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Biomineralisation

Morphosynthese sternformiger Titandioxid/
Siliciumdioxid-Schalen**
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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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Abbildung 1. Zeitserie der spontanen Emulgierung eines Tropfens
Chlorcyclohexan, der Arachidinsiure (c=42.4 mm) enthilt, nach Mikro-
injektion in eine wissrige Lésung von CTAB (c=55.6 um); Hellfeld-
Mikroskopieaufnahmen.

zeitweise eine Lange von bis zu 90 um, wéhrend ihr typischer
Durchmesser im Bereich von 3-15 pm liegt.

Nach Erreichen einer kritischen GroBe findet eine Ein-
schniirung der Stacheln statt, und es bildet sich eine Korona
aus submikroskopischen Oltropfchen um den urspriinglichen
Oltropfen. Der Dissipationsprozess schreitet kontinuierlich
fort, bis der GroBteil des urspriinglichen Oltropfens in
kleinere Mikroemulsionstropfchen zerfallen ist, die sich an-
schlieBend in der wissrigen Losung verteilen. Ahnliche
dynamische Selbstorganisationsprozesse wurden unter der
Bezeichnung ,,spontane Emulgierung* bereits beschrieben.['*!
Bemerkenswerterweise findet die Emulsionsbildung unter
den gewdhlten experimentellen Bedingungen nur dann statt,
wenn in den beiden verschiedenen fliissigen Phasen Tenside
mit gegensinniger Ladung vorliegen. Wird z.B. die Arachi-
dinsdure durch Arachinalkohol ersetzt oder eines der Tenside
einfach fortgelassen, so tritt keine Emulsionsbildung auf. Wir
nehmen daher an, dass elektrostatische Wechselwirkungen
zwischen den geladenen Tensiden einen maf3geblichen Anteil
an der Triebkraft des Vorgangs haben.['¥

Die Herausforderung bestand nun darin, den Mineralisie-
rungsprozess mit der spontanen Dissipation des Oltropfens zu
koppeln und dabei die zwischenzeitlich auftretende, meta-
stabile sternféormige Morphologie aufrechtzuerhalten. Dies
lieB sich durch eine gezielte Wahl der in der Olphase gelosten
Metalloxid-Vorstufe und durch sorgfiltiges Einstellen der
Tensidkonzentration erreichen. Wir konnten zunéchst leider
kein einfaches Modellsystem auf der Basis von Siliciumdioxid
etablieren, das in einem passenden Zeitraum und unter
Umgebungsbedingungen (d.h. Raumtemperatur, wéssrige
Losung bei pH & 7) zu robusten verkieselten Schalen gefiihrt
hitte.'”] Eine wesentliche Verbesserung wurde schlieBlich
durch Einsatz von Titandioxid- oder gemischten Titandioxid-/
Siliciumdioxid-Vorstufen erreicht, die eine wesentlich gerin-
gere Hydrolysestabilitdt aufweisen als die urspriinglich ver-
wendeten, typischen Siliciumdioxid-Vorstufen (Tetrameth-
oxysilan (TMOS), Tetraethoxysilan (TEOS); siche Hinter-
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Abbildung 2. Zeitserie der Stachelbildung an einem Chlorcyclohexan-
Tropfen, der Arachidinsdure (c=42.4 mm) und TBOT (4 Gew.-%) ent-
hilt, nach Mikroinjektion in eine wissrige Lésung von CTAB

(¢=0.556 mm); Mikroskopieaufnahmen mit Differential-Interferenzkon-

trast.

grundinformationen).l') Durch Zusatz von Tetra-tert-butyl-
orthotitanat (TBOT) waren wir in der Lage, in der Ol/Wasser-
Grenzschicht, innerhalb weniger Minuten bis Stunden (in
Abhingigkeit von den experimentellen Bedingungen), ro-
buste, mineralisierte Schalen herzustellen.

