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Biomineralisierende Organismen, z.B. Diatomeen (Kieselal-
gen) oder Radiolarien (πStrahlentierchen™), bilden kompli-
ziert geformte anorganische Geh‰use, die haupts‰chlich aus
glasartigem Siliciumdioxid bestehen.[1] Die morphogeneti-
schen Grundlagen der Zellentwicklung dieser Organismen,
die zu einem arttypischen Design der Schalen f¸hrt, sind
weitgehend unbekannt. Erst in j¸ngerer Zeit wurden ¸ber-
raschende Details des Siliciumdioxid-Stoffwechsels in Diato-
meen und anderen verkieselnden Organismen entdeckt, u.a.
auch bisher unbekannte Enzymklassen (Silicateine[2]) und
Peptide (Silaffine,[3] Frustuline,[4] Pleuraline (fr¸her als HEP
bezeichnet),[5] SP41[6]). Diese sind entweder an der Konden-
sation und Pr‰zipitation der Kiesels‰ure oder der Schalen-
bildung beteiligt.

Die einzelligen Diatomeen sind besonders interessante Mo-
dellorganismen, die als Vorbild f¸r die Entwicklung neu-
artiger biomimetischer Strategien zur Herstellung komplexer,
hierarchisch strukturierter Materialien dienen kˆnnen.[7] Die
Schalenbildung vollzieht sich hier in einem hochspezialisier-
ten Membrankompartiment, dem πsilica deposition vesicle™
(SDV).[8] Es herrscht noch immer Uneinigkeit ¸ber die
Prozesse, durch welche das SDV in seine endg¸ltige Form
gebracht wird.[9] SDVs kommen in einer ganzen Reihe
einzelliger Lebewesen vor (Schalen-Amˆben, Sonnentier-
chen und Radiolarien), was auf einen einheitlichen Sekre-
tionsmechanismus bei der Herstellung verkieselter Zellstruk-
turen hinweist.[10] An der Bildung der hierarchisch struktu-
rierten, verkieselten Diatomeenzellw‰nde sind verschiedene
Differenzierungs- und Wachstumsschritte auf charakteristi-
schen Grˆ˚enebenen beteiligt, die sowohl nanoskopische als
auch mikroskopische Strukturen umfassen. Daher wurde
vorgeschlagen, zwischen Mikro- und Makromorphogenese
klar zu trennen.[11]

Wir berichten hier ¸ber erste Versuche zur Entwicklung
eines biomimetischen Modellsystems zur Schalenbildung
einzelliger Organismen wie Diatomeen oder Radiolarien.
Das Modellsystem besteht aus einem tensidstabilisierten
÷ltropfen, der durch Mikroinjektion in eine w‰ssrige Lˆsung
eingebracht wird. Er enth‰lt geringe Mengen einer mono-
meren Metalloxid-Vorstufe, die sich in der w‰ssrigen Lˆsung
hydrolytisch zersetzt und schlie˚lich zur Bildung einer
mineralisierten Schale an der ÷l/Wasser-Grenzfl‰che f¸hrt.
Das Fortschreiten der Mineralisation wurde in situ mittels
Videomikroskopie verfolgt. Dieses einfache Modellsystem
wurde gew‰hlt, weil es entscheidende charakteristische
Merkmale biologischer Systeme zeigt: Es hat einen pri-
mitiven πSilicium-Metabolismus™, der monomere Kiesels‰ure
aus einer maskierten Speicherform freisetzt. Die Freisetzung
der hydrolytisch instabilen Metalloxid-Vorstufe findet an
einer membranartigen Oberfl‰che statt. Die Abmessungen
des ÷ltropfens (10±100 mm) sind mit der typischen Grˆ˚e
vieler verkieselnder, einzelliger Organismen vergleichbar. Da
der ÷ltropfen nur eine begrenzte Menge der Metalloxid-
Vorstufe enth‰lt, ist der Schalenbildungsprozess intrinsisch
selbstterminierend. Was noch wichtiger ist: Durch Einsatz
sorgf‰ltig ausgew‰hlter organischer Additive, die in der ÷l-
bzw. in der w‰ssrigen Phase gelˆst werden, lassen sich
dynamische Selbstorganisationsprozesse induzieren, die
schlie˚lich zur Bildung diskreter, komplex geformter Hohl-
schalen f¸hren.

