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1. Einleitung

1.1. Transportvorgadnge und Mechanismen in biologischen
Systemen

1.1.1. Transport durch Zellmembranen

Die Zellmembran stellt eine semipermeable Membran zwischen dem Inneren der Zelle und
der extrazellularen Umgebung dar. Sie besteht in ihrer Grundstruktur aus einem Phosholipid-
Bilayer, der fir wasserlosliche Molekile wie beispielsweise Glucose oder Aminosauren
undurchladssig ist. Ein Transport solcher kleiner polarer Molekile wird durch
Transportproteine gewahrleistet, welche mit dem Phospholipid-Bilayer assoziiert sind. Der
Transport von polaren Makromolekilen erfolgt Gber zytototische Mechanismen. Da die
verschiedenen Zelltypen eine individuelle Zusammensetzung an zu transportierenden

Molekulen besitzen, entstehen dadurch spezifische Satze von Transportermolekilen.

1.1.2. Diffusion kleiner Molektle durch den Phospholipid-Bilayer

Obwohl die Zellmembran formell flr wasserlésliche Molekile nicht permeabel ist, kdnnen
kleine ungeladene polare Molekiile sie jedoch mittels Diffusion Uberwinden. Dazu gehdren
CO,, Harnstoff, Ethanol und O2. Der Diffusionsvorgang verbraucht keine Energie und erfolgt
entlang des Konzentrationsgefadlles dieser Verbindung, zu welchem die Diffusionsrate
proportional ist. Transportvorgange dieser Art zeigen eine Zunahme der Entropie (positiver A
S Wert) und eine Abnahme der freien Energie (negativer A G Wert). Der Transport ist
unspezifisch. Ein weiterer wichtiger Parameter flir die Diffusionsrate eines Stoffes ist der
Ol/Wasser-Verteilungskoeffizient, der er einen entscheidenden Beitrag fiir die Ausbildung
des Konzentrationsgradienten leistet. Allgemein gilt, dass je lipidldslicher die Substanz ist,
d.h. je hoher ihr Verteilungskoeffizient, umso hoher ist auch ihre Diffusionsrate. Ist der
Koeffizient allerdings zu niedrig, kann die Substanz nicht in die Membran eindringen. Bei
einem zu hohen Verteilungskoeffizienten wiirde der Stoff in der Membran akkumulieren. Eine
quantitative Betrachtung der passiven Diffusion erfolgt Uber das Ficksche Gesetz (Abb. 1.1).
Dabei ist die Diffusionsrate proportional zum Konzentrationsgradienten (c2-c1). Der
Diffusionskoeffizient D ist umgekehrt proportional zur Viskositat der Losung und proportional
zur Diffusionsflache A.

Der von diffundierenden Teilchen erzeugte osmotische Druck kann durch die van’'t Hoffsche

Gleichung beschrieben und quantifiziert werden (Abb. 1.2).



(dM/dt) = D x P x (A/d) x (C2-C+)

Abb. 1.1: Ficksches Gesetz zur quantitativen Beschreibung des passiven Diffusionsverhaltens von
Partikeln. (dM/dtf)= pro Zeiteinheit diffundierende Stoffmasse, D= Diffusionskoeffizient, P=
Verteilungskoeffizient zwischen Membran und Aullenmedium, A= Diffusionsfldche, d= Dicke der
Membran, (c2-c1)= Konzentrationsgradient.

Po=(be)xRxT

Abb. 1.2: Van't Hoffsches Gesetz zur Beschreibung des osmotischen Drucks. Py=Druck, cxb=Produkt
der Konzentrationen, R=allgem. Gaskonstante, T=absolute Temperatur.

Hierbei ist der osmotische Druck P, das Produkt aus der Stoffkonzentration cb, der
allgemeinen Gaskonstante R, und der absoluten Temperatur T. Je hdher also die absolute
Temperatur und die Konzentration des Stoffes ist, umso gréler ist auch der osmotische
Druck.

1.1.3. Membrantransport Gber Transportproteine

Transportproteine erlauben einen geregelten und steuerbaren Transport von Molekilen
durch Membranen. Generell unterteilt man die zelluldren Transportproteine in drei funktionell

verschiedene Klassen (Tab. 1.1).

Transporterklasse Charakteristika

Tab. 1.1: Einteilung der Transporiproteine in verschiedene Klassen (Aus Lodish ,Molecular Cell
Biology*, 4th Edition 1999).



1.1.3.1. ATP-getriebene Pumpen (ATPasen)

ATPasen transportieren aktiv Molekile durch Membranen entgegen eines chemischen
Konzentrationsgradienten oder eines elektrischen Potentials. Da dieser Transport
energieaufwendig ist, geschieht er unter Hydrolyse von ATP zu ADP + P als Energielieferant.
Dadurch wird die Gesamtreaktion energetisch beglinstigt. Bekannte Beispiele flr diesen
aktiven Transport sind ATPasen welche den niedrigen Calcium- und Natriumspiegel in
praktisch allen tierischen Zellen gewahrleisten oder einen niedrigen pH-Wert in Lysosomen
aufrechterhalten. Dabei verbrauchen sie bis zu 30% des gesamten ATP des Organismus.
Generell unterteilt man ATPasen in vier Klassen. Wahrend die ATPasen der Klassen P, F
und V nur lonen transportieren, kénnen durch die ATPasen der ABC (ATP binding cassette)-

Superfamilie sowohl lonen als auch kleine Molekile transportiert werden (Tab. 1.2).

ATPase Transport Beispiele

Tab. 1.2: Einteilung der ATPasen in ihre verschiedenen Unterklassen und Substratmolekile. (Aus
Lodish ,,Molecular Cell Biology*, 4th edition 1999).

1.1.3.2. Kanalproteine

Kanalproteine transportieren Wasser oder andere spezifische Molekile entlang ihres
Konzentrationsgefalles oder elektrischen Potentialgefalles durch die Zellmembran. Dieser
Transport ist energetisch beglnstigt. Durch die Bildung von Poren wird ein schneller
Transport gewahrleistet. Einige Poren sind durchgehend offen, beispielsweise jene, die
durch einen permanenten Kaliumionenflul3 das Membranruhepotential verursachen. Andere

Kanalporen befinden sich in einem geschlossenen Zustand und werden nur auf ein



Aktivierungssignal hin geoffnet. Der Transport mittels Kanalproteinen hat eine fundamentale
Bedeutung hinsichtlich der Funktion von Nervenzellen und deren Ubertragungswege.
Eingeteilt werden kdénnen die Kandle in spannungsabhangige Kanale, ligandengesteuerte
Kanale und Gap junctions (Tab. 1.3).

Spannungsabhangige lonenkanadle sind verantwortlich fir die Erzeugung und
Weiterleitung von elektrischen Signalen an Zellmembranen (Aktions-, Synapsen- und
Rezeptorpotentiale). lhre Regulation erfolgt durch das Membranpotential. Die
ligandengesteuerten lonenkanale stehen im Mittelpunkt der Signalibertragung an
chemischen Synapsen. Sie werden in drei Unterklassen gegliedert. Fir die erste Unterklasse
steht stellvertretend der nikotinische Acetycholinrezeptor. Die zweite Unterklasse wird von
den Glutamat-Rezeptoren gebildet, wahrend die dritte Unterklasse die P2X-Rezeptoren
umfasst und als physiologischen Liganden extrazelluldres ATP besitzt. Connexine, Gap
junctions oder elektrische Synapsen bestehen aus Proteinuntereinheiten die sich zu einem
Connexon zusammenlagern. In Vertebraten synchronisieren Connexine die Kontraktion der
Herzmuskelzellen und der intestinellen Peristaltik. Auch fiir den Transport von kleinen
Metaboliten und fiir die Embryogenese sind Connexine von Bedeutung.

Eine Selektivitat bezlglich der transportierten lonen wird Uber mehrere Faktoren
erreicht. Die Energiedifferenz zwischen Bindungsenergie und Hydratationsenergie
entscheidet dartber, ob ein lon von einem Kanal Uber die Membran geleitet wird. Der
Unterschied in der Hydratationsenergie ist also eine Grundlage der lonenselektivitat von
Kanalen, welche nicht alleine durch die lonengrofRe zu erklaren ist. Die Beschaffenheit der
Bindestelle entscheidet dariiber, welches lon geleitet wird. Dasjenige lon, welches am
besten in die geometrische Anordnung von Aminosaureresten der Bindestelle passt, hat die

hdéchste Bindungsenergie und kann deshalb am leichtesten seinen Wassermantel abstreifen.

1.1.3.3. Membrantransport mittels spezifischen Carrierproteinen

Der Transport vieler Molekiile, Stoffe und Substanzen wird durch Membrantransportproteine
vermittelt. Im Vergleich zu den zuvor beschriebenen Molekilklassen binden hier nur wenige
Substratmolekule (bzw. nur ein einziges) an die jeweilige Zielstruktur. Nach der Bindung des
Substrats erfahrt der Transporter eine konformelle Anderung. Da jeder Transportvorgang mit
einer konformellen Anderung einhergeht, liegt die Transportrate deutlich niedriger als bei
ATPasen oder Kanalproteinen. Transporter kdnnen nach ihrer Funktionalitat in verschiedene

Typen unterteilt werden (Tab. 1.4).



Kanalklasse Unterteilung lonen/Molekiile

Tab. 1.3: Beispiele fiir Kanalproteine mit ihren dazugehdérigen Unterscheidungsmerkmalen und den
durch sie transportierten Molekdilen.

Transportprotein Transportiertes Molekul (Beispiel)

Tab. 1.4: Einteilung der spezifischen Transporterprotein nach ihrer Funktionsweise.

1.1.3.3.1. Uniporter-vermittelter Transport (erleichterte Diffusion)

Die Zytoplasmamembran enthalt eine Reihe verschiedener Uniporter, welche Aminosauren,
Nukleotide, einfache Zucker und andere kleine Molekile entlang ihres
Konzentrationsgradienten in und aus der Zelle transportieren. Dabei wird die
Transportrichtung durch den chemischen Potentialgradienten bestimmt. Die Transport ahnelt
einer Enzymreaktion, bei welcher eine bereits thermodynamisch beglnstigte Reaktion noch
weiter beschleunigt wird. Obwohl man den Transport auch als erleichterte Diffusion
bezeichnet, unterscheidet sich dieser von der passiven Diffusion in wesentlichen Punkten.

Die Transportrate ist weitaus hoher als die durch das Ficksche Gesetz vorausgesagte, da
das transportierte Molekll nie mit dem hydrophoben Kern des Phospholipid-Bilayers in
Kontakt kommt. Der Verteilungskoeffizient Ol/Wasser ist hier somit ohne Bedeutung. Auf
diese Weise kénnen bis zu 10° Molekiile pro Sekunde transportiert werden. Der Transport ist

spezifisch.



Jeder Uniporter transportiert nur eine bestimmte Art von Molekilen oder eine damit eng
verwandte Molekulgruppe. Allerdings gibt es auchAusnahmen. So sind mittlerweile
Carrierproteine bekannt, die mehrere hundert strukturverschiedene Substrate zu erkennen in
der Lage sind, wie beispielsweise das Multidrug-Resistenzprotein p-Glykoprotein (Borst et
al.,, 1999). Der Transport wird durch eine limitierte Anzahl von Transportermolekilen
ausgefiuihrt und zeigt somit eine Sattigungskinetik. Daraus ergibt sich eine maximale
Transportrate Vi, die sich einstellt, wenn das Konzentrationsgefélle entlang der Membran
sehr hoch ist und alle Transportermolekile mit Substrat abgesattigt sind. Des Weiteren sind
Reaktionen dieser Art spezifisch hemmbar und reversibel.

Ein sehr eingehend untersuchtes Beispiel flr einen Uniporter ist die GLUT 1 katalysierte
Aufnahme von Glucose in Erythrozytenzellen (Scheepers et al., 2004) oder der
mitochondriale Ca**-Uniporter (Montero et al., 2004). Auch einige polyspezifische

Transporter fir organische Kationen funktionieren via Uniport (Koepsell et al., 2003).

1.1.3.3.2. Cotransport durch Symporter und Antiporter

Neben dem aktiven Transport durch ATP-verbrauchende Pumpen und dem Transport durch
Uniporter besitzen Zellen weitere Proteine, die dem Einwarts oder Auswartstransport von
Molekulen oder Substraten dienen. Diese Transporter nutzen die potentielle Energie, welche
im elektrochemischen Gradienten von Natriumionen oder Protonen gespeichert ist, um den
Transport einer weiteren Substanz anzutreiben. So kann der durch seinen
Konzentrationsgradienten und seine Potentialdifferenz an der Membran energetisch
begulnstigte Transport von Natriumionen an den Transport von Molekilen wie Glucose,
entgegen deren Konzentrationsgefalle, gekoppelt sein. Energetisch entspricht dies einem
sekundar aktiven Transport, da zumindest die Aufrechterhaltung des primaren
lonengradienten energieaufwendig ist. Werden transportierte und cotransportierte Molekiile
in die gleiche Richtung transportiert spricht man von Symport. Findet der Transport in die
entgegengesetzte Richtung statt, spricht man von Antiport. Eine grof3e Anzahl sowohl von
Symportern als auch Antiportern findet sich beispielsweise in der SLC22 Transporterfamilie
(Koepsell et al., 2003). Unter ihnen befinden sich multifunktionelle Transporter sowohl fir
organische Anionen als auch flir Kationen, wie die OAT1/3 Transporter oder der URAT1

Anionenaustauscher fur Harnsaure.



Des Weiteren wird der Cotransport, abhangig davon, ob der Transport das Membranpotential
verandert oder nicht, in elektroneutralen und elektrogenen Transport unterteilt. Dies ist vom
stéchiometrischen Verhaltnis der transportierten lonen abhangig. Interessanterweise ist es

auch moglich, dass sich dabei die Richtung des Transporters dndert (Gross et al., 2001b).

1.2. Chemie und Transport von Bikarbonat

1.2.1.1. Chemie des Bikarbonat lons

Das Bikarbonat oder Hydrogenkarbonat lon ist in Kombination mit der Kohlensaure das
wichtigste Puffersystem in Metazoen. So nutzen die allermeisten, wenn nicht alle Zellen, den
aktiven Transport von Bikarbonat, um den intrazellularen pH-Wert konstant zu halten.
Zusatzlich gibt es Hinweise darauf, dass das Bikarbonat lon, unabhangig von der pH-
Regulation, eine Funktion bei der Modulation von intrazelluldren Signalen haben konnte
(Chen et al., 2000).

Zusammen mit seinem Gegenion Natrium hat Bikarbonat ein Molekulargewicht von 84.00
g/mol. Das zentrale Kohlenstoffatom besitzt eine sp® Hybridisierung, so dass das Molekill
eine flache Struktur aufweist. Der Schmelzpunkt liegt bei 270°C. Die Bindungslange der C=0
Doppelbindung betragt 1,19 A, die Bindungslénge der C-O Einfachbindung 1,43 A (Abb. 1.3).
Der van der Waals-Radius des Kohlenstoffatoms betragt 1.7 A. Die Kovalenzradien des
Kohlenstoffatoms in seinen Verbindungen betragt, abhangig von seiner Koordinationszahl
0,77 A (K1=4), 0,67A (K,=3) und 0,60 A (K;=2) ( Holleman Wiberg, 1995).

=
0

2Na® ©

Abb. 1.3: Strukturformel des Hydrogenkarbonat-lons mit Natrium als Gegenion.

Die Reaktionen von Bikarbonat in Organismen werden durch mehrere Enzymsysteme
bestimmt. Neben der Aufnahme bzw. dem Transport von Bikarbonat ist die Umsetzung durch
die Carboanhydrase entscheidend (Abb. 1.4).



Das ubiquitar vorkommende, zinkabhangige Enzym katalysiert formell die reversible

Reaktion von Kohlendioxid und Wasser zu Bikarbonat und einem hydratisierten Proton.

CO;, + H,O « HCO5 + H?,O+

Abb. 1.4: Reaktionsgleichung des Enzyms Carboanhydrase.

Carboanhydrasen kommen in Archaebakterien, Prokaryonten und Eukaryonten vor und

werden dort von drei distinkten, evolutionar nicht verwandten Genfamilien codiert (Tab. 1.5).

— Genfamilie
Carbonanhydrase

Hauptsachliches Vorkommen

Tab. 1.5: Auflistung der verschiedenen Genfamilien der Carboanhydrase und ihr vorkommen innerhalb
verschiedener Organismen (Mastrolorenzo et al., 2003).

In hoher entwickelten Vertebraten wurden bisher 14 verschiedene Isoformen der
Carboanhydrase beschrieben. Das primares Unterscheidungsmerkmal ist die zytosolische
oder membranstandige Lokalisation (Mastrolorenzo et al., 2003) (Tab. 1.6).

Auch gibt es eine Reihe von Veroffentlichungen bezuglich eines Zusammenwirkens von
Carboanhydraseaktivitat und Anionentransport (Loiselle et al., 2004). Dabei bilden die beiden

Enzyme eine funktionelle Einheit (Metabolon), um den Anionentransport zu beschleunigen.



Carboanhydrase Isoenzyme der a-CA
Genfamilie

Subzellulares Vorkommen

Tab. 1.6: Isoenzyme der a-CA Genfamilie hdherer Vertebraten mit zugeordneter subzellularer
Lokalisation (Mastrolorenzo et al., 2003).

1.2.2. Transport von Bikarbonat

Bikarbonat Transporter findet man in einer grollen Anzahl verschiedener Organe und
Gewebetypen. Dazu gehdren bei wirbellosen Tieren (Invertebraten) die Gliazellen, bei
Saugern Zellen der Leber, des Pankreas und der Parotis. Intensiv untersucht sind die
Bikarbonat Transporter im menschlichen Auge und in der Niere von Saugern. In letzterer
findet man eine hohe Dichte an Transportern, welche an den verschiedenen Mechanismen
des Transports von Bikarbonat beteiligt sind. Dazu gehdren die transepitheliale Sekretion,
die transepitheliale Reabsorption, intrazellulare Mechanismen der pH-Wert Regulierung und
der Bikarbonattransport assoziiert mit der Exkretion nicht fliichtiger organischer Sauren
(Aalkjeer et al., 2004).

Auf  ihren  physiologischen  Eigenheiten  basierend kann man die
Bikarbonattransporter in drei Gruppen einteilen, die alle der gleichen Genfamilie SLC4A
angehoren (Tab. 1.7) (Aalkjeer et al., 2004).

Bikarbonattransporter

Tab. 1.7: Einteilung der Bikarbonattransporter in drei groRe Gruppen innerhalb der SLC4A Genfamilie
(Aalkjeer et al., 2004)



AuRerdem gibt es Hinweise auf die Existenz eines K'/HCO; Cotransporters (Hogan et al.,
1995), dessen Untersuchung an Calmaraxonen durchgefiihrt wurden. Auch bei diversen
anderen Transportersystemen und Anionenkanalen wird die Fahigkeit zum Transport von
Bikarbonat diskutiert. Unter anderem sind dies der apikale Anionentransporter Pendrin
(Royaux et al.,, 2001), der Sulfationentransporter SUT 2 (Petrovic et al., 2004), der
Chlorid/Formiat und Anionentransporter CFEX (Jiang et al., 2002), der Sulfationentransporter
DRA (Melvin et al.,1999) und das ,Bicarbonate Transporter Relatet Protein 1%, BRT1 (Parker
et al., 2001).

1.2.2.1. CI'/HCOg3 Austauscher (AEs)

Die CI/HCOj3; Austauscher (AEs), die den reversiblen, elektroneutralen Antiport eines Chlorid
(Influx) und eines Bikarbonat lons (Efflux) regulieren, sind verantwortlich fir die
Aufrechterhaltung eines konstanten pH-Wertes in der Zelle, die intrazellulare
Chloridkonzentration, den Bikarbonat Metabolismus und die Regulation des Zellvolumens.
Da der Transport elektroneutral verlauft, ist die Transportrichtung alleine von den
Konzentrationsgradienten der beteiligten lonen abhangig Die Genfamilie der CI/HCOj5
Austauscher umfasst drei Mitglieder, AE1, AE2 und AE3 (Kopito, 1990). AET (entspricht der
Bezeichnung band3) ist hauptsachlich in der Erythrozytenmembran und in der Niere zu
finden. Der erythrozytdare band3 Transporter macht etwa 50% der integralen
Membranproteine der Erythrozytenmembran aus und ist der am besten untersuchte
Transporter dieser Familie. AE2 Transporter findet man hauptsachlich in Niere, Magen und
Lymphozyten, wohingegen AE3 pravalent in Gehirn, Retina und Herz von Saugern zu finden

ist.
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Alle Transporter der Familie besitzen zwei Doméanen. Eine 55kD Membrandomane erflillt die
Funktion des Anionentransportes und durchzieht die Membran 12-14-mal. Dagegen ist die
zytoplasmatische 45-110 kDa Domane deutlich heterogener. Im AE1 Transporter ist die
zytoplasmatische Doméane des Transporters durch die Bindung an das fibrose
Zytoskelettprotein Ankyrin mit der Plasmamembran verbunden.