Abbildung 2 zeigt eine Zeitserie mikroskopischer Auf-
nahmen #hnlich zu derjenigen in Abbildung 1. Der Oltropfen
enthdlt nun eine kleine Menge der Titandioxid-Vorstufe
(TBOT). Die sternformige Morphologie wird wiederum
gebildet, aber anders als beim vorstufenfreien System beob-
achtet man nach wenigen Minuten ein Einfrieren des Dissipa-
tionsprozesses in einen intermedidren Entwicklungszustand.
Eine genauere Untersuchung der so hergestellten Partikel
zeigt, dass die mineralisierte Oberflache aus sehr diinnen
Hohlstacheln besteht (durchschnittlicher Durchmesser 1 pm),
die eine maximale Léinge von einigen 100 um erreichen
konnen. Die sternférmigen Titandioxid-Partikel sind in der
wissrigen Losung stabil, zersetzen sich jedoch beim Ein-
trocknen an der Luft relativ schnell. Alle Versuche, die
Morphologie mittels Gefriertrocknung aufrechtzuerhalten,
waren bisher leider erfolglos. Rasterelektronenmikroskopi-
sche Aufnahmen an gefriergetrockneten Proben lassen mi-
neralisierte Hohlschalen erkennen (durchschnittliche Wand-
stirke =1 um), wihrend die charakteristischen Stacheln
vollstdndig verschwunden sind. Wie aus den rasterelektro-
nenmikroskopischen Aufnahmen hervorgeht, besteht die
zuriickbleibende Mineralschale aus einem mesopordsen
Netzwerk von teilweise miteinander vereinigten Titandi-
oxid-Kolloiden, die einen typischen Durchmesser von 40 bis
70 nm haben. Dass die Stacheln beim Trocknungsvorgang
vollstindig verloren gehen, ldsst auf einen sehr geringen
Mineralanteil in diesen Strukturelementen schlieBen.

Systematische Variationen der Tensid- und Vorstufen-
konzentrationen lassen erkennen, dass der Bildungsprozess
der sternformigen Titandioxidpartikel stark konzentrations-
abhéngig ist. Einheitliche Partikel werden vorzugsweise bei
einer TBOT-Startkonzentration von ca. 4 Gew.-% erhalten.
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Abbildung 3. Fluoreszenzaufnahmen (linke Seite) und Hellfeld-Mikros-
kopieaufnahmen (rechte Seite) vom Randbereich des Oltropfens wih-

rend der Stachelbildung. Die Abbildungen der Tropfen in der oberen Rei-
he gehéren zum vorstufenfreien System, wihrend der Tropfen in der un-

teren Reihe eine Titandioxid-Vorstufe enthilt. Die Stacheln und der vom
Laserstrahl erfasste Bereich des Oltropfens erscheinen in blauer oder
griiner Farbe vor schwarzem (nichtfluoreszierendem) Hintergrund.

Bei einem TBOT-Gehalt von weniger als 3 Gew.-% ver-
langsamt sich zwar der Dissipationsprozess im Vergleich zum
vorstufenfreien System, es werden aber letztlich doch Mikro-
emulsionstropfchen gebildet. Dagegen werden bei einem
TBOT-Gehalt von mehr als 5 Gew.-% massiv mineralisierte
Schalen um den Oltropfen herum gebildet, die allerdings
keine radialen Erhebungen aufweisen.

Durch Fluoreszenzmikroskopie klarten wir die Zusam-
mensetzung der Stacheln auf, die bei der Emulsionsbildung
heranwachsen. Dadurch wollten wir untersuchen, ob die
Stacheln mit dem organischen Lésungsmittel der Olphase
gefiillt sind. Durch Zusatz eines hydrophoben Fluoreszenz-
farbstoffes (Cumarin 153) zur Chlorcyclohexanlésung konn-
ten wir die zeitabhidngige rdumliche Verteilung der nicht-
mischbaren fliissigen Phasen durch Rasterlasermikroskopie
in Echtzeit verfolgen. Fiir die Registrierung optischer Schnitt-
ebenen durch den Oltropfen und die Stacheln verwendeten
wir ein neuartiges Multistrahl-2-Photonen-Mikroskop mit
brechungslimitierter, dreidimensionaler rdumlicher Auflo-
sung und hoher Rastergeschwindigkeit (Bildwiederholfre-
quenz bis zu 60 Hz).['l Die gemessene Fluoreszenzintensitit
dient dabei als MaB fiir die Cumarinkonzentration; auf diese
Weise ldsst sich auBerdem die rdumliche Verteilung des
organischen Losungsmittels direkt visualisieren.