Wir haben unsere Aufmerksamkeit besonders auf ein
System konzentriert, das zur Morphosynthese diskreter,
sternfˆrmiger Schalen mit frappierender æhnlichkeit zu
verkieselten Skeletten von Radiolarien f¸hrt. Das Basisreak-
tionssystem besteht aus einem Chlorcyclohexan-Tropfen, der
Arachidins‰ure enth‰lt (c¼ 42.4 mm),[12] w‰hrend die stark
verd¸nnte, w‰ssrige Phase Cetyltrimethylammoniumbromid
(CTAB, c¼ 55.6 mm) enth‰lt. Einige Minuten nach erfolgter
Mikroinjektion erscheinen wellenfˆrmige Erhebungen an der
Oberfl‰che des ÷ltropfens (Abbildung 1). Man kann das
Wachstum kleiner Stacheln beobachten, die von der Ober-
fl‰che des ÷ltropfens in die w‰ssrige Phase hineinwachsen
und mit Fl¸ssigkeit gef¸llt sind. Die Stacheln erreichen
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zeitweise eine L‰nge von bis zu 90 mm, w‰hrend ihr typischer
Durchmesser im Bereich von 3±15 mm liegt.

Nach Erreichen einer kritischen Grˆ˚e findet eine Ein-
schn¸rung der Stacheln statt, und es bildet sich eine Korona
aus submikroskopischen ÷ltrˆpfchen um den urspr¸nglichen
÷ltropfen. Der Dissipationsprozess schreitet kontinuierlich
fort, bis der Gro˚teil des urspr¸nglichen ÷ltropfens in
kleinere Mikroemulsionstrˆpfchen zerfallen ist, die sich an-
schlie˚end in der w‰ssrigen Lˆsung verteilen. æhnliche
dynamische Selbstorganisationsprozesse wurden unter der
Bezeichnung πspontane Emulgierung™ bereits beschrieben.[13]

Bemerkenswerterweise findet die Emulsionsbildung unter
den gew‰hlten experimentellen Bedingungen nur dann statt,
wenn in den beiden verschiedenen fl¸ssigen Phasen Tenside
mit gegensinniger Ladung vorliegen. Wird z.B. die Arachi-
dins‰ure 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 ma˚geblichen Anteil
an der Triebkraft des Vorgangs haben.[14]

Die Herausforderung bestand nun darin, den Mineralisie-
rungsprozess mit der spontanen Dissipation des ÷ltropfens zu
koppeln und dabei die zwischenzeitlich auftretende, meta-
stabile sternfˆrmige Morphologie aufrechtzuerhalten. Dies
lie˚ sich durch eine gezielte Wahl der in der ÷lphase gelˆsten
Metalloxid-Vorstufe und durch sorgf‰ltiges Einstellen der
Tensidkonzentration erreichen. Wir konnten zun‰chst leider
kein einfaches Modellsystem auf der Basis von Siliciumdioxid
etablieren, das in einem passenden Zeitraum und unter
Umgebungsbedingungen (d.h. Raumtemperatur, w‰ssrige
Lˆsung bei pH� 7) zu robusten verkieselten Schalen gef¸hrt
h‰tte.[15] Eine wesentliche Verbesserung wurde schlie˚lich
durch Einsatz von Titandioxid- oder gemischten Titandioxid-/
Siliciumdioxid-Vorstufen erreicht, die eine wesentlich gerin-
gere Hydrolysestabilit‰t aufweisen als die urspr¸nglich ver-
wendeten, typischen Siliciumdioxid-Vorstufen (Tetrameth-
oxysilan (TMOS), Tetraethoxysilan (TEOS); siehe Hinter-

grundinformationen).[16] Durch Zusatz von Tetra-tert-butyl-
orthotitanat (TBOT) waren wir in der Lage, in der ÷l/Wasser-
Grenzschicht, innerhalb weniger Minuten bis Stunden (in
Abh‰ngigkeit von den experimentellen Bedingungen), ro-
buste, mineralisierte Schalen herzustellen.