Ein charakteristisches Merkmal der AE-Transporterfamilie ist seine sowohl kompetetive als
auch nicht kompetetive Hemmbarkeit mit Stilbenderivaten wie z.B. 4,4 -diisothiocyanostilben-
disulfonat (DIDS) (Abb. 1.5) und seinen Derivaten (z.B. H,DIDS) (Cabantchik et al., 1978).
Dabei erfolgt eine kovalente Bindung des Inhibitormolekiiles an einen einzelnen Lysinrest in

der Membrandomane.

HO5S
SO5H

N=C=S
Y

Abb. 1.5: Eindimensionale  Strukturformel des  Silbenderivates4-4’-diisothiocyano-2,2-
stilbendisulfonsaure (DIDS).

1.2.2.2. Na'/HCOj3 Cotransporter (NBCs)

Der Na*/ HCOs; Cotransporter wurde erstmals im Jahre 1983 beschrieben (Boron et al.,
1983). Der Transport kann in verschieden Stdéchiometrien ablaufen, wodurch der Transport
entweder elektrogen (das Membranpotential einer Zelle verandernd) oder elektroneutral ist.
Der elektrogene Transport besitzt entweder ein 3:1 oder 2:1 Verhaltnis zwischen
transportiertem Bikarbonat und Natrium. Wahrend ein stdchiometrisches Verhaltnis von 3:1
energetisch einen Auswartsstrom von Bikarbonat begUnstigt, ist es bei einem Verhaltnis von
2:1 genau umgekehrt und macht eine Aufnahme von Bikarbonat wahrscheinlich. Der Grund
liegt darin, dass bei einem Verhaltnis von 2:1 der Cotransport ein Gleichgewichtspotential
(Ein Gleichgewichtspotential (Em) stellt sich ein, sobald kein Ladungsfluss (I=0) mehr
gemessen wird) besitzt, welches negativer ist als das Membranpotential und einen Influx
begunstigt. Hingegen ist das Gleichgewichtspotential einer 3:1 Verteilung weniger negativ als
das Membranpotential, was einen Efflux favorisiert. Triebkraft ist bei beiden Vorgangen das

Bestreben des Systems zum Ladungsausgleich.
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NBC Transporter mit einer 2:1 Stéchiometrie findet man beispielsweise in humanen
Pankreaszellen (Gross et al., 2001a). Einigen Mitgliedern der NBC Transporterfamilie ist es
aullerdem mdglich, die Stéchiometrie des elektrogenen Transportes von 2:1 auf 3:1 (Muller-
Berger et al., 2001), oder von 3:1 auf 2:1 zu andern (Gross et al., 2001b). Diese
interessanten Ergebnisse sind jedoch in vitro entstanden und es ist bisher nicht bekannt, ob
und in welchem Ausmalf dies auf in vivo Vorgange Ubertragbar ist. Wahrend man bis vor
kurzem davon ausging, dass NBC Transporter von nur einem Gen (SLCA4) codiert werden,
gibt es mittlerweile Hinweise auf ein weiteres Gen (SLCAS5), dessen Genprodukte NBC
Transporter sind. Das SLCA5 Genprodukt (NBC4 oder NBCe) existiert in sechs
verschiedenen Varianten, von denen derzeit nur zwei funktionell charakterisiert sind.

Demgegentber betragt die Stochiometrie der elektroneutralen NBC Transporter 1:1. Erste
Berichte Uber diese Transporter erfolgten 1991, was bedeutet, dass diese Art des Transports
im Vergleich zu den elektrogenen Transportern erst relativ spat erkannt wurde. Der
Transportmodus favorisiert einen Bikarbonat-Influx in die Zelle. Die das Membranpotential
nicht verandernden, elektroneutralen NBC Transporter sind etwas weniger verbreitet als die
elektrogenen Transporter. Gefunden wurden sie bisher in kleinen Arterien und im Herz

(Lagadic-Gossmann et al., 1992).

1.2.2.3. Na-abhéangige CI/HCOj3; Austauscher (NDCBES)

Der lonentransport mittels der Na-abhangige CI/HCO3 Austauscher wurde zuerst 1976 in
Neuronen beschrieben (Thomas, 1976). Es handelt sich um einen elektroneutralen
Bikarbonatimport, was bedeutet, dass zwei Molekile Bikarbonat mit Natrium cotransportiert
werden, gekoppelt mit einem Efflux von Chlorid im Verhaltnis 1:1 mit Natrium. Der erste
Sauger-NDCBE wurde im Jahr 2001 Kkloniert und funktionell charakterisiert. Die
physiologische Bedeutung dieser Art von Transportern in Sdugern ist in einer universellen
pH-Wert Regulation zu sehen, wobei eine Pravalenz flr neuronale Strukturen beispielsweise
im Hippocampus zu erkennen ist. Die Nettoreaktion besteht aus einem auswartsgerichteten
Transport von H'-lonen, weshalb man im Englischen die vereinfachte Bezeichnung Acid
Extruder verwendet. Gerade in ZNS-Regionen sind der pH-Wert und
Bikarbonatkonzentration kritische GroRen. Ein niedriger pH-Wert erniedrigt die spontane
Aussendung von Nervenimpulsen, die Depolarisation von Membranpotentialen oder das
Vorkommen epilepsieahnlicher Ereignisse. Ein hoher pH-Wert erzielt einen gegenteiligen
Effekt.
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Weiterhin wird in ZNS-Regionen Bikarbonat fir die Neuritbildung bendtigt (Grichtchenko et
al., 2001). Ein Inhibierbarkeit des Transportes durch das Stilbenderivat DIDS konnte auch
hier  nachgewiesen  werden, was die Verwandtschaft zu den anderen

Bikarbonattransportersystemen weiter untermauert.

1.3. Chemie und Transport von Silikat biologischen Systemen

1.3.1. Chemie des Siliziums und der Silikate

Das Silizium ist nach dem Kohlenstoff das am haufigsten vorkommende Element der
Erdrinde, denn mehr als ein Viertel der Erdrinde besteht in seiner Masse aus Silizium. Da der
Sauerstoff etwa die Halfte der Masse der Erdkruste ausmacht, bedeutet dies, dass vier von
funf Atomen der Erdkruste entweder Sauerstoff oder Silizium sind.

Wegen seiner hohen Affinitdt zu Sauerstoff findet sich das Silizium im Gegensatz zum
Kohlenstoff nie elementar, sondern nur gebunden in Form von Salzen verschiedener sich
vom Anhydrid SiO, ableitender Kieselsduren der Formel mSiO, x nH,0. In der Natur kommt
SiO, haufig in Form von Quarz, Achat, Chalcedon, Flint und Opal vor. In den beiden
quantitativ und qualitativ wichtigsten silikatverstoffwechselnden Organismen, den vielzelligen
Schwammen und den einzelligen Kieselalgen (Diatomeen), liegt das polymerisierte Silikat

hydratisiert als nichtkristalliner Opal vor.

1.3.2. Chemie des Silikats in wassriger Lésung

Die einfachste wasserl6sliche Form des Anhydrids der Kieselsaure ist die monomere Ortho-
Kieselsaure, in der das Silizium mit vier Hydroxylgruppen einen Tetraeder bildet. Die Ortho-
(Mono)-Kieselsaure findet sich in fast allen natlrlichen Gewassern sowie in den
Korperflissigkeiten von Tieren und Pflanzen. So enthalt Meerwasser zwischen <3-150um
geldstes Silizium, wobei speziell das Oberflachenwasser sehr siliziumarm ist (Nelson et al.,
1995). Die Konzentration von Silikat in humanem Blut ist mit ~140uM vergleichsweise hoch
(Geigy Scientific Tables 1984). Das durch biologische Prozesse dem Wasser entzogene
SiO, (jahrlich ca. 1 Kilotonne) wird durch Auflésen einer entsprechenden SiO,-
Gesteinsmenge standig ersetzt, wobei sich hauptsachlich amorphes, durch Verwitterung

einiger Silicate gebildetes SiO, 16st.

13



Der pKsqs-Wert der Ortho-Kieselsaure betragt 9,8 (ller, 1979). Die Bildung eines Hydrates
erfolgt nicht. Bei 25°C und einer Konzentration von unter 100ppm ist die Ortho-Kieselsaure
kondensationsbestandig, wohingegen sie bei Konzentrationen von tber 100-200ppm bereits
Autopolykondensationsreaktionen eingeht (Perry et al., 2000). Dies liegt darin begriindet,
dass die Wasserabspaltung bei Sauren wie Perchlorsaure (HCIO,), Schwefelsdure (H.SO4)
oder Phosphorsaure (H3;PO,) ein endothermer, bei der Monokieselsdure jedoch ein
exothermer Vorgang ist. Diese gro3e Neigung zur Wasserabspaltung aufiert sich in der
intermolekularen Kondensation zweier Monokieselsauremolekile, da Silizium im Gegensatz
zu Kohlenstoff nicht die Neigung zur Ausbildung von pq-p; Doppelbindungen untereinander
hat (geringere t-Orbital Uberlappung als beispielsweise beim Kohlenstoff). Parallel mit der
MolekulvergroRerung nimmt die Loslichkeit der Kieselsduren ab. Da die Wasserabspaltung
nicht wie im Falle der Phosphorsaure geordnet vor sich geht, sondern ungeordnet, bilden
sich auf diesem Wege uneinheitlich gebaute amorphe Polykieselsduren aus einbindigen
Endeinheiten, zweibindigen Mitteleinheiten, dreibindigen Verzweigungseinheiten und
schlieBlich auch vierbindigen Doppelverzweigungseinheiten. Die Ausbildung von sehr
vielfaltigen Strukturen wird durch die hohe Flexibilitat der Si-O-Si Bindung ermdglicht. Die
Polymerisationsreaktionen des Siliziums zeigen in ihrem Mechanismus eine deutliche pH-
Abhangigkeit. Unter sauren Bedingungen bilden sich vermehrt kettenformige Polymere. Die
Polymerisationsreaktion findet hier eher am Ende der bestehenden Struktur statt, da kaum
freien Hydroxylgruppen vorhanden sind. Im basischen pH-Bereich hingegen werden eher
kugelige, verzweigte Polymere beginstigt. Dies ist mdglich, da auch ein Angriff in der Mitte
der Strukturen untereinander erfolgen kann. Biogenes Silikat kann in verschiedenen
Strukturen erscheinen, welche durch mikroskopische Methoden in gelartige, kontinuierliche

und partiell strukturierte Typen unterschieden werden kdnnen.

1.4. Silikat in biologischen System

Der Metabolismus von Silikat und die Formation von Silikat-Biopolymeren sind in
verschiedenen Organismen zu beobachten. Dabei ergeben sich deutliche Unterschiede in
der Bedeutung fir den einzelnen Organismus. Bei folgenden Organismen ist Silikat als
Metabolit und als Strukturelement von Bedeutung (Tab. 1.8).

Auch im humanen Organismus und bei Saugern spielt Silizium eine Rolle. In Ratten
und HUhnern scheint es essentiell zu sein. In Studien Uber die Bioverfugbarkeit und die
chemische Form in der Silizium in den Organismus aufgenommen wird, erwies sich die
Monokieselsaure, vorkommend vor allem in Trinkwasser und Bier, als die bioverfluigbarste
Verbindung (Jugdaohsingh et al., 2002).
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Die physiologische Bedeutung ist in ihrer Gesamtheit noch nicht vollig geklart, jedoch richtet
sich das Interesse vor allem auf die Bedeutung von Silizium in Bezug auf Knochenwachstum
und die Fahigkeit, Komplexe mit bestimmten Metallen zu bilden und deren Bioverfugbarkeit
damit entscheidend zu verringern. Den Knochenmetabolismus betreffend scheint Silizium an
der Vernetzung von Kollagen mit Proteoglycanen wahrend der Knochenbildung beteiligt zu
sein (Hott et al, 1993). Im Tierversuch verringerte Siliziumgabe den Verlust an
Knochendichte in ovarektomierten Ratten. Durch Bildung von Komplexen mit Aluminium
verringert sich dessen Toxizitdt erheblich und erhéht dessen Ausscheidungsrate, was
ebenfalls eine wichtige physiologische Rolle des Siliziums darstellen kénnte (Bellia et al.,
1996). Obwohl es nicht wenige Studien zu Funktion und Aufnahme von Silizium in

Saugerorganismus gibt, ist doch wenig Uber das Transportsystem bekannt, durch das

Silizium aufgenommen wird.

Organismus Silikatstruktur

Tab. 1.8: Auswahl von Organismen, die fiir die Silikatbiomineralisation von Bedeutung sind.

15



1.4.1. Protozoen

1.4.1.1. Phaeodaria (Protozoa, Rhizopoda, Radiolaria, Phaeodaria)

Die Phaoedaria bilden eine besondere Hauptgruppe (Legion der Klasse der Radiolarien).
Der gesamte Kérper dieser marinen Protozoen besteht aus einer einfachen Zelle, wobei der
dazugehorige Weichkoérper haufig von einfacher Gestalt ist und aus zwei Teilen besteht. Der
innere Teil, die so genannte Zentralkapsel, wird von dem aufieren Teil, der Calymma, als
einer Gallerthille umzogen.Auf dieser wird eine verkieselte harte Schale abgeschieden,
bestehend aus biogenem Opal (Abb. 1.6), der Spuren von Magnesium, Calzium und Kupfer
enthadlt (Lee et al., 2000). Das von vielen Protozoen abgeschiedene Silikat besitzt eine
gelartige Phase, wie dies auch bei dem marinen Protozoen Stephanoeca dipplocostata Ellis
zu beobachten ist. Die meisten Phaeodaria sind Bewohner der Tiefsee. Genauere Angaben

oder molekulare Daten Uber die Aufnahme und Transport von Silikat gibt es nicht.

Abb. 1.6: Mikroskopische Darstellung zweier Phaeodaria .Links: Ceratocyrtis histricosus Rechts:
Lophospysis pentagona pentagona. Aus Kurt Stibers online Bibliothek (http://caliban.mpiz-
koeln.mpg.de/~stueber/stueber_library.html).

1.4.1.2. Choanoflagellaten

Die Choanoflagellaten werden innerhalb der Protozoa als Ordnung Choanoflagellida gefiihrt
(Lee et al., 2000). Sie sind eine Gruppe bestehend aus frei lebenden farblosen Monaden,
selten groRer als 10um. lhre Verbreitung in aquatischen Habitaten ist ubiquitar, wobei sie
sessil als auch in flottierenden kolonialen Verbanden im Meer und SuRwasser zu finden sind.
Charakteristikum ist eine am Vorderpol der Zelle liegende Reuse (Kragen) und eine einzige
Geilel.
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Wegen der hohen Zellteilungsrate, und dem damit verbundenen hohen Nahrungsbedarf, sind
die Choanoflagellaten ein wichtiges Glied in der primaren Nahrungskette. Viele sessile Arten
leben solitar, andere in kolonialen Systemen. Bei den marinen Formen welche ein Gehduse
(Lorica) bewohnen, kann dieses aus miteinander verflochtenen Siliziumstdbchen bestehen
(Costae). Aufgrund ihrer Ahnlichkeit in Bau und Funktion des Kragens, und durch die
Fahigkeit Silikat zu metabolisieren, wird eine Verwandtschaft der Choanoflagellaten mit den
Schwammen intensiv erforscht und diskutiert. Weitere Nahrung enthalt diese Annahme
durch bestehende Ahnlichkeiten im genomischen Repertoire der beiden Spezies (King und
Carroll, 2001) (Abb. 1.7).

Pflanzen Pilze Choanofiagellaten Metazoa

Abb. 1.7: Modell der Evolution der Choanoflagellaten und der genetischen Verteilung von Rezeptor
Tyrosin Kinasen. Choanoflagellaten sind den Vielzellern (Metazoa) naher verwandt als den Pflanzen
und Pilzen. Da sowohl Vielzeller als auch Choanoflagellaten Gene fiir Signalmolekiile vom Typ
Rezeptor Tyrosin Kinase (RTK) besitzen, ist die erste RTK wahrscheinlich vor deren Divergenz (griine
und rote box) entstanden. Zytoplasmatische RTK findet man durchgehend in Eukaryonten. Ebenso
wird das EGF-Motiv (Epidermal Growth Factor) sowohl in Tieren, Pflanzen und Protisten gefunden
und entstand somit wahrscheinlich vor der Divergierung von Pflanzen, Tieren und Pilzen (King und
Carroll, 2001).
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Abb. 1.8: Mikroskopische Darstellung eines Trockenprdparates des Choanoflagellaten Cosmoeca
ventricosa mit klassischer Lorica. (Department of Marine Botany, Géteborg University, Sweden
http://www.marbot.gu.se/SSS/classic/Cosmoeca_ventricosa.htm).

1.4.1.3. Silikoflagellaten

Silikoflagellaten sind im marinen Plankton vorkommende Chromisten. Chromista wiederum
sind ein Phanomen der Natur (Abb. 1.9). Diese Gruppe enthalt sowohl heterotrophe als auch
photoautotrophe Spezies. Heterotrophe Chromisten wurden lange zu den Pilzen oder den
Tieren gezahlt, wahrend man autotrophe den Pflanzen zuordnete. Anders als bei Pflanzen
basiert die Photosynthese der Chromisten aber auf Chlorophyll C, und daruber hinaus finden
sich noch andere Pigmente in den Zellen die bei Pflanzen nicht vorkommen. Zudem
speichern Chromisten die gewonnene Energie auch nicht in Starke, wie das bei Pflanzen der
Fall ist.

Silikoflagellaten sind in der Lage, unter Beteiligung ihres Golgiapparates Silikat zu diversen
Skelettstrukturen zu polymerisieren. Molekulare Daten Uber Mechanismen der Aufnahme

und des Transports sind allerdings nicht vorhanden.

Abb. 1.9: Elektronenmikroskopische Darstellung zweier Silikoflagellaten mit Skelettstruktur aus
hydratisiertem biogenem Silikat. Links Cannopilus sphaericus; rechts Distephanus speculum.
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1.4.2. H6here Pflanzen (Cyperaceae, Poaceae)

Bei héheren Pflanzen sind es vor allem die Familien der Cyperaceae (Riedgrasgewachse,
Sauergraser), Poaceae (Graminae, Silgraser) und Equisetum, bei welchen SiO,-
Ausscheidungen bekannt sind. Zu den bekanntesten SuRgrasern zahlen Weizen, Reis, Mais,
Hafer, Roggen, Gerste und Bambus. Dabei konnen sehr hohe Silikatgehalte erreicht werden,
wie dies bei Reis mit 11% oder Schachtelhalm (Familie Equisetum) mit 10% der Fall ist.

Die dabei vorkommenden SiO, Modifikationen bestehen in der Regel aus amorphem
hydratisierten SiO, (Opal A), das einen deutlich hdheren Strukturierungsgrad aufweist, als
dies bei den Protozoen zu sehen ist. Die Strukturen sind aus Primarpartikeln mit
verschiedener Oberflachenchemie aufgebaut und zeigen eine Vielfalt von Formen (blattrig,
kugelférmig, faserig) und Groflen. Auch wurden kristalline Anteile aus Pflanzen isoliert,
wodurch man teilweise nur bedingt von durchgangig amorphen Biosilikat sprechen kann. Ein
Beispiel dafur ist der Reis (Oryza sativa), dessen in den Spelzen vorkommendes Silikat
bereits eine mittlere Ordnung (engl.: mid range order) aufweist. Charakterisiert werden
kénnen diese als Phytolithe bekannten Strukturen elektronenmikroskopisch. Die Aufnahme
von Silikat scheint in bestimmten Grasern wie dem Weizen (Triticum arvense) pH-Wert
abhangig zu sein.

Auf der Suche nach molekularen Daten zur Aufnahme von Silikat in Pflanzen wurden bisher
intensive Forschungen unternommen, unter anderem an gentechnisch veranderten
Reispflanzen, da Reis einen (beraus hohen Silikatanteil besitzt. Transformationsversuche
mit RNA der Silikattransporter aus Diatomeen (siehe 1.4.3) blieben erfolglos, was darauf
hinwies, dass sich die Transportsysteme der beiden Organismen auf molekularer Ebene
unterscheiden. Trotzdem legten die Studien das Vorhandensein zweier oder mehrerer

aktiver Silikattransportsysteme fur Silikat in Reispflanzen nahe (Ma et al., 2004).

