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1 Einleitung

Sekundérmetabolite haben einen grofien Einfluss auf die verschiedensten 6kologischen
Interaktionen, angefangen bei Anderungen der Morphologie von Individuen, induziert
durch die Anwesenheit von Réubern (Kusch, 1993), bis hin zur Gestaltung ganzer
Habitate (Muller, 1966). Ist der Lebensraum, wie das marine Benthal', durch eine
deutliche Dynamik in der Struktur sowie durch die starke Konkurrenz um Licht und
Nihrstoffe charakterisiert (Wahl, 2009), spielen die sogenannten Infochemikalien?
und die zu den Allelochemikalien® gehdrenden chemischen Abwehrsubstanzen ei-
ne entscheidende Rolle. Die Abwehrsubstanzen kénnen gegen Frafifeinde, wie z. B.
Herbivore und Rauber (Hay & Fenical, 1988; Haber et al., 2011) wirken oder zur
Bekdmpfung des Bewuchses durch Mikro- oder Makroorganismen (Harder, 2009),
dem sogenannten Biofouling®, dienen. Uberdies kann den Metaboliten auch eine
Funktion zur Abwehr von Nahrungs— und Standortskonkurrenten (Mulderij et al.,
2006) zugeschrieben werden. Infochemikalien kénnen in dem, durch die Eindringtiefe
des Lichtes und Triibung durch Schwebestoffe, optisch eingeschrinkten marinen
Lebensraums fiir die Kommunikation der Organismen untereinander, z. B. fiir das
Auffinden von Beute (Kjellerup & Kigrboe, 2012), eine weitaus entscheidendere Rolle
als im terrestrischen Bereich spielen.

Besonders wichtig sind Infochemikalien und chemische Abwehrstoffe fiir sessile
marine Organismen, wie z. B. Algen des Benthals. Da es den marinen Makroalgen
nicht moglich ist, sich verschlechternden Standortbedingungen (z. B. Beschattung
durch Aufwuchs, Zunahme an Herbivoren) durch Fortbewegung zu entziehen, kom-
pensieren viele von ihnen diesen Nachteil durch Infochemikalien und chemische
Abwehrstoffe (Wahl, 1989). Um den Lebensraum Benthal besser zu verstehen, be-
steht ein grofles Interesse diese Substanzen und ihre 6kologische Rolle im Leben der
Algen moglichst genau zu identifizieren und zu lokalisieren. Der Fokus dieser Arbeit
liegt, auf der Entwicklung neuer sowie der Anwendung bekannter Extraktions— und
Lokalisationsmethoden fiir Sekundérmetabolite mariner Makroalgen.

Die folgenden Abschnitte beschreiben die Modelorgansimen, untersuchte Sekun-
dérmetabolite sowie bisherige und neu verwendete Methoden.

'Benthal: Lebensraum auf und im Boden des marinen Systems (Ott, 1996)

2Eine Chemikalie, die innerhalb einer Interaktion zwischen zwei Individuen Informationen iiber-
mittelt, die sowohl auf beide als auch nur auf ein Individuum Einfluss hat (Dicke & Sabelis,
1988).

3Infochemikalie, die eine Interaktion zwischen zwei Individuen verschiedener Art vermittelt (Dicke
& Sabelis, 1988)

4Biofouling: Bewuchs von benetzten Flichen mit Mikroorganismen, Algen, Pflanzen und Tieren
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1.1 Okologische Bedeutung sekundirer Metabolite im
Leben von marinen Algen

Als Algen werden im Wasser lebende, pflanzenartige Organismen mit der Fahigkeit zur
Photosynthese, allerdings ohne die sonst fiir hohere Pflanzen typischen Merkmale wie
Bliiten, Bléatter, Wurzeln oder differenziertes Gewebe, bezeichnet (Graham & Wilcox,
1999). Allgemein werden Algen in die sogenannten Mikroalgen und Makroalgen
eingeteilt. Mikroalgen sind ein bis vielzellige Algen ohne pflanzenartige Strukturen
mit einer Gréfle von wenigen bis zu einigen hundert Mikrometern. Makroalgen
dagegen sind meist mehrzellig und bis zu mehreren Metern grof3. In dieser Arbeit
wurden hauptsachlich Makroalgen untersucht, so dass sich der hier verwendete
Begriff Alge auf Makroalgen bezieht. Manche Algen zeigen duflerlich &hnliche, oft zu
Blattern, Sprossachse und Wurzeln vergleichbare Strukturen, die jedoch aufgrund des
vereinfachten anatomischen Aufbaus je nach Algenart als Phylloid oder Assimilator
(blattartig), Cauloid oder Stolon (sprossachsenartig) sowie als Rhizoid (wurzelartig)
bezeichnet werden (Braune, 2008) (siehe Abbildung 1.1).

Bilden Makroalgen diese Strukturen aus, wird der gesamte Vegetationskorper als
Thallus bezeichnet (Schubert & Wagner, 2000). Ein viel diskutiertes Forschungs-
thema ist die verwandtschaftlich-evolutionire Bezichung der Algen untereinander
und zu anderen Phyla (Manhart & McCourt, 1992; McCourt, 1995; John & Maggs,

Fucus vesiculosus Caulerpa prolifera

Thallus R Ty Phylloid

Stolon

Assimilatoren

Abb. 1.1: A) Thallus der Braunalge Fucus vesiculosus mit dem blattartigen Phylloid in-
klusive Schwimmblasen und dem an einem Stein anhaftenden, wurzelartigen Rhizoid, auch
Haftscheibe genannt. B) Thallus der Griinalge Caulerpa prolifera mit den blattartigen Assi-
milatoren, dem stielartigen Stolon und dem wurzelartigen Rhizoid. Der Kontrast der Bilder
wurde mit dem Programm GIMP bearbeitet.
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1997; Wattier & Maggs, 2001). Daher werden die in dieser Arbeit erwdhnten und
verwendeten Algen in die klassisch botanische Klassifikation gegliedert, welche auf
den farbgebenden Pigmenten beruht (Sitte et al., 1998). Diese Einteilung unterteilt
die Algen in Griinalgen (Chlorophyta, Chlorophyceae), Braunalgen (Heterokonta,
Phaeophyceae) und Rotalgen (Rhodophyta, Rhodophyceaea). Makroalgen sind typi-
sche Bewohner des littoralen® bis sublittoralen Bereiches des Benthals. Hier haften
sie mit ihren Rhizoiden an Kies, Steinen und Felsbrocken und vergréiern so z. B. die
potenzielle Besiedlungsfldche fiir Organismen jeglicher Art wie Mikro- und Makroor-
ganismen (Ott, 1996). Daneben bilden die néhrstoffreichen Makroalgen in diesem
Habitat auch die Nahrungsgrundlage fiir viele andere Organismen (Ott, 1996). Die
Kommunikation und Interaktion zwischen der Alge und den sie umgebenden Indi-
viduen erfolgt iber Infochemikalien und Abwehrsubstanzen, die iberwiegend den
Sekundirmetaboliten® zugeordnet werden konnen. (Amsler, 2007). Bei genauerer
Betrachtung muss zwischen der Oberfliche und dem Inneren der Alge als Bereich
unterschieden werden, in denen wichtige Sekundérmetabolite und chemische Prozesse
die 6kologischen Interaktionen der Alge mit ihrer Umwelt bestimmen.

1.1.1 Metabolite der Algenoberflache

Metabolite der Algenoberfliche befinden sich entweder direkt auf der Oberfliche oder
in der angrenzenden chemischen Sphére, der sogenannten laminaren Grenzschicht
oder Diffusionsschicht. Die rdumliche Verteilung der Metabolite wird in dieser Arbeit
in einem kartesischem Koordinatensystem dargestellt, in dem x und y die horizontale
und z die vertikale Verteilung der Metaboliten relativ zur Oberfliche angibt. Im
speziellen wird hier in dieser Arbeit die vertikale Verteilung ausgehend von der
Algenoberflache in das umgebende Medium oder ins Algeninnere betrachtet (siehe
schematische Darstellung in Abbildung 1.2).

Diese diinne laminare Grenzschicht (0,1 mm-0,2mm) bildet den Ubergang zwi-
schen der Algenoberfliiche und dem angrenzenden Wasser (Hurd, 2000). Uber die
Zusammensetzung ist bisher wenig bekannt. Allerdings ldsst die Betrachtung von
einfachen hydrodynamischen Modellen (Stevens & Hurd, 1997; Schlichting & Gersten,
2000) die Vermutung zu, dass sowohl Metabolite der Alge als auch Metabolite anderer
Organismen durch diese Grenzschicht diffundieren, einen Gradienten bilden und so
die Interaktionen zwischen der Alge und ihrer Umwelt steuern.

Der Bewuchs der Oberfliche durch andere Organismen ist eine dieser Interaktio-
nen, bei der die Alge durch Infochemikalien und Abwehrsubstanzen innerhalb der
laminaren Grenzschicht aktiv die verschiedensten Organismen beeinflusst (Kubanek
et al., 2003). Festzuhalten ist aber, dass ein Bewuchs durch andere Organismen

SLittoral (lat. litus fiir Ufer, Kiiste) ist die Ufer- und Kiistenregion des Meeres (Ott, 1996)
5Chemische Substanzen die von den Organismen synthetisiert werden, allerdings nicht fiir deren
Wachstum und Uberleben primér verantwortlich sind (Croteau et al., 2000)
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Mogliche Diffusionsprozesse

Interaktionen

N X

Grenzschicht

J

- Algenzelle  Oberfliache Wasser
Biofouling

Metabolite *

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Algenoberfliche mit den moglichen Diffusionsprozessen von Metaboliten der Alge (griine
und braune Punkte) sowie der Umgebung (blaue Punkte) in die laminare Grenzschicht zwischen Algenoberfliche und umgebenden
Wasser. Die Verteilung der Metaboliten kann in einem kartesischen Koordinatensystem mit drei Achsen (x, y, z) erfasst werden.
Mogliche Interaktionen wie Herbivorie, Epiphytismus und Biofouling (links) kénnen durch Metabolite der Grenzschicht und der
hier auch schematisch dargestellten Algenzelle beeinflusst werden. (Fotoquelle www.algaebase.de)
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sowohl negative als auch positive Aspekte fiir die Alge beinhalten kann.

Beispielsweise kann ein iberméfliger Bewuchs von groflen Teilen der photosynthe-
tisch aktiven Bereiche einer Alge die Versorgung des Thallus stark beeintréchtigen
(Oswald et al., 1984; Wahl, 2009). Neben zahlreichen pathogenen Eigenschaften eini-
ger siedelnder Mikroorganismen (Wahl, 2008) kann ein zusétzliches Gewicht durch
den Bewuchs mit z. B. Seepocken (Balanidae) zu einem Absinken des betroffenen
Thallus und dadurch zur reduzierten photosynthetischen Leistung fithren (Dixon
et al., 1981; Oswald et al., 1984). Die aufsitzenden Organismen kénnen zudem Fraf}-
feinde anlocken, die entweder der Alge als Basibionten” selbst schaden, oder die
Oberfliche durch den Fra der Epibionten® verletzen (Bernstein & Jung, 1979; Wahl
& Hay, 1995).

Der Bewuchs durch Mikro- und Makroorganismen kann allerdings auch von Vor-
teil sein. Es ist von einigen Epiphyten bekannt, dass die von ihnen produzierten
Infochemikalien eine weitere Ansiedlung, das Wachstum oder die Fortpflanzung
von potenziell schidlichen Fouling-Organismen inhibieren (Dobretsov et al., 2006;
Armstrong et al., 2001). Zudem kann die Alge auch von Organismen, die mit der
Algenoberflache assoziiert sind, mit Nahrstoffen oder Wachstumsfaktoren versorgt
werden (Chisholm et al., 1996; Seyedsayamdost et al., 2011).

Demnach ist es fiir die Alge von Vorteil den Bewuchs auf ihrer Oberfliche durch
eine Mischung aus Infochemikalien und Abwehrsubstanzen zu regulieren.

Die Regulation des Oberflaichenbewuchses durch Sekundidrmetabolite soll anhand
der Braunalge Fucus vesiculosus (Phaeophyceae, Fucales, Fucaceae, LINNE 1753) im
Folgenden néher vorgestellt werden. F. vesiculosus, umgangssprachlich auch Blasen-
tang genannt, besitzt einen flachen, bandférmigen Thallus, der stellenweise glatt oder
von Haargribchen punktiert ist. Die namensgebenden Schwimmblasen sind paarig zu
beiden Seite der Mittelrippe im oberen Bereich des Thallus vorhanden und dienen der
bis zu 0,6 m langen Alge fiir einen aufrechten Stand in der Wasserséule (Braune, 2008)
(siehe Abbildung 1.1 A). Auch aufgrund ihrer starken Verbreitung im Atlantik, der
Ostsee und dem westlichen Mittelmeer ist F. vesiculosus eine gut erforschte Alge und
eignet sich daher gut als Modellorganismus fiir die Anwendung neuer Extraktions-
und Lokalisationsmethoden von Oberflachenmetaboliten im Rahmen dieser Arbeit.

So zeigte sich, dass die der Oberflache assoziierte bakterielle Gemeinschaft von
F. vesiculosus sich von der Gemeinschaft anderer Makroalgen des gleichen Habitats
unterscheidet, es aber weniger Unterschiede in der bakteriellen Gemeinschaft zwischen
Individuen einer Art von unterschiedlichen Standorten gibt (Lachnit et al., 2009).
Die bakterielle Gemeinschaft scheint daher durch die physischen oder chemischen
Eigenschaften der Algenoberfliche beeinflusst zu werden. Ein regulierender Einfluss
von Metaboliten der Algenoberfliche auf die assoziierte bakterielle Gemeinschaft war

"Basibionten sind Organismen, auf denen andere Organismen aufsitzen (Wahl, 1989)
8Epibionten sind Organismen, die auf anderen Organismen aufsitzen (Wahl, 1989)
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Abb. 1.3: Struktur des Phloroglucinols (1), das die Grundeinheit der Phlorotannine bildet
und des zu den Carotinoiden zéhlende Xantophyll Fucoxanthin (2).

in Experimenten mit Oberflachenextrakten deutlich erkennbar. Eine Kombination
aus polaren und unpolaren Oberflichenextrakten, aufgetragen auf eine kiinstliche
Oberfliache, lieferte einen dhnlichen bakteriellen Bewuchs wie auf einer intakten Alge.
Wurden nur die polaren oder unpolaren Extrakte auf eine kiinstliche Oberfliche auf-
getragen, unterschied sich die Aufwuchsgemeinschaft deutlich von der einer intakten
Alge (Lachnit et al., 2010).

Mit zu den bekanntesten Abwehrsubstanzen gegeniiber Frafifeinden oder die Besied-
lung von Aufwuchsgemeinschaften gehéren die Oligomere des Phloroglucinols (1) die
sogenannten Phlorotannine (Koivikko et al., 2005; McLachlan & Craigie, 1964; Brock
et al., 2007), siehe Abbildung 1.3. Viele Metabolite wie die Phlorotaninne dienen
primér nicht nur der Abwehr sondern erfiillen noch weitere wichtige Funktionen in
den Algen.

So sind z. B. von dem zu den Xantophyllen zéhlenden Pigment Fucoxanthin (2)
der Braunalgen verschiedenste Funktionen bekannt. Das Hauptcarotinoid von F.
vesiculosus gibt den Braunalgen ihre charakteristische goldbraune Farbung und tragt
als akzessorisches Pigment im Lichtsammelkomplex mit seiner Absorption zwischen
450 nm und 500 nm zum Schliefen der sogenannten Griinliicke der Photosynthese
bei (Blinks, 1954). Zudem konnte in den Studien von von Viano et al. (2009) und
Gerasimenko et al. (2010) auch eine antimikrobielle Wirkung des Fucoxanthins (2)
gegeniiber dem marinen Bakterium Pseudoalteromonas sp. D41 als weitere wichtige
Okologische Funktion festgestellt werden. Da es sich in all diesen Studien aber
um Experimente mit Gesamtzellextrakten handelt, blieb die 6kologische Relevanz
dieser Metabolite in Bezug auf die Algen und der auf ihren Oberflichen wachsenden
Organismen unklar. Erst die Studie von Saha et al. (2011) zeigte eine deutliche
Présenz des sonst als intrazelluldre vermuteten Fucoxanthins (2) (Lichtlé et al.,
1992) auf der Oberfliche von F. vesiculosus. In Bioassays konnte in der Studie von
Saha et al. auch ein deutlicher Zusammenhang zwischen der Konzentration von
Fucoxanthin (2) und dem Bewuchs durch Bakterien gezeigt werden.
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1.1.2 Metabolite in der Algenzelle

In erster Linie findet man die Sekundérmetabolite innerhalb der Algenzelle. Hier
dienen sie als Abwehrsubstanzen gegeniiber Herbivoren (Rempt et al., 2012) und
Epiphyten (Jennings & Steinberg, 1997) sowie der Zell-Zell-Kommunikation. Die
Sekundérmetabolite konnen hierbei in bestimmten Kompartimenten, wie z. B. die
Phlorotannine in den sogenannten Physoden, oder vollig frei vorliegen (Ramus, 1981).
Wie schon anhand von Fucoxanthin (2) und den Phlorotanninen in Abschnitt 1.1.1
beschrieben, kénnen viele Sekundarmetabolite mehrere Funktionen iibernehmen, die
wichtig fiir das Uberleben der Alge in ihrem jeweiligen Lebensraum sind.

Ein sehr prominentes Beispiel
hierfiir ist der Hauptsekundérme-
tabolit Caulerpenin (3) (siche Ab-
bildung 1.5) der Griinalgen Cau-
lerpa prolifera und Caulerpa tazifo-
lia (siche Abbildung 1.1 B und 1.4
A). Die Individuen der Gattung
Caulerpa sind siphonale Algen, de-
ren Thallus ein vielkerniges Plas-
ma enthélt, welches nicht durch
Querwénde aufgeteilt ist (Menzel,
1988). Rein duBerlich unterschei-
den sich die bis zu einem Meter
langen Griinalgen durch die Form
ihrer Assimilatoren voneinander.

C. tazifolia

Abb. 1.4: A) Thallus von Caulerpa taxifolia. B) De-
tailausschnitt des Wundverschlusses von C. tazifo-
C. prolifera weist einen eher blatt- ;, aufgenommen 5 min nach Verwundung. Der Kon-
artigen Assimilator auf, wogegen trast der Bilder wurde mit dem Programm GIMP
der von C. taxifolia ein federar- iiberarbeitet

tiges Erscheinungsbild hat (siehe

Abbildung 1.1.B und 1.4.A) (Braune, 2008). Laut der Studie von Jung et al. (2002)
unterschied sich die Caulerpenin-Konzentration zwischen den beiden Caulerpa-Arten
nicht. In einer neueren Studie von Box et al. (2010) konnte allerdings ein durch
Herbivore oder sesonal beeinflusster Konzentrationsunterschied zwischen den beiden
Algen festgestellt werden. Generell ist der Metabolit allerdings mit bis zu 1,3 %
am Gesamtfeuchtgewicht der Alge in C. prolifera und C. taxifolia am héchsten im
Vergleich zu anderen Arten der Gattung Caulerpa vertreten (Amade & Lemée, 1998;
Jung et al., 2002; Dumay et al., 2002; Box et al., 2010). Bioassays zeigten eine
toxische Wirkung des Caulerpenins (3) auf Seeigeleier, Larven und adulte Individuen
(Paul & Fenical, 1986; Lemée et al., 1993; Boudouresque et al., 1996), eine antibak-
terielle und fungizide Wirkung (Paul & Fenical, 1986). Auch gibt es Indizien fiir
eine Reduktion von Epiphyten auf der Oberfliche (Box et al., 2008) von C. tazifolia
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Abb. 1.5: Schematische Darstellung der Proteinquervernetzung nach der Esterase-
katalysierten Transformation des Caulerpenins (3) zum Oxytoxin 2 (4).

durch Caulerpenin (3). Dariiber hinaus wirkt Caulerpenin (3) antiproliferatorisch
und wachstumshemmend auf menschliche Tumorzellen (Fischel et al., 1995; Barbier
et al., 2001) und zeigte eine hemmende Wirkung gegeniiber den im Zusammenhang
mit den verschiedensten Krankheiten stehenden Lipoxygenasen (Cengiz et al., 2010).
Neben der Funktion als Abwehrmetabolit ist Caulerpenin (3) auch ein wichtiger
Schliissel in der Ausbildung eines Wundverschlusses nach Verletzung der Alge (Jung
& Pohnert, 2001; Adolph et al., 2005). Die Verletzung eines einzelligen Organismus
wie z. B. C. prolifera und C. tazifolia durch Frafifeinde oder starke Wasserbewegungen
kann zu einem Ausfluss des Zellinhaltes fithren, welcher letztendlich den Tod des
Organismus bedeutet. Das Ausbilden eines Wundverschlusses (siehe Abbildung 1.4
B) innerhalb weniger Sekunden nach Verletzung der Alge verhindert so ein Auslaufen
des Zellinhaltes (Welling et al., 2009).

Studien iiber den Wundverschlussmechanismus von C. taxifolia zeigten einen
Zusammenhang zwischen der Wundverschlussbildung und einer Abnahme an Cau-
lerpenin (3) innerhalb der Alge (Jung & Pohnert, 2001; Adolph et al., 2005). Kurz
nach der Verletzung der Alge setzt der Wundverschlussmechanismus ein, indem das
Caulerpenin (3) durch Esteraseaktivitit zu einem 1,4-Dialdehyd (4) reduziert wird.
Dieser 1,4-Dialdehyd (4) weist eine zur Carbonylfunktion in Konjugation stehende
Doppelbindung auf und ist aus der Caulerpa verzehrenden Schnecke Ozynoe olivacea
als Oxytoxin 2 (4) bekannt (Cimino et al., 1990). Wie aus Studien tiber Dicarbonyle
bekannt (Meade et al., 2003), ist auch das Oxytoxin 2 (4) in der Lage mit nucleophilen
Gruppen von Proteinen zu reagieren und diese zu vernetzen. Diese Reaktion zwischen
dem deacetylierten Caulerpenin (3) und Proteinen konnte in vitro gezeigt werden
(Adolph et al., 2005) und bestétigt Befunde aus histologischen Untersuchungen iiber
die Zusammensetzung des Wundverschlusses (Goddard & Dawes, 1983; Dreher et al.,
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1982). Dagegen konnte in vivo ein Zusammenhang zwischen Caulerpenin (3) und
dem gelatindsen Wundverschluss nur mit einer erheblichen Probenvorbereitung und
mit Hilfe eines fluoreszenzmarkierten Caulerpenin-Derivates wahrscheinlich gemacht
werden (Weiflog, 2010).

Anhand der in den Abschnitten 1.1.1 und 1.1.2 vorgestellten Beispielen von Fu-
coxanthin (2) und Caulerpenin (3) wird deutlich, dass die Untersuchung von Se-
kundérmetaboliten helfen kann, 6kologische problematische Sachverhalte besser zu
verstehen. Aus diesem Grund wurden in den letzten Jahrzehnten viele verschiedene
Methoden zur Extraktion und Lokalisation von Sekundarmetaboliten entwickelt, von
denen einige in den folgenden Kapiteln nidher beschrieben werden.

1.2 Etablierte Extraktions- und Lokalisationsmethoden von
Algenmetaboliten

1.2.1 Extraktionsmethoden

Dipping-Methode Die von de Nys 1998 (De Nys et al., 1998) entwickelte, soge-
nannte Dipping-Methode ist die Standardmethode zur Extraktion von Sekundér-
metaboliten der Algenoberfliche. Hierbei wird die Alge fiir einige Sekunden in ein
Losungsmittel getaucht, die Sekundéarmetabolite der Oberfliche gehen dabei teil-
weise in das Losungsmittel iber und der erhaltene Extrakt wird weiter analysiert.
Schematisch ist dieser Vorgang in Abbildung 1.6 A dargestellt.

Die Wahl des Losungsmittels, in das die Alge getaucht wird, bestimmt je nach
Polaritit auch die Art der Metabolite, die von der Alge extrahiert werden kénnen.
So kann ein unpolares Lésungsmittel innerhalb weniger Sekunden nur schwer in
die laminare, iiberwiegend polare Grenzschicht der Alge eindringen und die darin
gelosten Metabolite aufnehmen. Eine starke Verldngerung der Eintauchzeit fithrt
allerdings zu einem Verletzen/Anlosen der &ufleren Algenzellwand und einem Austritt
von Sekundérmetaboliten aus der Algenzelle. In Abbildung 1.7 ist die Oberfliche von
F. vesiculosus zu sehen, sowohl im unbehandelten Zustand als auch nach eintauchen
in Hexan fiir 5 bzw. 60 Sekunden. Hierbei ist deutlich eine Farb- und Zellformveran-
derung bei langerer Verweilzeit der Alge im Losungsmittel zu erkennen. Dies zeigt
auch, dass eine mehrfache Beprobung derselben Alge nicht sinnvoll ist.

Da ein kombinierter Einfluss aus der Oberflachenbeschaffenheit, der Einwirkzeit und
der Starke des verwendeten Losungsmittels auf den Extraktionserfolg beobachtet wird,
sollte die Eintauchzeit fiir die verwendete Alge und die Auswahl des Losungsmittels in
Vorversuchen getestet werden (Nylund et al., 2007). Hierbei ist eine mikroskopische
Uberpriifung der Algenoberfliche und ein Anfirben mit z. B. Evans Blue, um die
Oberflache auf eventuell beschidigte Zellen zu tiberpriifen, unabdingbar (Taylor &
West, 1980; Weinberger et al., 2005; Lachnit et al., 2010; Saha et al., 2011). Um
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Abb. 1.6: Methoden zur Extraktion von Metaboliten. A) Dipping: Extraktion von Algeno-
berflichenmetaboliten mittels Eintauchen in ein Losungsmittel B) Swapping: 1. Abwischen
der Algenoberfliiche mit einem Wattestiabchen. 2. Extraktion des Wattebausches C) Festpha-
senextraktion: 1. Anreichern der Metabolite auf dem Sorbens. 2. Extraktion der Metabolite
vom Sorbens mit Losungsmittel. D) Gesamtzellextraktion: 1. Mérsern von Algenmaterial zu
feinem Pulver. 2. Extraktion der Metabolite aus dem Algenpulver mit Losungsmittel.

10
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Abb. 1.7: Mikroskopische Ansicht der Oberfliche von F. vesiculosus (jeweilige Breite des
Bildausschnittes ca. 230 pm). A) Unbehandelte Oberfliche. B) Oberfliche nach 5 s Eintauchen
in Hexan C) Oberfliche nach 60s Eintauchen in Hexan und jeweils angefarbt mit Evans Blue.
Der Kontrast der Aufnahmen wurde mit dem Programm GIMP bearbeitet.

ein grofleres Spektrum an Sekundérmetaboliten zu extrahieren, wurde die Methode
in den letzten 20 Jahren stetig weiterentwickelt. Statt eines Losungsmittels wurden
z. B. Losungsmittelgemische verwendet (Lachnit et al., 2010; Kientz et al., 2011).
Dennoch besteht, besonders bei der Verwendung von sehr polaren Losungsmitteln,
ein erhohtes Risiko, die Alge zu verletzen und die Ergebnisse durch das Austreten
von zellinternen Sekundarmetaboliten zu beeinflussen.

Swapping Eine weitere Methode zur Extraktion der Oberfliche ist das sogenannte
Swapping (Schmitt et al., 1995). Hierbei wird die Alge mit einem Wattestabchen
abgetupft und aufgenommene Metabolite anschliefend mit verschiedenen Losungs-
mitteln aus dem Wattebausch des Stdbchens extrahiert (siehe Abbildung 1.6 B). Eine
zu grofle Reibung kann auch hier zu einer Verletzung der Oberfliche und damit zu
einem Austritt von Zellinhaltsstoffen fithren. Allerdings zeigte die Studie von Saha
et al. (2011), in der die beiden hier vorgestellten Extraktionsmethoden angewendet
wurden, einen deutlich verringerten Extraktionserfolg der Swapping- gegeniiber der
Dipping-Methode.

Festphasenextraktion Fiir eine generelle Extraktion von Metaboliten aus wéssrigen
Losungen wird in der Analytik vorwiegend die sogenannte Festphasenextraktion
(solid phase extraction, SPE) angewendet (Cammann, 2001; Vidoudez et al., 2011).
Es handelt sich hierbei um einen physikalischen Extraktionsprozess zwischen einer
fliissigen und einer festen Phase, dem sogenannten Sorbens. Bei dieser Methode werden
die sich in Lésung befindenden Metabolite durch das Sorbens geleitet und durch die
Wechselwirkungen mit dem Sorbens auf diesem angereichert (sieche Abbildung 1.6 C).
Anschlieflend werden die angereicherten Metabolite mit Eluenten von dem Sorbens
wieder gelost und mit weiteren analytischen Methoden analysiert.

Da die Eigenschaften des Sorbens durch die verschiedensten Wechselwirkungen mit

11
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den Analyten, wie z. B. polare und unpolare, ionische Wechselwirkungen, Wechsel-
wirkungen oder {iber kovalente Bindungen, einen grofien Einfluss auf die extrahierte
Metabolitklassen haben, wurde eine Vielzahl von unterschiedlichen Sorbensmateria-
lien entwickelt (Hennion, 1999; Liska, 2000). Eines dieser Materialien ist das mit
18C langen Kohlenstoffketten modifizierte Kieselgel. Die auf der Oberfliche des
unmodifizierten Kieselgels gebundenen Si-OH-Gruppen erhdéhen die Polaritat und
ermoglichen so die Fixierung iiberwiegend polarer Molekiile. Durch die Umsetzung
von Alkoxy- oder Chlorsilanen wird ein Teil der urspriinglichen Hydroxygruppen
durch Cig-Ketten ersetzt, wodurch die Polaritdt der Oberfliche herabgesetzt wird. So
konnen auch unpolarere Molekiile Wechselwirkungen mit dem modifizierten Kieselgel
eingehen, folglich kann ein grofieres Spektrum an Metaboliten extrahiert werden. Da
fiir die Festphasenextraktion die Metabolite allerdings in Losung vorliegen miissen
und sich das Sorbens iiblicherweise in einer Kartusche befindet, eignet sich diese
Methode in dieser Form nicht fir die Extraktion von Algenoberflichenmetaboliten.

Gesamtzellextraktion Die Herstellung eines Zellextraktes des gesamten Algenthal-
lus erfolgt durch mechanische Zerkleinerung (Mérser, Mixer, etc.) der getrockneten
(meist gefriergetrocknet) oder frischen Algen. Im Anschluss folgt die Extraktion
der Sekundédrmetabolite aus dem pulverisierten Algenmaterial durch verschiedene
Losungsmittel (sieche Abbildung 1.6 D). Hierbei erhédlt man im Vergleich zur Dipping-
Methode hohe Konzentrationen an Sekundarmetaboliten pro Masse oder Fliche der
Alge (Nylund et al., 2007). Allerdings kann man nicht zwischen den Metaboliten des
Algeninneren und der Oberfliche unterscheiden.

1.2.2 Lokalisationsmethoden

Mit einer rdumlichen Auflésung im Bereich von wenigen Zentimetern bis Millimetern
liefern die schon beschriebenen Dipping- und Swapping-Methoden einen guten ersten
Uberblick iiber einen Teil der auf der Oberfliche von marinen Makroalgen anwesenden
Sekundarmetabolite (Schmitt et al., 1995; De Nys et al., 1998). Die fur ckologische
Fragestellungen, welche die Interaktionen der Alge mit assoziierten Mikroorganismen
betreffen, notwendige genauere Auflésung von wenigen Mikrometern auf und an
der Algenoberfliche sowohl in x, y als auch z-Richtung, wird von diesen Methoden
allerdings nicht erreicht.

DESI-MS Eine Darstellung von Sekundarmetaboliten auf der Algenoberfliche mit
einer Auflosung von 200 pm gelang erstmals Lane et al. (2009) und Nyadong et al.
(2009) unter Anwendung der Desorption Electrospray lonization Mass Spectrometry
(DESI-MS). Es war ihnen méglich, die Verteilung von Bromophycoliden und deren
Konzentration auf der Oberfliche der Rotalge Callophycus serratus zu ermitteln.
Bei der Anwendung der DESI-Methode wird unter atmosphérischem Druck ein

12
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fokussiertes Spray aus geladenen Mikrotropfen verschiedener Losungsmittel oder
wassriger Losungen auf die dem Wasser entnommene Alge gerichtet und so die
Oberflaichenmetabolite ionisiert. Diese werden im Anschluss an die Ionisation in ein
Massenspektrometer iiberfithrt und analysiert (Takéts et al., 2005; Lane et al., 2009).
Die Verteilung der Sekundidrmetabolite konnte so aufgrund der Fokussierung des
Sprays mit einer Auflésung von bis zu 200 pm in x,y-Richtung dargestellt werden.
Allerdings erlaubte es auch diese Methode nicht, Metabolite in der z-Richtung von
der Algenoberfliche in die laminare Grenzschicht, zu analysieren. Zudem zeigt die
Anwendung der Methode, dass aufgrund der verwendeten Losungsmittel die Gefahr
einer Verletzung der Oberflache durch ein zu langes Einwirken auch hier gegeben ist
(pers. Gespréch mit Z. Takats, Entwickler der DESI-Methode (Takéts et al., 2005)).
Dariiber hinaus kann es zu einem verminderten Signal aufgrund von Ionensupression
durch die erhdhte Salzkonzentration auf der Oberfliche der marinen Algen kommen
(Annesley, 2003; Mazzella et al., 2009).

Weitere Lokalisationsmethoden Fiir die generelle Darstellung von Metaboliten
innerhalb eines Organismus oder auch auf der Oberfliche wurden in den letzten
Jahren z. B. eine Reihe von Methoden auf Basis der Massenspektrometrie (MS), wie
die schon erwihnte DESI-MS (Nyadong et al., 2009; Esquenazi et al., 2009; Andras,
2012) sowie weitere unter atmosphérischen Druck durchfithrbare MS-Methoden (Wu
et al., 2012) und die Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/Tonisation Massenspek-
trometrie (MALDI-MS) (Cha et al., 2008) verwendet. Dariiber hinaus wurden auch
molekiilspektroskopische Methoden gekoppelt mit mikroskopischen Gerédten wie die

Infrarot (IR)- und die Fluoreszenzspektroskopie zur Lokalisation von Metaboliten
anwendet (Dworjanyn et al., 1999; Naumann et al., 2005) .

Die meisten der verwendeten Techniken sind wie z. B. die massenspektrometrischen
Methoden nicht zerstorungsfrei, erfordern eine aufwéndige Probenvorbereitung wie
im Fall von MALDI-MS oder eine langwierige Optimierung der Messinstrument-
Parameter (Esquenazi et al., 2009). Die Durchfithrung einer Messung kann iiberdies
zum Tod des Organismus fithren oder auch nur an toten Organismen durchgefiihrt
werden. Viele der Methoden sind wie die Fluoreszenz-Spektroskopie zwar sehr sensitiv,
aber oft fiir die Detektion von bestimmten Metaboliten innerhalb biologischer Gewebe
nicht spezifisch genug (Galler et al., 2003). Besonders die Messung von wéssrigen oder
mit Wasser benetzten Proben ist fiir einige Methoden wie der IR-Spektroskopie nur
schlecht durchfiithrbar, da das Wasser in weiten Teilen des IR-Spektrums absorbiert
und so die gesuchten Signale tiberdeckt (Parker, 1983).

13
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1.3 Raman- und CARS-Spektroskopie

Im Gegensatz zu vielen Lokalisationsmethoden wie z. B. der Fluoreszenz-Spektroskopie
besitzt die Raman-Spektroskopie eine grofle Spezifizitit fir die Detektion bestimmter
Metabolite in biologischen Geweben und kann auch ohne grofie Probenvorbereitung
angewendet werden. Im Vergleich zur IR-Spektroskopie zeichnet sich die Raman-
Spektroskopie durch ihre geringe Sensitivitit gegeniiber Wasser aus, was sie sehr
attraktiv fiir die Anwendung auf biologische Proben macht (Parker, 1983). Neue Ent-
wicklungen im Bereich der Mikroskopie und der verwendeten Laser innerhalb der letz-
ten Jahrzehnte erweiterten den Anwendungsbereich der Mikro-Raman-Spektroskopie
deutlich und machen sie so zu einem neuen herausragenden Arbeitsmittel fiir die
Detektion und Analyse von Metaboliten im biologischen Material (Petry et al., 2003;
Baena & Lendl, 2004; Krafft et al., 2009; Wachtler et al., 2012).

Die in dieser Arbeit verwendete Raman-Spektroskopie gehort mit der IR-Spektros-
kopie zu den Methoden der Schwingungsspektroskopie, welche sich mit der Anregung
der Molekiilschwingungen durch Licht und den daraus ableitbaren, spezifischen
Molekiilcharakteristika befassen. Molekiilschwingungen kénnen entweder direkt als
Absorption im Infrarotspektrum oder indirekt als inelastische Streustrahlung im
Raman-Spektrum gemessen werden.

Die Grundlage der hier verwendeten Raman-Spektroskopie ist der sogenannte
Raman-Effekt, der schon 1923 von Smekal (Smekal, 1923) theoretisch vorhergesagt
wurde und fiinf Jahre spéter von C.V. Raman (Raman & Krishnan, 1928) experimen-
tell nachgewiesen werden konnte. C.V. Raman konnte zum ersten Mal zeigen, dass es
bei der Streuung von Licht an Molekiilen neben einer elastischen Streuung (Rayleigh-
Streuung) auch zu einer inelastischen Streuung (Stokes-/anti-Stokes-Streuung) kommt.
Bei der inelastische Streuung kommt es zu einer Energietlibertragung zwischen dem an-
regendem Photon des Lichtes und den Molekiilen der Probe bei der sich die Rotations-
Schwingungsenergie des Molekiils dndert. Je nach Art der Energieiibertragung be-
sitzt das emittierte Streulicht gegeniiber dem verwendeten Anregungslicht (1) eine
hohere (anti-Stokes-Streuung, vy + 1,) bzw. niedrigere Frequenz (Stokes-Streuung,
vy — 1) und stellt daher ein spezifisches Charakteristikum fiir die Schwingungen des
streuenden Molekiils dar (schematisch dargestellt in Abbildung 1.8).