Abbildung 2 zeigt eine Zeitserie mikroskopischer Auf-
nahmen ‰hnlich zu derjenigen in Abbildung 1. Der ÷ltropfen
enth‰lt nun eine kleine Menge der Titandioxid-Vorstufe
(TBOT). Die sternfˆrmige Morphologie wird wiederum
gebildet, aber anders als beim vorstufenfreien System beob-
achtet man nach wenigen Minuten ein Einfrieren des Dissipa-
tionsprozesses in einen intermedi‰ren Entwicklungszustand.
Eine genauere Untersuchung der so hergestellten Partikel
zeigt, dass die mineralisierte Oberfl‰che aus sehr d¸nnen
Hohlstacheln besteht (durchschnittlicher Durchmesser 1 mm),
die eine maximale L‰nge von einigen 100 mm erreichen
kˆnnen. Die sternfˆrmigen Titandioxid-Partikel sind in der
w‰ssrigen Lˆsung 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-
st‰rke � 1 mm), w‰hrend die charakteristischen Stacheln
vollst‰ndig verschwunden sind. Wie aus den rasterelektro-
nenmikroskopischen Aufnahmen hervorgeht, besteht die
zur¸ckbleibende Mineralschale aus einem mesoporˆsen
Netzwerk von teilweise miteinander vereinigten Titandi-
oxid-Kolloiden, die einen typischen Durchmesser von 40 bis
70 nm haben. Dass die Stacheln beim Trocknungsvorgang
vollst‰ndig verloren gehen, l‰sst auf einen sehr geringen
Mineralanteil in diesen Strukturelementen schlie˚en.

Systematische Variationen der Tensid- und Vorstufen-
konzentrationen lassen erkennen, dass der Bildungsprozess
der sternfˆrmigen Titandioxidpartikel stark konzentrations-
abh‰ngig ist. Einheitliche Partikel werden vorzugsweise bei
einer TBOT-Startkonzentration von ca. 4 Gew.-% erhalten.

Abbildung 1. Zeitserie der spontanen Emulgierung eines Tropfens
Chlorcyclohexan, der Arachidins‰ure (c¼42.4 mm) enth‰lt, nach Mikro-
injektion in eine w‰ssrige Lˆsung von CTAB (c¼55.6 mm); Hellfeld-
Mikroskopieaufnahmen.

Abbildung 2. Zeitserie der Stachelbildung an einem Chlorcyclohexan-
Tropfen, der Arachidins‰ure (c¼42.4 mm) und TBOT (4 Gew.-%) ent-
h‰lt, nach Mikroinjektion in eine w‰ssrige Lˆsung von CTAB
(c¼0.556 mm); Mikroskopieaufnahmen mit Differential-Interferenzkon-
trast.
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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-
emulsionstrˆpfchen gebildet. Dagegen werden bei einem
TBOT-Gehalt von mehr als 5 Gew.-% massiv mineralisierte
Schalen um den ÷ltropfen herum gebildet, die allerdings
keine radialen Erhebungen aufweisen.

Durch Fluoreszenzmikroskopie kl‰rten wir die Zusam-
mensetzung der Stacheln auf, die bei der Emulsionsbildung
heranwachsen. Dadurch wollten wir untersuchen, ob die
Stacheln mit dem organischen Lˆsungsmittel der ÷lphase
gef¸llt sind. Durch Zusatz eines hydrophoben Fluoreszenz-
farbstoffes (Cumarin 153) zur Chlorcyclohexanlˆsung konn-
ten wir die zeitabh‰ngige r‰umliche Verteilung der nicht-
mischbaren fl¸ssigen Phasen durch Rasterlasermikroskopie
in Echtzeit verfolgen. F¸r die Registrierung optischer Schnitt-
ebenen durch den ÷ltropfen und die Stacheln verwendeten
wir ein neuartiges Multistrahl-2-Photonen-Mikroskop mit
brechungslimitierter, dreidimensionaler r‰umlicher Auflˆ-
sung und hoher Rastergeschwindigkeit (Bildwiederholfre-
quenz bis zu 60 Hz).[17] Die gemessene Fluoreszenzintensit‰t
dient dabei als Ma˚ f¸r die Cumarinkonzentration; auf diese
Weise l‰sst sich au˚erdem die r‰umliche Verteilung des
organischen Lˆsungsmittels direkt visualisieren.

Abbildung 3 zeigt repr‰sentative Fluoreszenzbilder (linke
Seite) und optische Hellfeld-Mikroskopieaufnahmen (rechte
Seite), die im Randbereich des ÷ltropfens w‰hrend 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 ÷ltropfens erscheinen in blauer oder gr¸ner

