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1 Einleitung

Diatomeen (Kieselalgen) sind bereits seit Uber bundahren wegen ihrer auffalligen,
regelmanig strukturierten Silikatzellwande ein fagzrendes Studienobjekt. Diese, mit
bloRem Auge kaum sichtbaren, einzelligen Algen sinmd Meer &ufRerst zahlreich
vorhanden und von grol3er 6kologischer Bedeutung: Ildden die Basis der marinen
Nahrungskette, leisten einen grof3en Beitrag zueiStaffproduktion der Erde und sind in
der Lage, atmospharisches Kohlenstoffdioxid zu &@mndnd auf den Grund des Ozeans zu
~pumpen” [Chisholm 2000]. Im Gegensatz dazu ist hesute nur wenig Uber die
Biosynthese ihrer anorganischen Zellwande bekaniiie Erforschung der
Biomineralisation der Diatomeen ist nicht nur hamgiich der Grundlagenforschung von
grof3em Interesse. Bereits heute kommen in der indudiatomeenschalen unter anderem
als Schleifmittel (z.B. in Zahnpasta) oder als trigtmittel zum Einsatz.
Materialwissenschaftler und Nanotechnologen ermoffieh auch die aulRergew6hnlichen
Eigenschaften der Diatomeenzellwande -wie ihre groiechanische Stabilitat [Hamm
2003]- in Zukunft zu Nutze machen zu kdnnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Methode dergneischen Kernresonanz-
Spektroskopier(uclear magnetic resonancBIMR) eingesetzt, um die Biomineralisation
bei Diatomeen zu untersuchen. Die NMR-Spektroskagtieneute eine der wichtigsten
spektroskopischen Methoden. Diese vielseitige Migh&ommt hauptséchlich bei der
Strukturaufklarung von Molekilen zum Einsatz. Dasrelkénnen auch Informationen zur
Dynamik und eventuellen Wechselwirkungen mit anddviolekilen gewonnen werden.
Die Methode ist nicht invasiv, das heilit, die Prokénnen vermessen werden, ohne sie
modifizieren zu mussen und liegen nach der Messueder unverandert vor. In dieser
Arbeit wurden neben NMR-spektroskopischen Messungenfliissigen Proben auch
Festkorper-NMR-spektroskopische Experimente duriihnge welche zum Beispiel eine
Untersuchung der Diatomeenzellwande im Ganzen drch@g.



2 Einfihrung

2.1 Biomineralisation

Unter dem Begriff ,Biomineralisation” versteht mdre Bildung von Mineralien innerhalb
oder aul3erhalb der Zellen lebender Organismen Bo&003]. Biomineralien erflllen
viele verschiedene Funktionen: Sie dienen unteei@m dem Schutz gegen Feinde (z.B.
Muschelschalen), als Werkzeuge (Zahne) oder alzestides Gerlst (z.B. Skelett der
Wirbeltiere). Manche Lebewesen nutzen Biomineraliafs Schwerkraftsensoren
(Otolithen, Statolithen) oder zur Orientierung inmd&agnetfeld (Magnetorezeptoren).
AulRerdem konnen Biomineralien auch als Vorratssysterken, namlich indem bei
physiologischem Bedarf lonen aus diesen heraudgeléslen [Boskey 2003, Simkiss
1989].

Biomineralien sind haufig amorph und hydratisiéntre Bildung, welche unter strenger
biologischer Kontrolle erfolgt, wird durch Wechsékungen des anorganischen
Festkorpers mit einer organisch-chemischen Matesteuert. Das endgultige Verhaltnis
von organischem zu anorganischem Material im fertiBiomineral variiert stark je nach
Organismus und Biomineral. So ist zum Beispiel aigranische Anteil im Zahnschmelz
der Wirbeltiere geringer als 1 %, wohingegen in Wérbeltierknochen das Verhéltnis von
anorganischem Calciumphosphat zu organischem Kailagahezu 1 betragt [Boskey
2003].

Calciumcarbonat (CaC{ist das haufigste Biomineral in der Natur. Mamd&t es zum
Beispiel im Exoskelett mariner Einzeller (Coccdbfhoren), in den Schalen von
Weichtieren oder in den Eierschalen von Vdgeln. Eieiteres Calcium-basiertes
Biomineral ist Calciumphosphat. Als HydroxyapatitCa{(PQO,)sOH) sorgt es
beispielsweise fir die Stabilitat und Harte derWitierskelette und —zahne. Bei manchen
Meereslebewesen spielen Metallsulfate (Ca3aSQ, SrSQ) eine wichtige Rolle, da sie
ihnen als Schwerkraftsensoren oder stabilisieramt schiitzende Exoskelette dienen.
Eisenoxide (F¢O,, FeOOH) treten in magnetotaktischen Bakterien wnd bilden die
Zahne verschiedener Schnecken. Daneben wird digésesineral als Ferrihydrit von
Tieren und Pflanzen als Eisenspeicher genutzizi@itidioxid (SiQ) findet man in vielen
verschiedenen Pflanzen, wie zum Beispiel in demdgiti, Blattern oder Samen von

Reispflanzen, Gréasern, Schachtelhalmen oder Brasetgewachsen. Viele einfache
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Lebensformen im Meer produzieren Exo- und Endosieekeus Silikat. Beispiele hierftr

sind mehrzellige Organismen wie Kieselschwammer &dlezeller wie Radiolarien oder

Kieselalgen (Diatomeen) [Boskey 2003, Simkiss 1988}ztere waren schon Anfang des
letzten Jahrhunderts wegen ihrer aul3ergewohnlichktstierten und gemusterten

Silikatzellwéande ein beliebtes Studienobjekt bekidskopikern [Haeckel 1904].

2.2 Diatomeen: Allgemeine Vorbemerkungen

Diatomeen sind einzellige, photosynthetische Algenwelche fast alle
Gewasserlebensraume der Erde in gro3er Zahl bé&sidaheMeer- und Sul3wasser stellen
sie die grof3te Gruppe eukaryontischen Phytoplasktbaneben existiert eine Vielzahl an
benthonischen Formen, welche zum Beispiel auf Sexliem, Steinen, im Boden oder auf
den Panzern bzw. der Haut von Wassertieren lebaitifffore 2002, Round990].
Diatomeen bilden innerhalb ddfeterokontophytadie Klasse derBacillariophyceae
[Round1990]. Wahrscheinlich existieren weit mehr als Zxitungen und 100000 Arten
[Mann 1996]. Kieselalgen sind auch aus 6kologis¢hiesicht von grofdter Bedeutung. So
sind sie fur einen grofRen Teil der photosynthegacKohlenstofffixierung verantwortlich
[Falkowski 1998] und bilden das erste Glied derimear Nahrungskette [Scala 2001].
Diatomeen kénnen je nach Art Grol3en zwischgmbund 5 mm erreichen [Falciatore
2002]. Ein besonderes Merkmal der Kieselalgen st iZellwand aus amorphem
Siliziumdioxid, die artspezifische Muster aufweis{Abbildung 2.1). Diese

aul3ergewohnlich schonen, regelmaliigen Struktureh genetisch festgelegt und werden

Abb. 2.1: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Zellwande
der Diatomeen Coscinodiscus granii (links) und Stephanopyxis turris
(rechts) (Aufnahmen von M. Sumper, Universitdt Regensburg).
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exakt von Generation zu Generation weitervererbt.as D Silikat fossiler

Diatomeenzellwande ist in den Sedimenten der Mbén vorherrschend und spielt eine
wichtige Rolle in der Biogeochemie der Ozeane [la#dce 2002]. Die fossilen

Ablagerungen werden heute als so genannte ,Diatoende” in Filtern, Waschpulver,

Zahnpasta oder Dynamit genutzt [Kooistt®03, Scala 2001]. Im Gegensatz zur
Okologischen Bedeutung der Diatomeen ist nur weingr ihre Biologie und die

Entstehung ihrer Zellwande auf molekularer Eberi@bet [Scal®001].

2.3 Aufbau der Diatomeenzellwand und Zellteilung

Je nach Symmetrie ihrer silifizierten Zellwand wenrdKieselalgen in zwei Ordnungen
eingeteilt: Die Zellwand deiCentrales ist radialsymmetrisch (z.B. rund, oval oder
dreieckig), wahrend die d&ennaledilateralsymmetrisch ist. Die Zellwand selbst bbast
aus zwei fast identischen Halften, der Epitheka dexdHypotheka, die wie eine Schachtel
mit ihrem Deckel aufeinander sitzen (Abbildung 2.83emeinsam bilden sie die so
genannte Frustel. Jede Theka setzt sich aus eiak@aVdie den Aul3enteil der Theka
ausmacht, sowie aus mehreren ringférmigen Gurtddy@, welche sich an der
Uberlappungsstelle der beiden Valven befinden, masan [Falciator€002, Round 1990].
Im Allgemeinen vermehren sich Diatomeen vegetatircd Zweiteilung. Hierbei wird jede
Valva der Mutterzelle zur Epitheka einer TochtdezeDie Hypotheka jeder Tochterzelle
muss neu synthetisiert werden. Dies erfolgt in mirspezialisierten Vesikel, desilica
deposition vesicldSDV). Wahrend der Silikatpolymerisation im Innerdes Vesikels
streckt sich das SDV kontinuierlich in die Langes die neue Hypotheka vollstandig ist.
Anschlie3end wird die neue Zellwand durch Exozytogeh aul3en geschleust, wobei die

SDV-Membran mit der Plasmamembran verschmilzt. Baglgen neuer Girtelbander

<«—Epivalva
Epitheka
i

1
1 ] Gurtelbander

Frustel
Hypotheka

<+—— Hypovalva

Abb. 2.2: Schematische Darstellung des Aufbaus einer Diatomeenfrustel.
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Zellwachstum
durch Einfligen
neuer Girtelbander

= @

)

Trennung der Mitose,
Tochterz%llen Zytokinese und
SDV-Bildung

i

A/SDV-

Expansion

Exozytose'der\

neuen Valven

I

Abb. 2.3: Uberblick tber den Zellteilungszyklus von Diatomeen [nach
Falciatore 2002].

ermoglicht den getrennten Tochterzellen unidireldloentlang der Zellteilungsachse zu
wachsen. Der Zellteilungsprozess ist in Abbildung chematisch dargestellt [Falciatore
2002,Zurzolo2001]. Da die Hypotheka immer etwas kleiner istdasEpitheka, verringert
sich die Zellgrol3e der Tochterzellen durch aufeilean folgende Zellteilungen
kontinuierlich. Die Wiederherstellung der urspriiciggn Gré3e erfolgt nach Erreichen
eines bestimmten Schwellenwertes (ungefahr 30-4fefomaximalen Grol3e) durch die
Bildung von Auxosporen, welche normalerweise mius#ler Vermehrung verbunden ist
[Drebes 1977, Round 1990].

2.4 Zellwandkomponenten

Der grof3te Bestandteil der Diatomeenzellwand isbrpimes, hydratisiertes SiOwelches
sich durch die Summenformel [Sbn.nv2(OH)n] mMit x < 4 beschreiben lasst [Martin-
Jézéquel 2003]. Der Silifizierungsgrad der Fruksein je nach Art und Lebensstadium
zwischen 1 % und 50 % des Trockengewichts variifvetcani 1977].

Die Silikatstrukturen der Zellwand sind aul3erdem emer organischen Hulle umgeben,
welche teils ungewdhnliche Zusammensetzungen vomdésauren, Zuckern und Lipiden
enthalt [Hecky 1973, Reimann 1965, Round 1990, &uld 977, Volcani 1981]. Sie bt
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eine Schutzfunktion aus, in dem sie zum Beispighinelert, dass sich das Silikat der
Frustel im Wasser auflost [Volcani 1981]. In detzien Jahren wurden die verschiedenen
organischen Komponenten der Zellwand genauer etforsEinen Grof3teil der
ProteinaufR3enhille machen die so genannten Frustalis. Diese 75-200 kDa grof3en
Glykoproteine haben die Fahigkeit<au binden. Sie sind nicht kovalent gebunden und
lassen sich mithilfe von EDTA ablosen [Kroger 19840ger 1996, Van de Poll 1999].
AulRerdem konnten polyanionische Proteine, die samaten Pleuraline (friher HEPS)
(150-200 kDa), identifiziert werden, welche sich isshen den sich (berlappenden
Gurtelbandern der Zellwand befinden [Kroger 199%)fgrund ihrer Lage kdnnten diese
Proteine eine wichtige Rolle bei der Verknipfung @&irtelbander mit den Valven,
genauso wie bei deren Separation wahrend der ifigtite spielen. Am
Biomineralisationsprozess scheinen sie jedoch ndihgkt beteiligt zu sein [Kroger
2000b]. Kurzlich fuhrten Frigeet al. eine systematische Analyse der SDS-extrahierbaren
Zellwandproteine der Kieselalgehalassiosira pseudonandurch, wobei sie 31 Proteine
identifizierten, von denen einige an der Zellwamdbgse beteiligt sein konnten [Frigeri
2006].

Daneben existiert jedoch noch eine weitere Frakimm Biomolekilen, welche sich nicht
durch die Behandlung mit EDTA/SDS von den Schaldiisen lasst. Diese Molekile sind
fest mit dem Silikat der Zellwénde verbunden undirién nur durch das Auflésen des
Silikats mithilfe von Flusssaure (HF) [Kroger 1998fer Ammoniumfluorid (Nk&F)
[Kroger 2002, Swift 1992]zugénglich gemacht werden. Auf diese Weise wurden
verschiedene weitere organische Komponenten idaatif und erforscht: Silaffine, eine
Gruppe stark zwitterionischer Proteine [Kroger 19Qger 2001, Kroger 2002, Poulsen
2003, Poulsen 2004, Sumper 2007, Wenzl 2004], i8ifee (stark saure Phosphopeptide)
[Wenzl 2008] und langkettige Polyamine [Kroger 28@08umper 2005, Sumper 2006a].
Silaffine sind Polypeptide mit vielen posttransdatlen Modifikationen (Abbildung 2.4
[Kroger 2002]). Die Analyse von Silaffinen au$halassiosira pseudonanaind
Cylindrotheca fusiformisergab, dass die Serinreste meist phosphoryliertiegen,
wahrend die Lysinreste Uber ihge-Aminogruppe kovalent an langkettige Polyamine
gebunden sind oder ir—N,N-Dimethyllysin oder e-N,N,N-Trimethyl-5-hydroxylysin
derivatisiert sind. Quaternare Ammoniumgruppen wardum Beispiel auch iBucampia
zodiacusundCoscinodiscus wailesidentifiziert [Sumper 2006a, Wenzl 2004]. Bereits

fast 40 Jahren wurden derart au3ergewohnlich nzoglife Lysine in Zellwandextrakten
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HO,PO  OPO,H OPO,H OPO,H OPOH OPOH OPO,H
. ] | | ] .
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Abb. 2.4: Chemische Struktur von natSil-1A,, einem Silaffin aus den
Zellwanden von Cylindrotheca fusiformis [Kroger 2002].

von Diatomeen beschrieben [Nakajima 1970]. Silaffiaus T. pseudonanakénnen
aul3erdem sulfatiert und glykosyliert vorliegen [RBea 2004].

Kirzlich wurden erstmals die stark sauren Sila@deus T. pseudonanabeschrieben
[Wenzl 2008]. Diese Peptide bestehen hauptsachlishden sauren Aminosauren Aspartat
und Glutamat. Mindestens 60 % der ebenfalls zathireiorhandenen Serinreste liegen
phosphoryliert vor.

Ferner wurden in allen bisher untersuchten Diatoragen freie langkettige Polyamine
entdeckt [Kroger 2000a, Sumper 2005, Sumper 20@ake linearen Molekile bestehen
aus bis zu 20 Propylamineinheiten, welche an ein8-Diaminopropan- oder
Putrescinbasis gebunden sein kdnnen [Sumper 200&®]Polyamingemische, die jede
Art synthetisiert, variieren sehr stark. Abgeselken der Kettenlange unterscheiden sie
sich zum Beispiel auch im Methylierungsgrad oderr dexistenz quaternarer
Aminogruppen. Abbildung 2.5 fasst die Polyaminstu&n vierer verschiedener
Diatomeenarten zusammen [Sumper 2006a, Sumper R006b

Sowohl Silaffine als auch Polyamine sind fest metnd SiQ-Gerust verbunden. Beide
spielen im Prozess der Biomineralisation, welcheg&stand des nachsten Kapitels ist,

eine grol3e Rolle.
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, |
Cylindrotheca /N\/\,{zN\/\,]gn NS m=2-7
H H |
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Thalassiosira

seudonana |
p /N\/\/n N,{/\/\N,]:\/\N/
H H | n=4-6
|
AN T g g m=0-8

Stephanopyxis ! m+n=6-18 m=n
turris N ~

T u’{/\/\N’]:\/\N

Coscinodiscus H H
HN N N
granii N~ N~ H,{«\/\H,]"/\/\NHZ

Abb. 2.5: Strukturen langkettiger Polyamine aus vier verschiedenen
Diatomeenarten [Sumper 2006a, Sumper 2006b].

2.5 Silikatmetabolismus und der Prozess der Biomimalisation

Das schwach saure Orthokieselsdure-Monomer (SiQHIK.=9,8) ist die I6sliche Form
von Silikat [ller 1979]. Im Wasser ist es bei neutralem pH nur inr seledrigen
Konzentrationen (ca. 2 mM) stabil. Sobald die Koriegion die Ldslichkeitsgrenze
Uberschreitet, findet eine Autopolykondensationdiea statt, das heil3t, ionisierte
Kieselsauremolekile reagieren mit nicht-ionisiertdfolektlen, um schlie3lich ein
Polymer zu bilden. Das Produkt besitzt dabei in Regel eine maximale Anzahl an
Siloxanbindungen (Si-O-Si) und eine minimale Anzahl nicht kondensierten Si(OH)-
Gruppen [llerl979,Perry2000]. Je nach pH-Wert und ionischen Bedingungktebisich
verschiedene Zwischenprodukte, aus denen entwedékats$ble (d.h. starker
polymerisierte Partikel mit Durchmessern groRer alms 50 A) oder -gele (d.h.
dreidimensionale Netzwerke aus Silikatpartikeln)tseghen. Die Untereinheiten der
Produkte sind in beiden Féllen kugelférmig und @éragoei neutralem pH negative
Ladungen auf ihrer Oberflache [Hildebrand 2003, 1D79].

Trotz der relativ niedrigen Monokieselsaurekonzamin im Meerwasser (1-4M
[Martin-Jézéquel 2000]) sind Diatomeen in der Ladmse aufzunehmen und in viel
hoherer Konzentration im Zellinneren zu speich®ieser Transportprozess wird durch

die so genannten SIT-Proteirsli€ic acid transportey gewahrleistet, deren Gene isoliert
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und charakterisiert worden sind [Hildebrand 1997|débrand 1998]. Dieser Na
abhéangige Transporter besteht aus zehn Transmesplaramen und einer langen
intrazellularen, carboxyterminalen Domane, welcberiWechselwirkungen mit anderen
Proteinen an der Kontrolle der Aktivitat des Tramrsprs oder seiner Lokalisierung in der
Zelle beteiligt sein konnte [Hildebrand 2003a]. CBdiziumaufnahme ist eng mit dem
Zellzyklus gekoppelt. So existieren wéhrend derosht verschiedene Silikat-abhangige
Kontrollpunkte, wie am @S- oder G/M-Phase-Ubergang [Brzezinski 1990]. Dagegen ist
der intrazellulare Transport der Kieselsdure bs saure SDV, wo die neue Zellwand
synthetisiert wird, bislang kaum erforscht [Hildabd 2004]. Diatomeen sind auch in der
Lage, aufgenommene Kieselsaure intrazellular farSyinthese neuer Valven zu speichern
[Martin-Jézéquel 2000, Werner 1966]. Je nach uantéter Art kann die GroRRe solcher
Speicher l6slicher Kieselsaure stark variieren: Watd zum Beispiel Stoffmengen von
1,6-7,0 fmol pro Zelle der AiStephanopyxis turrigefunden wurden, ist eine Zelle der Art
Ditylum brightwellii in der Lage 12,3 pmol Kieselsdure zu speicherrs einem Anteil
von 50 % am Gesamtsilikatgehalt entspricht [Chish@P78, Martin-Jézéquel 2000]. Bis
heute ist nicht sicher bekannt, wie Kieselalgerseliaohen Kieselsaurekonzentrationen
jenseits der Sattigungsgrenze stabilisieren. Aeaal. [Azam 1974] schlugen vor, dass die
Kieselsaure zur Stabilisierung an organisches Nétgebunden vorliegt. Schmid und
Schulz [Schmid 1979] entdeckten bei ihren elektnom&roskopischen Untersuchungen
Vesikel im Cytoplasma, die mit dem SDV fusionienend schlossen daraus, dass die
Kieselsaure in diesen Kompartimenten gespeichett ttemsportiert wird. Eine weitere
Moglichkeit ware die Stabilisierung der Kieselsaurevorkondensierter Form in einem
Polyamin-stabilisierten Silikatsol [Sumper 2004].

