Georg Pohnert mit Diatomeenkulturen

Georg Pohnert, Jg. 1968, studierte Chemie an der Universitat Karlsruhe
und promovierte an der Universitat Bonn. Nach einem Forschungsaufenthalt
an der University of Washington und einem Postdoc-Aufenthalt an der Cornell
University in New York wechselte er an das Max-Planck-Institut fir Che-
mische Okologie in Jena, wo er 2003 habilitierte. Von 2005 bis 2007 war er
Professor fiir Chemische Okologie an der Eidgendssischen Technischen
Hochschule in Lausanne. 2007 folgte er einem Ruf an die Universitat Jena auf
die Professur fir Analytische Chemie. 2005 erhielt er den Akademiepreis fiir
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Chemie der Akademie der Wissenschaften zu Géttingen und 2006 den
Nachwuchswissenschaftler-Preis fiir Naturstoffforschung der DECHEMA. In
diesem Jahr wurde er auch mit der Lichtenberg-Professur der Volkswagen
Stiftung ausgezeichnet. 2011 erhielt er den Lehrpreis der Friedrich-Schiller-
Universitdt Jena. Sein Forschungsinteresse gilt chemischen Verteidigungs-
und Kommunikationsstrategien von marinen und Stif3wasserorganismen,
der Bioorganischen Chemie sowie der Isolation, Spektroskopie und Orga-
nischen Synthese von Naturstoffen.
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Sex oder Tod

Chemische Signalstoffe kontrollieren die Fortpflanzung

Prof. Dr. Georg Pohnert, Institut fur Anorganische und Analytische Chemie,

Friedrich-Schiller Universitat Jena

Diatomeen sind einzellige Mikroalgen, die aufgrund ihrer filigranen und reich verzierten mineralisierten Zellwand auch

als Kieselalgen bezeichnet werden. Trotz ihrer mikroskopisch kleinen Zellen spielen diese Algen eine fundamentale

Rolle fiir marine Okosysteme und sind sogar zentrale Akteure bei der Aufrechterhaltung des Weltklimas. Nun ist es

erstmals gelungen einen Sexuallockstoff dieser Algen zu isolieren.

Diatomeen sind sowohl als isolierte Zellen im
Plankton der Ozeane und Seen als auch in Bio-
filmen auf allen Oberflichen unter Wasser stark
verbreitet und es wird davon ausgegangen, dass
sie fur ca. 20% der globalen CO,-Fixierung ver-
antwortlich sind. Mit anderen Worten: Der Sauer-
stoff in jedem fiinften unserer Atemzige wird
durch die Fotosynthese von Diatomeen produ-
ziert. Trotz dieser zentralen Bedeutung wissen wir
noch verhiltnismiRig wenig Uber diese Algen.
Eine interessante Beobachtung, die die asexuelle
Zellteilung von Kieselalgen betrifft, ist allerdings
schon seit vielen Jahren bekannt: Aufgrund der
starren mineralischen Zellwand konnen sich die
Zellen nicht wie andere Mikroorganismen teilen.
Diatomeen bauen vielmehr zur Vorbereitung
der Teilung die neue Zellwand innerhalb der
bestehenden Elternzelle auf. Da Kieselalgenzel-
len wie eine Petrischale mit tberlappenden
Schalenhilften aufgebaut sind, resultiert dieser
Prozess darin, dass eine der beiden Tochter-
zellen kleiner als die Elternzelle ist (Abb. 1) [1].

Diese Fortpflanzungsstrategie fihrt dazu,
dass die mittlere Grole von Diatomeenzellen-
populationen mit der Zeit abnimmt. Ab einer
artspezifischen Minimalgrofe sind die Zellen
nicht mehr teilungsfihig. Fur diese bleibt dann
nur noch die Wahl zwischen sexueller Fortpflan-
zung oder dem Tod. Nur nach der Paarung kann
eine neue groRe Initialzelle gebildet werden,
die den Startpunkt fiir einen neuen Zyklus aus
asexuellen Teilungen und sexueller Reproduk-
tion bildet. Es ist nicht verwunderlich, dass ein
derartig zentraler Prozess im Lebenszyklus unter
strenger Kontrolle zahlreicher Faktoren steht,
die die Wahrscheinlichkeit der erfolgreichen