Farbe gegen¸ber dem schwarzen (nichtfluoreszierenden)
Hintergrund. (Verschiedene Farben repr‰sentieren hier un-
terschiedliche Fluoreszenzintensit‰ten.) Es ist klar zu erken-
nen, dass die Fluoreszenzintensit‰t im Hauptteil des Tropfens
und in den Stacheln sehr gleichfˆrmig ist, was auf eine
homogene Verteilung des Fluoreszenzfarbstoffes und des
organischen Lˆsungsmittels schlie˚en l‰sst. Somit besteht
zwischen ÷ltropfen und Stacheln ein kontinuierlicher ‹ber-
gang. Fluoreszenzaufnahmen am vorstufenhaltigen System
ergeben ein ‰hnliches Bild (Abbildung 3, untere Reihe):
Stacheln, die von der Oberfl‰che des ÷ltropfens ausstrahlen,
zeigen eine zum vorstufenfreien System vergleichbare,
gleichfˆrmige Fluoreszenz. Die Stachelbildung wird in bei-
den Systemen durch ‰hnliche Selbstorganisationsprozesse
bewirkt, die eine tensidvermittelte Kr¸mmung der Grenz-
fl‰che zwischen den nichtmischbaren Fl¸ssigphasen ein-
schlie˚t.

Auf der Grundlage dieser Experimente schlie˚en wir
zurzeit aus, dass komplexe Tensidaggregate, beispielsweise
multilamellare St‰bchenstrukturen, die u.a. aus hydratisier-
ten Lecithinschichten (πMyelinfiguren™) hervorgehen,[18] am
Aufbau der Stacheln beteiligt sind. Durch Mikroinjektion
von Einzeltropfen konnten wir den optimalen Konzentra-
tionsbereich der chemischen Komponenten systematisch
eingrenzen. Schlie˚lich haben wir mit den Erkenntnissen
der videomikroskopischen Voruntersuchungen eine tech-
nisch einfache Synthesestrategie ausgearbeitet, mit der
grˆ˚ere Mengen sternfˆrmiger Partikel hergestellt werden
kˆnnen. Dies l‰sst sich durch eine Siliciumdioxid-Vorstufe
(TMOS) erreichen, die der ÷lphase oder der w‰ssrigen
Lˆsung zugesetzt wird. Mechanisch robuste, mineralisierte
sternfˆrmige Partikel werden erhalten, wenn eine geringe
Menge Chlorcyclohexan, die eine TBOT/TMOS-Mischvor-
stufe enth‰lt, zu einer vorhydrolysierten w‰ssrigen Lˆsung
von TMOS gegeben wird. Die Suspension wird einige Male
im verschlossenen Probegef‰˚ gesch¸ttelt und danach zur
Vervollst‰ndigung der Sedimentation einige Tage an einem
ruhigen Ort aufbewahrt. Lichtmikroskopische Untersuchun-
gen der Partikel, die sich am Gef‰˚boden abgesetzt haben,
zeigen, dass Partikel mit sternfˆrmiger Morphologie und mit
enger Grˆ˚enverteilung (Durchmesser 10±100 mm) in hoher
Ausbeute erhalten werden. Speziell die Partikel mit einem
kleinen Durchmesser (10±20 mm) erweisen sich als sehr
robust, was die Probenvorbereitung f¸r elektronenmikrosko-
pische Untersuchungen sehr vereinfacht. Tats‰chlich bleibt
die Morphologie nach dem Trocknen an der Luft vollst‰ndig
erhalten, eine Ver‰nderung 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 Mengenans‰tzen erhal-
ten werden. Wie klar zu erkennen ist, sind die Stacheln, die
von der Schalenoberfl‰che ausgehen, vollst‰ndig stabil.
Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen bei hoher Ver-
grˆ˚erung (Abbildung 4, unten) zeigen ferner, dass die
mineralisierten Hohlstacheln einen durchschnittlichen
Durchmesser von ca. 400 bis 600 nm haben, w‰hrend die
durchschnittliche Wandst‰rke ca. 60 nm betr‰gt. Die Ele-
mentarzusammensetzung der Partikel wurde an ausgew‰hl-

Abbildung 3. Fluoreszenzaufnahmen (linke Seite) und Hellfeld-Mikros-
kopieaufnahmen (rechte Seite) vom Randbereich des ÷ltropfens w‰h-
rend der Stachelbildung. Die Abbildungen der Tropfen in der oberen Rei-
he gehˆren zum vorstufenfreien System, w‰hrend der Tropfen in der un-
teren Reihe eine Titandioxid-Vorstufe enth‰lt. Die Stacheln und der vom
Laserstrahl erfasste Bereich des ÷ltropfens erscheinen in blauer oder
gr¸ner Farbe vor schwarzem (nichtfluoreszierendem) Hintergrund.
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ten Stellen durch energiedispersive Rˆntgenfluoreszenzana-
lyse (EDX) bestimmt. Die im Innenbereich der Schalenober-
fl‰che sowie an der Oberfl‰che einzelner, diskreter Stacheln
gemessenen EDX-Spektren best‰tigen das Vorliegen von Si
und Ti.