1.4.3. Kieselalgen (Diatomeae)

Diatomeen sind einzellige eukaryotische Algen. Biologisch taxonomisch gehdren sie zur
Abteilung der Heterokontophyta und der Klasse Bacillariophyceae (Diatomeae).

Die Diatomeen sind mit 6000 Arten und 200 Gattungen auf3erst formenreich und mitunter zu
Bandern oder Fachern vereinigt. Schatzungsweise 20-25% der gesamten globalen
organischen Kohlenstofffixierung wird durch das in Diatomeen enthaltene Chlorophyll
vollzogen. Eine Sonderstellung nehmen die Diatomeen durch den Besitz zweier innerhalb
der aulleren Plasmaschicht abgelegter Kieselsdureschalen ein, von denen eine (Epitheca)

wie der Deckel einer Schachtel Uber die untere Halfte (Hypotheca) greift.
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Diese silifizierte Zellwand wird auch als Frustule bezeichnet und besteht aus
kontinuierlichem Silikat, dessen Primarpartikel ahnlich wie bei Schwammen (siehe 1.4)
kleiner als 5nm sind.

Die Kieselhllle weist besonders auf den Schalenflachen aulierst verwickelt aufgebaute, oft in
Reihen angeordnete Strukturen auf. Diese bestehen vielfach aus winzigen Kdmmerchen,
deren Decke oder Boden entweder offen oder geschlossen und dann von feinsten Poren
oder Spalten durchsetzt ist (Abb. 1.10).

Die Kieselsaure ist nicht kristallin, sondern zeigt eine aulerst feine, polarisationsoptisch
isotrope (nach allen Richtungen gleiche physikalische Eigenschaften aufweisend)
Schaumstruktur. Diese bedingt zwischen unterschiedlichen Medien (Zytoplasma/Wasser) ein
elektrostatisches Membranpotential, welches mdglicherweise fir die Stoffaufnahme von
Bedeutung ist. Eine weitere Funktion, die der Frustule zugeschrieben wird ist ein gewisser
Schutz gegen bestimmte Viren, Bakterien, Oomyceten, Chytriden und Parasiten (Holfeld,
2000; Baldi et al.,1998; Mann, 1999). Neben Kieselsaure werden in der Zellwand auch
Polysaccharide (Pektine), Proteine und fettartige Stoffe gefunden.

Unter anderem durch die bemerkenswerte Filigranitat der silifizierten Zellwand, gehoéren die
Diatomeen zu den am intensivsten untersuchten Organismen in Bezug auf Mechanismus der
Silikatpolykondensation, den Metabolismus und Transport von Silizium. In den Sechziger
und Siebziger Jahren begannen die ersten Experimente zur Aufklarung der
Zellwandsynthese in Kieselalgenkulturen. Im Jahre 1985 konnte ein Zusammenhang
zwischen der Genexpression bei Diatomeen und dem Angebot an Silizium gezeigt werden
(Reeves und Volcani 1985). Mit diversen Methoden wie der Proteinisolation und
Charakterisierung, Immunolokalisation oder Réntgenbeugung konnten weitere Einzelheiten
des Silikatmetabolismus in Diatomeen ans Licht gebracht werden. Einige entscheidende
Schlusselfunktionen sind jedoch noch ungeklart.

Ein absolutes Novum erbrachten die Untersuchungen zur Aufnahme bzw. dem Transport
von Silikat. Im Jahre 1997 wurde der erste echte Silikattransporter aus der Diatomee
Cylindrotheca fusiformis kloniert (Hildebrand et al., 1997). Der Klon wurde SIT 1 genannt und
kodierte fir ein 548 Aminosduren langes Protein. Das Protein enthalt 10 hydrophobe
Membrandomanen und ein langes hydrophiles carboxyterminales Ende. Weitere
Untersuchungen zeigten die Existenz einer ganzen SI/T-Genfamilie mit insgesamt 5
Mitgliedern (Hildebrand et al., 1998). Dabei ist die Aminosauresequenz der transmembranen
Regionen konservierter als die der C-terminalen Enden, welche eine hohe Tendenz zur
Bildung von Ubergeordneten Strukturen hat, was haufig eine Interaktionsbereitschaft mit
anderen Proteinen bedeutet (Hildebrand et al., 1998).
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In Analogie zu bereits bekannten Beispielen, wie dem GLUT 4 Transporter wird auch bei der
SIT-Transporterfamilie eine eventuelle Kontrolle der Aktivitdt und Lokalisation durch das C-
terminale Ende diskutiert. Beim Transporter selbst handelt es sich um ein Na'/Si(OH),
Symporter der einen elektrogenen Transport mit dem Verhaltnis Na*/Si(OH), von 1:1

katalysiert. (Bhattacharyya und Volcani, 1980).

Abb. 1.10: Elektronenmikroskopische Darstellung einer Diatomeenspezies assoziiert mit dem
Demospongium Thedania anihilans. Aufnahme aus dem Aquarium des Instituts fiir Physiologische
Chemie der Universitét Mainz.
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Abb. 1.11: Vergleich verschiedener Silikattransporter-Sequenzen. A: Aminosduresequenzen der von

den 5 SIT-Genen codierten Transportern. Sequenzvergleich mit MAP (Woorley et al.,

1996). Die

potentiellen transmembranen Doménen sind nummeriert dargestellt. Cysteinreste sind grau unterlegt.
Sterne unter den Sequenzen zeigen nicht konservierte, Punkte einen konservierten Austausch an. Der
am C-terminalen Ende unterstrichene Bereich zeigt eine méglich ,coiled coile® Formation an (Lupas et
al., 1991). B: Darstellung eines ,unrooted p-distance neighbour joining tree*, dargestellt mittels MEGA
(Kumar, 1993). Dabei korrespondiert die Lédnge der einzelnen Arme des Diagramms mit dem
Unterschied zwischen den Sequenzen. Der angegebene Ldngenmallstab bedeutet 5 Aminoséuren
Unterschied bezogen auf 100 Aminosé&urenreste.
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1.4.4. Schwamme (Porifera)

Die Schwamme sind die altesten vielzelligen rezenten Organismen (Metazoa) der
Erdgeschichte. Sie sind sessile, ausschliellich im Wasser lebende Organismen, die durch
ein System zahlreicher mikroskopisch kleiner Offnungen (Ostien) Wasser aufnehmen und
Uber Kanale und Geiselkammern abfiltrieren. Fossile Funde von Schwammen lassen auf ein
Vorkommen schon vor ca. 700 Millionen Jahren schliel3en.

Die Porifera teilen sich in die Klassen Calcarea (Kalkschwamme), Hexactinellida
(Glasschwdmme) und Demospongiae (Hornkieselschamme). Die ein Skelett aus
Calciumcarbonat ausbildende Calcarea erflllten bis vor rund 100 Millionen Jahren die Rolle
der heutigen Korallen. Aufgrund des fehlenden Silikatmetabolismus spielen sie in den
Betrachtungen der vorliegenden Arbeit jedoch nur eine untergeordnete Rolle. Bei den
Hexactinellida handelt es sich um typische Tiefseebewohner, die in einer Tiefe von bis zu
6000 Meter aufzufinden sind. Die Klasse der Demospongiae umfasst 61 Familien und
beheimatet die groRte Artenvielfalt innerhalb der Porifera.

In mindestens ebenso groRem Malstab wie die Diatomeen sind auch Demospongiae und
Hexactinellidae in der Lage Silikat aus dem Wasser aufzunehmen und zu hoch
differenzierten Formen zu polymerisieren (Abb. 1.12). Strukturell ahnelt das von
Schwammen polymerisierte Biosilikat dem der Diatomeen. Es handelt sich um eine aus
Primarpartikeln aufgebaute kontinuierliche Silikatphase, die damit einen Ubergangstyp
zwischen der Gelphase der Protozoa und den Phytolithen der hdheren Pflanzen darstellt.
Der Silikatpolymerisation in Schwammen liegen jedoch andere Mechanismen zugrunde als
die, denen sich die Diatomeen bedienen.

Wahrend bei Diatomeen noch offene Fragen in Bezug auf die Polymerisation von Silikat
innerhalb der Zelle bestehen und der Weg, auf dem das Silikat in die Zelle gelangt
weitgehend aufgeklart ist, verhalt es sich bei Schwammen genau umgekehrt.

Die von Schwammen polymerisierten Strukturen konnen ihrer Gréfe nach in Mikro-und
Megaskleren unterteilt werden. Die Megaskleren haben dabei eine eindeutige
Gerustfunktion, wohingegen die endgiltige Funktion der Mikroskleren noch zu klaren ist. Ein
weiteres Kriterium zu Charakterisierung von Silikatnadeln in Schwammen ist die Anzahl und
Stellung der Achsen. Bezogen auf die Anzahl der Achsen spricht man von Monaxonen,
Diaxonen etc. Soll die Anzahl der Strahlen (Auswtlichse) einer Sklere bezeichnet werden,
spricht man von Monactinen, Diactinen etc. Bei den von Suberites domuncula gebildeten
Spiculae handelt es sich vor allem um so genannte Tylostylen. Das Silikat wird bei
Schwammen um ein zentrales Proteinfilament (Axialflament) innerhalb der Zelle
polymerisiert (Shimizu et al., 1998; Krasko et al., 2000) (Abb. 1.13). Generell ist der Vorgang
der Silikatpolymerisation ein komplexer Prozess, der von vielen Faktoren abhangig ist. Einen

zentralen Einfluss auf die Nadelbildung hat die Konzentration von Silikat im umliegenden
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Medium (Maldonado et al., 1999), sowie die Beschaffenheit und Funktion der
Zellmembranen des Schwammes. Die Zellen, die an der Sekretion der Silikatnadeln beteiligt
sind, werden in Anlehnung an ihre produzierten Polymerisate in Megasklerozyten und
Mikrosklerozyten unterteilt. Die meisten Mikroskleren werden intrazellular in einen von einer
Membran (Silikalemma) umgebenen Raum sezerniert. Da bei Megasklerozyten sowohl eine
inter- als auch intrazellulare Sezernierung beobachtet wurde, ist die Beteiligung von zwei
Membranen, dem internen Silikalemma und der externen Zytoplasmamembran anzunehmen
(Uriz et al., 2000). Eine genauere Untersuchung von Sklerozyten ergibt einen Gradienten
des Silikatgehaltes, der zur wachsenden Nadel hin ansteigt. So enthalten Mitochondrien,
Vesikel, optisch dichte Zelleinschliisse und das Zytoplasma von Sklerozyten, welche entfernt
der wachsenden Nadel gelegen sind, nur etwa 10% Silikat, bezogen auf den Gehalt der
Nadel selbst, wahrend bei nadelnahen Aufnahmen dieser Strukturen bis zu 50-65% Silikat
gemessen wurden (Uriz et al., 2000). Obwohl der Mechanismus, nach welchem Schwamme
ihre Silikatstrukturen herstellen in weiten Teilen bekannt ist, blieben doch einige Fragen
offen, gerade beziglich dem Ort der Initialisierung und Progression der Nadelbildung (Abb.
1.14).

Abb. 1.12: SEM Aufnahme fertiger Nadeln des Schwammes Suberites domuncula. Vorherige
Beseitigung der organischen Matrix durch Behandlung mit NaOCl 12%. Die Schwdmme stammten aus
dem Aquarium des Institutes fiir Physiologische Chemie der Universitéat Mainz.
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Abb. 1.13: SEM Aufnahme eines Axialfilaments des Schwammes Suberites domuncula. Vorherige

Isolation des Filaments mittels Flusssdurepuffers. Die Schwdmme stammten aus dem Aquarium des
Institutes fiir Physiologische Chemie der Universitét Mainz.

Abb. 1.14: TEM Aufnahme einer Silkatnadel des Schwammes Suberites domuncula. Querschnitt
durch eine Gewebeprédparation des Schwammes. Die Dicke des Prdparates betrug ca. 60 nm. Die

Schwédmme stammten aus dem Aquarium des Institutes flir Physiologische Chemie der Universitét
Mainz.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Die Biomineralisation von Silikat in Schwammen (Porifera) ist ein bei Vielzellern einzigartiger
Vorgang in der belebten Natur und erfordert ein hohes Mal} an Regulation, um die grof3e
Vielfalt an bestehenden Strukturen und Formen in einer relativ kurzen Zeitspanne zu
generieren.

Die bisher angestellten Untersuchungen auf diesem Gebiet konnten groRe Teile des
Polykondensationsmechanismus innerhalb des Schwamms und der dabei beteiligten
Molekule identifizieren und aufklaren. Unklarheit bestand jedoch in der Frage, ob die
einfachsten bekannten Vielzeller in der Lage sind, Silikat aktiv mittels eines Transporters aus
der Umgebung gezielt aufzunehmen, wie dies beispielsweise bei einzelligen Kieselalgen
(Diatomeen) beobachtet werden konnte, oder ob andere Mechanismen dabei eine Rolle
spielen.

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war, diese Fragestellung naher zu beleuchten. Dazu
sollten durch molekularbiologische Methoden potentielle Transportermolekiile fiir die aktive
Aufnahme von Silikat aus dem Hornschwamm Suberites domuncula isoliert werden. Zu
diesem Zweck wurden Methoden gewahlt, durch welche vorhandene DNA-Molekiile repliziert
und unvollstdndige Gene anhand vorliegender Partialsequenzen vervollstadndigt werden
kénnen. Die dabei identifizierten Kandidaten konnten anschliellend durch Sequenzvergleiche
eindeutig charakterisiert und einer evtl. bereits vorhandenen Transportergruppe zugeordnet
werden. Eine eingehende Analyse der erhaltenen Gen- und Aminosauresequenzen sollte
Aufschlisse geben Uber Besonderheiten innerhalb der genetischen Ausstattung der
Schwamme, die als ursprunglichste der bekannten Vielzeller auch von groem Interesse
hinsichtlich der evolutionaren Entwicklung der Arten vor und nach ihnen sind. Weiterhin
sollten Untersuchungen dahingehend unternommen werden, ob das Prinzip des
Silikattransportes in Schwammen artspezifisch ist, oder auf molekularer Ebene denen
anderer Organismen ahnelt. Funktionsstudien sollten danach zu einer weiteren
Charakterisierung der moglichen Kandidaten flhren. Insbesondere sollten die
Untersuchungen klaren, ob der Schwamm bzw. ein Modellsystem des Schwammes in der
Lage ist seine Genexpression einem wechselnden Angebot an Silikat anzupassen. Dazu
dienten Versuche mittels Northern Blotting, die die Expression von RNA bestimmter Gene im
Vergleich zur Expression eines Referenz-Gens aufzeigten. Im Zuge dessen sollte neben der
Regulierbarkeit auch die Hemmbarkeit des potentiellen Transporters, auch dessen

Hemmbarkeit durch naturliche oder synthetische Inhibitoren gezeigt werden.
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Dahingehend sollte eine Modellsystem entwickelt werden, mit dem es mdglich ist, die
Reaktion von Schwammzellen auf Silikatzugabe optisch zu verfolgen und spezifische
Hemmstoffe zur weiteren Beschreibung der Transporterkandidaten zu testen. Des Weiteren
sollte auch die Verteilung des potentiellen Transporters im betreffenden Gewebe von
Suberites domuncula untersucht werden, um einen raumlichen und funktionellen
Zusammenhang zwischen der Transporterdistribution im Gewebe und den sich bildenden,
oder bereits gebildeten Silikatstrukturen zu analysieren. Dazu wurde schlieRlich die Technik
der In situ Hybridisierung ausgewahlt, die es moglich macht, die Expression ausgewahlter
Gene in Gewebeschnitten sichtbar zu machen. Erganzend sollten morphologische Studien
an prapariertem Schwammgewebe die Ergebnisse der Transportersuche mit noch offenen
Fragen zum Ablauf der Silikatnadelbildung in Schwammen verbinden. Diese
Untersuchungen sollten mit Hilfe der Elektronenmikroskopie angestellt werden. Hergestellt
und untersucht wurden sowohl Praparate fir die Rasterelektronenmikroskopie (REM), als
auch ultradiinne Schnittpréaparate fir die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM).
Hierbei sollten verschiedene Praparationstechniken angewendet und die am besten dafiir
geeignete herausgesucht werden. Insbesondere sollte erstmals die Technik der
Immunogoldmarkierung auf TEM-Schnitte des Schwamms Suberites domuncula
angewendet werden, um morphologische Untersuchungen an Gewebe mit

immunhistologischen Daten zu erganzen.
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3. Material

3.1. Chemikalien

Chemikalienliste

Agar

Agarose

Ampicillin

Ammoniumperoxidisulfat

Ammoniumfluorid

Araldite® CY212 Epoxidharz

Araldite® HY 964 Harter

Blocking Reagenz

Borsaure

5-Brom-4-chlor-3-indolyl-b-D-galactopyranosid

Bromphenolblau

Caseinhydrolysat

Coomassie brilliant blue

DIDS (4,4-Diisothiocyanatostilbene-2,2-disulfonic acid
disodium salt hydrate)

DIG-0Oligonucleotide—3 -End—Labeling—Kit

Dimethylformamid

Dimethylpyrocarbonat

Dimethylsulfoxid

DNA Marker Gene Ruler

dNTP-Reagenz

Ethanol

Ethidiumbromid

Ethylendiamin-N,N,N",N -tetraacetat (EDTA)

Formvar-Film fir TEM-Grids

Flussiger Stickstoff

FluRsaure

Freundsches Adjuvans

Gelatine (aus Kaltwasserfischhaut)

GelCode Farbereagenz Blau

Gummi arabicum

Harnstoff

Hefeextrakt

HEPES

Hydrochinon

Isopropanol

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

Kaliumchlorid

Kaliumhydrogenphosphat

Kalziumchlorid

Kanamycin




LysoSensor yellow/blue (PDMPO)

LR White Resin®

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Maleinsaure

Meersalzmischung Tropic Marin®

3-Mercaptoethanol

Methanol

Methylenblau

Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydrogenkarbonat

Natriumhypochlorid

Natriumhydroxid

Natrium-Metasilikat

Natriumperiodat

Natriumphosphat

Nitroblau-Terazoliumchlorid (NBT)

Osmiumtetroxyd

Ovalbumin

Paraformaldehyd

Penicillin

Phytoplankton ,Marin Niedere Tiere Futter’

Poly-L-Lysin (MW: 70000-150000)

Propylenoxyd

Protein-Langenstandard SDS-PAGE

Resin AG 501 X8 lonentauscher

Rotiphorese Gel 30

RNA-Langenstandard 1,2,3

Roéntgenfilmentwickler

Rotiphorese Gel 30

Roti-Quant Bradford Reagenz

RPMI 1640

Salpetersaure

Salzsaure 25%

Schwefelsaure

Seewasser (sterilfiltriert)

Stop-Lésung fur TMB Substrat

Streptomycin

Tetracyclin

Trichloressigsaure (TCA)

3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB)

2,4,6, Tris-(dimethylaminomethyl)phenol

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)




Trinatriumzitrat-Decahydrat
TRIzol- Reagenz
Triton X

Tween20 (Poly(oxyethylen)zsorbitan-monolaurat

X-Phosphat
Citronensaure

3.2. Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialienliste
Dialyseschlauch Servapor & 50mm
Einwegspritzen

ELISA-Platten 96 well

Falcon Reaktionsgefalie

Feinpipetten

100-1000p!

