HIGHLIGHTS

Biomineralisierung in Diatomeen durch Peptid- und Polyamin-unterstiizte
Kondensation von Kieselsaure

Georg Pohnert*

Diatomeen (Kieselalgen) sind einzellige Algen mit hochst
dsthetischen Zellwinden, deren Formenreichtum Naturfor-
scher schon seit der Einfiihrung der Lichtmikroskopie faszi-
niert (Abbildung 1). Die aus Biomineralien aufgebauten
filigranen Zellwénde bestehen vorwiegend aus hydratisiertem
Siliciumdioxid (SiO,), das mit Peptiden und Polyaminen
assoziiert vorliegt. Heute wissen wir, dass die Abscheidung
von diesem amorphen Material wihrend der Zellwandbio-
genese artspezifisch nanometergenau kontrolliert wird.

Abbildung 1. Transmissionselektronenmikroskopische =~ Aufnahme der

Zellwand von Cylindrotheca fusiformis."")

Die zentralen Schritte wihrend des Aufbaus der Zellwidnde
geschehen in intrazelluldren Organellen, den Kieselsdure-
ablagernden Vesikeln (Silica Deposition Vesicles, SDV), in
die 16sliche Formen des Silicats transportiert werden. Erst
nach der Kieselsdure-Akkumulation in den SDVs beginnt
deren gerichtete Féllung und die Bildung von hochdifferen-
zierten Zellwidnden. Dabei werden verschiedene an der
Formgebung beteiligte Vorginge diskutiert. So kénnte SiO,-
Préazipitation durch diffusionslimitierte Kieselsdureféllung in
den SDVs initiiert und gerichtet werden.l! Auch eine Form-
gebung durch rédumliche FEinschrinkungen im zelluldren
Umfeld der SDVs ist moglich.> 3 Ein anderer vorgeschlage-
ner Mechanismus geht davon aus, dass (zusétzlich) eine
organische Matrix in den SDVs die Kieselsdurefillung gezielt
beschleunigt und kontrolliert. Zur Uberpriifung dieser Mog-
lichkeit wurden detaillierte Untersuchungen der organischen
Bestandteile der Kieselschalen durchgefiihrt.[

Die in den letzten Jahren erzielten Fortschritte zum
Verstdndnis der gerichteten Zellwandbiosynthese, geben ein
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neues Bild eines offensichtlich universellen Mechanismus der
Biomineralisierung in Diatomeen und sind Gegenstand dieses
Beitrags. Schon frith wurde erkannt, dass die Entfernung des
Mineralanteils der Zellwénde von Diatomeen durch Fluss-
sdureddmpfe eine Hiille ,,wie einen Geist der Zelle“ zuriick-
lasst.’] Selbst nach Extraktion mit Ethylendiamintetraacetat
(EDTA) oder nach oxidativer Reinigung der Kieselschale mit
NaOClI finden sich noch mit SiO,-assoziierte organische
Komponenten in der Zellwand, die nur durch Flusssdure
vom anorganischen Material getrennt werden konnen. Reini-
gung und Charakterisierung der so gewonnenen Bestandteile
aus Cylindrotheca fusiformis ergab zwei neuartige Proteinfa-
milien.l! Die Proteine der leichteren Fraktion im Flusssdure-
Extrakt mit Molekulargewichten von 4 bis 17 kD, wurden
aufgrund ihrer Affinitit zu SiO, als Silaffine bezeichnet.[”]
Kroger et al. beobachteten bei der Zugabe dieser Proteine zu
einer metastabilen Kieselsdurelosung innerhalb von Sekun-
den die Ausfidllung von hydratisiertem SiO,, wihrend un-
behandelte Losungen iiber mehrere Stunden stabil sind. Die
gebildete Menge des amorphen Materials ist dabei propor-
tional zum zugegebenen Silaffin, was auf eine direkte
Beteiligung der Peptide an dem Mineralisierungsprozess
schlieBen lidsst. Besonders bemerkenswert bei diesem Vor-
gang ist, dass die Struktur des geformten Prizipitats von der
Art des zugegebenen Peptids abhingig ist. Wihrend die
Mischung aller gereinigten Silaffine die Bildung von SiO,-
Partikeln mit einem Durchmesser von <50 nm induziert,
fiihrt die Zugabe des leichteren Silaffin 1A zur Bildung von
Prizipitaten mit Durchmessern zwischen 500 und 700 nm.["]
N-terminale Sequenzierung von Silaffin 1B und Klonierung
des korrespondierenden Gens zeigte, dass das kodierte Poly-
peptid eine modulare Struktur aufweist. Nach einer Signal-
peptideinheit und einer negativ geladenen Domiéne folgen
sieben stark basische, repetitive Einheiten, die nach Endo-
proteolyse die jeweiligen Silaffine bilden. Charakteristisch fiir
diese Peptide sind regelméBig angeordnete, posttranslatorisch
modifizierte Lysin-Lysin-Cluster. Strukturaufklarung mit
Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie (ESI-MS)
von Silaffin 1A; und Silaffin 1A, mit Langen von 15 bzw. 18
Aminosiuren zeigte, dass es sich bei diesen Modifizierungen
jeweils um Substitutionen am e-Lysinstickstoff, wie in Sche-
ma 1 dargestellt, handelt.[®