Allerdings sind nur Schwingungen im Raman-Spektrum zu erkennen bei denen sich
die Polarisierbarkeit des Molekiils mit der Schwingung éndert (Demtréder, 2007).
Insofern sind nicht alle méglichen Schwingungen innerhalb eines Molekiils mit der
Raman-Spektroskopie sichtbar. Generell ist das Raman-Signal ein ziemlich schwaches
Signal da von ca. 10% bis 108 gestreuten Photonen nur eins inelastisch gestreut
wird (Smith & Dent, 2005). Die Intensitédt I des Raman-Effektes ist sowohl von der
Intensitit Ip als auch von der Frequenz v der anregenden Lichtquelle nach Gleichung
1.1 abhéngig (Wedler, 1997). Wobei N die Anzahl der streuenden Molekiile und (‘;—Z‘)
die Polarisierbarkeitsinderung darstellt.
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Abb. 1.8: Energetisches Schema der moglichen Effekte von Raman- und Resonanz-Raman-
Streuung bei der Interaktion von Licht der Frequenz vy mit einem Molekiil. Mit Ey und
F, fiur die verschiedenen elektronischen Energieniveaus, v; und vy fiir die verschiedenen
Molekiilschwingungsniveaus und das virtuelle Schwingungsniveau des Molekiils. Die Farbe
der jeweiligen Pfeile entsprechen verschiedenen Frequenzen, griin entspricht v, rot steht
fur die Frequenz vy — v, und blau vy + v, und der gelbe Pfeil stellt die Fluoreszenz dar
(Abbildung nach Marcelli et al. (2012)).

I~ V4I()N((;j) (1.1)

War man am Anfang der Raman-Spektroskopie noch auf das Sonnenlicht oder
Quecksilberdampflampen als leistungsstarke Lichtquelle angewiesen (Raman & Kris-
hnan, 1928), werden seit den 60 Jahren Laser verwendet (Kogelnik & Porto, 1963;
Brandmiiller et al., 1966), die durch ihr leistungsstarkes, monochromatisches Licht die
perfekte Anregungsquelle fiir die Raman-Streuung darstellen. Dennoch gilt, dass mit
einer Zunahme der Intensitét der Lichtquelle auch die Gefahr einer Probenzerstérung
durch deren Erwirmung steigt.

FEine Steigerung des Raman-Signals ist auch durch eine Frequenzerh6hung des
verwendeten Lasers moglich, da die Intensitidt der Raman-Bande proportional zur
vierten Potenz der Frequenz ist (siehe Gleichung 1.1). Mit steigender Frequenz
(kleinere Wellenlénge) des Lasers steigt auch die Gefahr der Photodissoziation der
Probe. Uberdies kann es durch die Verwendung eines Lasers mit einer erhohten
Frequenz auch zu einer Anregung des Molekiils in ein Schwingungsniveau héheren
energetischen Zustandes kommen (siche Abbildung 1.8). Bei dem anschliefenden
Ubergang des elektronisch angeregten Systems in einen niedrigeren Energiezustand
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kann es zu einer spontanen Emission von Licht, der sogenannten Fluoreszenz, kommen.
Die Frequenz des hierbei emittierten Lichtes ist geringer als die des einstrahlenden
und kann auf Grund hoher Intensitiat das schwache Raman-Stokes-Signal deutlich
iiberlagern.

Um diese Problematik der geringen Raman-Intensitidt und der iiberlagernden
Fluoreszenz zu umgehen, wurden in den letzten Jahren bestimmte Raman-Techniken
entwickelt, von denen einige in dieser Arbeit verwendet worden sind und in den
folgenden Abschnitten kurz erlautert werden.

1.3.1 Fourier-Transformations-Raman-Spektroskopie (FT-Raman)

Das Auftreten von Fluoreszenz kann durch die Wahl der geeigneten Anregungswel-
lenlénge des verwendeten Lasers unterdriickt werden. So reicht Laserlicht aus dem
nahen Infrarotbereich — meist Nd-YAG-Laser mit A = 1065 nm — nicht aus, um die
duleren Elektronen eines Molekiils in einen angeregten Zustand zu iiberfithren, was
verhindert, dass Fluoreszenz emittiert wird. Mit Laserlicht aus dem nahen Infrarot-
bereich sind Raman-Schwingungen anregbar, jedoch ist die Raman-Intensitat durch
die Abhéngigkeit von der Frequenz der verwendeten Lichtquelle (siehe Gleichung
1.1) nur schwach ausgeprigt. Das verwendete Spektrometer muss daher eine hohe
Empfindlichkeit besitzen.

Gegeniiber den auf Gittern und Filtern basierenden, klassischen, dispersiven
Raman-Spektrometern kann eine erhéhte Empfindlichkeit z. B. durch einen hohe-
ren Strahlungsflufl mittels der Verwendung eines Interferometers erreicht werden
(Levin & Lewis, 1990). Das Raman-Spektrum wird hierbei mittels einer Fourier
Transformation (FT) aus dem aufgenommenen Interferogramm berechnet. Der ho-
here Strahlenfluss und die dadurch erreichte hthere Empfindlichkeit in Form eines
besseren Signal-Rausch-Verhaltnisses, wird durch die Verwendung von kreisrunden
Lochblenden anstelle von, den in dispersiven Systemen verwendeten, schmalen Spal-
ten erreicht. Man spricht hier auch vom Nutzen des sogenannten Jacquinot- oder
auch Lichtwertvorteils (Levin & Lewis, 1990; Gremlich, 2000). Ein weitere Vorteil
des FT-Geriites gegeniiber der klassischen Raman-Spektroskopie ist die hohe Wellen-
zahlgenauigkeit und Stabilitdt die durch einen mitlaufenden Referenz-Laser erreicht
wird (Connes-Vorteil, Levin & Lewis, 1990). Entscheidend fiir die Verwendung eines
FT-Raman-Spektrometers gegeniiber einem dispersiven Gerét ist vielmehr die deut-
liche Zeitersparnis in den Messungen, durch das gleichzeitige erfassen eines grofien
Spektralbereiches (Felgett- oder auch Multiplex-Vorteile, Gremlich, 2000).

1.3.2 Resonanz-Raman-Spektroskopie (RR-Spektroskopie)

Wie schon in Abschnitt 1.3 dargestellt, kann die Raman-Intensitiat durch die Wahl
der Frequenz des verwendeten Lasers erhoht werden. In der Resonanz-Raman-
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Spektroskopie wird als Anregungswellenlénge der Lichtquelle eine Wellenldnge der Fre-
quenz gewahlt, die entweder gleich (Resonanz-Raman-Effekt) oder nahe (Preresonanz-
Raman-Effekt) der Wellenlinge eines elektronischen Uberganges des bestrahlten Mo-
lekiils ist (Albrecht, 1961). Hierdurch wird der Streueffekt der Lichtquanten durch die
absorbierte, zusitzliche Energie um einen Faktor von 102 bis 10° verstirkt. Das gene-
relle Schema und der Unterschied des RR-Effektes im Vergleich zum Nicht-RR-Effekt
ist in Abbildung 1.8 dargestellt.

Aufgrund der Verstarkung des Streueffektes bietet die RR-Spektroskopie die Mog-
lichkeit, eine wissrige Losung mit den Konzentrationen von 107> M bis 107" M,
wie sie in biologischen Proben héufig vorkommen, zu detektieren (Robert, 2009).
Besonders chromophore Systeme, die im sichtbaren bis nahen Infrarotbereich einen
elektronischen Ubergang besitzen, sind mit der RR-Spektroskopie leicht zu detektie-
ren. Zu beachten ist hier, dass nicht alle Schwingungen verstéirkt werden, sondern nur
diejenigen, die zum chromophoren System gehoren oder sich in dessen Nahe befinden
(Albrecht, 1961). Die RR-Spektroskopie bietet so auch die Moglichkeit einer selektiven
Anregung und Detektion eines chromophoren Systems unter der Voraussetzung, dass
die benotigte Anregungswellenlinge fiir den Ubergang in ein energetisch héheres
Niveau bekannt ist. Somit kann man gezielt die Interaktion oder Konformation
eines chromophoren Systems studieren, auch wenn dieses noch in einer biologischen
Matrix eingebettet ist oder nicht als Reinsubstanz vorliegt (Robert, 2009). Daher
findet die RR-Spektroskopie hdufige Anwendung in der Erforschung von biologischen,
chromophoren Systemen, wie z. B. bei Carotinoiden oder Ham-Molekiilen in vivo
(Robert, 1999; Ermakov et al., 2005; Filho et al., 2008).

Trotz einer Intensitdtserhohung sind auch einige Nachteile bei der Anwendung
der Methode zu nennen. Zum einen fiihrt die Anregung mit einer Wellenlénge nahe
eines elektronischen Uberganges auch zur Absorption der erhéhten Energie, das
wiederum die photolytische Zersetzung oder Verbrennung der Probe bewirken kann
(Smith & Dent, 2005). Eine kontinuierliche Kiithlung der Probe oder der Einsatz einer
Drehkiivette bei fliisssigen Proben kénnen diesem negativen Aspekt entgegenwirken
(Demtroder, 2007). Dennoch sollte durch Testmessungen die Moglichkeit eines photo-
lytischen/verbrennenden Effektes auf die Probe iiberpriift werden (Smith & Dent,
2005).

Eine Anregung in der Nihe eines elektronischen Uberganges birgt auch die Gefahr
einer Uberlagerung des Signals durch auftretende Fluoreszenz, deutlich dargestellt in
Abbildung 1.8. Mittlerweile werden allerdings Detektionstechniken verwendet, die
sich zu Nutze machen, dass die Fluoreszenz um 100 ps verzogert zu den Resonanz-
Raman (RR)-Spektrallinien erscheint (Matousek et al., 1999, 2001; Efremov et al.,
2007).

In dieser Studie wird die RR-Spektroskopie mit einem konfokalen Mikroskop
gekoppelt, dies wird oft auch als konfokale RR-Spektroskopie bezeichnet. Durch die
Verwendung eines Mikroskops wird eine deutlich héhere Auflésung erreicht, wodurch
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diese Technik fiir die Analyse und das chemische Abbilden von Oberflichen oder
Proben von geringer Schichtdicke geeignet ist. Das Mikroskopobjektiv fokussiert
den Laserstrahl auf die Probe und sammelt die RR-Streuung aus diesem Bereich.
Durch die Verwendung eines konfokalen Mikroskops wird Streulicht von auflerhalb der
Fokusebene, welches das Raman-Signal iberdecken konnte, unterdriickt (Semwogerere
& Weeks, 2005).

1.3.3 Kohdrente Anti-Stokes-Raman-Streuung (CARS)

Die bisher vorgestellten Techniken basieren alle auf einem linearen Zusammenhang
zwischen der Energiedifferenz des gestreuten Photons und der Raman-Frequenz-
verschiebung. Allerdings ist dieser lineare Zusammenhang bei der Verwendung von
leistungsstarken Lasern die eine hohere Intensitdt als die Strahlung der kontinuierli-
chen Laser aufweisen nicht mehr gegeben und nichtlineare Effekte sind zu erkennen
(Demtroder, 2007).

Eine der bedeutendsten, nichtlinearen Raman spektroskopischen Techniken ist die
Kohérente anti-Stokes Raman Streuung (Coherent anti-Stokes Raman Scattering,
CARS). Maker und Terhune war es 1965 zum ersten Mal moglich, den der Kohérente
anti-Stokes Raman Streuung (Coherent Anti-Stokes Raman Scattering) (CARS)
zugrunde liegenden Effekt zu zeigen (Maker & Terhune, 1965). Allerdings wurde die
Bezeichnung CARS-Effekt erst 1974 von Begley eingefiihrt (Begley et al., 1974).

Zwei verschiedene Laser mit unterschiedlicher Frequenz dienen als Anregungsquelle.
Der erste Laser ist ein sogenannter Pumplaser mit der Frequenz w,,. Der zweite Laser
ist der sogenannte Stokes-Laser (w;). Es gilt ws < wp.

Der allgemeine CARS-Prozess, der auch als 4-Photonen- oder auch 4-Wellenprozess
bezeichnet wird, ist in Form eines einfachen Energieschemas nach Evans & Xie (2008)
in Abbildung 1.9 gezeigt.

Hier werden die Molekiile von einem Photon des Pumplasers mit der Frequenz
wp und einem Photon des Stokes-Lasers mit der Frequenz w; iiber einen virtuellen
Zustand in einen angeregten Schwingungszustand tberfithrt. Entspricht die Differenz
der beiden eingesetzten Laserfrequenzen (w, — ws) genau der Frequenz einer Raman-
aktiven Molekiilschwingung, wird diese Schwingung kohérent angeregt (Demtroder,
2007). Die so angeregten Molekiile wechselwirken daraufhin mit einem weiteren
Photon des Pumplasers (w,) und werden so erneut in einen virtuellen Zustand
iiberfiihrt. Beim letztendlichen Ubergang in den Schwingungsgrundzustand emittieren
die Molekiile Photonen mit der Frequenz w,s. Da die Frequenz der gestreuten
Photonen bei einer hoheren Frequenz wgs als die Frequenz der anregenden Strahlung
wy liegt, handelt es sich bei dem erhaltene CARS-Signal um die schon beschriebene
anti-Stokes-Streuung (Vergl. Abschnitt 1.3 und Abbildung 1.8).

Im Gegensatz zur linearen Raman-Spektroskopie bei der die Intensitdt der Anti-
Stokes-Streuung, bedingt durch die geringe Besetzung der angeregten Schwingungs-
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Abb. 1.9: Energetisches Schema des CARS-Effektes. Mit w, und w; fiir die Frequenz des
Pump- und des Stokes-Lasers, sowie w,s fiir das anti-Stokes-CARS-Signal. Eg und E; fiir
die unterschiedlichen elektronischen Energieniveaus der Molekiile sowie 1y und v; fir die
verschiedenen Molekiilschwingungsniveaus. (Abbildung nach Evans & Xie (2008))

niveaus unter den vorherrschenden thermischen Bedingungen, sehr klein ist, ist die
Intensitdt der Anti-Stokes-Streuung in der nicht-linearen-Spektroskopie erhoht. Die
Ursache hierfiir ist die Verwendung eines Pumplasers mit dem eine grofle Anzahl an
Molekiilen in den angeregten Schwingungszustand iiberfithrt werden kann was somit
die Intensitatssteigerung der Anti-Stokes-Streuung erklart (Demtroder, 2007).

Die anti-Stokes-Streuung hat den Vorteil, dass sie — im Gegensatz zur Stokes-
Streuung — des Molekiils nicht in einem Bereich liegt, der durch das Auftreten einer
moglichen linearen Fluoresenz (angeregt durch 1-Photon) (Vergleich Abbildung 1.8
mit 1.9) tiberlagert wird (Evans & Xie, 2008).

Allerdings kann unter Umsténden das CARS-Signal auch in der CARS-Spektroskopie
von der Fluoreszenz chromophorer Systeme, angeregt durch zwei Photonen, {iberla-
gert werden. Auf dieses Phdnomen wird anhand eines Beispiel der in dieser Arbeit
erhaltenen Ergebnisse in Abschnitt 3.4 noch ausfiihrlich eingegangen.

Wie aus Abbildung 1.9 ersichtlich, befinden sich die Molekiile sowohl am Anfang als
auch am Ende des CARS-Prozesses im gleichen Zustand. Der Energicerhaltungssatz
fiir den CARS-Effekt lautet demnach wie folgt:

Was = 2wp — Ws (1.2)

Allerdings folgt der CARS-Effekt nicht nur dem Energieerhaltungssatz, sondern
auch dem Impulserhaltungssatz (Demtroder, 2007):
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—

2k = ky + kas. (1.3)

Die an dem CARS-Effekt beteiligten vier elektromagnetischen Wellen (4-Wellen-
, 4-Photonenprozess), stehen somit in einer festen Phasenbeziehung zueinander.
Das CARS-Signal ist daher als gerichtetes Signal gegeniiber der Raman-Streuung
um eine- bis achtfache Groéflenordnung hoéher. Die fiir das CARS-Signal nétige
Leistung wird durch die Verwendung von gepulsten Lasern und die Uberlagerung der
Pulse (Phasenanpassung) erreicht. Damit tiberhaupt ein gerichtetes CARS-Signal
auftritt, miissen die Phasen der elektromagnetischen Wellen denen des Pump- und
des Stokes-Lasers angepasst sein (Cheng et al., 2002). Fiir die Phasenanpassung in
nicht-dispersiven Medien muss Gleichung 1.3 erfiillt sein (Demtréder, 2007). Diese gilt
allerdings auch bei der Verwendung eines Mikroskops, wenn ein stark fokussierendes
Objektiv mit einer hohen nummerischen Apparatur (NA) verwendet wird (Evans &
Xie, 2008). Die parallel gefiihrten Laserstrahlen werden in einem Objektiv mit einer
hohen NA stark fokussiert und fithren zu einer grofien Verteilung der Wellenvektoren,
die wiederum die Phasenanpassungskriterien erfiillen.

Aufgrund der starken Nichtlinearitdt des CARS-Prozesses wird das Signal invers
nur in einem begrenzten Bereich der Probe generiert. Nur in dem Bereich/Volumen, in
dem der Fokus der verwendeten Laserstrahlung zusammenfillt, sind die Feldstarken
grof} genug, damit ein CARS-Signal entstehen kann (Cheng & Xie, 2004). In der
CARS-Mikroskopie liegt die rdumliche Auflésung unter der des Abbe-Limits fiir die
konventionell verwendete, lineare Lichtmikroskopie (Beeker et al., 2009). Daher ist es
mit der CARS-Mikroskopie méglich hoch aufgeloste 3D-Aufnahmen von chemischen
Verteilungen zu erstellen (Zumbusch et al., 1999). Einer der wesentlichen Vorteile
bei der Anwendung der CARS-Mikroskopie gegeniiber der Raman-Mikroskopie auf
biologische Proben ist das schnellere Aufnehmen von Bildern durch den kohérenten
CARS-Prozess mit dem Fokus auf nur einer spezifischen Raman-Schwingung (Potma
et al., 2001). Die oft empfindlichen Proben koénnen so in kiirzerer Zeit analysiert
werden, was das Risiko einer Verbrennung oder Verletzung der Probe reduziert.
Allerdings geht durch den Fokus, auf nur eine spezifische Raman-Schwingung auch
viele chemische Information verloren, die in der klassischen Raman-Spektroskopie
erhalten bleibt (Potma et al., 2001).
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Sekundédrmetabolite spielen in Form von Infochemikalien und Abwehrsubstanzen auf
der Algenoberfliche eine entscheidende Rolle fiir 6kologische Interaktionen der Alge
mit ihrer Umgebung. Die Identifikation und die genaue Lokalisation der Metabolite
auf der Algenoberfliche kann viel zum Verstdndnis der Funktion der Metabolite bei-
tragen. Die fiir die Extraktion von Algenoberflichenmetaboliten bisher vornehmlich
angewendete Standardmethode in Form von Eintauchen der Alge in Losungsmittel
(Dipping,(De Nys et al., 1998)) birgt ein hohes Risiko, die Alge durch das Losungs-
mittel zu verletzen und so auch Metabolite des Zellinneren zu extrahieren. Uberdies
kann auch die Mehrfachbeprobung desselben Algenthallus durch verschiedene Lo-
sungsmittel, mit Hinblick auf ein grofleres Spektrum an Sekundéarmetaboliten, das
Risiko einer Verletzung des Organismus zusétzlich erhohen.

o In dieser Arbeit sollten daher nicht destruktive Methoden entwickelt und
getestet werden, um die Metabolite der Oberfliche mariner Makroalgen zu
extrahieren und zu lokalisieren.

Generell ist eine Extraktion bei der die den Metaboliten umgebende Matrix nicht
mit einem Losungsmittel in Berithrung kommt in Form einer Festphasenextraktion
mit einem Absorbermaterial moglich. Hierbei wird der Metabolit zuerst auf dem
Sorbens angereichert und anschlieend mit verschiedenen Losungsmitteln von diesem
gelost. Die Anwendbarkeit dieser Form der Extraktion auf Oberflichenmetabolite
von Makroalgen wurde allerdings bisher nicht getestet. Unter den marinen Algen
stellt die gut erforschte und leicht zu sammelnde Braunalge Fucus vesiculosus einen
idealen Modellorganismus fiir diese Arbeit dar.

o Ausgehend von diesen Erkenntnissen soll hier eine Extraktionsmethode fiir die
Metabolite der Oberfliche von F. vesiculosus auf der Basis von absorbierenden
Materialien, wie modifiziertes Kieselgel (Cig), entwickelt, getestet und mit
bisherigen Standardmethoden verglichen werden.

e Weiterhin soll mittels Mehrfachbeprobung desselben Individuums untersucht
werden, ob die Metabolite bei einfacher Anwendung komplett extrahiert werden
oder die Methode mehrfach angewendet werden muss.

Die Anwesenheit und die 6kologische Funktion des Metaboliten Fucoxanthin (2)
auf der Oberfliche der Braunalge Fucus vesiculosus konnte in Kooperation mit
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Wissenschaftlern des Geomars (Kiel) nachgewiesen werden (Saha et al., 2011). Die
hier verwendete Dipping-Methode konnte die Sekundarmetabolite direkt auf der
Oberfliche nur in x-, y-Richtung mit einer Auflésung von 1cm? darstellen. Die fiir
eine Interaktion mit der Umwelt wichtige von der Algenoberfliche in z-Richtung aus-
gehende laminare Grenzschicht (0,1 mm—0,2mm), kann so nicht detailliert erforscht
werden.

Die fiir die Lokalisation von Sekundédrmetaboliten innerhalb einer Grenzschicht oder
im biologischen Geweben etablierten, meist spektroskopischen Methoden (Schmitt
et al., 2003), wurden bisher nicht fiir die Erforschung der Algen-nahen, laminaren
Grenzschicht angewendet.

e Die Anwendbarkeit von spektroskopischen Methoden zur nicht-destruktiven
Untersuchung von Algenmaterial und der angrenzenden laminaren Grenzschicht
soll tiberpriift werden und dartiber hinaus sollen fir die Anwendung geeignete
Messparameter festgelegt werden.

e Durch die Anwendung von den zuvor tiberpriiften nicht destruktiven Techniken
wie der Mikro-RR-Spektroskopie soll die Lokalisation und der Gradient der
Carotinoide innerhalb der laminaren Grenzschicht und auf der Algenoerfliche
aufgeklart werden.

Bildgebende Darstellungen kénnen auch eingesetzt werden, um schon Vermutungen
iiber Funktionen bestimmter Sekunddrmetabolite zu stiitzen. Eine Reihe von Studien
iiber den Entstehungsmechanismus des Wundverschlusses der Griinalgen Caulerpa
taxifolia und Caulerpa prolifera konnte die Beteiligung des Hauptsekundarmeatbo-
liten Caulerpenin (3) als Proteinquervernetzer in vitro oder in Modellreaktionen
zeigen (Guerriero et al., 1995; Jung & Pohnert, 2001; Adolph et al., 2005). Bisher
konnte sowohl diese Quervernetzung als auch die chemische Zusammensetzung des
Wundverschlusses nicht ohne destruktive Methoden direkt in vivo gezeigt werden.

o Mittels der FT-Raman-Spektroskopie soll der Mechanismus der Proteinquer-
vernetzung durch Caulerpenin (3) sowie die chemische Zusammensetzung des
Wundverschlusses in C. taxifolia und C. prolifera untersucht werden.

¢ Ausgehend von den FT-Raman-Ergebnissen soll unter Verwendung der CARS-
Mikroskopie die Verteilung des Sekundérmetaboliten Caulerpenin (3) in der
intakten Alge dargestellt werden. Ein besonderes Interesse gilt hier dem Nach-
weis einer moglichen Kompartimierung des Metaboliten in der Alge.

Die hier neu entwickelten oder modifizierten Methoden sowie die durch deren

Anwendung erhaltenen Ergebnisse sollen im 6kologischen und physiologischen Kontext
diskutiert werden.

22



3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Extraktion von Makroalgen-Oberflachenmetaboliten
mittels absorbierendem Material

Die Extraktion von Oberflichenmetaboliten von der Algenoberfliche erfolgte in den
letzten zwanzig Jahren auf Grundlage der von De Nys et al. (1998) entwickelten
Dipping-Methode (siehe Abschnitt 1.2). Neben fliissigen Extraktionsmethoden findet
in der Analytik auch die Extraktion durch feste Absorbermaterialien in Form der
Festphasenextraktion Anwendung (Cammann, 2001). Allerdings eignet sich diese
Methode in ihrer herkémlichen Form, mit den aus einer fliissigen Phase absorbierten
Metaboliten, nicht zur Extraktion von Algenoberflichenmetaboliten (Abschnitt 1.2).
Bei genauer Betrachtung féllt jedoch auf, dass sich die Metabolite der Algenoberfliche
und der an diese angrenzenden diinnen, laminaren Schicht ebenfalls in einer zumeist
fliissigen, tiberwiegend wéssrigen Phase befinden (vergl. 1.1.1). Liegt das Sorbens also
frei vor, kann es auf die Algenoberfliche aufgetragen werden, dort Wechselwirkungen
mit Metaboliten auf der Algenoberfliche und in der laminaren Grenzschicht eingehen
und diese binden. Die im Absorbermaterial gebundenen Metabolite konnen im
Anschluss mit diesem herunter gespiilt und mittels verschiedener Losungsmittel
vom Absorbermaterial eluiert werden. Die Algenoberfliche kommt daher bei dieser
Methode, im Gegensatz zur sonst verwendeten Dipping-Methode (De Nys et al.,
1998), nicht in Kontakt mit dem fiir die Algenzelle schiadlichen Losungsmittel.

3.1.1 Uberpriifung der theoretischen Grundlage der C,s-Methode

Zur Methodenentwicklung, wurde herkémmliches C;g-Material als Sorbens auf die
Griinalge C. tazifolia aufgetragen (siche Abbildung 3.1) und anschlieBend mit Wasser
(Instant Ocean) von der Alge herunter gewaschen. Danach wurden von dem aufgefan-
genen Cig-Material die gebundenen Metabolite mit Methanol eluiert. Das erhaltene
Extrakt wurde mittels Ultrahochleistungsfliissigkeitschromatographie Massenspek-
trometrie (UPLC-MS) mit einer fiir den Hauptsekundérmetaboliten der Alge, das
Caulerpenin (3), optimierten Methode analysiert. Hierbei wurde das Caulerpenin
(3) anhand seiner typischen Fragmentionen (Jung, 2003) bei 255 m/z und 213 m/z,
nach der Abspaltung zweier Essigsdurereste und einem anschlieBendem Verlust von
C,H,0, identifiziert (siche Abbildung 3.2). Ein Vergleich mit UPLC-MS-Messungen
eines reinen Caulerpenin-Standards (3) zeigte fiir das Chromatogramm und das

23



Cis-Methode Ergebnisse und Diskussion

Abb. 3.1: Behandlung von C. tazifolia mit Cig-Material (Breite des Bildauschnittes ca.
27mm). A) Aufsicht auf die Alge vor der Behandlung. B) Aufsicht auf die Alge wihrend der
1-miniitigen Behandlung mit Cis-Material. C) Aufsicht auf die Alge nach der Behandlung.

Massenspektrum des Extraktes eindeutige Ubereinstimmung mit dem Standard im
Bezug auf die Retentionszeit bei 2,50 min, die Fragmentionen 213 m/z und 255 m/z
sowie deren Intensitétsverhéltnis (vergleiche Abbildung 3.2).

Die Alge wurde nach der Behandlung mikroskopisch untersucht. Hierbei konnte
visuell weder eine Verletzung noch eine starke Verfirbung beobachtet werden. Die
Ergebnisse dieses ersten Versuchs legen nahe, dass es mit der hier beschriebenen
Cig-Methode moglich ist, Metabolite der Algenoberfliche zu extrahieren, ohne die
Alge zu verletzen.

3.1.2 Uberpriifung der Algenoberflichen auf Verletzung durch die
Extraktion mittels C,s-Material

Aufgrund der ersten positiven Ergebnisse mit der Cig-Methode wurde die Zellintegri-
tat nach Extraktion in Bezug auf die Einwirkzeit untersucht.

So wurde in ersten Versuchen die Oberflache von C. tazifolia fir 30s sowie fiir 1
und 5 min mit Cig-Material behandelt und anschlielend optisch auf Verdnderungen
hin untersucht. Zu diesem Zweck wurden Fotos der Assimilatorspitzen mit einem
Binokular direkt vor und nach der Behandlung, sowie zu spateren Zeitpunkten (5, 10,
30, 60 min, sowie 24 und 48 h) aufgenommen. Diese Aufnahmen wurden mit denen von
unbehandelten Kontrollindividuen verglichen (siehe Abbildung 3.3). Optisch konnte
kein Einfluss zwischen den Aufnahmen vor und direkt nach der Behandlung fiir den
Behandlungszeitraum von 30s und 1 min in Bezug auf die Verfirbung oder Struktur
des Beobachteten Asssimilatorbereiches festgestellt werden. Erst bei einem Kontakt
von 5 min war eine deutliche Verdnderung der Farbe zu erkennen. Die behandelten
Bereiche waren hier deutlich blasser als die der Kontrollalgen. Allerdings konnte keine
Verwundung oder Austritt von Zellmaterial beobachtet werden. Daher scheint es
sich hierbei um die typische Stress-Schutzreaktion von Caulerpa zu handeln, bei der
die Chloroplasten ins Algeninnere transportiert werden (Dostal, 1932). Die bei den
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Abb. 3.2: Chromatogramm des Standards (durchgezogene Linie) und einer mit C;g-Material
extrahierten Probe der Algenoberfliche (gestrichelte Linie) fiir das Fragmention 213 m/z
des Metaboliten Caulerpenin (3), gemessen im positiven Modus. A) Massenspektrum des
Caulerpenin-Standards (3) mit den fiir den Metaboliten typischen Fragmentionen 213 m/z
und 255 m/z B) Massenspektrum des mit Cyg-Material extrahierten Caulerpenins (3) von
der Oberflache der Alge mit den den fiir den Metaboliten typischen Fragmentionen 213 m/z
und 255 m/z.
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Abb. 3.3: Bildaufnahme der behandeleten Assimilatorspitzen von C. taxifolia bei unter-
schiedlichen Einwirkzeiten des Cjg- Materials (30s, 1 und 5min) sowie unbehandelte Kon-
trollen (K) aufgenommen 5, 10, 30, 60 min und 24 sowie 48 Stunden nach der Behandlung.

spateren Aufnahmen beobachtete Entfarbung der Algenspitzen, von Kontrollalgen
und den behandelten Algen, lasst sich vermutlich auf Stress, hervorgerufen durch
das mehrfache Entnehmen der Algen fiir die Aufnahmen zuriickfithren.

Somit scheint eine eher kurze Beprobungszeit (1 min) fiir die Griinalge C. taxifolia
von Vorteil zu sein. Zudem fithrt die mehrfach aufeinander folgende Entnahme der
Alge aus dem Aquarium, wie sie z. B. bei einer Mehrfachbeprobung auftritt, zu einer
Stressreaktion, die sich auf die Ergebnisse auswirken konnte.

Im Vergleich zur im vorherigen Versuch verwendeten Griinalge C. tazifolia ist die
Braunalge F. vesiculosus weitaus robuster. Zudem stand sie in den letzten Jahren
im Fokus zahlreicher Studien zur Extraktion und Identifikation von Oberflichen-
metaboliten (Lachnit et al., 2010; Saha et al., 2011, 2012). Daher wurde ebenfalls
die Zellintegritat von F. vesiculosus nach Extraktion mit der hier vorgestellten
Ci1s-Methode und der bisher verwendeten Dipping-Methode verglichen.

Thallusspitzen von unterschiedlichen F. vesiculosus-Organismen wurden fiir 5,
30, 60, 120, 300 und 600 Sekunden mit der Cig- und der Dipping-Methode nach
Lachnit et al. (2010) behandelt (sieche Abschnitt 5.3.2 und 5.3.3). Zusétzlich zu
den beiden Behandlungsgruppen gab es eine Gruppe von Kontrollalgen, die fiir den
jeweils gleichen Zeitraum aus den Aquarien entnommen wurden, ansonsten aber
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Abb. 3.4: Farbunterschiede der Fucusoberfliche fiir die unbehandelten (Kontrolle) als auch
mit Cig-Material und mit Hexan/Methanol behandelte Algen. Der Behandlungszeitraum
war bei 5, 60 und 600 Sekunden, Skala der Bilder 100 pm
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keinerlei Behandlung ausgesetzt waren. Anschliefend wurden alle Thallusspitzen zur
Visualisierung von toten Zellen mit Evans Blue (Weinberger et al., 2005) angefarbt
und mikroskopische Bilder von Praparaten der Spitzen aufgenommen.

In den mikroskopischen Aufnahmen zeigte sich, bei der Behandlung mit der Dipping-
Methode fiir einen Zeitraum von mehr als 5 Sekunden eine deutliche Verfarbung der
sonst goldgelb bis braunlichen Thallusspitzen ins griinliche. Diese konnte bei den mit
der Cig-Methode behandelten Algen oder denen der Kontrollgruppe nicht beobachte
werden (sieche Abbildung 3.4). Zu erklédren ist diese Verfarbung durch eine Verletzung
der Algenoberflichenzellen und die dadurch resultierende Freisetzung von sonst
gebundenen Pigmenten, die somit nicht mehr zur Farbgebung beitragen. Auch ein
Einfluss des Evans Blue auf die Farbgebung und die sIntensitédt der Oberflichenzellen
ist nicht auszuschliefen. Allerdings war keine flichendeckende deutliche Blaufiarbung
von zerstorten Oberflichenzellen durch die Verwendung von Evans Blue, wie sie z. B.
in der Arbeit von Lachnit et al. (2010) beschrieben wurde, zu erkennen. Vereinzelte
blau angefirbte Zellen waren jedoch in allen drei Gruppen deutlich sichtbar und
sprechen fiir die richtige Dosierung und Anwendung von Evans Blue. Somit kann
Evans Blue nicht fiir die Unterschiede in der Farbgebung zwischen den Gruppen
verantwortlich sein. Fiir alle mikroskopischen Aufnahmen wurde auf gleiche Kamera-
und Mikroskopieeinstellung geachtet.

Neben den Instrumenteinstellungen und der Anfirbung ist die Farbintensitéat der
Aufnahmen auch deutlich von der Dicke der angefertigten Praparate abhidngig. Auf-
grund eines personlichen Gespriaches mit Tim Lachnitt (Autor der Studie iiber die
Anpassung, der hier verwendeten Dipping-Methode an F. vesiculosus, Lachnit et al.
2010) wurden fiir die Herstellung der Préparate diinne Stellen des oberen Randbe-
reiches der Thallusspitzen ausgesucht, um moglichst ausreichend viele Praparate in
gleicher Stérke zu erhalten. Dartiber hinaus wurden, die Schnitte in Agar eingebettet
um ein gleichméfiges Aufliegen des Objektglaschens zu gewéhrleisten.

Als Basis fiir die statistische Auswertung des Verletzungspotentials der Methode
diente eine Analyse des additiven Farbraums der Farben Rot, Griin, Blau (RGB)
der mikroskopischen Aufnahmen von den zuvor hergestellten Thalluspriaparaten
(sieche Abschnitt 5.4.2). Der Rotanteil der mikroskopischen Aufnahmen ist in intakten
Algenthalli deutlich hoher als der Griinanteil. Durch die bei einer Verletzung der
Algenoberflichenzellen freigesetzten Pigmente, wird das bis zur Verletzung konstante
Rot/Griin-Verhéltnis verdndert.

In Abbildung 3.5 sind aus der Bildanalyse erhaltene Werte fiir das Rot/Griin-
Verhéltnis der jeweiligen Behandlung (C;g-Material (griin), Hexan/Methanol (blau),
Kontrolle (rot)) der Thallusspitzen zu den verschiedenen Behandlungszeiten (5,
30, 60, 120, 300 und 600 Sekunden) dargestellt. Deutlich ist tiber den gesamten
Zeitraum ein Unterschied im Rot/Griin-Verhéltnis der mit der Dipping-Methode
behandelten Thallusspitzen gegeniiber den mit der Cig-Methode behandelten Spitzen
sowie der Kontrolle zu erkennen. Dabei trat bei einem Behandlungszeitraum von 5s
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Abb. 3.5: Rot/Griin-Verhéltnis von mit Oberflachenextraktionsmethoden behandelten Thal-
lusspitzen gegeniiber unbehandelten Spitzen. RGB-Auswertung der Spitzen nach 5, 30, 60,
120, 300 und 600 Sekunden Einwirkzeit von Cis-Material (griin) oder Hexan/Methanol-

Dipping (blau) gegeniiber den unbehandelten Algen (rot), 5 Replikate, angegeben mit
Standardabweichung.
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noch ein relativ geringer Unterschied zu den beiden anderen Gruppen auf, wihrend
bei langerem Dipping das Rot/Griin-Verhéltnis deutlich niedriger war, als bei der
Kontrolle und der Cig-Methode. Sowohl das Rot/Griin-Verhéltnis der Kontrolle als
auch das der Cig-Methode blieb tiber den Behandlungszeitraum konstant.

Auch wenn die Mikroskopiebilder, der fiir 5s in Hexan/ Methanol gedippten
Thallusspitzen, sich visuell nicht deutlich in ihrer Farbgebung von denen der Kontrolle
oder der Cig-Behandlung unterscheiden (siche Abbildung 3.4), so zeigt die Analyse
des Rot/Griin-Verhéltnisses doch, dass schon ein sehr kurzer Behandlungszeitraum
mit der Dipping-Methode zu Verdnderungen an der Oberflache fithrt und es bei
langerer Anwendung zu signifikanter Verletzung der Oberflichenzellen kommt. Die
hier erhaltenen Ergebnisse fiir die mit Methanol/Hexan behandelten Thallusspitzen
stehen im Einklang mit der Studie von Lachnit et al. (2010), in der eine Behandlung
der Thallusspitzen mit einem Methanol/Hexan-Gemisch iiber einen Zeitraum von
weniger als 10s zu keinen deutlichen Verletzungen der Oberfléche fiihrte.