sexuellen Reproduktion erh6hen. In Zusammen-
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arbeit mit dem Team von Prof. Wim Vyverman
konnte meine Gruppe jetzt zeigen, dass zentrale
Kontrollfaktoren chemische Signalstoffe sind,
die nur unter klar definierten physiologischen
und Umweltbedingungen von paarungsbereiten
Zellen ausgesendet und wahrgenommen werden
[2]. Diese Studien die zum ersten Mal zeigten
wie Pheromone die Vermehrung von Diatomeen
kontrollieren, wurden an der Kieselalge Semi-
navis robusta durchgefiihrt. Eine Alge, die in
zahlreichen Biofilmen zu finden ist und die
nicht zuletzt aufgrund ihrer guten Kultivierbar-
keit in den letzten Jahren als Modellorganismus

etabliert wurde.

Wenn Pheromone Zellen locken

Wir stellten fest, dass die Paarungsbereitschaft
strengstens von der Grofle der Zellen abhingt.
Nur wenn eine kritische Grofle von ca. 50pm
unterschritten wird, differenzieren sich die sonst
nicht zu unterscheidenden Zellen in zwei so
genannte Paarungstypen aus, die man eventuell
mit den Geschlechtern hoherer Organismen
vergleichen kann. Bringt man Zellen der beiden
Paarungstypen zusammen, kann man durch
mikroskopische Verhaltensanalyse zwischen an-
lockenden und angelockten Zellen unterschei-
den. Die mobilen Zellen des einen Paarungstyps
gleiten dabei durch Sekretion eines gelatindsen
Materials gerichtet auf den Partner zu. Interessan-
terweise wirkte auch das Medium, in dem die
anlockenden Zellen gehalten wurden, auf den
Paarungspartner attraktiv. Dieser Befund legte
nahe, dass bei den Prozessen chemische Signale,
so genannte Pheromone, eine Rolle spielen

konnten. Auch chemische Extrakte des Mediums

der anlockenden Zellen waren attraktiv, was die
Charakterisierung des Lockpheromons maoglich

machte.

Kandidatenmolekiile fiir Lockstoffe

Durch die Weiterentwicklung von analytischen
Techniken, die in der vergleichenden Metabolom-
forschung etabliert wurden, konnten erstmals
Kandidatenmolekitile fiir Lockstoffe identifiziert
werden [3]. Methodisch ist dieser Ansatz bemer-
kenswert, da so ein bekannter Schwachpunkt
der bisherigen Suchen nach Signalmolekiilen
umgangen werden kann. Traditionell werden
derartige Signale durch chromatografische Auf-
trennung und Testen der resultierenden Frak-
tionen identifiziert. Die aktive Fraktion wird
dann weiter aufgereinigt, bis ein aktiver Rein-
stoff zur Strukturaufklirung erhalten wird. Bei
der neuen Technik wird zunichst auf eine zeit-
raubende Fraktionierung verzichtet, stattdessen
wird das Metabolom der pheromonproduzie-
renden Zellen erfasst. Durch Computeralgorith-
men kann dieses komplexe metabolische Profil
mit dem von Zellen verglichen werden, die kein
Pheromon produzieren. Im Falle der Diatomee
S. robusta konnten so Kandidatenmolekiile fiir
Lockstoffe identifiziert werden, die nur im Me-
tabolom der ,rufenden“ Algen zu finden sind.
Die in diesen Zellen hochregulierten Verbin-
dungen wurden dann gezielt aufgereinigt und
in biologischen Versuchen auf ihre Aktivitit ge-
testet. In der Tat war der am signifikantesten
hochregulierte Metabolit dann auch das aktive
Pheromon (das 2,5-Diketopiperazin di-l-prolyl
diketopiperazin, im Folgenden ,Diprolin“). Die-
se Verbindung ist duerst effektiv und 16st schon
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eine Anlockung der Zellen aus, wenn sie in
Mengen von nur 20 pmol pro Testpartikel gege-
ben wird.

Der methodische Durchbruch ermoglichte
so die Identifizierung des ersten Diatomeenphe-
romons — einer Verbindung, nach der bereits

seit Jahrzehnten gesucht wurde.