Bereits ller [ller 1979] beschrieb, dass kationische und wassersicibnbildende
Polymere in der Lage sind, die Silikatprazipitatians Monokieselsauren vitro zu
induzieren. Insbesondere besitzen Polyamine diagkgih die Silikatkondensation zu
katalysieren. Da hierbei Protonenibergange notwensind, koénnten die dabei
entstehenden Ubergangszustande durch das Zusamehemsp sich in geeigneten
Abstanden befindenden Aminogruppen stabilisiertdear Offensichtlich treten dabei die
positiv geladenen Polyamine mit den negativ geladeRolysilikatmolektlen durch
elektrostatische Wechselwirkung in Kontakt. Die amigchen Molekile werden in die
resultierenden Silikatpartikel eingeschlossen [Napu 1998a,Mizutani 1998b]. Auch
Silaffine und Polyamine aus Diatomeen besitzenediEigenschaften. Sie sind ebenfalls in

der Lage, Siliziumdioxid aus Monokieselsaureldsumgeu prazipitieren, was zur
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Entstehung von Si&ENetzwerken kugelférmiger Struktur fuhrt, deren Ehmesser je nach
Reaktionsbedingungen stark variieren konnen [Krd@9, Kroger 2000a, Kroger 2001,
Kréger 2002]. Entscheidend bei dieser Reaktiofesbch die Anwesenheit multivalenter
Anionen, wie Phosphat. Diese ktnnen entweder atsrganisches Phosphat in der
Pufferlosung vorliegen, oder, wie im Fall der Silz#, kovalent an die prazipitierenden
Molekule gebunden sein [Kroger 2000a, Kroger 20@gse Anionen induzieren die
elektrostatische Zusammenlagerung der Polyamirggifberen Aggregaten, welche fir die
Silikatprazipitation unentbehrlich sind [Brunner 02). Die Phosphatkonzentration
bestimmt aullerdem die GroRe der resultierenderkagdligelchen: Je groRer die
Phosphatkonzentration, desto gréf3er sind die émistken Si@Partikel [Sumpef003].
Interessanterweise besitzen die kurzlich entdeckstark negativ geladenen Silacidine
ebenso die Fahigkeit die Selbstaggregation vondaalyen herbeizufiihren und die Grol3e
der prazipitierten Silikatkiigelchen zu bestimmeneshalb sie beim Prozess der
Silikatprazipitation durch Polyaminm vivo das notwendige Anion darstellen kdnnten
[Wenzl 2008].

Jede Diatomeenart besitzt eine charakteristischeardmensetzung aus Polyaminen
und/oder Silaffinen, die gemeinsam fir die Bildudegr spezifischen Zellwandmuster
verantwortlich sind [Kroger 2000a] (siehe auch Kal2.4).

Kdrzlich wurden erstmals auch aus dem marinen KeB&amm Axinyssa aculeata
langkettige Polyamine (LCPA4) isoliert, welche ebenso fahig sind, sich zu Aggten
zusammenzulagern und Silikat zu prazipitieren [Ma#gja 2007]. Dies deutet darauf hin,
dass die Chemie der Silifizierung von SchwammerddeKieselalgen &hnlich ist.

Fur Modellversuchein vitro wird haufig Poly(allylaminhydrochlorid) (PAA), ein
synthetisches langkettiges Polyamin, eingesetzAnwesenheit von Phosphat besitzt es
ebenfalls die Fahigkeit, die Polykondensation vaeskKlsaure zu induzieren [Mizutani
1998aMizutani 1998b]. Wie oben fur die naturlichen Palyae beschrieben, bildet auch
PAA in Anwesenheit von Phosphat Aggregate. Ubegstlie Phosphatkonzentration einen
gewissen Schwellenwert, findet eine mikroskopisEt@sentrennung statt (das heil3t die
Proben triben sich). Bei noch héheren Phosphatkira®nen geht die mikroskopische
in eine makroskopische Phasentrennung Uber. Die,-Bi&xipitation aus einer
PAA/Kieselsaure-Losung kann nur stattfinden, weime enikroskopische Phasentrennung
vorliegt [Brunner2004] (siehe auch Kapitel 4.1).

Silaffine und Polyamine induzieren also die Silpdé@tzipitation. Aber sind diese auch fur

die Entstehung der verschiedenen Strukturen undéviverantwortlich? Sumper [Sumper
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(&)

N Abb. 2.6: Schematische Darstellung
der Zellwandstruktur von
Coscinodiscus granii (nach [Sumper
2006a)).

2002] entwickelte ein Modell, welches die Strukildbng der Diatomeenzellwande der
Gattung Coscinodiscuserklaren konnte. Die Silikatstrukturen dieser Ielatgen setzen
sich aus mehreren lbereinander liegenden, sechsecktrukturen verschiedener Grol3e
zusammen und weisen eine exakte Symmetrie auf.BEispiel ist in Abbildung 2.6
dargestellt [Sumper 2006a]. Das Modell schlagt wass diese Silikatstrukturen durch
aufeinander folgende Phasentrennungsprozessehamtstéunachst lagern sich im flachen
SDV Tropfchen aus amphiphilen Polyaminen dicht @xdgonaler Form aneinander. In
den Zwischenraumen der aneinandergrenzenden Teipfdindet nun an deren
hydrophiler Oberflache die Silikatprazipitation tstadabei entstehen die sechseckigen
Areolae der Basisschicht der Valva. Bei diesem &®gavird Polyamin verbraucht und
neue Oberflachen aus polymerisiertem Silikat eh&stewas nun eine Folge von weiteren
Phasentrennungsprozessen antreibt: Die grol3en rRialyapfchen brechen in kleinere
auf, und durch sukzessive Silikatpolymerisation amlen neu entstanden
Polyaminoberflachen entstehen immer kleinere segige Strukturen. Bereits Schméd

al. [Schmid 1983] leiteten aus elektronenmikroskopgscbintersuchungen ab, dass bei der
Zellwandmorphogenese der Diatomeen zunachst dibsBuikturen (Areolae) und dann
die Feinstrukturen gebildet werden. Jedoch erldéses Modell nicht alle Eigenschaften
der Zellwandentstehung i@oscinodiscusso kénnte auch das SDV durch Formgebung
und Bewegungen an der Entstehung von StrukturererebhOrdnung beteiligt sein
[Hildebrand 2003a].

2.6 Zielsetzung

Im Biomineralisationsprozess der Diatomeen ist éineinanderlagerung von Polyaminen
notwendig, damit die Prazipitation von Silikat fiatlen kann. Im ersten Teil dieser

Arbeit (Kapitel 4) werden Modellexperimente vorgast die das Verstandnis des
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Prozesses der Selbstaggregation von Polyaminererwedrtiefen sollen. Insbesondere
wird dabei der Einfluss von Pyrophosphationen aeifMbdellsysteme untersucht.

Ein weiteres Ziel der Arbeit bestand darin, die dire Diatomeenzellwande fest
eingelagerten oder fest mit ihnen assoziiertenrosghen Molekile, welche beim Prozess
der Biomineralisation von grof3er Bedeutung sind,ihrem natirlichen Kontext zu
untersuchen (Kapitel 5). Dies sollte mithilfe voAiC- und N-Festkdrper-NMR-
spektroskopischen Messungen realisiert werdenielkedh Zusammenhang stellte sich vor
allem die Frage, ob eventuell Bindungen oder Wédalid@ingen zwischen dem
organischen Material und dem Silikatgerust vorlrege

In Anknupfung an die Arbeit von Groget al. [Groger 2008a] wird in Kapitel 6 die
Aufnahme von Kieselsdure und ihr Einbau in die Watide untersucht. Ziel dieses
Versuchs war die Detektion und Charakterisierungn viatrazellular gespeicherter
Kieselsaure mithilfe vorf°Si-Festkorper-NMR-spektroskopischen Messungen arzeya
Ditylum brightwellirZellen.

In Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl flr Biochemdet Universitat Regensburg werden
im letzten Abschnitt (Kapitel 73'P NMR-spektroskopische Messungen an aufgereinigten
Silaffinproben vorgestellt, welche einen Beitrag Bestimmung der Phosphorylierung

dieser Molekule liefern soll.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Relevante NMR-Experimente

Die magnetische Kernresonanzspektroskopiglgar magnetic resonancBMR) gehort
heute zu den wichtigsten spektroskopischen Methoden Strukturaufklarung von
Biomolekilen und zur Untersuchung vieler verschiedle Materialien. Neben der
Flissigkeits-NMR-Spektroskopie gewinnt auch die tk@per-NMR-Spektroskopie
zunehmend an Bedeutung. Die NMR-Spektroskopie bhexuhder Wechselwirkung von
Kernen, die ein magnetisches Kernmomgnbesitzen, mit einem &uf3eren, statischen
Magnetfeld By. Kerne sind dann NMR-aktiv, wenn sie eine Spingeiazahl| # 0
aufweisen. Die im Gleichgewicht zuféllig orientemtmagnetischen Momente richten sich
in einem solchen Magnetfeld relativ zur Feldriclfuaus, wobei die Energieniveaus der
Kerne aufspalten (Zeeman-Effekt). Ubergange zwiscien Energieniveaus kénnen durch
das Einstrahlen von Radiofrequenzpulsen induzied anschlielBend detektiert werden.
Dabei besitzt jeder Kern eines Isotops eine charakische Resonanzfrequenz. Zusétzlich
erfahrt jeder Kern eines Molekils aufgrund seirlekteonischen Umgebung ein anderes
lokales Magnetfeld, was dazu fuhrt, dass jeder Kaine geringfligig unterschiedliche
Resonanzfrequenz aufweist. Im NMR-Experiment spiegeh dies in der so genannten
chemischen Verschiebung) (wider, welche relativ zu einer Referenzprobe pmp(parts
per million) angegeben wird [Cavanagh 1996].

Fir die vorliegende Arbeit wurden Fliissigkeits- bBgstkorper-NMR-Messungen #ti-,
31p_, #gj., ¥¥c- und >N-Kernen durchgefiihrt. Sie besitzen alle einen Spirl. Die
natlrliche Haufigkeit dieser Kerne sowie ihr gyrgmatisches Verhaltnisy)( sind in
Tabelle 3.1 aufgelistet. Vom gyromagnetischen Wiénigi -einer charakteristischen
Konstante fur jedes Isotop eines Elements- hargNdichweisempfindlichkeit eines Kerns
ab [Cavanagh 1996].

Der auffalligste Unterschied zwischen der Flissigke und Festkorper-NMR-
Spektroskopie liegt in den Linienbreiten der SpaktrwWahrend die Signale in Spektren
flissiger Proben sehr schmal sind (typischerweisenige Hz), erreichen die
Halbwertsbreiten der Signale eines Festkdrper-NNdBkBums meist mehrere kHz.
Dieser Unterschied ist auf die schnelle, isotropmv&ung der Moleklle in Losung
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Kern- NatUrIichfe Gyromagngtisches
Isoto Haufigkeit Verhaltnisy
b [%] [10”rad T'sY]

H 99,9885 26,7522

3¢ 1,07 6,7283

5N 0,368 -2,7126

295 4,68 -5,3190

81p 100 10,8394

Tab. 3.1: Natirliche Haufigkeit und gyromagnetisches
Verhaltnis y verschiedener Kerne (Werte aus [Friebolin
2006)).

zuruckzufihren, wodurch raumlich anisotrope magohg Wechselwirkungen der

Kernspins ausgemittelt werden, wahrend diese inkbgser erhalten bleiben.

3.1.1 Festkorper-NMR-Spektroskopie:magic angle spinning

Die grofRen Linienbreiten in der Festkérper-NMR-Spmdkopie erschweren bzw.
verhindern die Auswertung und Interpretation deratisthen Spektren. Eine
Verschmélerung der Signale ist deshalb oft unditfissSo kann ein hochaufgeldstes
Spektrum durch schnelle Probenrotation um eine Aafiseicht werden. Diese Achse
muss relativ zum auf3eren Magnetf@gum einen Winkel voro, = 54,7° geneigt sein.
Diesen Winkel bezeichnet man als den ,magischerkéfifmagic angle spinningVIAS)
[Andrew 1958, Lowe 1959]. Dieses Phdnomen lasst sithilfe einer Betrachtung der
Wechselwirkungen innerhalb der untersuchten Prak&ren. Diese kénnen mit dem
Hamiltonoperator {/) beschrieben werden und setzen sich im FestkOguer der
Zeemanwechselwirkungig), der homonuklearen’(, #s9 und der heteronuklearer§)
magnetischen Dipol-Dipol-Wechselwirkung, der cheshen Verschiebungiss und der

elektrischen Quadrupolwechselwirkugig,) zusammen:

(3.1) H= Hz + H + His + Hss+ Hesat Ho.

Zur Vereinfachung wird im Folgenden ein isolierleSpin-System zweier heteronuklearer
Spin-1/2-Kernel (z.B. 'H) und S (z.B. **C) in einem Magnetfel®, betrachtet. Somit
kdnnen 7, Jss und Jo vernachlassigt werden. AufRerdem genugt die Bewaghdes
sakularen Anteils der einzelnen Terme, da nur diesgen Energiebeitrag liefert. Die

Linienbreite wird hauptsachlich durch die heterdeake magnetische Dipol-Dipol-
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Wechselwirkung,%;s, sowie durch die Anisotropie der chemischen Vaetmimg, 7csa
bestimmt..%;s und Jcsa sind abhangig vom Winkel, der vom Kernverbinduredser der
Spinsl undS (1) und dem Magnetfel&, eingeschlossen wird)( (siehe Abbildung 3.1)
und von den Winkeln, welche die Hauptachsen demddahen Verschiebung mBy

einschlielRend, ¢):

(3.2) JHs=-2nDis - (3/2 co® -1/2) -1 - &
(33) Hesa=7v Bo Iz - [5iso + 1/3 Ao (3 C0§79 —1) + ncsa S|r|219 COSzgo],
wobei:
1(u -
(3.4) Dy :E(ﬁj ViVehrg ™

diso. ISOtrope chemische Verschiebung

A Anisotropie der chemischen Verschiebung

ncsa Asymmetrieparameter der chemischen Verschiebung
Iz, &: z-Komponente des Kernspindrehmomerigw. S

to: Permeabilitat des Vakuums

Aus Gleichung (3.2) und (3.4) ist ersichtlich, dags proportional zum Produkt der
gyromagnetischen Verhaltnisses ist und umgekehrt proportional zw’. Aus diesem

Grund nimmt die magnetische Dipol-Dipol-Wechselwing mit steigendem Abstand

Abb. 3.1: Schematische
Darstellung  zur  Veran-
schaulichung des Winkels 6,
welcher von By und dem

Verbindungsvektor s

zweier Spins | und S einge-
schlossen wird.
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zwischen zwei Kernen schnell ab. Au3erdemJigt abhéngig von der Orientierung des
Verbindungsvektors der untersuchten Spins relativBg In Losung wird der Term
(3/2 codh -1/2) aufgrund der schnellen und isotropen Umorientig der Molekiile
ausgemittelt. Anschaulich lasst sich dies durckdrdtion Uber alle moglichen Werte des
Winkels 6 zeigen. FUr ein sich schnell und isotrop bewegen8pinsystem ist der

Mittelwert von.7s daher proportional zu:
(3.5) [(3/2c0¢ 6-1/2)sing dg =0.
0

Im Festkorper, in dem keine schnelle Umorientierdeg Molekile stattfindet, kann eine
Verringerung des Beitrags der heteronuklearen nismghen Dipol-Dipol-
Wechselwirkung7s erméglicht werden, wenn die Probe um den ,magiscWiénkel”
(magic angl 6, = arccos 3= 54,7° rotiert wird, da dies bewirkt, dass (3/2°66-1/2)

zu 0 gemittelt wird. Im zeitlichen Mittel orientiem sich nun alle Spinverbindungsvektoren
entlang dieser Achse. Die magnetische Dipol-Dip@eWselwirkung, ebenso wie die
ebenfalls winkelabhdngige Anisotropie der chemiach€erschiebung (vergleiche
Gleichung (3.2) und (3.3)), werden demzufolge zUl Husgemittelt [Gersteih985, Laws
2002]. Bei niedrigen Probenrotationsfrequenzenheisen beimmagic angle spinningo
genannte Rotationsseitenbdnder. Diese befinden isichAbstand von ganzzahligen

Vielfachen der Rotationsfrequenz von der Zentral[Duer 2004, Laws 2002].

3.1.2 Festkorper-NMR-Spektroskopie:cross polarization

Die Methode der Kreuzpolarisatiomr¢ss polarization CP) ist eine der am haufigsten
angewandten Techniken in der Festkorper-NMR-Spskapie. Im Allgemeinen kann die
Untersuchung von Kernen mit geringer Haufigkeit gwrC, 2°Si oder °N) einige
Probleme bereiten. Neben einem geringen SignalfRaudsrhéltnis sind haufig auch die
Relaxationszeiten Tg) dieser Kerne sehr lang, da kaum homonukleare [jmol-
Wechselwirkungen auftreten, welche die Relaxati@schleunigen konnten. Aufgrund
dessen sind zwischen den Einzelexperimenwrand einer Messung lange Pausen
notwendig (haufig langer als eine Minute), die Ealge haben, dass die Messzeiten fir ein
Spektrum mit gutem Signal/Rausch-Verhaltnis sehg lerden kénnen. Mithilfe des CP-

Experimentes lasst sich dieses Problem l6sen [R0@4]. Dieses basiert auf der starken
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heteronuklearen Dipol-Dipol-Kopplung zwischen sedte S, z.B.**C) und haufigen Spins
(I, z.B. *H) im Festkorper, wobei ein Polarisationstransfen einem Spinsystem zum
anderen stattfinden kann [Pines 1973]. Thermodysemiasst sich dieses Phanomen
durch Betrachten der Spintemperatur erklaren [@erst985]: Die Spinreservoirs dér
und S-Spinsysteme weisen jeweils eine bestimmte Spingeatpr , und fs) auf und
konnen miteinander in Kontakt treten. Die inverggan&mperatur ist dabei wie folgt

definiert:

(3.6) b=

AulRerdem stehen die Spinreservoirs in Kontakt neindsogenannten Gittetattice),
einem unendlichen Reservoir der TempergiurDies ist in Abbildung 3.2 dargestellt
(nach [Gerstein 1985]Y1sund Ty bezeichnen die Spin-Gitter-Relaxationsraten Tigdlie
Polarisationstransferrate zwischen démund S-Reservoir. Aufgrund der bestehenden

| Reservoir Ts S Reservoir

B CP Bs

Abb. 3.2: Schematische Darstellung
T, T zZu Veranschaulichung der
’ © bestehenden Transfermoglichkeiten
zwischen den Spinreservoirs | und S

////////// und dem Gitter durch cross
polarization oder Spin-Gitter-

Gitter B, Relaxation (nach [Gerstein 1985]).

Kopplung ist bei einer Reduktion dé&iSpintemperatur ein Ausgleich mdglich, in dem
Polarisation voml- auf das SReservoir fliel3t. Experimentell kann dies durceei
Pulssequenz erreicht werden, wie sie in Abbildur®ydargestellt ist: Zunéachst wird ein
90°-Impuls auf did-Spins (z.B.*H) einer Probe eingestrahlt. Durch das sogenaspite
locking werden die Spins in der xy-Ebene fixiert und demperatur des-Reservoirs
verringert. Das gleichzeitige Einstrahlen eineskstia Radiofrequenzimpulses auf dse
Spins (z.BX3C) erméglicht einen Polarisationstransfer von besuf dieS-Spins wahrend
der Kontaktzeit 4cp), wenn die Prazessionsfrequenzen der beiden $jeich sind. Dies
wird durch die sogenannte Hartmann-Hahn-Bedinguwvgatirleistet [Hartmann 1962]:
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/2

X

| spin lock Entkopplung

Lo

UUV N Abb. 3.3: Schematische Darstellung

des CP-Experiments.

(3.7) 7 -B11=ys-Bis.

y bezeichnet das gyromagnetische VerhaltnisBindasspin lockFeld der Sping bzw. S.
Schlie8lich kdnnen di&-Spins durch Aufnahme des FID&eg induction decgymit
gleichzeitiger Entkopplung dé+Spins detektiert werden [Gerstein 1985, Laws 2002]
Dieses Experiment bietet neben der verbesserteekimi seltener Kerne viele weitere
Vorteile. Da die kiirzere Relaxationsz&itder|-Spins tH) zum Tragen kommt, kann die
Messzeit erheblich verkirzt werden. Auf3erdem karmn Ahalyse des CP-Verhaltens
Aufschluss uber die chemische Umgebung und den gemwgszustand der untersuchten

Kerne liefern.

3.1.3 Festkorper-NMR: Das HETCOR-Experiment

Zweidimensionale, heteronukleare Korrelationsexpente feteronuclear correlation
HETCOR) erlauben die Korrelation von raumlich bdvzarten Kernen (z.B3C und'H)

in einem Experiment. Im Gegensatz zur FlissigkgMR beruht diese Methode im
Festkorper nicht auf der J-Kopplung, sondern aufdgslaren Wechselwirkung zwischen
den Kernen. Eine typische Pulssequenz fur ein ssld&xperiment ist in Abbildung 3.4
dargestellt [Laws 2002]. Nach einem 90°-Impuls diefl-Spins (z.B.*H) entwickelt sich
das System wahrend einer variablen ZeitDaran schlie3t sich eine konstante CP-
Mischzeit an, in welcher Magnetisierung von deKernen auf dieS-Kerne (z.B.'°C)
Ubertragen und schlie@lich wahrend einer Zgit detektiert werden kann. Zur

Unterdrickung von homo- bzw. heteronuklearen Dipiglel-Wechselwirkungen werden
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/2
[ homonukleare CP heteronukleare
Entkopplung Entkopplung

t

S cpP Abb. 3.4: Darstellung des Prinzips
ﬂﬂur\ eines HETCOR-Experiments in der
UU Festkdrper-NMR.

wahrendt; undt, spezielle Entkopplungssequenzen angewandt. IntdéfiC HETCOR-
Experimenten dieser Arbeit erfolgte die Entkopplumghrendt, mithilfe einer TPPM-
Sequenz tvo-pulse phase-modulatipiBennett 1995] und wéhrentd mithilfe einer
PMLG-Sequenzpghase-modulated Lee-Goldbiid.ee 1965, Vinogradov 1999].

3.1.4 Spektrenaufnahme: Experimentelle Bedingungen

Die Flussigkeits-NMR-Spektren wurden an einem Awab@0-Spektrometer der Firma
Bruker (Karlsruhe) aufgenommen. Die Resonanzfrergrrbetrugen 500,1 MHz fiH,
202,5 MHz fur*P und 99,4 MHz fuf°Si. Die *H NMR-Spektren wurden intern auf DSS
geeicht. Im Falle der Messungen der Polyamine amagoMeen (siehe Abschnitt 4.4)
wurde auf eine Referenzierung verzichtet, um eingabe von DSS zu den Proben zu
vermeiden. Di€’P und®*Si NMR-Spektren wurden extern auf Phosphorsaur@{gbzw.
Tetramethylsilan (TMS) geeicht. Allen Proben wurdindestens 5 % f© zugesetzt, um
das Feld/Frequenz-Verhéltnis des Spektrometers emdhder Messung durch ein so
genanntes Locksignal konstant zu halten. Die Profpenca. 50Qu Probenvolumen)
befanden sich fir di¢H und 3P NMR-Messungen in 5 mm-Glasrohrchen; fir die
2%Si NMR-Messungen wurden 10 mm-Glasréhrchen benutzt,ein groReres Volumen
(ca. 2 ml) vermessen zu kdnnen.