Generell ist kein zeitlicher Einfluss auf das Rot/Griin-Verhéltnis fiir die mit Cig-
Material behandelten Thallispitzen im Vergleich zur Kontrolle (siche Abbildung
3.5 rot und griin) zu erkennen. Allerdings wird bei Betrachtung der Mikroskopie-
aufnahmen der Kontrolle in Abbildung 3.4 auch die natiirliche, farbliche Variation
der Thalli erkennbar. Deutlich wird dies auch in den zum Teil hohen Standard-
abweichungen fiir das Rot/Griin-Verhéltnis der Kontrolle tiber die verschiedenen
Zeitrdume in Abbildung 3.5. Durch die weiter oben beschriebenen Optimierungen, ist
es unwahrscheinlich, dass die Unterschiede in den Ergebnissen zwischen den Behand-
lungen auf Einfliisse der Probenvorbereitung (Mikroskopie) und Geréteeinstellungen
zuriickzufithren sind.

Ein zusétzliches Indiz fiir einen weitaus geringeren Einfluss der Cig-Methode
gegeniiber der Dipping-Methode zeigte die Studie tiber den Einfluss beider Methoden
auf die bakterielle Gemeinschaft auf der Oberfliche von F. vesiculosus (Eick, 2011).
Die Arbeit zeigte eine tendenziell stiarkere Verdnderung der Bakteriengemeinschaft
nach der Behandlung mit der Dipping-Methode im Vergleich zu der Behandlung
mit der Cig-Methode. Dieser Unterschied ldsst sich vermutlich auf eine hohere
Mortalitdt von Bakterien bei der Dipping-Methode zuriickfithren. Effekte auf die
Bakteriengemeinschaft durch eine mutmaflich héhere mechanische Belastung der
Bakteriengemeinschaft durch die Cig-Methode gegeniiber der Dipping-Methode
konnten nicht gefunden werden.

Die hier aufgefithrten Ergebnisse zeigen, dass sich die Cig-Methode zur Absorption
von Metaboliten von Algenoberflichen eignet (Abschnitt 3.1.1) und, bei richtiger An-
wendung, die Algenoberfliche nicht verletzt. Allerdings, ist der Behandlunszeitraum
fir fragile Algen wie C. tazifolia kurz zu halten, wahrend bei robusteren Algen wie F.
vesiculosus auch lingere Behandlungszeitraumen moglich sind, ohne die Oberflidche
zu verletzen.
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Abb. 3.6: UPLC-Analyse der biologisch aktiven Fraktion des Oberflichenextraktes von
F. vesiculosus aus der Kooperation mit M. Saha (Saha et al., 2011). Der untere Teil der
Grafik zeigt die Messung mit dem UV-VIS-PAD. Der obere Teil zeigt die ESI-MS Messung
(positiver Modus) inklusive dem dazugehorigen Spektrum. Aufgrund der Retentionszeit—
Masseniibereinstimmung mit dem reinen Standard konnte der aktive Metabolit der Fraktion
eindeutig als Fucoxanthin (2) identifiziert werden.

3.1.3 Wie effizient ist die C,5-Methode?

Um die Effizienz einer neuen Oberflaichenextraktionsmethode zu tiberpriifen, ist es
sinnvoll diese in Bezug auf einen schon bekannten Metaboliten der Algenoberfliche
anzuwenden. In Kooperation mit Wissenschaftlern des GEOMAR, Helmholtz Zentrum
fiir Ozeanforschung in Kiel, war es uns durch Anwendung der Dipping-Methode
moglich, einen biologisch aktiven Metaboliten von der Oberfliche des Blasentangs F.
vesiculosus zu extrahieren und mittels UPLC-MS als Fucoxanthin (2) zu identifizieren
(Saha et al., 2011) (UPLC-MS siehe Abbildung 3.6). Auch die hemmende Aktivitét
des Fucoxanthins (2) gegeniiber Ansiedlung mariner Bakterien konnte in dieser Studie
gezeigt werden. Fiir die Uberpriifung der Extraktionseffizienz der C1g-Methode, wurde
daher der Metabolit Fucoxanthin (2) und die Alge F. vesiculosus verwendet.

Die in dieser Arbeit entwickelte und getestet Extraktion mit Cig-Material erfolgte
generell in fiinf Schritten und ist schematisch in Abbildung 3.7 dargestellt.
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Abb. 3.7: Schematische Darstellung der Arbeitsschritte fiir die Extraktion von Oberflichen-
metaboliten mittels Absorbermaterial. 1. Abtropfen der Alge nach der entnahme aus dem
wassrigen Medium 2. Aufbringen des Absorbermaterials auf die Alge in einer Petrischale
durch leichtes schwenken. Zu sehen ist auch ein Detailausschnitt der Algenoberfliche sowie
der laminaren Grenzschicht mit dem Absorbermaterial. 3. Herunterspiithlen des Absorber-
materials mit Seewasser und auffangen des Materials in einer Kartusche. 4. Spiilen des
Absorbermaterials mit reinem Wasser. 5. Eluieren der Metabolite vom Absorbermaterial mit
Losungsmittel.

1. Abtropfen der Alge fiir max. 1 min nach Entnahme aus der wéssrigen Umgebung.
2. Aufbringen des Absorbermaterials auf die Alge.

3. Herunterspiihlen des Absorbermaterials mit Seewasser von der Alge und Auf-
fangen des Materials in einer Kartusche.

4. Spiihlen des aufgefangenen Materials (mit reinem Wasser gespiihlt um moglichst
viel Salz aus dem Seewasser und am Absorbermaterial zu entfernen).

5. Eluieren der sich auf dem Absorbermaterial befindenden Metabolite mit Lo-
sungsmittel.

Benotigte Menge an C,3-Material

Schon die Art des Auftragens von Cjg-Material auf die Algenoberfliche im ersten
Arbeitsschritt kann einen Einfluss auf die letztendlich erhaltene Menge an Metabolit
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haben. Durch die variable Wuchsform der Alge kénnen z. B. durch reines Aufstreuen
des Materials nicht alle Stellen der Alge bedeckt werden. Ein gleichméssiges Auftragen
des Materials auf die Alge erfolgte am effektivsten in Form von vorsichtigem Wélzen
der Alge in dem Cig-Material. Hierbei muss allerdings darauf geachtet werden, dass
die Schnittkante der Thallusstiicke nicht mit dem Cjg-Material in Berithrung kommt.
Bei der Beprobung von ganzen Individuen konnte eine gleichméflige Verteilung des
Cig-Materials auf der Oberfliche der Alge durch leichtes Schiitteln einer mit dem
Thalli und Cyg-Material befiillten Petrischale gewéhrleistet werden.

In den Versuchen konnte eine durchschnittliche Menge an Cig-Material von
0,003 g/cm? Algenoberfliche fiir eine vollstindige und gleichméssige Bedeckung ermit-
telt werden. Fiir die Ermittlung dieses Wertes wurden drei verschiedene Thallusgréfien
(GroBe T 20 cm?-40 cm?, GroBe 1T 40 cm?-100 cm?, GroBe ITT 100 cm?-200 cm?) mit
C1g-Material vollstandig bedeckt und die Menge des von der Alge heruntegewasche-
nen Cig-Materials ermittelt. Nach dem Herunterwaschen wurde die Algenoberfliche
sorgfalltig auf anhaftendes Cig-Material optisch iiberpriift. Zudem wurden die Algen
mehrfach hintereinander beprobt, um zu tiberpriifen ob immer die gleiche Menge an
Cig-Material von dem jeweils beprobten Thallusstiick heruntergewaschen wurde und
die folgenden Elutionsschritte nicht durch die Cig-Menge beeeinflusst wurden. In
Abbildung 3.8 ist die Menge an von der Alge heruntergespiihltem Cig-Material in
Gramm pro Algenfldche fiir die drei verschiedenen Thallusgréfien bei drei aufeinander
folgenden Beprobungen dargestellt. Bis auf fiinf Ausnahmen liegen die Werte fiir die
Menge an heruntergewaschenem Cpg-Material zwischen 0,001 g/cm?-0,003 g/cm? fiir
die verschiedenen Thallusgrofen. Es ist kein Unterschied zwischen der relativen auf-
gefangenen Menge an Cjg-Material und der Algengroflie zu erkennen. Beim Auftragen
des Cig-Materials auf die Algenoberfliche verblieb auch immer eine geringe Menge
Ci1g-Material in der verwendeten Petrischale. Um eine gleichméssige Bedeckung der
Alge mit Cig-Material zu gewéhrleisten, wurde fiir die weiteren Experimente eine
Menge von 0,003 g/cm? Cig-Material pro Algenfliche verwendet.

Wie schon erwdhnt blieb ein kleiner Teil des verwendeten Cqg-Materials auch an der
Petrischale zuriick. Um moglichst die gesamte Menge an Cig-Material, welches mit
der Algenoberfliche in Beriihrung gekommen ist, fiir die weiteren Schritte zu extra-
hieren, wurde das Material nicht nur von der Alge, sondern auch aus der Petrischale
herausgespiilt. Durch das Wiegen der verwendeten Cig-Menge vor dem Auftragen
und nach dem Herunterspiilen konnte gezeigt werden, dass es moglich war 80 %—
90 % des zu Anfang eingesetzten Cig-Materials fiir die weiteren Extraktionsschritte
herunterzuspiilen.

In der Vorbereitung zu den Versuchen zeigte eine sorgfiltige visuelle Uberpriifung
auf verbleibendes Cig-Material nach dem Abspiilen der Alge, dass kleine Partikel mit
einer Grofle von 15 pm—25 pm mehr Spiilschritte und demnach eine grofiere Menge
an Wasser erfordern, um von der Algenoberflache heruntergespiihlt zu werden. Das
Spiilen birgt jedoch die Gefahr der frithzeitigen Elution einiger Metabolite von dem
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Abb. 3.8: Herruntergewaschene Menge an Cjs-Material pro Algenoberfliche (g/cm?) fiir
drei verschiedene Thallusgrofen (GroBe I (20 cm?-40 cm?) O, Grofe T (40 cm?-100 cm?) A

und GroBe I (100 em?-200 cm?) 0O) bei drei aufeinanderfolgenden Beprobungen (1, 2, 3)
von C. taxifolia.
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Cig-Material. Daher sollten so wenig Spiilschritte wie moglich durchgefithrt werden.
Hierfiir eignet sich Cig-Material mit einer Partikelgrofie von 40 pm—63 pm, welches
in den nachfolgend beschriebenen Versuchen eingesetzt wurde.

Extraktionszerfolg pro Extraktionszeit

Neben der Menge an benotigten Cig-Material ist auch die Kenntnis tiber den Ex-
traktionserfolg pro Extraktionszeit von Bedeutung. Um die Zeit mit dem grofiten
Extraktionsertrag zu bestimmen, wurden Individuen der Gattung F. vesiculosus
mit unterschiedlichen Beprobungszeitraumen (5, 30, 60, 120, 300 und 600s, je 3
Replikate) getestet und die Menge an extrahierten Fucoxanthin (2) in den erhaltenen
Extrakten mittels UPLC-MS-Messung ermittelt.

Die Identifikation des Fucoxanthins (2) im Extrakt mittels UPLC-MS erfolgte zum
einen iiber den Vergleich mit der Retentionszeit (bei 2,56 min) des reinen Standards
und zum anderen iiber die typischen Fragmentionen bei 641 m/z und 581 m/z (siehe
Abbildung 3.9). Diese Fragmentionen enstehen durch die Abspaltung von Wasser und
eines Essigsdurerestes von dem ebenfalls im Spektrum sichtbaren Pseudomolekiilion
bei 659 m/z sowie dem Natriumaddukt bei 681 m/z. Peakintegration der Messwerte
erfolgte mit dem Programm “QuanLynx”. Die hierbei erhaltenen Flachenangaben
der Peaks wurden mit dem Programm R weiter analysiert.

Da in den folgenden vorgestellten Messreihen die Kalibration der Messungen ver-
worfen werden musste, werden als Ergebniss die relative Fliachen der Peakintegration
pro Gesamtfliche der Alge verwendet. Die hierbei erhaltenen Ergebnisse fiir die
Experimente zur ausreichende Beprobungszeit sind in Abbildung 3.10 dargestellt.
Es zeigt sich weder ein eindeutiger Trend iiber den gesamten Beprobungszeitraum,
noch gab es signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Beprobungszeitraumen
(nicht parametrischer Kruskal-Wallis-Test p = 0.3). Bei lingeren Beprobungszeiten
haftete das Cig-Material starker an der Alge an, was mehr Spiihlschritte n6tig machte,
um das Cig-Material von der Alge zu losen. Um dies zu vermeiden wurde fiir die
folgenden Experimente ein Beprobungszeitraum von 60 s gewihlt.

Im Gegensatz zur Dipping-Methode bietet die Cig-Methode die Moglichkeit, ein
Algenindividuum auch ldngere Zeit oder sogar mehrfach hintereinander zu beproben
ohne dass die Thallusoberfliche beschadigt wird (siehe Abschnitt 3.1.2). Daher war es
moglich, durch die schnell aufeinander folgende Beprobung eines Algenindividuums
herauszufinden, wieviel von dem gesuchten Sekundérmetaboliten beim ersten, zweiten
und dritten Beproben von der Alge extrahiert wurde. Fiir dieses Experiment wurden
je zehn Individuen aus drei GréBenklassen (Klasse I 20 cm?-40 cm?; Klasse 1T 40 cm?-
100 cm?, Klasse IIT 100 cm?-200 cmg) jeweils dreimal nacheinander mit C;g-Material
beprobt und der Gehalt an Fucoxanthin (2) in den erhaltenen Extrakten mittels
UPLC-MS-Messungen ermittelt (Siehe Abschnitte 5.2.2 und 5.7.2).

Abbildung 3.11 zeigt den Extraktionsertrag durch das Cig-Material in Prozent der
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Abb. 3.9: Chromatogramm von Fucoxanthin (2) (durchegzogene Linie) und einer mit C;g-
Material extrahierten Probe von der Fucusoberfliache (gestrichelte Linie) fiir das Fragmen-
tion 581 m/z, gemessen im Positiven Modus. A) Massenspektrum des reinen Fucoxanthin-
Standards (2) mit den fiir den Metaboliten typischen Fragmentionen 581 m/z und 641 m/z
und dem [M+H]' bei 659 m/z B) Massenspektrum von einer mit Cig-Material extrahierten
Probe mit den fiir den Metaboliten Fucoxanthin (2) typischen Fragmentionen 581 m/z und
641 m/z und dem [M+H]T bei 659 m/z.
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Abb. 3.10: Extrahierte Menge Fucoxanthin (2) pro Fliache von F. vesiculosus mit Cg-
Material fiir verschiedene Beprobungszeitraume (5, 30, 60, 120, 300 und 600s).

relativen Messwerte von Fucoxanthin (2) zu den jeweiligen Beprobungszeitpunkten
(1., 2., 3.) der Algen. Die Algen wurden in zwei Gruppen eingeteilt, die jeweils in
einem anderen Medium (Instant Ocean, sowie Instant Ocean mit GeO,) kultiviert
wurden.

Wird F. vesiculosus ohne GeO,, kultiviert, sind an der Oberflédche héufig assoziierte
Diatomeen zu finden, die ebenfalls Fucoxanthin (2) produzieren. GeO, reduziert den
Diatomeenbewuchs deutlich. Unabhéngig von der Gréflenklasse und dem Kulturmedi-
um wurde bei 26 von 29 Thalli (eine Probe ging verloren) mit der ersten Beprobung
der groite Teil (Median 81 %) des Metaboliten von der Alge extrahiert. Die drei
Ausnahmen wiesen alle geringe absolute Messwerte pro Flache auf. Auch wurde kein
genereller Unterschied zwischen der 2. (Median 8,6 %) und 3. Beprobung (Median
8,2 %) festgestellt. Im Vergleich zu den restlichen Algen war der Extraktionsertrag
bei den grofiten Algen ohne GeO, im Kulturmedium gleichméssiger iiber die drei
Beprobungen verteilt.

Die absoluten Messwerte pro Flache sind ohne GeO, im Kulturmedium deutlich
hoher, was aufgrund des zusétzlichen Fucoxanthins (2), der mit F. vesiculosus as-
soziierten Diatomeen, zu erwarten war. Allerdings liberraschen die Ausmafle des
Unterschieds (Median der Summe der absoluten Mefiwerte aus den drei Beprobun-
gen ohne GeO, 3115, mit GeO, 282). Die grofien Unterschiede in den absoluten
Messwerten pro Fliache zwischen den Kulturmediengruppen deuten in Anbetracht
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Abb. 3.11: Prozentuale relative Messwerte des Extraktionsertrages von Fucoxanthin (2) von
der Oberflache von F. vesiculosus fiir drei aufeinander folgende Beprobungen. Die vertikale
Unterteilung gibt das Kulturmedium an, die horizontale stellt die Grofienklassen dar (siehe
Text). Die Intensitdt der Linienfirbung entspricht dem absoluten Messwert pro Fliche. Pro
Teilgraph sind je fiinf Algenthalli dargestellt, ausgenommen Teilgraph fiir Gréfie I GeO,, dort
fehlt ein Replikat. Im Teilgraph fiir Gréfie II GeO, liegen die Messpunkte der Replikate sehr
dicht zusammen, so dass vier der fiinf Replikate in der Graphik aufeinander fallen (dunklere
Linie).
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von Literaturwerten, die bei der Anwendung der Dipping-Methode eine ungefidhre
Verdoppelung der Fucoxanthinmenge mit assoziierten Diatomeen beschreiben (Sa-
ha et al., 2011), daraufhin, das auch physiologische Zusammenhinge wie z.B die
Jahreszeitlich abhéngige Besiedlung von Diatomeen eine Rolle spielt.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine einfache Beprobung in den meisten Féllen aus-
reichend ist. Zwar verdndern assoziierte Diatomeen die Menge an extrahiertem
Fucoxanthin (2) deutlich, solange der beprobte Thallus aber keine besonders grofie
Fléche aufweist, ist der Einfluss auf die relative Extraktionsmenge gering. Fiir grofle
Thalli sollten mehrere Cig-Extraktionen in Erwigung gezogen werden.

Abschlieflend ist zu sagen, dass die hier vorgestellte Cis-Methode generell fiir
die nicht-destruktive Extraktion von Metaboliten der Algenoberfliche geeignet ist.
Zukiinftige Experimente zur Validierung dieser Ergebnisse als auch die Verwendung
unterschiedlicher Absorber-Materialien und verschiedene Losungsmittel konnen das
hier gezeigte Potential der Methode noch weiter unterstiitzen.
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3.2 Lokalisation von Makroalgen-Oberflaichenmetaboliten
mittels Resonanz-Raman-Spektroskopie

Wie schon im vorherigen Abschnitt 3.1 beschrieben, konnte sowohl mittels der Dipping-
(Saha et al., 2011) als auch der Cig-Methode der Sekundérmetabolit Fucoxanthin (2)
von der Oberfliche der Braunalge F. vesiculosus extrahiert und identifiziert werden.
So konnte z. B. mit der Dipping-Methode eine durchschnittliche Konzentration von
5,7 ng/cm~2 des Fucoxanthins (2) im Bezug auf die beprobte Fliche ermittelt werden
(Saha et al., 2011). Allerdings war die Lokalisation durch die verwendete Methode nur
in x, y-Richtung auf der Algenoberfliche mit einer Auflésung in Quadratzentimetern
moglich. Die ermittelte Konzentration zeigte daher nur eine Gesamtverteilung des
Metaboliten auf der Algenoberfliche und in der laminaren Grenzschicht. Lokale
Konzentrationsunterschiede und mogliche Gradienten in x, y sowie z-Richtung, mit
einem Mafistab von wenigen Millimetern oder gar Mikrometern konnten mit diesen
Methoden nicht detektiert werden. Um ein moglichst genaues Bild {iber die Aktivitit
eines Sekundédrmetaboliten auf die oft nur wenige Mikrometer grofien, aufwachsenden
Foulingorganismen (z. B. Diatomeen, Bakterien) zu erhalten, ist eine hohe Auflésung
und die Moglichkeit, Metabolite in z-Richtung zu detektieren, von entscheidender
Bedeutung.

Die Mikro-RR-Spektroskopie ist eine Methode, die es erlaubt selbst kleinste Men-
gen eines chromophoren Systems, wie zum Beispiel die in eine biologische Matrix
eingebetteten Carotinoide (Robert, 2009), mit einer Auflésung von bis zu 1 pm, zu
detektieren (siehe Einleitung 1.3.2).

Daher wurde diese Methode in dieser Arbeit zur Lokalisation der Carotinoide in
der laminaren Grenzschicht verschiedener Algen angewendet (Grosser et al., 2012).
Die Messungen und deren Auswertung erfolgten in gleichberechtigter Kooperation
mit Dipl.-Chem. Linda Zedler vom Institut fiir Physikalische Chemie der Friedrich-
Schiller-Universitat Jena und dem Institut fiir Photonische Technologie in Jena.

3.2.1 Carotinoide in der laminaren Grenzschicht von F. vesiculosus und
Ulva sp.

Fiir die RR-Messung an der Algenoberfliche war es aufgrund des experimentellen
Aufbaus unter Verwendung eines konfokalen Mikroskops erforderlich, die Algenindi-
viduen (Thallusgréfie < 35cm) in kleinere Stiicke (4 cm) zu unterteilen (siehe 5.3.1).
Diese Stiicke wurde unter einer Wasserschicht mit einem Rahmen aus Glaskapillaren
fest in einer Petrischale fixiert. Somit konnten mogliche Effekte auf den eingestellten
Fokus oder die gewéhlte Messposition durch Bewegung der Alge wihrend der Messun-
gen verhindern werden (siehe Abschnitt 5.3.1, Abbildung 5.1). Um eine Detektion der
an den Schnittkanten austretenden Algenmetabolite, z. B. der Carotinoide, zu verhin-
dern, wurden die Messpunkte in einer Entfernung von mindestens 1,5 cm zur ndchsten
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Abb. 3.12: Links: Schematische Darstellung des konfokalen RR-Aufbaus zur Messung der
Carotinoide auf der Algenoberfliche und in der laminaren Grenzschicht (z-Richtung von der
Oberflache). Die mit Wasser bedeckte Alge befindet sich, fixiert in einer Petrischale, unter dem
Objektiv durch das die schwingungsanregende Laserstrahlung auf die Algenoberfliche fokus-
siert wird. Rechts oben: Typisches Raman-Spektrum aufgenommen in 90 pm Entfernung zur
Algenoberflache. Rechts unten: Raman-Spektrum aufgenommen auf der Algenoberfliche mit
den fiir die Carotinoide charakteristischen Schwingungsbanden der C=C-Streckschwingung
(1) und der C-C-Streckschwingung ().

Schnittkante gewihlt. Die Messungen erfolgten sowohl an der Algenoberfliche als
auch in 5 pm—10 pm Schritten von dieser in die angrenzende, laminare Grenzschicht
der Alge in z-Richtung. Abbildung 3.12 zeigt den prinzipiellen Versuchsaufbau sowie
zwei charakteristische Spektren, aufgenommen an der Algenoberfliche und 90 pm
von dieser entfernt. Die Einheit fiir die Raman-Intensitit der gemessenen Spektren
wird aufgrund der internen Messparameter der verwendeten Geréte als arbitrire
Skala (arb. Skala) angegeben.

Generell zeigen die RR-Spektren von Carotinoiden drei zumeist sehr deutlich
ausgepragte, charakteristische Banden (Britton et al., 1994). Die zwei am stérksten
ausgepragten Schwingungsbanden sind die C=C-Streckschwingung (1) der konju-
gierten Doppelbindungen bei 1525cm™! und die C-C-Streckschwingung (v2) der
Carotinoide bei 1155 cm™!. Dariiber hinaus zeigt sich auch noch eine schwichere
Bande im Bereich von 1005 cm ™" (13), die charakteristisch fiir die Kohlenstoff-Methyl-
Schwingungen zwischen der Hauptkette und den Nebengruppen ist. Dieses Muster
ist auch deutlich in den Spektren der von uns gemessenen Standards der Caroti-
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Abb. 3.13: RR-Spektrum von Fucoxanthin (2) (durchgezogene Linie, 1076 M)s und j-
Carotin (5) (gestrichelte Linie, 107 M) gelést in Hexan. Die verschiedenen Banden v;
stellen die Schwingungsbanden fiir die C=C-Streckschwingung bei 1525cm = (1), der C-C-
Streckschwingung bei 1155 cm ™! (1) und der Methyl-Schwingungen bei 1005cm = (v3) der
Carotinoide dar.

noide Fucoxanthin (2) und S-Carotin (5), beide gelost in Hexan, zu erkennen (siche

Abbildung 3.13).

Die erhaltenen Raman-Spektren der Thallusstiicke zeigen das gleiche Bandenmuster
wie die ebenfalls vermessenen Fucoxanthin- und g-Carotin-Standards (siehe Abbil-
dung 3.13 und 3.12). Zudem zeigte sich mit zunehmender Entfernung der Messpunkte
von der Algenoberfliche eine Verringerung der Intensitidt der charakteristischen
Carotinoid-Banden. Eine Abnahme der Bandenintensitit zeigt eine Abnahme der
Carotinoid-Konzentration mit zunehmender Entfernung von der Oberflache. Folglich
ist schon auf den ersten Blick ein Gradient in der Carotinoid-Konzentration in Ab-
héngigkeit von der Entfernung zur Algenoberfliche zu erkennen (siche Abbildung
3.12).

Deutlich wurde dies auch bei der Auswertung der Raman-Spektren. Fiir die weitere,
semiquantitative Bestimmung der Carotinoid-Konzentration auf der Algenoberfliche
wurde die Bande der C=C-Schwingung (um 1525cm™!) ausgewihlt. Nachdem die
Spektren mittels der Software R untergrundkorrigiert worden waren (siehe Abschnitt
5.7.1), zeigte die Fliachenbestimmung dieser Bande einen deutlichen, exponentiellen
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Abb. 3.14: Abnahme der C=C-Streckschwingungsintensitiit (1528 cm~!) mit zunehmender
Entfernung von der Algenoberfliche, dargestellt fiir drei verschiedene Thallusabschnitte (+
oberer Thallusabschnitt/Spitze, x mittlerer Thallusbschnitt, O) unterer Thallusbschnitt). Die
gestrichelte Linie spiegelt die Anpassung der Daten an eine doppelt exponentielle Funktion
wieder. Die Abbildung der Alge wurde mit GIMP bearbeitet.

Abfall in der Intensitdt mit zunehmender Entfernung zur Algenoberfliche an drei
verschiedenen Thallusabschnitten der Braunalge F. vesiculosus (siehe Abbildung
3.14).

Entscheidend fiir die Lokalisation von Oberflichenmetaboliten pflanzlicher Orga-
nismen ist die Unversehrtheit der vermessenen Oberflache. Verletzungsbedingt aus
der Alge austretende Metabolite konnen die Messergebnisse beeintrachtigen. Zum
einen konnen diese die tatsichliche, auf der Oberflache vorhandene Konzentration des
zu analysierenden Metaboliten erhéhen. Noch schwerwiegender kénnen austretende
Metabolite falschlicherweise als Oberflichensubstanzen identifiziert werden, obwohl
sie erst durch die Verletzung auf die Oberfliche gelangt sind. In diesem Versuch
gewahrleistete die verwendete Messzeit von 2s mit einer Laserleistung von weniger als
1mW auf den Probenbereich, dass es zu keinerlei Verwundung der Algenoberfliche
kam. Dariiber hinaus bietet im Gegensatz zur konventionellen Lichtmikroskopie die
Verwendung eines Konfokalen Mikroskops die Moglichkeit die genaue Position der
Oberfliche zu ermitteln (Semwogerere & Weeks, 2005). So wurde an einer der Mess-
position nahen Stelle die Position der Oberflache bestimmt und mit Beriicksichtigung
der Laserauflosung in z-Richtung (1 pm) der Start bzw. Endpunkt der Messung auf
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Abb. 3.15: Mikroskopische Aufnahmen der Oberfliche zweier F. vesiculosus Individuen (1,
2) vor (a) und nach (b) der RR-Messung. Der Kontrast der Bilder wurde mit dem Programm
GIMP bearbeitet.

der Oberfliache bestimmt.

Der Vergleich mikroskopischer Aufnahmen der gemessenen Bereiche vor und nach
der Messung zeigte keine sichtbaren Verletzungen der Algenoberfliche (Beispielauf-
nahmen Abbildung 3.15). Dariiber hinaus wurden die verwendeten Algen mit Evans
Blue angefiarbt (Weinberger et al., 2005) und auf mogliche verletzte, angefirbte Zellen
der Algenoberfliche hin mikroskopisch untersucht. Es fanden sich keine verletzten
Oberflédchenzellen nach den Raman-Messungen.

Neben der generellen Oberflichenbeschéddigung kénnen die zu untersuchenden Mo-
lekiile auch durch die Messungen zerstort werden (Koyama, 1995). Eintreffende Pho-
tonen konnen die Molekiilschwingung so stark anregen, dass es zur photochemischen
Dissoziation der Molekiile kommt. Dieser Prozess ist in der FT-Raman-Spektroskopie
deutlich an einem Verlust der Signalintensitét fiir die gemssenen Carotenoide wahrend
einer zu langen Messung zu erkennen. Auch in unserem Aufbau fiihrte eine verldngerte
Messzeit von 10s zu einem deutlichen Verlust an Signalintensitat um bis zu 41 %.
Daher wurde die Messzeit auf 2 s angepasst, um ein Bleichen der Carotinoid-Molekiile
zu minimieren. Des Weiteren konnte ausgeschlossen werden, dass der Laser Metabo-
lite von der Algenoberfliche freisetzt, da sowohl Messreihen von der Algenoberflache
fort, als auch auf diese hin dhnliche Gradienten zeigten (siehe Abbildung 3.16 und
Anhang Abbildung 6.1).
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Abb. 3.16: Abnahme der C=C-Streckschwingung (1528 cm 1) mit zunehmender Entfernung
von der Oberflache von F. vesiculosus. Der Startpunkt der Messungen war auf der Oberflache
oder in der laminaren Grenzschicht. Die gestrichelte Linie spiegelt die Anpassung der Daten
an eine exponentielle Funktion wieder.

Weiterhin konnte kein Einfluss des Probenvorbereitungszeitpunktes auf die Form
des Gradienten gefunden werden. So liegen zwischen der Probenvorbereitung und
der Messung von verschiedenen Thallusabschnitten der Alge F. vesiculosus in Ab-
bildung 3.14 5 min—90 min. Die Gradienten sind unabhéngig von diesem Zeitraum
in den verschiedenen Thallusabschnitten deutlich ausgeprigt und zeigen keinerlei
Verdanderung in Form oder Weite.

Zusammenfassend lies sich kein Einfluss der Probenvorbereitung, Messparameter
oder der Messrichtung auf die Algen und den ermittelten Gradienten feststellen.
Allein die Messzeit sollte in Vorversuchen bestimmt werden und generell kurz ge-
halten werden, um ein Verletzen der Alge oder eine photochemische Zersetzung der
Carotinoide zu verhindern.

3.2.2 Identifikation der lokalisierten Carotinoide

Neben den fiir die Braunalge F. vesiculosus erhaltenen Carotinoid-Gradienten konnte
auch in der laminaren Grenzschicht der Griinalge Ulvasp. (syn. Enteromorpha) ein
Verlust in der Signalintensitét fiir die Bande der C=C-Streckschwingung (1526 cm™1)
mit zunehmender Entfernung zur Oberfliche ermittelt werden (siehe Abbildung 3.17).

Zudem konnten im RR-Spektrum der Oberfliche von Ulva sp. zusédtzliche Banden
ermittelt werden (siehe Abbildung 3.18). Die zusétzlichen Banden liegen im Bereich
zwischen 1250 cm™'-1450 cm ™! und deuten auf eine unterschiedliche Metabolitzu-
sammensetzung innerhalb der laminaren Grenzschicht von Ulvasp. im Vergleich
zu F. vesiculosus hin. Ein Vergleich der Literatur iiber die RR-Spektroskopie von
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Abb. 3.17: Abfall der Bandenintensitét fiir die C=C-Streckschwingung der Algen F. vesicu-
losus (1528 cm™1) und Ulvasp. (1526 cm~1!) gemessen von der Algenoberfliche bis 120 pm in
den die Algen umgebenden laminaren Grenzbereich hinein. Die gestrichelte Linie zeigt die
Anpassung der Daten an eine doppelt exponentielle Funktion.

Mikroalgen oder Algenextrakten deutet auf eine Vielzahl moglicher Metabolite, wie
sulfatierter Polysaccharide der Zellwand, Proteine oder andere Pigmente hin (Parab
& Tomar, 2012; Brahma et al., 1983; Huang et al., 2010). Zu welchen Metaboliten
die Banden im Spektrum von Ulva sp. letztendlich gehdren, konnte in dieser Arbeit
nicht geklart werden.

Der im Vergleich zur F. vesiculosus-Grenzschicht stidrkere Abfall der Signalin-
tensitdt innerhalb der Ulva-Umgebung legt einen generellen Unterschied in der
Zusammensetzung und auch im chemischen Verhalten der hier detektierten Meta-
bolite nahe. Neben den unterschiedlichen chemischen Eigenschaften der Metabolite
kann auch die generelle Oberflichentextur der hier verwendeten Algen als weiterer
beeinflussender Faktor eine Rolle spielen. Die Braunalge F. vesiculosus hat eine eher
raue Oberfliche mit Mikrostrukturen. Diese bestehen aus mit fiir die Phaophycean
typischen Haarbiischeln besetzten Vertiefungen. Zudem gibt die Oberfliche von F.
vesiculosus Polysaccharide an die Umgebung ab (Van de Hoek et al., 1996). Diese
Faktoren konnen zu einem reduzierten Diffusionsprozess der Metabolite in der lami-
naren Grenzschicht bei F. vesiculosus im Vergleich zur Griinalge Ulvasp., die eine
relativ glatte Oberflache besitzt (Van de Hoek et al., 1996; Lobban, 1994), fiithren.

Mit der Raman-Spektroskopie ist es generell moglich zwischen verschiedenen
Carotinoiden, gelost im selben Losungsmittel, auf Basis ihrer Bandenpositionen zu
unterscheiden (Merlin, 1985; Withnall et al., 2003). In dieser Arbeit wird besonders
die Bande fiir die C=C-Streckschwingung zur Identifizierung der Carotinoide heran-
gezogen. Die Position dieser Schwingung wird sowohl durch die Konfiguration als
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Abb. 3.18: RR-Spektrum an der Oberfliche von F. vesiculosus (durchgezogene Linie) und
Ulvasp. (gestrichelte Linie). Zusitzliche Banden zwischen 1250 cm™! und 1450 cm™! im
Spektrum von Ulva sp. sind mit % gekennzeichnet. Einfiigung: Detailausschnitt der Banden-
positionsverschiebung der C=C-Streckschwingung in den RR-Spektren von F. vesiculosus

(durchgezogene Linie) und Ulvasp. (gestrichelte Linie) um 2 cm™1!.
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auch durch die Lénge des konjugierten Systems bestimmt (Rimai et al., 1973, 1970).

Das sich die chemische Zusammensetzung der laminaren Grenzschicht von Ul-
vasp. und F. wvesiculosus unterscheidet, wurde zuvor bereits an der Anzahl der
Banden in den Raman-Spektren gezeigt (siehe Abbildung 3.18). Ein weiteres Unter-
scheidungsmerkmal findet sich in der Verschiebung der Bandenposition der C=C
Streckschwingung um 2cm ™! (Ulvasp.: 1526cm™!, F. vesiculosus: 1528 cm™!, siche
Einfiigung Abbildung 3.18). Diese Verschiebung ist aufgrund der spektralen Auf-
16sung von 2cm™! zwar nicht signifikant, konnte aber iiber mehrere Messungen
(n=10) wiederholt dargestellt werden und weist so deutlich auf einen Unterschied in
der Carotinoidkomposition der beiden Algenoberflichen hin. Unterstiitzt wird diese
Vermutung auch durch Studien zur generellen Carotinoidkomposition der beiden
Makroalgen. Bei Braunalgen wie F. vesiculosus stellt das Fucoxanthin (2) mit ~
70 % den grofiten Anteil an der Gesamtcarotinoidkomposition, gefolgt von 3-Carotin
(5) und Violaxanthin mit max. 12% (Haugan & Liaaen-Jensen, 1994). Neben den
Braunalgen ist Fucoxanthin (2) auch in einigen Rotalgen zu finden (Bjornland &
Aguilar-Martinez, 1976), allerdings ist es vollig abwesend in Griinalgen, die wiederum
eine hohe Konzentration an g-Carotin (5) aufweisen (Bianchi et al., 1997; Gantt &
Cunningham Jr, 2001).