20-200ul

2,0-20ul

0,5-10ul

0,5-2,0pl

Filterpapier

Fixogum Montagekleber
Glycergel Einbettungsmedium
Hartgelatinekapseln
Latexhandschuhe

Morser und Pistill, Porzellan
Nitrocellulosemembran

Nylon Netz 40uM Porengrofie
Nylonmembranen pos. geladen
Objekttrager

Parafiim M

PCR Pipettenspitzen

PCR Reaktiongefafe 0,5ml
Petrischalen

Pipettenspitzen

PVDF Membrane Hybond
Reaktion Caps 1,5ml + 2,0ml

REM Aluminium Probentrager
REM Leit-Kohlenstoff

REM Adhesive Kohleplattchen
Steritop Filtereinheit 0,45uM
TEM-Netzchen, Kupfer, 75 squares/inch
Whatman 3MM Papier

Lab-Tek® Chamber Slide™ System
Zahlkammer Neubauer




3.3. Gerate

Gerateliste
Fluoreszenzmikroskop AH3
Folienschweil’gerat
Gefrierschrank -20° C
Gefrierschrank —80°C

Gelschlitten fiir die Elektrophorese
Heizblock flr Reaktionsgefalie Kamera C2400-87
fir das Umkehrmikroskop UApo40X/340

Kritischer Punkt Trockner CPD 030

Laminar Flow

Li-Cor 4200 LONGREADIR, Sequenziergerat
Mikroskopisches Objektiv UApo40X/340

Mini-Protean |l Proteingelsystem

PA- Gelelektrophorese-Einheit Protean Mini

pH-Meter Typ CG 840
Powersupply fur Gelelektrophorese

Proteinelektrophoreseeinheit Mini Protean I

Quecksilberlampe fir Umkehrmikroskop
UApo40X/340

REM Gerat DSM 962

Schittelinkubator Certomat H/R

Semi-dry Blotting Apparatur TransBlot SD
Spectrophotometer Smart Spec' 3000
Sputtercoater SCD 005

Sterilisator

Sunrise Absorbance Reader

TEM Gerat, Tecnai 12

Thermoblock Unitech HB 130

Thermal Cycler ,iCycler*

Transluminator/ Geldokumentationssystem
Ultracut S Schneidemaschine fiir TEM-Proben
Umkehrmikroskop Olympus 1X70
UV-Crosslinker Stratalinker 1800

Vortexer

Waage PT 120

Waage R6

Wasserbad mit Schuttler, beheizbar
Zentrifuge Sorvall RC 5B

Tischzentrifuge 5415
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3.4. Molekularbiologische Arbeitskits und Enzyme

Arbeitskits- und Enzymliste
Chemilumineszenz Blotting Substrate Labelling Kit
NovaBlue Kompetente Zellen

PCR DIG Probe Synthesis Kit

pGEM-T Vektor System

PCR Product Purification Kit
Plasmid Isolation Kit

Thermo Sequenase Sequenzier Kit

SequaGel XR zwei Komponenten Gel

Synergy™ DNA Polymerase (inkl. Synergy™ Puffer)

3.5. Verwendete Computerprogramme und Internetdienste

Computerprogramme und Internetdienste-Liste
BLAST Protein und Nukleotidsequenzvergleiche
DNASIS

DNA Star

Genebank

Imagestore 5000

National Institute of Health

Nucleotide Database

ProDom

ProSite

Spongebase Mainz

SwissProt

3.6. Schwamme

Die verwendeten Schwamme der Gattung Suberites domuncula (Porifera, Demospongiae,
Hadromerida) (Abb. 3.1) wurden in der nérdlichen Adria nahe der Stadt Rovinj gesammelt.
Sie stammen aus einer Tiefe von bis zu 40 Metern. Uberfiihrt nach Mainz wurden sie dort in
Aquarien bei ca. 16° Wassertemperatur, definierten Lichtverhaltnissen (Tageslichtlampen
und weitgehend angepasster Tag-Nacht Rhythmus) und standartisierten Bedingungen in
kiinstlichem Seewasser gehalten. lhre Uberlebensdauer dort betragt mehrere Jahre.

Schwamme der Familie Suberitidae findet man im Mittelmeer, vor den Westindischen Inseln,
im Atlantik und im Indischen Ozean. Die im Mittelmeer vorkommenden Exemplare leben in
einer Symbiose mit dem Einsiedlerkrebs Paguristes oculatus, der das Schneckenhaus

bewohnt, auf welchem der Schwamm siedelt.
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Abb.3.1: Zwei Exemplare des untersuchten Schwamms Suberites domuncula. Die Bilder wurden in
Aquarium des Instituts flir Physiologische Chemie, Abteilung angewandte Molekularbiologie
aufgenommen. Mit freundlicher Genehmigung von Professor W.E.G. Miiller.

3.7. cDNA Bank

Die in dieser Arbeit verwendete cDNA Bank wurde von Dr. Michael Kruse aus der
Arbeitsgruppe W.E.G Miller am Institut fur Physiologische Chemie, Abteilung Angewandte

Molekularbiologie hergestellt. Der verwendete Vektor war der Lambda—Zap Vektor.

3.8. Vektoren

Klonierungsvektoren
pGEM®-T

pBK-CMV

3.9. Primer

Vektorspezifische Primer

Sequenzierprimer (IR800 markiert

Tubulinprimer fur Negativkontrollen
Tubulin-SD44-

Fwd:

Tubulin-SD44-

Rev:
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Genspezifische Primer des NBCSA-Anionen Transporters von Suberites domuncula
Forward Primer

band3 frw

band3 fwr 2

band3 fwr 3

Reverse Primer

band3 rv

band3 rv 2

band3 rv 3

Sondenprimer fur den Northern Blotting
AE_ prob frw

AE_prob_rv

Sondenprimer fur die In Situ Hybridisierung
AE prob frw
AE_prob_rv

3.10. Antikorper

Antikorper
Anti Rabbit IgG Peroxidase

Anti-Digoxigenin-AP, Fabfragments (Schaaf)
Anti-rekombinant Silicatein AKs314
Anti-natives Silictein AKsys
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4. Methoden

4.1. Dissoziation von Schwammzellen

Um Studien beziglich des Aufnahmeverhaltens verschiedener Substanzen und anderer
Charakteristika von Schwammen durchfiihren zu kdnnen, ist es teilweise sinnvoll, nicht den
gesamten Schwamm als Untersuchungsobjekt zu wahlen. Als ein besser geeignetes
Untersuchungssystem wurden Schwammzellen und die sich bei entsprechender Behandlung
daraus entwickelnden Primmorphen verwendet (siehe 4.2).

Zur Zellisolation werden Schwammstiicke von etwa 5¢cm® mit einem Skalpell in kleine Wiirfel
geschnitten und in ein 50ml Falcontube Uberfuhrt, welches mit 40ml CMFSW (calcium-und
magnesiumfreies Seewasser) mit 2,5mM EDTA (Rottman et al., 1987) gefullt ist. Der Ansatz
wird 30-60 Minuten auf einem Rollinkubator bei Raumtemperatur belassen. Danach wird der
Inhalt des Falcontube durch ein Nylonnetz (40um Porendurchmesser) gedrickt und zweimal
mit CMFSW ohne EDTA durch Zentrifugation gewaschen. Die Zentrifugationschritte werden
bei 500xg 5 Minuten durchgefiihrt. Das am Ende der Praparation entstehende Pellet kann
mit verschiedenen Medien aufgenommen werden. Fir die fluoreszenzmikroskopischen
Versuche wurde das Pellet in Sigma Seewasser zu einer Gesamtzelldichte von 6x10°

Zellen/ml aufgenommen.

4.1.1. Verwendete Lésungen

Calcium & magnesiumfreies Seewasser ohne EDTA
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Calcium- & magnesiumfreies Seewasser mit EDTA
460mM

7,0mM
10,0mM
100mm pElEgEs
25mM L= ,.5mM

pH 8,5

Penicillin/Streptomycin —L6sung

2 OO

0 52

58,00ml
Aliquotieren zu 4,5ml

4.2. Bildung von Primmorphen

Die fur die Primmorphenbildung benétigten Schwammzellen wurden isoliert wie beschrieben
(siehe 4.1).

Das finale Pellet wurde in Sigma Seewasser mit Antibiotika (Penicilin G 100 1U/ml,
Streptomycin 100pug/ml) zu einer Suspension von 1,5-2,0x10° xml™ Zellen aufgenommen.
60ml dieser Suspension wurden in eine Petrischale Uberfihrt und bei 16°C unter leichtem
Schwappen gehalten, um das Aggregieren der Zellen mit dem Boden der Petrischale zu
verhindern. Zwei Drittel des Mediums wurden taglich ersetzt. Direkt nach dem Uberfiihren
der Zellsuspension begannen die einzelnen Zellen untereinander zu aggregieren und
Zellklumpen zu bilden. Als diese Primmorphenvorstufen eine GréRe von ca. 0,5mm erreicht
hatten, wurden sie in einem 15ml Falcontube mit 10ml Sigma Seewasser durch
Schwerkraftseparation von Zelldebris befreit und erneut in frische Petrischalen mit
antibiotikahaltigem Sigma Seewasser gegeben. Dieser Vorgang wurde wiederholt, bis sich
keine weiteren Aggregate mehr bildeten und kein Zelldebris oder Fremdorganismen mehr im
Medium beobachtet werden konnte (Mdller et al., 1999).
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4.3. Isolation von Axialfilamenten aus dem Schwamm
Suberites domuncula

Die Isolation der Axialflamente von Suberites domuncula diente deren Charakterisierung
mittels elektronenmikroskopischer Verfahren und Gelelektrophorese. Weiterhin diente das

Filament als Antigen zur Herstellung von polyklonalen Antikdrpern (Cha et al., 1998).

4.4. Isolation der Silikatnadeln von Suberites domuncula

Gefrorene Schwammsticke der Spezies Suberites domuncula wurden gewogen und in
kleine Quader der Kantenldange 5mm geschnitten. Die Stlicke wurden in ein Becherglas
gegeben, welches mit Eis gekihlt war und 500ml einer Mischung aus vier Teilen H,SO,
konz. und einem Teil HNO3 konz. enthielt. Dort wurde unter gelegentlichem Umrihren die
organische Matrix von den Silikatstrukturen gelost.

Danach wurde der Inhalt des Becherglases auf 50ml Zentrifugenrdhrchen verteilt und
einmalig bei 2000 U/Minuten flr 5 Minuten zentrifugiert. Die Nadeln wurden dann so lange
mit dest. Wasser gewaschen, bis der pH-Wert des Uberstands Uiber 6,0 betrug. Dabei wurde
zwischen den einzelnen Waschschritten nicht zentrifugiert, sondern die Nadeln etwa 20
Minuten zum Sedimentieren ruhengelassen. Abschlielend erfolgte ein Waschschritt mit
Aceton, nach welchem noch einmal 5 Minuten bei 2000 U/Minuten zentrifugiert wurde.
Danach trockneten die Nadeln, in einer Petrischale ausgebreitet, fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur. Alternativ konnten Nadeln auch durch eine Inkubation mit NaOCI 12%
Uber Nacht auf einem Rollinkubator hergestellt werden, was sich jedoch nur bei Schwammen

mit wenig organischer Matrix empfahl.

4.5. Isolation der Proteinfilamente aus Silikatnadeln

Die getrockneten Nadeln wurden in ein Becherglas aus Kunststoff Gberfiihrt und dort mit
einem FluRsaurepuffer Uberschichtet. Es wurden 100ml Fluf3saurepuffer pro Gramm Nadeln
verwendet. Die Inkubation wurde auf einem Laborshaker durchgefiihrt und dauerte 2-3
Stunden, bis die Nadelsubstanz vollstandig in Lésung gegangen war. Es folgte die

Aufreinigung und Aufkonzentrierung der Filamentsuspension.

4.5.1. Verwendete Lésungen

5,0M
1,0M
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4.6. Aufreinigung der Filamente durch Dialyse und
Aufkonzentrierung mittels Membranen

Die Dialyse diente dazu, durch Diffusionsvorgange (ber eine semipermeable Membran
niedermolekulare Moleklle aus wassrigen Loésungen hochmolekularer Substanzen
abzutrennen.

Diese Membranen standen mit unterschiedlichen Ausschlussgrenzen (cut off) zur Verfligung.
Die zur Aufreinigung der Axialfilament-Suspension verwendete Membran mit einem cut off
(Ausschlussgrenze) von 12000 Da (Sigma, Taufkirchen) wurde zunachst in Dialyseflissigkeit
eingeweicht. Nach etwa 10 Minuten wurde der Dialyseschlauch mit einer Klammer an einem
Ende verschlossen und am anderen Ende befiillt. Der Schlauch sollte blasenfrei, aber nicht
zu prall geflllt sein, da sich das Volumen innerhalb des Schlauches wahrend der Dialyse
betrachtlich erhéhte. Die Dialysedauer und das Volumen waren individuell zu wahlen und
richten sich nach der angestrebten Konzentration bzw. Reinheit des Dialysats.

Zur Entfernung des HF/NH4F Puffers wurde eine Dialyse in 10l destilliertes Wasser gewahlt.
Das Wasser wurde 5 mal gewechselt und eine Dauer von 3 Stunden pro Dialysedurchgang
nicht unterschritten. Die optimale Temperatur bei der Dialyse betrug 4°C. Danach wurde die
Filamentsuspension mittels einer Membran des Porendurchmesser 0,45um unter standigem

RuUhren im Vakuum auf ein Volumen von 10ml reduziert und bei 4°C aufbewahrt.

4.7. Quantifizierung der Proteinfilament-Konzentration

Zur Quantifizierung der Proteinkonzentration wurde die Methode von Bradford verwendet
(Bradford 1976). Diese kolorimetrische Methode zur Identifikation und Quantifizierung von
I6slichen Proteinen beruht auf der Bildung eines Protein-Farbstoffkomplexes des in der
Bradford-Lésung (Roti-Quant) enthaltenen Farbstoffes mit dem zu messenden Protein.

Fur die Messung wurden zwei 100ul Aliquots der Proteinsuspension 20 Minuten bei 14000
U/Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 10ul einer 8M
Harnstofflosung mittels Vortexen in Losung gebracht. Nach einem Verdiinnungsschritt von
1:100 mit destilliertem Wasser wurde die Messlésung, bestehend aus 1ul Proteinlésung und
25l Bradford-Reagenz bei einer Wellenlange von 595nm spektrophotometrisch vermessen.
Die Standardkurve wurde mit einer Verdunnungsreihe von BSA (Bovines Serumalbumin)
hergestellt. Als Blindwert diente eine Losung aus 1ul dest. Wasser und 25ul Bradford
Reagenz. Die Messung wurde mittels eines Tecan Sunrise Absorbance Reader 3x
durchgefuhrt und die Mittelwerte gebildet.
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4.8. Lyophilisierung von Schwammgewebe

Die Lyophilisierung oder Gefriertrocknung ist ein Vorgang, bei dem einem gefrorenen Objekt
im Vakuum Wasser bis zur Trockne entzogen wird. Wasser besitzt im gefrorenen Zustand
noch einen Restdampfdruck, der darauf griindet, dass zwischen dem Eis und seinem
umgebenden Gasraum ein Austausch von gasformigen und festen Wassermolekilen
stattfindet. Wahrend der Lyophilisierung werden die in dem Gasraum Ubertretenden
gasférmigen Wassermolekiile durch Kondensation an Kihlflachen oder durch Adsorptions
bzw. Trockenmittel entfernt. Infolge dessen nimmt die Eismenge kontinuierlich ab. Der
Sublimationsvorgang wird durch das Anlegen eines Vakuums noch weiter unterstitzt. Vor
der eigentlichen Lyophilisierung musste das Objekt auf -20°C bis -50°C abgekuhlt werden,
um samtliche Flissigkeit zum Gefrieren zu bringen. Das Endprodukt der Lyophilisierung ist
meistens pords und besitzt eine grofle innere Oberflache.

Eine Lyophilisierung von Gewebestlicken des Schwammes Suberites domuncula bot sich
deshalb an, da auf diese Weise das Gewebe durch den Wasserentzug wenig kollabierte und
man Praparate erhielt, die gut fir morphologische Untersuchungen mittels

Elektronenmikroskopie verwenden werden konnten.

4.9. Kritische Punkt Trocknung von Schwammgewebe

Die Kritische Punkt Trocknung war bei Gewebeproben ratsam, welche mittels Lyophilisierung
keine guten Ergebnisse zeigten, oder generell empfindliche Strukturen beinhalteten.

Zur Probenentnahme wurden von den Schwammen Gewebestlicke entnommen und mittels
Fischer-Fixierung (siehe 4.12) bis zum Abschluss der Ethanolreihe entwassert.

Danach folgte ein abschlieBender Inkubationsschritt mit Aceton fir 5§ Minuten bei
Raumtemperatur. Die Proben wurden danach in eine Druckkammer verbracht, wo sie CO,
am kritischen Punkt augesetzt wurden. Der kritische Punkt kennzeichnet das Ende der
Phasengrenze zwischen flissigem und gasformigem Zustand (Abb. 4.1). Oberhalb dieser
Temperatur sind Flussigkeit und Gas nicht mehr zu unterscheiden. Es liegt Dampf hoher
Sattigung vor. Das Absenken der Temperatur lasst den Dampf zu Nebel kondensieren, der
zu Anfang noch fein verteilt ist. Es bildet sich wieder eine Flissigkeit-Gas-Grenzschicht. Das
Ergebnis waren Proben, die vollig trocken waren und weniger kollabierte Strukturen auf
Gewebeebene zeigten als gefriergetrocknete Objekte. Bei dem in dieser Arbeit verwendeten

Kritische Punkt Trockner handelte es sich um einen CPD 030 der Firma Baltec.
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Abb. 4.1. Der kritische Punkt kennzeichnet das Ende der Phasengrenze zwischen fliissigem und
gasférmigem Zustand. (Hier mit K bezeichnet bei 31° C, 75 atm). Oberhalb dieser Temperatur sind
Fliissigkeit und Gas nicht mehr zu unterscheiden. Es liegt Dampf hoher Séttigung vor. Das Absenken
der Temperatur lasst den Dampf zu Nebel kondensieren, der zu Anfang noch fein verteilt ist. Erst
allméahlich regnet der Nebel ab, und es bildet sich die Grenzlinie.

4.10. Fluoreszenzmikroskopie

4.10.1. Funktionsprinzip der Fluoreszenzmessung

Aus dem weil3en Licht einer Xenon- oder Quecksilberdampf-Lampe wird durch einen
Anregungsfilter die fir die Anregung des Fluorochroms (fluoreszierender Molekiilteil)
geeignete Wellenlange herausgefiltert.

Im Innern des Mikroskops wird dieses Licht von einem dichroischen Spiegel (auch
dichromatischer Spiegel) auf das Praparat reflektiert. Dichroische Spiegel haben eine
kritische Wellenlange. Licht mit kleineren Wellenlangen wird reflektiert, Licht mit gréReren
Wellenlangen durchgelassen. Der Spiegel wird so gewahlt, dass die kritische Wellenlange
zwischen Anregungs- und Emissionsmaximum des Fluorochroms liegt. So wird das
Anregungslicht durch das Objektiv zum Praparat gelenkt, wahrend das langwelligere
Fluoreszenzlicht den Spiegel passiert und durch das Okular zum Auge gelangt. Eine
maoglichst vollstandige Trennung von Anregungs- und Fluoreszenzlicht durch dieses optische
System ist die Voraussetzung fur eine gute Abbildung im Mikroskop.

Filtersatze mit geeigneten Kombinationen von Filtern und dichroischen Spiegeln kdnnen fur

jeden gebrauchlichen Fluoreszenzfarbstoff gekauft werden.
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4.10.2. Aufzeichnen der Fluoreszenzreaktion

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Fluoreszenzmikroskop handelte es sch um ein
inverses Durchlichtmikrokop des Typs Olympus IX70 mit apochromatischen (Farbfehler
korrigierend)  Fluoreszenzlinsen vom Typ UApo40X/340. Zur Messung der
Fluoreszenzintensitat wurden die Zellen dem Licht einer Quecksilberlampe (OSP-EXA,
Olympus, Hamburg) der Wellenlange 340nm ausgesetzt. Das emittierte Licht der
Wellenlange 445nm wurde mit einer bildverstarkenden CCD (charge-coupled-device)
Kamera des Typs C2400-87 (Hamamatsu, Herrsching) abgebildet. Die Aufnahmen erfolgten
als digitale 256x256 Pixelbilder im Datenbereich von 8 bit und wurden durch einen Argus 50
Imaging System (Hamamatsu, Herrsching) erstellt. Die Darstellung der Fluoreszenz erfolgte
durch eine Pseudofarbung. Diese wurde wiedergegeben durch eine Farbskala von blau fir
eine niedrige Intensitat Uber grin und gelb bis zu rot, das eine hohe Fluoreszenzintensitat

anzeigt.

4.10.3. Farbung mit Lysosensor® yellow/blue-DND-160 (PDMPO)

Der Fluoreszenzfarbstoff Lysosensor® yellow/blue wird hauptséchlich dazu verwendet, eine
intrazelluldre pH-Anderung in lebenden Zellen zu erfassen (Diwu et al., 1999).

Der Farbstoff mit der Summenformel C,0H2N4O3 besitzt ein Molekulargewicht von 366,42.
Der LysoSensor Farbstoff gehdrt zu den azidophilen Farbstoffen und akkumuliert in sauren
Zellorganellen wie den Lysosomen aufgrund einer Protonierung der schwach basischen
Seitenkette, welche ein sekundares Amin beinhaltet.

Diese Protonierung fihrt auch zu einem Auflésen eines Fluoreszenzléschungseffektes
(Quenching) innerhalb der Molekulstruktur der Seitenkette, woraus eine pH-Wert abhangige
Verstarkung der Fluoreszenzintensitat resultiert. Der pKa Wert des Farbstoffes liegt bei 4,2.
Die Absorptionsmaxima liegen pH-abhangig bei 329 bzw. 384 nm, die Maxima fir die
Emission bei 440 bzw. 540 nm.