Paarfindung - ein komplexer Prozess

Um den Paarungserfolg zu maximieren, ist die
Pheromonbildung stark synchronisiert. Nur Zel-
len, die kleiner als die kritische Zellgrofe sind,
produzieren das Pheromon. Zusitzlich zur Re-
gulation durch Zellgrofe wird aber auch das
Vorhandensein von potenziellen Paarungspart-
nern abgefragt. Die Investition in die Bildung
des Lockstoffes erfolgt nimlich nur, wenn klei-
ne Zellen des anderen Paarungstyps anwesend
sind. Auch diese Kommunikation erfolgt durch
ins Wasser freigesetzte Signale. Um das Maf3 der
Regulation vollzumachen, erfolgen die gesamt-
en Prozesse auch lichtreguliert. Erst ca. funf
Stunden nach Tagesanbruch beginnt die Phero-
monproduktion und die damit einhergehenden
Findungsprozesse werden initiiert. Interessan-
terweise ist in sich paarenden Kulturen auch ein
rascher Abbau des Pheromons Diprolin zu beo-
bachten. Die beiden gegenliufigen Prozesse der
regulierten Pheromonproduktion und des Ab-
baus fithren dazu, dass sich nur in wenigen
Stunden ein Konzentrationsmaximum um die
rufenden Zellen aufbaut. So kann es vermieden
werden, dass die Paarungspartner durch geal-
terte Pheromonspuren in die Irre geleitet wer-
den. Die Bedeutung einer solch komplexen
multiplen Regulation wird deutlich, wenn man
sich den Lebensraum der Alge vor Augen fiihrt.
S. robusta lebt in Biofilmen, die unter Umstin-
den aus hochdiversen Artengemeinschaften ge-
bildet werden. Nur wenn hier sichergestellt
wird, dass mit duerster Effizienz Paarungspart-
ner aufgefunden werden, kann das Uberleben
in dem kompetitiven Umfeld garantiert werden.

Die Pheromonchemie ist allerdings bei Wei-
tem nicht die einzige Moglichkeit, mit der sich

Diatomeenzellen im Wasser behaupten. Es ist
vielmehr so, dass die Einzeller auch gezielt nach
Erkennen von bestimmten Bakterien Verbin-
dungen produzieren konnen, die gegen den
Befall durch die Pathogene aktiv sind [4]. Auch
Konkurrenten konnen im Sinne einer beeindru-

ckend effektiv regulierten, kurz gepulsten Gift-

gasattacke dezimiert werden [5]. Es ist faszinie-
rend zu sehen, wie selbst Einzeller eine
komplexe chemische Sprache sprechen und
verstehen konnen. Man kann derzeit nur speku-
lieren, welche Bedeutung solche elaborierten
Kommunikationsstrategien bei der evolutiven

Durchsetzung der Diatomeen spielen.
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Abb.1 Schematische Darstellung des Querschnitts von Diatomeenzellen (mit einmontierten Bildern
der Algen) wahrend der Zellteilung. 1) Elternzelle mit den Uberlappenden Zellwénden aus biominerali-
siertem Silikat. 2) Bei der Zellteilung werden innerhalb der Elternzelle die neuen Zellwande angelegt.
Nach der Teilung resultieren Tochterzellen, eine davon mit reduzierter GroBe. 3) Erst wenn Zellen die
kritische Grofle unterschreiten, werden sie sexuell aktiv.
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Diprolin. Diese duflerst effektive Verbindung (6st
schon eine Anlockung der Zellen aus, wenn sie in
Mengen von nur 20 Picomol pro Testpartikel ge-
geben wird.
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Links: Zellen der Diatomee S. robusta (oval) finden sich zu Paaren zusammen und bilden Zygoten (rund).
Nach Auxosporenbildung (Mitte] werden dann grofelnitialzelle gebildet (Rechts im Vergleich mit einer
kleinen paarungsbereiten Zelle). Quelle: . Frenkel, FSU Jena.
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Aufgereinigte mineralisierte Zellwand der Kieselalge Seminavis robusta

1-4) Seminavis robustaZellen
in unterschiedlichen Entwick-
lungsstadien

- georg.pohnertiduni-jena.de
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