Da die beschriebenen Carotinoide aufgrund ihres chromophoren Systems sehr gut
fiir die RR-Spektroskopie geeignet sind (siehe 1.3.2), wurden sowohl zu §-Carotin
(5) als auch zu Fucoxanthin (2) schon einige RR-Studien durchgefiihrt (Ballard
et al., 1989; Koyama, 1995). Besonders die Arbeit von Ballard et al. (1989) zieht
einen Vergleich zwischen dem RR-Spektrum von Fucoxanthin (2) und dem von S-
Carotin (5). Der Vergleich beschreibt ein unterschiedliches Verhéltnis der Intensitéten
von C-C-Streckschwingung zu C=C-Streckschwingung zwischen den beiden Caroti-
noiden. Die Intensitéit der C-C-Streckschwingung bei 1150 cm~! ist im Fucoxanthin-
Spektrum deutlich geringer ausgeprigt als die Intensitit der C=C-Streckschwingung
bei 1528 cm~!. Dagegen zeigen die Banden dieser beiden Schwingungen im 3-Carotin-
Spektrum eine dhnlich hohe Intensitdt. Dieser Unterschied konnte auch bei den von
uns aufgenommenen Spektren der Algenoberfliche von F. vesiculosus und Ulva sp.
gezeigt werden (siehe Abbildung 3.18 A). Uberdies sind die Schwingungsbanden im
[-Carotins-Spektrum generell breiter ausgepragt als im Fucoxanthin-Spektrum. Von
uns aufgenommene RR-Spektren von Fucoxanthin (2) und S-Carotin (5) geldst in
Hexan zeigten ebenfalls diese von Ballard et al. (1989) beschriebenen Unterschiede
(siehe Abbildung 3.13). Vergleicht man nun die hier aufgenommenen Oberfléchen-
Spektren der Braunalge F. vesiculosus mit dem Spektrum des Fucoxanthin-Standards,
fallen die fiir das Fucoxanthin (2) typischen Unterschiede in der Bandenintensitét
fiir die »1 und v2 Schwingung auch im Spektrum der Alge auf. Ein weiterer Ver-
gleich zwischen den Spektren der Algenindividuen zeigt eine Bandenverbreiterung
im Spektrum der Griinalge dhnlich wie die im aufgenommenen [S-Carotin-Spektrum.
Zusammenfassend scheint das Spektrum der Braunalge F. vesiculosus im Banden-
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Muster dem des Fucoxanthins (2) und das Spektrum der Griinalge Ulvasp. dem
des -Carotins (5) zu dhneln. Im Zusammenhang mit den schon erwidhnten Studien
iiber die Carotinoid-Zusammensetzung der Braun-, Rot- und Griinalgen (Haugan
& Liaaen-Jensen, 1994; Bjornland & Aguilar-Martinez, 1976; Bianchi et al., 1997)
kann das gemessene Carotinoid-Spektrum auf der Oberfliche von F. vesiculosus dem
Fucoxanthin (2) und das Spektrum gemessen an der Oberfléche von Ulvasp. dem
p-Carotin (5), trotz Unterschiede in den Bandenpositionen zwischen Standard- und
Algenspektren, zugeordnet werden.

Derartige Unterschiede in den Bandenpositionen zwischen Carotinoid-Standards
und pflanzlichem Zellgewebe wurde auch schon in Studien von Withnall et al.(2003)
beobachtet. Die Studie erklért diese Verschiebung der Bandenposition fiir Metabolite
innerhalb des Zellgewebes im Vergleich zu den Standardspektren mit einer mole-
kularen Interaktion des Metaboliten mit dem umgebenden, pflanzlichen Gewebe.
Gleichfalls kann man aufgrund der spektralen Parameter (Bandenbreite, Bandenpo-
sition, Intensititsverhitnis der Banden bei 1528 cm™! / 1526 cm ™! und 1156 cm ™!
zueinander) in den von uns gemessenen Braun- und Griinalgen von einem Unterschied
in der Carotinoid-Zusammensetzung ausgehen. Dariiber hinaus kann das Vorhanden-
sein von Fucoxanthin (2) als ein Hauptmetabolit auf der Oberfliche von F. vesiculosus
mit den Ergebnissen aus der Studie von Saha et al. (2012) (Saha et al., 2011) bestétigt
werden. Bei der Analyse der Fucus-Oberflichen-Extrakte mittels Hochleistungsfiiis-
sigkeitschromatographie (High-performance liquid chromatography) (HPLC) fand
sich ein dominanter Carotinoid-Peak, der die gleichen chromatographischen und
spektroskopischen Eigenschaften aufwies wie eine reine Fucoxanthin-Standardlosung.

3.2.3 Ermittlung der Fucoxanthin-Konzentration in der laminaren
Grenzschicht von F. vesiculosus

Die Messungen der verschiedenen Thallusabschnitte von F. vesiculosus zeigten einen
deutlichen Gradienten des Carotinoids Fucoxanthin (2) innerhalb der an die Algeno-
berflache angrenzenden, laminaren Schicht (siche Abschnitt 3.2.1, Abbildung 3.14).
Mit grofler Wahrscheinlichkeit entsteht dieser Gradient durch die kontinuierliche
Abgabe des Metaboliten von der Alge in das umgebende Medium. Einflisse, wie die
Probenvorbereitung, Messparameter und Messrichtung auf den Gradienten, konnten
als Ursache fiir die Entstehung dieses Effektes bei den Messungen ausgeschlossen
werden (siehe Abschnitt 3.2.1). Allerdings ist eine quantitative Bestimmung der
absoluten Konzentrationen hier nicht moglich. Kalibrationskurven von Losungen
der Carotinoide, -Carotin (5) und Fucoxanthin (2) in verschiedenen Molaritéten,
sind fiir die quantitative Analyse der Raman-Messungen notwendig (Schut et al.,
1997). Die hier beobachtete Verstarkung der RR-Signale ist abhéngig von der Elek-
tronenabsorption des Molekiils. Diese wird wiederum durch das umgebende Medium
beeinflusst (Wachtler et al., 2012). Daher sollten Kalibrationskurven in dem L6-
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Tab. 3.1: Berechnete Fucoxanthin-Konzentration in der laminaren Grenzschicht von F.
vesiculosus in verschiedenen Entfernungen zur Algenoberfléche.

Entfernung (ym) Konzentration (pmoll~!)

0-10 4,00
10-20 1,44
20-30 0,82
30-40 0,55
40-50 0,39
50-60 0,30
60-80 0,20

80-100 0,14
100-150 0,09

sungsmittel erstellt werden, in dem auch die Raman-Spektren der im Experiment
untersuchten Probe aufgenommen wurden. Aufgrund der geringen Loslichkeit von
Carotinoiden in Wasser und der teilweise unbekannten Zusammensetzung der lami-
naren Grenzschicht, war es nicht moéglich, dieses wéssrige Medium fiir die Versuche
zu simulieren. Dennoch kann die hier verwendete spektroskopische Methode lokale
Minima und Maxima sowie die laterale Verteilung von Metaboliten auf der Algeno-
berfliche und in der laminaren Grenzschicht zeigen. Semiquantitative Aussagen sind
mit anderen quantitativen Methoden kombiniert moglich.

Mit Hilfe der in der Studie von Saha et al. (2011) ermittelten Oberflichenkonzentra-
tion von Fucoxanthin (2) (5,7 ng/cm~2) und der in Abbildung 3.14 gezeigten Ausdeh-
nung des laminaren Diffusionsbereichs (150 pm), war es moglich die durchschnittliche
Konzentration von Fucoxanthin (2) auf der Oberfliche und in der umgebenden
laminaren Grenzschicht der Alge F. vesiculosus zu berechnen (580 pmoll~1).

Setzt man diesen Wert mit der Gesamtflache unter der Funktion des ermittelten
Fucoxanthin-Gradienten von F. vesiculosus gleich, kann die lokale Konzentration
von Teilbereichen der laminaren Grenzschicht integriert werden. Berechnete lokale
Konzentrationen fiir verschiedene Teilbereiche sind in Tabelle 3.1 zu finden.

Die Ergebnisse geben einen vollkommen neuen Einblick in die chemische Inter-
aktion der Makroalge mit ihrer Umgebung. So sind Organismen, die eine Grofie
im Mikrometerbereich besitzen, einer millimolaren Konzentration des Metaboliten
Fucoxanthin (2) in der direkten Umgebung der Algenoberfliche ausgesetzt. Dies
liefert eine vollig neue Sichtweise auf die Ergebnisse bisheriger Bioassays zum Einfluss
von Algenoberflichenmetaboliten auf umgebende Organismen.

Die Grundlage bisheriger Bioassays waren die mittels Dipping-Methode extra-
hierten Metabolit-Konzentrationen der laminaren Grenzschicht (Dworjanyn et al.,
1999; Saha et al., 2011, 2012). Dabei wurde das Volumen der laminaren Grenzschicht
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mit Hilfe der perobten Fliache und Literaturwerten fiir die dicke dieser Grenzschicht
bestimmt. In den Studien wurden dies erhaltene Metabolit-Konzentration als na-
tirliche Konzentration des Metaboliten auf der Algenoberfliche betrachtet. In den
anschlieBenden Bioassays wurden, abweichend von dieser “natiirlichen Konzentrati-
on”, weitere 6kologisch relevanten (Antifouling, Antiherbivorie) hohere oder niedriger
Konzentrationen der Metaboliten ermittelt. Hierbei wurden Verbindungen die erst
bei einer weitaus hoheren als der “natiirlichen Konzentration” einen Effekt gegeniiber
bestimmten Organismen hervorriefen als “uneffektiv® gegeniiber diesen Organismen
beschrieben (Saha et al., 2011). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch, dass eine
im Vergleich zur “ vorhandenen ” weitaus hohere Konzentration an Metaboliten in
direkter Ndhe der Algenoberfliche ist. Viele oft schidliche Mikroorgansimen werden
so schon in einigem Abstand zur Oberfliche davon abgehalten mit der Algenzelle in
Kontakt zu kommen.

3.2.4 Laterale Verteilung von Carotinoiden auf F. vesiculosus

Eine Carotinoid-Verteilung konnte nicht nur innerhalb der laminaren Grenzschicht
von F. vesiculosus und Ulva sp. ermittelt werden (Abschnitt 3.2.1), sondern auch in
lateraler Richtung auf der Oberfldche von F. vesiculosus.

Hierfiir wurde eine Reihe von Messpunkten beginnend von der Thallusmitte
in Richtung des ungeschnittenen Algenrandes und dariiber hinaus gemessen. Die
Auswertung der Messungen bezog sich wie zuvor auf die Bandenintensitét der C=C-
Streckschwingung der Carotinoide, in diesem Fall des Fucoxanthins (2) bei 1528 cm™1.

Direkt auf der Algenoberfliche zeigte sich zwischen den Messpunkten nur ein
geringer Unterschied in der Bandenintensitédt. Mit Erreichen des Algenrandes nahm die
Intensitdt zwischen den Messpunkten mit zunehmender Entfernung vom Algenrand
in den ersten 15um linear ab (siehe Abbildung 3.19). In diesem Bereich war auch
der Verlauf von zuvor aufgenommenen Carotinoid-Gradienten in der laminaren
Grenzschicht von F. vesiculosus annahernd linear (vergl. Abbildung 3.14 und 3.17).

FEine detaillierte Darstellung der Carotinoidverteilung auf der Oberflache von F.
vesiculosus konnte mit dem Erstellen einer Oberflichenkarte (siehe Abbildung 3.20)
iiber eine Flache von 50 pm x 50 pm gezeigt werden. Generell konnte in diesem klei-
nen Ausschnitt der Algenoberfliche eine ungleichméflige Verteilung der Carotinoide
ermittelt werden. In einem relativ grofien, zusammenhéngenden Bereich ist die In-
tensitét fiir die Carotinoid-Bande bei 1528 cm ™! gleichmiissig verteilt, dargestellt in
der Farbkarte als griiner und gelber Bereich. Einzelne Bereiche weisen jedoch ein
deutliches Maximum (rot) oder Minimum (blau) in der Bandenintensitit auf. Der
Vergleich der Farbkarte mit der mikroskopischen Aufnahme des Messbereiches zeigt,
Bereiche mit anhaftenden Organismen, wie z. B. Diatomeen, weisen eine deutlich
geringere Intensitit der C=C-Streckschwingung auf, als solche in denen die Algeno-
berfliche direkt vermessen wurde. Demnach war der Gehalt an Carotinoiden auf der
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Bandenintensitit (arb. Skala)

15 10 5 0 5 10 15
Entfernung in x  Richtung (jim)

Abb. 3.19: a: Bandenintensitit der C=C-Streckschwingung bei 1528 cm~! auf der Ober-
fliche von F. vesiculosus (—15pm——2,5 m und nach Uberqueren des Algenrandes in die
umliegende laminare Grenzschicht (—2,5 pm—15pm). b: Mikroskopische Aufnahme des ge-
messenen Bereiches auf der Oberfliche von F. vesiculosus und der angrenzenden laminaren
Grenzschicht. Die Kontraste der Abbildung B wurden mit dem Programm GIMP bearbeitet.
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Abb. 3.20: Karte der Carotinoidverteilung auf der Oberfliche von F. vesiculosus sowie zwei
assoziierter Diatomeen (erkennbar als hellgriine Objekte in der mikroskopischen Aufnahme).
Die dargestellten Spektren entsprechen je einem Spektrum aus dem in der Farbkarte als
blau oder rot markierten Bereich der Algenoberflache. Die Falschfarbenkarte basiert auf den
Intensitéiten der C=C-Schwingungsbande bei 1528 cm ! in den Spektren grau hervorgehoben.
Der Kontrast des Mikroskopischen Bildes wurde mit dem Programm GIMP bearbeitet.
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Algenoberfliche deutlich hoher als auf der Oberfldche der Diatomeen.

Da Diatomeen neben weiteren Carotinoiden auch Fucoxanthin (2) produzie-
ren (Stauber & Jeffrey, 1988) konnten die Diatomeen auch ein unterschiedliches
Fucoxanthin-Abgabeverhalten im Vergleich zu der untersuchten Makroalge F. vesicu-
losus aufweisen. So kann z. B. Licht die Abgabe von verschiedensten Sekundarmetabo-
liten in Mikroalgen wie den Diatomeen (Vanelslander et al., 2012) steuern. Uber den
Abgabemechanismus von Fucoxanthin (2) an die Umwelt durch F. vesiculosus oder
Diatomeen ist bisher nichts bekannt. Generell ist die Abgabe eines nicht polaren Pig-
mentes, wie einem Carotinoid, in eine polare Umgebung iiberraschend. Carotinoide,
wie das Fucoxanthin (2), sind normalerweise Teile des Lichtsammelkomplexes und
befinden sich im Zellinneren (Blinks, 1954). Bis jetzt ist noch vollkommen unbekannt,
welche Stoffwechselprozesse an der Freisetzung der Carotinoide an die Oberfliache
beteiligt sind. Eine Mdoglichkeit fiir eine Freisetzung von Carotinoiden und der Aus-
bildung der hier ermittelten Gradienten stellt die Zersetzung von Oberflachenzellen
dar. Diese Moglichkeit konnte aber in mikroskopischen Untersuchungen durch die
Beobachtung der Zelloberfliche und der Abwesenheit von toten Zellen ausgeschlossen
werden (Siehe Abbildung 3.13). Daher ist eine kontrollierte Abgabe des Metaboliten
wahrscheinlich.
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3.3 Lokalisation und Ermittlung der Verteilung von
Sekundarmetaboliten innerhalb von C. taxifolia und C.
prolifera mittels FT-Raman-Spektroskopie

Die verletzungsfreie Detektion von 6kologisch relevanten Algenoberflichenmetaboli-
ten mittels Raman-Spektroskopie konnte im vorherigen Abschnitt (3.2) erfolgreich
gezeigt werden. Viele interessante Metabolite befinden sich allerdings nicht nur auf
der Oberfliche sondern auch innerhalb eines Organismus. Besonders hier ist eine ver-
letzungsfreie Detektion und Lokalisation im lebenden Organismus fiir das Verstédndnis
von biochemischen Prozessen und Mechanismen relevant. Im nachfolgenden Abschnitt
wird die verletzungsfreie Detektion von Metaboliten innerhalb von Griinalgen der
Gattung Caulerpa beschrieben.

Zu den einzelligen Algen der Gattung Caulerpa gehort auch die sich im Mittelmeer
rasant ausbreitende, invasiven C. tazifolia (Meinesz et al., 2001; Occhipinti-Ambrogi
& Savini, 2003).

Die urspriinglich im Pazifik beheimatete, siphonale Alge verdankt ihren Erfolg im
Mittelmeer neben einer grofien Temperatur Toleranz (Meinesz & Hesse, 1991; Meinesz
et al., 1995; Williams, 2007),(Williams, 2007) und chemischen Abwehrmetaboliten
(Amade & Lemée, 1998) auch ihrem schnellen Wachstum (Ceccherelli et al., 2002;
Varela-Alvarez et al., 2012). Aber besonders die fiir eine einzellige Alge ungewohnli-
chen, asexuellen Vermehrung durch Fragmentierung (Smith & Walters, 1999) ist ein
Schliissel zum Erfolg. Hierbei spielt der Sekundérmetabolit Caulerpenin (3) bei der
Bildung eines proteinquervernetzten Wundverschlusses der abgetrennten Fragmente
eine entscheidende Rolle (siehe Einleitung 1.1.2).

Bis jetzt konnten die bereits durch in vitro-Experimente postulierten Mechanismen
der Proteinquervernetzung (Jung & Pohnert, 2001) und die Verteilung der bekannten
Metabolite des Wundverschlusses (Dreher et al., 1978, 1982; Hawthorne et al., 1981;
Goddard & Dawes, 1983) oder der intakten Alge nicht in vivo nachgewiesen werden.

Der Nachweis wird dadurch erschwert, dass der zu detektierende Sekundarmetabo-
lit Caulerpenin (3) bei einer Verletzung der Alge enzymatisch umgewandelt wird.
Dariiber hinaus ist die Griinalge C. tazifolia im Gegensatz zu der, in dieser Arbeit
schon vorgestellten, mehrzelligen Braunalge F. wvesiculosus leichter zu verletzten.
Daher ist es von entscheidender Bedeutung den Wundverschlussmechanismus der
Alge, fiir die in vivo Lokalisation von Caulerpenin (3), nicht durch eine Verletzung
wahrend der Messung auszulosen.

Die Raman-spektroskopische-Analyse innerhalb der Alge mittels der in Abschnitt
3.2 beschriebenen RR-Spektroskopie ist durch die Anregungswellenléinge nahe eines
elektronischen Uberganges des bestrahlten Molekiils und der dadurch erhéhten Gefahr
die Probe zu verbrennen, problematisch. Aus diesem Grund wurde stattdessen in
dieser Studie die FT-Raman-Spektroskopie mit einer hoheren Anregungswellenlénge
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verwendet (Vergl. Einleitung 1.3.1), die eine Messung ohne Verletzung der Probe
und ohne das Auftreten von Fluoreszenz der fluorophoren Systeme von C. taxifolia,
moglich macht. Ziel dieser Arbeit war es daher, ausgewéhlte Metabolite der Alge C.
taxifolia innerhalb des Wundverschlusses und des intakten Individuums mittels der
nicht destruktiven FT-Raman-Spektroskopie zu lokalisieren. Alle hier dargestellten
Experimente erfolgten in einer gleichberechtigten Kooperation mit Dipl. chem. Ina
Weififlog aus dem Institut fiir Physikalische Chemie der Universitéit Jena und dem
Institut fiir Photonische Technologie Jena.

3.3.1 Chemische Zusammensetzung des Wundverschlusses von C.
taxifolia

Fir die FT-Raman-spektroskopischen Untersuchungen wurde das mit Medium bedeck-
te Stolon von C. taxifolia durchgeschnitten und so die Bildung eines Wundverschlusses
induziert (Dreher et al., 1982). Ahnlich wie bei den RR-Messungen von F. vesiculosus
(siehe Abschnitt 3.2) war es auch bei diesen Messungen notwendig, die Algenprobe
mittels eines Glasrahmens auf einem Quarzobjektriger zu fixieren, um eine Verdnde-
rung des Fokus durch Bewegung der Alge wahrend der Messung zu verhindern. Im
Gegensatz zu den RR-Messungen wurde hier nicht mit einem Mikroskop gearbeitet,
sondern mit dem zum Geréat gehérenden, motorisierten Probentisch mit Videofunktion.

l|||lIHlIIH|Hlt»Y
A

Die fiir die Messung wichtige Einstellung des
Fokus auf die Probe erfolgte durch die manuelle
Bewegung des Tisches in z-Richtung. Die mit die-
sem Aufbau, laut Hersteller, erreichte maximale
Auflésung des Laserspots in x, y-Richtung be-
tragt 100 pm. Um ein Austrocknen der Alge und
dadurch moglicherweise auftretende Verletzun-
gen zu verhindern, wurde, wie zuvor bei den RR-
Messungen, eine ausreichende Versorgung des
Abb. 3.21: A) C. taxifolia vor der Organismus mit Medium sicher gestellt. Hierzu
gif?aman_MiSS;ngi\? ) Dasselbehln: wurde die Alge vor der Messung mit ausreichend

IVICUIN nach ¢er VIESSung MOATe 1o qiym bedeckt. Die ausgeprigte Bande der
rer Messpunkte. Kontrast der Aufnah- . 1
men wurde mit dem Programm GIMP O-H-Streckschwingung des Wassers (3500 cm™")
bearbeitet. ermoglichte eine objektive Kontrolle des Wasser-

gehalts der Probe. Bei drastischer Verédnderung
dieser Bande wurde die Raman-Messung frithzeitig abgebrochen.

Dariiber hinaus wurde die Alge nach jeder Messung visuell auf neu auftretende
Verletzungen iiberpriift und eventuelle Zustandsverdnderungen mit Vorher-/Nachher-
Aufnahmen (Canon PowerShot SX200 IS, Super Makro Modus) dokumentiert (siehe
Abbildung 3.21).
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Im Fokus der hier durchgefiihrten Analyse des Wundverschlusses und des angren-
zenden intakten Gewebes von C. taxifolia stehen die zwei Metabolite Caulerpenin
(3) und g-Carotin (5), die aufgrund vorheriger Studien (Adolph et al., 2005; Dreher
et al., 1978; Hegazi et al., 1998) charakteristisch fiir die im Fokus stehenden Bereiche
der Alge sind. Auflerdem weisen diese Metabolite auch Strukturelemente auf, die mit
der FT-Raman-Spektroskopie leicht nachzuweisen sind.

So besitzt der Hauptsekundédrmetabolit Caulerpenin (3) eine in der Natur selten vor-
kommende C=C-Dreifachbindung. Solche Bindungen sind Raman-aktiv und weisen ei-
ne intensive, charakteristische Bande in einem Bereich zwischen 2260 cm~'-2150 cm !
auf, in dem wenig andere Schwingungen beobachtet werden. Neben der charakteris-
tischen Bande fiir die C=C-Streckschwingung des Caulerpenins (3) bei 2187 cm ™!
(siehe Abbildung 3.22, griin hervorgehoben) kénnen zusétzlich auch die Banden
fiir die C=0-Streckschwingung (1660 cm~!) und die der C=C-Streckschwingung
(1620 cm 1) fiir die Identifikation des Caulerpenins (3) hinzugezogen werden. Aller-
dings liegen diese Banden in einem Bereich des Spektrums, in dem in biologischen
Proben auch zahlreiche andere Banden beobachtet werden. Daher ist die Position der
C=C-Streckschwingung fiir die Identifizierung von Caulerpenin (3) in der Alge den
anderen beiden Bandenpostionen vorzuziehen. Zuséatzlich bleibt die Dreifachbindung
des Caulerpenins (3) auch bei der enzymatischen Transformation zum Oxytoxin 2 (4)
wéhrend der Bildung des Wundverschlusses erhalten und ist nicht an der Reaktion
mit den Proteinen beteiligt (Adolph et al., 2005; Jung & Pohnert, 2001). Daher
konnen auch die aus dem Caulerpenin (3) entstandenen Derivate, sowohl in Losung
als auch in der intakten Alge und dem Wundverschluss, anhand der charakteristischen
Dreifachbindung, mittels der Raman-Spektroskopie nachgewiesen werden.

Das schon in Abschnitt 3.2.1 mittels RR-Spektroskopie in der laminaren Schicht
der Griinalge Ulvasp. untersuchte Carotinoid S-Carotin (5) stellt auch in den hier
untersuchten Algen eines der Hauptcarotinoide des Lichtsammelkomplexes dar (He-
gazi et al., 1998). Die fiir das S-Carotin (5) charakteristischen drei Raman-Banden
liegen bei der Messung in C. prolifera oder C. taxifolia bei 1526 cm™! fiir die C=C-
Streckschwingung (v1) des durchkonjugierten Systems, bei 1156 cm™! fiir die C-C-
Streckschwingungen (1) des Systems und bei 1000 cm~! fiir die Methyl-Schwingungen
(v3) (vergl. Abschnitt 3.2.1 und Abbildung 3.13). Mikroskopische Studien iiber den
Wundverschluss (Dreher et al., 1978) zeigten einen Abbau der Chloroplasten und
der darin enthaltenen Pigmente innerhalb einiger Stunden. Daher eignet sich das
B-Carotin (5) als idealer charakteristischer Metabolit zur Identifikation von intaktem
Algengewebe.

Fiir die FT-Raman-Messungen des Wundverschlusses wurden verschiedene Indi-
viduen von C. tazifolia verwundet und wie oben beschrieben fixiert. Anschliefend
wurde ein Bereich des Stolons, der an der Verletzung beginnend sich bis maximal
3 mm-4 mm von dieser entfernt erstreckte, vermessen. Die aufgenommenen Spektren
ermoglichten aufgrund der unterschiedlichen Bandenstruktur (Anzahl und Position
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Abb. 3.22: FT-Raman-Spektrum und Struktur von Caulerpenin (3) extrahiert aus C. ta-
zifolia und C. prolifera. Der griine Bereich hebt die Bande fiir die zur Identifikation des
Caulerpenins (3) und seiner Derivate verwendete C=C-Streckschwingung ( 2187 cm™1) hervor.

der Banden in den verschiedenen Spektren) eine Einteilung des vermessenen Bereichs
in vier verschiedene Zonen (Ia, Ib, II, III).

Pro Zone wurden aus jeweils 50 bis 180 Spektren sogenannte Mittelwertspektren
gebildet, indem zuvor die untergrundkorregierten und normierten Werte fiir die
Raman-Intensitit (siehe Abschnitt 5.7.1) aller Spektren fiir eine Bandensposition
(cm™1) erst aufsummiert und anschlifenend durch die Anzahl der aufsummierten
Raman-Intensitaten dividiert wurden. Die so erhaltenen Mittelwertspektren der
einzelnen Wundverschlusszonen von C. taxifolia sind in Abbildung 3.24 dargestellt.

Die auf der Bandenstruktur beruhende Einteilung in vier verschiedene Zonen ist
in Ubereinstimmung mit fritheren mikroskopischen Studien des Wundverschlusses
(Dreher et al., 1978) in der die Bereiche als duBerer, innerer Wundverschluss, Uber-
gangszone und intaktes Algengewebe bezeichnet worden sind (schematisch dargestellt
in Abbildung 3.23 C). Die Studie von Dreher et al. (1978) zeigte auch einen zeitlichen
Verlauf in der Bildung des Wundverschlusses bis hin zur vollstdndigen Versiegelung
des verletzten Thallussiickes. Demnach bildet sich direkt nach der Verwundung (siehe
Abbildung 3.23 A) der externe Wundverschluss durch das Ausstoflen einer viskosen
Flissigkeit die bei Beriihrung mit Seewasser zu einem gelatindsen Pfropfen erstarrt
(sieche Abbildung 3.23 B nach Dreher et al. (1978)). Innerhalb der néchsten Minute
zieht sich das verletzte Cytoplasma der Alge 1 mm—2mm von der verwundeten Stelle
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zuriick und es bildet sich ein zweiter, sogenannter interner Wundverschluss (siehe
Abbildung 3.23 B und C). Zwei Stunden nach Verwundung der Alge fingt das
zuriickgezogene Cytoplasma an, sich wieder in Richtung Wundverschluss zu bewegen
(sieche Abbildung 3.23 E). Die Bildung einer neuen Zellwand startet ca. 11 Stunden
nach Verwundung der Alge und endet nach insgesamt sechs Tagen mit dem Beginn
der Degeneration des Wundverschlusses (3.23 (Dreher et al., 1978)).

Eine Groflenangabe fiir die einzelnen Zonen konnte in der vorliegenden Arbeit
allerdings nicht genau ermittelt werden, da die Gréfle der ausgebildeten Zonen sich
zwischen den einzelnen Individuen stark unterschied und auch von der Form der
Verletzung, in diesem Fall durch den angesetzten Schnittwinkel, abhéngig ist.

Die Bereiche der fiir Caulerpenin (3) und g-Carotin (5) spezifischen Banden
sowie weiterer auffilliger Banden, die allerdings noch keiner Substanz sicher zu-
zuordnen sind, werden in Abbildung 3.24 und im weiteren Verlauf dieser Arbeit
farbig hinterlegt. Die erste nicht zugeordnete Bande bei 1186 cm ™' ist rot hinter-
legt, die C=C-Streckschwingung von 3-Carotin (5) bei 1526 cm™—! orange, die zweite
nicht zugeordnete Bande bei 1556 cm ™! lila, die dritte nicht zugeordnete Bande bei
1582 cm ™! blau, die vierte nicht eindeutig zuzuordnende Bande bei 1610 cm~! braun
und schliefllich die C=C-Streckschwingung von Caulerpenin (3) und der Caulerpenin-
Derivate bei 2187 cm ™! mit griin. Die noch nicht zugeordneten Banden werden im
folgenden Text als Wellenzahl angegeben. Eine Ubersicht iiber alle beschriebenen
Banden ist auch Tabelle 3.2 zu entnehmen. Hier sind die in Klammern gesetzten
Zonen diejenigen in denen die entsprechende Bande nur schwach ausgepragt ist.
Im Detail werden die Unterschiede in der chemischen Zusammensetzung der vier
verschiedenen Zonen sowie ihre Bedeutung fiir das Verstdndnis des Wundverschlusses
nachfolgend diskutiert.

Zone la (AuBerer Wundverschluss)

Die erste klar definierbare Zone hat ihren Anfang am dufleren Rand des externen
Wundverschlusses und endet dann nach einigen Mikrometern im Wundverschluss-
gewebe (siehe Abbildung 3.24 Zone Ia). Im dazugehorigen Mittelwertspektrum ist
deutlich eine dominante Bande zwischen 1500 cm™!'-1650 cm™*
sem spektralen Bereich liegen Amid-Banden, die zur Identifikation von Proteinen
verwendet werden. Allerdings sind diese Banden in der Raman-Spektroskopie nur
schwach ausgepriagt und kénnen nicht von dem in den Spektren der Algen hier vor-
kommenden dominanten Banden anderer Metabolite zwischen 1500 cm™'-1650 cm ™!
unterschieden werden. Daher konnten die schon in fritheren Studien als Bestandteil
des Wundverschlusses identifizierten (quervernetzten) Proteine (Dreher et al., 1978;
Goddard & Dawes, 1983; Adolph et al., 2005) nicht direkt anhand ihrer Amid-
Banden, mittels der FT-Raman-Spektroskopie nachgewiesen werden. Allerdings kann
das Caulerpenin-Derivat, welches die Proteine im Wundverschluss vernetzt und so

zu erkennen. In die-
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Tab. 3.2: Charakteristische Raman-Banden der Mittelwertspektren von C. tazifolia

Relative Wellenzahl  Schwingung Metabolit Zone
cm ~? Struktur
2187 c=C 3 (Ib) I 111
2183 C=C Quervernetztes Material Ta
2172 Cc=C 6 Ta
1662 C=C Acetyl 3 I II1
1620 C=C 3 IT III
1613 —  Quervernetztes Material la
1610 —  Quervernetztes Material Ib
1582 - —  IaIb (II III)
1556 - —  TIaIb (II III)
1526 C=C 5 Ta Ib IT III
1361 — — Ta
1286 - - Ta Ib IT IIT
1186 - — Ialb (II) III
1156 C-C 5 Ta Ib IT III
1142 C=C-H - Ta

In diesen Zonen sind die jeweiligen Banden nur schwach ausgeprigt.

dessen Grundstruktur mit bildet (Adolph et al., 2005; Jung & Pohnert, 2001; Weif3-
flog, 2010), anhand der Bande seiner charakteristischen Dreifachbindung identifiziert
werden.

Generell ist die Bande in Zone la fiir die Dreifachbindung des Protein querver-
netzenden Caulerpenin-Derivates als eine schmale Bande bei 2183 cm™! mit einer
Schulter bei 2172 cm ™! zu sehen (siche Abbildung 3.24 griiner Bereich sowie Detailaus-
schnitt in Abbildung 3.27 und Abbildung 3.25 D). Im Vergleich mit der Position
der C=C-Streckschwingung von reinem Caulerpenin (3) bei 2187 cm ™! ist die Bande
im Wundverschluss um 3cm™'-4cm™! und die der Schulter um bis zu 15cm™" zu
kleineren Wellenzahlen hin verschoben (siehe Abbildung 3.27). Eine dhnliche Ver-
schiebung der Bande ist auch bei dem von uns hergestellten Syntheseprodukt nach
Caulerpenin (3) Quervernetzung durch Esterase und Protein (Losung 1) mit einer
Position bei 2173 cm ™! zu erkennen (vergl. Abbildung 1.5 und Anhang Seite 138).

Diese Verschiebung spricht fiir eine Verdnderung der chemischen Umgebung der
Dreifachbindung.

Entscheidend hierfiir ist die Art wie die Caulerpenin-Derivate die Proteine querver-
netzen. Allerdings konnte bis heute weder die genaue Struktur des Protein querver-
netzenden Molekiils noch der daraus resultierende Mechanismus der Vernetzung in
vivo nachgewiesen werden. Einer der beiden diskutierten Mechanismen wurde 1995
von Guerriero et. al. in in vitro-Versuchen etabliert.
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Abb. 3.25: Detailausschnitte der Mittelwertspektren der Zonen Ia (durchgezogen), Ib (ge-
strichelt), IT (gepunktet) und IIT (gestrichelt und gepunktet) von C. tazifolia A) Bereich
fiir die Bande bei 1186 cm ™ (rot) B) Bereich fiir die Bande der C=C-Streckschwingung des
B-Carotins (5) bei 1526 cm ™! (orange). C) Bereich fiir die Banden bei 1556 cm ™ (lila) und
1582 cm ™1 (blau). D) Bereich fiir die Bande der C=C-Streckschwingung des Caulepeninss
(3) und dessen Derivate bei 2172 cm ™! und 2187 cm ™! (griin).

Abb. 3.26: Endprodukte der Reaktion von Caulerpenin (3) mit Butylamin (Bu) nach
Guerriero et al. (1995).
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Abb. 3.27: Detailausschnitte des Mittelwertspektrums von Zone Ia im Vergleich mit den
Spektren von reinem Caulerpenin (3) und des Synthesproduktes (6) im Bereich der C=C-
Streckschwingung bei 2187 cm~1.

Hierbei wird bei der Umsetzung des Caulerpenins (3) mit Butylamin in Metha-
nol, durch eine basisch katalysierte Deacetylierung Oxytoxin 2 (4) freigesetzt. Das
Oxytoxin 2 (4) kann wiederum durch die Addition eines Amins an die Michaelak-
zeptorposition und die Ausbildung eines Pyrrolsystems zu dem Oxytoxin 2 -Derivat
(7) reagieren. Neben einem System mit zwei Proteinbindungstellen (7) konnte Guer-
riero et al. (1995) auch ein Oxytoxin 2-Derivat (6) mit nur einer moglichen Protein
Bindungsstelle identifizieren (sieche Abbildung 3.26).

Dagegen basiert der von Jung & Pohnert (2001) postulierte Mechanismus auf der
Annahme, dass es nach der Deacetylierung zu einer Kondensation eines Amin an
die C13- Aldehydfunktion des Oxytoxin 2 (4) kommt und im Anschluss durch eine
weitere Kondensationsreaktion ein Diimin (9) ausgebildet wird (sieche Abbildung3.28.

Um die in den Wundverschlussspektren vermuteten Banden einem der hier be-
schriebenen moglichen Metaboliten zuzuordnen wurden der Metabolit (6) nach
Guerriero et al. (1995) synthetisiert (siehe Abschnitt 5.6.1) und das aufgereinigt
Synthesprodukte mittels FT-Raman-Spektroskop vermessen. Anschliefend wurden
die aufgenommenen Spektren der Wundverschlusszone Ia mit den Spektrum des
aufgereinigten Syntheseproduktes (6) verglichen. Hierbei zeigte sich, dass das von
uns als (6) identifizierte Molekil der Synthese nach Guerriero et al. (1995) die beste
Ubereinstimmung fiir die verschobene Bande der C=C-Streckschwingung (2172 cm™!)
in Zone Ia des Wundverschlusses (siche Abbildung 3.27) aufwies.
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Abb. 3.28: Postulierter Mechanismus der Reaktion von Oxytoxin 2 (4) mit Aminen nach
Jung & Pohnert (2001).

Zusétzlich konnte einzig in dem Spektrum zur Struktur (6) auch die Deformations-
schwingung der C=C-H-Bindung entlang des konjugierten Doppelbindungssystems
bei 1143 cm ™! identifiziert werden, welche wiederum auch im Spektrum der Zone Ia
bei 1142 cm™! zu sehen ist. Dariiber hinaus zeigten die von Maximilian Brautigam
durchgefithrten DFT Berechnungen von Caulerpenin (3), Metabolit (6) und (7),
Diimin (9) und einem méglichen Oxidiimin (10), nur fiir den Metaboliten (6) eine
vergleichbare Verschiebung der spektralen Position der C=C-Streckschwingung (siehe
Anhang Abbildung 6.4 bis 6.8 und Tabelle 6.1).

Diese Verschiebung der Wellenzahlen lésst sich bei Betrachtung des Pyrrolsystems
von Metabolit (6) anhand der Schwichung der C=C-Bindung durch die verldngerte
m-Konjugation erklaren. Daher konnen wir davon ausgehen, dass in Zone Ia (dem
auBeren Wundverschluss) ein Oxytoxin 2-Derivat mit den Proteinen bindet, welches
eine strukturell hohe Ahnlichkeit mit dem von Guerriero et al. (1995) postulierten
Metaboliten (6) aufweist.

Zudem wurde auch versucht Metabolit (7) nach Guerriero et al. (1995) zu synthe-
tisieren. Allerdings war in den erhaltenen Fraktionen der HPLC-Aufreinigung nicht
eindeutig Metabolit (7) mittels UPLC-MS oder NMR-Messungen zu identifizieren.
Dennoch wurden die Fraktionen mit einem FT-Raman-Spektroskop vermessen und
zeigten fiir die C=C-Streckschwingung eine Bandenposition bei 2184 cm™!. Auch
in der Wundverschluss Zone Ia war eine Bande an einer sehr ahnlichen Position
bei 2183 cm ™! zu finden (siche Abbildung 3.27). Eine Vergleichbare Verschiebung
der Position der C=C-Streckschwingung um 3cm™! waren in Hinblick auf die zu-
satzlich durchgefithrten DFT-Berechnungen nur fiir das Diimin (9) und Metabolit
(7) zu finden sieche Anhang Abbildung 6.4 bis 6.8 und Tabelle 6.1. Dennoch kann
aufgrund der fehlenden eindeutigen Identifikation der Metabolite in den Extrakten
keine Aussage iiber die Anwesenheit von Diimin (9) oder Metabolit (7) in Zone Ia des
Wundverschlusses gemacht werden. Die schon erwihnten DFT-Berechnungen liefern
aber ein weiters Indiz fiir das vorhandensein eines Proteinquervernetzers in Zone Ia.
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In jedem der berechneten Spektren konnte die Bande fiir eine C=C-Streckschwingung
um 1610 cm~! und somit an der gleichen Position gefunden werden, wie im Spek-
trum der Zone la. Dies spricht trotz scheinbarer Abwesenheit von charakteristischen
Amid-Banden der Proteine in Zone Ia fiir das generelle Vorhandensein eines weiteren
Proteinquervernetzers.