Die Modifizierung der Lysinreste scheint bei der Bildung
von SiO, unter den sauren Bedingungen, die in den Zellen
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Schema 1. Struktur von Silaffin 1A, aus den mit HF behandelten Zell-
winden von C. fusiformis. Das Polypeptid ist im Einbuchstaben-Code
wiedergegeben (S =Serin, K =Lysin, G =Glycin, Y = Tyrosin). Nur die
posttranslatorischen Modifikationen sind als Formel gezeigt.l®!

herrschen, eine zentrale Rolle zu spielen. Wéhrend die
Prazipitation von Kieselsdure im Neutralen sowohl durch
Silaffin als auch durch das korrespondierende nichtmodifi-
zierte Peptid beschleunigt wird, beobachtet man bei pH-
Werten <6, bei denen die Biomineralisierung in den Zellen
stattfindet, nur noch Ausfillung durch die modifizierten
Peptide.]

Neue Untersuchungen zeigen, dass die in C. fusiformis
gefundenen Prinzipien der Nanopartikelabscheidung kein
Sonderfall sind, sondern vielmehr mit Abwandlungen als
allgemeineres Prinzip der Silicatbildung durch Kieselalgen
gelten konnen.”! Ein Vergleich der organischen Bestandteile
aus sechs verschiedenen Diatomeenarten zeigt, dass Silaffine
und verwandte Molekiile allgemein fiir die komplexe Muster-
bildung der Diatomeenzellwinde (mit)verantwortlich sein
konnen. Ein derartiger Mechanismus erfordert artspezifische
Kieselsdure-prazipitierende Molekiile. Und tatsédchlich wei-
sen die nach Flusssdure-Behandlung und Reinigung gewon-
nenen organischen Bestandteile charakteristische Unterschie-
de fiir die sechs untersuchten Arten auf. Detaillierte Un-
tersuchung fiihrte nicht nur zur Identifizierung von artspezi-
fischen Sets von Silaffinen, sondern auch zur Charakterisie-
rung einer weiteren, nicht proteinogenen Verbindungsklasse.
Hierbei handelt es sich um komplexe Gemische langkettiger
Polyamine mit Molekulargewichten bis zu 1500 Da, deren
Zusammensetzung je nach Diatomeenart variiert.”)] Die
genauer untersuchten Amine von Nitzschia angularis zeigen
regelméBige Massenverteilungen, was auf das Vorhandensein
von definierten Polymeren schlieBen lie. Massenspektro-
metrische Strukturaufkldrung fithrte zur Identifizierung von
den aus N-Methyl-propylamin-Einheiten aufgebauten Poly-
meren (Schema 2). Vergleich mit anderen Diatomeen zeigte,
dass das Strukturprinzip dieser Polyamine mit Variationen
auch in anderen Arten zu finden war. So setzen sich z.B. die
Amine von C. fusiformis aus nichtmethylierten Propylamin-
Einheiten zusammen.! Diese Polymere zihlen mit bis zu 20
repetitiven Einheiten zu den ldngsten linearen biogenen
Aminen und bilden oft die Hauptmenge der organischen
Substanzen in den Diatomeen-Zellwidnden.
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Schema 2. Polyamine aus der Diatomee N. angularis. Durch Variation des
Methylierungsgrades und der Kettenldnge kann eine Strukturfamilie von
25 Aminen generiert werden. Zusitzliche Variation kann durch Austau-
schen der Butylamin-Einheit (links) gegen eine Propylamin-Einheit
erreicht werden.

Werden die gereinigten Amine von N. angularis zu
Kieselsdurelosungen gegeben, so induzieren sie die schnelle
Prazipitation von SiO,, wobei sie in das Biomineral inkorpo-
riert werden.”! Die Durchmesser der dabei gebildeten sphi-
rischen Partikel hdngen von der Art der Amine ab. Werden
Mischungen von Silaffinen und Aminen zu Kieselsédurelosun-
gen gegeben, so bilden sich Prézipitate, in denen die Partikel
in SiO,-Blocken angeordnet sind.