Neben seiner Verwendung als pH Indikator kann der LysoSensor® yellow/blue auch als
Indikator fiir eine Silikatpolymerisation verwendet werden (Shimizu et al.,, 2001). Erste
Versuche wurden an einzelligen Kieselalgen (Diatomeen) angestellt. Dabei zeigte sich, dass
sich der Farbstoff in die neu synthetisierte silikathaltige Zellwand (Frustule) einlagern kann

und dort eine grine Fluoreszenz zeigt.
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Zur Untersuchung der Biosilifizierung bzw. des Biosilikattransporters in isolierten
Schwammzellkulturen wurden die Zellen nach der Isolation Uber Nacht bei 4° oder 17°C in
mit Poly-L-Lysin beschichteten Zellkammern mit Quarzglasboden (Lab-Tek® Chamber
Slide™ System, Nunc Wiesbaden) belassen, um eine Adhasion der Zellen an den
Kammerboden zu gewahrleisten. Fir die Messung wurden die Proben 2 Minuten vor dem
Start der Aufnahmen einem Medium ausgesetzt, welches entweder 2uM oder 60uM Silikat
enthielt. Nach 2 Minuten wurde den Zellen der Farbstoff LysoSensor® yellow/blue (Abb. 4.1)
in einer Konzentration von 3uM zugesetzt und die Messung begonnen, welche fir 16

Minuten angelegt war.

/l\/\HjK/OAQ_{z_@“

Abb. 4.1: Eindimensionale Strukturformel des Fluoreszenzfarbstoffes LysoSensor® DND-160
yellow/blue. (Bildnachweis, Fa. Molecular Probes, Leyden, Holland).

4.10.4. Blockierung des Anionentransportes durch das Stilbenderivat
4,4’ -diisothiocyano-2,2"-stilbendisulfonat (DIDS)

Fir eine  Charakterisierung und Untersuchung  von Transportermolekiilen,
Transportvorgangen und verwandten Vorgangen an isolierten Zellen oder Geweben sind
Inhibitionsstudien sehr aufschlussreich. Durch sie kdnnen sowohl strukturelle
Besonderheiten der untersuchten Molekile als auch ihre eventuelle Zugehdrigkeit zu
bestimmten schon bekannten Molekulgruppen bestimmt werden.

Der in dieser Arbeit verwendete Inhibitor gehérte zu der Gruppe der Stilbenderivate. Seine
genaue Bezeichnung ist 4-4’-diisothiocyano-2,2 -stilbendisulfonat bzw. —sulfonsaure, die
allgemein und auch in der vorliegenden Arbeit mit DIDS abgekurzt wird. Das Stilbenderivat
hat ein Molekulargewicht von 498,48 und kann mit seinen homobifunktionalen, negativ
geladenen  Sulfonsauregruppen als  vernetzendes  Agens  fungieren.  Seine
Isothiocyanatgruppen haben bei einem pH-Wert von 9,0-10,0 eine Affinitdt zu primaren
Aminen wie sie beispielsweise in der Aminosaure Lysin vorkommen. Die Fahigkeit,
Anionentransport zu inhibieren wurde an verschiedenen Modellen untersucht. Dazu gehoért
neben anderen auch der erythrozytare Anionentransporter band 3 (Garcia et al., 1989), oder

ein Oxalat-Chlorid Austauscher im Hummer (Gerencser et al., 2004).
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Unabhangig der Inhibition von Anionentransportvorgangen besitzt das Molekul die Fahigkeit,
in niedrigen Dosen die erythrozytdre Ca®’-ATPase unter bestimmten Umstinden zu
stimulieren (Santos et al.,1999).

Die Bindung von DIDS (Abb. 4.2) wird durch seine negativ geladenen Sulfonsauregruppen
stabilisiert, unterstltzt durch die hydrophoben Funktionalitdten der Stilbenstruktur. Die
Bindung kann reversibel und irreversibel geschehen, wobei eine irreversible Bindung nicht
unentbehrlich fur den Hemmeffekt ist. Unabhangig von der Art der Bindung geschieht die
Hemmung kompetetiv zum Substrat, was auf eine Interaktion an oder nahe der
Substratbindestelle schlieRen lasst. In dieser Arbeit wurde der Farbstoff in einer
Konzentration von 20uM zusammen mit der Silikatldsung zu den zu messenden Zellen
gegeben.

HO,S
SO5H

S=C=N /

Abb  4.2: Eindimensionale  Strukturformel des  Silbenderivates 4-4’-diisothiocyano-2,2 -
stilbendisulfonséure (DIDS).
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4.11. Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Die Technik des Rasterelektronenmikroskops eignet sich sehr fir morphologische
Untersuchungen an biologischen Proben verschiedener Praparation.

Wie beim Transmissions-Elektronenmikroskop TEM wird auch beim REM der
Elektronenstrahl von einer beheizten Kathode als Strahlungsquelle erzeugt. Im REM wird
jedoch nicht das ganze Objekt ausgeleuchtet, sondern der Elektronenstrahl wird auf einen
kleinen Punkt an der Oberflache des Objekts fokussiert. Die von diesem Punkt gestreuten
Elektronen werden von einem Detektor gesammelt. Das dabei entstehende Signal wird
verstarkt und auf einer Bildréhre als Punkt abgebildet. Ein Punkt auf dem Leuchtschirm der
Bildrohre entspricht also einem Punkt auf der Oberflache des Objektes. Mithilfe einer
Ablenkeinheit wird ein elektrisches Feld Uber den Elektronenstrahl im Mikroskop und Uber
den Elektronenstrahl in der Bildrohre angelegt. Dadurch werden beide Strahlen um einen
genau definierten Betrag ausgelenkt; ein anderer Punkt auf dem Objekt wird beleuchtet und
auf der Bildrohre abgebildet. Ein Rastergenerator flihrt den Elektronenstrahl des Mikroskops
Punkt fir Punkt Gber die Oberflache des Objekts (deutsch: ,rastern", engl.: ,scanning"),
wodurch auf dem Leuchtschirm ein Bild der Oberflache entsteht.

Ein VergroRerungseffekt entsteht dadurch, dass lber dem Elektronenstrahl der Bildrohre ein
starkeres elektrisches Feld angelegt wird als Uber den Strahl im Mikroskop. Um zu
verhindern, dass sich das Praparat durch den Elektronenstrahl elektrisch aufladt, wird die
gesamte Oberflache mit einem dinnen Film einer leitenden Substanz (meistens Kohlenstoff
oder Gold) bedampft. Bei modernen hoch auflésenden REM Geraten ist die

Goldbedampfung nicht mehr nétig.

4.12. Transmissions- Elektronenmikroskopie (TEM)

Die Transmissions-Elektronenmikroskopie ist ein sehr vielfaltiges Verfahren zur Betrachtung
biologischer Proben, vor allem auf zellularer Ebene. Neben einfachen Schnitten kénnen auch
weiterflhrende Verfahren, wie das Negative staining, Immunogoldmarkierung oder
Gefrierbruchtechniken mittels TEM in Bilder umgesetzt werden.

Die Strahlenquelle beim TEM-Geréat ist eine Kathode (z.B. ein Wolframdraht), die elektrisch
aufgeheizt wird, sodass Elektronen emittiert werden. Die Elektronen werden in einem
elektrischen Feld zur Anode hin beschleunigt (Anodenspannung ca. 100 kV) und verlassen
die Strahlenquelle durch ein Loch. Im TEM-Gerat dienen Magnetlinsen zur Formung des
Elektronenstrahls. Der Strahl wird zunachst durch zwei Kondensorlinsen auf das Obijekt
fokussiert. Eine Blende in der Objektivlinse begrenzt den Strahl, indem sie stark gestreute

Elektronen ausblendet.
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Zwischenlinsen und Projektiviinsen weiten den Strahl auf, woraufhin sich eine hohe
EndvergréRerung ergibt. Das Bild des Objekts wird auf einem Fluoreszenzschirm betrachtet.
VergrélRerungen von 100-fach bis ca 800 000-fach sind einstellbar.

Im TEM muss ein hohes Vakuum erzeugt werden, denn die Elektronenoptik kann nur optimal
eingestellt werden, wenn die Elektronen nicht mit Gasmolekilen Wechselwirkungen
eingehen kénnen.

Fir die Probenaufbereitung stand eine gro3e Auswahl von Methoden zur Verfugung. Die in
dieser Arbeit aufgenommenen TEM Bilder wurden mit der so genannten Fischer-Fixierung
vorbereitet. Das Einbettungsmittel bestand dabei aus dem Epoxidharz Araldite® CY212.

Dazu wurden kleine quadratische Schwammgewebestliickchen mit einer Abmessung von
etwa 2mm® fiir eine Stunde in Fixatividsung 1 bei Raumtemperatur inkubiert. Alternativ
konnten auch Primmorphe verwendet werden. Danach wurden die Proben 6x 10 Minuten in
Waschpuffer gewaschen. Es folgte eine Inkubation in Fixatividsung 2 fiir eine Stunde und
ein erneuter Waschschritt von 6x 10 Minuten mit dest. Wasser. Um die Proben zu
entwassern, wurden diese mit einer Ethanolreihe ansteigernder Konzentration jeweils 2x 10
Minuten pro Ethanolkonzentration inkubiert. Nun folgte die Inkubation der Proben mit
Propylenoxyd, welches als Zwischenmedium vor der eigentlichen Einbettung diente. Die auf
diese Weise vorbehandelten Proben wurden sodann mit 10ml einer Mischung aus zwei
Teilen Propylenoxyd und einem Teil Araldite®-Mischung (iberschichtet und abgedeckt unter
dem Abzug flr ein Stunde und ohne Abdeckung Uber Nacht belassen. Die nachste
Inkubation wurde am folgenden Tag mit 10ml unverdiinnter Araldite®-Mischung durchgefiihrt
und dauerte einen weiteren Tag, nach welchem die Proben dann in Silikonformen bei 60°C
zwei Tage lang ausharteten.

Als die Proben ausgehartet waren, wurden mittels eines speziellen Schneidegerates
(Ultracut S, Leica, Nussloch) Schnitte von etwa 60nm Dicke hergestellt und auf beschichtete

TEM-Kupfernetzchen (Grid) mit 75 squares pro inch transferiert.
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4.12.1. Verwendete L6sungen

Fixativiosung 1
2,5% (viv)

0,82% (m/v
0,1M
pH 7,3-7,4

Waschpuffer
1,75% (m/V
0,1M

pH 7,3-7,4

Fixativibsung 2

1,25% (m/v)

2,00% (v/v)

Entwasserung Uber Ethanolreihe

Ethanol 30%, 50%, 70%, 80%, 96%, 100%.

Araldite®-Mischun
51% (M/V)

2% (m/v)

4.13. Immunogoldstaining und
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

4.13.1. Gewebepréaperation

Die Immunogold Labelling Technik ist eine effiziente Methode, um Antigene prazise
immunologisch in Gewebe zu lokalisieren.

Dazu verwendet man normalerweise ultradinn geschnittenes Material einer Dicke von ca.
60nm und inkubiert es mit einem spezifischen primaren Antikérper. Danach erfolgt die

Inkubation mit einem sekundaren Antikorper, der mit spharischen Goldpartikeln markiert ist.
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Diese sind dann durch ihre hohe Elektronendichte als schwarze Punkte in der TEM-
Aufnahme zu sehen.

Fur die der eigentlichen Immunogoldfarbung vorausgehenden Fixierung der Probe wurde
eine etwas veranderte Technik verwendet, als die fir normale TEM-Aufnahmen des
Schwammes Suberites domuncula (siehe 4.12). Zunachst begann die Inkubation in
Fixatividsung fur 2-3 Stunden bei Raumtemperatur. Die Proben wurden dann mehrmals in
Phosphatpuffer gewaschen und mittels einer Ethanolreihe mit aufsteigenden
Konzentrationen entwassert. Dabei betrug jeder Entwasserungsschrittt 2x5 Minuten. Danach
erfolgte die Einbettung der Probe in Resinat (LR-White Resin, London Resin Company,
Berkshire, England). Dabei wurde das Resinat zunachst im Verhaltnis 1:1 mit absolutem
Ethanol verdiinnt angewendet. Im nachsten Schritt wurde die Verdiinnung auf 1 Teil Ethanol
und 2 Teile Resinat verringert, bis das Resinat in den beiden letzten Schritten unverdinnt
angewendet wurde. Die einzelnen Inkubationsschritte dauerten jeweils 2 Stunden und
wurden unter Lichtschutz durchgefiihrt, um ein zu rasches Polymerisieren zu verhindern.
AbschlieRend wurde die Probe in eine transparente Hartgelatinekapsel gefiillt. Diese wurde
fir 3 Tage unter Luftausschluss bei 4°C unter indirektem UV-Licht belassen, wo sie

vollstandig auspolymerisierte.

4.13.2. Verwendete Lésungen

Fixativiésun
B\ ). Faraformaldehyd
0,1% (v/v)

XD Fhosphatpuffer nach Soerensen (Na;HPO,)
FEEEEZE Einstellen mit KH,PO,02M)

Waschpuffer
XM Fhosphatpuffer nach Soerensen (Na,HPO,)
pH 7,3-7,4

Entwésserung uber Ethanolreihe
Ethanol 30%, 50%, 70%, 80%, 96%.
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4.13.3. Antikdrperbehandlung fir das Immunogoldstaining

Nachdem die Proben in den Gelatinekapseln vollstandig ausgehartet waren, wurden davon
ultradiinne Schnitte einer Dicke von etwa 60nm hergestellt. Dies geschah mittels eines extra
daflir vorgesehenen Schneideapparats, welcher mit einer Diamantklinge ausgestattet war.
Die Schnitte wurden dann auf beschichtete TEM-Netzchen (Grids) aus Kupfer gegeben und
waren damit fertig flr die Immunogoldmarkierung.

Fir die eigentliche Markierung wurde eine feuchte Kammer mit einer Anzahl von Tropfen
(20ul) destillierten Wassers beschickt, welche der Anzahl der zu bearbeitenden Netzchen
entsprach. Die Netzchen wurden dann mittels einer Pinzette auf die Tropfen gelegt, wobei
die Praparateseite nach unten zeigte. Nun wurden die Grids fir 2 Minuten auf 20ul Tropfen
Na-Periodatlésung gelegt, um die Schnitte leicht anzuatzen. Danach wurden die Grids 2x2
Minuten mit destilliertem Wasser wie oben beschrieben gewaschen. Als nachstes erfolgte
die Behandlung der Grids mit 0,1% Tween 20 fiir 10 Minuten, wodurch die Benetzbarkeit der
Grids erhoht wurde. Dann wurden die Netzchen in 50mM NH4CI-L6ésung fur 10 Minuten
inkubiert und 5 Minuten in PBS-Puffer gewaschen. Danach wurden alle unspezifischen
Bindungen durch eine mind. 30 Minuten dauernde Inkubation mit 20ul Blocking Solution pro
Grid abgesattigt. Nun folgte die Inkubation der Grids mit dem primaren Antikérper in Blocking
Solution. Diese dauerte 12-60 Stunden und wurde bei einer Temperatur von 4°C
durchgeflhrt. Die Grids wurden dann kurz mit PBS-Puffer abgespritzt und 5 Minuten mit 20ul
PBS-Puffer gewaschen. Dann wurden pro Grid zwei 20ul Tropfen Immunogoldpuffer
vorgelegt und die Grids auf einen der Tropfen aufgelegt. Es folgte die Inkubation mit dem
sekundaren, goldgekoppelten Antikérper, welcher mit Immunogoldpuffer entsprechend
verdinnt wurde. Die Inkubation dauerte 2 Stunden und wurde bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Zum Abstoppen der Reaktion erfolgte eine Inkubation mit 20ul 0,15M PBS,
kurzem Abspritzen mit PBS und abschlieRender 2x2 minltiger PBS Inkubation. Daraufhin
wurden die Antikérper mit 1% Glutaraldehydlésung 5 Minuten fixiert. Die Grids wurden dann
2 mal mit dest. Wasser gewaschen, in Silikonhalter eingespannt, die Fllssigkeit mittels
Ldschpapier abgesaugt und tUber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.

Um spater ein besseres Signal zu erhalten wurde der Goldmarkierung eine Silberverstarkung
angeschlossen (Danscher 1981). Diese wurde in Dunkelheit bzw. bei Rotlicht durchgefihrt.
Es wurde erneut eine Reihe 20ul Tropfen dest. Wasser vorgelegt zusammen mit zwei
Reihen Silberverstarkungsléosung. Die Grids wurden in der Silberldsung 25 Minuten
belassen, danach 2 mal mit dest. Wasser gewaschen und die aufliegende Flussigkeit mit

Filterpapier abgezogen. Daraufhin folgte die Kontrastierung mittels Uranylacetat.
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Immunogoldpuffer L6sung
0,1% (m/v)
0,5% (m/v

0,01% (v/iv)  PREeEe
0,5M

Diese dauerte 8 Minuten und wurde in der Dunkelheit durchgefiihrt. AbschlieRend erfolgte

eine 2 mindtige Inkubation in Bleicitratidsung und dreimaliges Waschen mit dest. Wasser

und Absaugen der aufliegenden Flissigkeit mittels Filterpapier.

4.13.4. Verwendete Losungen

Natium-Periodat LOosung

Gesattigte klare Losung (durch 0,45um Filter filtriert)

Tween 20 LOsung
0,1% (v/v)

PBS Puffer
PBS Puffer

NH4CI L6sung

50mM
PBS Puffer |

Blocking Solution
0,5% (m/v

0,1% (m/v)

PBS Puffer

Phosphat Puffer 10mM
0.0371% (m/v)

0.196 % (m/v)

pH 7,3
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Glutaraldehyd L6sung 1%

1,0% (v/v)

PBS Puffer

Silberverstarkungslésung 1000ul (10 Grids=400ul)
600pl
100pl
150yl

Gummi arabicum L6sun
200ml
100g

Citratpuffer

11,89

13,99

50ml

Titration der 0,8M Natriumcitratiosung mit Zitronensaure bis pH 3,6

Silberlactat
15ml
0,11g

Hydrochinon Losung
15ml
0,85g

a
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4.14. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Durch die Technik der Polymerase Kettenreaktion ist es mdéglich, ausgehend von selbst
geringsten Mengen an DNA bestimmte Nukleotidsequenzen in vitro enzymatisch zu
vervielfaltigen, sofern die die Sequenz flankierenden Regionen bekannt sind (Mullis et al.,
1986, Saiki et al., 1985).

Die Technik beruht auf der Verwendung zweier sequenzspezifischer Oligonukleotidprimer,
welche jeweils an einem Strang der DNA Doppelhelix der zu amplifizierenden Nukleinsdure
komplementar binden. Die darauf folgende Reaktion wird von einer thermostabilen DNA-
Polymerase (isoliert aus dem Bakterium Thermophilus aquaticus) getrieben, die unter
Verbrauch der zur Reaktion zugegebenen DNA-Bausteine komplementdre DNA-Strange
synthetisiert. Der gesamte Reaktionsverlauf besteht prinzipiell aus drei Schritten und flhrt
schlieBlich zu einer exponentiellen Vermehrung des flankierten Fragmentes. Nach n-Zyklen
liegt das Fragment in 2" Kopien vor.

Der erste Schritt der Reaktion ist eine Denaturierung des Doppelstranges der Ausgangs-
DNA bei 95°C. Der zweite Schritt besteht in der Hybridisierung (annealing) der
Oligonukleotidprimer mit der nun einzelstrangigen Nukleinsaure (Templat). Im dritten Schritt,
der Elongation findet die Synthese der neuen DNA-Strange statt, beginnend an den
Oligonukleotidprimern und fortlaufend in 5°-3"Richtung. Die Dauer der Elongation richtete
sich hierbei nach der Lange der zu amplifizierenden Fragmente, ausgehend von einer

Polymeraseaktivitat von ~1000 Nukleotiden pro Minute.
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4.14.1. Standard PCR-Reaktion

Eine Standard PCR bestand aus folgenden Komponenten und Konzentrationen (siehe
Standard-Pipettierschema), wobei im Einzelfall Abweichungen vorgenommen werden
koénnen.

Die hergestellten Nukleinsduren kénnen dann mittels Agarosegelelektrophorese aufgereinigt
werden. Durch Verwendung einer speziellen DNA-Polymerase ist es auch maglich, an die
5°Enden der neusynthetisierten DNA einen Adenosiniberhang anzuhangen. Durch diesen
Anhang wird es moglich, das PCR-Produkt fur eine spatere direkte Klonierung in Vektoren zu

verwenden, die in gedffneter Form ein Uberhdngendes Thymidin besitzen (siehe 4.14.2.2).