Abbildung 3 zeigt reprisentative Fluoreszenzbilder (linke
Seite) und optische Hellfeld-Mikroskopieaufnahmen (rechte
Seite), die im Randbereich des Oltropfens wihrend der
Stachelbildung aufgenommen wurden. Die Abbildungen in
der oberen Reihe sind dem vorstufenfreien System zuzu-
ordnen. Die Stacheln und der vom Laserstrahl erfasste
Bereich des Oltropfens erscheinen in blauer oder griiner
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Farbe gegeniiber dem schwarzen (nichtfluoreszierenden)
Hintergrund. (Verschiedene Farben représentieren hier un-
terschiedliche Fluoreszenzintensitéten.) Es ist klar zu erken-
nen, dass die Fluoreszenzintensitdt im Hauptteil des Tropfens
und in den Stacheln sehr gleichformig ist, was auf eine
homogene Verteilung des Fluoreszenzfarbstoffes und des
organischen Losungsmittels schlieBen ldsst. Somit besteht
zwischen Oltropfen und Stacheln ein kontinuierlicher Uber-
gang. Fluoreszenzaufnahmen am vorstufenhaltigen System
ergeben ein &dhnliches Bild (Abbildung 3, untere Reihe):
Stacheln, die von der Oberfldche des Oltropfens ausstrahlen,
zeigen eine zum vorstufenfreien System vergleichbare,
gleichformige Fluoreszenz. Die Stachelbildung wird in bei-
den Systemen durch &dhnliche Selbstorganisationsprozesse
bewirkt, die eine tensidvermittelte Kriimmung der Grenz-
fliche zwischen den nichtmischbaren Fliissigphasen ein-
schlieft.

Auf der Grundlage dieser Experimente schlieBen wir
zurzeit aus, dass komplexe Tensidaggregate, beispielsweise
multilamellare Stdbchenstrukturen, die u.a. aus hydratisier-
ten Lecithinschichten (,,Myelinfiguren*) hervorgehen,['8! am
Aufbau der Stacheln beteiligt sind. Durch Mikroinjektion
von Einzeltropfen konnten wir den optimalen Konzentra-
tionsbereich der chemischen Komponenten systematisch
eingrenzen. SchlieBlich haben wir mit den Erkenntnissen
der videomikroskopischen Voruntersuchungen eine tech-
nisch einfache Synthesestrategie ausgearbeitet, mit der
grofBere Mengen sternformiger Partikel hergestellt werden
konnen. Dies lédsst sich durch eine Siliciumdioxid-Vorstufe
(TMOS) erreichen, die der Olphase oder der wissrigen
Losung zugesetzt wird. Mechanisch robuste, mineralisierte
sternformige Partikel werden erhalten, wenn eine geringe
Menge Chlorcyclohexan, die eine TBOT/TMOS-Mischvor-
stufe enthélt, zu einer vorhydrolysierten wéssrigen Losung
von TMOS gegeben wird. Die Suspension wird einige Male
im verschlossenen Probegefd3 geschiittelt und danach zur
Vervollstandigung der Sedimentation einige Tage an einem
ruhigen Ort aufbewahrt. Lichtmikroskopische Untersuchun-
gen der Partikel, die sich am Gefdboden abgesetzt haben,
zeigen, dass Partikel mit sternférmiger Morphologie und mit
enger GroBenverteilung (Durchmesser 10-100 um) in hoher
Ausbeute erhalten werden. Speziell die Partikel mit einem
kleinen Durchmesser (10-20 um) erweisen sich als sehr
robust, was die Probenvorbereitung fiir elektronenmikrosko-
pische Untersuchungen sehr vereinfacht. Tatsdchlich bleibt
die Morphologie nach dem Trocknen an der Luft vollstindig
erhalten, eine Verdnderung der Partikel ist auch nach Gold-
bedampfung im Argonplasma und bei vermindertem Druck
nicht feststellbar.

In Abbildung 4 (oben) ist die typische Morphologie der
Partikel wiedergegeben, die aus den Mengenansitzen erhal-
ten werden. Wie klar zu erkennen ist, sind die Stacheln, die
von der Schalenoberfliche ausgehen, vollstindig stabil.
Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen bei hoher Ver-
groBerung (Abbildung 4, unten) zeigen ferner, dass die
mineralisierten Hohlstacheln einen durchschnittlichen
Durchmesser von ca. 400 bis 600 nm haben, wihrend die
durchschnittliche Wandstiarke ca. 60 nm betrdgt. Die Ele-
mentarzusammensetzung der Partikel wurde an ausgewihl-
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Abbildung 4. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von stern-
férmigen Titandioxid/Siliciumdioxid-Schalen aus einem Mengenansatz.
Oben: typische Morphologie einer luftgetrockneten Probe robuster mi-
neralisierter Schalen. Unten: Bruchstellen in der Probe lassen erken-

nen, dass mineralisierte, réhrenférmige Stacheln vorliegen.

ten Stellen durch energiedispersive Rontgenfluoreszenzana-
lyse (EDX) bestimmt. Die im Innenbereich der Schalenober-
fliche sowie an der Oberflache einzelner, diskreter Stacheln
gemessenen EDX-Spektren bestétigen das Vorliegen von Si
und Ti.