Unterstiitzt wird diese Vermutung durch die Tatsache, dass der in Zone la identifi-
zierte Metabolit (6) nur eine mogliche Bindungsstelle fiir die Proteine aufweist und
es mit dem Metaboliten daher nicht zu einer quervernetzung der Proteine kommen
kann. Mikroskopische Studien iiber den Wundverschluss zeigten eine eher lockere,
nicht sehr kompakte Struktur des &uBeren Wundverschlusses (Dreher et al., 1978;
Goddard & Dawes, 1983) als Abgrenzung zum umgebenden Wasser. Diese Struktur
scheint auf den ersten Blick fiir ein Verhindern des Austritts von Zellinhalt nicht sehr
effektiv zu sein. Was wiederum fiir die anscheinend nicht so effektive Verbindung
eines Caulerpenin-Derivates in Form von Metabolit (6) mit einem Protein spricht
und weitere Metabolite oder Mechanismen fiir einen schnellen, ersten Verschluss des
verletzten Algengewebes nicht auszuschliefien lasst.

Neben der Beteiligung von Proteinen und Caulerpenin stehen die sich im Wund-
verschluss auch akkumulierenden Polysacharide und deren sulfatierten Formen durch
ihrer Gel bildenden Fihigkeit (Rees, 1970) schon lange im Verdacht, an der Bildung
des Wundverschlusses in Algen der Gattung Caulerpa beteiligt zu sein (Dreher et al.,
1978; Goddard & Dawes, 1983; Hawthorne et al., 1981; Menzel, 1988; Dawes & God-
dard, 1978). Ein indirekter Zusammenhang zwischen dem Anstieg der Biosynthese
von sulfatierten Polysacchariden und der Verwundung von Caulerpa simpliciuscula
konnte mit C'4-Markierungsexperimenten von Hawthorne et al. (1981) nachgewiesen
werden. Allerdings konnte in diesem Versuch, aufgrund der gewédhlten Extraktionsbe-
dingungen, kein Unterschied zwischen dem extrahierten, sulfatierten Polysaccharid
Glucoxylomannogalactan und der Wundverschluss bildenden Vorstufe gefunden wer-
den. Dartiber hinaus war es nicht moglich, den gelatindsen Wundpfropf mittels dem
extrahierten Glucoxylomannogalactan in vitro nachzubilden (Dreher et al., 1982;
Hawthorne et al., 1981). Dennoch ist eine mogliche zusatzliche Stabilisierung des
Co-Polymers aus dem Caulerpenin Folgeprodukt mit den Proteinen durch die gelbil-
denden sulfatierten Polysaccharide nicht auszuschlieBen und wére eine Erklarung fiir
die in Zone Ia noch unbekannten Metabolite, welche die verletzte Zelle in wenigen
Sekunden verschliefen.

Eine solche stabilisierende Wirkung von Gel formenden, sulfatierten Polysacchari-
den ist von den Alginaten und Carrageenen der Rot— und Braunalgen bekannt. Diese
sulfatierten Polysacharide sind in die Zellwand der Algen integriert und verleihen
ihnen ein hohes Mafi an Feuchtigkeit, Stabilitdt und Flexibilitdt in ihrem durch
Meereswellen stark dynamischen Lebensraum (Graham & Wilcox, 1999). Da die
sulfatierten Polysaccharide in vielen marinen Algen (Percival, 1979) und Pflanzen
(Aquino et al., 2005) aber nicht Phototrophen Organismen des Stisswasser- und
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terrestrischen Bereiches (Ramus, 1981) gefunden worden sind, kann vermutet werden,
dass ihre Funktion neben der schon erwéhnten Stabilisierung der Zellwand auch
eng an weitere abiotische Eigenschaften des marinen Lebensraums gekoppelt ist.
Studien tiber die Griinalge Lamprothamnium papulosum schrieben den sulfatierten
Polysacchariden eine Funktion als negativ geladene Barriere zu, welche bei einem
hypotonischen Schock die Fihigkeit zum Offnen von Ca?*-Kanilen in der Zellwand
reduziert und so fiir einen konstanten Tugordruck sorgt (Shepherd et al., 1999).
Demnach konnte eine hohe Konzentration an sulfatierten Polysacchariden im dufleren
Wundverschluss von C. taxifolia, neben einer Stiitz— und SchliefSfunktion auch eine
weitere Schutzbarriere fiir die verwundete Algenzelle darstellen.

Allerdings konnten ebendfalls, wie die charkteristischen Amid Banden der Proteine,
auch die typischen Banden fiir sulfatierte Polysaccharide bei 1200 cm ™! und 1400 cm~!
in den Mittelwertspektren der Zone la nicht gefunden werden. Jedoch kénnte die
Bande an Position 1186cm™! (siehe Abbildung 3.30 A und B, rot) ein Indiz fiir die
symmetrische Streckschwingung der O=S=0-Gruppe der sulfatierten Polysaccharide
sein. In einigen Studien wurde diese Position der Streckschwingung der O=S=0-
Gruppe sulfatierter Salze von Polymeren zugeordnet (Eysel & Eckert, 1976; Bertram
& Bodmeier, 2006). Da es bei der Bildung des Wundverschlusses auch zu einer
Vermischung des ionischen Mediums (Instant Ocean) und des Zellinhaltes kommt,
ware folglich die Bildung von Polysaccharidsalzen im Wundverschluss auch moglich.
Um diese Vermutung zu verifizieren, ist es notwendig, Vergleichsspektren von Salzen
sulfatierter Polysaccharide oder von sulfatierten Polysacchariden in Anwesenheit
von Instant Ocean unter den gleichen Versuchsbedingungen mittels FT-Raman-
Spektroskopie aufzunehmen. Die hierfiir notwendigen Synthesen und Messungen
konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt werden.

Interessanterweise ist auch die charakteristische Bande fiir die C=C-Streckschwing-
ung des S-Carotins (5), die charakteristische Bande fiir die intakte Alge, im dufieren
Wundverschluss zu erkennen (siehe Abbildung 3.24, oranger Bereich und 3.25 B).
Die einzelnen Spektren des Mittelwertsspektrums von Zone la zeigten allerdings
unterschiedliche Anteile an S-Carotin (5), was sich deutlich durch eine hohe Stan-
dardabweichung (grauer Bereich um die Mittelwertspektren in Abbildung 3.24) fiir
diese Bande widerspiegelt. Zu erkléren ist dies durch die bei dem rapiden Wund-
verschlussmechanismus teilweise eingeschlossenen, noch intakten Plastiden, welche
ein starkes Signal fiir die typische §-Carotin-Bande liefern. Auch optisch sind die
eingeschlossenen Plastiden am Beispiel der Chloroplasten als wahllos verteilte, kleine
griilne Punkte im sonst weifen Wundverschluss zu erkennen (sieche Abbildung 3.24,
rechtes Bild Aufnahme des Wundverschlusses).

Weitere typische Banden des externen Wundverschlusses bei 1556 cm™!,1582 cm ™!,
die schon erwihnte Bande bei 1610 cm™! sowie die nur in Zone Ia schwach ausge-
prigte Bande bei 1361 cm™! konnten aufgrund von Literaturquellen teilweise dem
Chlorophyll der eingeschlossenen Chloroplasten zugeordnet werden (Koyama, 1995;
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Lutz, 1974). Dagegen spricht allerdings die Tatsache, dass die fiir das Chlorophyll
dominanten und charakteristischen Banden bei 306 cm™! und im Bereich zwischen
700 cm~'-900 cm ! nicht im Spektrum der Zone Ia detektiert worden sind. Dariiber
hinaus variiert die Intensitit, der hier vermuteten Chlorophyll-Banden, zwischen
den einzelnen gemessenen Spektren der Zone la nicht so stark wie im Falle der
C=C-Streckschwingung des -Carotins (5). Da beide Metabolite innerhalb der Chlo-
roplasten vorhanden sind, ist die getroffenen Zuordnung der Banden zum Chlorophyll,
basierend auf Literaturdaten, mit Vorbehalt zu betrachten. Die Schwingungen des
Chlorophylls werden mit der hier verwendeten Anregungswellenléinge von 1064 nm
auch deutlich schwécher als im sonst oft verwendeten resonanten Bereich (450 nm und
650 nm) angeregt. Eine teilweise Zugehorigkeit der Banden zum Chlorophyllmolekiil
ist daher nicht komplett auszuschlieSen, kann allerdings keine vollstdandige Erklarung
fiir die hier ermittelten Bandenintensitéiten geben.

Zone |b (Innerer Wundverschluss)

Direkt an die Zone Ia in Richtung Algeninneres angrenzend, konnte ein weiterer Be-
reich des Wundverschlusses detektiert werden. Zone Ib ist aufgrund ihrer Lokalisation
im Wundverschluss dem von Dreher et al. (1978) beschriebenen internen Wundver-
schluss zuzuordnen. Bei genauerer Betrachtung konnten die gleichen Banden und
Bandenpositionen, unter anderem fiir das -Carotin (5), in den Spektren von Zone Ia
und Ib gefunden werden. Allerdings ist die Intensitét dieser Banden im inneren Wund-
verschluss (Zone Ib) im Vergleich zu Zone Ia deutlich geringer. Der Hauptunterschied
zwischen den beiden Zonen zeigt sich in der Bandenposition und Signalintensitét der
typischen Dreifachbindung des Caulerpenins (3) und seiner Derivate (siehe Abbildung
3.25 D). In Zone Ib liegt die Bandenposition der Dreifachbindung mit 2186 cm ™!
ziemlich nahe an der des geldsten, reinen Caulerpenins (3) mit einer Position bei
2187 cm~!. Dagegen befindet sich die Bande der C=C-Streckschwingung in Zone
Ia bei 2183 cm ™! und weist dort auch eine geringere Intensitit auf. Vollkommen
abwesend in Zone Ib ist dagegen die in Zone la vorhandene Bandenschulter bei
2171 cm ™! sowie die Deformationsschwingung der Wasserstoffatome des in Zone Ia
identifizierten Metaboliten (6) bei 1143 cm™!. Auch die in Zone Ia dem Protein quer-
vernetzten Molekiil zugeordnete Bande der C=C-Streckschwingung bei 1610 cm™! ist
im Spektrum von Zone Ib um 3cm™! auf 1613 cm™! verschoben. Diese Unterschiede
in der Bandenpostion und in der Anwesenheit der Banden zwischen den Spektren der
Zone Ia und Ib kann auf mehrere Faktoren hindeuten. Zum einen kann es sich bei
dem Protein quervernetztenden Molekiil in Zone Ib um ein anderes als das in Zone Ia
vorgeschlagene Oxytoxin 2- Derivat (6) handeln. Zum anderen kann das Oxytoxin 2-
Derivat (6) in Zone Ib auch vollstédndig fehlen und zudem mehrere unterschiedliche
quervernetzungs Metabolite vorhanden sein. Ein Vergleich zwischen dem Spektrum
der Zone Ib und den berechneten als auch gemessenen Synthseprodukten der pos-
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tulierten Wundverschlussmetaboliten nach Guerriero et al. (1995) und Jung et al.
(2002) konnte die genaue Struktur des Protein quervernetzten Molekiils in Zone Ib
nicht klaren.

Bei einer genaueren Betrachtung der einzelnen Messreihen, welche die Grundlage
fiir die Mittelwertspektren der jeweiligen Zone bilden, zeigte sich ein Gradient fir
die Intensitdt der Bande der C=C-Streckschwingung des Caulerpenins (3) innerhalb
der Zone Ib an. Abbildung 3.29 zeigt diese Zunahme der Intensitét fiir die Bande
2187cm ™! und die gleichzeitige Intensititsabnahme der fiir den Wundverschluss
typischen Bande bei 1582cm™! exemplarisch fiir zwei Messreihen eines Wundver-
schlusses.

Frithere Studien (Goddard & Dawes, 1983; Dreher et al., 1978; Menzel, 1988)
zeigten, dass zuerst der &uflere und dann der innere Wundverschluss ausgebildet wird.
Zudem wird der duflere Wundverschluss unabhéngig von dem umgebenden Medium
gebildet. Dagegen wird der innere Wunderverschluss nur ausgebildet, wenn der &uflere
Wundverschluss bereits besteht und das umgebende Medium Seewasser ist (Dreher
et al., 1982). Moglicherweise konnen die, in unserer Studie gefundenen Unterschiede
der chemischen Zusammensetzung zwischen Zone Ia und Zone Ib, Anséitze zur Klarung
der Rolle von Seewasser bei der Ausbildung des inneren Wunderverschlusses liefern.
Allerdings ging dies iiber den Umfang dieser Arbeit hinaus.

Im Gegensatz zum Spektrum der Zone la ist im Spektrum der Zone Ib auch eine
schwache Bande bei 1660 cm ™! (siche Abbildung 3.24) zu erkennen. Hierbei konnte es
sich laut Literatur um die Amid I -Bande von Proteinen handeln (Copeland & Spiro,
1986). Dagegen spricht die Abwesenheit der im Raman-Spektrum von Proteinen stark
ausgeprigten Bande des Phenylalanins bei 1002 cm™!. Uberdies stimmt die Position
der Bande bei 1660 cm™! mit der C=0-Streckschwingung des reinen Caulerpenins
(3) iiberein. Daher liegt eine Zugehorigkeit der Bande zum Caulerpenin (3) nahe. Es
sind weitere Untersuchungen nétig, um die Bande bei 1660 cm ™! eindeutig einem
Metaboliten zuordnen zu kénnen.

Zone |l (Zwischenzone)

Zone II stellt den Bereich zwischen internem Wundverschluss und intakter Alge
dar. Rein optisch ist diese Zone nicht wie die Wundverschlusszone (Ia und Ib) weif3,
sondern geht immer mehr ins griinliche wie bei einer intakten Alge tiber.

Die dem Wundverschluss (Zone Ia und Ib) zuzuordnenden Banden bei 1556 cm ™!,
1582cm ™! und 1610 cm™! sind hier nur noch schwach ausgeprigt (3.25 C). Dagegen
sind die zwei typischen Banden der C=C-Streckschwingung (1526 cm~!) und C-C-
Streckschwingung (1156 cm™!) fiir das $-Carotin (5) deutlich zu erkennen.

Das Mittelwertspektrum der Zone II zeigt auch die drei charakteristischen Banden,
die dem Caulerpenin (3) zugeordnet werden konnen. Sowohl die Bande fir die
C=0-Streckschwingung (1660 cm~1), die fiir die C=C-Streckschwingung (1620 cm~!)
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Abb. 3.29: Gradient der integrierten Intensitat der Bande fiir die C=C-Streckschwingung des
Caulerpenins (3) (2187 cm ™! griin) und der Bande bei 1582 cm ™!, blau iiber die Messreihen
1 (durchgezogen) und 2 (gestrichelt) der Zone Ib von C. tazifolia. Zusétzlich wurden die
identifizierten Zonen markiert. Oben rechts: Schematische Darstellung der Position der
Messreihen 1 und 2 eines Stolons von C. tazifolia
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als auch die fiir die C=C-Streckschwingung (2186 cm 1) sind hier zu erkennen und
stimmen mit den Bandenpositionen des reinen Caulerpenin-Spektrums gut iiberein
(3.25 C und D). Aufgrund dieser Ubereinstimmung gehen wir davon aus, dass sich in
Zone 1II freies, nicht umgesetztes Caulerpenin (3) befindet.

Zone Il (intakte Alge)

Die dritte Zone stellt den an den Wundverschluss (Zone Ia und Ib) und die Uber-
gangszone (Zone II) angrenzenden intakten Teil des Stolons dar. Dieser ist stark
griin gefarbt und unterscheidet sich deutlich in den Spektren vom Wundverschluss
der Zone Ia und Ib.

Es sind keinerlei Banden fiir die Quervernetzungsmetabolite wie in Zone Ia in Form
des Verschiebens der Position der Bande fiir die Dreifachbindung vorhanden (siehe
Abbildung 3.25 D). Auch die Intensitét fir die im Wundverschluss typischen Banden
bei 1556 cm ™!, 1582 cm ™! und 1610 cm ™" ist sehr gering, fast nicht zu erkennen (siche
Abbildung 3.25 C). Dagegen sind die typischen Banden der C=C-Streckschwingung
(1525 cm™!) und der C-C-Streckschwingung (1156 cm~!) des 3-Carotins (5) besonders
deutlich zu erkennen (siehe Abbildung 3.24 und 3.25 B). Auch die Bande der C=C-
Streckschwingung ist im Spektrum der Zone III an der gleichen Position wie die der
C=C-Streckschwingung im reinen Caulerpenin (3) zu erkennen, jedoch mit einer
deutlich geringeren Intensitét als in Zone II (sieche Abbildung 3.25 D).

Ubersicht iiber die Verteilung der Metabolite iiber alle Zonen

Der unterschiedliche Verlauf der ausgesuchten Banden iiber die zuvor charakteri-
sierten Zonen wird schon bei Betrachtung der Einzelmessungen sehr deutlich (siehe
Abbildung 3.30 A und C). Die Resultate der Einzelmessungen lassen sich zudem
anhand der integrierten Intensitit ausgewéahlter Banden der Mittelwertspektren
zusammenfassen und vergleichen. Verglichen wurden hierbei die Intensitdten fir
die schon in Abbildung 3.24 farbig, hervorgehobenen charakteristischen Banden des
B-Carotins (5) (1526 cm™!, orange), Caulerpenins (3) (2187 cm™!, griin) und die fiir
den Wundverschluss typischen, noch keinem Metaboliten zugeordneten Banden bei
1186 cm ™! (rot), 1556 cm ™ (lila) und 1582 cm ™! (blau) (sieche Abbildung 3.30 B und
D).

Die Ergebnisse zeigen, dass die noch nicht einem Metaboliten zugeordneten Banden
bei den Positionen 1186 cm™!, 1556 cm ™! und 1582 cm ™! (siehe Abbildung 3.30 A und
B ) in Zone Ia und Ib am stérksten vertreten sind und in Richtung der Zone II und III
hin abnehmen. Die noch unbekannten Metabolite scheinen sich im Wundverschluss
zu akkumulieren, wobei die hochste Intensitit der jeweiligen Bande im &dufleren
Wundverschluss (Zone Ia) zu finden ist.

Die zuvor vermutete Zuordnung der zwei unbekannten Banden bei 1556 cm ™!

71



FT-Raman-Spektroskopie

Ergebnisse und Diskussion

1

o
Ia/ \ Ib 11

\

Raman Intensitét (arb. Skala)

0 1000

III

2000
MeBposition (pm)

3000

Integrierte Raman Intensitét (arb. Skala)

b i} I
Zone
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(A und C), sowie integrierte Raman Intensitdt der Mittelwertspektren (B und D) mit

1

Standardabweichung. Die Farben geben die verschiedenen Banden an: rot 1186 cm™", orange
1526 cm~! (B-Carotin), blau 1556 cm~!, lila 1582 cm ™! und griin 2187 cm~! (Caulerpenin

(3) und Caulerpenin-Derivate).
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und 1582 cm ™! zum Chlorophyll {iber Literaturrecherche (siehe Seite 60) kann bei
Betrachtung des Verlaufes der Bandenintensitdten iiber alle Zonen fast ausgeschlossen
werden. Die Intensitdt der Banden ist in Zone Ia am hochsten und nicht - wie
zu erwarten - in der nahezu intakten Algenzone III mit einer hohen Anzahl an
Chloroplasten (Vergl. Abbildung 3.30 A und B, blau und lila). Obwohl ein Beitrag
des in der Alge vorhandenen Chlorophylls zu den Banden nicht ausgeschlossen
werden kann, ist daher der erhaltene Gradient Uiber die verschiedenen Zonen nicht
ausschliefllich mit dem Metaboliten Chlorophyll zu erkléaren.

Fiir die schon eindeutig identifizierten Metabolite S-Carotin (5) sowie den prote-
inquervernetzter Caulerpenin (3) und seine Derivate konnte ebenfalls ein Gradient
tiber die verschiedenen Zonen gezeigt werden (vergl. Abbildung 3.30 C und D, orange
und grin).

Die typische Bande der C=C-Schwingung fiir das 3-Carotin (5) bei 1526 cm ™!
(siehe Abbildung 3.30 C und D, orange ) konnte in allen Bereichen des Wundver-
schlusses und der intakten Alge nachgewiesen werden. Zone la zeigt eine deutlich
hohere Intensitét als Zone Ib, wogegen die Intensitat kontinuierlich in Zone IT und
IIT zunimmt. Wie schon in der Beschreibung der Zone Ib angedeutet, kann die hohe
Intensitdt und Standardabweichung fiir die Bande in Zone Ia mit dem Einschluss
von [-Carotin (5) beinhaltenden Plastiden erklért werden.

Dagegen kann die im Gradienten deutliche geringere Intensitét der Bande in Zone
Ib, vergleichen mit Zone Ia auch durch den zeitlichen Verlauf der Wundverschlussbil-
dung erklart werden. Direkt nach der Verletzung der Alge und dem Ausbilden des
duleren Wundverschlusses zieht sich das verletzte Cytoplasma mit den -Carotin
(5) beinhaltenden Plastiden um 1mm-2mm von der verwundeten Stelle zuriick
(Goddard & Dawes, 1983; Dreher et al., 1978). Da sich die Riickzugbewegung des
Cytoplasmas vom dufleren Wundverschluss schneller abspielt als die bis zu 60s dau-
ernde Ausbildung des internen Wundverschlusses (Zone Ib) (Goddard & Dawes, 1983)
werden hier nur wenige Plastiden eingeschlossen und folglich ist die Intensitat der
typischen -Carotin-Bande auch geringer als in Zone la. In den nachfolgenden Zonen
(IT, IIT) nimmt die Intensitét fir die C=C-Streckschwingung wieder zu bis sie in
der Zone III dem Bereich der intakten Alge und der vermutlich hochsten Menge an
Plastiden erreicht.

Generell konnte auch die fiir das Caulerpenin (3) und seine Derivate typische C=C-
Streckschwingung in allen vier Zonen nachgewiesen werden (siehe Abbildung 3.30 C
und D, griin). In der Intensitidt der Bande zeigte sich ein kontinuierlicher Anstieg von
Zone la bis Zone II (vergl. Abbildung 3.29 griin) gefolgt von einem Abfall in Zone III.
Hierbei ist zu beachten, dass die Bandenposition der C=C-Streckschwingung in Zone
Ia im Vergleich zu den Zonen Ib, IT und IIT um einige Wellenzahlen verschoben ist
und mittels Referenzspektren und DFT-Kalkulationen dem Caulerpenin-Derivat (6)
nach Guerriero et al. (1995) zugeordnet werden konnte. Dagegen scheint aufgrund der
Bandenposition in den restlichen Zonen iiberwiegend das underivatiserte Caulerpenin
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(3) vorzuliegen und sich in Zone II der Ubergangszone zwischen Wundverschluss
und intaktem Gewebe zu akkumulieren (vergl. Abbildung 3.29 griin). Dies legt
die Vermutung nahe, dass das Caulerpenin (3) zum Ubergangsbereich zwischen
verwundeter Alge und intaktem Gewebe transportiert wird. Allerdings ist auch nicht
auszuschlieBen, dass die Akkumulation von Caulerpenin (3) in Zone II durch die
schon erwéhnte cytoplasmatische Riickzugbewegung vom Wundverschluss entsteht.
Dort kénnte das Caulerpenin (3) neben seiner Funktion als Quervernetzer auch
toxisch auf eindringende Mikroorganismen wirken.

Generell war es uns in der hier durchgefithrten Studie des Wundverschlusses zum
ersten Mal moglich, das Vorhandensein von Caulerpenin-Derivaten in vivo zu zeigen
(Weissflog et al., 2013). Bisherige Studien konnten nur indirekte Schliisse auf die
Présenz von Caulerpenin (3) und seinem Derivaten im Wundverschluss, durch die Ver-
wendung von markierten Histonen (Adolph et al., 2005) oder Caulerpenin-Derivaten
(WeiBflog, 2010) ziehen. Dartiber hinaus konnten die FT-Raman-Messungen auch die
in fritheren Studien gezeigte histologische Unterteilung des Wundverschlussgewebes
in vier verschiedene Bereiche chemisch belegen. Allerdings konnten nicht alle chark-
tersitischen Banden der Wundverschlusszonen bisher einem Metaboliten zugeordent
werden. Daher sind fiir die Erforschung des Wundverschlussmechanismus und des-
sen Okologischens Bedeutung die Identifikation der fiir den Wundverschluss von C.
taxifolia charakteristischen, noch unbekannten Banden, weitere Studien nétig.

Daher sind fiir die Erforschung des Wundverschlussmechanismus und dessen 6kolo-
gischens Bedeutung die Identifikation der fiir den Wundverschluss von C. tazifolia
charakteristischen, noch unbekannten Banden, weiterfithrende Studien nétig.

3.3.2 Vergleich der chemischen Zusammensetzung der Wundverschliisse
von C. taxifolia und C. prolifera

Die rasante Verbreitung der invasiven Grinalge C. taxifolia im Mittelmeer wird in
einigen Studien mit der Form der asexuellen Vermehrung (Smith & Walters, 1999;
Meinesz et al., 2001; West et al., 2007) und somit auch mit dem Wundverschluss in
Zusammenhang gebracht. Generell ist die Ausbildung eines Wundverschlusses bei
Verletzung als Teil der asexuellen Vermehrung in Algen der Gattung Caulerpa und
insbesondere auch bei der im Mittelmeer heimischen Art C. prolifera zu beobachten
(Dawes & Goddard, 1978). Es stellt sich also die Frage, wieso C. tazifolia C. prolifera
zu groflen Teilen im Mittelmeer verdrangen konnte.

So unterschiedlich wie die Form der Assimilatoren zwischen den beiden Algenarten,
ist auch ihr jeweils ausgebildeter Wundverschluss (siehe Abbildung 3.31). Die Menge
des aus der Zelle ausgeflossenen Zellinhaltes ist bei C. tazifolia wesentlich geringer
als bei C. prolifera, deutlich sichtbar an der Bildung eines duflerlich unstrukturierten,
grofien Wundpfropfs am verletzten Stolon von C. prolifera (Vergl. Abbildung 3.31 B
und 3.31 A). Rein optisch scheint daher der Wundverschluss von C. taxifolia deutlich
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Abb. 3.31: Aufnahme des Wundverschlusses von C. tazifolia (A) und C. prolifera(B) 5 min
nach Verwundung. Kontrast der Bilder wurde mit dem Program GIMP bearbeitet.

effektiver zu sein als der von C. prolifera.

Die chemische Grundlage dieser Unterschiede ist bisher noch nicht bekannt. Zwar
wurden von Dawes & Goddard (1978) Unterschiede in der Metabolitzusammensetzung
(Kohlenhydrate, Proteine, Lipide) des Wundverschlusses von C. prolifera und weiteren
Caulerpa-Arten gefunden, diese Studie beinhaltete jedoch nicht Untersuchungen von
C. taxifolia. In Abschnitt 3.3.1 wurde gezeigt, dass sich die FT-Raman-Spektroskopie
fiir die Lokalisation von verschiedenen Metaboliten im Wundverschluss von C. taxi-
folia eignet. Daher wurde fiir einen Vergleich zwischen den beiden Algen auch der
Wundverschluss von C. prolifera mittels FT-Raman-Spektroskopie untersucht. Wie
schon bei C. taxifolia waren in C. prolifera die Bandenstrukturen zwischen dem
Wundverschluss und dem angrenzenden Algengewebe unterschiedlich. Es zeigte sich,
dass sich der Messbereich, aufgrund der Bandenstruktur der Spektren, chemisch in
drei Zonen unterteilen lasst. Analog zu den Messungen des Wundverschlusses von C.
tazifolia (Abschnitt 3.3.1), wurden auch fiir C. prolifera aus mehreren Einzelspektren
Mittelwertspektren gebildet (sieche Abbildung 3.32). Im Gegensatz zu den Mittel-
wertspektren der Zone I und II, die jeweils aus tiber 100 Spektren berechnet wurden,
basiert Zone III hier nur auf 3 Einzelspektren. Natiirlich sind fiir eine genauere
Aussage zu Zone III mehr Messungen nétig. Allerdings steht Zone IIT nicht im Fokus
dieses Abschnitts, der sich mit dem Vergleich der Wundverschlusszonen (I, Ia, Ib)
der beiden Caulerpacean beschéftigt.

Im Vergleich zu den in Abschnitt 3.3.1 ermittelten Spektren von C. tazifolia
zeigt die Bandenstruktur von C. prolifera einen Unterschied in der chemischen
Zusammensetzung des Wundverschlusses schon alleine dadurch, dass bei C. prolifera
keinerlei Unterscheidung in Zone Ia und Ib moglich war. Deutlich wird dies bei dem
direkten Vergleich der einzelnen Zonen zwischen C. prolifera und C. taxifolia in
Abbildung 3.33.

In dem fiir die Unterteilung in Zone la und Zone Ib mafigeblichen Bereich der
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Abb. 3.32: Mittelwertspektren fiir die Zonen I (nzoner = 132), IT (nzonerr = 117) und 11T (nzoperrr = 3) fiir den Wundverschluss
von C. prolifera. Farbige Bereiche entsprechen den aus den Spektren von C. tazifolia auffillige Banden bei 1186 cm ™~ (rot),
1526 cm~! (orange, C=C-Streckschwingung des S-Carotins (6)), 1556 cm~! (lila), 1588 cm™! (blau), 1610cm~! (gelb) und
2187 cm ™! (griin, C=C-Streckschwingung des Caulerpenins (3) und seiner Derivate).
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Abb. 3.34: Detailausschnitt der Bande fir die C=C-Streckschwingung des Caulerpenins (3)
bei 2187 cm ™! (griin hervorgehoben) der fiir C. prolifera und C. tazifolia zusammengefassten
Zone 1. Hierbei sind die Spektren der Zone Ia und Ib von C. tazifolia als punkt-strich (Zone
Ia) sowie strich (Zone Ib) sowie die Zone I von C. prolifera als durchgezogene Linie dargestellt.

C=C-Streckschwingung zwischen 2170 cm~'-2190 cm ™! &hnelt das Spektrum von C.
prolifera dem von C. tazifolia in Zone Ib (siehe Abbildung 3.34) stark. So ist diese
Bande des Caulerpenins (3) oder seiner Derivate im Spektrum des Wundverschlusses
von C. prolifera bei 2186 cm™! zu finden, was vergleichbar mit der Position fiir diese
Schwingung im reinen Caulerpenin (3) und identisch mit der in der Wundverschluss-
zone Ib von C. tazifolia ist. Dagegen ist die Bande der C=C-Schwingung in Zone
Ia von C. taxifolia bei 2183 cm™! zu finden. Zudem konnte die fiir Zone Ia von C.
tazifolia charakteristische Schulter der Bande bei 2173 cm™! im Spektrum von C.
prolifera nicht gefunden werden. Das spricht gegen die Anwesenheit von Metabolit
(6) im Wundverschluss von C. prolifera.

Auch weitere, fiir den Wundverschluss von C. tazifolia charakteristische Banden
der Zone Ib (1186 cm™! und 1556 cm~!) konnten im Wundverschlussspektrum von
C. prolifera identifiziert werden (siche Abbildung 3.33). Allerdings ist bei C. prolifera
eine weitere Bande bei 1571 cm ™! vorhanden, wodurch die Bande bei 1556 cm ™! nur
als Schulter in Erscheinung tritt (siehe Abbildung 3.35). Zudem ist die Bande bei
1571 cm ™! relativ breit, wodurch zu einer Uberlagerung mit der von C. tazifolia
bekannten Bande bei 1588 cm™! kommen kann sofern diese schwach ausgeprigt ist.

Die Bande bei 1610 cm™!, die im Abschnitt 3.3.1 den Protein quervernetzenden
Molekiilen in Zone Ia und Ib von C. tazifolia zugeordnet wird, ist abwesend im
Wundverschlussspektrum von C. prolifera (sieche Abbildung 3.35). Dagegen tritt hier
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Abb. 3.35: Detailausschnitt der Mittelwertspektren von C. prolifera und C. taxifolia zu-
sammengefasst als Zone I mit Zone Ia (punkt-strich), Ib (strich) von C. tazifolia und I
(durchgezogen) von C. prolifera iiber einen Bereich von 1450 cm™1-1700 cm~!. Farbige Be-
reiche entsprechen tiberwiegend den aus den Spektren von C. tazifolia mit den auffalligen
Banden bei 1526 cm™! (orange), 1556cm =t (lila), 1588 cm~! (blau), 1610cm =t (braun).
Zusitzlich wurde die im Spektrum von C. prolifera deutliche Bande bei 1627 cm ™! gelb
hervorgehoben.

eine neue Bande bei 1627 cm™! auf. Die Position dieser Bande nahe der Position fiir
die C=C-Schwingung des Caulerpenins (3) (1620 cm~!) und die Abwesenheit der
Bande bei 1610 cm ™! sind ein Indiz dafiir, dass es sich hierbei um ein weiteres, noch
nicht identifiziertes Caulerpenin-Derivat handelt.

Auch die in Abschnitt 3.3.1 fiir C. tazifolia beschriebene Bande bei 1660 cm™! der
C=C-Schwingung, die als Schwingung des Caulerpenins (3) oder als Indiz fir die
Anwesenheit von Proteinen interpretiert werden kann, ist hier deutlich zu sehen (siehe
Abbildung 3.33). Aufgrund der teilweisen Ubereinstimmung an Bandenpositionen
zwischen den Spektren Ia und Ib von C. tazifolia und C. prolifera scheint daher der
chemische Aufbau des Wundverschlusses (Zone I) von C. prolifera dem des inneren
Wundverschlusses (Zone Ib) von C. tazifolia zu dhneln.

Der generelle Verlauf einiger charakteristischer Banden ist bei beiden Algen &dhnlich
(siche Abbildung 3.36). Die Intensitdt der fiir den Wundverschluss charakteristischen
Banden ist bei beiden Arten in Zone la und IIb bzw. Zone I maximal und nimmt
danach stark ab. Dies ist auch fiir das §-Carotin zu sehen, allerdings steigt dies in
Zone III wieder auf Intensitdten, wie sie auch im intakten Algengewebe zu finden sind,
an. Bei beiden Spezies ist die Intensitit der Bande fiir Caulerpenin in Zone Ia bzw.
Zone I schwach, und steigt in Richtung Zone II an, wobei C. taxifolia die maximale
Intensitédt schon zum Ende von Zone Ib erreicht, wihrend dies bei C. prolifera erst
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Abb. 3.36: Verlauf der Raman Intensitdt von Einzelmessungen von fiir den Wundverschluss
charakteristischen Banden bei C. prolifera und C. tazifolia. A und C C. prolifera, B und D C.
tazifolia. Die Farben geben die verschiedenen Banden an: rot 1186 cm ™!, orange 1526 cm ™!
(B-Carotin), lila 1582 cm ™1, turkis 1572 cm ™!, gelb 1610 cm ™!, braun 1627 cm™! und griin
2187cm~! (Caulerpenin (3) und Caulerpenin-Derivate).

in Zone II erreicht wird.

Obwohl nicht alle Banden bisher identifiziert werden konnten, kann man dennoch
schon einige Unterschiede im chemischen Aufbau des Wundverschlusses von C. prolife-
ra und C. taxifolic mittels FT-Raman-Spektroskopie erkennen. Die unterschiedlichen
charakteristischen Positionen fiir die typischen Wundverchlussbanden beider Algen
sind in Tabelle 3.3 zusammengefasst.

Generell konnte ein chemischer Unterschied zwischen dem intakten und verwunde-
ten Gewebe dieser beiden Algen nach Verwundung schon in der Studie von Jung et al.
(2002) ermittelt werden. Hier lag der Fokus auf die Verédnderung der Caulerpenin-
Konzentration durch die Esterase induzierte Transformation des Caulerpenins (3)
nach Verwundung der Alge. Die Studie zeigte, dass in der im Mittelmeer heimischen
C. prolifera die Caulerpenin-Konzentration der gesamten Alge nach Verwundung
deutlich schneller abnahm, als in der invasiven Spezies C. tazifolia. Schon innerhalb
der ersten Minute nach Verwundung ist der Caulerpenin-Gehalt von C. prolifera
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Tab. 3.3: Charakteristische Raman-Banden der Mittelwertspektren von C. taxifolia und C.
prolifera

C. taxifolia C. prolifera
Rel. Wellenzahl  Rel. Wellenzahl = Schwingung Metabolit
cm ! cm ~t Struktur
2187 2187 Cc=C 3
2183 - C=C Quervernetztes Material
2172 - Cc=C 6
1610 1627 —  Quervernetztes Material
1582 1571 - -
1556 1556 - -
1526 1527 C=C 5
1186 1186 - -
1156 1156 C-C 5

auf 11 % der urspriinglichen Konzentration in der unverwundeten Alge gesunken.
Dagegen sank der Gehalt an Caulerpenin (3) in C. tazifolia innerhalb der ersten
Minute nur auf 50 % und erst nach drei Minuten waren die Konzentrationen sowohl
von C. tazifolia als auch von C. prolifera bei einem vergleichbaren Wert unter 10 %.
Dies kann im Zusammenhang mit den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen und
Beobachtungen in einem neuen Licht betrachtet werden. Wir konnten beobachten,
dass der Ausfluss des Cytoplasmas aus der verwundeten Alge von C. taxifolia schneller
zum Erliegen kam als nach der Verwundung von C. prolifera.

Zudem ist von Algen der Gattung Caulerpa bekannt, dass der duflere Wund-
verschluss direkt nach Verletzung und zeitlich vor dem inneren Wundverschluss
ausgebildet wird (Dreher et al., 1978; Goddard & Dawes, 1983). Betrachtet man
den relativ groflen, externen Wundpfropfen von C. prolifera im Vergleich zum rela-
tiv kompakten, externen Pfropfen von C. taxifolia, so wird deutlich, dass sich im
volumingseren Pfropfen vermutlich mehr transformiertes Caulerpenin (3) befindet.