Standard-Pipettierschema
5,0ul

2,5mM

10,0nmol

10,0pmol

10,0pmol

1U

1-5ng

Aq. bidest. ad 50yl

PCR—-Programm

1x
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4.14.2. PCR-Produktaufreinigung, Ligation/Transformation linearer DNA

4.14.2.1. Aufreinigung von PCR-Produkten

Erhaltene PCR-Produkte kénnen vor ihrer Weiterverarbeitung aufgereinigt werden, um
nachfolgende Prozesse wie die Ligation zu erleichtern und evtl. stérende Reste des PCR
Ansatzes zu entfernen. Verwendung fand das High Pure PCR Product Purification Kit der
Firma Roche. Mittels diese Verfahrens wird das PCR-Produkt von dNTP Rickstanden,

Salzen und anderen Kontaminationen befreit.

4.14.2.2. Ligation von linearer DNA

Unter Ligation von DNA versteht man die VerknUpfung zweier (linearer) DNA-Molekile durch
Knipfen einer Phosphodiesterbindung zwischen den beiden Uberhdngenden Enden der
Molekile.

Die Uberhange werden entweder durch eine DNA-Polymerase erzeugt (z.B. Tag-Polymerase
mit Adenosin-Uberhang), durch Restriktionsenzyme nachtréglich eingefligt, oder sie liegen in
kommerziell erhaltlichen Vektoren bereits vor. Katalysiert wird eine Ligation durch eine
Ligase, die eine freie 3'Hyroxylgruppe eines DNA-Molekils mit einer freien
5'Phosphatgruppe eines anderen Fragmentes verknipft.

Bei der in der Arbeit angewendeten T-A Klonierung wurde an ein PCR-Produkt am 3'Ende
eine einzelnes Nukleotid angehangt, was durch eine hohe Affinitat der Polymerase zu dATP
haufig ein Adenylat ist (Clark, 1988). Dieses Fragment wurde nun mit dem Vektormolekiil
inkubiert, welches einen 5°-Thymidin Uberhang hat. Diese Konstellation ermdglichte die
Verbindung der beiden Enden. Die daraus resultierenden rekombinanten Vektoren wurden
dann durch Transformation von Bakterienstammen vervielfaltigt. Verwendet wurde das

pGEM-T Vektorsystem der Firma Promega.

5ul
3ul

1ul
1l

Der Ligationsansatz konnte entweder bei Raumtemperatur 2 Stunden stehengelassen werden,
oder alternativ bei 4° im Kuhlschrank iber Nacht inkubiert werden.



4.14.2.3. Transformation von DNA Molekilen

Das Einschleusen von DNA Molekilen in daflir vorgesehene und vorbehandelte
Bakterienstamme bezeichnet man als Transformation (Hanahan, 1983). In vivo kann dieser
Vorgang auch durch Konjugation oder Infektion geschehen. Die direkte Aufnahme, die
Transformation, wird in der Molekularbiologie unter anderem dazu verwendet, Plasmide in
Bakterienzellen einzuschleusen, die dort, nachdem ihr Replikationsursprung erkannt worden
ist, repliziert werden. Hierzu heften sich die DNA Molekile an die Zellwand der Bakterien und
werden mittels einer plotzlichen Erwarmung des Ansatzes auf 42°C (sog. Heatshock), dem

eine kurze Inkubation auf Eis folgt, durch die Membran geschleust.

4.14.2.4. Transformationsansatz

Die fur die Transformation verwendeten Zellen waren E.coli-K12 Zellen aus dem NovaBlue
Singles™ Kit, mit einer garantierten Transformationseffizienz von 1,5x 108 cfu/ug Plasmid.
Fir eine Reaktion wurden 50ul Zellen von -80°C auf Eis transferiert und dort 5 Minuten
aufgetaut. Danach wurden 2ng aufgereinigtes Plasmid dazugegeben und mit der
Pipettenspitze durch sanftes Ruhren dispergiert. Dieser Ansatz wurde erneut 5 Minuten auf
Eis belassen und danach in der Hitzeschockreaktion 30 Sekunden auf 42°C erwarmt, um
dann zuletzt 2 Minuten auf Eis wieder abgekuihlt zu werden. Nach der Zugabe von 250yl
SOC-Medium wurden die Anatze 30 Minuten bei 37°C und 250 rpm auf einem Laborschdttler

inkubiert und auf Selektionsplatten ausplattiert.
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4.14.3. Blau—Weil} Selektion rekombinater transformierter Zellen

Um eine gelungene Tansformation sichtbar machen zu kénnen bedient man sich der blau—
weil} Selektion.

Die verwendeten Vektoren (p-GEM-T, pBK-CMV wu.a.) tragen =zusatzlich zu einer
Antibiotikaresistenz das Lac—Z Gen, welches fir ein Fragment der p-Galaktosidase codiert
und sich innerhalb der Multiple Cloning Site (Polylinker) des Plasmids befindet. Die (-
Galaktosidase katalysiert den Abbau von Laktose zu Galaktose und Glucose (Ullmann et al.,
1967). Wird nun durch die Ligation ein DNA-Fragment eingebaut, wird dieses Gen zerstort,
und es kommt nicht mehr zu einer Bildung reaktionsfahiger -Galaktosidase.

Das in die Selektionsagarplatten eingebrachte Substratanalogon X—Gal (5- Brom-4-Chlor-3-
indoyl-B-D-galactopyranosid) kann somit nach Induktion des Enzyms mittels IPTG
(Isopropylthiogalaktosid) nicht zu dem blauen Farbstoff 5,5°-Dibrom-4,4"-dichlor-indigo
umgesetzt werden. Die Kolonien bleiben weil3 und kennzeichnen auf diese Weise ein
vorhandenes Insert im Plasmid. Diese weifden Kolonien werden nun in ampicillinhaltigem LB-
Medium vervielfacht und mittels einer Checking-PCR (siehe 4.16) auf ihre Lange getestet

und weiterverarbeitet.

Zusammensetzung der Selektionsplatten (LB-Amp-IPTG-X-Gal
LB-Agar (1,5% w/v) wird autoklaviert und auf 50°C unter standigem Ruhren
abgekuhlt. Danach werden pro Platte folgende Komponenten zugeflugt:
0,01% (w/v)

Das Einzelvolumen einer Platte betragt 30ml

4.15. PCR mit vektorspezifischen Primern (Checking-PCR)

Die Checking-PCR ist eine Variante der PCR, bei der sowohl forward als auch reverse
Primer vektorspezifisch sind. Sie dient der Uberpriifung einer Ligation mit anschlieRender
Transformaton (siehe 4.14.2.3) und gibt Rickschluss Uber das Vorhandensein und die

GroRe des einklonierten Inserts im Plasmid.
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Verwendet wurden zwei vektorspezifische Primer die den Polylinker des Vektors flankierten
und 3ul einer Plasmidkultur als DNA-Templat. Die Plasmidkultur wurde hergestellt, indem
man von der Transformationsplatte Bakterienplaques pickte und diese 30 Minuten in
ampicillinhaltigem LB-Medium bei 37°C im Inkubator bei 250 rpm inkubierte. Der PCR-
Ansatz bestand aus einer Standardrezeptur mit 10yl pro Ansatz. Der gesamte
Reaktionsansatz wurde zuletzt auf ein Agarosegel aufgetragen, um das transformierte

Fragment nachzuweisen.

4.16. Komplementieren von Klonen mittels PCR

Wenn eine Sequenz mittels PCR aus einer Genbank vervielfaltigt wurde und festgestellt
wird, dass es sich nur um einen Teil des gesuchten Gens handelt, ist es moglich, das Gen
mittels PCR zu vervollstandigen.

Hierzu wurden, nachdem das PCR Produkt sequenziert war, erneut Primer zu den
flankierenden Enden der Sequenz erstellt. Der zweite Primer fir diese PCR war

entsprechend vektorspezifisch.

4.17. DNA-Cycle-Sequencing
(Kettenabbruchsequenzierung nach Sanger)

4.17.1. Allgemeines Prinzip der Sequenzierung

Unter der Sequenzierung einer Nukleinsaure versteht man die Bestimmung ihrer
Nukleotidreihenfolge. Das hier verwendete Verfahren nach Sanger (Sanger et al., 1977) wird
auch als Kettenabbruch oder Didesoxynukleotidverfahren bezeichnet. Ein infrarotmarkierter
Primer bindet hierbei komplementar an einen DNA-Strang und dient als Ausgangspunkt flr
die enzymatische Neusynthese des Komplementarstranges.

Der Reaktionsansatz enthalt als Besonderheit neben den géngigen vier Nukleotiden auch 2°-
3’- Didesoxynukleotide in einem definiertem Verhaltnis. Wird eines dieser Nukleotide in den
Nukleotidstrang eingebaut, kommt es zum Kettenabbruch des Stranges, der nicht weiter
verlangert wird. Diese Tatsache flihrt in jedem der vier Ansatze (dG/ddG, dA/ddA, dT/ddT,
dC/ddC) zu einem Gemisch aus Fragmenten aller Kettenldngen, die am 5'Ende mit dem
Sequenzierprimer beginnen und am 3'Ende eines der ddNTP-Bausteine tragen. Die
Reaktionsansatze werden anschlielend in definierter Reihenfolge auf ein Polyacrylamidgel

aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt.
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Die kurzesten Fragmente laufen hierbei am weitesten. Die Auftrennungskapazitat des Gels
ist so hoch, dass man ein Gemisch aus Fragmenten auftrennen kann, in welchem sich die
Lange der einzelnen Fragmente in nur einem Nukleotid unterscheidet. Die Basenabfolge

lasst sich deshalb direkt aus der Sequenzierreaktion ablesen.

4.17.2. Aufbau der Sequenzierreaktion

Bei der Herstellung der verschiedenen Ansatze werden nur einzelstrangige PCR-Produkte
erzeugt. Diese sind durch einen fluoreszenzgelabelten genspezifischen oder
vektorspezifischer Primer markiert. Verwendet wurde der Thermo Sequenase Kit mit

fluoreszenzmarkiertem 7-deaza-dGTP.

Pipettierschema

Dieser Mastermix wird auf vier einzelne PCR Gefalie verteilt (4,5ul) und mit 1,5ul des im Kit
enthaltenen Terminationsmix versetzt, welcher alle restlichen Reagenzien fir die Reaktion

enthalt.

Sequenzierprogramm
1x

Wenn die Cycle-Sequencing Reaktion beendet ist, wird der Reaktionsansatz mit 3,8ul

Sequenzladepuffer versehen und bei 95°C fir 5 Minuten denaturiert. Um eine Renaturierung
der Matrizen- DNA zu verhindern, wird der Reaktionsmix danach sofort lichtgeschuitzt fir 5

Minuten auf Eis abgekuhlt und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.
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Zusammensetzung des Ladepuffers
95,0% (v/v)

0,1% (wlv

10mM
Aqua bidest

4.17.3. Instrumentelles Sequenzieren

Das zur Sequenzierung verwendete Gerat war ein Li-Cor 4200 LONGREADIR. Mittels eines
Lasers im Gerat wurden die infrarotmarkierten Primer zur Lichtemission angeregt und dann
durch einen Scanner erfasst. Das Gel wurde mit einem Zweikomponentensystem (Sequagel
XR) hergestellt. Es bestand zum einen aus der Acrylamidlésung und zum anderen aus einer
Pufferlosung. Es wurden fiir einen Sequenzieransatz 24ml der Acryamidlésung mit 6ml der
Pufferlosung zusammengegeben und durch einen Partikelfilter (0,45um) filtriert. Danach
wurde dem Gemisch 170yl einer 10%igen APS-Lésung (Ammoniumperoxidisulfat)
zugegeben und kurz umgeschittelt. Diese Gelmischung wurde nun zwischen zwei
Glasplatten (41cm x 66cm) gegossen, die durch zwei seitliche Abstandhalterstreifen
(0,25mm) einen schmalen Spalt einschlossen. Nachdem das Gel blasenfrei in den Spalt
gelaufen war, wurde ein Spalt an der Oberkante mit einem Vorkamm versehen, der den
Platz fir den spateren Kamm (48 well shark-tooth comb) aussparte, welcher die Offnungen
fur die Probenzugabe vorgab.

Nach der mindestens zweistiindigen Polymerisation wurde ein 40 mindtiger Vorlauf
begonnen, in dem das Gel und der Sequenzierautomat aufeinander kalibriert wurden. In die
Probenkammern wurden anschlieliend 1,3ul des Sequenziermixes aufgetragen und der
Sequenziervorgang gestartet. Standardbedingungen waren hierbei 10 Stunden bei 1500 V.

Die Pufferkammern wurden mit 1x TBE—Puffer beschickt.

Zusammensetzung des TBE-Puffers
90mM

90mM
2,0mM
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Die durch die Sequenzierung erhaltenen Signale, bzw. Banden wurden durch ein Image-
Analyse Programm des Sequenzierautomaten in die jeweilige Sequenz Ubersetzt und
konnten danach im FASTA Format abgespeichert werden, um sie spater analysieren und
charakterisieren zu kénnen. Dies geschah mittels Computerprogrammen wie DNA-Star und
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (siehe 4.25), welcher die Sequenz mit bereits
bekannten Sequenzen verglich (Altschul et al., 1990). Dies war sowohl auf Nukleotidebene
(BLASTN) als auch auf Proteinebene moglich (BLASTP). Auch konnte eine erhaltene
Nukleotidsequenz zunéchst in alle existierenden Leserahmen Ubersetzt und dann verglichen
werden (BLASTX) (siehe 4.24.2).

4.17.4. PCR zur Sondenherstellung mittels Polymerase Kettenreaktion

Mit Hilfe dieser Technik kénnen Nukleinsaurefragmente synthetisiert, markiert und spater
zum Nachweis in Hybridisierungsreaktionen beispielsweise im Northern Blot oder der In situ
Hybridisierung, eingesetzt werden.

Fir die Herstellung von DNA-Sonden wurde das PCR DIG Probe Synthesis Kit der Firma
Roche verwendet. Die Markierung erfolgte wahrend der PCR Reaktion, indem statt dem
Nukleotid dTTP in einem bestimmten Verhaltnis das markierte Nukleotid DIG-11-dUTP
eingebaut wurde. Digoxigenin ist ein Steroidmolekiil, das Uber seine Hydroxylgruppe leicht
an Nukleotide addieren kann. Da das Digoxigenin mit hoher Affinitdt von einem im Kit
enthaltenen Antikérper gebunden wird, welcher seinerseits mit dem Enzym Alkalische
Phosphatase verbunden ist, konnte die so hergestellte Sonde mittels einer Substratreaktion
der Alkalischen Phosphatase nach einer Hybridisierung nachgewiesen werden.

Als Sonden-Matrize wurde die DNA des Bikarbonattransporters von Suberites domuncula
eingesetzt. Die Primer wurden im offenen Leserahmen der Sequenz an die Positionen 427
und 869 gesetzt, sodass ein markiertes Fragment mit einer Lange von 444 Nukleotiden
entstand. Nach der PCR-Reaktion wurde jeweils ein Teil des Reaktionsansatzes auf ein
Agarosegel aufgetragen und hinsichtlich Grofde und Spezifitdt der Sonde Uberprift. Zu
beachten war hierbei, dass ein PCR-Produkt durch die DIG-Markierung langsamer im Gel
lauft und das Fragment deshalb etwas groRer erscheint. War im Gel nur eine Bande zu
sehen, konnte der gesamte restliche Ansatz zur weiteren Verwendung aufgereinigt werden.
Dazu wurde der Plasmid Purification Kit der Firma Roche verwendet. Zum Abschluss wurde

die Konzentration der aufgereinigten Sonde spektroskopisch bestimmt.
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Reaktionsansatz

4.18. In situ Hybridisierung

Die Technik der In situ Hybridisierung (ISH) erlaubt den Nachweis spezifischer
Nukleinsduren (DNA, RNA) am Gewebeschnitt und birgt im Unterschied etwa zur PCR-
Technik den Vorteil, dass eine positive Reaktion in Bezug zur mikroskopisch sichtbare
Morphologie gesetzt werden kann (Polak and McGee 1998).

Bei der ISH werden radioaktiv oder nicht-radioaktiv markierte Nukleinsdure-Sonden gegen
Nukleinsduren des Zellkerns (DNA) und/oder gegen die mehrheitlich zytoplasmatischen
Nukleinsduren (RNA) eingesetzt. Werden zur Markierung Fluoreszenz-Farbstoffe
(Fluorochrome) verwendet, spricht man von der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH).
Die Sonde ist dabei zu der im Gewebe gesuchten chromosomen- oder gen-spezifischen
DNA-Sequenz komplementar. Die Hybridisierung findet bei der FISH am Arbeitskern der zu
analysierenden Zellkomplexe, im so genannten Interphasekern statt.

Alle wassrigen Lésungen wurden mit Dimethylpyrocarbonat (DMPC) behandelt, um stérende
RNAsen zu entfernen. Das verwendete Ausgangsmaterial bestand aus getrockneten, ca. 8-
10um dicken Schwammschnitten oder Zellen des Schwamms Suberites domuncula, die sich
auf Objekttragern befanden (Perovic et al., 2003). Diese wurden in Paraformaldehyd-Lésung

(DMPC behandelt) 30 Minuten bei Raumtemperatur belassen.
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Die Fixierung wurde abgeschlossen, indem man 2-mal mit 1ml PBS-Puffer abspdlte, um die
Fixierldsung zu entfernen. Dem Fixieren schloss sich eine 30 Minuten lange Behandlung mit
der Peptidase Proteinkinase K bei Raumtemperatur an, welche Proteinstrukturen abbaute
und die Durchlassigkeit flir die spatere Sondeninkubation erhéhte. Danach wurden die
Schnitte 10 Minuten bei Raumtemperatur in Paraformaldehyd nachfixiert und die anhaftende
Fixierldsung durch zweimaliges Spulen mit PBS-Puffer entfernt. Die anschlieRende
Entfarbung beinhaltete finf Schritte. Zunachst wurden die Schnitte in Ethanol ansteigender
Konzentration (30%, 50%, 80%) jeweils 2 Minuten auf einem Laborschwapper behandelt. Es
folgte eine gleichgeartete Behandlung mit Ethanol 100% und Isopropanol 100% bevor mit
einer weiteren Ethanolreihe diesmal in absteigender Konzentration (80%, 50%, 30%)
gewaschen wurde. Abschlieend wurde mit 1x PBS Puffer rehydriert und die Proben mit
Hybidisierungspuffer versetzt.

Es folgte die Aktivierung der Hybridisierungssonde. Dies geschah in Hybridisierungspuffer fir
15 Minuten bei 95°C in einem Eppendorffgefal’, welches danach sofort fir 5 Minuten auf Eis
gestellt wurde, um eine Renaturierung der nun einzelstrangigen Nukleinsdure zu
unterbinden. Fur die Hybridisierung wurden pro Schnitt 70ul Hybridisierungspuffer inklusive
Sonde auf das Praparat aufgetragen, mit Parafilm eingedeckelt und mit Fixogum
Montagekleber an den Randern luftblasenfrei versiegelt. Die so vorbereiteten Schnitte
wurden Uber Nacht bei 40°C in einer Feuchtkammer inkubiert. Nach dieser Inkubation
wurden die Schnitte 2 Minuten in 2xSSC-Puffer gewaschen, wobei die Temperatur der
Pufferldsung 45°C betrug. Im nachsten Waschschritt wurden die Schnitte 3x20 Minuten in
0,2xSSC-Puffer gewaschen, ebenfalls bei 45°C. Das Waschen wurde abgeschlossen durch
2x5 minltiges Behandeln mit PBT-Losung bei Raumtemperatur. Fir die darauf folgende
Detektion wurden die Proben zunachst 15 Minuten bei Raumtemperatur in Blocking-
Reagenz inkubiert, um unspezifische Valenzen abzusattigen. Der Antikorper (Anti-
Digoxigenin-AP, Fab-Fragment) wurde in einer feuchten Kammer bei einer Temperatur von
37°C flir 1 Stunde in einer Verdinnung von 1:100 in Blocking-Reagenz auf das Praparat
gegeben. Vor der abschlieBenden Substratreaktion wurden die Schnitte 2x5 Minuten bei
Raumtemperatur in PBT-L6sung gewaschen, danach nochmals 1x 5 Minuten in P3-Puffer,
ebenfalls bei Raumtemperatur. Die Farbreaktion wurde aufgrund der Lichtempfindlichkeit der
Substratlédsung im Dunkeln durchgefuhrt. Dabei wurde mit NBT/X-Phosphat-Losung bei 37°C
30-60 Minuten inkubiert und die Reaktion durch 5 minltiges Inkubieren mit PBS-Puffer
abgestoppt. Es folgte die Einbettung der Schnitte in Glycergel™ bei einer Temperatur von
50°C.
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4.19. Verwendete Losungen

Blocking-Reagenz
2,0% (wiv
Blocking-Reagenz

BSA-Stockldésun
10,0% (w/v
' Aqua dest.