Die Festkorper-NMR-Messungen wurden an einem Brukeance 300-Spektrometer
durchgefiihrt. Die Resonanzfrequenzen betrugen 3@BIA fiir *H, 75,5 MHz firC,
30,4 MHz fir N und 59,6 MHz fiir**Si. Die Referenzierung défC NMR-Spektren
erfolgte extern auf TMS, indem das Methylen-Sigaah Adamantan auf 38,48 ppm
gesetzt wurde [Morcombe2003]. Die N NMR-Spektren wurden mithilfe von
(**NH,),S0; extern auf Nitromethan geeicht [Hayashi 1991]. xternen Referenzierung
der 2°Si NMR-Spektren auf TMS wurde das starkere  Signalon v
Octavinyloctasilasesquioxan {@sSiO; g)s auf -79,9 ppm gesetzt [Bonhomme 1997]. Fur
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die **C und N NMR-Messungen wurde ein 4 mm-Rotor, fiir 4i8i NMR-Messungen
ein 7 mm-Rotor aus Zirkonoxid benutzt. Weitere MesBngungen wie Temperatuf)(

MAS-Rotationsfrequenzy() und Zahl der aufgenommenaganssind im Text bei den
jeweiligen Experimenten angefihrt. Die NMR-Spektrearden mithilfe der Software

Topspin Version 2.0 prozessiert. Die weitere Ausweg erfolgte mit Origin Version 6.0.

3.2 Dynamische Lichtstreuung

Die Methode der dynamischen Lichtstreuung (DLS)awdst die Bestimmung von

TeilchengroR3en. Diese Technik macht sich die Breame Molekularbewegung zunutze.
Richtet man einen linear polarisierten Lasersteafhleine flissige Probe, so wird dieser an
den Teilchen in der Probe gestreut. Dieses Stigut@nn mittels eines Detektors, der sich
in einem bestimmten Streuwinkeb befindet, erfasst werden. Abbildung 3.5

veranschaulicht dieses Prinzip. Die Intensitat 8geuung wird Uber einen bestimmten

Detektor

Abb. 3.5: Schematische Zeichnung
. zur Veranschaulichung des Prinzips
Probe 3 ™, der dynamischen Lichtstreuung. Der

F Streuwinkel 6 ist in blau
eingezeichnet.

linear polarisierter Laserstrahl

Zeitraum beobachtet. Sie andert sich durch die Bewg und Umorientierung der
Makromolekiile in der Probe. Je grol3er die Teilctdasto langsamer ist ihre diffusive
Bewegung. Durch  Zeitmittelung erhdlt man daraus  disogenannte

Autokorrelationsfunktion Gi) mit der Korrelationszeit, [Berne 2000]:
(3.8) G(r)=G Q)& ™"
Unter der Annahme, dass es sich um kugelformigkefen handelt, kann mithilfe der aus

der Korrelationsfunktion abgelesenen Korrelatiortsze(r bei G(0)/e) und der Gleichung

von Stokes und Einstein der Partikelradig$ 9erechnet werden:
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ke T
67rn D

(3.9) r, =

In dieser Gleichung bezeichn&t die Boltzmannkonstanteél die Temperatury die
Viskositat der Probe unid den Diffusionskoeffizienten, welcher durch

(3.10) D=

gegeben ist. Der Streuvekimpist dabei wie folgt definiert:

47in . 6
3.11 =—Sin— ,
(3.11) q g 5

wobei n den Brechungsindex der Probe angibtlie Wellenlange des Lasers ufidlen

Streuwinkel, der sich zwischen dem einfallenderetasht und dem Detektor befindet.

Die Lichtstreuungsmessungen dieser Arbeit erfolga@neinem HPPS5001-Nanosizer-

Gerat der Firma Malvern am Lehrstuhl Biochemie I.

3.3 Kultivierung der Kieselalgen und Probenpraparaton

3.3.1 Praparation der Zellwandproben verschiedenebiatomeen

Zur Praparation isotopenmarkierter Zellwandprobearden Kieselalgenkulturen von
Stephanopyxis turrjsCoscinodiscus graniund Thalassiosira pseudonarjaweils in 20 |
sterilem, kinstlichem Meerwassermedium kultivi€as Meerwassermedium wurde wie
von der ,North East Pacific Culture Collection“ gaschlagen hergestellt [Harrison 1980].
Hierfir war zunachst die Praparation von mehrereéockiksungen notwendig. Die
Zusammensetzung dieser Losungen ist in Tabelled@elistet. Fur die Herstellung von
1 | Meerwasser sind von Losung | und Il je 100 wtwendig, von Losung 1, 2, 4, 5, 6 und
7 je 1 ml. Von Loésung 3 werden 2 ml benotigt. Zankéh ist die Zugabe von 2d
Thiamin (10 g/l), 1ul Vitamin By, (4 g/l) und 1ul Biotin (2 g/l) notig. Der pH-Wert des
Mediums sollte sich am Ende zwischen 8,0 und 8fiaden. Nach Sterilfiltration kann das

Medium zur Kultivierung der Kieselalgen eingeseterden.
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Konzentration in der
Substanz )
Stocklbsung
Losung I NacCl 3,627 M
NaSOy 0,25 M
KCI 80,3 mM
NaHCQ 20,67 mM
KBr 7,25 mM
H3BO3 3,72 mM
NaF 0,657 mM
LOsung Il MgC}-6H,O 0,4718 M
CaCb 91,34 mM
SrCh-6H,0 0,82 mM
LOsung 1: NaN®@ 549,1uM
Losung 2: NaGlycerophospha 21,8uM
Losung 3: NgSiO;-9H,0 105,6uM
Lésung 4: NgEDTA-2H,0 9,81uM
FeCk-6H,0 6,562uM
Losung 5: MnCJ-4H,0 2,42uM
(pH=6 mit NaCGQ; einstellen) ZnGl 0,254uM
CoSQ-7H0 0,0569uM
NaM00O4-2H,0 0,520uM
N&EDTA-2H,0 5,05uM
LGsung 6: NaSeQ-5H,0 0,001uM
LOsung 7: Cudl 1 mM

Tab. 3.2: Zusammensetzung der Stockldsungen fiir die Herstellung von kiinstlichem
Meerwasser [Harrison 1980].

Fur die**C- und*N-Isotopenanreicherung der Diatomeenzellwénde wdeta Medium
NaH“CO; (99 %) bzw. NENO; (98 %) zugesetzt.

Wahrend des Wachstums der Kieselalgen wurde dasiumedh den 20 |-Behaltern
beltiftet und mithilfe eines Magnetriihrers geriiRiir die **C-Anreicherung wurden die
Behalter dicht verschlossen und auf eine BelUfteergichtet, um den Austausch zwischen
3%c0o, mit **CO, aus der umgebenden Atmosphére zu vermeiden. Deweitl lag
zwischen 8,0 und 8,8, die Temperatur betrug 200i€.Kulturen waren aul3erdem einem
Tag/Nacht-Rhythmus von 14 Stunden Licht und 10 &uanDunkelheit ausgesetzt.
Wahrend der Wachstumsphase wurden zur KontroliegelmaRigen Abstanden Proben
entnommen, um den pH-Wert, die Zelldichte und dieerbleibende
Kieselsaurekonzentration im Medium zu bestimmer Kieselsaurekonzentration wurde
mithilfe eines kommerziell erhéltlichen, photomsthen Molybdat-Silikattests der Firma

Merck bestimmt.
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Zur Ernte wurden die Kulturen mithilfe eines Sielan 40um Porengrof3ed. granii,

S. turrig abfiltriert, bzw. 15 min bei 15900 g abzentrifedi(T. pseudonana

Die Zellwandpraparation erfolgte wie folgt: Die dicgepackten Algen wurden in 100 ml
Lysepuffer (0,1 M EDTA, 2 % SDS, pH=8,0) aufgenonmmend 5 min bei 95 °C im
Wasserbad gekocht. Nach Abkuhlen der Proben imaHiskurden die Zellwande bei
3500 rpm abzentrifugiert. Der griine Uberstand wuvedeworfen und das Zentrifugat
erneut in 100 ml Lysepuffer aufgenommen, um obigeheitsschritt zu wiederholen.
Anschlie3end wurden die Zellwande finfmal mit 45Wdsser gewaschen und wie vorher
durch Zentrifugation abgetrennt. Schliel3lich wurdén Zellwdnde, wenn nicht anders im
Text erwéhnt, Uber Nacht gefriergetrocknet, umNMR-spektroskopisch vermessen zu

kdnnen.

3.3.2 Praparation von ganzen Diatomeenzellen fiir €i*°Si Festkérper-NMR-

Spektroskopie

Fur die *°Si Festkorper-NMR-Experimente an ganzen Zellen wweihe 20 |-Kultur der
KieselalgeDitylum brightwelliiwie im Abschnitt 3.3.1 beschrieben, geziichtet.

Zur 28Sj- oder 2°Si-Anreicherung wurde N&?%5i0; hergestellt, indem NEO; mit
isotopenangereichertem Si@38,5 %) in einem molaren Verhaltnis von 1:1 imesn
Platintiegel eine Stunde lang bei 1150 °C eingesthem wurde [Brauer 1975]. Vor dem
Zusetzen zum Meerwassermedium wurde dad*K%iO; in einem Mérser zerrieben.

Die Synchronisation der Kultur erfolgte mit einigeangepassten Anderungen in
Anlehnung an vorausgehende Arbeiten [Darley 197iyeF 2006, Groger 2008a]. Das
Meerwassermedium enthielt zu Beginn des Experimeatsdas Siliziumisotop®Si. Bei
einer Zelldichte von ca. 4000 Zellen/ml wurde dwtir mithilfe eines Siebs (Porengrélie
11um) abfiltriert und zilgig in frisches, Si-freies Medh umgesetzt. Nach einer
Aushungerungsphase von 12 Stunden wurde friséfi®s in Form von Ng°SiO;
zugegeben. In regelmafliigen Abstéanden erfolgte Birebennahme von je 21| durch
Filtration. Die Zellen wurden mehrfach mit Si-freieMedium gewaschen. Anschlie3end
wurden sie mithilfe selbst gemachter Zentrifugencbbneinsatze 2 min lang bei 2000 rpm
in verschlieBbare Rotoreinsétze zentrifugiert [@OR008d]. Die Proben wurden
schlielich in fliissigem Stickstoff eingefrorenglali verschlossen und bis zur Messung bei
-20 °C gelagert.

Wahrend des Wachstums der Algen und wéhrend ddseRnahme wurden zusatzlich

kleine Proben zur Kontrolle des pH-Werts, der Kisie!

ekonzentration (siehe oben) und
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der Zelldichte im Medium genommen. Die Bestimmury delldichte erfolgte mithilfe
einer Zahlkammer nach Sedgewick-Rafter.

Weitere experimentelle Details sind an den jeweiligtellen im Text angegeben.

3.4 Fluoreszenzmikroskopie

Um die Synthese neuer Zellwande besser verfolgekbmnen, wurde das Wachstum und
die Zellteilung der Algen mithilfe fluoreszenzmilstmpischer Untersuchungen verfolgt.
Hierfir wurde einer 13 ml-Kultur von D. brightwellii zum Zeitpunkt der
Kieselsdurezugabe nach der Aushungerungsphasezimisatler Fluoreszenzfarbstoff
.LysoTracker Yellow-HCK-123* (Invitrogen) zugegehewelcher sich ins SDV und in
entstehende Silikatstrukturen einlagert [Desclé9)8R0 Die Endkonzentration des
Farbstoffs im Meerwassermedium betrugM. Fir die mikroskopischen Untersuchungen
wurden kleine Proben entnommen und direkt unteersirkonfokalenLaser Scanning
Mikroskop (LSM 510 Meta, Zeiss) untersucht. Die égungswellenl&dnge des Argonlasers
betrug 488 nm. Die grin dargestellte Fluoreszenz Frbstoffs wurde mithilfe eines
Emissionsfilters im Bereich von 505 bis 545 nm Keéet. Fir die Detektion der
Autofluoreszenz der Chloroplasten (auf den Phomyem in rot dargestellt) wurde ein
Emissionsfilter des Wellenlangenbereichs 660-800gemutzt. Aul3erdem wurde eine 20x
Objektlinse (Plan-Neofluar 20x/0,5) eingesetzt.

3.5 Chemikalien und weitere verwendete Materialien

Die pH-Messungen wurden an einem pH-Meter der FirBeckman Instruments
vorgenommen. Zur Zentrifugation der Diatomeenprolwende eine Zentrifuge der Firma
Hettich (Universal 320R) verwendet.

Die in dieser Arbeit verwendeten Polyamin- und f8i@roben von S. turris bzw.

T. pseudonanawurden am Lehrstuhl fur Biochemie | (Prof. Dr. Msumper) der
Universitat Regensburg prépariert.

Die verwendeten Chemikalien und ihre Herstelledsim Tabelle 3.3 aufgelistet. Alle
weiteren Chemikalien wurden in der hdchsten Retsbeife von der Firma Merck
(Darmstadt) bezogen.

Hinsichtlich der Praparation aller weiteren, insgisn Abschnitt nicht genannten Proben sei

auf die jeweiligen Kapitel dieser Arbeit verwiesen.
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Adamantan
Ammoniumsulfat®N, (95 %)
Biotin
Calciumchlorid
Cobalt(1)-sulfat-heptahydrat
Deuteriumoxid 99,9 % (ED)
D-Glucose-6-Phosphat (Na-Salz)
di-Natriumdihydrogenpyrophosphat
Eisen(lll)-chlorid-hexahydrat
Kupfer(ll)-chlorid
Mangan(ll)-chlorid-tetrahydrat
Nax-Glycerophosphat

Natrium 2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-
sulfonat (DSS)

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonafc (99 %)
Natriummetasilikat-nonahydrat
Natriummolybdat-dihydrat
Natriumnitrat:°N (98 %)
Natriumselenit-pentahydrat
0-Phospho-L-Serin
0-Phospho-L-Threonin
0-Phospho-L-Tyrosin
Phosphat-Eichpuffer, pH 7
Phthalat-Eichpuffer, pH 4
Poly(allylaminhydrochlorid) (PAA)
PSS-Octavinyl substituiert
Siliziumdioxid-*Si (98,5 %)
Siliziumdioxid*°Si (98,5 %)
Tetramethylsilan
Vitamin B;-Hydrochlorid
Vitamin By,
Zinkchlorid

Janssen Chimica, Beerse, Belgien
Chemotrade, Leipzig
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Stedm
Deutero GmbH, Kastellaun
Sigma-Aldrich, $teim
Fluka, Buchs, Saiaw
Sigma-Aldrich, Steaim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Stheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Cambridge Isotope Laboratories, Inc.,
Andover, MA, USA

Serva, Heidelberg
Chemotrade, Leipzig
Sigma-Aldrich, Stedith

Sigma-Aldrich, Steinheim
Chemotrade, Leipzig
Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Beckman Instruments efudh, CA, USA
Beckman Instruments, éttdin, CA, USA
Sigma-Aldrich, &nhheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
euriso-top, Gif-sur-Yvette, Frankreich
euriso-top, Gif-sur-Yvette, Frankreich
Fluka, Buchs, Schweiz
Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Tab. 3.3: Verwendete Chemikalien und ihre Hersteller.
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4  Modelluntersuchungen  zur  Aggregatbildung  von

Polyaminen

4.1 Stand der Forschung

Wie in Kapitel 2.5 beschrieben, besitzen aus Dia@misolierte Polyamine die Fahigkeit
in Anwesenheit von Phosphationen Aggregate zu bilded die Prazipitation von Silikat
zu induzieren. Um ein besseres Verstandnis diesegdnige zu erhalten, wurde in den
letzten Jahren eine Vielzahl ausfihrlicher Expentaean Modellsystemen durchgefihrt.
Beliebte Modellpolyamine sind zum Beispiel Polygémimin) [Bauer 2007, Yuan 2005,
Yuan 2006], Poly(propylenimin) [Menzel 2003], songante Dendrimere [Knecht 2004,
Knecht 2005] oder Poly(allylamin) [Brunner 2004,t2.2005b, Mizutani 1998a, Mizutani
1998b, Patwardhan 2002a, Patwardhan 2002b, Pataard®03, Sumper 2004].
Poly(allylamin) (PAA) (M=15kDa) ist ein langketig, synthetisches Polyamin mit
folgender Struktur: [-CBCH(CH:NH2-HCI)-],-160 Dieses Polyamin eignet sich
ausgezeichnet als Modellsubstanz, da es kommenzighoRen Mengen verfugbar ist und
ebenfalls in Anwesenheit von Phosphat aggregiedt%i@» aus Monokieselsaureldsungen
prazipitiert (vergleiche Abschnitt 2.5). So wurdeinz Beispiel der Einfluss der
Orthophosphatkonzentration auf PAA-Losungen beiskamtem pH-Wert mithilfe der
Methode der dynamischen Lichtstreuung (DLS) und NIEIR-Spektroskopie untersucht
[Brunner 2004]. Abbildung 4.1 zeigt die mithilfe vdLS bestimmten Durchmesser der

600- : o
5004 l °
4001 o
£ 300, !
S 2004 ' Abb. 4.1: Durchmesser der PAA-
: Aggregate in Abhangigkeit von der
100- . Zahl  der  Phosphationen  pro
! repetitiver Einheit (rep.E.) von PAA
Ole o o o o (lmM, pH=5,8). Die Linie bei

0 01 02 03 04 05 0,3 [Pi)/[rep.E.] markiert  die
Phosphatkonzentration, bei der die
[Pl[rep.E.] Silikatprazipitation einsetzt.
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Poly(allylamin)-Aggregate und ihre Abh&ngigkeit vder Phosphatkonzentration. Diese
wird hier und im Folgenden als die Anzahl der Phasipnen, welche je repetitiver Einheit
des PAA-Molekiils vorliegen ([rep.E.]), angegeben. Die Polyaminaggregate $ied
niedrigen Phosphatkonzentrationen zunachst refiin (ca. 5 nm), um dann —von einem
Schwellenwert von 0,3 [H[rep.E.] an— mit steigender Phosphatkonzentratiwnvachsen,
bis sie Durchmesser von fast 600 nm erreichen.ebi&sozess kann man auch mit blofem
Auge verfolgen. Die klaren Proben werden von deranogenannten Schwellenwert an
trib, es setzt eine mikroskopische Phasentrennung. dberschreitet die
Phosphatkonzentration einen Wert von ca. O [&p.E.], werden die Partikel so grol3,
dass sie zu Boden sinken und dort eine separatsePbdden (makroskopische
Phasentrennung), weshalb sie hier im DLS-Experinreaht mehr detektiert werden
konnten. Diese Ergebnisse konnten mithilfe ¥ NMR Experimenten bestatigt werden
(siehe auch Abbildung 4.5 in Abschnitt 4.3). Beiean Vergleich dieser Ergebnisse mit
dem Silikatprazipitationsverhalten derselben Losmnegrgab sich, dass die PAA/Phosphat-
Lésungen genau im Konzentrationsbereich der mikmpsichen Phasentrennung in der
Lage sind, Silikatkligelchen zu prazipitieren [Bran@004].

Die Phosphatkonzentration ist jedoch nicht der iggn2arameter, welcher in dem hier
untersuchten Modellsystem die Grof3e der PAA-Aggeeghestimmt. Diese wird
insbesondere auch vom pH-Wert der Losungen bessifluDie Abhangigkeit der
PartikelgréRe vom pH-Wert, welche ebenfalls mithilfon DLS-Messungen bestimmt
wurde, ist in Abbildung 4.2 fiur vier verschiedenboBphatkonzentrationen dargestellt
[Lutz 2005b]. Bei niedrigen pH-Werten sind die Renlklar und weisen keine Aggregate
auf. Mit steigendem pH wachst die GrolRe der PAAiRar kontinuierlich und die

900, pK, von PAA
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Abb. 4.2: Vergleich der Durch-
messer der PAA-Aggregate in
—— Abhangigkeit vom pH-Wert bei vier
2 3 456 7 8 9 1011 12 verschiedenen Phosphat-
pH konzentrationen (jeweils 1 mM PAA).
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Losungen triben sich. Dabei bestimmt die Phosphatkadration das Einsetzen der
mikroskopischen Phasentrennung. Auf molekularemEbasst sich das wie folgt erklaren:
Der steigende pH-Wert bewirkt, dass die positiveluregy der PAA-Molekile abnimmit.
Dies fuhrt dazu, dass die abstoRenden Krafte zerséhnen immer geringer werden.
Gleichzeitig nimmt die negative Ladung der Phosphan zu, weshalb die
Quervernetzung der langkettigen Polyamine immeskéiffer wird. Sobald der pH-Wert
den pk-Wert des PAA lberschreitet (ca. 9), werden diey&uainmolekile neutral, was
zur Folge hat, dass keine elektrostatischen Wewsirkehgen zu den Phosphationen mehr
stattfinden konnen. Diese Ergebnisse zeigen, dass RIAA-Aggregation auf
elektrostatischen Wechselwirkungen zu den nega#iladgnen Phosphationen beruht,
welche die Polyaminketten quervernetzen.