Die weitere Abnahme der Caulerpenin-Konzentration aus Jung et al. (2002) kann
mit der anschlieenden Bildung von Zone Ib in C. tazifolia erkléirt werden.

Ob die hier gefundenen Unterschiede im Wundverschluss eine Rolle bei der effekti-
veren Verbreitung der invasiven C. tazifolia gegeniiber der einheimischen C. prolifera
im Mittelmeer spielt, konnen diese Versuche natiirlich nicht klaren. Allerdings wurde
von Weissflog et al. (2008) gezeigt, dass das Proteinnetzwerk des Wundverschlusses
auch die Attraktivitidt von C. taxifolia gegeniiber Herbivoren reduziert. Herbivo-
re zeigten in der Studie eine deutliche Préferenz fiir Futterpellets, hergestellt aus
unverwundeter C. tazifolia im Gegensatz zu Futterpellets, die aus verwundeter C.
taxifolia bestanden. Ebenfalls ist aus Laborversuchen eine deutliche Préferenz von
im Mittelmeer heimischen Herbivoren fiir die indigene Alge C. prolifera gegeniiber
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den invasiven Algen C. tazifolia und C. racemosa bekannt (Gianguzza et al., 2002).
Ahnliche Versuche, wie die von Weissflog et al. (2008), mit C. prolifera und C.
taxifolia konnten mit Hinblick auf die Ergebnisse dieser Arbeit weitere Hinweise zur
Aufklarung des Erfolges von C. tazifolia gegeniiber C. prolifera im Mittelmeer liefern.
Um den Mechanismus des Wundverschlusses besser zu verstehen und somit 6kolo-
gische Fragestellungen besser beantworten zu kénnen, ist es notwendig, die in dieser
Studie detektierten, allerdings noch unbekannten Metabolite zu identifizieren und auf
ihre biologische Aktivitdt hin zu untersuchen. Im Hinblick auf die Verbreitung von
Individuen der Gattung Caulerpa im Mittelmeer konnte vor allem die Bestimmung
der unbekannten Metabolite von C. taxifolia in Zone la ein wichtiger Schritt sein.

3.3.3 Verteilung von Caulerpenin innerhalb von C. taxifolia und C.
prolifera

Wie in den vorherigen Abschnitten 3.3.1 und 3.3.2 beschrieben, ist es mit FT-Raman-
Spektroskopie méoglich, die Verteilung von Metaboliten innerhalb verschiedener Berei-
che des Wundverschlusses von C. tazifolia und C. prolifera zu erfassen. Mit Fokus auf
den fiir die Wundverschlussausbildung wichtigen Sekundérmetaboliten Caulerpenin
(3), konnte eine Anreicherung des anscheinend untransformierten Caulerpenins (3)
in der Ubergangszone (Zone 1) zwischen Wundverschluss und annithernd intaktem
Gewebe von C. tazifolia gezeigt werden. Dies fiihrte zu der Vermutung, dass der
Metabolit wihrend der Wundverschlussausbildung aus dem intakten Gewebe zur
verwundeten Stelle hin transportiert wird.

Da die Bildung der &ufleren Wundverschlusses innerhalb von Sekunden und un-
abhéngig von der Grofle oder Ort der Verwundung ablauft (Janse, 1906), liegt die
Vermutung nahe, dass der Metabolit homogen in der Alge verteilt ist. Von Amade &
Lemée (1998) und Box et al. (2010) wurden Konzentrationsunterschiede des Metabo-
liten zwischen Assimilatoren, Rhizoiden und Stolon festgestellt. Zudem ist bekannt,
dass die Biosynthese des Caulerpenins (3) kompartimiert stattfindet (Pohnert & Jung,
2003). Die Studien geben aber keinen Aufschluss dariiber, ob der Metabolit in der
Zelle lokalisierts vorliegt. Dies liegt jedoch nahe, da Caulerpenin (3) in Anwesenheit
von Esterasen zum hoch reaktivem Oxytoxin 2 (4) transformiert wird, welches zu
einer unselektiven Vernetzung von Proteinen und so zu erheblichen Stérungen der
Zellprozesse fithren wiirde.

Die Méoglichkeit, die fiir Caulerpenin (3) typische C=C-Streckschwingung bei
2187 cm ™!, auch in der intakten Alge mit der FT-Raman-Spektroskopie detektieren
zu konnen (Abschnitt 3.3.1), bietet daher einen guten Ansatz, um die Fragestellung
nach der genauen Verteilung und eventuellen Kompartimierung des Caulerpenins (3)
innerhalb der Alge zu beantworten.

Die Messungen zur Analyse der Caulerpenin-Verteilung erfolgten sowohl in C.
tazxifolia als auch in C. prolifera in Form einer Rastermessung (Linie oder Messgitter)
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Rhizoid

Abb. 3.37: Links: Messgitter aus 20 Messpunkten auf der Oberfliche von C. prolifera. Der
Abstand zwischen den Messpunkten betrug 600 pm in x-Richtung und 650 pm in y-Richtung.
Rechts: Schematische Darstellung moglicher Messbereiche am Beispiel von C. prolifera.

von verschiedenen Bereichen der Algen, mit einem Abstand von mindestens 100 pm
zwischen den Messpunkten. Ein Beispiel von einem Messgitter aus 20 Messpunkten mit
600 pm (x-Richtung) und 650 pm (y-Richtung) Abstand zwischen den Messpunkten,
verteilt iber den oberen Teil eines Assimilators von C. prolifera, ist Abbildung 3.37
zu entnehmen. Ebenso sind dieser Abbildung die verschiedenen Messbereiche der
Alge schematisch am Beispiel von C. prolifera dargestellt.

Die dazugehorigen untergrundkorrigierten, normierten und gegléatteten Spektren
(Abschnitt 5.7.1) sind fiir den Bereich 1200 cm™1-2500 cm ™! in Abbildung 3.38 darge-
stellt. In den meisten Spektren ist eine deutliche Bande fiir die C=C-Streckschwingung
des Caulerpenins (3) zu sehen (Messpunkte 18, 20 — 27, 29, 30, 34 und 35). Im
Spektrum 27 ist die Bande der C=C-Streckschwingung sogar die intensivste fiir
den angegeben Bereich. Dagegen findet sich in den Spektren zu den Messpunkten
17, 19, 31 — 33 und 36 keine Bande fiir das Caulerpenin (3) bei 2187 cm~!. Nur
die Bande des B-Carotins (5) bei 1526 cm™! (orange hervorgehoben) ist in diesem
Bereich deutlich zu erkennen.

Fiir eine iibersichtlichere Darstellung der Ergebnisse wurde fiir jedes Messgitter
eine Graustufenkarte fiir das Caulerpenin (3) angefertigt, in der die integrierten
Peakflichen der Intensitdt der Graufirbung an der Messposition entspricht. Die
Flache fiir eine Messposition zeigt nur eine Graufiillung, wenn das Spektrum ein
deutliches Signal an der Bandenposition im Vergleich zum Rauschen in einem defi-
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Abb. 3.38: Untergrundkorrigierte und normierte Spektren des 20-Messpunkte-Gitters aus Abbildung 3.37 in C. prolifera. Die
griine Bande stellt den Bereich dar, der zur Fliachenberechnung unter der Bande fiir die C=C-Schwingung von Caulerpenin (3)

verwendet worden ist. 30 Scans aufgenommen bei 700 mW mit einer Auflésung von 2 cm

-1
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nierten x-Achsenabschnitt zeigte. Um dies zu objektivieren wurde ein mathematischer
Filter entwickelt der Abschnitt 5.7.1 zu entnehmen ist. Spektren die aufgrund dieses
Filters aussortiert worden sind, werden als weisses Feld mit entsprechender Numme-
rierung der Spektren in den Karten dargestellt. Vollstdndige weisse Flachen in den
Graustufenkarten repriasentieren fehlende Daten aufgrund eines Softwareproblems
der Messsoftware Opus oder nicht vom Messgitter erfassten Bereichen der Alge. Die
in dieser Arbeit gezeigten Grafiken basieren auf denjenigen Messungen bei denen
der Anteil an fehlenden Daten gering genug und die Qualitdt der Spektren in Form
eines Signal zu Rausch-Verhéltnisses ausreichend waren, um die aufgenommenens
Messgitter auszuwerten zu kénnen.

Die Graustufenkarte (sieche Abbildung 3.39 A), fiir die in Abbildung 3.38 gezeigten
Spektren, zeigt eine ungleichméfige Verteilung des Caulerpenins (3) in der Alge. Im
Bezug auf spezielle Bereiche wie die Spitze, Mitte, Stolonansatz oder dem Rand der
Alge sind keinerlei Muster zu erkennen. So weist z. B. das Caulerpenin (3) keine
erhohte Anreicherung fiir die Messpunkte im Randbereich der Alge (Messpunkte
17, 20, 21, 23, 24, 27, 28, 31 und 33) auf. Ein dhnliches Ergebniss zeigt die Grau-
stufenkarte fiir die Verteilung des Caulerpenins (3) in anderen Teilen von Caulerpa,
hier exemplarisch dargestellt in der Graustufenkarte eines Rhizoiden und Stolons
von C. tazifolia (siehe Abbildung 3.40 A). So scheint zwar die Konzentration des
Caulerpenins (3) am Ansatz des Rhizoiden grofier als im Stolon, allerdings ist hier
anzumerken, dass der Fokus des Lasers stark durch die Morphologie des Stolons
beeinflusst wurde (unterschiedliche dicke und Wuchsform der gemessenen Bereiche).
So wurden die Spektren ab Messpunkt 19 stark von Rauschen dominiert, was auch
in den gldtteten Spektren deutlich sichtbar war (siehe Anhang Abbildung 6.9).

Eine etwas bessere Einstellung des Fokus gelang dagegen bei einem Messgitter,
welches anhand anderer auffilliger Charakteristika von C. prolifera ausgewahlt wurde.
Hierzu zahlen die optisch als schwarze Langslinien deutlich sichtbaren Bereiche des
cytoplasmatischen Transportes innerhalb der Alge (Sabnis & Jacobs, 1967; Dawes
& Barilotti, 1969). In der erstellten Graustufenkarte (siche Abbildung 3.41) zur
Verteilung des Caulerpenins (3) scheint der Caulerpenin-Gehalt fiir Messpunkte
auf oder nahe einer deutlich sichtbaren Linie des cytoplasmatischen Transportes
(Messpunkt 0-2 und 5-9) hoéher zu sein als in Regionen, die von dieser entfernt
sind (Messpunkt 13 und 14). Allerdings zeigten 14 % der in diesem Messgitter
aufgenommen Spektren keine eindeutige Bande fiir das Caulerpenin (3) (Messpunkt
4 und 11). Die Abwesenheit des Caulerpenins (3) in diesen Messpunkten, lies sich
auch nicht durch die Qualitdt der Spektren erkldren (sieche Anhang Abbildung 6.10).

Generell zeigte die Bande der C=C-Streckschwingung des 3-Carotins (5) ein inten-
siveres Signal, als die C=C-Streckschwingung des Caulerpenins (3). Nur in wenigen
Ausnahmen war das Caulerpenin-Signal gleich intensiv oder intensiver, als das der
B-Carotin-Bande. So ist die Intensitiat der Caulerpenin Bande in 20 % der gemessenen
Spektren aus Abbildung 3.38 gleich intensiv oder intensiver als die S-Carotin-Bande
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Abb. 3.39: A) Graustufenkarte fiir die Fliche unter der Bande der C=C-Streckschwingung
des Caulerpenins (3) dargestellt fiir 20 Messpunkte in Form von verschiedenen Graustufen.
B) Graustufenkarte fiir die Bande der C=C-Schwingung des (§-Carotins (5) dargestellt
in verschiedenen Grauténen fir 20 Messpositionen auf C. prolifera. C) Messgitter der 20
Messpunkte mit einem Abstand von 600 pm in x-Richtung und 650 pm in y-Richtung, auf
der Oberflache von C. prolifera.

A Raman Intensitit || Bl B Raman Intensiti
(arb. §

(arb. Skala) 5 1015

Abb. 3.40: A) Graustufenkarte fiir die Verteilung des Caulerpenins (3) und S-Carotins (5)
(B) innerhalb eines Rhizoid und Stolons von C. tazifolia. C) Gewahlte Messpositionen in der
Alge fiir die Graustufenkarten aus A und B.
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Abb. 3.41: A) Graustufenkarte fiir die Intensitdt der C=C-Streckschwingung des Cau-
lerpenins (3) in einem Bereich von C. prolifera mit viel cytoplasmatischem Transport B)
B-Carotin-Verteilung in Form einer Graustufenkarte fiir die Fldche unter der Bande bei
1526 cm™! C) Gewiihlte Messpositionen fiir die Graustufenkarten aus A und B.
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des selben Spektrums. Vergleiche der relativen Intensitét der Signale der S-Carotin-
Bande mit denen der Caulerpenin-Bande legten nahe, dass das Caulerpenin-Signal
meist an Messpositionen mit schwachem g-Carotin-Signal am ausgepréigtesten ist.
Zur Visualisierung wurde analog zur Graustufenkarte der Caulerpenin-Verteilung
eine Karte der Verteilung des -Carotins (5) fiir die verschiedenen Messgitter er-
stellt. Es zeigte sich ein gegenldufiges Muster innerhalb des jeweiligen Paares von
Graustufenkarten (siehe Abbildung 3.39 A und B, 3.40 A und B, 3.41 A und B).

Ein Zusammenhang dieses gegenldufigen Musters mit der Biosynthese der beiden
Metabolite oder ihres Speicherortes kann hier nur eine Vermutung sein und bedarf
wenn moglich hoher aufgeloster Messungen oder Biosynthesestudien.

Der hier verwendete experimentelle Aufbau lieferte die Moglichkeit die Auflésung
der Messung zu erhéhen indem mehr Messpunkte angeordnet in einem engeren
Gitter vermessen werden. Einschrinkend hierfiir ist die rdumliche Auflésung des
Laserspots (Herstellerangabe annédhernd 100 pm), die den kleinstmoglichen Abstand
zwischen den Messpunkten bestimmt. Ein kleinerer Abstand zwischen den Messpunk-
ten wiirde zu einem mehrmaligen Messen desselben Messbereiches fiihren. Mit der
Wahl von 100 pm Abstand zwischen den Messpunkten fiir die folgenden Messungen
wurde ein mehrmaliges Messen desselben Punktes und dadurch eventuell entstehende
Verletzungen und Photobleaching verhindert.

Uberdies erhoht ein kleinerer Messbereich auch die Wahrscheinlichkeit eines gleich-
bleibenden Fokuses iiber den Messort. Der zu beginn eingestellte und wéihrend der
Messung nicht nachjustierbare Fokus ist ein wichtiger Parameter der die Qualitéit
der aufgenommenen Spektren (Signal/Rausch-Verhéltnis) beeinflusst. Besonders bei
Messungen iiber groflere Bereiche der Alge mit vielen morphologischen Unterschieden
innerhalb des Messbereiches ist es es schwierig einen Fokus in gleicher Ebene fiir
alle Messpunkte einzustellen. Daher kann die unterschiedliche Verteilung des Cau-
lerpenins (3) in Abbildung 3.39 A und 3.40 A auch mit den Unterschieden in der
Fokusebene zwischen den Messpunkten durch die morphologisch, unterschiedlichen
Beschaffenheit der Alge erklért werden.

In den folgenden Messungen wurden daher kleinere Bereiche mit einem engeren
Messgitter (Abstand zwischen den Punkten 100 pm) von C. prolifera und C. ta-
zifolia untersucht, um einen moglichst gleichbleibenden Fokus {iber den gesamten
Messbereich zu gewihrleisten. Generell zeigte sich doch, dass das Fokussieren des
Lasers deutlich schwieriger fir Messungen der fiederartigen, ovalen Assimilatoren
von C. taxifolia als fiir Messungen der eher flachen, gleichméflig dicken Assimilatoren
von C. prolifera war. Der Fokus wurde anhand der Qualitidt des Signals fiir die
p-Carotin-Bande und dem Signal zu Rausch/Verhéltnis fir das Spektrum durch
Einzelmessungen ermittelt. Fir viele C. tazifolia Assimilatoren konnte kein passen-
der Fokus gefunden werden oder dieser war nur, dhnlich wie in den Spektren der
Abbildung 6.9, fiir einige wenige Messpunkte stabil. Trotz des vorherigen Fokussie-
rens zeigten einige Messungen iiberwiegend stark verrauschte Spektren oder keinen
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Abb. 3.42: A)Graustufenkarte fiir die Flache unter der Bande der C=C-Streckschwingung
des Caulerpenins (3) in der Mitte eines Assimilators von C. prolifera. B) 8-Carotin-Verteilung
in Form einer Graustufenkarte fiir die Fliche unter der Bande bei 1526 cm™! C) Gewihlte
Messpositionen fiir die Graustufenkarten aus A und B. Der Abstand zwischen den einzelnen
Messpunkten betrug 100 pm.

Hinweis auf die Bande der C=C-Streckschwingung des Caulerpenins (3), obwohl die
Alge nach Verletzung einen deutlichen Wundverschluss ausbildete. Fiir die weiteren
Messungen wurde daher der Fokus auf Individuen von C. prolifera gelegt.

Besonders die vom Assimilatorrand aus gesehenen mittleren Bereiche der Alge,
in denen eine grofle Menge des cytoplasmatischen Transportes erfolgt standen im
Fokus der folgenden Messungen. Zudem sind diese Bereiche der Alge auch durch
eine, vor allem die optisch betrachtet, gleichméssige Wuchsform ideal fiir die F'T-
Raman-Mesungen. Abbildung 3.42 A zeigt die Graustufenkarte fiir die Verteilung des
Caulerpenins (3) in einem vom Rand in die Mitte der Alge ausgehenden, mittleren
Bereich eines Assimilators von C. prolifera (Vergl. Schema Abbildung 3.37).

Der Grofiteil der Spektren zeigte klare $-Carotin- und Caulerpenin-Banden. Den-
noch zeigten sich, trotz vorheriger Bestimmung des Fokuses anhand des Rauschens
im Bereich der C=C-Schwingung des (-Carotins (5), innerhalb des relativ kleinen
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Messbereiches leichte Unterschiede in der Qualitét der Spektren durch eine Zunahme
des Rauschens. Besonders am Rand (Messpunktspalte 48 -7 und Messpunktreihe
7-13) waren einzelne Spektren stirker verrauscht (siehe Anhang Abbildung 6.11).
Da in den Spektren des Randbereiches die Bande des §-Carotins (5) aber immer
noch deutlich zu erkennen ist, kénnte hier auch die Konzentration an Caulerpenin
(3) unter dem Detektionslimit dieser Methode gelegen haben. Generell ldsst diese
Aufnahme darauf schliefien, dass das Caulerpenin (3) nicht gleichméBig in der Alge
verteilt ist.

Um zu sehen, ob sich dieses Muster auch in den angrenzenden Bereichen fortsetzt,
wurde ein weiteres Messgitter (Messpunkte 56-91) etwas versetzt an die oberste
Messreihe des vorherigen Messgitters gelegt (siehe Abbildung 3.43 D, Messpunkte 49—
55). Vor der weiteren Messung wurde die Alge mit ausreichend Medium versorgt und
optisch auf eventuelle Verletzungen oder Trocknungsspuren hin untersucht. Auch in
dieser Messreihe war keine gleichméBige Verteilung des Caulerpenins (3) zu erkennen.
Vielmehr deutet die Messungen mit dem hier verwendeten Messgitter darauf hin,
dass Caulerpenin (3) geclustert ins C. prolifera vorliegt.

Allerdings kann mit den Messungen keine Aussage iiber die Verteilung der Meta-
bolite in z-Richtung innerhalb der Alge von der Oberfliche getroffen werden. Grund
hierfiir ist der verwendete experimentelle Aufbau, der zwar die Einstellung des Foku-
ses durch Bewegen des Probentisches in z-Richtung erlaubte, allerdings durch die
fehlende Skalierung des Bewegungsrades und die mindere Bildqualitédt des optischen
Ausgabebildes keinen Riickschluss auf die genaue z-Position des Fokus innerhalb der
Alge zulief3.

Zusammenfassend zeigte sich das auch in den Messungen mit einem kleineren Mess-
abstand von 100 pm relativ hohe C=C Intensititen bei niedrigen C=C Intensititen
auftreten. Da bei dem Vergleich der erstellten Graustufenkarten fiir die Verteilung des
Caulerpenins (3) und des S-Carotins (5) das inverse Verteilungsmuster nicht fiir alle
Messpunkte konsistent war und die Anzahl der hier durchgefithrten Messungen gering
war, sind mehr und vor allen Dingen detaillierte Messungen — auch in z-Richtung
— von No6ten, um das hier gefundene Musters zu bestétigen. Der in dieser Studie
verwendete FT-Raman-Aufbau mit dem motorisierten Probentisch erlaubt jedoch
keine Messungen in z-Richtung. Somit kann hier auch keine Aussage gemacht werden,
ob Caulerpenin (3) in der Vakuole oder in dem umgebenden Cytoplasma vorliegt. Da
Organelle, wie Lysozomen, Chloroplasten und Mitochondrien typischerweise weniger
als 10 pm grof} sind (Nultsch, 1996), ist auch die Auflosung des hier verwendeten
FT-Raman-Lasers nicht geeignet, um eine Kompartimierung des Caulerpenins (3) in
Organellen zu untersuchen. Die Verwendung von zusétzlichen optischen Gerédten, um
die Auflésung zu erhéhen und mit der Moéglichkeit zur Messung in z-Richtung ist
daher fiir weitere Studien zu empfehlen.

90



Ergebnisse und Diskussion

FT-Raman-Spektroskopie

84 85

75

65

10

Raman Intensitit |4
(arb. Skala) 35

vy

3000 W00 MO0 G0 3000 IGO0 36000

3 B

) 81 82

70 72

Raman Intensitit g -
(arb. Skala) 50 100

00 700 2500 2000 Z%e00 27000 2700 26000

3000 %900 34000 G400 35000 35500 38000

Abb. 3.43: A)Graustufenkarte fiir die Fldche unter der Bande der C=C-Streckschwingung
des Caulerpenins (3) oberhalb des Messgitters aus Abbildung 3.42. B) Verteilung der C=C-
Schwingung des -Carotins (5) an den selben Messpositionen wie fiir A. C) Verwendetes
Gitter fiir die Messpositionen aus A und B. D) Ubersicht iiber die Messpositionen zur
Erstellung der Graustufenkarten aus A und B sowie aus Abbildung 3.42 fiir die Mitte eines
Assimilators von C. prolifera. Der Abstand zwischen den einzelnen Messpunkten betrug

100 pm.

91



CARS-Mikroskopie Ergebnisse und Diskussion

3.4 Lokalisation und Verteilung von Caulerpenin innerhalb
von C. taxifolia mittels CARS-Mikroskopie

Wie im vorherigen Abschnitt 3.3.3 angesprochen, ist die FT-Raman-Spektroskopie
zur Ermittlung der Caulerpeninverteilung in Algen nur bedingt geeignet. Allerdings
lieferte diese Methode mit der ermittelten Wellenzahl des gesuchten Metaboliten
auch die notigen Informationen, die fiir die Anwendung der CARS-Mikroskopie (siehe
Einleitung 1.3.3) zur Detektion des Metaboliten in der Alge von Noten waren.

Im Gegensatz zur FT-Raman-Spektroskopie liegt die rdumliche Auflésung in
der CARS-Mikroskopie unterhalb des Abbe-Limits fiir die lineare Lichtmikroskopie
(Beeker et al., 2009), das in Zahlen hier einem Wert von unter 1 um entspricht. Zudem
erlaubt der hier verwendete CARS-Aufbau (siehe Abschnitt 5.2.1) eine automatisierte,
schrittweise Verdnderung des Fokusses in z-Richtung (Schrittweite 15 pm), wodurch
nicht nur dreidimensionale Gradienten erfasst werden konnen (Meyer et al., 2008),
sondern auch das Problem des Fokussierens der Ebene stark abgemildert wird.
Diese Eigenschaften der Methode sind gute Voraussetzungen zur Untersuchung
der Verteilung des Caulerpenins (3) sowohl innerhalb der Alge als auch auf der
Algenoberfliche. Zusédtzlich erlaubt die nicht-lineare Methode die Trennung vom
gesuchten Signal und auftretender, linearer Fluoreszenz (siehe Abschnitt 1.3.3). Dies
und die hohe Geschwindigkeit, mit der einzelne Raman-Schwingungen aufgenommen
werden, qualifiziert diese Methode fiir die Anwendung bei biologischen Proben
(Potma et al., 2001). Beispiele der Anwendung von CARS-Mikroskopie fiir biologische
Fragestellungen waren in den letzten Jahren die Erforschung von epicuticularen
Wachsen terrestrischer Pflanzen (Weissflog et al., 2010) oder die Lokalisation von
Lipiden in lebenden Mé&usen (Evans et al., 2005). Die im Rahmen dieser Arbeit
dargestellten Experimente erfolgten in einer gleichberechtigten Kooperation mit Dipl.
chem. Ina Weififlog aus dem Institut fiir Physikalische Chemie der Universitit Jena
und dem Institut fiir Photonische Technologie Jena.

Wie schon in der Einleitung beschrieben (vergl. Seite 18), ist es mit dem hier
verwendeten 4-Photonenprozess moglich, gezielt eine bestimmte Schwingung an-
zuregen, die letztendlich ein zur Anregungswellenlédnge verschobenes CARS-Signal
(anti-Stokes-Streuung) aussendet. Dieses Signal wird resonant verstarkt, wenn die
Frequenzdifferenz zwischen dem sogenannten Pump- und Stokes-Laser mit der Raman-
Resonanz dieser Schwingung iibereinstimmt. Bei Kopplung dieses Prinzips mit der
Mikroskopie erhdlt man ein chemisches Abbild der Probe fiir diese spezifische Schwin-
gung. In den in dieser Arbeit durchgefithrten CARS-Versuchsreihen diente, wie auch
schon in den FT-Raman-Messungen, die C=C-Streckschwingung mit einer Wellenzahl
von 2185 cm ™! zur Identifikation des Caulerpenins (3). Fiir die Abbildung wird der
Probenbereich mit dem Laserstrahl abgerastert. Das letztendliche Gesamtbild des
Probenbereiches wird aus den einzeln aufgenommenen Punkten Pixelweise wieder auf-
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Abb. 3.44: CARS-Aufnahme von reinem Caulerpenin (3) auf einem Objekttriager. A) Auf-
nahme in Resonanz der C=C-Streckschwingung (2185 cm™!). Schwingung ist hier als strah-
lend weifler Bereich deutlich sichtbar B) Aufnahme aufierhalb der Resonanz der C=C-
Streckschwingung (2274 cm™1!).

gebaut. Hierbei erscheinen die Bereiche, in denen die Schwingung resonant verstarkt
worden ist, heller als die umgebenden Bereiche.

Besonders deutlich wird dies in der Aufnahme von reinem Caulerpenin (3), die
sowohl in der Resonanz der C=C-Streckschwingung bei 2185 cm ™! (siehe Abbildung
3.44 A) als auch auBerhalb bei 2274cm ™! (siche Abbildung 3.44 B) gemessen wurde.
Das resonant verstiarkte Signal strahlt deutlich heller und das Bild ist dadurch
wesentlich kontrastreicher als die Aufnahme im nicht-resonanten Bereich des Signals.
Fir die spitere Bildauswertung wurde je eine Aufnahme in der Resonanz der C=C-
Schwingung gemessen und anschliefend aulerhalb dieser. Mit den Aufnahmen war
es moglich, auftretende nicht-resonante Storsignale vom dem resonanten Signal
abzuziehen. Dariiber hinaus wurde iiberpriift, ob das resonante Signal zeitabhingig
ist, d.h. ob das Signal immer noch vorhanden ist, wenn die zeitliche Uberlappung
der Laserpulse zur Generierung des CARS-Signals nicht mehr gegeben ist. War dies
der Fall, konnte man von einem eindeutigen CARS-Signal ausgehen.

Aufgrund der hohen Energie des Lasers besteht bei der CARS-Mikroskopie die
Gefahr einer Verbrennung der Probe. Daher wurde die Messzeit moglichst gering
gehalten und die Laserstrahlung zwischen den Messungen vor Erreichen der Probe
geblockt. Vor jeder Messung wurde der Zustand der Alge visuell iiberpriift und fiir
eine ausreichende Benetzung dieser mit Medium gesorgt. Vorher/Nacher-Aufnahmen
dokumentierten den Zustand der Alge (siehe Abbildung 3.45). Hierbei zeigte sich
das bei zu langer Messdauer ( > 3min) die Algen auf den auf sie ausgeiibten
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Abb. 3.45: Aufnahme eines Assimilators von C. tazifolia vor der CARS-Messung (A) und
nach einer langeren Messung (B). Deutlich ist zu sehen das die Alge aufgrund des Stresses
angefangen hat die Chloroplasten aus den Fiedern des Assimilators in den Mitteleren Bereich
zuriickzuziehen. Der Kontrast der Bilder wurde mit dem Programm GIMP bearbeitet.

Stress mit dem Riickzug der Chloroplasten aus den Fiederspitzen den mittleren
Assimilatorteil der Alge reagieren. Dieser Riickzug kann als Stressreaktion auf nicht
optimale Lichtbedingungen gesehen werden (Dostal, 1932) und konnte auch bei Algen
beobachtet werden die nicht mit dem CARS-Aufbau gemessen worden sind, sich aber
ebenfalls in dem vollkommen abgedunkelten Messraum befanden.

Fiir die Messungen wurde die Alge auf ein mit Medium benetztes Deckglédschen,
welches an eine Objekttragerhalterung fixiert war, gelegt. Die Messungen erfolgten
in 15 pm-Schritten von der Oberfliche in die Alge hinein. Es wurde pro Schnittebene
ein Bild in Resonanz und eins auflerhalb der Resonanz aufgenommen.

Bei dem Grofteil der hier aufgenommenen Messungen von C. prolifera und C.
tazxifolia (ca. 70 Messungen) konnte kein resonantes Signal fiir die C=C-Schwingung
des Caulerpenins (3) identifiziert werden. Die hier in der Resonanz aufgenommenen
Bilder weisen keinen Unterschied zu denjenigen auf, die nicht in der Resonanz
aufgenommen worden sind (siehe Abbildung 3.46).

Die Ursache fiir die hohe Anzahl an Aufnahmen, in denen es nicht méglich war
das Signal der C=C-Schwingung zu detektieren, ldsst sich nicht auf einen Faktor
zurlickzufithren. Vielmehr erschweren verschiedenen Faktoren die Detektion des
Signals.

Bei den nun nachfolgend beschriebenen, moglichen Ursachen ist nicht zu vergessen,
dass der Sekundarmetabolit Caulerpenin (3) in fritheren Studien zwar generell als
einer der Hauptsekundarmetaboliten von C. prolifera und C. taxifolia identifiziert
werden konnte (Jung et al., 2002; Amade & Lemée, 1998), eine gleichméBig verteilte
Konzentration aber aufgrund der Nichtlinearitit der CARS-Mikroskopie nur schwierig
zu detektieren wére.

Zu den moglichen Faktoren, die das CARS-Signal beeinflussen koénnen, kann
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Abb. 3.46: A) CARS-Aufnahme in Resonanz der Caulerpenin (3) C=C-Streckschwingung
(2171 cm™1!) einer der Spitzen eines Assimilators von C. tazifolia. B) Aufnahme derselben
Spitze, nicht Resonanz der C=C-Streckschwingung (2220 cm™!) des Caulerpenins (3). C)
Beispiel fiir die Messpositionen von A und B. Der Kontrast der Aufnahme C wurde mit dem
Programm GIMP bearbeitet.

generell der hier verwendete CARS-Aufbau mit einem inversen Mikroskop gezihlt
werden. Da das CARS-Signal nur in dem Bereich generiert wird, in dem der Fokus
der beiden in Phase stehenden Laserstrahlen zusammenféllt (Cheng & Xie, 2004),
kénnen mogliche Verschiebungen der Laserstrahlen beim Passieren der verschiedenen
optischen Grenzschichten zwischen Objektiv und Probe (Luft, Glas, Probe) einen
Einfluss auf das Zusammentreffen der Fokusebenen der Laserstrahlen haben. Bei dem
hier verwendeten inversen Aufbau kann das Objektiv nicht in das die Alge umgebende
Medium Wasser eintauchen. Daher kann es bei dem Ubergang der Laserstrahlung
zwischen den verschiedenen optischen Medien Luft, Quarzglas, Wasser und Alge zu
einer Verschiebung der Pulse kommen die so nicht mehr zeitlich iibereinander liegen,
was sich wiederum auf die fiir das CARS-Signal wichtige Fokusebene der beiden
Laser auswirken kann. Das CARS-Signal kann sehr abgeschwéicht oder auch gar
nicht vorhanden sein. Um moglichst wenig verschiedene optische Medien zwischen
dem Objektiv und der Probe zu bekommen, bedarf es daher bei einer Probe in
einem wéssrigen Milieu, eines anderen nicht inversen mikroskopischen Aufbaus. Als
Loésungsvorschlag auszuschlielen ist zudem auch das Entfernen des umgebenden
Wassers vor der Messung, was einens weiterer Stressfaktor fiir den aquatischen
Organismus bedeuten.

Ein weiterer Faktor, der sich auf das erhaltene CARS-Signal auswirken kann,
ist das Auftreten eines nicht-resonanten Hintergrundes. Zu dem nicht-resonanten
Hintergrund werden elektronische Beitridge der Probe oder des Losungsmittels zum
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CARS-Signal gezihlt, die dieses vollstandig tiberdecken kénnen (Cheng & Xie, 2004).
Besonders fiir wéssrige Proben oder das Losungsmittel Wasser ist als starkes nicht-
resonantes Hintergrundsignal, die starke Verbreiterung der fiir das Wasser typischen
Bande bei 3300cm™! zu nennen (Duncan et al., 1982).

Zu den tuberlagernden Hintergrundsignalen kann auch auftretende Fluoreszenz
gezahlt werden. In diesem Fall wird die Fluoreszenz eines fluorophoren Systems
allerdings im Gegensatz zur linearen Fluoreszenz von zwei Photonen angeregt und
kann das CARS-Signal deutlich {iberlagern. Da die Energie eines Photons umge-
kehrt proportional zu seiner Wellenldnge ist, miissen die fir die Anregung der zwei
Photonen-Fluoreszenz bendtigten zwei Photonen eine doppelt so grofie Wellenldnge
besitzen wie die, die zur Anregung der linearen Fluoreszenz durch einzelne Photonen
bendtigt wird. So kann z. B. ein Fluorophor wie das in den Algen vorkommende Chlo-
rophyll, das ein Absorptionsmaximum von Licht sowohl bei 400 nm als auch in einem
Bereich von 600 nm—800 nm besitzt, auch von zwei Photonen mit einer Wellenldnge
von 830nm angeregt werden, wenn beide das fluorophore System zur selben Zeit
erreichen. In dieser Arbeit wurde die C=C-Schwingung des Caulerpenins (3) mit
einem Stoke-Laser bei 830 nm und einem Pump-Laser bei 706 nm angeregt. Hierbei
fallt auf, dass die Wellenldnge des Stokes-Lasers genau der Wellenldnge entspricht, die
fiir die Anregung der Zwei-Photonen-Fluoreszenz des Chlorophylls benotigt wird. Die
hierbei entstandene Fluoreszenz liegt demnach dicht bei dem gesuchten CARS-Signal
und kann dieses deutlich iiberlagern. In dem hier durchgefiihrten Experimenten wurde
versucht, die Fluoresenz durch verschiedene Filter vom gesuchten Signal zu trennen.
Die Verwendung zahlreicher Filter birgt jedoch die Gefahr neben der Reduktion der
Storsignale auch das gesuchte CARS-Signal deutlich abzuschwéachen. Eine weitere
Moglichkeit, um die durch 2-Photonen angeregte Fluoreszenz zu unterbinden, ist
die Anwendung von zeitaufgelosten CARS-Messungen, die die Tatsache ausnutzen,
das dass CARS-Signal direkt nach der Anregung erscheint wohingegen das Fluo-
reszenzsignal erst mit einiger Zeitverzogerung (Volkmer et al., 2002). Des weiteren
wurden in den letzten Jahren eine Reihe von Methoden entwickelt mit denen der
auftretende nicht-resonante Hintergrund deutlich reduziert werden kann. Hierzu
zéhlen Epi-CARS (Cheng et al., 2001b) und Polarisations-Sensitives-CARS (Cheng
et al., 2001a). Zudem wiirde eine Messung mit zeitlich dicht hintereinander folgenden
Pulsen den Hintergrund reduzieren.

Nichtsdestotrotz war es uns moglich in drei verschiedenen Assimilatoren von
C. tazifolia eindeutig das Signal fiir die C=C-Schwingung des Caulerpenins (3)
zu detektieren. Abbildung 3.47 zeigt die CARS-Messungen, jeweils einmal in der
Resonanz (2185cm™!, A, B, C) und auBerhalb (2323cm~!, D, E, F) dieser. Das
Signal der C=C-Schwingung war in diesem Fall zudem eindeutig zeitabhéngig, so
dass es sich hierbei um ein eindeutiges CARS-Signal der gesuchten Schwingung
handelt. Die Bilder A, B, D und E der Abbildung 3.47 wurden am selben Tag
aufgenommen und stammen von unterschiedlichen Bereichen desselben Individuums.
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In den in der Resonanz gemessenen Bildern ist, im Vergleich zu den nicht-resonanten
Aufnahmen, deutlich ein hellerer Bereich am Rand der fiederartigen Assimilatoren zu
erkennen. Diese helleren Bereiche stellen, wie schon eingangs erwiahnt, Bereiche mit
der fiir Caulerpenin (3) typischen C=C-Streckschwingung dar. Eine gleichméafige
Verteilung des Caulerpenins (3) ist in diesem Randbereich nicht zu erkennen, da
die hellen Bereiche teilweise unterbrochen oder verschieden hell sind. Auch in den
FT-Raman-Messungen zur Verteilung des Metaboliten in C. prolifera (Abschnitt
3.3.3) konnte bei einer deutlich niedrigeren Auflésung keine eindeutig, gleichméBige
Verteilung des Caulerpenins (3) in der Alge gefunden werden.