Der Einsatz organischer Template zur Herstellung anor-
ganischer (Kieselgel-)Materialien mit eng verteilten Poren-
grˆ˚en wurde schon beschrieben (z.B. fl¸ssigkristalline
Mesophasen,[19] Vesikel,[20] Polymer-Latexkugeln,[21] Makro-
molek¸le[22] oder ÷l/Wasser-Mikroemulsionen[23]). Von den
genannten Systemen unterscheidet sich unser Ansatz grund-
legend darin, dass ein dynamischer Dissipationsprozess (d.h.
die spontane Emulgierung eines ÷ltropfens) zur Formung der
anorganischen Matrix genutzt wird.[24] In dieser Hinsicht
imitiert der von uns gew‰hlte Ansatz sicherlich Aspekte
nat¸rlicher Biomineralisationsprozesse, wenn es auch ver-
mutlich nur einen entfernten Bezug zu den biologischen
Organismen gibt, die f¸r die Verkieselung vielf‰ltige, hoch-
spezialisierte (makro-)molekulare Komponenten einsetzen.
Sobald genauere Erkenntnisse ¸ber die funktionalen Eigen-
schaften dieser Makromolek¸le vorliegen, kˆnnen sicherlich

auch verbesserte Modellsysteme konzipiert werden, die einen
engeren biomimetischen Bezug zu den biologischen Syste-
men haben. Zuk¸nftige Untersuchungen werden sich auf die
Aufkl‰rung der Mechanismen konzentrieren, die an der
Bildung der sternfˆrmigen Morphologie beteiligt sind.
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Abbildung 4. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von stern-
fˆrmigen 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, rˆhrenfˆrmige Stacheln vorliegen.
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Abstandsbestimmung durch EPR

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

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

Methoden zur Bestimmung von Abst‰nden in biologischen
und chemischen Systeme werden zunehmend wichtig. Sie
kˆnnen auch dann Strukturinformationen liefern, wenn
traditionelle Methoden der Strukturuntersuchung versagen,
z.B. bei nicht kristallisierbaren Verbindungen. Insbesondere
werden derzeit erg‰nzend solche Methoden benˆtigt, mit
denen gro˚e Abst‰nde gemessen werden kˆnnen. Die elek-
tronenparamagnetische Resonanzspektroskopie (EPR) ist
hierbei von besonderem Interesse, da sie die Messung gro˚er
Abst‰nde mit hoher Spezifit‰t ermˆglicht.[1,2] Hier zeigen wir,
dass mit einer gepulsten Elektronen-Elektronen-Doppelre-
sonanz(DEER)-Methode[3] gro˚e Abst‰nde zwischen Kup-
ferionen in biologischen Systemen gemessen werden kˆnnen.
Wir haben kovalent verkn¸pfte Dimere eines Elektronen-
transferproteins, des Kupferproteins Azurin, untersucht ±
diese Dimere sind Modellverbindungen f¸r den Elektronen-
transfer (ET).[4, 5] Zur Verkn¸pfung der Dimere wurde durch
selektive Mutagenese ein Cystein an Position N42 eingef¸hrt
(N42C-Mutant), wobei eines der Dimere (az-1) direkt durch
eine Cystin-Bindung verkn¸pft ist (Abbildung 1) und das
andere (az-2) ¸ber einen flexiblen Linker (1,1’-[Oxydi(me-
thylen)]bis(maleimid)).[4,5]

Die DEER-Pulssequenz besteht aus vier Mikrowellen-
pulsen (Abbildung 2), wobei drei Pulse bei der Beob-
achtungsfrequenz nbeob und ein Puls bei der Pumpfrequenz
npump eingestrahlt werden. DEER-Experimente an biologi-
schen Systemen wurden bisher mit Ausnahme eines (nicht
erfolgreichen) Versuchs zur Bestimmung von Abst‰nden
zwischen zwei Metallzentren in einem Protein[6] ausschlie˚-
lich zur Abstandsbestimmung zwischen Nitroxid-Spin-Son-
den als paramagnetische Zentren beschrieben. Hierbei wur-
den Abst‰nde von etwa 30 ä gemessen.[3]

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