An dieser Stelle stellt sich die Frage, ob die Phationen auch durch andere lonen ersetzt
werden konnen. Hierzu wurden ebenfalls DLS-Expent@eurchgefihrt [Brunner 2004].
Diese ergaben, dass monovalente Anionen, wie Chlaricht in der Lage sind, die
Bildung groRRerer Polyaminaggregate herbeizufihv&uitivalente Anionen wie Phosphat,
Pyrophosphat oder Sulfat [Brunner 2004] kénnen gegesehr wohl die Aggregatbildung
von PAA induzieren, obwohl sie, je nach pH-Wertclawnur eine negative Ladung
aufweisen kdnnen. Dies deutet darauf hin, dasg nisghdie Ladung der Anionen, sondern
auch ihre Fahigkeit, Wasserstoffbrickenbindungensbigden zu koénnen, eine
entscheidende Rolle bei der Entstehung von Questmingen zwischen den PAA-
Molekulen —und somit ihrer Aneinanderlagerung zol3gren Aggregaten— spielt. Um
diese Annahme bestatigen zu kénnen, wurden Methgjgionat (MeP) und Phosphit,
zwei weitere multivalente Anionen untersucht [L#&@05b]. Da ihre pkWerte nahe
denen des Phosphats liegen (Phosphat: 2,1/7,1M28; 2,3/7,9, Phosphit: 1,3/6,7 [Van
Wazer 1973]) und ihre Grol3e ebenfalls mit der dessphats vergleichbar ist, lasst sich
erwarten, dass sie sich auch ahnlich wie Phosgragaiten und die Aggregation von PAA
induzieren koénnen. Abbildung 4.3 zeigt jedoch, ddsss nicht der Fall ist. Diese
Ergebnisse verdeutlichen, dass die ioneninduzikggregatbildung von Poly(allylamin)
ein sehr komplexer Vorgang ist, zu dessen ErklamiegFahigkeit zur Ausbildung von
elektrostatischen Wechselwirkungen und Wasserstafkenbindungen der lonen zu PAA
nicht ausreichend ist. Die Struktur von Phosphd tdethylphosphonat unterscheidet sich
hinsichtlich der Tatsache, dass jeweils eines dar Sauerstoffatome von Orthophosphat

durch entweder ein Proton oder eine Methylgruppetet ist. Dadurch ist offensichtlich
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Abb. 4.3: Durchmesser der PAA-Aggregate in Abhangigkeit vom pH-Wert in
Gegenwart von Phosphat, Methylphosphonat und Phosphit (jeweils 1 mM
PAA, 55 mM Anion). Zum Vergleich sind die Strukturen der verschiedenen
Anionen ebenfalls dargestellt.

die Ausbildung eines komplexen Netzwerkes zwischemteren Anionen und PAA-
Molektlen gestort.

Um die beschriebenen Ergebnisse und das Verstaddsif\ggregationsvorgangs noch zu
vervollstdndigen, wurden im Rahmen der vorliegendlidoeit einige erganzende Versuche

durchgefuhrt, welche im Folgenden beschrieben werde

4.2 Zeitabhangige Stabilitdt von PAA-Aggregaten

Im thermodynamischen Gleichgewicht sollten Partikdie durch Selbstaggregation
entstanden sind, Uber einen langeren Zeitraum|saini [Philip 1996]. Um dies flr das
hier untersuchte System zu Uberprifen, wurden kimdene Proben mit je 1 mM PAA
und 50 mM Phosphat bei unterschiedlichen pH-Wehergestellt. Diese Probenreihe
wurde zu verschiedenen Zeitpunkten mittels dynameisd.ichtstreuung vermessen. In
Abbildung 4.4 sind die ermittelten Aggregatdurchsessin Abhangigkeit vom pH-Wert
dargestellt. Die Messungen wurden eine Stunde ss8timden, bzw. sechs Tage nach der
Probenpréaparation durchgefuhrt. Diese Experimentachen deutlich, dass die
Durchmesser der Poly(allylamin)aggregate tUber mmehfage fast konstant bleiben. Aus
diesem Grund kann die phosphatinduzierte Aggrelgathhg von PAA eindeutig als
Selbstaggregationsprozess bezeichnet werden [G2O§Sb].
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4.3 Einfluss von Pyrophosphat auf die Aggregatbildog von PAA

An ausStephanopyxis turrisolierten Polyaminen wurde gezeigt, dass Pyropaisonen
ebenfalls deren Aggregation und die Prazipitation ®ilikat induzieren kénnen [Sumper
2003]. Dabei sind wesentlich kleinere lonenkonzgianen notig, um einen grof3en Effekt
zu erzielen. Die hierbei entstehenden Silikatpiiéetigp erreichen Durchmesser von bis zu
1000 nm, wahrend in Anwesenheit von Orthophosphiitagkiigelchen von maximal
700 nm beobachtet wurden.

Diese Ergebnisse waren der Anlass fur eine genduetersuchung des Einflusses von
Pyrophosphationen (PPauf das verwendete PAA-Modellsystem. Hierfir weureine
Messreihe vorbereitet, deren Proben jeweils 1 mMAPdnd schrittweise steigende
Konzentrationen von R0-100 mM) enthielten. Bei allen Proben wurde @ifiWert von
5,8 eingestellt. Diese Proben wurden dann mithilien *'P NMR-spektroskopischen
Experimenten untersucht. Zum Vergleich wurde auf8ardine entsprechende Probenreihe
mit Orthophosphat vermessen (vergleiche [Brunn@&4p0

Bei niedrigen PPKonzentrationen sind die Proben klar. Erreicht mjadoch eine
Konzentration von 0,14 [FRrep.E.] werden die Proben milchig trib, es fihdene
mikroskopische Phasentrennung statt. Oberhalb V&b [@F}/[rep.E.] ist schliellich eine
makroskopische Phasentrennung zu beobachten, d®A&ieAggregate so grol3 sind, dass
sie in den Testrohrchen zu Boden sinken und dowt eicht mehr mischbare separate
Phase bilden. Diese Beobachtungen entsprechen gxadtt, die fir Gemische aus PAA
und Phosphat gemacht worden sind (siehe Abschditt[Brunner 2004]), lediglich die

jeweiligen Schwellenkonzentrationen sind unterstiich.
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3P NMR-Spektroskopie
Interessante Ergebnisse liefern auch tfile NMR-spektroskopischen Messungen. Die

3p NMR-Signale wurden jeweils hinsichtlich ihrer ofischen Verschiebungs) ihrer
Intensitat (Integral des Signals in willkirlichemBeiten [a.u.]) und ihrer Halbwertsbreite
(4v12) ausgewertet. In Abbildung 4.5 sind die Result®e PR und der RMessreihen in
je drei Graphen gegeniibergestellt. Die chemischescieebung derP NMR-Signale
(Abbildung 4.5, oben) variiert je nachdem, wie halie Anionenkonzentration ist. So
betragt die chemische Verschiebung bei niedrigeraéatration ca. 2,6 ppm fur Phosphat
beziehungsweise -6,3 ppm fur Pyrophosphat, wohigegsie bei hoher
Anionenkonzentration Werte von 1,2 ppm;)(Rind -8,4 ppm (PP annimmt. Diese
Unterschiede entstehen aufgrund der verschiedenastd@de des Phosphats bzw.
Pyrophosphats in den Proben. Je nachdem, ob dienémian PAA gebunden oder frei
vorliegen, weisen sie unterschiedliche chemischesaleebungen aufdfer bzw. ).
Aufgrund des schnellen Austauschs zwischen denehbeidustidnden entspricht die
gemessene chemische Verschiebuf)jgdann dem gewichteten Mittel dieser. Dies lasst
sich mithilfe folgender Gleichung veranschaulichembei pge, die Wahrscheinlichkeit

bezeichnet, flr welche das jeweilige Anion im getemen Zustand vorliegt:

(4.1) 0 = Pygetdgeb + (1Pgen)ds -

Bei niedrigen Anionenkonzentrationen liegen haugtBéh Anionen vor, welche mit den
PAA-Molekilen in Wechselwirkung stehen. Mit steigen Anionenkonzentration steigt
auch die Konzentration an freien (das heil3t niclitt PAA interagierenden) Anionen,
weshalb sich die*}P NMR-Signale zu immer kleineren chemischen Vermmimgen
bewegen.

Die Signalintensitat der untersuchten Proben (Ahlmif 4.5, Mitte) spiegelt wider, wie
viel 3P sich in den untersuchten Lésungen befindet. S Eich der Kurvenverlauf leicht
erklaren: Zunachst steigt die Signalintensitat steigender Anionenkonzentration, bis sie
ein Maximum erreicht. In diesem Bereich sind dield@n klar, was bedeutet, dass sich die
gesamte Anionenkonzentration in Losung befindet omtlels NMR detektiert werden
kann. Sobald die mikroskopische Phasentrennungetzinswerden die PAA-Partikel
immer grol3er, weshalb immer mehr von ihnen sedimemt, was zur Folge hat, dass
schliel3lich bei Einsetzen der makroskopischen PRitigseung die gemessene

Anionenkonzentration in Lésung fast einen Wert \ull erreicht. An diesem Punkt
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Abb. 4.5: Vergleich des Aggregationsverhaltens von PAA-Anion-Losungen in Abhangigkeit
der Anionenkonzentration mithilfe von 3P NMR-spektroskopischen Messungen. Es sind
jeweils die chemische Verschiebung (6, oben), die Intensitat (Mitte) und die Halbwertsbreite
(Avy,, unten) der *'P NMR-Signale fiir die Orthophosphat- (links) und Pyrophosphatproben
(rechts) gegenibergestellt (je 1 mM PAA, pH=5,8). Die grauen Linien markieren jeweils die
Schwellenwerte fir das Einsetzen der mikroskopischen (gestrichelt) und der makroskopischen
(durchgezogen) Phasentrennung.
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befinden sich nahezu alle vorliegenden PAA-Molekiie Anionen ,geséttigt* am Grund
der Testrohrchen. Ein weiteres Erh6hen der Anioaen&ntration lasst die Signalintensitat
wieder steigen, da diese Anionen nun nicht mehPAA binden kdnnen und sich somit
frei in Losung befinden.

SchlieRlich wurde noch die Halbwertsbreitév(,) der P NMR-Signale ausgewertet.
Diese ist bei niedrigen Anionenkonzentrationen $din (ca. 4 Hz), steigt dann stark an,
bis sie ein Maximum von ca. 12 Hz erreicht. Die éalps Maximums hangt wieder davon
ab, welches Anion sich in der Losung befindet (QBR[rep.E.] bzw. 0,22 [Pf[rep.E.]).
Bei noch hoheren Konzentrationen sinkt die Halbsiedite wieder und erreicht im
Bereich der makroskopischen Phasentrennung wieden sehr kleinen Wert (1,6 Hz far
P, [Brunner 2004] bzw. ca. 2 Hz fir PPAuch bei der Halbwertsbreite handelt es sich um
einen gewichteten Mittelwert der gebundenen unigrirdnionen, welcher sich aufgrund
ihres schnellen Austauschs ergibt. Hierbei ist pbdauch das kontinuierliche Wachstum
der Aggregate von grol3er Bedeutung. Am Anfang desdveihe tberwiegen gebundene
Anionen, eine Aggregation hat aber noch nicht géfitinden. Die beobachtete
Halbwertsbreite von 4 Hz entspricht also der de$aly(allylamin) gebundenen Anions.
Mit steigender Anionenkonzentration werden die PAdgregate immer grol3er. Dies
bewirkt, dass ihre Bewegungen immer langsamer wendel somit ihre rotatorische
Korrelationszeitzr; -das heil3t die mittlere bendtigte Zeit, um sichngl um ihre eigene
Achse zu drehen- steigt. Dies wirkt sich wiederuai av1, aus, was aus folgender

Gleichung leicht ersichtlich ist:

(4.2) Avip = (@ T .

T, bezeichnet hierbei die transversale Relaxatiohsaeiche mit zunehmendem (also
zunehmender Partikelgréf3e) sinkt [Cavanagh 1996bal die Kurve ihr Maximum
erreicht hat, wird der Einfluss des freien Phosphdéssen Konzentration kontinuierlich
steigt, bemerkbar. Im Bereich der makroskopischbasentrennung ist schliel3lich nur
noch freies Phosphat in der Losung, weshalb nuseseqgkleinere) Halbwertsbreite
beobachtet werden kann.

Vergleicht man nun die aus de'P NMR erhaltenen Kurven fiir Phosphat und
Pyrophosphat, lasst sich feststellen, dass ihravérlm Wesentlichen gleich ist. Sie
unterscheiden sich lediglich in den jeweiligen Sel@nwerten des Einsetzens der

mikroskopischen und makroskopischen Phasentrenng.Tabelle 4.1 ist ersichtlich,
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Pyrophosphat
Phosphat

phat ® (PP)
Einsetzen der mikroskopischen Phasentrennupg 0,30 14 0
Einsetzen der makroskopischen Phasentrennung 0,63 31 0

Tab. 4.1: Schwellenwerte der P;- und PP-Konzentration (in [Anion]/[rep.E.]) flr das Einsetzen
der mikroskopischen bzw. makroskopischen Phasentrennung in PAA-Anion-Lésungen (je
1 mM PAA, pH=5,8).

dass diese Ereignisse fur Pyrophosphat jeweils wdred der halben fiir Phosphat
ermittelten Konzentration stattfinden. Das bedeutass im Selbstaggregationsprozess von
PAA ein Pyrophosphation genau zwei Phosphationsetzzn kann. Zieht man die pK
Werte dieser lonen (P2,1/7,1/12,3, PP 1,0/2,0/6,6/9,6 [Van Wazer 1973]) hinzu, lasst
sich dies leicht erklaren: Beim untersuchten pH4WE5,8) liegen die meisten
Orthophosphationen einfach negativ geladen vor, inggdgen beim Pyrophosphat
hauptséachlich zweifach negativ geladene lonen vaiéa sind.

Diskussion

Mithilfe der beschriebenef' NMR-Experimente an anionenkonzentrationsabhangige
PAA-Messreihen liel3 sich zeigen, dass im VergleaahOrthophosphat jeweils nur die
halbe Konzentration von Pyrophosphat notwendiguist,die Phasentrennungsprozesse der
PAA-LOsungen zu induzieren. Bazzicalugi al. [Bazzicalupi 1999] untersuchten die
Wechselwirkung von Ortho- und Pyrophosphationenvaischiedenen Polyaminen. Aus
ihren Daten geht hervor, dass sich die Bindungdkotsn der beiden Anionen an die
verschiedenen Polyamine teils nur geringfligig voarder unterscheiden. Aus diesem
Grund ist der hier diskutierte Effekt hochstwahesnhch nicht auf eine starkere Bindung
des Pyrophosphats an PAA zurlckzufihren. Entschéidesind dagegen die
unterschiedlichen Ladungen der Anionen beim gegabgyH-Wert, wie oben bereits
diskutiert wurde. Offensichtlich erfordert das Htmen der mikroskopischen
Phasentrennung die Gegenwart einer bestimmten Anzgpativer Ladungen, welche
durch die Zugabe von Pyrophosphat friher erreichitd vals durch die Zugabe von
Orthophosphat.

Wie bereits zu Beginn dieses Kapitels erwahnt wunderden vor einigen Jahren
Silikatprazipitationsexperimente in Gegenwart vonrth®- und Pyrophosphat an

natirlichen Stephanopyxis turri®olyaminen durchgefihrt [Sumper 2003]. Die
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resultierenden Silikatkiigelchen waren in Anweseman PR nicht nur wesentlich groRer
als in Anwesenheit von;Psondern bildeten sich bereits bei fast zwei Gnognungen
kleineren Anionenkonzentration. Dieser Effekt lasish mit dem hier diskutierten PAA-
Modell nicht erklaren. Womaoglich gewahrleistet @ed3e der Pyrophosphationen bei der
Quervernetzung der Polyamine einen grol3eren Abstanschen den positiv geladenen
Aminogruppen, was sich zwar nicht auf die Phasenuag auswirkt, jedoch bei der

Entstehung von SigEPrazipitaten eine Rolle spielen kdnnte.

4.4 Experimente an nattrlichen Polyaminen ausStephanopyxisturris

Der unterschiedliche Einfluss von Ortho- und Pygghat auf das Aggregationsverhalten
von Poly(allylamin)-Losungen ist &uf3erst interessém diesem Zusammenhang stellte
sich nun die Frage, wie sich natirliche Polyamimeni vitro-Experimenten verhalten.
Naturliche Polyamine besitzen eine kirzere Kettgggédals Poly(allylamin) und ihre
Aminogruppen befinden sich in der Hauptkette. AdBer kOnnen sie viele weitere
Modifikationen wie Methylgruppen aufweisen. Bereitsr einigen Jahren wurden von
Sumperet al. hierzu*H NMR-spektroskopische Messungen durchgefiihrt [Sm2003]:
Die Untersuchung der phosphatinduzierten chemistteeschiebung4d) eines'H NMR-
Signals von Polyaminen a&ephanopyxis turrisrgab, dass diese unter dem Einfluss von
Pyrophosphat viel grof3er ist als unter dem Einflus Orthophosphat.

Um das Aggregationsverhalten der natirlichen Polyammoch genauer verstehen zu
kénnen, wurden in der vorliegenden Arbeit weitend-gbhangige Experimente an
Polyaminen aus Zellwanden vo8tephanopyxis turrisdurchgefihrt. Polyamine aus
S. turrisbesitzen bis zu 18 sich wiederholende Propylamhregten (siehe Abbildung 2.5,
Kapitel 2.4). Die Phosphatkonzentration der untdmsen Proben wurde jeweils
(entsprechend der PAA-Experimente) auf 0,2F[fBp.E.] bzw. auf 0,15 [RP[rep.E.]
konstant eingestellt, wahrend der pH-Wert zwischamd 12 variiert wurde. Die Proben
wurden mithilfe von DLS und NMR vermessen. Zum \eich wurde zusatzlich die pH-
Abhangigkeit der chemischen Verschiebungen der gkgreiner Polyaminprobe in
Abwesenheit von Phosphat untersucht.

Mit bloRem Auge liel3 sich weder bei den Roch bei den RHProben eine Tribung oder
makroskopische Phasentrennung erkennen. Ebensotdefdie DLS-Messungen keine
verwertbaren  Ergebnisse. Dies ist wahrscheinlichf aaine zu geringe
Polyaminkonzentration in den Proben zurlckzufuhrekufgrund der geringen

Polyaminmengen in Diatomeenzellwé&nden ist die Redjmam in noch gréerem Mal3stab
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nur mit groBem Aufwand realisierbar. Jedoch sindindre Mengen gut fir NMR-
Messungen geeignet. Abbildung 4.6 zeigt d&sNMR-Spektrum des untersuchten
Polyamins sowie dessen Signalzuordnung bei pH=11tz[l2005a]. Die chemische
Verschiebung der Signale ist stark pH-abhangig @ndert sich wahrend der Titration
(siehe Abbildung 4.7,
Pyrophosphationen wahrend der Titration wirkt siebenfalls auf die chemische

ungeflllte Kreise). Die AnweBkeit von Ortho- bzw.
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Abb. 4.7: pH-Abhangigkeit der chemischen Verschiebung & der *H NMR-Signale von Polyaminen
aus Stephanopyaxis turris in Anwesenheit von P; (links) bzw. PP; (rechts) (ausgefullte Kreise). Zum
Vergleich ist in beiden Diagrammen die pH-Abh&ngigkeit der chemischen Verschiebung der
Polyaminsignale in Abwesenheit der Anionen eingezeichnet (ungefillte Kreise). Die
Signalzuordnung ist in Abb. 4.6 dargestellt (Anionenkonzentration 0,25 [Pi]/[rep.E.] bzw.
0,15 [PPj)/[rep.E.]).
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Verschiebung defH NMR-Signale aus. Dies ist in Abbildung 4.7 datgés (ausgefiillte
Kreise). Es ist deutlich erkennbar, dass die Deffierder chemischen Verschiebungen der
'H NMR-Signale des Polyamins in An- und Abwesenldeit Anionen 4J) im Fall von
Pyrophosphat wesentlich gro3er ist, als in Anwesiindon Orthophosphat. Dieser Effekt
ist fur Signal a (grine Kreise in Abb. 4.7) und r&ige (rote Kreise in Abb. 4.7) am
starksten. Bei Signal a handelt es sich um dieoRest an den Kohlenstoffatomen, welche
direkt an die (nicht methylierten) Aminogruppen gergen. Signal e entsteht durch die
Protonen am C-2 der Propylamineinheiten. Da die oAan elektrostatische
Wechselwirkungen mit den positiv geladenen (alsgmierten) Aminogruppen eingehen,
wird die chemische Verschiebung der benachbartetoRen am meisten beeinflusst. Die
Abbildungen machen aufRerdem deutlich, d&8sm pH-Bereich von ca. 6 bis 10 am

grof3ten ist.