Aufgrund der sonst hohen Anzahl an Messungen, in denen es nicht moéglich war das
Signal der C=C-Schwingung zu detektieren, ist bei den drei erfolgreichen Messungen
in Abbildung 3.47 nicht auszuschlieflen, dass eine ungewoéhnlich hohe Konzentration
in den Assimilatoren vorlag. Zudem scheint der die Messung beeinflussende Anteil
des experimentellen Aufbaus, die Fluoreszenz der Probe und weiteren auftretenden
Hintergrundsignalen gleichstark ausgeprégt zu sein und auf die hier durchgefiihrten
Messungen einen stiarkeren Einfluss als die anderen Faktoren zu haben.

So zeigten Stellen, an denen optisch kein Chlorophyll vorhanden war (rein weifle Stel-
len), auch weiterhin einen groffien Anteil am nicht-resonanten 4-Wellen-Mischprozess,
vermuten ldsst, dass die durch zwei Photonen angeregte Fluoreszenz nicht den
Hauptanteil des nicht resonanten-Stoérsignals ausmacht. Vielmehr kénnen die manuell
durchgefithrten Arbeitsschritte der Messung, wie die Probenvorbereitung, Aufbringen
auf den Probentisch, Bewegung des Objektives und der Filter, einen Einfluss auf die
Fokusebene der Laserstrahlung und dem daraus resultierenden CARS-Signal haben.
So kann erklart werden, dass es uns nur dreimal gelungen ist, das CARS-Signal der
C=C-Schwingung eindeutig in C. tazifolia zu detektieren.

Abschlieflend ist zu sagen, dass sich die CARS-Mikroskopie generell fiir die De-
tektion der C=C-Schwingung des Caulerpenins (3) eignet, allerdings der uns hier
zur Verfiigung stehende experimentelle Aufbau und die Methode einen deutlich
negativen Einfluss auf die Messergebnisse hatten. Daher wire es von Vorteil, die
Messungen an einem Aufbau mit einem nicht-inversen Mikroskop und zur Minderung
der Fluoreszenz mit zeitaufgelosten CARS-Messungen durchzufiihren.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Makroalgen spielen durch ihre vielfdltigen Funktionen im marinen Lebensraum eine
entscheidende Rolle, z. B. als Nahrungsquelle, Brutstétte oder Fouling-Substrat. Viele
Sekundérmetabolite sowohl auf der Algenoberfliche als auch in der Zelle steuern
diese Interaktionen zwischen den Organismen und ihrer Umwelt. Fiir ein besseres
Verstandnis dieser Metabolite und ihrer 6kologischen Bedeutung ist ihre Extraktion
und Lokalisation von entscheidender Bedeutung.

Viele der gangigen Methoden zur Extraktion und Lokalisation von Metaboliten
sind jedoch aufgrund des wéssrigen Lebensraums und der Oberflichentextur nicht
auf Makroalgen anwendbar. Von den wenigen unter diesen Bedingungen einsetzbaren
Methoden, sind die meisten destruktiv.

Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit eine neue Extraktionsmethode
fiir Algenoberflichenmetabolite entwickelt und verschiedene Raman-Methoden auf
ihre Anwendbarkeit in Bezug auf die Lokalisation von Metaboliten in und auf der
Alge getestet.

Die in dieser Arbeit entwickelte neue Extraktionsmethode von Algenoberflachen-
metaboliten basiert auf dem Grundprinzip der Festphasenextraktion. Sekundérmeta-
bolite der Algenoberfliche gehen, mit auf die Alge aufgetragenem absorbierendem
Cis-Material, chemische Interaktionen ein und kénnen so gebunden an dem Mate-
rial von der Alge heruntergespiihlt werden. Im Anschluss werden die Metabolite
mit Losungsmittel von dem Cjg-Material eluiert und das erhaltenen Extrakt kann
mit weiteren Methoden analysiert werden. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt wer-
den, dass es mit der hier vorgestellten Cig-Methode moglich ist Metabolite von
der Algenoberflache zu extrahieren. Im Gegensatz zu den herkémmlich verwendten
Methoden, wie der Dipping- und Swapping-Methode, steht die Algenoberflache bei
der Cig-Methode in keinem direkten Kontakt zu Losungsmitteln und unter keinem
starken mechanischen Druck. Bei Anwendung der Cis-Methode zeigte sich weder fiir
C. tazifolia noch auch fir F. vesiculosus ein destruktiver Einfluss des Cig-Materials
auf die beprobten Algenoberflichen. Im Vergleich mit der herkdmmlich verwendeten
Dipping-Methode schadet die Cis-Methode auch bei einem léngeren Beprobungszeit-
raum der Algenoberfliche nicht. Der Beprobungszeitraum der Cig-Methode hatte
auf den Extraktionserfolg keine eindeutigen Auswirkungen. Zudem wurde die fir
eine vollstdndige Bedeckung benétigte Menge an Cqg-Material ermittelt. Auch die
Moglichkeit einer nicht destruktiven Mehrfachbeprobung desselben Algenthalluss
ist im Gegensatz zur Dipping-Methode mit der Cig-Methode mdéglich und konnte
in dieser Arbeit gezeigt werden. Daher stellt die Cig-Methode ein neues wichtiges
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Hilfsmittel in der Erforschung der Algenoberflichenmetabolite und ihrer 6kologischen
Relevanz dar. Es empfiehlt sich daher das Potential, des hier an der der Cig-Methode
dargestellten Prinzips, auf die Verwendung weiterer Absorbermaterialien und Lo-
sungsmittel zur Metabolitelution zu erforschen. Die quantitative Validierung der
Methode sollte sich dem in Zukunft anschliefen. Neben der Entwicklung eines neuen
Verfahrens zur nicht-destruktiven Extraktion von Oberflichenmetaboliten, war es un-
ter Anwendung der Resonanz-Raman-Spektroskopie moglich, einen dieser Metabolite
auf der Oberfliche und vor allem in dem die Alge umgebenden laminaren Grenz-
bereich zu lokalisieren und mittels eines Methodenabgleichs auch zu quantifizieren.
Fiir die Lokalisation des Metaboliten war weder ein neuer experimenteller Aufbau
noch eine zeitaufwindige oder umsténdliche Probenvorbereitung nétig. Ein basierend
auf hydrodynamischen Berechnungen lange vermuteter Gradient von Sekundérme-
taboliten in der laminaren Grenzschicht der Alge, konnte anhand des Carotinoids
Fucoxanthin (2) auf der Alge F. vesiculosus zum ersten Mal nachgewiesen werden. In
Abgleich mit einer herkdbmmlichen Studie war es moglich, die Konzentration dieses
Gradienten zu bestimmen. Zudem konnte mit der Methode die laminare Grenzschicht
von zwei Algen mit unterschiedlicher Textur analysiert werden. In beiden Féallen war
die relative Konzentration von Carotinoiden in direkter Ndhe zur Oberfliche am
hochsten und verringerte sich mit steigender Entfernung innerhalb der laminaren
Grenzschicht exponentiell. Ebenfalls war es moglich eine ungleichméflige, raumliche
Verteilung des Metaboliten auf der Oberfliche von Algen und anhaftenden Organis-
men darzustellen. So kann mit Hilfe dieser Ergebnisse die 6kologische Funktion des
schon als Antifouling-Metaboliten identifizierten Fucoxanthins (2) oder auch anderer
Carotinoide neu bewertet werden.

Eine weiterer, schon bekannter Raman-aktiver Metabolit, mit viel diskutierter
okologischer Bedeutung, ist das Caulerpenin (3) der einzelligen Griinalgen C. prolifera
und C. tazifolia. Dieser Metabolit hat neben seiner Funktion als toxischer Abwehrstoff,
in deacetylierter Form auch eine entscheidende Rolle in der Bildung eines Wundver-
schlusses basierend auf der Quervernetzung von Proteinen nach Verletzung der Alge.
Bisher war es weder moglich Caulerpenin (3) in der intakten Alge noch in ihrem
Wundverschluss in vivo zu lokalisieren. Zudem ist bis heute nicht vollstandig geklart,
welches der auf Basis von in vitro-Versuchen postulierte Caulerpenin-Derivate fiir die
Bildung des Wundverschlusses verantwortlich ist. Die Lokalisation, der durch Verwun-
dung aktivierten Metabolite, macht eine zerstorungsfreie Messung am biologischen
Gewebe notwendig. Dieses wird durch ein Raman-System mit einem Anregungslaser
im infraroten Spektralbereich (FT-Raman-Spektroskopie) ermdéglicht.

Die in dieser Arbeit aufgenommenen FT-Raman-Spektren des Wundverschlusses
und des angrenzenden intakten Gewebes von C. tazifolia erlaubten aufgrund ihrer
unterschiedlichen Banden-Struktur eine Unterteilung des gemessenen Gewebes in
vier chemisch unterschiedliche Zonen (Ia, Ib, II, III) und konnten somit frithere
histologische Studien zum Wundverschluss erweitern.

Der fiir den Wundverschluss wichtige Sekundérmetabolit Caulerpenin (3) konnte
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anhand seiner charakteristischen C=C-Streckschwingung sowohl im Wundverschluss
als auch im intakten Bereich der Alge zum ersten Mal in vivo nachgewiesen wer-
den. Dariiber hinaus war es moglich, das von Guerriero et al. (1995) postulierte
Caulerpenin-Derivat (6), als Bestandteil des dufleren Wundverschlusses von C. ta-
zifolia zu identifizieren. Hierfiir wurden die Raman-Spektren des synthetisierten
Metaboliten (6) mit denen des Wundverschlusses verglichen. Diese Ergebnisse wur-
den durch DFT berechnete Spektren bestétigt.

Zusétzlich zu der dem Metaboliten (6) zugeordneten Bande konnten in der Wund-
verschlusszone von C. tazifolia noch weitere nur fiir diesen Bereich typische Banden
ausgemacht werden. Bisher war es allerdings nicht moglich diese Banden einem
Metaboliten zuzuordnen. Da sich der zuvor identifizierte Metabolit (6) aufgrund
seiner Struktur allerdings nicht zum Quervernetzen von Proteinen eignet, konnen die
noch unbekannten Metabolite die Funktion eines Proteinquervernetzers oder eine
noch unbekannte Rolle in einem anderen Wundverschlussmechanismus haben.

Neben dem Wundverschluss von C. tazifolia konnte mit der FT-Raman-Spek-
troskopie auch ein chemisches Profil des Wundverschlusses von C. prolifera erstellt
werden, wodurch ein Vergleich der Zusammensetzung des Wundverschlusses zwischen
der invasiven C. taxifolia und der indigenen C. prolifera ermdglicht wurde. Der
Vergleich zeigte, dass sich die schon rein optisch unterschiedlichen Wundverschliisse
auch chemisch voneinander unterscheiden. Im Wundverschluss von C. prolifera
konnten einige Banden wie z. B. die charakteristische Bande des Metaboliten (6)
nicht gefunden werden. Andere Banden hatten gegeniiber den Spektren von C.
taxifolia eine verschoben Position oder kamen ausschliellich nur im Wundverschluss
von C. prolifera vor. Dadurch ergab sich abweichend zu C. taxifolia eine Unterteilung
der Wundverschlusszone in drei (I, II, III) statt vier (Ia, Ib, II, III) Zonen. Wie fiir
C. taxifolia weisen auch die Spektren des Wundverschlusses von C. prolifera einige
Banden auf, die auf unbekannte, eventuell quervernetzende Metabolite hinweisen. Bei
den Banden handelt es sich zum Teil um solche, die schon bei C. tazifolia gefunden
wurden, zum Teil aber auch um dort nicht vorhandene.

Die FT-Raman-Spektren der beiden Griinalgen zeigten somit zum ersten Mal
einen detaillierten Unterschied zwischen dem Wundverschluss einer indigenen und
einer invasiven Art. Ob der Unterschied in der chemischen Zusammensetzung des
Wundverschlusses urséchlich fiir die erfolgreiche Ausbreitung der invasiven C. taxifolia
gegeniiber der indigenen C. prolifera im Mittelmeer ist, kann in dieser Studie nicht
geklart werden. Dieses wére mit Hilfe von Bioassays moglich, wozu jedoch zuerst
die in dieser Studie gefundenen Metabolite identifiziert werden miissten. Uberdies
wurden weitere Techniken, wie die FT-Raman und CARS, zur Lokalisation von
Caulerpenin (3) in der intakten Alge erfolgreich getestet.

Abschlieflend ist zu sagen, dass die Ergebnisse der hier angefertigten Arbeit auf
einem Zusammenspiel zwischen Chemie, Physik und Biologie beruhen und deutlich
machen, wie wichtig die Kooperation dieser Fachbereiche im Hinblick auf ein tieferes
Verstandnis 6kologischer Prozesse ist.
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5.1 Organismen

5.1.1 Caulerpa taxifolia und Caulerpa prolifera

Die in den Experimenten verwendeten Algen C. tazifolia und C. prolifera stammen
aus Aquarienhaltung und wurden von verschiedenen Handlern bezogen (siehe Tabelle
5.1). Die Haltung der Algen erfolgte in mit kiinstlichem Seewasser (je nach Aquarium
71-251) befillten und konstant beliifteten Aquarien bei einer Raumtemperatur
von 20°C-25°C. Fiir einen kiirzeren Zeitraum war es ausreichend, die Algen unter
natiirlichen Lichtverhaltnissen mit einem Aquariumsplatz nahe des Fensters zu
halten. Es zeigte sich allerdings, dass die Algen fiir eine ldngere Haltung besser
kiinstlichen Lichtbedingungen mit einem Tag/Nacht-Rhythmus von 12:12 h und einer
Lichtintensitéit an der Wasseroberfliche von 40 pmol/m? /s gehalten wurden. Dariiber
hinaus wurde fiir eine langere Haltung der Algen auch der Boden der Aquarien mit
einer maximal 1,5 cm hohen Schicht von grobem, mehrfach mit entionisiertem Wasser
gewaschenen, Korallenbruch bedeckt. Der Korallenbruch diente hierbei der Alge als
Verankerungshilfe auf dem Boden der Aquarien und unterstiitzte so ein besseres
Wachstum.

Vor der Uberfiihrung in die Aquarien wurden die Algen griindlich mit kiinstlichem
Seewasser gespiilt und sorgfiltig von eventuellem Bewuchs, anhaftenden Organismen
und abgestorbenen Algenteilen befreit. Diese Prozedur wurde alle 14 Tage beim
Umsetzten der Algenkulturen in frisches, kiinstliches Seewasser wiederholt.

5.1.2 Fucus vesiculosus und Ulva sp.

Tab. 5.1: Auflistung der Bezugshéandler fiir Caulerpa sp.

Algenart Héndler Kontakt

C. taxifolia, C. prolifera  Murtzek Meeresaquaristik und www.shop-meeresaquaristik.de
Reptilien

C. tazifolia, C. prolifera  Meeresaquaristik Schurna www.meeresaquaristik-schurna.de

C. taxifolia Aqua-Reptil-World (0 36 41) 37 64 32

C. prolifera Hausriff Meeresaquaristik www.haus-riff.eu
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Die hier verwendete Griinalge Ulvasp. sowie die Braunalge F. vesiculosus wurden an
zwei verschiedenen Standorten in der Kieler Forde, einem Gebiet der Kieler Bucht
in der westlichen Ostsee, gesammelt. Die meisten Individuen stammen von dem
leicht zu erreichenden, abfallenden Kiessandstrand in unmittelbarer Ndhe des Biilker
Leuchtturms (54°27'18,9” Nord, 10°11'50,3” Ost). Ein weiterer Algensammelstandort
fiir Individuen der Alge F. vesiculosus befand sich in Kitzeberg (54°21'37" Nord,
10°11'12” Ost), einem weiteren Gebiet mit Kiessandstrand sowie einigen Mole-Analgen
auf der gegeniiberliegenden Seite der Kieler Forde.

Das Sammeln der Algen erfolgte im Januar, Mérz, Juni, August, September oder
Oktober der Jahre 2009-2012. Von F. vesiculosus wurden keine einzelnen Algenthal-
lusstiicke gesammelt sondern ganze Individuen, die mit ihrer Haftscheibe an mdoglichst
kleinen Steinen fest saflen. Besonders die Tatsache, dass die Algen mit ihrer Haft-
scheibe an kleinen Steinen festsaflen ist beeinflussend fiir die Qualitdt der Algen und
zogert die Dekomposition der Alge unter kiinstlichen Haltungsbedingungen heraus.
Dieser Einfluss konnte in Studien von (Hunter, 1976) mit abgetrennten F. vesiculo-
sus-Thalli im Freiland in Form einer deutliche Verminderung des Trockengewichtes
der abgetrennten Thalli um fast 50% innerhalb von 20 Tagen gezeigt werden. Fiir
den 14 bis 20-tdgigen Versuchszeitraum in Jena wurden daher bewusst Individuen
mit Stein und von moéglichst immer gleichbleibender Qualitdt im Bezug auf Bewuchs,
Grofle und Zelltextur der Algen gesammelt. Vor dem Transport nach Jena wurden
die Algen und besonders die Steine an die die einzelnen Individuen anhafteten von
Epibios wie der Miesmuschel (Mytilus edulis), der gemeinen Seepocke (Balanus sp.)
und verschiedensten Epiphyten befreit. Anschliefend wurde jedes Algenindividuum
in mit Ostseewasser befeuchtetes Zellstoffpapier gewickelt und gekiihlt bei maximal
18 °C nach Jena transportiert.

Die Haltung der Algen in Jena erfolgte in einer auf 15°C temperierten Klima-
kammer unter einem konstanten Lichtregime (14:10) mit einer Lichtintensitat von
651mol/m?/s. Die Algenindividuen wurden entweder einzeln in 71-Aquarien oder
maximal zwei Individuen zusammen in 20 I-Aquarien gesetzt. Das zur Haltung ver-
wendete Medium Instant Ocean (Herstellung siehe 5.1.3) wurde dem Salzgehalt der
Ostsee angepasst und kontinuierlich beliiftet.

Um den Bewuchs der Algenthalli mit Diatomeen zu reduzieren, wurden einige
Individuen in Medium versetzt mit GeO gehalten (Markham & Hagmeier, 1982).

Das kiinstliche Seewasser wurde zu innerhalb der ersten Woche téglich und danach
alle zwei Tage gewechselt. Hierbei wurden sowohl die Aquarien, als auch die Algen
von eventuellem Bewuchs befreit und Algenindividuen, die Zersetzungsmerkmale
zeigten, aussortiert. Sdmtliche Experimente wurden moglichst innerhalb der ersten
14 Tage nach Sammlung und Transport der Algen durchgefiihrt, um einen Einfluss
von auftretenden Zersetzungsprozessen (Hunter, 1976) auf die Qualitiat der Algen
und die jeweilige experimentelle Methodik zu verhindern.
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5.1.3 Herstellung des kiinstlichen Seewassers

Fiir die Herstellung von 301 kiinstlichem Seewasser wurden 990 ¢ Instant Ocean
(Aquarium Systems) zu 301 entionisierten Wasser gegeben und 12 Stunden lang
geriihrt. Hierdurch sollte die vollstdndige Losung des Instant Oceans sowie der Tem-
peraturangleich an Raumtemperatur gewéhrleistet werden. Nach Zugabe von 6,6 ml
einer KosHPO,-Losung (1,79 g/200 ml, Sigma-Aldrich, Deutschland) und 17,7 ml einer
NaNO,-Losung (17,99 g/200 ml, Sigma-Aldrich, Deutschland) zum gelésten Instant
Ocean konnte das so hergestellte kiinstliche Seewasser zur Kultivierung der Cauler-
pacean verwendet werden.

Fiir die Kultivierung der aus der Ostsee stammenden Fucales und Ulva wurde der
Salzgehalt des Instant Oceans (26 PSU) durch Verdiinnen mit entionisiertem Wasser
des am Standort vorherrschenden Salinitit angepasst. Die vor der Probennahme vor-
herrschende Salinitdt an den Algensammelstellen um den Zeitpunkt der Probenahme,
wurde dem Informationsdienst des Bundesamtes fiir Seeschifffahrt und Hydrogra-
phie (BSH, 2012) entnommen. Der Wert lag zwischen 12 und 16 PSU. Dariiber
hinaus wurde das so hergestellte Medium in einigen ausgewahlten Kulturaquarien
mit 0,18 mg1~! GeO, versetzt, um den Bewuchs der Algenthalli mit Diatomeen zu
reduzieren (Markham & Hagmeier, 1982).

5.2 Gerate und Messmethoden

5.2.1 Raman- und CARS-Spektroskopie
Resonanz-Raman-Spektroskopie

Die Mikro-Resonanz-Raman-Messungen wurden an einem LabRAM HR800 Raman-
Spektrometer (Horiba-Jobin Yvon, Japan) ausgeriistet mit einer konfokalen Ap-
paratur sowie einem Mikroskop (BX40, Olympus, Japan) mit der Moglichkeit zur
Aufnahme von Fotos, durchgefiihrt. Alle Raman-Spektren wurden mit einem Zeiss
C-Apochromat 63x/1.2 W Wasserimmersionsobjektiv (Zeiss, Deutschland) unter
Verwendung des Programms “Labspec” aufgenommen und fiir die weitere Auswertung
als Text-Datei abgespeichert. Als Anregungsquelle diente ein Krypton-Ionen-Laser
(Innova 302C, Coherent , USA) mit einer einfallenden Laserleistung von PL < 1 mW
und einer Anregungswellenldnge von 476 nm. Die Integrationszeit pro Messpunkt
betrug 2s. Fiir das Ermitteln der Integrationszeit wurde die Intensitatsschwéichung
des Raman-Signals fiir die C=C-Schwingung bei 1528 cm ™! iiber einen Zeitraum von
10 s ermittelt.

Die vorbereiteten Proben (siehe Abschnitt 5.3.1) wurden auf einem in x,y-Richtung
motorisierten Probentisch (Méarzhéuser, Deutschland) unter dem Mikroskop positio-
niert. Bewegungen in z-Richtung erfolgten manuell in 10 pm Absténden beginnend
von der Algenoberfliache in den laminaren Wasserbereich oder umgekehrt mit Hilfe
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des z-Fokus des verwendeten Mikroskops. Fiir alle Messungen betrug das konfokale
Pinhole 1000 pm und die Spaltbreite 100 pm.

Um einen Einfluss der an der Thallusschnittstelle austretenden, intrazellularen
Metabolite auf die Messungen zu verhindern, war jeder Messpunkt mit einem Min-
destabstand von 1,5cm von der Schnittkante der Algenthallusstiicke entfernt.

Fir die verwendete Raman-Anregungswellenldnge von A = 476 nm und die numme-
rischen Apparatur des Wasserimmersionsobjektivs von NA = 1,2 konnte eine laterale
Auflésung R(x, y) von ungefdhr 250 nm und die axiale Auflésung R(z) von 900 nm
berechnet werden.

Fiir die Messung des kéduflich erworben reinen, $-Carotins (5)und Fucoxanthins (2)
(Sigma-Aldrich, Deutschland) als Standard, gelost in verschiedenen Losungsmitteln,
wurde der beschriebene Aufbau durch eine rotierbare Rundkiivette ergénzt.

FT-Raman-Spektroskopie

Ein Multi-Ram FT-Raman-Spektrometer (Waters) mit einem Michelson-Interferometer,
zuséatzlich ausgeriistet mit einem in x,y-Richtung beweglichen, motorisierten Pro-
bentisch (TLC-Tisch) sowie der Moglichkeit zur Aufnahme von Fotos, wurde fir die
FT-Raman-Messungen ins den Algen C. prolifera und C. taxifolia, Syntheseprodukten
und Standards verwendet. Alle Spektren wurden unter Verwendung des Programms
“Opus* aufgenommen und zur weiteren Verarbeitung als Text-Datei gespeichert. Als
Anregungsquelle diente ein Nd:YAG-Laser mit einer Wellenldnge von 1064 nm. Die
Messungen wurden mit einer Laserleistung von 800 mW, einer Auflssung von 2 cm™!
und 30 Scans aufgenommen. Laut Herstellerangaben betrug die laterale Auflésung in
x,y-Richtung des Lasers 100 pm. Vor den Messungen wurde 4-Acetamidophenol (im
festen Zustand) oder Polystyrol als Standard zum Uberpriifen der Gerétefunktion
gemessen. Die vorbereiteten Algenproben (siehe Abschnitt 5.3.1) wurden auf dem
Probentisch positioniert und die Messpunkte einzeln oder in Form von Linien und
Gittern mit einem Abstand zwischen den Punkten von mindestens 100 pm gemes-
sen. Fliissige Syntheseprodukte und Standards wurden in einem NMR-Ro6hrchen im
normalen Probenaufbau vermessen.

CARS-Spektroskopie

Die fiir die Erzeugung des CARS-Signals wichtigen kurzen Pulse wurden mit einem
kohérenten MIRA HP Ti:sapphir Laser gepumpt und durch einen kohérenten Verdi-
V18 Nd VandatLaser mit einem Intervall von wenigen Picosekunden generiert. Somit
wurde eine spektrale Auflésung von 20 cm erreicht. Die ausgehende Strahlung mit
einer Wellenldnge von 831 nm wurde mit einem 50:50-Strahlungsteiler in zwei Teile
unterteilt. Der eine Teil wurde direkt zur Generation des Stoke Pulses verwendet.
Der andere Teil diente dem Pumpen des zweiten optischen Oszillators APE-OPO,
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dessen ausgehende Strahlung zwischen 700 nm-710nm gestimmt wurde, um die
relative Wellenzahldifferenz zwischen 2177 cm~! und 2208 cm™! zu erhalten. Die
beiden erzeugten Laserstrahlen wurden mit Hilfe eines motorisierten Probentisches
in Kombination mit einem Retroreflektor und einem dichromatischen Spiegel zur
Rekombination sowie der Uberlappung in Zeit und Raum gebracht. Der Strahl wurde
in ein inverses Laser-Scanning-Mikroskop (LSM 510 Meta, Zeiss, Deutschland) geleitet.
Hier wurde die Strahlung mit einem Objektiv (NA 10) auf die Probe fokussiert.
Das erhaltene CARS-Signal wurde mit einem Kondensor (NA 0.55) gesammelt, mit
verschiedenen Filtern (BL 650SP, BL629/56 BP, 600/40 BP, OC14) vom restlichen
Pump- und Stokes-Licht separiert und mittels eines Photomultipliers detektiert. Zur
Steuerung des Mikroskops und zur Aufnahme der CARS-Bilder wurde das Programm
“LSM” von Zeiss verwendet. Das Programm LSM erlaubte die gleichzeitige Aufnahme
von mehreren Signalen, den sogenannten Kanélen gleichzeitig.

Die vorbereitete Probe wurde auf den zum Mikroskop gehdérenden Objekttisch
gelegt und der Fokus sowie die Messschritte manuell eingestellt. Pro Messung wurde
ein Bereich von 900 pm x 900 pm und eine Pixelgréfie von 1,8 pm gemessen. An jeder
Stelle wurde erst sowohl das resonante Signal als auch das nicht-resonante Signal
gemessen. Die Messung erfolgte in 15 pm-Schnitten von der oberen bis zur unteren
Algenoberfliche.

Vor der Messung wurde das Vierwellenmischsignal zu dem das CARS-Signal gehort
mittels des hohen nicht-resonanten Vierwellenmischprozesses von Glas optimiert
indem mittels Variation des rdumlichen Uberlapps der Pulse das Signal auf einem
Objekttriager zentriert, die optimale Ausleuchtung eingestellt und die Intensitéit
maximiert worden ist. Zudem wurde das vorhandensein des CARS-Signals mit einer
Probe reinem Caulerpenins (3) tiberpriift.

5.2.2 Chromatographie
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Die Trennung der Syntheseprodukte wurde mit Hilfe eines LC-8A Fliissigchroma-
tographen (Shimadzu, Deutschland), unter der Verwendung eines SPD-10AV UV-
Vis-Detektors durchgefiihrt. Es wurde eine LiChro CART® 250-10 Purospher RP-18,
endcapped (Partikelgroie 5 pum, @ 10 mm, 250 mm) als praparative Sdule mit den
Eluenten Methanol (Optigrade), versetzt mit 0,1 % Ameisensdure (v/v) und Was-
ser (HPLC rein), versetzt mit 0,1 % Ameisensiure (v/v) verwendet. Die Trennung
erfolgte isokratisch (90 MeOH/10 H30) bei einer Flussrate von 4 mlmin~!.
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Tab. 5.2: Verwendete UPLC-Gradienten fiir die Trennung Caulerpenin (3) und Fucoxanthin
(2) haltigen Proben

Caulerpenin und Syntheseprodukte Fucoxanthin

Zeit min % Wasser % Acetonitril'® Zeit min % Wasser'® % Acetonitril'®
0 90 10 0,1 100 0
0,2 90 10 0,5 50 50
3,0 0 100 5 0 100
4,0 0 100 5,5 0 100
4,5 90 10 6 100 0
5 90 10

i+ 0,1% H,OOH

Ultrahochleistungsfliissigkeitschromatographie mit Massenspektrometrie
(UPLC-MS)

Die UPLC-MS Messungen erfolgten an einem Waters Acquity UPLC/MS-System
und Micromass® Q-ToF micro ESI-TOF-Massenspektrometer. Bei einigen Messungen
wurde auch der eingebaute 2996 PDA-Detektor verwendet.

Fiir die Ultrahochleistungsfliissigkeitschromatographie wurden zur Trennung von
Caulerpenin (3) und Fucoxanthin (2) aus den Cig-Experimenten eine BEH C18 Séule
2,1 mm x 50 mm, Partikelgréfel,7 pm von Waters verwendet.

Als Eluenten wurden Acetonitril (UPLC/MS-grade) von Biosolv mit 0,1 % Amei-
sensdure (v/v) sowie Wasser (UPLC/MS-grade) von Biosolv mit 0,1 % Ameisenséure
(v/v) (Roth) verwendet. Die eingestellte Flussrate betrug 0,6 mlmin~! bei unter-
schiedlichen Gradienten fiir Identifikation von Caulerpenin (3) und Fucoxanthin (2)
welche Tabelle 5.2 zu entnehmen sind. Zwischen 5 plund 10l der Proben gel6sst in
Methanol wurden auf die Séule mittels eines Autosamplers aufgetragen. Die verwen-
deten ESI-Parameter fiir verschiedene Messungen sind der Tabelle auf Seite 5.3 zu
entnehmen.

5.3 Probenvorbereitung

5.3.1 Fixierung der Algen fiir die Raman- und CARS-Spektroskopie
Resonanz-Raman-Spektroskopie

Fiir die Probenvorbereitung der RR-Messungen wurden Individuen der Braunalge
F. vesiculosus den Kulturaquarien entnommen und mit einem Skalpell in 4 cm—5 ¢cm
lange Stiicke zerteilt. Die einzelnen Algenstiicke wurden in je eine mit 20 ml Instant
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Tab. 5.3: Verwendete ESI-Parameter

Fucoxanthin Caulerpenin
Capillary Voltage 3000V (positiver Modus) 3000V (positiver Modus)
Sample Cone 50V 30V
Source Temperature 120°C 120°C
Desolvation Temperature 300 °C 300°C
Cone Gas Flow 251h~! 351h~!
Dessolvation Gas Flow 7501h~! 7501h~!
Collision Energy 5V 5V
=

J'I:‘)(‘,

z\:

A

Abb. 5.1: A) Fir die RR-Messungen fixierte Thallusspitze von F. vesiculosus in einer
Petrischale. B) Auf einem Quarzobjekttrager mit zwei Glaskapillaren fixierter Assimilator
von C. taxifolia, vorbereitet fiir die FT-Raman-Messungen. C) Eine fiir die CARS-Messung
vorbereitete Probe eines Stolonabschnitts von C. taxifolia.

Ocean gefiillte Petrischalen (@ 8,5 cm) tberfithrt und mit Hilfe eines Glasrahmens
bestehend aus zwei Glaskapillaren und Heilkleber fixiert (siehe Abbildung 5.1 A).
Es wurde bei der Vorbereitung darauf geachtet, dass es zu keinem Kontakt zwischen
dem Heiflkleber und dem Algenstiick und keiner weiteren mechanischen Verletzung
des Untersuchungsobjekts durch die Glaskapillaren kam. Auf die gleiche Weise, mit
Ausnahme des Zerteilens des jeweiligen Algenindividuums, wurden auch die Proben
fiir die RR-Messungen von Ulva sp. vorbereitet.

FT-Raman-Spektroskopie

Als Vorbereitung fiir die FT-Raman-Messungen an Assimilatoren der Griinalgen C.
prolifera und C. tazifolia wurden je ein Assimilator der frischen, gesunden Algen mit
einem Schnitt durch die Mitte der angrenzenden Stolonabschnitte von dem restlichen
Algenindividuum abgeteilt. Den jeweiligen Teilstiicken wurde durch eintauchen im
kiinstlichen Seewasser (Instant Ocean) fiir 5 min in die Moglichkeit gegeben, einen
Wundverschluss auszubilden.

Anschliefend wurden die abgetrennten Assimilatoren auf Objekttragerns aus
Quarzglas mit Hilfe von zwei Glaskapillaren und Heilkleber fixiert (siche Abbildung
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5.1 B). Es wurde hierbei darauf geachtet, dass es zu keinerlei Verletzung des ver-
wendeten Algenindividuums durch den ausgetibten Druck der Glaskapillare oder
Hitzeverletzungen aufgrund eines Kontaktes mit dem Heiflkleber kam. Nachdem der
Heilkleber ausgetrocknet war (40s), wurde die Alge mit Instant Ocean betraufelt bis
sie komplett von Instant Ocean bedeckt war. Da die Objekttriager keinen erhéhten
Rand besitzen, wurde vor jeder Messung stets darauf geachtet, dass die Alge mit
geniigend Fliissigkeit versorgt war. Die Vorbereitung zur Messung an Rhizoiden oder
Stolonen erfolgte auf die gleiche Weise.

Fiir die Messungen des zeitlichen Verlaufes des Wundverschlusses wurde der
Zeitpunkt der Abtrennung, des ersten, sowie weiterer und des letzten Messpunktes
notiert. Dariiber hinaus erfolgte hier bei einigen Praparaten auch die Verwundung
an der bereits auf dem Objekttrager fixierten und sich in ausreichend Kulturmedium

befindenden Alge.

CARS-Spektroskopie

Ahnlich wie die Probenvorbereitung zur FT-Raman-Spektroskopie (siehe Seite 105)
wurde auch fir die CARS-Spektroskopie je ein Assimilator der Griinalgen C. pro-
lifera und C. tazifolia mit einem Schnitt durch die Mitte der angrenzenden Stolo-
nabschnitte von dem restlichen Algenindividuum abgeteilt. Nach Ausbildung des
Wundverschlusses im kiinstlichen Seewasser (Instant Ocean) konnte die Alge auf
ein grofies Deckglaschen (24 cm x 24 cm) mit einer Dicke von 0,13 mm—0,17 mm posi-
tioniert werden. Das Deckglédschen war im Vorfeld auf einer Objekttrigerhalterung
mit doppelseitigem Klebeband fixiert worden. Bei Bedarf wurde der abgetrennte
Assimilator mit Hilfe von Glaskapillaren und Heikleber auf dem Deckgléschen fixiert.
Auch die Vorbereitung zur Messung an Rhizoiden oder Stolonen erfolgte auf die
gleiche Weise (siehe Abbildung 5.1 C). Die Alge wurde vor der Messung und nach
der Messung mit ausreichend Instant Ocean betréufelt.

5.3.2 Extraktion von Oberflichenmetaboliten mit C,s-Material

Fiir die Extraktion von Oberflichenmetaboliten der Algen F. wvesiculosus und C.
tazifolia mittels Cig-Material wurden zwei verschieden modifizierte und mit unter-
schiedlicher Partikelgrofie kommerziell erhéltliche Cig-Materialien verwendet. Haupt-
sachlich wurde das nicht vollstdndig modifizierte (not endcapped) Silica Gel 100
Cis-Material mit einer Porengréfie von 40 pm—63 pm verwendet (Fluka, Sigma Ald-
rich, Deutschland). Dartiber hinaus wurde auch getestet, ob sich das vollstéindig
modifizierte (fully endcapped) Silica Gel 100 Cig-Material mit einer Porengréfie von
15 pm—25 pum als Absorber-Material fiir die Cig-Methode eignet.

Die Extraktion von Oberflachenmetaboliten mittels Cig-Material erfolgte in meh-
reren Schritten. Im ersten Schritt wurden die Algen den Aquarien entnommen und
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fiir eine Minute so positioniert, dass iiberschiissiges, an der Oberfléche anhaftendes
Wasser abtropfen konnte. Danach wurden die Algenthalli gleichmé&fig beidseitig mit
Ci1g-Material bepudert bis sie vollstandig bedeckt waren. Hierbei wurden im Laufe der
Methodenentwicklung verschiedene Varianten fiir das Aufbringen des Cig-Materials
auf die Algenoberflaiche ausprobiert. Neben einfachem Drauf streuen des Materials
zeigte sich ein Schwenken der Alge in einer mit Cyg-Material gefiillten Petrischale oder
Tiite als die Variante mit dem schnellstméglichem gleichméBigen Bedecken der Alge
und einem geringeren Cig-Materialverbrauch. Fiir die Beprobung von einer 20 cm?
groflen Fliache der Braunalge F. vesiculosus wurde 0,3 g Cig-Material benotigt.

Nach dem Aufbringen des Cig-Materials erfolgte ein Zeitraum in dem die Alge nicht
bewegt wurde und den Metaboliten der Algenoberfliche die Mdoglichkeit gegeben,
wurde mit dem Cjg-Material Bindungen einzugehen. In Versuchen mit verschiedenen
“Einwirkzeiten” von 30 s—600 s stellten sich 60 s als der Zeitraum heraus, nach dem sich
auf dem Cig-Material ausreichend Metabolite gesammelt hatten und das Material
leicht von der Alge herunter gewaschen werden konnte.