Ein mechanistischer Vorschlag fiir diese Polymerisierungs-
reaktion basiert auf der Annahme, dass in der Polyaminkette
protonierte und unprotonierte tertiire Aminogruppen, die an
Kieselsdure binden, alternieren und damit die Si-O-Bindungs-
bildung, wie in Schema3 gezeigt, erleichtern.l”! Die ge-
bildeten Materialien haben eine gewichtsbezogene Zusam-
mensetzung von 1.25:1 (SiO,:Polyamin), was zumindest auf
eine teilweise direkte Interaktion zwischen den Aminogrup-
pen und den Silanolgruppen des hydratisierten SiO, schlieen
lasst.l)
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Schema 3. Vorgeschlagener Mechanismus der Amin-unterstiitzten Kiesel-
sdurekondensation.

Dass die oben beschriebenen Polyamine und Peptide nicht
nur als Mediatoren der Silica-Ausfillung dienen, sondern
auch fiir die Formgebung der wachsenden Diatomeenzell-
wand verantwortlich sein konnten, wurde kiirzlich in einem
eleganten Modell postuliert.'') Der amphiphile Charakter der
methylierten Polyamine konnte im SDV die Bildung von
Emulsionen aus Mikrotropfen unterstiitzen. Werden diese
Tropfen in einer dichtesten Packung als Monoschicht ange-
ordnet, so konnte sich wie in Abbildung 2A gezeigt in den
Zwischenrdumen Silicat in wabenformiger Anordnung ab-
scheiden. Da bei der Mineralisierung auch Polyamine in-
korporiert werden, verarmen die Originalmikrotropfen an
Aminen, was eine erneute Phasentrennung unterstiitzt. Die so
gebildete neue Matrix konnte wiederum die gerichtete
Prizipitation und Musterbildung lenken (Abbildung2B-—
D). Durch Wiederholungen dieses einfachen Mechanismus
konnte iterativ das Nanomuster geformt werden, das wiahrend
der Bildung der Zellwand von Coscinodiscus wailesii elek-
tronenmikroskopisch beobachtet wird (Abbildung 2 E - H).[1
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Abbildung 2. Schematische Darstellung des durch Phasentrennungsprozesse mediierten Templat-Mecha-
nismus (A - D) im Vergleich mit elektronenmikroskopischen Aufnahmen der sich bildenden Zellwand von C.
wailesii (E—-H). Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [11], Copyright (2002), American
Association for the Advancement of Science.

Konzepte der Diatomeen-Biomineralisierung dienen auch
als inspirierende Quelle fiir die gerichtete bio- und nano-
technolgische Silicatproduktion.P! Wihrend Diatomeen eine
kontrollierte Fillung von SiO, bei physiologischen Bedingun-
gen mit bemerkenswerter Feinauflosung erreichen, erfordern
Labormethoden meist drastisch basische Bedingungen oder
hohe Temperaturen mit langen Reaktionszeiten. Es ist somit
nicht verwunderlich, dass auf der Suche nach Moglichkeiten,
die es erlauben, empfindliche Materialien mit Silicatminera-
lien zu modifizieren, auf Konzepte aus der Diatomeenbio-
chemie zuriickgegriffen wird. So wurde schon im Jahr nach
der Identifizierung der Silaffine eine erste technische An-
wendung entwickelt, die es erlaubt, Peptid-unterstiitzt spha-
rische SiO,-Nanopartikel auf einem Hologramm abzuschei-
den.” Dazu wurde ein Polymer hergestellt, auf dessen
Oberfldche in geordneten Strukturen Silaffinpeptide ange-
reichert waren. Nach nur zehnminiitiger Behandlung dieser
holographischen Polymere mit Kieselsdurelosungen haben
sich definierte sphirische Silicatstrukturen auf der Polymer-
oberfliche abgeschieden. Diese Technik, die die leichte

Zuginglichkeit eines geordne-
ten organischen Polymers mit
der gerichteten Biomineralisie-
rung von Kieselsdure kombi-
niert, fiihrt zu Strukturen, die
neben hoherer mechanischer
Stabilitdt auch eine nahezu 50-
fache Zunahme der Lichtbre-
chung an der Hologrammober-
fliche zeigen.['

Erst in den letzen Jahren be-
ginnen wir zu verstehen, wie der
Aufbau von komplexen Silicat-
strukturen in Kieselalgen ge-
steuert wird. Doch selbst die
Identifizierung der ersten Mat-
rizen fiir die Silicaprézipitation
lassen in Zukunft noch viel
Raum fiir neue In-vivo-Metho-
den, um zu kliaren, welche Wechselwirkungen in den Zellen zu
den differenziert ausgeprégten Strukturen fiithren.
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