Diskussion

Die Ergebnisse dieser Experimente veranschaulidiess die Anwesenheit von Anionen
auch in Losungen von natirlichen Polyaminen einefen Einfluss auf deren Zustand
nimmt. Die pH-Abhé&ngigkeit demonstriert, dass dmeusuchten Phosphationen und die
Polyamine nur dann in Wechselwirkung treten kdénneenn sie bestimmte Ladungen
aufweisen. lhre Wechselwirkungen sind im neutrddén leicht alkalischen Bereich am
starksten; wahrscheinlich ist hier eine optimalesriltnis von protonierten
Aminogruppen an den Polyaminen und negativen Laglnngn den Phosphationen
gegeben. Zusatzlich bestétigt sich auch bei deerdathung natirlicher Polyamine, dass
Pyrophosphat einen viel starkeren Effekt auslést @fthophosphat. Dies lasst sich
wiederum durch die Ladung der lonen erklaren. Digh@phosphationen sind im
entscheidenden pH-Bereich ein- bis zweifach negageladen, wahrend die
Pyrophosphationen eine zwei- bis dreifach negdta@ung aufweisen (pKWerte siehe
Abschnitt 4.3). An dieser Stelle sei auch noch a@hmdarauf hingewiesen, dass
unterschiedliche Phosphatkonzentrationen eingesetztden (0,25 [[/[rep.E.] und
0,15 [PR/[rep.E.]). Dies verdeutlicht, dass der Effekt d&rophosphationen wesentlich
starker ist, obwohl ihre Konzentration in der Légunnur 3/5 der
Orthophosphatkonzentration entspricht. Diese Engsknbestatigen die Beobachtungen
von Sumpeket al.[Sumper 2003].
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5  Festkorper-NMR-spektroskopische Untersuchungen de

organischen Molekile in Diatomeenzellwanden

Im Silikat der Diatomeenzellwénde befindet sicheeMielzahl organischer Molekiile
(siehe Abschnitt 2.4). Einige sind fest mit demik&iigertst verbunden bzw. darin
eingelagert und lassen sich nicht mithilfe von EBSBS ablosen. Hierzu zahlen
langkettige Polyamine [Kréger 2000a, Sumper 200&m@er 2006a], sowie Silaffine
[Kroger 1999, Kroger 2001, Kroger 2002, Poulsen30Poulsen 2004, Sumper 2007,
Wenzl 2004] und die kirzlich entdeckten Silacidjidéenzl 2008]. Mithilfe vonin vitro-
Experimenten konnte gezeigt werden, dass diese @ekille in der Lage sind, SO
Kigelchen aus Monokieselsaureldsungen zu prazipitigkroger 1999, Kréger 2000a,
Kroger 2001, Kroger 2002, Wenzl 2008] (siehe aublscdhnitt 2.5). Sie sind somit fur den
Biomineralisationsprozess der Diatomeenzellwande &otscheidender Bedeutung. Um
diese interessanten Biomolekile untersuchen zueétgnmuss das Silikat der Zellwéande
durch die Behandlung mit HF [Kroger 1999] oder JRHKroger 2002, Swift 1992]
aufgelost werden. Dieses Verfahren macht sie zdgéindur die verschiedensten
Analysemethoden, zum Beispiel auch fur die FlusstgkNMR-Spektroskopie (siehe z.B.
Abbildung 4.6 oder 5.3) und fir die oben genannteritro-Prazipitationsexperimente.
Allerdings konnen auf diese Weise nur isolierte &kaille untersucht werden. Auf der
anderen Seite besteht auch grol3es Interesse dafammationen Uber Polyamine und
Silaffine in ihrer eigentlichen Umgebung zu erhaité&/elche Wechselwirkungen bestehen
mit dem Silikatgerust, liegen womdglich sogar kevaé Bindungen vor? In diesem
Kontext schlugen Heckyet al. [Hecky 1973] ein Modell vor, nach welchem eine
Kondensationsreaktion zwischen den Hydroxylgruppeon Serinresten und der
Kieselsédure stattfindet. Die hierbei entstehende+O-8-Bindungen zwischen dem
mineralischen und organischen Material wurden inLakeratur vielfach diskutiert, jedoch
konnten sie bislang nicht nachgewiesen werden [Lb®@6, Perry 1998].
Festkorper-NMR-Spektroskopie ist eine hervorragemgeignete Methode, um
Diatomeenschalen und die darin eingeschlosseneamigchen Molekile im Ganzen zu
erforschen. Neben zahlreicherfSi NMR-spektroskopischen — Experimenten  zur
Untersuchung des anorganischen Silikats der ZettlwdBertermann 2003, Christiansen
2006, Gendron-Badou 2003, Perry 1998, Tesson 2@8&tieren nur wenige Festkorper-
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NMR-Studien zu deren organischen Bestandteilen ifGansen 2006, Tesson 2008,
Vrieling 2003]. Christianseet al filhrten unter andereffiC und*>N NMR Experimente
an gefriergetrockneten Zellwanden vbhalassiosira pseudonardurch, welche mithilfe
von Ultraschall aufgeschlossen worden waren [Qhrisen 2006]. Diese Methode
gewahrleistet nicht, dass samtliches lose gebursd@mganisches Material abgelost wird.
Im Gegensatz dazu soll in dieser Arbeit mithilfe #estkorper-NMR-Spektroskopie das
organische Material von Diatomeenzellwanden untdnswerden, welches fest an das
Silikatgerist gebunden oder in dieses eingelageliegt.

Die wichtigste Voraussetzung fur die DurchfuhruranWMR-Messungen ist hierbei die
Isotopenmarkierung. Dies hat mehrere Grunde. Zunereisind nur geringe Mengen
organischer Molekile in den Zellwanden vorhandescliEverend kommt hinzu, dass die
natiirliche Haufigkeit der NMR-aktiven Isotop€ und*N nur sehr gering ist (1,11 % fiir
3c, 0,36 % fiir™N) und diese Kerne ein ungiinstiges gyromagnetissteraltnis y
besitzen [Cavanagh 1996] (siehe auch Tabelle 3&bgthnitt 3.1).

5.1 *C Festkdrper-NMR-Spektroskopie an Diatomeenzellwénen

5.1.1 Zuordnung der **C NMR-Signale und Quantifizierung des organischen

Materials

Eine 20 |-Kultur der Kieselalgestephanopyxis turrifAbbildung 5.1, rechts) wurde
mithilfe von NaH®CO; *C-angereichert (siehe Abschnitt 3.3.1). Nach newyeh

200 um

Abb. 5.1: Lichtmikroskopische Aufnahmen zweier in dieser Arbeit mithilfe von Festkdrper-
NMR untersuchter Diatomeenarten: Coscinodiscus granii (links) und Stephanopyxis turris
(rechts). Der Skalierungsbalken entspricht 200 pm.
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200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Abb. 5.2: C MAS NMR-Spektrum isolierter Stephanopyxis turris-Zellwande mit
Zuordnung der verschiedenen Signale (298 K, v;=10 kHz, 4k scans).

konnten die Zellen geerntet und die Zellwande righion EDTA/SDS isoliert werden.
Die gewaschenen und gefriergetrockneten weil3enl&chairden dann fur die Festkorper-
NMR-Spektroskopie in einen 4 mm-MAS-Rotor eingewmgeum spater eine
Quantifizierung zu ermdglichen. Abbildung 5.2 zeilgis resultierendé’C MAS NMR-
Spektrum mit direkter Anregung dEIC-Atome bei Raumtemperatur. Es weist eine groRRe
Vielzahl von Signalen auf, welche das organischeekiid der Zellwande (wie Proteine,
Polyamine und Zuckerreste) widerspiegeln. Das grdigmal bei 160-190 ppm entsteht
durch die Carbonylkohlenstoffatome der Peptidbimgum Die Signale der
Alkylkohlenstoffatome befinden sich zwischen 10 W@lppm. In diesem Bereich findet
man zum Beispiel die'®C NMR-Signale der Polyamine und der®&ome der
Aminoséuren. Zur Veranschaulichung zeigt Abbilduhg das®*C Fliissigkeits-NMR-
Spektrum von isolierten Polyaminen a@sturris [Brunner 2007]. An diese Signale
schlieRen sich die N- und O-Alkylsignale an (40g@@n), welche unter anderem durch die
C-N-Kohlenstoffatome der Polyamine entstehen, odelurch verschiedene
Aminosaurereste. Der Grof3teil der C-O-Signale mesech den Zuckern zugeordnet
werden. Die kleineren Signale sind den C-1-Kohleffstomen aus Zuckern (95-110 ppm)
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Abb. 5.3: 'C Fliissigkeits-NMR
Spektrum von isolierten Polyaminen
aus Stephanopyxis turris (pH=11,
298 K) mit Zuordnung der
verschiedenen Signale [Brunner
70 65 60 55 50 45 40 35 30  ppm 2007].

[Bubb 2003] bzw. aromatischen Kohlenstoffen und l€oktoffen aus Doppelbindungen
(120-140 ppm) zuzuordnen.

An dieser Stelle stellt sich die Frage, wie staithsdie *C MAS NMR-Spektren
verschiedener Diatomeenarten voneinander untedmme”Zu diesem Zweck wurden fir
weitere Messungen Zellwénde vdialassiosira pseudonanand Coscinodiscus granii
(siehe Abbildung 5.1, links) wie oben beschriebeappriert. Abbildung 5.4 zeigt die
erhaltenen Spektren [Groger 2008c]. Vergleicht miart>C NMR-Spektren der drei Arten
(dasS. turrisSpektrum ist der Ubersichtlichkeit halber ebesfalhrgestellt) fallt sofort ins
Auge, dass der Gehalt an organischem Material m Zi#lwanden von Art zu Art sehr
stark variiert. Wahrend die GroRenordnungenTiiippseudonanandS. turrisvergleichbar
sind, enthalten die Schalen v@h granii wesentlich weniger Biomolekule, obwohl alle
drei Proben auf identische Art und Weise behandalden. Es sei darauf hingewiesen,
dass fur das Spektrum va@h granii auRerdem dreimal mekcansaufsummiert wurden.
Durch Integration der Signale dieser Spektren Igis$t der Gehalt al’C-Atomen in den
untersuchten Zellwdnden bestimmen. Voraussetzumgdiéise Berechnungen ist die
Kenntnis der Masse der untersuchten Zellwandprobewie das Vermessen einer
Standardprobe (z.B. Adamantan) mit bekannter Massd Stoffmenge der darin
enthaltenen*3C-Atome unter identischen Bedingungen. Unter denakme, dass das
Signal bei 175 ppm ausschlieBlich durch die Carbb@mmjenstoffatome der
Peptidbindungen entsteht und dass das durchsdatiretiGewicht einer Aminosaure etwa
110 g/mol betragt [Stryer 1996], lasst sich der elnan eingelagerten Aminosauren
abschatzen. Auf die gleiche Weise lasst sich awrhKeéhlenhydratanteil der Zellwande
bestimmen, wenn man davon ausgeht, dass das Sighala. 101 ppm alleine durch
anomere Kohlenstoffatome hervorgerufen wird und riittleres Molekulargewicht ca.
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T.pseudonana

S.turris

c. gran‘ii_//\_'/\/\/\’\/\/\/ji

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Abb. 5.4: **C MAS NMR-Spektren der Zellwande dreier verschiedener
Diatomeenarten (298 K, v,=10 kHz, 4k scans (T. pseudonana, S. turris)
bzw. 12k scans (C. granii)).

180 g/mol ausmacht. Das Ergebnis dieser Abschagrumgt in Tabelle 5.1 dargestellt
[Groger 2008c]. Det*C-Gehalt der untersuchten Zellwénde fiir die veestdrien Spezies
bestétigt die oben aus den NMR-Spektren gewonnkriermationen: Wahrend der Anteil

an organischer™C in den Zellwanden vom. pseudonanandS. turrisungefahr dieselbe

Thalassiosira Stephanopyxis Coscinodiscus
pseudonana turris granii
13C-Gehalt gesamt 7.6 % 4,1 % 0,3%
Aminosauren* (AS) 14,2 % 6,7 % 0,5%
Kohlenhydrate* (KH) 2,3 % 3,9% 0,2 %
Verhéltnis KH/AS 0,16 0,58 0,40

Tab. 5.1: Mithilfe von **C MAS NMR bestimmter Anteil (w/w) des organischen Materials in
isolierten Diatomeenzellwéanden dreier Spezies (Die Aminosaure- und Kohlenhydratanteile (*)
stellen abgeschatzte Werte dar).
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GroélRenordnung aufweist (7,6 % flir pseudonanand 4,1 % fUrS. turrig, betragt dieser
in den Zellwdnden der Spezi&s. granii nur 0,3 %. Dementsprechend ist auch der
Kohlenhydrat- bzw. Aminosaureanteil in den Probehrsunterschiedlich. Im Gegensatz
zu T. pseudonandindet sich im organischen Material der Zellwandm S. turris und

C. granii ein groRer Anteil von Kohlenhydraten, was sich hauc den Spektren von
Abbildung 5.4 in dem starken, breiten Signal beipps und dem kleineren Signal bei
101 ppm widerspiegelt. Insbesondere ist auch daséltais der Masse der Kohlenhydrate
zu der der Aminosauren von Interesse. Dieser Quiotietragt fur die Arter®s. turrisund

C. granii 0,58 bzw. 0,40, wahrend er flir pseudonanaur einen Wert von 0,16 annimmt.
Erganzend wurden neben den oben diskutierten 1Bx#1per-NMR-Messungen auch 2D-
'H-%Cc HETCOR-Experimente durchgefiihrt [Gréger 2008c]. diesen Experimenten
werden die chemischen Verschiebungen raumlich traater **C- und 'H-Kerne

miteinander korreliert. Abbildung 5.5 zeigt dreiegpen von Zellwdnden der Kieselalge
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Abb. 55: 2D 'H-"*C HETCOR NMR-Spektren von Zellwanden der
Kieselalge S.turris bei drei verschiedenen CP-Kontaktzeiten (7cp)
(298 K, v;=8 kHz, 128 scans, 256 Datenpunkte in indirekter Dimension).
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S. turris welche sich lediglich in der Ldnge der CP-Kortaklt (rcp) voneinander
unterscheiden. Bei kurzen Kontaktzeiten von go&ind die Signale der anomeren und
Alkylkohlenstoffatome am stérksten. Mit steigendega bis hin zu 1 ms werden diese
Signale immer schwéacher, wohingegen die SignaleCadebonylkohlenstoffatome starker
werden. Da diese Atome keine direkt benachbartetoRen aufweisen, kdnnen sie nur bei
langeren Kontaktzeiten Magnetisierung voH-Kernen erhalten. Trotz der —in der
Festkorper-NMR haufig beobachteten— breiten Sigratest sich mithilfe dieser Spektren
die oben getroffene Zuordnung der & NMR-Signale erharten (siehe Abbildung 5.2):
Die korrelierten 'H NMR-Signale im 2D-Experiment weisen die typischen
Verschiebungswerte der Gruppen auf, welche $&NMR-Resonanzen zugeordnet
wurden. So wird insbesondere auch bestétigt, dassch bei demt’C NMR-Signal bei
101 ppm tatsachlich um die anomeren Kohlenstoffataiar Zucker handeln muss. Die
korrelierte *H-chemische Verschiebung dieses Signals (5,8 +ppnd) liegt in dem
Bereich, in dem gewohnlich die Verschiebungen demseren Protonen von Zuckern zu
finden sind (4,4-5,5 ppm [Bubb 2003]). Auch an ®eélhden von Thalassiosira
pseudonanakonnte ein'H-*C HETCOR-Experiment erfolgreich durchgefiihrt werden
(siehe Anhang 10.1, Abbildung 10.1).

Diskussion

In diesem Abschnitt wurden ein- und zweidimensiendfC NMR-Experimente
durchgefiihrt, um das organische Material vdnC-angreicherten Zellwanden
verschiedener Diatomeenarten zu vermessen undigeal& des Spektrums zuzuordnen.
Mithilfe einfacher Annahmen lie3 sich der Gehalt Aminosauren und Kohlenhydraten
quantifizieren. So konnte gezeigt werden, dassZdibwande aller untersuchten Arten
neben Proteinen (wie Silaffinen und Silacidinengraohlenhydrate, wenn auch in sehr
unterschiedlich gro3en Mengen, enthalten, welclst & das Silikatgertst gebunden
vorliegen. Da die Zellwande fir die Messungen metisnmit SDS/EDTA und Wasser
gewaschen worden sind, ist es unwahrscheinlichs d#isse Zuckerreste aus der
organischen Hille der Frustel stammen. Hochstwakislich sind sie teilweise auf stark
glykosylierte Silaffine zurtickzufihren, von deneerdits einige charakterisiert worden
sind [Poulsen 2003, Poulsen 2004]. Hierzu gehovem Beispiel auch die Silaffine aus der
hier untersuchten ArtThalassiosira pseudonanaDagegen scheinen jedoch in den
Zellwanden vorC. granii keine Silaffine vorhanden zu sein [Sumper 2002ptddem sind

im °C NMR-Spektrum dieser Spezies schwache Signale ehens welche durch
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Kohlenhydrate und Proteine oder Peptide entstdDmse Beobachtung deutet darauf hin,
dass in den Zellwédnden dieser Kieselalgen weitasher nicht analysierte, Biomolekile
existieren. In der Zwischenzeit konnte zum BeispmelZellwanden vonT. pseudonana
Chitin identifiziert werden [Tesson 2008] (siehelauibschnitt 5.2).

5.1.2 Einfluss des Wassergehalts der Zellwande auf die s#&orper-NMR-
Spektren

Mithilfe ~ von  *C MAS NMR-Experimenten  wurde  der  Einfluss  des
Hydratisierungszustands der Zellwdnde auf die Seekuntersucht. Hierfir wurden
einerseits, wie im vorangehenden Abschnitt besbbrie gefriergetrocknete*C-
angereicherte Zellwandproben vermessen. Zusatzlicklen hydratisierte Proben, welche
einen Anteil Restwasser enthielten, analysiert. illobg 5.6 zeigt die resultierenden
Spektren fur Zellwande voh. pseudonanéa) undS. turris(b). Es sei darauf hingewiesen,
dass sich fir die verschiedenen Messungen untedidh viel Substanz im MAS-Rotor
befand, wodurch sich die grof3en Unterschiede inm&iBausch-Verhaltnis erklaren. Es
wird deutlich, dass eine Linienverbreiterung statiét, wenn den Proben Wasser entzogen
wird. Diese Beobachtung lasst sich unter der Anreatemklaren, dass die organischen
Bestandteile der Zellwdnde in Anwesenheit von Wadseweglicher sind, als im
dehydratisierten Zustand. Dies hat zur Folge, dies$Halbwertsbreiten ihrer Signale in
den Festkorper-NMR-Spektren Kkleiner werden. Zus#itzl wurden in  diesem
Zusammenhan§’C {*H} CP MAS NMR-Experimente an den oben beschriebePben
durchgefuhrt. Die Spektren der Zellwande vdnpseudonanaim trockenen und
hydratisierten Zustand sind in Abbildung 5.7 datgits (Die Spektren delS. turris
Zellwande finden sich im Anhang (Abschnitt 10.1,bdung 10.2).) Im Gegensatz zu den
Spektren bei direktel’C-Anregung (siehe Abbildung 5.6 a) unterscheideh siie CP-
Spektren interessanterweise nicht in ihrer Aufl@gsudedoch ist die Signalintensitat im
Spektrum der hydratisierten Probe etwas geringeas [bedeutet, dass hier der
Magnetisierungstransfer von déH-Kernspins auf dieC-Kerne weniger effizient ist.
Dies ist unter anderem abh&ngig von der Umgebunddme und ihrer Beweglichkeit.
Aus diesen Grunden lasst sich folgern, dass dienisghen Molekile in den hydratisierten
Zellwandproben eine gewisse Beweglichkeit aufweisgahrend ihre Bewegungen im
getrockneten Zustand starker eingeschréankt sineks Biteht im Einklang mit den
Ergebnissen défC NMR-Spektren bei direkter Anregung (siehe oben).
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Abb. 5.6: '°C MAS NMR-Experimente an Zellwanden von
T. pseudonana (a) und S. turris (b) im hydratisierten (oben) und
gefrier-getrockneten (unten) Zustand (298 K, v,=10 kHz, 4k scans).
Die grol3en Unterschiede im Signal/Rausch-Verhéltnis kommen
durch verschiedene Probenkonzentrationen im MAS-Rotor
zustande.

Schliel3lich wurde ein weiteres Experiment zur Hyalian der Zellwéande durchgefuhrt:
Eine Probe voistephanopyxis turriZellwdnden wurde bei 200 °C vakuumgetrocknet, um
sicher zu stellen, dass sie kein Wasser enthali/éngleich mit demC NMR-Spektrum
der gefriergetrockneten Probe weist das Spektruesedi Probe (siehe Anhang 10.1,
Abbildung 10.3) hinsichtlich der spektralen Aufldgukeine Unterschiede auf. Lediglich
die Intensitat der Signale ist um ca. 25 % redtizias sich auf das Zersetzen der

organischen Molekule unter dem Einfluss der hohemg@eraturen zurtickfihren lasst.
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Abb. 5.7: C {*H} CP MAS NMR-Spektren der Zellwande von
T. pseudonana im getrockneten (oben) und hydratisierten (unten)
Zustand (298 K, v,=10 kHz, 1cp=900 ps, 4k scans).

Diskussion

Das hier gezeigté®C {*H} CP MAS NMR-Spektrum vonT. pseudonanellwanden
(siehe Abbildung 5.7) ist qualitativ mit den vonrShanseret al. [Christiansen 2006] und
Tessonet al. [Tesson 2008] verdffentlichten Spektren verglearhliKleine Unterschiede
sind in den Signalintensitaiten zu verzeichnen, wsish wahrscheinlich auf
unterschiedliche Praparationsmethoden der Zellwandiéckfiihren lasst. Insbesondere ist
bei den von Christiansenet al. untersuchten Zellwandproben, welche durch
Ultraschallbehandlung der Zellen gewonnen wurdampd auszugehen, dass sie nicht frei
von locker gebundenem, organischem Material wasemingegen fur die Praparation der
hier verwendeten Proben eine Zelllyse mithilfe \RIDS/EDTA durchgefuhrt wurde. Ein
weiterer Unterschied besteht in dem Signal beil6a. ppm, welches hier anhand der 1D-
und 2D-NMR-Experimente den C-1-Kohlenstoffatomernr deicker zugeordnet wurde
(siehe Abschnitt 5.1.1). Dagegen identifizierten ri€tlansen et al. dort ein
Rotationsseitenband. Die hier getroffene Zuordnkagnte durch die Vero6ffentlichung
von Tessoret al.[Tesson 2008] bestatigt werden.

Der Einfluss des Hydratisierungszustands auf diek&en von Proteinproben, wie zum
Beispiel Lysozym, wurde bereits in etlichen Fegbed*NMR-Studien untersucht
[Kennedy 1990, Hong 1999, Pauli 2000]. Diese ergalsass der Wassergehalt die
Auflosung der Spektren stark beeinflusst. Dasttatich fur die hier gezeigten Spektren

zu. Die organischen Moleklle sind in der Gegenwart Wasser beweglicher, was zur
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Folge hat, dass die beobachteten Signale in'#®MAS NMR-Spektren schmaéler sind.
Zumindest trifft das fur diejenigen Biomolekule zlie fur Wasser zuganglich sind. Da die
spektrale Auflosung in den CP-Spektren der hydemten und dehydratisierten Proben
jedoch keinen Unterschied aufweist, lasst sicheiotie Schlussfolgerung ziehen: Die
13%C MAS NMR-Spektren enthalten viele verschiedene rlagerte Signale von
Biomolekulen. Ein Teil von ihnen ist sehr bewegliold ihre Signale sind deshalb sehr gut
aufgeldst, wohingegen eine andere Gruppe orgamiddbkekile stark immobilisiert und
in ihrer Bewegung eingeschrankt ist, was zu setitdar**C NMR-Signalen filhrt. Im CP-
Experiment werden dann die Signale verstarkt, veeladurch die unbeweglichen
Komponenten zustande kommen, da die CP-Effizienz dar Beweglichkeit der
untersuchten Molekile abnimmit.

Da die Anwesenheit von Wasser einen grol3en Einfaudgsdie hier gezeigten NMR-
Spektren hat, lasst sich schliel3en, dass die insiflfezierten Zellwande eingelagerten
Biomoleklle —zumindest teilweise— fur Wasser zugjéhgsind. Das ist gewdahrleistet,
wenn sie sich entweder auf der Oberflache der ZAgltle, oder in Poren im Silikatgerust,
in die das Wasser eindringen kann, befinden.