Calcium- & magnesiumfreies Seewasser ohne EDTA
460mM

7,0mM
10,0mM
10,0mM
pH 8,5

DMPC Behandlung wassriger Losungen
0,1% (v/v)
Uber Nacht stehen lassen und autoklavieren

NBT/X-Phosphat
87,5l

112,54

25,0ml

NBT-Stockldésung

75mg/ml

70,0% (v/v)



e —
100,0mM
100,0mM
50,0mM

PBS 10x Stocklosung

136,0mM  gEer
260mM e

PBT-LOsun
01% (viv) PRl

PBS-Puffer
Paraformaldehyd-L6sung

EXaVAV . -araformaldehyd
7,0mM
pH 7,5

Proteinkinase-K Losung
0,1% (m/v)
PBS-Puffer

PTW-LOsun
0,1% (v/v)
PBS-Puffer
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SSC 10x Puffer
3,0M

0,3M

dest. Wasser
pH 7,0

X-Phosphat-Losung
5% (m/v)
DMF

4.20. Northern Blot

4.20.1. Allgemeines Funktionsprinzip

Der Northern Blot ist eine Methode zur Identifizierung und GréRenbestimmung von
transkribierter RNA. Die Methode leitet sich von der im Jahr 1975 von Edwin Southern
vorgestellten Technik zur Identifizierung von DNA ab. Bei dem Verfahren werden mittels
Gelelektrophorese getrennte RNA Molekile auf eine positiv geladene Nylonmembran
transferiert (geblottet) und dort immobilisiert (Alwine et al., 1977, Thomas, 1980). Durch
Hybridisierung einer markierten Nukleinsdure-Sonde mit der Zielsequenz und einer darauf
folgenden Chemilumineszenzreaktion kann das gesuchte Fragment bis in den
Nanogrammbereich hin detektiert werden (Li et al., 1987). Des Weiteren kann man mit dieser
Methode Aussagen Uber die Quantitdt der sowohl gewebespezifischen, als auch

entwicklungsstadienspezifischen Genexpression treffen.

4.20.2. RNA-Isolation

Der Prozess der RNA-Isolation und das Arbeiten mit RNA allgemein, beispielsweise im
Northern Blot oder der In Situ Hybridisierung, war mit einem erhéhten Aufwand an
Vorbereitung und Schutz vor Kontamination verbunden.

Das liegt vor allem an der leichten Hydrolysierbarkeit der RNA durch RNAsen. Dies sind
extrem stabile Enzyme, die im Allgemeinen keine Cofaktoren brauchen und haufig durch
Kontamination mit an Handen und Staub haftenden Bakterien schon in kleinsten Mengen

RNA-Molekile fragmentieren und zerstoren.
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Aus diesem Grund mussten alle Arbeitsmaterialien durch Sterilisation oder Behandlung mit
RNAse-Inhibitoren von vorhandenen RNAsen befreit werden. Alle Lésungen wurden 30
Minuten mit 0,1% (v/v) Dimethylpyrocarbonat (DMPC) versetzt und anschlieRend
autoklaviert. Dies war notwendig, um das DMPC, welches unter anderem Purine in den
RNA-Molekulen durch Carboxymethylierung verandern kann, zu inaktivieren.

Zur RNA lIsolierung begann man mit der Probenentnahme mittels eines sterilen Skalpells.
Das entnommene Gewebestick des Schwammes wurde in Aluminiumfolie gewickelt und in
flissigem Stickstoff schockgefrohren. Das so behandelte Gewebestlck wurde mittels eines
Hammers zerkleinert und in einen vorgekulhlten, sterilen Porzellanmdrser gegeben, worin es
dann unter standiger Zugabe von flissigem Stickstoff mittels eines Pistills vollstandig
homogenisiert wurde. Das so hergestellte grobe, tiefgefrorene Pulver wurde in ein 50ml
Falcongefass gegeben, mit 6ml TRIZOL® Reagenz iiberschichtet und 30 Sekunden
gevortext. TRIZOL® ist eine monophasische Lésung, die unter anderem
nukleaseinhibierendes und proteindenaturierndes Phenol und Guanidinisothiocyanat enthalt.
Die flissige Phase wurde zu 1ml aliquotiert und danach 10 Minuten bei 4°C und 14000 x g
zentrifugiert. Der entstehende Uberstand wurde in neue Reaktionsgefae Uberfiihrt und mit
200yl Chloroform versetzt. Danach wurde 15 Sekunden gevortext und 3 Minuten bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Die darauf folgende Zentrifugation fir 10 Minuten bei 4°C
und 14000 x g ergab eine Trennung der Lésung in zwei Phasen. Zur Fallung der in der
oberen wassrigen Phase gelésten RNA wurde die obere wassrige Phase in ein neues
Reaktionsgefal® Uberfihrt und 30 Minuten mit 500ul Isopropanol bei Raumtemperatur
stehengelassen. Es folgte eine weitere Inkubation von 12 Minuten bei 4°C und 14000 x g.
Das daraus resultierende RNA-Pellet wurde nach dem Verwerfen des Uberstandes mit ca.
1ml Ethanol 75% Uberschichtet und gevortext. Danach wurde erneut fir 5 Minuten bei 14000
x g und 4°C zentrifugiert. Nach diesem Waschschritt wurde das Pellet in 50ul DMPC
behandeltem Aqua bidest. aufgenommen und die Konzentration photometrisch bestimmt.
Die Lagerung von RNA Isolationen erfolgte bei -80°C. Die Verwendbarkeit dieser Proben

betrug etwa 6 Monate.
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4.20.3. Konzentrationsbestimmung von Nukleinséauren

Die Konzentrationsbestimmung wurde mittels UV-Absorptionsspektroskopie durchgefiihrt.
Die Messung beruht auf dem Lambert Beer'schen Gesetz, nachdem die Absorption in einer
verdinnten Losung proportional zu deren Konzentration verlauft

Nukleinsduren wurden bei einem Absorptionsmaximum von 260nm gemessen. Einer
Extinktion von 1 entsprach nach dem Einbeziehen der jeweiligen Verdinnung der
Messlosung 50ug/ml doppelstrangige DNA, 40ug/ml RNA und 33ug/ml Oligonukleotid. Der
Quotient aus den Messungen von Nukleinsduren bei den Wellenlangen 260nm und der
Proteine bei 280nm ist ein MaR fiir die Reinheit der Messlésung und sollte zwischen 1,8 und

2,0 liegen.

4.20.4. RNA-Gelelektrophorese

Vor dem eigentlichen Vorgang des Blottens wurde die RNA elektrophoretisch aufgetrennt.
Diese Auftrennung entsprach technisch weitgehend der Auftrennung von DNA in
Agarosegelen. Allerdings wurden veranderte Puffer verwendet und im gesamten Ablauf ist
auf RNAse-freies Arbeiten zu achten. Fir die Gelherstellung wurden 500mg Agarose in 5ml
10x MOPS-Puffer und 42,3ml Aqua bidest. (DMPC behandelt) in der Mikrowelle aufgekocht.
Nach dem Abkuhlen auf 60°C wurden 2,7ml deionisiertes Formaldehyd zugegeben und die
so erhaltene Ldsung in die Gelschlitten gegossen. 5ug der zu untersuchenden RNA bzw.
100ng des RNA-Markers wurden mit RNA-Probenpuffer im Verhaltnis 1:4 versetzt, 20
Minuten bei 65°C denaturiert und nach dem Abkihlen auf Eis in die Geltaschen pipettiert.
Die darauf folgende Elektrophorese erfolgte bei 3V/cm? Gelflaiche mit 1x MOPS-Laufpuffer

der unten genannten Zusammensetzung.

4.20.5. Verwendete Losungen

RNA-Probenpuffer
45,5% (v/v)
15,0% (v/v)

10,0% (V/v)
0,1% (V/v)

66



MOPS-Puffer 10x
0,2M

0,05M
0,01M

Aqua bidest. pH7 (DMPC behandelt)

Deionisiertes Formaldehyd
5% (w/v)
Mit lonenaustauscher 45 Minuten riihren und abfiltrieren.

4.20.6. DIG-Markierung einer Sondensequenz fur den Northern Blot

Die nicht-radioaktive Markierung von Nukleinsauren mit Digoxigenin ist ein effektives System
zur Markierung und zum Nachweis von DNA, RNA und Oligonukleotiden fur die
verschiedensten Anwendungsbereiche.

Die Herstellung der DIG-markierten Sonde fur einen Northern Blot unterscheidet sich von der
DIG-markierten Sonde fir die /n Situ Hybridisierung. Die Markierung der NBCSA
Transportersonde erfolgte mit dem DIG DNA Labeling Kit der Firma Roche. Mit dieser
Markierungsmethode wird ein Digoxigenin-11-dUTP an das 3'-Ende eines Oligo-Nukleotids
angehangt. Dieses lasst sich dann immunologisch mit einem enzymgekoppelten Anti-DIG-
Antikdrper durch eine chemilumineszente Nachweisreaktion detektieren.

Die Sondenherstellung erfolgte durch eine PCR-Reaktion mit den genspezifischen Primern
AE_prob_fwd und AE_prob_rv. Die Sequenz wurde in den Vektor pGEM-T einkloniert, ligiert,

transformiert und das Plasmid schlieflich isoliert.

Pipettierschema
2,0l

2,0l

1,0ul

2,0ul

1,0ug

13,0pl




Im Gegensatz zur In Situ Sonde, welche doppelstrangig ist, entsteht fir den Northern Blot
eine einstrangige Sonde.

Der Ansatz wurde sanft gemischt und kurz auf einer Tischzentrifuge anzentrifugiert. Es folgte
eine Inkubation von 2h bei 37°C. Anschliel’end wurden 2ul DNAse | (10U/) zugegeben, um
noch vorhandene DNA zu beseitigen. Die Inkubationsdauer betrug 15 Minuten bei 37°C.
Zuletzt wurde die Reaktion durch Zugabe von 2ul 0,2 M EDTA (pH 8,0) beendet. Die so
behandelten Sonden wurden bei -20°C gelagert.

4.20.7. Ablauf des Northern Blotting

Vor dem Hybridisieren der Zielsequenz mit der DIG-markierten Sonde wurde die durch
Gelektrophorese aufgetrennte RNA vom Agarosegel auf eine Nylonmembran transferiert.

Die treibende Kraft dabei sind Kapillarkréfte, die zur Ubertragung der RNA auf die Membran
fihren. Das Agarosegel wird dazu mit den Taschendéffnungen nach unten auf eine Lage
Whatman 3MM Papier gelegt, welches in mit 20x SSC Puffer befillite Pufferkammern
beidseitig eintaucht. Die auf die genaue Grofie des Gels zugeschnittene Nylonmembran wird
dann luftblasenfrei auf das Gel gelegt und mit zwei weiteren Lagen Whatman 3MM Papier
bedeckt. Darlber wird eine 8-10cm dicke Schicht aus zugeschnittenem Zellstoffpapier
gelegt, die abschliellend mit einer tarierten Glasplatte und einem Gewicht von etwa 1000g
beschwert wird. Der gesamte Aufbau wird zuletzt mit Frischhaltefolie umwickelt und somit

das Gel vor dem Austrocknen geschutzt (Abb. 4.4).
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Abb. 4.4: Schematisierter Aufbau eines Northern-Blot. Beschwert durch ein Gewicht (schwarz) dessen
Druck durch eine Glasplatte (dunkelblau) verteilt wird, ein Streifen Whatmann Papier (schwarz)
beidseitig in Fliissigkeitsbehélter mit 20 x SSC Puffer (hellblau) gelegt. Darauf wird das RNA-Gel
(gelb) platziert und mit der positiv geladenen Membran (dunkelrot) bedeckt. Danach werden noch 2
Lagen Whatmann Filterpapier (schwarz) auf die Membran gelegt, gefolgt von einer 8 cm dicken
Schicht aus zugeschnittenem Zellstoffpapier (grau).

Nach dem Transfer wurde die Membran getrocknet und die RNA mittels eines UV-
Crosslinkers an der Membran fixiert. Dann wurde die Membran ca. 2 Stunden in auf 42°C
vorgewarmter Prahybridisierungslésung (DIG-Easy-Hyb, 1ml/5cm?) inkubiert. AnschlieRend
erfolgte die Zugabe der DIG-markierten Sonde (2ul/ml) welche vorher 10 Minuten bei 95°C
denaturiert und dann auf Eis gelagert worden war. Die Sondeninkubation erfolgt Gber Nacht
bei einer Temperatur von 42°C. Zur weitergehenden Bearbeitung wurde die Membran 2x5
Minuten bei Raumtemperatur mit 2x SSC/0,1% SDS (w/v) und 2x15 Minuten bei 42°C in 0,1x
SSC/0,1% SDS (w/v) gewaschen. Darauf folgte eine Aquilibrierung mit P1-Puffer und eine 30
minUtige Inkubation in P2-Puffer mit Anti-DIG-Antikérpern (Verdinnung 1:10.000, gekoppelt
mit alkalischer Phosphatase). Nach zwei 15-minttigen Waschschritten mit P1-Puffer /0,1%
(viv) Tween® 20 und Aquilibrierung in P3-Puffer wurde mit der Detektion begonnen. Substrat
fir die alkalische Phosphatase war das Reagenz CDP-Star, mit dem die Membran
gleichmaRig betraufelt und dann nach 5 Minuten in Folienbeutel eingeschweil3t wurde. CDP-
Star, ein Adamantyl-1,2-dioxethanarylphosphat, bildet bei der Nachweisreaktion das
metastabile, bei Zerfall Licht emittierende Dioxethan-Phenolat-Anion. Das emittierte Licht
kann durch die Belichtung eines aufgelegten Roéntgenfilm visualisiert werden. Die
Belichtungszeit richtet sich hierbei stark nach der Intensitat des Signals und kann von nur 1

Sekunde bis zu 1 Stunde betragen.
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P3 Pufferlosung

100mM
100mM

pH 9,5
4.20.8. Verwendete Losungen

SSC-Puffer 20x (autoklaviert
3,0M
300mM

pH 7,0
Prahybridisierungspuffer

Ay \V\)s Blocking Reagenz
50mM
0,1% (w/v

7,0% (w/v)
pH 7,0

Formamid deionisiert
5% (wlv
45 Minuten ruhren und abfiltrieren

P1 Pufferlésung (autoklaviert)
100mM
150mM
pH 7,0

P2 pufferlosung .~~~
10% (w/v
P1 Pufferlosung
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4.21. Agarose Gelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Methode zur Auftrennung von Nukleinsguren,
beispielsweise zur Kontrolle einer PCR, einer Klonierung oder einer Plasmidpraparation.

Im elektrischen Feld wandern Nukleinsduremolekile aufgrund ihrer negativ geladenen
Phosphatgruppen zur Anode. In einer elektrisch neutralen, festen Gelmatrix mit definierter
Porengrofie ist die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA-Fragmente im Gel reziprok
proportional zum Logarithmus ihres Molekulargewichtes (Sambrook et al., 1989). Mit einem
einprozentigen Gel ist es mdglich, Molekile von etwa 0,5-10kb differenziert aufzutrennen,
wahrend ein zweiprozentiges Gel flr kleinere DNA-Fragmente von etwa 50 Basen bis 2 kb

geeignet ist.

4.21.1. Gelherstellung

Die verwendete Agarose ist ein aus Rotalgen gewonnenes Polysaccharid, bei welchem
jeweils D-Galaktose und 3,6-Anhydrogalaktosereste alterieren.

Pulverférmige Agarose wurde in TBE-Puffer suspendiert und aufgekocht, bis sie vollig gelost
war. Die Agarosekonzentration betrug je nach GroRRe des aufzutrennenden Fragmentes ein
bis zwei Prozent. Die klare Lésung wurde auf etwa 60°C abklihlen gelassen und in eine
horizontale Gelform gegossen, an deren oberen Ende ein kammférmiger Taschenformer
eingesetzt war. Nach den Ausgelieren der Agarose wurde der Taschenformer
herausgezogen und das Gel in eine Horizontal-Elektrophoresekammer mit TBE Laufpuffer
eingesetzt. Die aufzutrennende Probe wurde im Verhaltnis eins zu zwei mit 6x Probenpuffer
versetzt und in die ausgesparten Vertiefungen pipettiert. Durch Anlegen einer Spannung von
10 V/ecm Gellange wurden die Proben elektrophoretisch aufgetrennt, bis die Lauffront des
Laufpuffers im letzten Drittel des Gels angekommen war. Das im Laufpuffer enthaltene
Bromphenolblau lief etwa im Bereich eines 300 bp grof3en linearen DNA-Molekils, sodass
die Elektrophorese nicht bis zum Ende des Gels laufen durfte, da sonst kleinere

Nukleinsauremolekule nicht mehr erfasst werden konnten.
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4.21.2. Verwendete Losungen

Laufpuffer TBE

Probenpuffer 6x
40% (w/v
1 Spatelspitze

4.21.3. Farbung von DNA im Agarosegel

Die Farbung der durch Agarose-Gelelektrophoese aufgetrennten DNA-Fragmente erfolgte
durch den sequenzunspezifisch interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid. Das Gel wurde
fur 10 Minuten in einer 1%igen Ethidiumbromidlésung gefarbt und anschlieRend unter
ultraviolettem Licht der Wellenlange 260nm mit dem Bildverarbeitungssystem Imagestore
5000 der Firma UVP dokumentiert. Die Bilddatei wurde zur weiteren Bearbeitung gespeichert
oder ausgedruckt. Die Nachweisgrenze der Ethidiumbromidfarbung lag bei ca. 10ng
DNA/Bande.

4.22. SDS-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Gelelektrophorese lassen sich durch SDS denaturierte Proteine einer Probe
entsprechend ihres Molekulargewichtes auftrennen, und bei gleichzeitiger Auftrennung eines
standartisierten Proteinmarkers durch den Vergleich der Wanderungsstrecken die
Molekulargewichte der Proteine ermitteln.

Des Weiteren konnen derart aufgetrennte Proteine durch Transfertechniken auf Membranen
transferiert werden, um sie dann beispielsweise immunologischen Nachweisverfahren zu
unterziehen. Fir die Trennung von Proteinen bis 500 kDa verwendet man fast ausschlief3lich
die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE). Hierbei wird das Gel in einer radikalischen
Polymerisation aus Acrylamid und N,N’-Methylenbisacrylamid in einem TRIS-Puffer

hergestellt.



Die PorengroRe des Gels ist durch Einstellung verschiedener Acrylamidkonzentrationen
stark variabel. Um die verschiedenen Ladungen von Proteinen und damit die Wanderung der
Proteine im Gel zu vereinheitlichen wird sowohl dem Gel, als auch dem verwendeten
Ladepuffer SDS (Sodium-Dodecylsulfat) zugesetzt werden. Dieses anionische Detergens
wird von einer groRen Anzahl Proteine in einem konstanten Verhaltnis von 1,4g SDS pro
Gramm Protein, d.h. ein Molekll SDS pro zwei Aminosaurereste gebunden (Voet und Voet
1994). Durch Bindung an SDS wird die Eigenladung der Proteine negativiert. Es entstehen
anionische Mizellen, welche die Proteine entsprechend ihres Molekulargewichtes im Gel
laufen lassen. Es ergibt sich auf diese Art eine direkte Beziehung zwischen dem Logarithmus
des jeweiligen Molekulargewichtes und der relativen Wanderungsstrecke der SDS-Mizelle
(Weber und Osborn 1969). Anhand eines Proteinmarkers kann eine Abschatzung des
Molekulargewichtes erfolgen. Des Weiteren werden Proteine durch SDS denaturiert.

Die Zugabe von Mercaptoethanol im Probenpuffer bewirkt zusatzlich eine reduktive
Zerstorung von vorhandenen Disulfidbriicken und somit eine Trennung von derart
verknipften Proteinuntereinheiten. Eine deutlich scharfere Auftrennung der Proteine erreicht
man durch Aufteilen des Polyacrylamidgels in ein Sammel- und ein Trenngel. Im Sammelgel
wird eine niedrigere Acrylamidkonzentration, d.h. groRere Porenweite, ein niedrigerer pH-
Wert und eine geringere Salzkonzentration eingestellt als im Trenngel. Auf diese Art kommt
es im Sammelgel zu einem Stapeln (Stacking) der Proteine im Gel, was im angrenzenden

Trenngel zu einer geraderen Lauffront flhrt.