Der Einsatz organischer Template zur Herstellung anor-
ganischer (Kieselgel-)Materialien mit eng verteilten Poren-
groBen wurde schon beschrieben (z.B. fliissigkristalline
Mesophasen,'l Vesikel 2 Polymer-Latexkugeln,?'! Makro-
molekiile®? oder Ol/Wasser-Mikroemulsionen®!). Von den
genannten Systemen unterscheidet sich unser Ansatz grund-
legend darin, dass ein dynamischer Dissipationsprozess (d.h.
die spontane Emulgierung eines Oltropfens) zur Formung der
anorganischen Matrix genutzt wird.?¥ In dieser Hinsicht
imitiert der von uns gewihlte Ansatz sicherlich Aspekte
natiirlicher Biomineralisationsprozesse, wenn es auch ver-
mutlich nur einen entfernten Bezug zu den biologischen
Organismen gibt, die fiir die Verkieselung vielféltige, hoch-
spezialisierte (makro-)molekulare Komponenten einsetzen.
Sobald genauere Erkenntnisse iiber die funktionalen Eigen-
schaften dieser Makromolekiile vorliegen, konnen sicherlich
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auch verbesserte Modellsysteme konzipiert werden, die einen
engeren biomimetischen Bezug zu den biologischen Syste-
men haben. Zukiinftige Untersuchungen werden sich auf die
Aufklarung der Mechanismen konzentrieren, die an der
Bildung der sternformigen Morphologie beteiligt sind.

Eingegangen am 17. Mai 2002,
veridnderte Fassung am 23. September 2002 [Z19325]
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Abstandsbestimmung durch EPR

Messung eines Cu-Cu-Abstands von 26 A mit
einer gepulsten EPR-Methode**

Irene M. C. van Amsterdam, Marcellus Ubbink,
Gerard W. Canters und Martina Huber*

Methoden zur Bestimmung von Abstdnden in biologischen
und chemischen Systeme werden zunehmend wichtig. Sie
konnen auch dann Strukturinformationen liefern, wenn
traditionelle Methoden der Strukturuntersuchung versagen,
z.B. bei nicht kristallisierbaren Verbindungen. Insbesondere
werden derzeit ergdnzend solche Methoden benétigt, mit
denen grof3e Abstinde gemessen werden konnen. Die elek-
tronenparamagnetische Resonanzspektroskopie (EPR) ist
hierbei von besonderem Interesse, da sie die Messung grof3er
Abstinde mit hoher Spezifitit ermoglicht.[»? Hier zeigen wir,
dass mit einer gepulsten Elektronen-Elektronen-Doppelre-
sonanz(DEER)-Methodel®! groBe Abstinde zwischen Kup-
ferionen in biologischen Systemen gemessen werden konnen.
Wir haben kovalent verkniipfte Dimere eines Elektronen-
transferproteins, des Kupferproteins Azurin, untersucht —
diese Dimere sind Modellverbindungen fiir den Elektronen-
transfer (ET).™ Zur Verkniipfung der Dimere wurde durch
selektive Mutagenese ein Cystein an Position N42 eingefiihrt
(N42C-Mutant), wobei eines der Dimere (az-1) direkt durch
eine Cystin-Bindung verkniipft ist (Abbildung 1) und das
andere (az-2) iiber einen flexiblen Linker (1,1'-[Oxydi(me-
thylen)]bis(maleimid)).*!

Die DEER-Pulssequenz besteht aus vier Mikrowellen-
pulsen (Abbildung?2), wobei drei Pulse bei der Beob-
achtungsfrequenz v,.,, und ein Puls bei der Pumpfrequenz
Vpump €ingestrahlt werden. DEER-Experimente an biologi-
schen Systemen wurden bisher mit Ausnahme eines (nicht
erfolgreichen) Versuchs zur Bestimmung von Abstinden
zwischen zwei Metallzentren in einem Proteinl® ausschlieB3-
lich zur Abstandsbestimmung zwischen Nitroxid-Spin-Son-
den als paramagnetische Zentren beschrieben. Hierbei wur-
den Abstinde von etwa 30 A gemessen.?!

Die Bedeutung von Metallzentren in biologischen Reak-
tionen unterstreicht die Notwendigkeit, auch paramagneti-
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