Auch bei der Durchfilhrung vafiSi MAS NMR-Experimenten stellte sich heraus, dass d
Hydratisierungszustand der Zellwande ausschlaggklbén die erhaltenen Spektren ist
[Gréger 2008d, Brunner 2007, Groger 2008c]. Abhilglu5.8 stellt die 2D'H-2°Si
HETCOR-Spektren hydratisierter und dehydratisieff&i-angreicherter Zellwande von
T. pseudonangegenuber. Im Spektrum der getrockneten Probeild\big 5.8, rechts)
wird *H-Magnetisierung von defH-Kernen der Silanolgruppen auf die benachbafisin
Kerne Ubertragen. Da an die Siliziumatome dér @vd G-Gruppen Hydroxylgruppen
gebunden sind (mithilfe der "@Jomenklatur wird die Anzahl n der umgebenden
Siloxanbindungen eines Siliziumatoms angegebehesech Abschnitt 6, Abbildung 6.2),
werden deren Signale besonders verstarkt, wohimgedgs Signal der ©Gruppe
unterdrickt wird. Im Spektrum der hydratisiertedl@énde (siehe Abbildung 5.8, links)
sind angelagerte Wassermolekiile an der UbertragondH-Magnetisierung auf di€’Si-
Kerne beteiligt. Dies auBert sich durch das staleNMR-Signal bei ca. 5 ppm.
Bemerkenswert ist jedoch die Tatsache, dass vowrlaidsten Wasser aus ein deutlicher
Polarisationstransfer auf die Siliziumkerne dér@uppen stattfindet. Diese sollten sich
eigentlich im —fir Wasser unzuganglichen— Inneres &iQ befinden. Die Ursache
hierfur ist noch unklar. Jedoch ware ein solchdel&fdenkbar, wenn entweder Wasser die

Fahigkeit besitzt ins Innere des Si€nzudringen, oder wenn wahrend der CP-Kontaktzeit
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Abb. 5.8: 'H-**Si-HETCOR-Spektren von hydratisierten (links) und
dehydratisierten  (rechts) ?°Si-angereicherten Zellwandproben von
T. pseudonana. Die “°Si-Projektionen sind oberhalb der Spektren
dargestellt [Brunner 2007, Groger 2008c, Groger 2008d].

295j-2%5j-Spindiffusion von den ® und Q-Gruppen auf der Oberflaiche zu deri- Q
Gruppen im Inneren des Silikats stattfinden kanies® Ergebnisse belegen, dass sich der
Hydratisierungszustand der Diatomeenzellwéande michtauf die**C NMR-Spektren der
eingelagerten organischen Molekiile auswirkt, samderch auf di€”Si {*H} CP MAS
NMR Spektren.

5.1.3 Einfluss der Messtemperatur auf die Festkdrper-NMRSpektren

In einem weiteren Versuch wurden die gefriergetnet&n’*C-angereicherten Zellwénde
von Stephanopyxis turridei unterschiedlichen Temperaturen mittels FeptGNMR-
Spektroskopie vermessen. DC MAS NMR-Spektren bei 298 K und 220 K sind in
Abbildung 5.9 gezeigt. Die Spektren unterscheideh kaum voneinander. Im Vergleich
zu dem Spektrum bei Raumtemperatur wird im Spektren?220 K im Bereich von 10 bis
40 ppm die Auflosung geringfliigig schlechter. Dassiésich damit erklaren, dass die
Bewegungen dieser organischen Moleklle bei niedrijemperaturen ,eingefroren”
werden. Ein weiterer Unterschied besteht in defRgrén Signalintensitat des gesamten
Spektrums bei 220 K. Das lasst sich darauf zuriokit, dass bei tieferen Temperaturen
der Besetzungsunterschied der Energieniveaus derekgolRer wird und somit die Zahl

der im NMR-Experiment anregbaren Spins steigt. [Beasetzungsverhaltnis der
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Abb. 5.9: Einfluss der Temperatur auf die **C MAS NMR-Spektren der
Zellwandproben von Stephanopyxis turris. Die gezeigten Messungen
wurden bei 220 K (graue Linie) und 298 K (schwarze Linie) durchgefihrt
(vv=10 kHz, 4k scans).

Energieniveaus Ny/N,) kann mithilfe der Boltzmann-Verteilung beschriebaerden,
wobei N, und N; die Zahl der Kerne im energiearmeren bzw. enezgieeren Niveau
angeben [Friebolin 2006]:

(5.1)

AE bezeichnet den Energieunterschied der Energiamvaad ks die Boltzmann-
Konstante. Dies hat schlief3lich zur Folge, dads die Magnetisierung erhdht. Aus diesem
Grund kann dieser Effekt nicht mit einer Anderurey 8eweglichkeit der eingelagerten
Biomolekule in Verbindung gebracht werden.

Zusétzlich wurde anhand varC {*H} CP MAS NMR-Spektren bei 220 K und 298 K die
CP-Dynamik untersucht. Zu diesem Zweck wurden &dej Temperatur mehrere CP-
Spektren mit variierender Kontaktzeitc§) zwischen 0,05 und 15 ms aufgenommen
(Abbildung 5.10). Ebenso wie die Experimente beekter **C-Anregung unterscheiden
sich die CP-Spektren bei den verschiedenen Temyeratwiederum nur leicht in der
Auflésung und in der Signalintensitat. So sind @e-Aufbauraten fur die Komponenten

der breiten Signale nahezu temperaturunabhangidiglieh die schmalen Signale bei
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Abb. 5.10: Abhéangigkeit der *C {*H} CP MAS NMR-Spektren von der Kontaktzeit 7cp bei
220 K (links) und 298 K (rechts) (v,=10 kHz, 4k scans).

30 ppm und 128 ppm verbreitern sich bei tiefer Terapr, was wieder darauf hindeutet,
dass diese Komponenten im Vergleich zur Raumterhpekéessung an Beweglichkeit
verlieren. Zur besseren Veranschaulichung wurdediesem Zusammenhang zusétzlich
die CP-Aufbaukurven aufgenommen. Diese ermdglichéie Bestimmung der
Zeitkonstante flr die Abnahme der H-Spin-Magnetisig (T1,) und die CP-Zeitkonstante
(Tcp). Die CP-Intensitakep ist durch folgende Gleichung gegeben [Hunger 2004]

-1 Tcp _Tep
(5.2) | ep(Tep) O 1-Jer | [T _g e
CP\*CP T

1p

In Abbildung 5.11 sind die CP-Aufbaukurven dé3C NMR-Signals bei 30 ppm
exemplarisch dargestellt. Die Temperatur beeinfldas CP-Verhalten dieser Komponente

Abb. 5.11: CP-Aufbaukurven fur das
Signal bei 30 ppm im **C {*H} CP
MAS NMR-Spektrum der Zellwande
von S.turris bei 220 K (grau) und
298 K (schwarz) (Die Linien stellen

Signalintensitat / a.u.

0 2 4 6 8 10 12 14
Tep/ MS die Anpassung der Kurven dar.).
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nur geringflgig. Die Signalintensitat ist in denegpen der gefrorenen Probe grof3er; der
Grund hierflr wurde bereits oben erlautert. Dieseliachtungen treffen auch fir die CP-

Aufbaukurven der anderen Signale zu.

Diskussion

In diesem Abschnitt wurde die Temperaturabhéngtgiei**C MAS NMR-Spektren von
Zellwandproben der Kieselalgdephanopyxis turrigntersucht. Es konnte gezeigt werden,
dass sich selbst bei sehr tiefen Temperaturen aofgeene Spektren kaum von solchen
unterscheiden, die bei Raumtemperatur durchgefitutden. Nur einige wenige
Resonanzen werden bei 220 K verbreitert. Diese &sddbng wurde sowohl in
Experimenten mit direkter Anregung d€C-Kernspins als auch ifC {*H} CP NMR-
Messungen gemacht. Daraus lasst sich schliel3en etda&rofiteil der Biomolekile in den
gefriergetrockneten Zellwdnden vah turris bereits bei Raumtemperatur immobilisiert
vorliegt und nur einige wenige bewegliche Komporangxistieren, deren Bewegungen
durch Absenken der Temperatur ebenfalls eingeskhvéerden konnen. Diese Erkenntnis
ist in Einklang mit den Ergebnissen aus Abschnit.5 In den gefriergetrockneten
Zellwanden sind die eingeschlossenen Biomolekuliégelend unbeweglich, wahrend in

den hydratisierten Proben ihre Beweglichkeit zuntmm

5.2 N Festkdrper-NMR-Spektroskopie an Diatomeenzellwénen

Neben den**C Festkorper-NMR-spektroskopischen Messungen komtienorganischen
Molekiile im Silikat von Diatomeenzellwéanden auctthitfe von **N Festkérper-NMR-
Experimenten detektiert und analysiert werden. i&sem Zweck wurde, analog ztic-
Anreicherung, eine 20 I-Kultur der Kieselal§éephanopyxis turris®N-angereichert. Die
Stickstoffquelle stellte hierbei Natriumnitrat (NWO3) dar. Nach sechs Tagen wurden die
Zellen geerntet und die Zellwande isoliert. Fir essungen wurde ein 4 mm-MAS-
Rotor benutzt. Da¥N {*H} CP NMR-Spektrum ist in Abbildung 5.12 dargest¢Groger
2008b]. Das dominierende Signal bei -260 ppm ist denid-Stickstoffen zuzuordnen,
welches zum Beispiel durch Peptidbindungen entstisht Bereich von -290 ppm bis
-350 ppm befindet sich eine Signalgruppe, welcheldlAmine zustande kommt. Hier
liegen die Resonanzen der Polyamine. Da es sichuhieein CP-Experiment handelt, ist

eine quantitative Auswertung dieses Spektrums migiglich.
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Abb. 5.12: N {*H} CP NMR-Spektrum einer *°N-
angereicherten  Zellwandprobe von S.turris (298 K,
v;=8 kHz, 1cp=500 us, 20k scans).

Diskussion

Ein **N {*H} CP NMR-Spektrum von Diatomeenzellwanden wurdehauon Christiansen
et al. [Christiansen 2006] und Tessenal. [Tesson 2008] aufgenommen. Obwohl es sich
in ihrem Fall um die ArThalassiosira pseudonar@ndelte, stimmen die Spektren gut mit
dem aus Abbildung 5.12 Uberein. Die Signale im $pek entstehen durch die
Stickstoffatome der Peptidbindungen und Polyam®@féensichtlich ist der Anteil af*N
aus Amiden wesentlich groRBer als der Anteil '8N aus Aminen. Wie bereits oben
erwahnt, konnen die Biomolekile jedoch mithilfe stie Spektrums nicht quantifiziert
werden. Ebenso ist es nicht mdglich, eine Aussageéber zu treffen, welche Amin- oder
Amid-Spezies in den Zellwé&nden vorliegen, da didl@sung des Spektrums, trotz des

sehr guten Signal/Rausch-Verhaltnisses, sehr dahkc

Die in Kapitel 5 diskutierten *C und N Festkérper-NMR-Experimente an
Zellwandproben von verschiedenen Kieselalgen erttitgihh die Quantifizierung des
Anteils an fest mit dem Silikat verbundenem, orgahem Material. Dieser variiert sehr
stark von Art zu Art. So kann der Gehalt von Amigween und Zuckern zwischen ca. 1
und 15 % der Gesamtmasse der Zellwand ausmacherAmvesenheit von langkettigen
Polyaminen, welche ein weiterer wichtiger Bestaihdier Frustel sind, konnte in dettN

{*H} CP NMR-Experiment nachgewiesen werden, jedoch eilae Quantifizierung dieser
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Komponente nicht moglich. Im Allgemeinen sind diezgigten Spektren aus vielen
Uberlagerten Signalkomponenten unterschiedlichevegéchkeit zusammengesetzt, die
die Vielfalt an organischem Material in den Zellwi&n widerspiegeln. Durch Abkuhlen
oder Hydratisieren der Proben lasst sich Einflussdée Beweglichkeit der Komponenten
nehmen, welche in gefriergetrockneten Zellwanden Reumtemperatur zum Grol3teil
immobilisiert vorliegen. Die Festkorper-NMR-spelgkopischen Experimente liefern
somit nur einen Gesamtuberblick und keine detaiire Informationen Uber die mit dem
Silikatgerist assoziierten Biomolekile. Insbesoadginnen keine Aussagen hinsichtlich
ihrer Nachbarschaft oder Wechselwirkungen mit deitika® getroffen werden. Die
Signale von**C-Atomen in Si-O-C-Bindungen zwischen den Hydroxyfzppen der
Serinreste und den Silanolgruppen des Silikats gvirdn bei chemischen Verschiebungen
von ca. 53 bis 55 ppm erwarten [Sahai 2001]. Aufdrder schlechten Auflésung der
13%C NMR-Spektren in diesem Bereich kann die Existdieser Spezies folglich weder
bestatigt noch ausgeschlossen werden. Die ExistenZovalenten Bindungen zwischen
organischen Molekilen und den Silanolgruppen deatdbneenzellwdnde, wie sie von
Hecky et al. vorgeschlagen wurde [Hecky 1973], konnte auchnideaen Studien weder
mithilfe der 2°Si Festkérper-NMR [Perry 1989], noch mithilfe von oufier-
Transformations-Infrarotspektroskopie (FTIR) [Haeed008] nachgewiesen werden. Viel
wahrscheinlicher scheint aber eine Wechselwirkumgy ¥Wasserstoffbriickenbindungen zu
sein [Heredia 2008, Perry 1989, Swift 1992]. Ineeimktuellen Verotffentlichung von
Tessonet al. [Tesson 2008] wurden ausgedehnte Festkorper-NMiRusgskopische
Untersuchungen anT. pseudonanZellwanden durchgefuhrt. Die Behandlung der
Zellwande mit HO, hatte zur Folge, dass noch mehr organisches Mhteon den
Zellwanden abgelost wurde und nur noch eine kidhmaktion in den Messungen
detektierbar war. Dieses kleine Molekul kann wondbgl tiefer in die pordsen
Silikatstrukturen eindringen und dort organischestdvial entfernen. An dieser Stelle sei
jedoch auch auf die stark oxidierende Wirkung voasgérstoffperoxid hingewiesen. Die
13C NMR-Spektren der mit D, gereinigten Zellwande wiesen schlieBlich eine sphe
Auflésung auf, was eine Zuordnung von einzelnem&8ign ermdoglichte. Auf diese Weise
konnten Chitin und ungesattigte Fettsauren als Hiegpandteile identifiziert werden. Die
Autoren schlugen vor, dass diese Fettsduren aus SiBoalemma stammen kdnnten.
Chitin konnte bereits in extrazellularen Fibrillenancher Diatomeen nachgewiesen
werden [Gifford 1981, Herth 1978, Imai 2003]. Obwaeine Funktion bislang nicht
vollstandig verstanden ist, gehen die Autoren damos, dass es nicht am Prozess der
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Silikatprazipitation beteiligt ist. In einer Studren Chiovittiet al. [Chiovitti 2005] an vier
verschiedenen Diatomeenarten wurde auch eine Vielran Zuckern identifiziert, welche
fest mit dem Silikat der Zellwénde verbunden siier Zuckergehalt ihrer Extrakte
bewegte sich zwischen 0,9 % und 1,8 %. Diese Wkeigen im Bereich der hier
bestimmten Werte (0,2% bis 3,9 %). Es stellte slobraus, dass Mannose der
vorherrschende Zucker in den Polysacchariden affegrsuchter Spezies war. Auch wenn
die biologische Funktion dieser Polysaccharide drishnbekannt ist, spekulieren die
Autoren, dass sulfatierte 1,3-glykosidisch verbumed®lannane an der Silikatprazipitation
der Diatomeen beteiligt sein konnten, in dem sienag wie Phosphationen, die
Selbstaggregation von Polyaminen Uber elektrostai¥Vechselwirkungen induzieren.
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6  2°Si NMR-spektroskopische Untersuchungen zum Silikat-

metabolismus von Diatomeen

Diatomeen nehmen das zur Synthese von neuen Zelemapenottigte Siphauptsachlich
in Form von l6slicher, undissoziierter Monokieselga (Si(OH)) auf. Nur wenige Arten
sind in der Lage, auch die dissoziierte Form (S ins Zellinnere zu transportieren
[Martin-Jézéquel  2003]. Dieser Transport erfolgt ratiu Na-abhangige
Kieselsauretransportersilicic acid transporter SIT), welche von Hildebrancet al.
ausfuhrlich untersucht und charakterisiert wordemd gHildebrand 1997, Hildebrand
1998, Hildebrand 2003a, Hildebrand 2004] (siehehafibschnitt 2.5). Vor der Synthese
einer neuen Valva im SDV kann die Kieselsaure iatire grof3en Mengen in der Zelle
konzentriert und gespeichert werden [Martin-JézE060, Werner 1966]. Die Existenz
intrazellularer Kieselsdure wurde erstmals von Wendneschrieben [Werner 1966]. Die
zytoplasmatische Kieselsaurekonzentration vars¢ark je nach Art und Zeitpunkt im
Zellteilungszyklus (19 bis 340 mM [Hildebrand 20p4jnd Uberschreitet héaufig die
Loslichkeitsgrenze von Monokieselsaure (ca. 2 migr [L979]). Bis heute ist nicht genau
erwiesen, wie diese hohen Konzentrationen im Zsdiran aufrechterhalten werden und
eine unkontrollierte Autopolykondensationsreaktigarhindert wird. In der Literatur
wurden bislang verschiedene Theorien diskutiert. Bahmid und Schulz in
elektronenmikroskopischen Studien im Cytoplasmadeith SDV fusionierende Vesikel
entdeckten, schlossen sie, dass diese die Kieselspaichern und transportieren konnten
[Schmid 1979], was jedoch bisher nicht nachgewiegerden konnte. Weiterhin wurde in
Erwdgung gezogen, dass die Bildung von Organosilfleabindungen oder einer
vorkondensierten Form von Kieselsdure fir die Acliterhaltung des Idslichen
Silikatspeichers verantwortlich ist [Azam 1974, I&ain 1979]. So schlug Sumper vor,
dass eine solche vorkondensierte Form als Polyataintisiertes Silikatsol vorliegen
konnte [Sumper 2004].

Bisher wurden die unterschiedlichsten Methoden Wntersuchung von Silikatspeichern
angewandt. Mithilfe der Molybdatmethode lasst sithch Zerstoren der Zellen die
Konzentration von Mono- und Dikieselsaure im Ze&lknen bestimmen [Martin-Jézéquel
2000]. Dabei werden jedoch andere Formen gespégchi€ieselsdure nicht erfasst. Eine

weitere Methode besteht darin, das radioaktiveo[sfiGe als Analogon zu Silizium zu
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Q4
Q3
Abb. 6.1: ?°Si MAS NMR-Spektrum
. . . . . . . . . von Zellwédnden der Kieselalge
-70 -90 -110 -130 -150 ppm Coscinodiscus granii [Lutz 2005b].

nutzen und seine Aufnahme in die Zelle und seinebdt in die neue Zellwand zu
verfolgen [Chisholm 1978]. Mithilfe dieser Technikdiel3 sich die Konzentration an
intrazellularer Kieselsaure bestimmen, jedoch kenrkeine Informationen hinsichtlich
der Form, in welcher sie vorliegt und gespeicheirdwgewonnen werden. In diesem
Zusammenhang ist di8Si NMR-Spektroskopie hervorragend geeignet, intdieen zu
untersuchen und verschiedene Si-Spezies voneinaaderunterscheiden. Isolierte
Diatomeenzellwande wurden bereits vielfach mithilider 2°Si Festkorper-NMR-
Spektroskopie untersucht [Bertermann 2003, Chriséa 2006, Gendron-Badou 2003,
Lutz 2005b]. Ein Beispiel fur ein typisches Spehtrist in Abbildung 6.1 dargestellt [Lutz
2005b]. Es zeigt das’®Si MAS NMR-Spektrum von Zellwanden der Kieselalge
Coscinodiscus graniiDie Signale kénnen den so genannteéhE@heiten zugeordnet
werden. Die &Nomenklatur wird genutzt, um anzugeben, von wieeleri
Siloxanbindungen (Si-O-Si) n ein Siliziumatom umegehlst. Dies ist in Abbildung 6.2
schematisch dargestellt. In den Zellwanden @mranii iiberwiegen somit die ®©und
Q>-Gruppen, das heiBt die hoher kondensierten Forndes Silikats. Ganze
Diatomeenzellen wurden erstmals in ein€Si Flissigkeits-NMR-Studie untersucht
[Kinrade 2002]. Die Autoren detektierten in eingnehronisierterNavicula pelliculosa
Kultur neben einem starken Monokieselsauresignal -B& ppm ein weiteres, sehr
schwaches Signal bei -131 ppm, welches einem Osgd@komplex zugeordnet wurde.
Jedoch kénnen mithilfe von Flissigkeits-NMR-Expesiiten keine immobilisierten
Kieselsaurespezies detektiert werden. Aus dieseandsbietet es sich an, Festkorper-
NMR-spektroskopische Messungen unter MAS-Bedingarageintakten Diatomeenzellen
durchzufiihren, um jede Form vdiSi in den Zellen erfassen zu kénnen. In diesem

Zusammenhang entwickelten Grogeral. eine neue Methodik zur Analyse der Si-Spezies
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Abb. 6.2: Schematische
Darstellung zur Veran-
schaulichung der Q"
Nomenklatur der Silikate.

in ganzen, nicht behandelten Diatomeenzellen rfethitler 2°Si Festkdrper-NMR-
Spektroskopie [Groger 2008a, Groger 2008d]. IneheSxperimenten wurde eine dichte,
mit 2®Si angereicherte Kultur der Kieselal@i@alassiosira pseudonarsynchronisiert, in
dem sie 24 Stunden lang ausgehungert, das heiBtKikeselsdure im Medium, kultiviert
wurde. Nach Zugabe des NMR-aktiven IsotdpSi in Form von NgSiO; wurden in
regelmaRigen Zeitabstanden Proben genommen, unEidrau von®’Si in die neuen
Zellwande nachzuvollziehen. Die Zellen dieser Prolveurden in die MAS-Rotoren
zentrifugiert, in fllissigem Stickstoff schockgefarund bis zur NMR-Messung bei -20 °C
gelagert. Diese tiefgefrorenen Proben wurden <Rlitie mithilfe von °Si Festkoérper-
NMR-Messungen bei -2 °C untersucht. Die resultideenSpektren zeigten die typischen
Signale der &®Gruppen des Silikats der Zellwande: Mit fortsctemder Zeit stiegen die
Signalintensitaten an und das Intensitatsverhaitais ¢~ zu Q-Gruppen wuchs. Diese
Ergebnisse spiegelten die Synthese neuer Glrtedbantl Zellwande und die Bildung
von immer hoher kondensiertem Si@ider. In den Spektren wurden dagegen keine
Signale von stabilen Organosilikatkomplexen de&ktwas darauf hindeutet, dass in der
KieselalgeT. pseudonan&onokieselsaure in vorkondensierter Form gespeicikerden
konnte, deren NMR-Signale im Bereich der Q-Gruppefinden ware.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Exmente knipfen an die oben
beschriebenen Ergebnisse an. Mithilfe der von Grégal. [Groger 2008a] entwickelten
Methode soll eine weitere Diatomeenart hinsichtligines maoglichen Silikatspeichers
295j Festkorper-NMR-spektroskopisch  untersucht  werderDie  intrazelluldren

Kieselsaurespeicher if. pseudonan&ellen weisen nur sehr kleine Stoffmengen von 0,9
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il Abb. 6.3: Lichtmikroskopische
Aufnahme einer Kieselalge der
Art Ditylum brightwellii. Der
Skalierungsbalken entspricht
50 pm 50 pum.

bis 4,6 fmol/Zelle auf [Martin-Jézéquel 2000]. Fie hier beschriebenen Versuche wurde
deshalb die KieselalgB®itylum brightwellii (Abbildung 6.3) ausgewahlt, da eine Zelle
dieser Art in der Lage ist, bis zu 12,3 pmol Kissere zu speichern [Chisholm 1978,
Martin-Jézéquel 2000]. Dies konnte die Detektiors d#razellularen Siliziums in den
NMR-Experimenten erleichtern. Zusatzlich weist didst eine weitere Eigenschaft auf,
welche sich positiv auf die Untersuchungen auswitkann: Chisholnet al zeigten, dass
sich D. brightwellii-Zellen synchron teilen, wenn die Kultur Tag/Na&lyklen ausgesetzt
ist [Chisholm 1978]. AulRerdem weisen sie einenngig@ Tag/Nacht-Rhythmus auf und
teilen sich nur wahrend der Lichtperiode. In dernkelperiode dagegen findet nur
Zellwachstum, das hei3t die Synthese von neuen elBéridern, statt. Die
Kieselsaureaufnahme erfolgt jedoch sowohl bei Tlagaach bei Nacht [Chisholm 1978,
Eppley 1967]. Dies bedeutet, dass der Siliziums$mgiam Ende der Dunkelperiode —also

kurz vor der ersten Zellteilung bei Licht- seinexinaale Grol3e erreicht haben sollte.