Anschliefend wurde das Cig-Material mit kiinstlichem Seewasser, dessen Salinitat
an die jeweilige Alge angepasst war, mit Hilfe einer Spritzflasche von der Alge herun-
tergespiilt und durch einen angelegten Unterdruck in einer Kartusche aufgefangen.
Hierbei wurde darauf geachtet, dass das Cig-Material in der Kartusche nicht austrock-
nete sondern immer mit Fliissigkeit umgeben war. Das sich im kiinstlichen Seewasser
befindende Cig-Material wurde mehrfach mit entionisiertem Wasser gespiilt, um an-
haftendes Salz von der Probe zu waschen. Im letzten Schritt folgte die Elution der an
das Cig-Material gebundenen Oberflichenmetabolite der Alge durch die Zugabe von
10 ml Methanol (Sigma-Aldrich, Deutschland). Das methanolisch-wéssrige Extrakt
wurde aufgefangen und in einem Rotations-Vakuum-Konzentrator bei 30 °C bis zur
Trocknung eingeengt, um anschliefend in 200 il Methanol resuspendiert zu werden.
Erfolgten die weiteren Messungen nicht am selben Tag, wurden die Extrakte bei
—20°C tiefgefroren.

Zum Ermitteln der eingesetzten Flache mit Hilfe des Bildanalyseprogramms “Image
J” (Rasband, W.S, 1997) wurde die Alge nach der Behandlung unter einer Glasplatte
flach fixiert und fotografiert. Untersuchungen der Algenoberfliche auf jegliche Verlet-
zung durch das Cig-Material erfolgten mittels Bildanalyse von Mikroskopieschnitten
(siche Abschnitt 5.4.2)

Um die Effizienz des Abspiilvorganges bei einer bekannten Menge von Cyg-Material
zu analysieren, wurde die zum Auffangen des Cig-Materials benutzten Kartuschen
vor und nach dem Auffangen und Trocknen des Cis-Materials gewogen. Des weiteren
wurden auch Versuche zur Effizienz der Extraktion mit Cig-Material durchgefiihrt
bei denen mehrere Thalli-Stiicke mehrfach hintereinander mit Cig-Material beprobt
wurden.
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5.3.3 Extraktion von Oberflaichenmetaboliten mit der Dipping-Methode

Die Metaboliten der Algenoberfliche wurden mit der Dipping-Technik nach dem fiir
F. vesiculosus von Lachnit et al. (2010) entwickelten Protokoll extrahiert.

Hierfiir wurden die Thallusspitzen von F. vesiculosus fiir 5s in 60 ml geriihrtes
Methanol /Hexan (beide Losungsmittel von Sigma-Aldrich, Deutschland) im Ver-
héltnis 1:1 gehalten. Es wurde darauf geachtet, dass die Thallusspitzen nicht den
Rithrvorgang beeinflussten. Ein Unterbrechen des Riithrvorgangs fiihrt zu einer Ents-
mischung der Methanol/Hexan-Emulsion an der Algenoberfliche, was wiederum
zu eventuellen Verletzung dieser durch den Einfluss des Methanols auf die Zel-
loberflachen fiithren kann. Das erhaltene Extrakt wurde im Anschluss mit einem
Rotations-Vakuum-Konzentrator bei 30°C bis zur Trocknung eingeengt, in 1ml
Methanol wieder aufgenommen und bis zu den weiteren Messungen bei —20°C
tiefgefroren.

Die beprobten Algenspitzen wurden nach der Behandlung mittels einer Glasschei-
be flach fixiert und fotografiert. Mit diesen Fotos und dem Programm “Image J”
(Rasband, W.S, 1997) konnte anschliefend die Fliche in ¢m? der beprobten Alge
ermittelt werden.

5.4 Uberpriifung der Algen auf Verwundung

5.4.1 Verwundung bei Raman- und CARS-Spektroskopie
Resonanz-Raman-Spektroskopie

Zum Uberpriifen der Alge auf Verletzungen durch den in der RR-Spektroskopie
verwendeten Laser, wurden vor und nach jeder Messung Bilder von den untersuch-
ten Algenthalli-Bereichen mit dem zum Versuchsaufbau gehérenden Mikroskop-
Kamerasystem (BX40, Olympus, Japan) aufgenommen. Dariiber hinaus wurden die
Algenstiicke nach der Behandlung mittels des Anfirbens mit einer 0,05 % Evans Blue-
Losung (PSU 12) mikroskopisch auf verletzte Zellen an der Oberfléiche hin untersucht
(Weinberger et al., 2005; Taylor & West, 1980). Hierbei dienten Algenstiicke, die
nicht mit dem Raman-Aufbau gemessen wurden, allerdings vom gleichen Individuum
stammten und ebenfalls mit Evans Blue angefarbt wurden, als Kontrolle.

FT-Raman-Spektroskopie

Schon wahrend der Messung war es Mdoglich den Gehalt an Wasser der vermesse-
nen Probe durch die typische Bande fiir die O-H-Streckschwingung fiir Wasser bei
3500 cm ™! zu beobachten. Somit konnte indirekt auf den Zustand der Alge geschlos-
sen werden, was bei bei einem deutlichen sinken der Signalintensitét der typischen
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Bande wéhrend der Messungen, zu einem friihzeitigen Abbruch Raman-Messung
fiihrte.

Die untersuchten Fragmente der Algen C. prolifera und C. tazifolia wurden vor
und nach jeder Messung mit einer Canon PowerShot SX200 IS (Super Makro Modus)
fotografiert. So konnte visuell sichergestellt werden, dass die gerade zuvor aufge-
nommenen Raman-Spektren die Algen-Fragmente nicht in Form von Verbrennungen
verletzt haben. Nach der Behandlung wurden die Algen in ein beliiftetes Aquarium
iiberfithrt und in den folgenden sieben Tagen visuell auf Verwundungen iiberpriift,
um einen lang anhaltenden Einfluss durch die Probenvorbereitung oder durch die
Messmethode auszuschliefen.

CARS-Spektroskopie

Ahnlich wie bei der Untersuchung zur Schidigung bei der FT-Raman-Messung wurden
Vorher/Nachher- Aufnahmen der untersuchten Algenteile von C. prolifera und C.
taxifolia mittels einer Canon PowerShot SX200 IS (Super Makro Modus) erstellt.
So konnte visuell sichergestellt werden, dass der verwendete Laser die Alge nicht
in Form einer Verbrennung verletzt hatte. Dariiber hinaus wurden die Algen nach
der Behandlung in ein beliiftetes Aquarium tberfithrt und in den folgenden sieben
Tagen visuell auf Folgeschdden hin tiberpriift. Zudem wurde der Laser zwischen den
Messungen vor den Erreichen der Algenoberfliche blockiert, um der Alge moglichst
wenig Stress zuzumuten.

5.4.2 Verwundung der Algen bei Extraktion mit C,s-Material und
Dipping

Die mit der Cig- oder Dipping-Methode untersuchten Algen wurden mikroskopisch
hinsichtlich verschiedener Verletzungen an den Oberflichenzellen untersucht.

Fiir Algen der Gattung Caulerpa wurden mikroskopische Aufnahmen der Spitze
und mittlerer Thallus-Bereiche vor und nach der jeweiligen Behandlung aufgenommen
und miteinander verglichen. Verdnderungen konnten so visuell festgestellt werden. Fiir
einen Einfluss der Dauer der Behandlung auf die Algen wurden die schon erwéhnten
Thallus-Bereiche wihrend eines Zeitraums von bis zu 2 Tagen fotografiert (vor und
nach der Behandlung nach 1 Stunde nach 2 Stunden nach 24 Stunden und nach 48
Stunden). Als Kontrolle dienten Algen, die bis auf die Behandlung mit C;g-Material
oder dem Dipping, gleich behandelt worden sind, d.h. dass sie sich fiir den gleichen
Zeitraum wie fiir die jeweilige Behandlung nicht im Aquarium befanden.

Die Algen der Gattung Fucus wurden neben den visuellen Beobachtungen der
Oberflache auch noch auf verletzte Oberflachenzellen hin angefdrbt. Hierzu wurden
behandelte sowie unbehandelte Algenstiicke des gleichen Individuums mit steril
gefiltertem (2 pm) Instant Ocean abgespiilt und anschlieend in einer 0,05 % Evans
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Blue-Losung (PSU 12) fir 30 Minuten angefiarbt (Weinberger et al., 2005; Tay-
lor & West, 1980; Lachnit et al., 2010). AnschlieBend wurden die Algenstiicke mit
kiinstlichem Seewasser (Instant Ocean) abgespiilt und moglichst diinne ca. 1cm?
Mikroskopieschnitte angefertigt. Es zeigte sich, dass es das Mikroskopieren erleich-
terte, wenn die Algenstiicke in Agar eingebettet waren. Zudem konnten die Proben,
versiegelt mit Nagellack, auch noch nach einigen Tagen ausgewertet werden, ohne
dass sich in der Zwischenzeit die Qualitit der Proben verindert hatte. Fotografische
Aufnahmen wurden mit einem Phasenkontrastmikroskop (DM2000, Leica, Heerbrugg,
Schweiz) ausgestattet mit einem Kamerasystem (DFC280, Leica, Heerbrugg, Schweiz)
und der Software “Leica IM50” (Version 4.0) aufgenommen. Die Bildaufnahmeein-
stellungen wurden wihrend eines Experimentes nicht verdndert. Allerdings kam es
aufgrund von unterschiedlich stark pigmentierten Algenmaterial zu den verschiedenen
Jahreszeiten zu einer Anpassung der Belichtungszeit auf das jeweilige Experiment. Die
Bilder wurden sowohl mit einem Objektiv 10-facher als auch 40-facher Vergréflerung
aufgenommen.

Im Anschluss erfolgte die weitere Auswertung anhand einer Rot/Griin/Blau-
Analyse (Additiver Farbraum der Farben Rot, Griin, Blau (RGB)-Analyse) der
mikroskopischen Aufnahmen mittels des Programms ,GIMP“ (Spencer et al., 2012).
Durch eine Verletzung der Algenoberfliche treten die Pigmente aus der Zelle aus und
die Alge verdndert so ihre Farbe. Die so erhaltenen Werte bildeten die Grundlage
weiterer Berechnungen wie Mittelwert, Standardabweichung und der grafischen
Darstellung.

5.5 Herstellung der Standards

5.5.1 Fucoxanthin und $-Carotin

Die fiir die RR~, FT-Raman- und UPLC-MS-Messungen benétigten Standards von
Fucoxanthin (2) und -Carotin (5) wurden auf Basis kauflich erworbener Extrakte der
Metabolite (Sigma-Aldrich, Deutschland) hergestellt. Die benétigten Konzentrationen
sind in den jeweiligen Abschnitten der Messungen in denen sie verwendet worden
sind angegeben.

5.5.2 Extraktion von Caulerpenin aus C. taxifolia und C. prolifera

Der fiir diese Arbeit benétigte Standard des Caulerpenins (3) wurde aus frischem
C. taxifolia und C. prolifera-Material nach dem Protokoll aus der Dissertation
von Weiiflog (2010) gewonnen. Das frische Algenmaterial stammte von den in
Abschnitt 5.1.1 schon aufgefiihrten Héndlern oder von unserem Kooperationspartner
Levent Cavas von der Dokuz Eylul Universitéit, [zmir. Das frische Algenmaterial
wurde wie im Protokoll von Weiiflog (2010) beschrieben mit Zellstoff abgetupft,

113



Synthesen Experimenteller Teil

gewogen und extrahiert. Bei kleinen Mengen an Algenmaterial kann durch das
Morsern bedingte Zerstoren der Algenzelle die Ausbeute an Caulerpenin (3) durch die
einsetzende Caulerpenin-Esterase-Reaktion stark vermindert werden. Das Inaktivieren
der Esterasen durch das kurze (3 min) Kochen des Algenmaterials fiihrt daher zu zu
einer hoheren Ausbeute an Caulerpenin (3). Da jedoch bei der Durchfiihrung der
Extraktion immer ausreichend Algenmaterial (bis zu 5kg) vorhanden war, wurde auf
das deaktivieren der Algenenzyme mittels Kochen zur Verbesserung der Ausbeute
verzichtet.

Das abgetupfte Algenmaterial wurde im Anschluss mit fliissigem Stickstoff schock-
gefroren und mit einem handelsiiblichen Metallstabmixer zu einem groben Pulver
verarbeitet. Dieses Pulver wurde im noch gefrorenen Zustand in Ethylacetat (ca.
2ml EtOAc /g Alge, Sigma-Aldrich, Deutschland) suspendiert und unter Riihren
mindestens 1h bzw. bis zur vollstandigen Erwarmung auf Raumtemperatur extra-
hiert. Im Anschluss an die Extraktion wird das feste Algenmaterial durch Filtration
iiber Kieselgel abgetrennt und das Kieselgel mehrmals mit Ethylacetat gespiilt. Die
organischen Phasen wurden vereinigt und zur Entfernung von Fettsduren mit einer
gesattigten Kaliumkarbonatlosung (2 x 1ml pro ml Ethylacetat) gewaschen und
iiber Natriumsulfat getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels mittels Rotati-
onsverdampfung, wurde das so erhaltene Rohextrakt sdulenchromatographisch an
Silicagel mit einem Loésungsmittelgemisch aus Petrolether/Ethylacetat (7/3, v/v)
aufgereinigt. Um die noch enthaltenen Sterole zu entfernen, wurde das erneut mittels
Rotationsverdampfung eingeengte Rohextrakt aus der vorherigen sdulenchromatogra-
phischen Trennung, nochmals an Kieselgel mit Petrolether /Diethylether (3/1, v/v)
aufgetrennt. Nach einer weiteren Elution mit Petrolether/ Diethylether (5/5, v/v)
auf der selben Saule konnte reines Caulerpenin (3) gewonnen werden.

Insgesamt wurde wahrend des Zeitraums zur Anfertigung dieser Arbeit mehrfach in
Zusammenarbeit mit dem Diplomchemiker Phillipp Richter und Dr. Jerrit Weiflflog
Caulerpenin (3) aus Individuen von C. tazifolia und C. prolifera extrahiert.

5.6 Synthesen

5.6.1 Produkte aus Caulerpenin, Protein und Esterase

Mogliche Produkte die bei der Reaktion von Caulerpenin (3) mit Esterasen und
Proteinen entstehen wurden in Anlehnung an die Proteinquervernetzungsprodukte
aus der Dissertation von Weiiflog (2010) synthetisiert. Diese wurden mittels FT-
Raman-Spektroskopie (siehe Abschnitt 5.2.1) vermessen und mit den Messungen des
Wundverschlusses von C. tazifolia verglichen.

Es wurden folgende Stammlésungen angesetzt:
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Tab. 5.4: Caulerpenin-,Protein-,Exterase- Mischungen fiir die FT-Raman-Messungen

Losung Caulerpenin  Esterase Ovalbumin dest. HoO

1 40 pl 40 pl 60 pl 40 pl
2 40 pl 40 pl 100l
3 60l - 40l 80l

Hydrogencarbonatpuffer

Um eine 10-fache Stammlosung des Hydrogencarbonatpuffers herzustellen, wurden
21 g Natriumhydrogencarbonat und 1g Natriumazid in 400 ml dest. Wasser gelost
und mit verdiinnter Natriumhydroxidlésung auf einen pH-Wert von 8,3 eingestellt.
Vor Nutzung der Losung wurde diese 1:10 mit dest. Wasser verdiinnt.

Ovalbuminstammldsung

Hierfiir wurden 25 mg Albumin aus Hithnereiweifl (Sigma-Aldrich, Deutschland) in
0,5 ml Hydrogencarbonatpuffer (pH=38,3) gelost.

Schweineleberesterase

Es wurden 1 mg Schweineleberesterase (165 mgmg~!, Sigma-Aldrich, Deutschland)
in 0,25 ml Hydrogencarbonatpuffer (pH=38,3) gelost

Caulerpenin (3)

Fiir eine Caulerpeninstammlésung von 10 mgml~! in reinem Wasser/Methanol wur-
den 100 pl einer methanolischen Lésung (100 mgml~!) in 900 mg ml~! reinem Wasser
suspendiert.

Die verschiedenen Stammlosungen wurden wie in Tabelle 5.4 zusammenpipettiert,
wobei die Esterase immer zuletzt zugegeben wurde. Die Losungen wurden fir eine
Stunde auf dem Vortexer kontinuierlich geschiittelt, anschliefend in NMR-R6hrchen
iiberfithrt und am Multi-Ram-Raman-Spektrometer vermessen.

5.6.2 Caulerpenin-Amin-Reaktion nach Guerriero et al.

Die von Guerriero et al. (1995) gezeigten Reaktionsprodukte von Caulerpenin (3)
mit Butylamin wurden nach der Vorschrift von Guerriero et al. (1995) synthetisiert.

Fiir die Synthese wurden 50 mg Caulerpenin (3) in 25 ml Methanol (Sigma-Aldrich,
Deutschland) unter Zugabe von Butylamin 0,91 mmol (Sigma-Aldrich, Deutschland),
fiir 40 min bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Entfernung des Losungsmittels durch
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Rotationsverdampfung wurde der Riickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel,
erst mit Diethylether gefolgt von Ethylacetat/Methanol (4:1, v/v) als Eluenten, ge-
trennt. Die Diethylether-Fraktionen wurden mittels RP-HPLC (siehe Abschnitt 5.2.2)
weiter fraktioniert. Die erhaltenen Fraktionen wurden mittels Rotationsverdampfung
eingeengt und in 450 pl MeOH (Sigma-Aldrich, Deutschland) aufgenommen. Von den
mehr polaren Ethylacetat/Methanol-Fraktionen wurde diejenige Fraktion eingeengt
und in MeOH aufgenommen, die bei der durchgefiithrten Diinnschichtchromatographie
mit Ethylacetat/Methanol/Butylamin (98:10:2, v/v/v) als Eluenten eine Substanz
mit einem Rf-Wert von 0,5 aufwiesen.

Im Anschluss wurden die Strukturen der Produkte mittels UPLC-MS-Messungen
(sieche Abschnitt 5.2.2) iiberpriift. Hierbei konnte das laut der Vorschrift von Guer-
riero et al. (1995) vermutete Caulerpenin-Amin-Derivat (Metabolit (6)) eindeutig
aufgrund seines [M-+H]' bei 268 m/z in einem der Extrakte identifiziert werden
(Chromatogramm und Spektrum siehe Anhang Seite 141). Die fiir die Identifizierung
der Metabolite aufgenommenen NMR und COSY-Spektren wurden von Phillipp
Richter ausgewertet. Besonders die Auswertung der aufgenommenen komplexen
1H-NMR-Spektren gestaltet sich hierbei als sehr schwierig, da ein Gemisch aus vier
E- und Z-Isomeren vorlag. Allerdings lassen sich die Signale der drei aromatischen
Protonen des Pyrrols erkennen. Leider ist die Aufspaltung der einzelen aromatischen
Protonen wegen Uberlagerung mit anderen Signalen nicht erkennbar. Im ebenfalls
vorhandenen H,H-COSY-Spektrum zeigte sich allerdings eine Kopplung zwischen
diesen drei Signalen, was auf die Présenz einer Pyrrolringstruktur schlieflen lésst.
Abschlielend wurden die erhaltenen Extrakte mittels FT-Raman-Spektroskopie
(siehe Abschnitt 5.2.1) gemessen und die daraus resultierenden Spektren mit den
Wundverschluss-Spektren von C. tazifolia verglichen.

5.7 Auswertung

5.7.1 Raman- und CARS-Ergebnisse
Auswertung der Resonanz-Raman-Spektren

Untergrundkorrektur und Berechnung der Gradienten Fiir die Auswertung der
aufgenommen RR-Spektren wurden die Messdaten in das Statistikprogramm R gela-
den und mit Hilfe des Paketes Peaks Morhac (2008) untergrundkorrigiert (4 Ordnung)
und geglattet Team (2012). Im Anschluss daran wurde die Resonanz verstarkte Bande
der C=C-Schwingung (v1) fiir die weiteren Auswertungen ausgewéhlt und die Fléache
der Bande mittels eines Gaussfits bestimmt. Hierfiir wurde das Programm Origin
verwendet. Die so erhaltenen Peakflichen der Banden wurden gegen die jeweiligen
Messpositionen Spektren (z. B. 50 pm von der Algenoberflache in z-Richtung entfernt)
aufgetragen.
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Erstellen des Maps (Falschfarbenbildes) Die Raman Bande bei 1528 cm ™! (C=C
Schwingung) wurde verwendet, um die rdumliche Verteilung der Carotinoide auf
einem 50 mal 50 Messpunkte grossen Bereich der Alge in einem Falschfarbendbild
darzustellen. Hierzu wurden die in diesem Bereich aufgenommenen Spektren wie
schon beschrieben untergrundkorregiert und die Intensitit der Bande bei 1528 cm™!
(C=C Schwingung) in das Programm Origin eingelesen und als Konturplot dargestellt.
Die Farbfiillung erfolgte bis zu den Konturlinien.

Bestimmung der Konzentration an Fucoxanthin in der laminaren Grenzschicht
von C. taxifolia Die Berechnung der Konzentration an Fucoxanthin (2) in der
laminaren Grenzschicht beruht auf der Annahme, dass sich der in der Studie von
Saha et al. (2011) ermittelte Gesamtfucoxanthingehalt, in einem Bereich zwischen
Algenoberflache und 150 pm von dieser entfernt befindet. Aufgrund dieser Annahme
konnte eine durchschnittliche Konzentration von 580 nM fiir diesen Bereich kalkuliert
werden. In einem weiteren Schritt konnte durch Integration der fiir Fucus ermittelten
Gradienten (Vergl. Abbildung 3.14) die lokale Fucoxanthin-Konzentration ermittelt
werden.

Auswertung der FT-Raman-Spektren

Untergrundkorrektur, Glattung, Normierung und Bildung von Mittelwertspektren
Die mit dem Multi-Ram-Spektrometer aufgenommenen FT-Raman-Spektren wurden
mit Hilfe der Pakete Peaks und Libre des Statistikprogramms R (Team, 2012; Morhac,
2008) untergrundkorrigiert (4 Ordnung). Die Spektren zur Ermittlung der Verteilung
von Caulerpenin innerhalb der intakten Assimilatoren von von C. tazifolia und C.
prolifera(siehe Seite 82 wurde zusétzlich noch geglittet.

Fiir die Auswertung der Messungen zum Wundverschluss wurden die Spektren auf
die fiir den jeweiligen Wundverschlussabschnitt oder die in den intakten Alge charakte-
ristischen Schwingungsbanden normiert. Aufgrund ihrer jeweiligen charakteristischen
Zusammensetzung wurden die Spektren verschiedenen Zonen des Wundverschlusses
zugeordnet. Aus den so sortierten Spektren wurden die Mittelwertspektren inklusive
Standardabweichung der jeweiligen Zone gebildet. Hierfiir wurden die normierten
y-Werte aller Spektren einer Zone fiir einen x-Wert erst aufsummiert und anschlie-
Bend durch die Anzahl der aufsummierten y-Werte dividiert. Letztendlich wurden
die so erhaltenen Mittelwertspektren noch auf die CHs Schwingungsbande normiert
um die Intensitdt der Spektren-Banden zwischen den verschiedenen Zonen der Alge
vergleichen zu kénnen.

Die Spektren der gemessenen Standards wurden ebenfalls untergrundkorregiert und
mit dem Programm R graphisch dargestellt. Auch die Spektren Graustufenkarten
wurden untergrundkorregiert sowie auf die CHs Schwingungsbande normiert und
gegléttet.
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Alle hier abgebildeten Spektren der FT-Raman-Messungen wurden mit dem Pro-
gramm R (Team, 2012) erstellt.

Erstellen der Graustufenkarte Anhand der untergrundkorrigierten, normierten und
geglatteten Spektren wurde mittels des Programms R eine Graustufenkarte fiir die
Intensitidt der C=C-Bande des Caulerpenins (3) erstellt.

Hierfiir wurde die integrierte Fliche unter der Bande fiir die C=C-Streckschwingung
(2187 cm™1!) fiir die einzelnen Messpunkte ermittelt und in Form von Grauabstufungen
je Flachenanteil dargestellt. Hierbei ist zu Beachten das nur Messpunkte in die
Darstellung aufgenommen worden sind deren Spektrum ein deutliches Signal an der
gesuchten Bandenposition gegeniiber des angrenzenden Rauschens auf der x-Achse
aufwies. Als Kriterium fiir ein deutliches Signal musste hierbei die integrierte Fléche
der Banden bei 2187 cm ™! mit den Grenzen bei 2172 cm ™! und 2202 cm™! gréfer sein
als 3,5 mal die integrierte Fliche um die Bande herum mit den Grenzen 2000 cm ™!
und 2500 cm ™! (Gleichung 5.1).

2202 2165
[ f@)d(z) 3,5 [ f(x)d(x)
2202 — 2172 1665 — 2165

Zur Bestimmung der fir S-Carotin (5) charakteristischen C=C-Streckschwingung
wurde die gleiche Formel, mit zur relativen Wellenzahl (1526 cm™') und Breite dieser
Bande angepassten Grenzen (1500 cm 11550 cm ™!, 5.2), verwendet.

1550

2165
J f@)dx) 3,5 [ f(x)d(z)
1500 > 1665
1500 — 1550 1665 — 2165

(5.2)

In den Graustufenkarten sind demnach Messpositionen deren Spektren aufgrund
von Gleichung 5.1 und 5.2 verworfen worden sind als weifle Flédche mit entsprechender
Nummerierung der Messposition dargestellt. Des weiteren werden fehlende Daten
aufgrund von nicht erfassten Bereichen der Alge durch das Messgitter oder Probleme
der Messsoftware Opus als vollkommen weifle Bereiche dargestellt.

Berechnung der strukturellen Eigenschaften des Caulerpenins und seiner Deriva-
te mittels Dichtefunktionaltheorie (DFT) Die Strukturellen und Elektronischen
Eigenschaften des Caulerpenins (3) und seiner moglichen Proteinquervernetztenden
Derivate wurden mittels quantenchemischen Berechnungen unter Verwendung des
Programms GAUSSTAN 09 Frisch et al. (2009) von Dipl. Chem. Maximiliam Brauti-
gam durchgefiihrt. Sowohl die Geometrie als auch die Schwingungsfrequenzen und die
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Normalkoordinaten des Grundzustandes wurden hierbei durch die Kalkulation der
Mittelwerte der (DFT) unter Verwendung der B3LYP Dichtefunktion durchgefiihrt.
Das 6-311G Basis Set wurde fiir alle Atome angewendet. Um die fehlende inharmo-
nizitat und die anndhernde Betrachtung der Elektronen Kolleration zu korrigieren
(Merrick et al., 2007) wurden die harmonischen Frequenzen mit dem Faktor 0.97
skaliert. Alle fiir diese Rechnungen dargestellten Abbildungen der Strukturen mit den
Verschiebungs-Vektoren wurden unter Verwendung des Programm Gabedit (Allouche,
2010) und POVray (Persistence of Vision Pty. Ltd., 2004) erstellt.

Auswertung der CARS-Aufnahmen

Fiir die Auswertung der mittels CARS-Spektroskopie erhaltenen Aufnahmen wurde
zuerst die jeweilige Wellenzahl (1,;;,) berechnet bei der das CARS-Bild aufgenommen
wurde.

Hierfiir wurde die Differenz der Wellenzahl des verwendeten Pump- (v,) und des
Stoke-Lasers (v,) ermittelt, welche dem der gesuchten Wellenzahl v, entspricht.
Da sich die Wellenzahl (v) aus der Wellenldnge (A) mit 1/A (cm) berechnen lésst,
ergibt sich aufgrund der in dieser Arbeit bekannten Wellenldngen des Pump- und
Stokes-Lasers (Apump, Astokes, nm) folgende Gleichung:

107 107
Vyip = by - (53)

pump Astok:es

Die CARS-Bilder wurden im Anschluss hinsichtlich ihrer berechneten Wellenzahl
sortiert. Die mittels des Programms LSM 5 (Zeiss, Deutschland) als JPEG gespei-
cherten Bilder des aufgenommen CARS-Kanals wurden visuell im Vergleich mit den
nicht resonanten Aufnahmen ausgewertet. Eine weitere detaillierte Berechnung war
aufgrund des grofien Storsignals nicht moglich.

5.7.2 MS-Spektren

Die Auswertung der in dieser Arbeit gemessenen Chromatogramme und Massenspek-
tren erfolgte mit der Software MassLynx® 4.1. Die Peakintegration fiir die Auswer-
tung der Extrakte mittels Cig-Methode erfolgte mit dem Programm QuanLynx®. Die
weitere Auswertung und Darstellung der hierbei erhaltenen Daten erfolgte mit dem
Statistik Program R (Team, 2012) und ist in den jeweiligen Abschnitten beschrieben.
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6 Anhang

6.1 Daten und Spektren

Resonanz-Raman-Spektroskopie

Bandenitensitit (arb. Skala)

o Start an Oberfliche .
o Start in laminarer Grenzschicht

“o.. B
O Bgl
BB B B B B0
T T ‘ | ‘ | ‘
0 20 40 o , )

Abb. 6.1: Abnahme der C=C-Streckschwingung (1526 cm~!) in der laminaren Grenzschicht
von U. spec mit zunehmender Entfernung von der Oberfliche. Der Startpunkt der Messungen
war auf der Oberfldche oder in der laminaren Grenzschicht. Die gestrichelte Linie spiegelt

Entfernung zur Oberfliache in z-Richtung (pm)

die Anpassung der Daten an eine doppelt exponentielle Funktion wieder.
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4444444 B-Carotin (5) i
—— Fucoxanthin (2) &

v

Raman Intensitét (arb. Skala)
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Wellenzahl (cm™!)

Abb. 6.2: RR-Spektrum von Fucoxanthin (2) (durchgezogene Linie) und S-Carotin (5)
(gestrichelte Linie) gelost in Methanol. Die verschiedenen Banden v; stellen die Schwingungs-
banden fiir die C=C-Streckschwingung bei 1525 cm~! (v7), der C-C-Streckschwingung bei
1155cm™! (5) und der Kohlenstoff-Methyl-Schwingung bei 1005 cm ™~ (3) der Carotinoide
dar.
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Daten und Spektren Anhang

FT-Raman-Spektroskopie

Tab. 6.1: Position fiir die C=C-Schwingung der DFT-Rechnungen aus Abbildung 6.4 bis

6.8.
Metabolit Position C=C (cm ™)
Caulerpenin (3) 2207
Diimin (9) 2203
Oxidiimin (10) 2229
Metabolit (6) 2189
Metabolit (7) 2205
Lsg 1 Lsg 1 (konzentriert)
Lsg 2 Lsg 3

Raman Intensitét (arb. Skala)

MM%WWMWMW

1000 1500 2000 1000 1500 2000
Relative Wellenzahl (cmfl)

Abb. 6.3: A) FT-Raman-Spektrum der Losung 1 bestehend aus dem Produkt von Cau-
lerpenin (3), Esterase und Proteinen (siehe Losung 1 Abschnitt 5.6.1) deutlich ist hier die
C=C-Schwingung bei 2173 cm~! zu erkennen (griin hervorgehoben) B) Weiteres Spektrum
von Losung 1 nach dessen Aufkonzentrierung. C) Spektrum von Losung 2 (Caulerpenin (3)
und Esterase, Abschnitt 5.6.1) D) FT-Raman-Spektrum von Caulerpenin (3) und Proteinen
(siche Losung 3 Abschnitt 5.6.1).
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Anhang Daten und Spektren

Raman Intensitit (arb. Skala)

1000 2000 3000
Relative Wellenzahl (cm’l)

Abb. 6.4: Mittels DFT berechnetes Spektrum von Caulerpenin (3). Die Bande fiir die
C=-Streckschwingung ist griin hervorgehoben.

Raman Intensitét (arb. Skala)

0 10‘00 20‘00 30‘00
Relative Wellenzahl (cm’l)

Abb. 6.5: Mittels DFT berechnetes Spektrum von Diimin (9). Die Bande fiir die C=-
Streckschwingung ist griin hervorgehoben.
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Raman Intensitét (arb. Skala)

1000 2000 3000
Relative Wellenzahl (cm’l)

Abb. 6.6: Mittels DFT berechnetes Spektrum von Oxidiimin (10). Die Bande fiir die C=-
Streckschwingung ist griin hervorgehoben.

Raman Intensitét (arb. Skala)

0 10‘00 20‘00 30‘00
Relative Wellenzahl (cm’l)

Abb. 6.7: Mittels DFT berechnetes Spektrum von Metabolit (6). Die Bande fiir die C=-
Streckschwingung ist griin hervorgehoben.
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Raman Intensitit (arb. Skala)

1000 2000 3000
Relative Wellenzahl (cm’l)

Abb. 6.8: Mittels DFT berechnetes Spektrum von Metabolit (7). Die Bande fiir die C=-
Streckschwingung ist griin hervorgehoben.

Experimenteller Teil

100

Relative Intensitéit (%)

Zeit (min)

Abb. 6.13: Mittels UPLC-MS erhaltenes Chromatogramm fir die Massenspur bei 268 m/z
([M+H] ™, positiver Modus) und das dazugehdrige Spektrum eines Syntheseextraktes des
Metaboliten (6) nach Guerriero et al. (1995).
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Daten und Spektren
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Abb. 6.9: Untergrundkorregierte, normierte und geglittete Spektren dargestellt fiir einen Bereich von 1200 cm™-2500 cm~*
fur die Messpunkte eines Stolons und angrenzenden Rhizoids von C. tazifolia aus der Abbildung 3.40. Die farbigen Banden
heben den Bereich fiir die C=C-Streckschwingung des Caulerpenins (3)(griin) und die C=C-Streckschwingung des S-Carotins (5)
(orange) hervor.
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Daten und Spektren
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Abb. 6.11: Untergrundkorrigierte, normierte und geglittete Spektren zu den Graustufenkarten A und B aus Abbildung 3.42.

OI_ I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I
1250 2000 1250 2000 1250 2000 1250 2000 1250 2000 1250 2000 1250 2000

:

o
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Lo

Relative Wellenzahl (m™ ')

Dargestellt fiir einen Bereich von 1200 cm™'-2500 cm ' mit farbigen Hervorhebungen in griin fiir die C=C-Streckschwingung des
Caulerpenins (3) und in orange fiir die C=C-Streckschwingung des §-Carotins (5).
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8 Erklarung

8.1 Prozentueller Anteil an den Kooperationsarbeiten

Die in dieser Arbeit beschriebenen CARS- und Raman-Experimente wurden in einer
gleichberechtigten Kooperation mit den Dipl. Chemikerinnen Ina Weiiflog und Linda
Zedler durchgefiihrt. Nachfolgend werden die prozentuellen Anteile an den verschie-
denen Arbeitsschritten zu den CARS- und Raman-Experimenten von Dipl. Biologin
Katharina Grosser in den jeweiligen Kooperationsarbeiten mit Dipl. Chemikerin
Linda Zedler und Dipl. Chemikerin Ina Weififlog detaillierter aufgefithrt. Auch die
Beteiligung von Dipl. Biologin Katharina Grosser an den Kooperationsarbeiten mit
Dr. Mahasweta Saha und Dr. Martin Rempt ist nachfolgend aufgefiihrt.

CARS- und FT-Raman-Experimente in Kooperation mit Dipl. Chem. |. WeiBflog

o Beschaffung und Kultivierung der Algen 100 %

e Probenvorbereitung fiir die CARS- und FT-Raman-Messungen 70 %
 Durchfithrung der CARS-Messungen 10 % !

o Auswertung der CARS-Messungen 0%

« Durchfithrung der FT-Raman-Messungen 50 % 2

o Synthese und Beschaffung der Standards 100 %

o Auswertung der FT-Raman-Messungen 50 %

o Arbeit an der Veroffentlichung "Raman spectroscopic insights into the chemical
gradients within the wound plug of the green alga Caulerpa taxifolia"50 %
(ChemBioChem, 2012)

'Die Messungen wurden aufgrund des spezifischen Aufbaus und der Geriteeinstellungen von Dipl.
Chemikerin 1. Weififlog/ Dipl. Chemikerin L. Zedler durchgefiihrt. Dipl. Biologin K. Grosser
hatte hierbei eine assistierende Funktion.

2Hierbei wurden die Messungen sowohl von beiden Kooperationspartnern zusammen als auch bei
Krankheit oder sonstigen Ereignissen von nur jeweils einem Partner durchgefiihrt.
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e Arbeit an der Verdffentlichung "Wound plug chemistry and morphology of two
species of Caulerpa: a comparative Raman microscopy study"'50 % (eingereicht
bei Marine Biology)

Resonanz-Raman-Experimente in Kooperation mit Dipl. Chem. L. Zedler
o Beschaffung und Kultivierung der Algen 100 %
o Probenvorbereitung fiir die Resonanz-Raman-Messungen 100 %
« Durchfithrung der Resonanz-Raman-Messungen 20 % !
e Beschaffung der Standards 100 %
o Auswertung der Resonanz-Raman-Messungen 40 %

e Arbeit an der Veréffentlichung "Disruption-free imaging by Raman spectros-
copy reveals a chemical sphere with antifouling metabolites around macroal-
gae' (Biofouling 2011) 50 %

Anteil an der Kooperationsarbeit mit Dr. M. Rempt Fiir die Veroffentlichung
“Conserved and species-specific oxylipin pathways in the wound-activated chemical
defense of the noninvasive red alga Gracilaria chilensis and the invasive Gracila-
ria vermiculophylla”(Beilstein Journal of Organic Chemistry, 2012) wurde von K.
Grosser zu 50 % die biologischen Experimente als auch zu 90 % die Kultivierung der
verwendeten Organsimen durchgefiihrt.

Anteil an der Kooperationsarbeit mit Dr. M. Saha Fiir die Verotffentlichung
“Surface-associated fucoxanthin mediates settlement of bacterial epiphytes on the
rockweed Fucus vesiculosus”(Biofouling, 2011) wurde von Dr. M. Rempt und K.
Grosser die Identifikation des Fucoxanthins aus der aktiven Fraktion durchgefiihrt.
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8.2 Selbststandigkeitserklarung

Ich erklédre hiermit, dass ich die vorliegende Arbeit selbststéndig und unter Verwen-
dung der angegebenen Hilfsmittel, persénlichen Mitteilungen und Quellen angefertigt
habe.

Katharina Grosser Jena, 12. Januar 2014
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