB, ¢ =55.6 um) enthilt. Einige Minuten nach erfolgter
Mikroinjektion erscheinen wellenférmige Erhebungen an der
Oberfliche des Oltropfens (Abbildung 1). Man kann das
Wachstum kleiner Stacheln beobachten, die von der Ober-
fliche des Oltropfens in die wissrige Phase hineinwachsen
und mit Flissigkeit gefiillt sind. Die Stacheln erreichen
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