6.1 Optimierung der Versuchsbedingungen furDitylum brightwellii

Vor der Durchfihrung des eigentlichen Versuchs z@8iikatmetabolismus von
D. brightwellii, waren einige Experimente notwendig, um die Versbedingungen fir
diese Art zu optimieren. Hierzu wurden 1 |-Kulturenne Anreicherung eines Si-Isotops
gezuchtet. Das Wachstum der Zellen wurde mikrosabpibeobachtet. Die Zelldichte
wurde durch Auszahlen der Zellen mithilfe einer @maick-Rafter-Zahlkammer
bestimmit.

In einem ersten Experiment wurde das Zellwachstumere. brightwellii-Kultur Gber

einen langeren Zeitraum beobachtet. Dies ergals, deléen bei pH-Werten gréf3er als 9
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und bei hohen Zelldichten von mehr als 6000 Zeti¢rsterben. Dies liel3 sich unter dem
Mikroskop leicht an zerbrochenen oder deformie#ehen erkennen.

Fur die 2°Si Festkorper-NMR-Messungen missen die Zellen ie &otoreinsatze
zentrifugiert werden, um eine mdglichst hohe Konion im Rotor zu erreichen. Die
Zellen sind dabei starken Kraften ausgesetzt. Dieghass ausgeschlossen werden, dass
sie wahrend dieses notwendigen Arbeitsschritts reehien. Hierfir wurden mehrere
Proben einer dichten, gesunden Zellkultur durchtrdibn geerntet und unter
unterschiedlichen Bedingungen (Zahl der Umdrehungen Minute (rpm) und Dauer)
zentrifugiert. Diese Proben wurden anschlieRendristhes Medium gegeben, um zu
kontrollieren, ob die Zellen wieder anwachsen. Bi&xperimente ergaben, dass eine
Zentrifugation von 2 min bei 2000 rpm ausreicht, dim Zellen in die Rotoreinséatze zu
zentrifugieren. Unter dem Mikroskop waren keinedbésligten Zellen erkennbar und die
Kultur wuchs in frischem Medium sofort weiter. Diasdeutet, dass die Zellen nach einer
Probenpréparation unter den hier genannten Bedgsguimtakt sind.

In einem weiteren Experiment wurden der Startzeipuund die Dauer der
Aushungerungsphase ermittelt. Dazu wurde eine tnielmgereicherte) Ditylum
brightwellii-Kultur unter den gleichen Versuchsbedingungen, wo® Grogeret al.
[Groger 2008a] beschrieben, gezlichtet. Das ha®ushungerungsphase begann, als die
Kieselsaure im Medium aufgebraucht war. Nach 2s&ua siliziumfreien Wachstums
wurde frische Kieselsdure in das Medium gegebeas& Vorgehen erwies sich jedoch
far die hier verwendete Art als ungunstig. Zu deeitinkt, an dem die Kieselsaure im
Meerwassermedium aufgebraucht war, waren bereaite ¥iellen deformiert oder geplatzt.
Ebenso stellte sich heraus, dass eine 24-stiindigauhgerungsphase fr. brightwellii-
Zellen zu lang ist, da dies ebenfalls bewirkt, daste Zellen vor Versuchsende sterben.
Aus diesem Grunde wurde die Algenkultur fir densvieh in der vorliegenden Arbeit bei
einer Zelldichte von ca. 4000 Zellen/ml in frischediziumfreies Medium umgesetzt.
Frisches Silizium in Form von N&iO; wurde bereits nach einer Aushungerungsphase von
12 Stunden zugegeben. Diese Versuchsbedingungéssemsich als optimal.

In einem letzten Experiment wurde schlie3lich Ubitp ob die Phase des Aushungerns
besser tagsuber oder Uber Nacht stattfinden sol.diesen Versuch wurden zwei 1 I-
Kulturen bei einer Zelldichte von ca. 4000 Zellehim frisches siliziumfreies Medium
Uberfuhrt und 12 Stunden bei Tag (Kultur 1) bzw.Necht (Kultur 2) ausgehungert. Nach
Zugabe von Si erfolgte die Probennahme je nachuKbki Nacht (Kultur 1) oder bei Tag
(Kultur 2). Die Wachstumskurven dieses Versuchs @mAbbildung 6.4 dargestellt. Sie
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Abb. 6.4: Wachstumskurven zweier D. brightwellii-Kulturen: Der Verlauf der Zelldichte
(ungefiillte Kreise) und des Silikatgehalts im Medium (ausgeflllte Kreise) sind in Abhangigkeit
der Zeit dargestellt. Das Umsetzen der Kultur in Si-freies Medium und die Zugabe von Si sind
durch senkrechte Linien gekennzeichnet. Diese Aushungerungsphase fand bei Tag (Kultur 1,
linke Graphik) oder bei Nacht (Kultur 2, rechte Graphik) statt. Die senkrechten, grauen Balken
markieren die Nachtphasen.

veranschaulichen den Verlauf der Zelldichte und @&ilskatgehalts im Medium in

Abhangigkeit der Zeit. Das Umsetzen der Kulturenfrisches, siliziumfreies Medium,

sowie die Zugabe von Silizium nach 12 Stunden istld senkrechte Linien ebenfalls
dargestellt. Diese Wachstumskurven bestatigen den ayenannten Eigenschaften von
D. brightwellii: Beide Kulturen beginnen sofort nach der Aushuaggsphase Kieselséaure
aufzunehmen, unabhangig davon, ob das Aushungegailiar oder Uber Nacht
stattgefunden hat. Dies &auf3ert sich in der starkbmahme des SiEGehalts im

Meerwassermedium. Ganz unterschiedlich verhalt gdioch die Zelldichte der beiden
Kulturen: In Kultur 1 bleibt die Zellzahl wahrended sich an die Si-Zugabe
anschlieBenden Dunkelphase relativ stabil. Erstiohit beginnt die Zellteilung. Dagegen
beginnt in Kultur 2 nach Si-Zugabe bereits nachigem Stunden die Zellteilung, da sich
diese Kultur nun in der Lichtphase befindet. Fie &Si Festkérper-NMR-Messungen
wurden deshalb Zellen einer tagsiber ausgehungkdbuar verwendet, welche nach Si-
Zugabe in der anschlielenden Nachtphase gro3e Mdfigselsdure aufnehmen kdnnen,

ohne sich jedoch zu teilen.

6.2 Untersuchung der zeitabhéngigen Si-Aufnahme voD. brightwellii

Schlielich wurde das Experiment zum Silikatmetsnalis von D. brightwellii
durchgefuhrt. Um nach Silizium-Zugabe in regelmafig\bstanden Proben von jeweils

21 nehmen zu kénnen, wurde eine 20 I-Kultur angéseéils Silizium-Quelle diente
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zunachst NMR-inaktives N&SiO;. Erst nach dem Aushungern wurde ,N&iO;
zugesetzt, um die Aufnahme vérSi in die Zellen verfolgen zu kénnen. Die Proben
wurden wie oben beschrieben in der Dunkelphasehdsiftration geerntet, mehrfach mit
siliziumfreiem Meerwassermedium gewaschen, in dmoRinsatze zentrifugiert und
sofort in flussigem Stickstoff schockgefroren. B den NMR-Messungen wurden die
Proben bei -20 °C gelagert.

6.2.1 Wachstumskurve

Abbildung 6.5 zeigt die Wachstumskurve des ExpentmeVieder sind die Abnahme der
SiOx-Konzentration (rot) und der Anstieg der Zelldiclitdau) im Verlauf des Versuchs
dargestellt. Nach Umsetzen der Algen in siliziungfse Medium verringert sich die

Zelldichte geringfigig. Dieser Verlust ist auf diexperimentelle Durchfiihrung
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6- 5000 Abb. 6.5: Wachstumskurve
] I der 20I-Kultur von
5- | 5000 D. brightwellii: Es sind die
| | Zelldichte (blau) und der
4 | 4000 _Silikatgehalt im Medium (rot)
E’ ' I = im Verlauf des Versuchs
~, 3 | 3000 = dargestellt. Das Umsetzen der
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2] 000 N die Zugabe von *°Si sind durch
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zuriickzufiihren. Im Zeitraum der Probennahme f&hZugabe (von 125:00 bis 138:00)
vermehren sich die Zellen kaum, jedoch sinkt dé,&ehalt von 4,9 auf 2,5 mg/l. Da
keine Zellteilung und somit auch keine Syntheseene&lellwande stattfindet, kann die
aufgenommene Kieselsaure nur zur Herstellung n@iietelbander fir das Zellwachstum

genutzt werden, oder im Zellinneren bis zum BeglanTagphase gespeichert werden.

6.2.2 ?°Si Festkdrper-NMR-Spektroskopie und Quantifizierungder Signale

AnschlieRend wurden die eingefrorenen Diatomeeszelf°Si Festkorper-NMR-
spektroskopisch vermessen. Hierfir wurden die Wwossenen Rotoreinsatze in 7 mm-
MAS-Rotoren geschoben. Die Messungen erfolgter268iK, um zu gewahrleisten, dass
die Proben kontinuierlich gefroren bleiben. Die I8pen bei direkter Anregung détSi-
Kerne sind in Abbildung 6.6 dargestellt. Sie spiegtas Fortschreiten der Aufnahme und
des Einbaus voA®Si in die Zellen wider. Erst einige Stunden n&&i-Zugabe sind die
typischen Signale der Q-Gruppen des Silikats efi@nrDie Intensitat der Signale steigt
im Lauf des Experiments. Da sich die Zellen in Nacht strecken, sind diese Signale dem
Silikat der Girtelbander zuzuordnen. Ein deutlichestieg der Signalintensitaten ist erst
beim letzten Spektrum zu verzeichnen. Dieses stamumteiner Probe, die 13 Stunden
nach Silizium-Zugabe genommen wurde und deren Zddereits zwei Stunden belichtet
worden sind. Hier tragt das Silikat neu gebild&talven stark zu dem beobachteten Signal
bei. Dieses Ergebnis entspricht im Wesentlichen gem Grégeret al. [Groger 2008a].
Weitaus interessanter ist jedoch das schmale Sigeal-71 ppm. Aufgrund seiner
chemischen Verschiebung kann es Monokieselsaureordiget werden. Dieses Signal ist
in allen aufgenommenen Spektren sichtbar, auRe&gektrum der Nullprobe, welche vor
der Zugabe vort®Si genommen wurde. Da die Zellen nach Probennatifikriart und
mehrere Male mit siliziumfreiem Medium gewaschenrdem, kann die detektierte
Kieselsaure in dieser hohen Konzentration keineulieinigung aus dem Medium sein,
sondern muss sich tatsachlich im Zellinneren betnd

Mithilfe dieser Spektren und der Messung einer &aaprobe lassen sich, genau wie in
Abschnitt 5.1.1 fir die organischen Bestandteile Aellwande beschrieben, di€Si-
Atome, welche fur die Entstehung der Signale vevarttich sind, quantifizieren. Als
Standardprobe diente reines &i@o konnte flir jeden Zeitpunkt der Anteil an Siim
bestimmt werden, welcher von den Zellen bis dahifgenommen wurde. In diese
Berechnung wurden alféSi NMR-Signale der Spektren einbezogen, das h@signale

der Q-Gruppen und das Signal der Kieselsaure. iDden Wachstumskurven dargestellte
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Abb. 6.6: *°Si Festkorper-NMR-Spektren von ganzen, gefrorenen
D. brightwellii-Zellen  einer  Si-ausgehungerten  Kultur  zu
verschiedenen Zeitpunkten nach *°Si-Zugabe. Die Zeiten in der
Graphik (in Stunden) beziehen sich auf die Wachstumskurve in
Abb. 6.5. Die grauen Linien markieren die Dunkelphase im
Tag/Nacht-Zyklus (265 K, 3500 scans, v;=3,5 kHz).

SiO,-Gehalt im Meerwassermedium (siehe Abbildung 6die Kurve) wurde mithilfe

eines Molybdat-Silikattests bestimmt. Auch hierlagst sich bestimmen, wie viel Silizium
bis zu jeder Probennahme aus dem Medium in dieZelfgenommen worden war. Zur
Kontrolle wurden die mit diesen beiden Methodentibeaten Werte verglichen. Das

Ergebnis ist in Abbildung 6.7 graphisch dargest@&ie Werte stimmen sehr gut tberein.
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Lediglich zu Beginn der Kurve ergeben sich Unteiesdd. Dies ist jedoch auf das
schlechte Signal/Rausch-Verhaltnis und die nochli sehwachen Q-Gruppen-Signale in
diesen NMR-Spektren zurlckzufihren, weshalb ihreegirale einen grol3en Fehler
aufweisen. Trotzdem lasst dieses Ergebnis dardlie8en, dass sich das gesamte aus dem
Medium aufgenommene Silizium tatsachlich im Inneogler in den Gurtelbéandern oder
Schalen der Zellen befindet und in den NMR-Messuongglstéandig detektiert wird.

Durch Integration des Monokieselsauresignals ali&sst sich auch bestimmen, wie grof3
der Gehalt an Monokieselsdure im Zellinneren istciAwenn diese Bestimmung aufgrund
des schlechten Signal/Rausch-Verhéltnisses mitreigmen Fehler behaftet sein kann,
ist eine eindeutige Tendenz erkennbar (Abbilduy; ®irekt nach der Zugabe v4rSi ist

der Gehalt von Kieselsaure im Zellinneren am gnd3das bedeutet, dass die Zellen nach
dem Aushungern sehr schnell (zwisc&8i-Zugabe und Filtrieren der Zellen vergingen
ca. 10-15 min) Kieselsaure aufnehmen. Wahrend dmchtghase (126:00 bis 136:00
Stunden) bleibt der Kieselsduregehalt in etwa lons(0,14 pmol/Zelle). Sobald die
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D 5 0x10-14 Abb. 6.8: Mithilfe der NMR-Spektren
bestimmter Kieselsauregehalt der
04 e Zellen im Verlauf des Experiments.
124:00 128:00 132:00 136:00 140:00 Die senkrechten grauen Linien

Zeit / Stunden markieren die Nachtphase.
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Kultur wieder belichtet wird und Zellteilung statifiet, verkleinert sich der Speicher in der
Zelle. Es sei darauf hingewiesen, dass die Stofffpeater Kieselsaure pro Zelle unter der
Annahme bestimmt wurde, dass sich bei jeder MesstB@D000 Zellen im Rotor
befanden. Hiermit lasst sich auch die Kieselsaure&ntration im Zellinneren wahrend der
Dunkelphase bestimmen. Geht man davon aus, daZeliim ein Volumen von 6000 bis
175000um?® [Chisholm 1978] aufweisen, erhalt man eine Kigaalskonzentration von 0,8
bis 23 mM.

6.2.3 Versuchsbegleitende mikroskopische Untersuchungen

Anhand der aufgetragenen Zelldichte in der Wachskumve (siehe Abbildung 6.5) liel3
sich schlie3en, dass sich die Zellen wahrend dehighase, in der die Probennahme
stattfand, kaum vermehrten. Um diese Aussage (lferprzu kénnen, wurden parallel
zum Versuch mikroskopische Untersuchungen durclhgefidierfir wurde eine 13 ml-
Kultur von D. brightwellii -identisch wie im Hauptexperiment- in der Tagphdsz
Stunden lang ausgehungert. Zum Zeitpunkt der 8iizZugabe wurde zusatzlich der
Fluoreszenzfarbstoff ,LysoTracker Yellow-HCK-123"“ugegeben. Dieser hat die
Eigenschaft, sich in Zellkompartimente mit niednmg@H-Wert, also auch in das SDV,
einzulagern und schlie3lich in die entstehendeika®strukturen eingebaut zu werden
[Desclés 2008]. Abbildung 6.9 zeigt die verschieteStadien der Zellen im Verlauf des
Versuchs. Die Fluoreszenz der Chloroplasten istoindargestellt, die Fluoreszenz des
Farbstoffs in griin. Die schwachen griinen SignalZétlinneren entstehen ebenfalls durch
fluoreszierende Chloroplasten bzw. durch die zlisg Anreicherung des Farbstoffs in
anderen intrazellularen Vesikeln, wie zum Beispiedl Vakuole [Desclés 2008]. Das erste
Bild zeigt eine unmarkierte Zelle direkt nach Sigabe (125:00 Stunden). Bereits wenige
Stunden spéter (127:00 Stunden) werden in einigdlerZerste Gurtelbander synthetisiert.
Je mehr Zeit vergeht, desto mehr Zellen mit fluneenden Gurtelbandern konnten
detektiert werden. ReifB. brightwellii-Zellen besitzen 20 bis 45 Girtelbander [Li 1985].
Im dritten Bild ist zu erkennen, dass die Zelltedubei wenigen Zellen doch bereits in der
Dunkelphase einsetzt, namlich neun Stunden nadhiusi-Zugabe (134:00 Stunden).
Zwei bis drei Stunden spater, in der Lichtphased sichlie3lich sehr viele sich teilende
Zellen zu beobachten und auch einige wenige, diwrsgeteilt sind, also eine ganze
fluoreszierende Valva besitzen (136:00 Stundenk [@tzte Aufnahme wurde einige
Stunden nach Ende des Versuchs aufgenommen. 8teeree Zelle, welche sich nach Si-

und Farbstoffzugabe bereits zum zweiten Mal télaich wenn der hier beobachtete
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Abb. 6.9: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von D. brightwelli-Zellen in verschiedenen
Entwicklungsstadien. Die Zeiten (in Stunden) entsprechen denen der Wachstumskurve in
Abbildung 6.5. Die Fluoreszenz der Chloroplasten ist rot dargestellt, die des Farbstoffs HCK-
123 in neu entstandenen Silikatstrukturen grin (Skalierungsbalken: 50 ym). Die letzte
Aufnahme entstand einige Stunden nach Versuchsende und zeigt eine Zelle, die sich nach Si-
und Farbstoffzugabe bereits zum zweiten Mal teilt.
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Tag/Nacht-Rhythmus hinsichtlich der Zellteilunghtiganz so streng zu sein scheint, wie
in der Literatur beschrieben [Chisholm 1978, Epdlé$7], zeigen diese Ergebnisse, dass
die Annahme weitgehend zutrifft und nur ein germgateil der nachts aufgenommenen

Kieselsaure zur Synthese neuer Valven am Ende aehnthhase genutzt wird.

6.3 Flussigkeits-NMR-spektroskopische Untersuchungen

Da fur das im vorangehenden Abschnitt beschriebErperiment in regelmafigen
Abstanden Proben von déx. brightwellii-Kultur genommen werden mussten, war nicht
ausreichend Material vorhanden, um daran weitepefixente, zum Beispiel mithilfe der
293 Flussigkeits-NMR-Spektroskopie, durchzufilhrenusAdiesem Grund wurde der
Versuch ein weiteres Mal wiederholt, jedoch wurde &ultur nur am Ende der
Nachtphase untersucht (bei 136:00 Stunden). ZuesheZeitpunkt wurde wie oben
beschrieben eine Probe fur die Festkorper-NMR prépaZusatzlich wurden drei Proben
fur die Flussigkeits-NMR-Spektroskopie vorbereitelierfir wurden die Zellen durch
Filtration geerntet, mehrmals mit siliziumfreiem &feassermedium gespult und fur die
erste Probe moglichst dicht zur sofortigen Messargjn NMR-R6hrchen gefullt. Fir eine
weitere Probe wurden die gespllten Zellen mitheifees Ultraschallstabs aufgeschlossen
und die Zellwande abzentrifugiert. Der griin-bracimdi Uberstand, der die
zytoplasmatischen Bestandteile enthielt, wurde ftiisn °Si NMR-spektroskopisch
vermessen. Zusatzlich wurde eine Probe Meerwasgarmeohne Zellen untersucht. Die
Spektren dieser Proben sind in Abbildung 6.10 daglié Es sei darauf hingewiesen, dass
sich die Spektren in der Zahl der aufaddierten &agperimente(scan3 voneinander
unterscheiden. Das Festkorper-NMR-Spektrum (AbbO &) bestatigt die Ergebnisse aus
Abschnitt 6.2. Neben den Q-Gruppen-Signalen dekaslist wieder ein deutliches Signal
von Monokieselsaure vorhanden. Da fur dieses Exyari eine grol3ere Zahl vatans
durchgefihrt wurde, ist das Signal/Rausch-Verhséigeigentber der ersten Spektren (siehe
Abb. 6.6) deutlich verbessert. In dét8i Flissigkeits-NMR-Spektren der ganzen (Abb.
6.10 b) und der aufgeschlossenen Zellen (Abb. 6)1i6t bei -71 ppm jeweils wieder ein
starkes Signal von Monokieselsdure zu beobachteseb ist im Spektrum der ganzen
Zellen gegeniber dem der aufgeschlossenen Zelldoreitert. Offensichtlich ist die
Beweglichkeit der Kieselsdure im Zellinneren eirapgankt, was zu einer Vergrol3erung
der rotatorischen Korrelationszeit; fuhrt (vergleiche Abschnitt 4.3) und eine
Verbreiterung des Signals hervorruft. Darlber hénagpielt womdglich auch die

schlechtere Homogenitat des Magnetfeldeshi;i) eine Rolle, da die Probe der ganzen
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a: ganze Zellen b: ganze Zellen 256 scans

c: aufgeschlossene 2764 scans
Zellen
d: Meerwassermedium 3072 scans
o A v ~ ey
20 -40 -60 -80 -100 -120 -140 -160 -180 ppm 68 -69 -70 71 72 73 -T4 ppm
Festkorper-NMR Flissigkeits-NMR

Abb. 6.10: *Si Festkorper- (links) und Flussigkeits-NMR-Spektren (rechts) von Proben einer
ausgehungerten und anschlieRend *Si-angereicherten D. brightwellii-Kultur am Ende der
Nachtphase. Es sind Spektren von ganzen Zellen (a, b), aufgeschlossenen Zellen (c), und
filtriertem Meerwassermedium (d) gezeigt (Festkorper-NMR: 265 K, 5830 scans, v,=3,5 kHz,
Flussigkeits-NMR: 292 K, 256 (b), 2764 (c), 3072 (d) scans).

Zellen im Vergleich zur aufgeschlossenen Probe gezrinomogen ist und sich im Laufe
der Zeit am Boden des NMR-Ro6hrchen absetzt. Dagstieieses Signal im Spektrum des
Meerwassermediums (Abb. 6.10 d) sehr klein. Di¢agken Konzentrationsunterschiede
bestétigen, dass die Monokieselséure in den SpedteZellen keine Verunreinigung aus
dem Medium ist, sondern es sich tatsachlich umemdmmene Kieselsdure handeln muss.
Mithilfe dieser Spektren kann allerdings keine Aages Uber den Gehalt an
Monokieselsaure in deD. brightwellii-Zellen getroffen werden, da nicht bekannt ist, wie

viele Zellen sich in den NMR-Rohrchen befanden.

Diskussion

Anhand von®*Si NMR-spektroskopischen Messungen wurde in dieEapitel gezeigt,
dass die Kieselalgbitylum brightwellii Silizium in Form von Monokieselsdure speichert.
Dies wurde sowohl Flussigkeits- als auch FestkéNMR-spektroskopisch nachgewiesen.
Die Kieselsaurekonzentration in einer Zelle konetgenfalls bestimmt werden. Der
ermittelte Wert von 0,14 pmol/Zelle, was je naclth@umen einer Konzentration von 0,8
bis 23 mM entspricht (siehe Abschnitt 6.2.2), lidgutlich unter der in der Literatur far
diese Art beschriebenen intrazellularen Kieseldé@mneentration von 0,07 bis 2,0 M oder
12,3 pmol/Zelle [Chisholm 1978]. Womdglich war d€ieselsaurespeicher der Zellen in
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dem hier beschriebenen Experiment nicht vollstamgdifjillt. Die Polykondensation von
Monokieselsédure beginnt bei Konzentrationen vonZmM [ller 1979]. Das bedeutet,
dass die hier bestimmten intrazellularen Kieselsg&mzentrationen durchaus Uber dieser
Loslichkeitsgrenze liegen, auch wenn sie niedrajererwartet sind. Aus diesem Grund
missen die Zellen in der Lage sein, diese Molekilfergendeine Weise zu stabilisieren.
Dies konnte zum Beispiel durch die Anlagerung vortrazellularen organischen
Molekulen gewahrleistet sein [Martin-Jézéquel 20@ullivan 1979, Werner 1966].
Theoretische Berechnungen haben gezeigt, dasslisiéfSi chemischen Verschiebungen
vieler solcher wasserstoffbrickengebundenen Konepléaum von der der freien
Monokieselsdure unterscheiden wirden [Sahai 208BaiS2004], weshalb mithilfe der
gezeigten *°Si NMR-Spektren keine genauere Aussage (Uber dieurNaventuell
vorliegender stabilisierender organischer Molekgétroffen werden kann. Jedoch kann
mithilfe der Halbwertsbreite des KieselsauresignalsSpektrum der aufgeschlossenen
Zellen (siehe Abbildung 6.10cU¥1,= 1,69 Hz) die GroRe eines solchen Komplexes
abgeschatzt werden. Die Linienbreite erlaubt diestiBenung der transversalen
RelaxationszeitT, (dvi, = (t-T»)") [Cavanagh 1996]. Unter der Annahme, dass die
dipolare Wechselwirkung des Siliziumatoms der Kighae zu den vier benachbarten
Protonen der OH-Gruppen den grofdten Beitrag TztiRelaxation liefert, l&sst sich die

Relaxationsrate wie folgt vereinfacht darstellen:

(6.1)

Die Relaxationsrate durch heteronukleare Dipol-Dipd@chselwirkungT,°° ist dabei

durch folgende Gleichung gegeben [Cavanagh 1996]:

(6 2) —1 :1(&)2 szySithTc
' T,”° 5\4m 6

r.HSi

Zur Erklarung der verwendeten Konstanten sei adicdBung (3.4) verwiesen. Mithilfe
von Gleichung (6.2) lasst sich nun die Korrelatieis:, berechnen, wenn der Abstang;
zwischen dem Siliziumkern und dem Proton bekanmt (ssehe Abbildung 6.11).

Schlief3lich kann durch Einsetzen der Korrelatioitszen die Gleichung von Stokes und
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HO —\SI/ \H

Abb. 6.11: Schematische Darstellung

e eines Kieselsauremolekiils zur
Veranschaulichung des Abstands
zwischen dem Siliziumkern und einem

OH Proton (rys)) (Bindungsléangen und

-winkel aus [Lasaga 1991)).

Einstein naherungsweise der Radiug) des vorliegenden Komplexes berechnet werden

(vergleiche Gleichung (3.9) zur Erlauterung dergdkglischen Gréf3en):

3
(6.3) 7= 3y

¢ 3KkgT

Auf diese Weise konnte ein Radius von 3,76 nm ltereic werden. Unter anderem
besitzen kleinere Proteine Radien in dieser Grofgenmg [Stryer 1996]. Dieses Ergebnis
konnte darauf hindeuten, dass die Kieselsduremigekdatsachlich durch

wasserstoffbriickengebundenes, organisches Masgdhllisiert vorliegen. Es sei darauf
hingewiesen, dass dies eine vereinfachte Abschétisty welche keine intra- oder

intermolekularen Beweglichkeiten berlcksichtigt.
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7 *'P NMR-spektroskopische Untersuchungen zur

Charakterisierung der Phosphorylierung von Silaffinen

Neben den bisher beschriebenen Polyaminen undfi®&gafwurden in Zusammenarbeit
mit dem Lehrstuhl fur Biochemie | (Prof. Dr. ManfreSumper) der Universitat
Regensburg auch weitere Biomolekile untersucht ehratakterisiert, die ebenfalls am
Vorgang der Siliziumdioxidprazipitation bei der Kedndbiogenese der Diatomeen
beteiligt sind. In diesem Zusammenhang werden iesaih Abschnitt®P NMR-
spektroskopische Untersuchungen an tpSill/2L (8&kOa) und tpSil3 (35 kDa), zweier
Silaffine der Kieselalg&halassiosira pseudonanaorgestellt. Diese Silaffine weisen eine
grof3e Zahl posttranslationaler Modifikationen wheoBphorylierungen, Glykosylierungen,
Sulfatierungen oder modifizierte Lysinreste auf [Ben 2004]. Die hier beschriebenen
NMR-Experimente sollen einen Beitrag zur Charakiemsg der Phosphorylierung dieser
Molekile leisten.

Die Silaffinproben enthielten in den NMR-spektrogischen Experimenten jeweils 0,5 M
NaCl, um eine Aggregation der Molekiile zu vermeidsbildung 7.1 zeigt dié'P NMR-

tpSil3
b
C
tpSil1/2L a
b

Abb. 7.1: *P NMR-Spektren der

Silaffine tpSill/2L (unten) und tpSil3

(oben) aus Thalassiosira

pseudonana (0,5M NaCl, pH=44,

[ . . : . . . . . . . 290 K, tpSill/2L: 13,5k scans, tpSil3:
8 6 4 2 0 -2 -4 -6 -8ppm 14k scans).
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Abb. 7.2: pH-Abhangigkeit der chemischen Verschiebung der **P NMR-Signale von tpSil3
(links) und tpSill/2L (rechts). Die Beschriftung der Signale entspricht der der Spektren aus
Abb. 7.1.

Spektren zweier Préaparationen von tpSill/2L undI3plei einem pH-Wert von ca. 4,4.
Wahrend das Spektrum von tpSil3 nur zwei Signalfweaist, sind im Spektrum von
tpSill/2L mehrere sich teils Uberlagernde Signalsehen. Die Spektren zeigen also, dass
die Moleklle stark phosphoryliert vorliegen. Um eirZuordnung dieser Signale
vornehmen zu kénnen, wurden die Proben durch dgael von NaOH bzw. HCI titriert
und anschlielBend mit den Titrationen anderer phagpéder Molekile verglichen. Das
pH-abhangige Verhalten der chemischen Verschiebdeg *'P NMR-Signale ist in
Abbildung 7.2 dargestellt. Die zugehoérigen Spektiieden sich im Anhang (Abschnitt
10.2, Abbildungen 10.4 und 10.5). Silaffine konzeim Beispiel an den Aminosaureresten
Serin, Threonin und Tyrosin phosphoryliert sein. Adissem Grund wurde die pH-
Abhangigkeit der chemischen Verschiebungen*$@MMR-Signale von Phospho-Serin,
Phospho-Threonin und Phospho-Tyrosin mit der dexff8ie verglichen. Die Gbereinander
gelegten Titrationskurven sind in Abbildung 7.3 detgllt. Aus diesen Graphen ist
ersichtlich, dass bei beiden untersuchten Silaffiner die pH-Abhéngigkeit von Signal a
mit einer der phosphorylierten Aminosauren, namliehospho-Serin, Ubereinstimmit.
Signal a def'P NMR-Spektren kann somit mit groBer Wahrscheifkihden®P-Kernen
der Phosphate an Serinresten der Silaffine zugeowierden.

Jedoch erhebt sich die Frage, wie die anderen Bignstande kommen, wenn es sich
nicht um phosphorylierte Threonin- oder Tyrosinres@ndelt. Da die untersuchten
Molekule glykosyliert vorliegen, konnte es sich auaom Phosphate an Zuckern handeln.
Deshalb wurden analoge Untersuchungen an phospirteyl Zuckern, némlich
Galactose-6-Phosphat und Glucose-6-Phosphat, defidity Bei diesen beiden Zuckern
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Abb. 7.3: pH-Abhangigkeit der chemischen Verschiebung der **P NMR-Signale von tpSil3
(links) und tpSil1/2L (rechts) im Vergleich mit den phosphorylierten Aminosauren Phospho-
Serin (rot), Phospho-Threonin (blau) und Phospho-Tyrosin (griin). Die Beschriftung der
Signale entspricht der der Spektren aus Abb. 7.1.

handelt es sich um Epimere, sie unterscheiden sidiglich in der Stellung der OH-
Gruppe am C-4-Atom, welches sich der Phosphatgrappeéchsten befindet. Trotzdem
ist in den Titrationskurven der beiden Zucker eiutlieher Unterschied zu erkennen.
Diese sind wieder im Vergleich mit denen der zuetsuchenden Silaffine in Abbildung
7.4 dargestellt. Die pH-Abhangigkeit défP NMR-Signale der beiden untersuchten

Gal-6-P
Glc-6-P
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Abb. 7.4: pH-Abhangigkeit der chemischen Verschiebung der **P NMR-Signale von tpSil3
(links) und tpSill/2L (rechts) im Vergleich mit den phosphorylierten Zuckern Galactose-6-
Phosphat (rot) und Glucose-6-Phosphat (blau). Die Beschriftung der Signale entspricht der der
Soektren aus Abb. 7.1.
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phosphorylierten Zucker stimmt mit keinem der SilaSignale Uberein. Aus diesem
Grund handelt es sich bei den bisher nicht zugesbesn Silaffin-Signalen b und c
vermutlich nicht um Phosphatreste an Galactose dd@krcose. Jedoch ist nicht
auszuschliel3en, dass andere phosphorylierte Zeskern den Silaffinen vorhanden sind.
Einen weiteren Hinweis flr die Zuordnung der velideiden Signale liefert ein Vergleich
mit dem*'P NMR-Spektrum von natSil-1A a@ylindrotheca fusiformigkroger 2002]. In
diesem Spektrum wurde eftP NMR-Signal bei ca. 0,8 ppm phosphoryliertem Trimykt
Hydroxylysin zugeordnet. Signal b détP NMR-Spektren von tpSill/2L und tpSil3
befindet sich beim selben pH-Wert (ca. 5) zwisc@gnund 0,7 ppm. Da gezeigt werden
konnte, dass tpSil3 modifizierte Hydroxylysinredbesitzt [Sumper 2007], liegt der
Verdacht nahe, dass es sich bei Signal b tats&ahific phosphorylierte Hydroxylysinreste
handelt.

Diese Untersuchungen zeigen erneut, dass>#eNMR-Spektroskopie einen grofRen
Beitrag zur Bestimmung bzw. Bestatigung der Stnuktioosphorylierter Proteine leisten

kann.
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8  Zusammenfassung

Diatomeen sind einzellige, photosynthetische Eukatgn. Sie besitzen Zellwande aus
amorphem Siliziumdioxid, deren artspezifische Musiehr vielfaltig sind. Uber den
Entstehungsprozess dieser komplexen Strukturenigshdute nur wenig bekannt. Die
Entdeckung von organischen Zellwandkomponenten {Bgatind Polyamine) liel3 jedoch
darauf schliel3en, dass diese eine wichtige Rollelé&eBiomineralisation der Diatomeen
spielen.  Ziel der vorliegenden Arbeit war die Ustehung des
Biomineralisationsprozesses bei Diatomeen mithdér Flissigkeits- und Festkorper-
NMR-Spektroskopie.

In diesem Zusammenhang wurden zunachst Modellerpete zur anioneninduzierten
Polyaminaggregation durchgefiihrt. Dies geschahetsilynamischer Lichtstreuung und
3P NMR-Spektroskopie am synthetischen Polyamin Rbijgamin) (PAA), sowie an
natirlichen Polyaminen der Kieselalg@iephanopyxis turrisinsbesondere wurde der
Einfluss von Pyrophosphationen auf die Selbstaggiegantersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass im Vergleich zu Orthophosphat jeweils die halbe Konzentration von
Pyrophosphat notwendig ist, um die Phasentrennuogsgse der PAA-LOsungen zu
induzieren, was wahrscheinlich auf die gro3ere dahlnegativen Ladungen pro Molekl
zuruckzufiahren ist. Im Einklang damit konnte ebegsaeigt werden, dass der Zustand
von natirlichen Polyaminen durch die Anwesenheit Pgrophosphat stéarker beeinflusst
wird als durch die Anwesenheit von Orthophosphail3érdem ist die Wechselwirkung
zwischen Polyaminen und Phosphationen stark pHrajiga

Die organischen Molekiile, welche fest in das Silik@ar Diatomeenzellwéande eingelagert
oder mit ihm assoziiert sind, sind fur den Biomalmsationsprozess von grol3er
Bedeutung. Um diese Molekdle in ihrer natirlichemdébung untersuchen zu kdnnen,
wurden isolierte,**C- und N-angereicherte Diatomeenzellwénde vBtephanopyxis
turris, Coscinodiscus graniind Thalassiosira pseudonartaC- und**N-Festkdrper-NMR-
spektroskopisch vermessen. Mithilfe von ein- und eigimensionalen **C NMR-
Experimenten konnte nach erfolgreicher Signalzuandrder Gehalt an Aminoséuren und
Kohlenhydraten in den Zellwanden abgeschatzt werldesser variierte sehr stark von Art
zu Art und machte zwischen 1 und 15 % der Gesansegndsr Zellwand aus. Zusatzlich

wurde der Einfluss des Hydratisierungszustands ued Messtemperatur auf die
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Zellwandproben untersucht. Die Gegenwart von Wadsawr. ein Absenken der
Temperatur wirkten sich auf dié’C MAS NMR-Signale der meisten organischen
Komponenten kaum aus, was darauf hindeutet, dasstark immobilisiert vorliegen.
Jedoch existieren andere Biomolekile, welche imrdtglerten Zustand wesentlich
beweglicher sind und deshalb sehr schmale Linidweasen. Daraus wurde geschlossen,
dass einige Biomolekile in den silifizierten Zellwd&n fir Wasser zuganglich sind und
somit entweder auf der Zellwandoberflache, odefiinWasser zuganglichen Poren im
Silikatgerist lokalisiert sein mussen. Die Anwesgnhtvon langkettigen Polyaminen
konnte anhand einé3N {*H} CP NMR-Experiments nachgewiesen werden. Die &@sein
Abschnitt durchgefiihrten Festkdrper-NMR-Experimetieferten ein Gesamtbild der
organischen Molekile in den Zellwanden, jedoch kennaufgrund der starken
Signaluberlagerung  keine  Aussagen hinsichtlich rihreNachbarschaft oder
Wechselwirkungen mit dem Silikat getroffen werden.

Kieselalgen sind in der Lage, Kieselsaure bis zenhEinbau in eine neu entstehende
Zellwand im Zellinneren zu speichern. In diesem a&uomenhang wurdeR®Si NMR-
Experimente amitylum brightwellirZellen durchgefiihrt, um die intrazellulare Fornmvo
Kieselsédure zu detektieren und zu charakterisiebéase Experimente knipften an die
Arbeit von Grogeet al. [Groger 2008a] an. Zunachst wurden die Versuchegadgen an
die hier verwendete Diatomeenart angepasst. Mithilfon 2°Si MAS-NMR-
spektroskopischen Experimenten an ganzen, gefroréelen wurde gezeigt, dass die
KieselalgeDitylum brightwellii Silizium in Form von Monokieselsaure speichertedi
konnte auch anhand von Flissigkeits-NMR-spektroskben Messungen bestétigt
werden. Der ermittelte Kieselsduregehalt betrug @yhol/Zelle. Ob und in welcher Form
Monokieselsdure im Zellinneren -zum Beispiel durcle d\nlagerung organischer
Molekule- stabilisiert wird, ist mithilfe dieser Msungen nicht vorherzusagen.

Im letzten Abschnitt dieser Arbeit wurde die Phaspherung von Silaffinen der
KieselalgeT. pseudonanawelche am Lehrstuhl Biochemie | der Universit&gBnsburg

isoliert worden sind®*P NMR-spektroskopisch nachgewiesen.
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10 Anhang

10.1 *C MAS NMR-Experimente an Diatomeenzellwanden

e
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13C

Abb. 10.1: 2D 'H-'*C HETCOR NMR-Spektrum von Zellwanden der Kieselalge
T. pseudonana (298 K, 1cp=600 ps, v,=8 kHz, 128 scans, 256 Datenpunkte in indirekter
Dimension).

getrocknete Probe

hydratisierte Probe

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Abb. 10.2: ®C {'H} CP MAS NMR-Spektren der Zellwande von
S. turris im getrockneten (oben) und hydratisierten (unten) Zustand
(298 K, v=10kHz, 4k scans). Die grol3en Unterschiede im
Signal/Rausch-Verhaltnis kommen durch unterschiedliche
Probenkonzentrationen im MAS-Rotor zustande.
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gefriergetrocknete
Probe

bei 200°C vakuum-
getrocknete Probe

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Abb. 10.3: *C MAS NMR-Spekitren isolierter S. turris-Zellwande: Es
sind die Spektren einer gefriergetrockneten (oben) und einer bei
200 T vakuumgetrockneten (unten) Probe gegenliberge stellt (298 K,
v,=10 kHz, 4k scans).

10.2 *'P NMR-Experimente an isolierten Silaffinen vonT. pseudonana

w W
pH45 A “ pH 8,3
M A
o W/WW
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Abb. 10.4: pH-abhangige **P NMR-Messungen an tpSill/2L (0,5 M
NaCl, 290 K).
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pH 3.1 ‘\! h J\ h pH 6,8
pH 3,9 ‘ n n | pH7,9
pH 4,3 )\ A /ll h pH 8,9
pH 54 h m ﬂ pH 9,6
pH 6,0 ,J\ ﬁ A pH 11,7
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pH 6,2 "\ )
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Abb. 10.5: pH-abhéngige *'P NMR-Messungen an tpSil3 (0,5M
NaCl, 290 K).
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