4.22.1. Gelherstellung fur SDS-Gele

Das verwendete System zur Herstellung der Acrylamidgele der Malie 7,0cmx8,0cmx0,75mm
und zum darauf folgenden Gelllauf war das Mini-Protean II. Je ein Set Glasplatten wurde mit
0,75mm Platzhaltern (Spacern) in der vorbereiteten GieRvorrichtung befestigt. Zunachst
wurde das Trenngel hergestellt und zwischen die beiden Glasplatten gegossen. Das
gegossene Trenngel wurde mit Isopropanol Uberschichtet, um eine gerade Grenzschicht zu
erreichen und einen Ausschluss von Luftsauerstoff bei der Polymerisation zu gewahrleisten.
Nach 30 Minuten wurde der Alkohol entfernt und das Sammelgel nach Einsetzen eines
Teflonkamms zum Aussparen der Geltaschen dazugefligt.

Das fertig auspolymerisierte Gel wurde nun senkrecht in die Gelkammer gestellt und die
Apparatur mit SDS-Laufpuffer beschickt, sodass die Geltaschen mit Puffer gefillt waren. Die
Proteinprobe wurde nun im Verhaltnis 1:5 mit Probenpuffer versetzt. Es wurden im Schnitt

10ug Protein pro Geltasche aufgetragen, welche eine Gesamtkapazitat von ca. 35ul besald.
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SDS-Laufpuffer
25mM

192mM

0,1% (W/v)

Die so hergestellte Probe wurde 10 Minuten bei 95°C auf einem Heizblock denaturiert und
auf Eis gestellt. Nach dem Beflllen der Gelkammern wurde eine Spannung von 90V, nach
Erreichen der Trenngelfront von 120V angelegt. Die Elektrophorese wurde beendet, sobald

die Lauffront den unteren Rand des Gels erreicht hatte.

4.22.1.1. Verwendete Losungen

Trenngel 15%
5,0ml
2,5ml

Sammelgel 6,0%

2,0ml

2,5ml
0,05ml

2,3ml
0,01ml

SDS-Probenpuffer 5x
250mM

50% (w/v)
10% (w/v

0,2% (w/v)
12,5% (vIv)
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4.22.2. Farbung von SDS-Page Gelen

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine konnten diese mittels Coomassie
Brilliant Blau G250 detektiert werden. Dies ist ein Farbstoff, der Proteine unspezifisch bindet,
jedoch nicht mit der Gelmatrix reagiert. Die Nachweisgrenze liegt bei 0,1-2,0ug Protein. Das
Gel wurde dazu in der Farbelosung etwa 30 Minuten belassen und danach mit einer
Entfarbelésung solange auf einem Laborshaker entfarbt, bis sich die Proteinbanden blau
vom Rest des Gels abhoben. Analog konnte auch das Reagenz Gel Code verwendet

werden.

4.22.2.1. Verwendete Losungen

Coomassie-Farbeldsung

10% (v/v)

Coomassie-Entfarbelésung
30% (viv
10% (v/v)

4.23. Western Blot

Gelelektrophoretisch aufgetrennte Proteine konnen durch das sog. Semi dry Blotting
(Westermeier et al., 1989) quantitativ auf eine Tragermembran Uberfihrt und auf diesem
Wege einer darauf folgenden Untersuchung und Charakterisierung mit immunologischen
Methoden zuganglich gemacht werden. Die negativ geladenen Proteine werden mittels eines
elektronengetriebenen Horizontaltransfers auf eine positiv geladene Membran transferiert

und somit immobilisiert.
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Zunachst wurde die positiv geladene PVDF-Membran auf die GroRe des Gels
zurechtgeschnitten und einige Sekunden in Methanol aktiviert, bevor sie dann fur ca. 10
Minuten in Blotting-Puffer equilibriert wurde. Zwei Stapel von je acht Sticken Filterpapier
gleicher Grofde wurden kurz in Blotting-Puffer eingeweicht. Einer der Filterpapierstapel wurde
luftblasenfrei auf die Anode der Blottingapperatur platziert und das Proteingel darauf gelegt.
Die PVDF-Membran wurde ebenfalls luftblasenfrei auf das Gel gelegt und abschlieRend mit
dem zweiten Stapel Filterpapier bedeckt. In dieser Sandwich-Anordnung wurde nach
Aufsetzen der Kathode eine Spannung von 0,8 mA/cm? angelegt und die Proteine fiir 1
Stunde auf die Membran geblotted.

Nach dem Blotten wurde die Spur des Molekulargewichtsmarkers abgeschnitten und zur
Kontrolle mit Coomasie-Blue oder Amido-Schwarz Farbeldésung etwa 1 Minute gefarbt. Es
folgte eine Entfarbung bis die einzelnen Markerbanden klar auf der Membran zu erkennen
waren. Fur den spateren immunologischen Nachweis der Proteine auf der Tragermembran
mussten zunachst alle vorhandenen freien Bindungsstellen der Membran blockiert, d.h.
abgesattigt werden, um eine unspezifische Bindung der Antikdrper an die Membran zu
unterbinden. Dazu wurde die restliche Membran Uber Nacht bei 4°C in Blocking Solution
inkubiert. AnschlieRend wurden die Membransticke 5x5 Minuten mit TBST-Puffer
gewaschen und danach mit den spezifischen Primarantikérpern inkubiert. Die
Primarantikdrper wurden vorher mit der Blockierungslosung entsprechend verdunnt. Die
Inkubation mit dem Primarantikdrper dauerte etwa 2 Stunden und wurde bei
Raumtemperatur auf einem Laborschiittler in Quadripermschalen® durchgefiihrt. Nach dieser
Inkubation wurde die Primarantikérperldsung abgeschittet und die Membranstreifen 5x5
Minuten mit TBST-Puffer gewaschen.

Zum Nachweis der im Falle eines positiven Ergebnisses gebundenen Primarantikdrper
dienten enzymgekoppelte Sekundarantikérper, welche gegen das spezifische Immunglobulin
des Primarantikdrpers gerichtet waren. Gangigerweise kommen Anti-Maus oder Anti-
Kaninchen Antikdrper zum Einsatz, die mit Alkalischer Phosphatase oder Peroxidase
gekoppelt sind. Die gekoppelten Enzyme erlauben somit eine Detektion der Antikorper durch
Umsetzen eines enzymspezifischen Farbstoffsubstrates. Die Sekundarantikbrper wurden
ebenfalls entsprechend in Blockierungslésung verdinnt auf die Membran gegeben, wo sie
etwa 2 Stunden verblieben. Nach einem abschlieRenden Waschschritt mit 5x5 Minuten
TBST und 1x5 Minuten TBS wurde der Sekundarantikorper mit dem jeweiligen

Nachweissystem sichtbar gemacht.
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4.23.1. Entwicklung mit NBT/X-Phosphat

Mit alkalischer Phosphatase gekoppelte Anti-Kaninchen-IG-Antikérper wurden mit dem
NBT/X-Phosphat System nachgewiesen. Unter alkalischen Bedingungen spaltet die
alkalische Phosphatase 5°-Phosphatgruppen von Nukleinsauren und Nukleotiden ab. Als
Substrat diente in diesem System das X-Phosphat, das durch eine hydrolytische Spaltung in
einen blauen unléslichen Indigoniederschlag Uberfuhrt wurde. Die dabei freigesetzten
Protonen reduzierten NBT zu Diformazan, welches durch seine purpurviolette Farbe den

Niederschlag noch weiter verstarkte.

4.23.2. Verwendete Losungen

Blockierungslosun
3% (viv
TBS-Puffer

Blotting-Puffer

25mM

192mM

20% (VIv)

TBST
0,1% (v/v)
TBS-Puffer
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Antikorper-Verdinnungslésung

TBST-Puffer

Amidoschwarz-Farbeldsung
0,1% (w/v)

40% (v/v)
Amidoschwarz-Entfarbel6sung

80% (v/v)
5% (v/v)

4.24. Herstellung von polyklonalen Antikdrpern

Polyklonale Antikérper koénnen gegen praktisch jedes Protein als Antigen durch eine
wiederholte Injektion (Immunisierung) eines Wirtstieres wie Maus, Ratte oder Kaninchen
erzeugt werden. Die so erhaltenen Antikérper kdnnen fir verschiedene molekularbiologische
Methoden verwendet werden, in denen das Antigen immunologisch nachgewiesen wird.
Dazu zahlen die Immunozytologie oder die Immunogoldfarbung bei der

Elektronenmikroskopie.

4.24.1. Immunisierung der Wirtstiere und Herstellung der Sera

Bei der Immunisierung der Wirtstiere (Kaninchen) wurden aus Silikatnadeln von Suberites
domuncula isolierte Proteinfilamente verwendet (siehe 4.5).

Zuerst wurde dem Kaninchen Blut abgenommen, um daraus ein Praimmunserum
herzustellen. Dieses brauchte man fur die spateren Versuche als Negativkontrolle, um
unspezifische Bindungen von Immunglobulinen anzuzeigen. Die eigentliche Immunisierung
wurde dreimal mit einem Abstand von einem Monat zwischen den einzelnen Schritten
durchgefiihrt. Zusatzlich wurde dem Kaninchen Freund’'sches Adjuvans gespritzt, ein
Immunstimulans, was zu einer verstarkten Immunreaktion und somit letzten Endes zu einer
erhdhten Ausbeute an Antikorper flhrt (Herbert et al., 1978).

Die injizierte Losung flir die Erstimmunisierung bestand aus 0,5ml Proteinlésung einer
Konzentration von 20ng/ul und dem gleichen Volumen Freund’schen Adjuvans complete.
Diese L6ésung wurde dem Kaninchen an mehreren Stellen subkutan verabreicht. Die Lésung
fur die folgenden Immunisierungen (Booster) wurde in gleicher Weise, jedoch mit
Freund'schem Adjuvans incomplete hergestellt und verabreicht. Um den Erfolg der
Immunisierung kontrollieren zu kdnnen, wurden zwei Wochen nach der zweiten und dritten
Injektion dem Kaninchen geringe Mengen Blut entnommen und der Antikorpertiter (siehe
4.24.2) bestimmt.
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Nach der Feststellung des ausreichend hohen Titers wurden dem Kaninchen 20ml Blut
abgenommen. Diese Blutprobe wurde zusammen mit der Blutprobe fir das Praimmunserum
60 Minuten bei 37°C und danach 60 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte ein 5 minutiger
Zentrifugationsschritt bei 14000 x g, bei welchem die festen Blutbestandteile vom Serum

getrennt wurden. Dieses wurde entnommen und bei -20°C aufbewahrt.

4.24.2. Analyse des Antikorpertiters in immunisierten Kaninchen

Die Bestimmung des Antikorpertiters erfolgt Uber einen ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay).

Dazu werden die entsprechenden ELISA-Platten mit dem als Antigen verwendeten Protein
beschichtet und dann mit dem gewonnenen Serum inkubiert. Der gebundene Antikorper wird
dann mit einen sekundaren enzymgekoppelten Antikdrper inkubiert, der einen
Fluoreszenzfarbstoff bei Substratzugabe als Nachweisreaktion umsetzen kann.

Die ELISA-Platten wurden mit Proteinlésung der Konzentration 5ug/ml in Carbonatpuffer
befullt und fur drei Stunden trocknen gelassen. Nicht gebundene Antikdrper werden durch
viermaliges Waschen mit PBS-Puffer beseitigt. Zur Blockierung unspezifischer Valenzen
werden die beschichteten Wells mit 150yl BSA-L6sung (Bovines Serumalbumin) versehen
und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Danach wurde dreimal mit PBS-Puffer gewaschen und die
Antikérperreaktion mit verschiedenen Konzentrationen fir Praimmun- und Antiserum
pipettiert. Die Verdinnungen reichten von 1:100 bis 1:2000, wobei fir Serum nach dem
dritten Boosterschritt eine Verdinnung von 1:500000 verwendet wurde. Das pipettierte
Volumen betrug 100ul pro Well und die Inkubationszeit eine Stunde bei Raumtemperatur.
Nach erneutem dreimaligen Waschen mit PBS-Puffer wurden in jedes Well 100ul eines mit
Peroxidase gekoppelten Antikérpers in einer Verdinnung von 1:2000 in PBS-Puffer gegeben
und eine halbe Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-
Puffer wurden dann 100ul der Substratlésung (TMB) in jedes Well gegeben und 10 Minuten
im Dunkeln inkubiert, bevor die Reaktion mittels 25ul einer gebrauchsfertigen Stopp-L&sung

angehalten wurde.
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4.24.3. Verwendete Losungen

Karbonat-Puffer

0,1M
pH 9,6

Substratlésung

1,25mM

2,20mM

PBS Puffer
137mM
2,7mM

8,1mM

1,8mM

pH 7,2

BSA-LOsung

3,0% (W/v)

PBS-Puffer
pH 7,2




4.25. Phylogenetische Analyse und Sequenzanalyse

4.25.1. Analyse mittels Datenbanken

Sollen neue Aminosaure- oder Nukleotidsequenzen auf bestehende Homologien mit bereits
bekannten Sequenzen geprift werden, wird dieses gangigerweise anhand von
Sequenzdatenbanken gemacht, welche eine grofie Anzahl bereits bekannter, durch
umfassende Sequenzierungsprojekte erhaltene Sequenzen fir ein Homologiescreening
online anbieten.

Dieses Screening bietet die Mdglichkeit, bestehende Homologien qualitativ und quantitativ zu
erfassen und darzustellen. Zu den umfassendsten und bekanntesten Online-Datenbanken
gehodren ,Genebank” des National Center of Biotechnology (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), die ,Nucleotide Database“ des European Molecular Biology
Laboratory (EMBL, http://www.ebi.ac.uk/embl/) oder die Datenbank des National Institute of
Health (NIH, http://www.nih.gov/science/). Eine mehr proteinsequenzorientierte Datenbank
ist das ,Swiss Prot“ des Swiss Institute for Bioinformatics (http://www.expasy.org/sprot/sprot-
top.html). Auf diesen Seiten findet sich ebenfalls eine Vielzahl von ,Protein-Tools“. Dies sind
frei verfigbare Computerprogramme, die es ermdglichen, Nukleotid- und vor allem
Aminosauresequenzen genau zu charakterisieren und zu analysieren, etwa auf Vorkommen
bestimmter Sequenzmuster oder Domanen.

Beispiele daflr sind ,ProSite“ (http://www.expasy.org/prosite/) was ebenfalls auf der Seite
ExPASy des Swiss Institute for Bioinformatics zu finden ist oder ,ProDom*

(http://protein.toulouse.inra.fr/prodom/current/html/home.php).

4.25.2. Sequenzanalyse mittels Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

Das BLAST Pogramm ist ein Programm, um gezielt Homologien mit bereits bekannten
Sequenzen zu suchen. Dazu wird die Sequenz, bei der Analyse als ,Query* bezeichnet, im
FASTA-Format in das Suchfeld des Programms eingegeben. Eine Vielzahl von Parametern
kann danach fiir die Konfiguration der Suche verandert und individualisiert werden. Wichtige
Parameter sind die Einstellung des Filters, der die Toleranzgrenze flir falsch positive
Ergebnisse festlegt und die Wahl der Datenbank. Der Filter fur falschpositive Ergebnisse
sollte bei der Analyse von vollig neuen Sequenzen ausgeschaltet sein, da gerade bei der
Suche nach phylogenetischen Verwandtschaften auch geringe Homologien von Bedeutung
sein konnen. Nach dem Abschicken der Suchanfrage wird das Ergebnis als graphische
Darstellung und das Alignment angezeigt. Um die Ergebnisse zu quantifizieren werden
verschiedene Parameter verglichen. Der S-Wert (s flr score) trifft eine Aussage, ob Bereiche

mit identischen Resten, so genannte ,high scoring segment pairs“ (HSP) gefunden wurden.
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Somit steigt das AusmaR der Ubereinstimmung mit wachsendem S-Wert. Der E-Wert
(expectation cut off value) hingegen bewertet die Signifikanz der ausgegebenen Homologien,
d. h., es wird bewertet, wie hoch die Wahrscheinlichkeit ist, dass die Homologien rein zufallig
entstanden ist. Der E-Wert zeigt die Anzahl der Sequenzen, bei denen eine ebenso gute,
oder bessere Homologien zu erwarten ware, wenn die identische Datenbank mit einer rein
zufallig ausgesuchten Sequenz durchsucht worden ware (Lesk, et al., 2002). Der E-Wert im
englischsprachigen ist dem p-Wert im Deutschen aquivalent.

Je Kkleiner also der E-Wert der Sequenzanalyse, umso wahrscheinlicher ist das
Vorhandensein einer echten Homologie. Ein E-Wert von <0,005 kann bereits als signifikante
Homologien gewertet werden. Nimmt der E-Wert sehr kleine Werte an, ist dies ein
eindeutiges Indiz fir eine enge Verwandtschaft der beiden Sequenzen.

Es gibt drei gelaufige Versionen, eine BLAST-Analyse durchzufihren Wahrend der BLASTN
ausschliefilich Nukleinsduresequenzen und der BLAST-P ausschliellich
Aminosauresequenzen miteinander vergleicht,. ermdglicht BLAST-X den Verlgeich einer
Nukleotidsequenz mit einer Aminosauresequenz. Dabei wird die zu untersuchende
Nukleinsauresequenz zunachst in alle méglichen Leserahmen Ubersetzt und dann mit der

Proteindatenbank verglichen.

4.25.3. Analyse der Aminosaure-Sequenzhomologie (Protein-Alignment)

Ein Alignment ist eine Hypothese fir die positionelle Homologie zwischen Basenpaaren und
Aminosauren.

Das klassische Protein-Alignment besteht aus dem Vergleich von mindestens zwei
Aminosauren, mit dem Ziel eine vorhandene Sequenzhomologie zu erkennen und zu
bewerten. Die Alignments in der vorliegenden Arbeit wurden mit den Computerprogrammen
DNA-Star, DNAsis und Clustal W erstellt.
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4.25.4. Erstellen von phylogenetischen Stammb&umen

Unter Phylogenie versteht man die Evolutionsgeschichte einer Art oder Artengruppe,
besonders im Hinblick auf Abstammungslinien und die Beziehung zwischen GroR3gruppen
von Organismen.

Bei der molekularen Phylogenie werden die Abstammungslinien auch von einzelnen
Molekulen bestimmt, auf den Ebenen von DNA, RNA oder Proteinen. Die Ergebnisse der
molekularen Phylogenie einzelner Molekule koénnen dann verwendet werden, um die
Zusammenhange der zugehoérigen Organismen aufzuklaren. Die molekulare Phylogenie
stellt somit eine Weiterentwicklung der konventionellen Phylogenie dar, deren Ergebnisse
auf aulerlichen, nicht molekularbiologischen Merkmalen beruhen. Die Rationale liegt dabei
in der Annahme, dass die Nukleotidsequenz die Geschichte eines Gens bestimmt, sowie die
Evolution eines Proteins durch seine Aminosauresequenz determiniert ist (Rauhut, 2001).
Eine sehr gelaufige Darstellungsweise phylogenetischer Verwandtschaft ist die in Form von
verzweigten Baumdiagrammen, den so genannten ,Phylogenetic Trees“. Die Darstellung
eines solchen Baumes besteht aus durch Linien verbundenen Knoten (Nodes) und Zweigen
(Branches). Die daraus resultierende Verzweigung des Baumes ergibt die Topologie. Die
topologische Beziehung der durch die Knoten dargestellten Objekte (Organismen, Molekile)
wird durch die Zweige dargestellt. Die Lange der Zweige beschreibt nun wiederum die
Anzahl der ausgetauschten Aminosauren oder Mutationen zwischen zwei Knoten oder den
zeitlichen evolutionaren Abstand derselben.

Man unterscheidet phylogenetische Baume in ,rooted” oder ,unrooted®. Ist der Baum
.rooted”, so wird der gesamte Baum auf einen gemeinsamen Vorldufer bezogen. Dieser stellt
die Wurzel des Baumes dar. Wendet man das ,outgroup rooting“ an, verwendet man als so
genannte outgroup eine Sequenz oder Taxon, welches zu allen anderen Mitgliedern des
Baumes ahnelt, aber mit ihnen weniger verwandt ist als diese untereinander. Damit stellt die
outgroup eine Negativkontrolle innerhalb der phylogenetischen Analyse dar. Ist der Baum
~unrooted®, spiegelt er lediglich die evolutiondre Beziehung der Teilnehmer untereinander
wider, nicht aber deren Bezug zu einem gemeinsamen Vorfahren.

Mittels der Bootstrappingmethode, welche bei phylogenetischen Analysen am haufigsten
angewendet wird ist es mdglich, die Verlasslichkeit eines Datensatzes und damit auch des
Phylogenetic Trees zu untersuchen. Damit gelingt es auch, die Haufigkeit eines bestimmten
Clusters innerhalb des Trees zu untersuchen, wenn es zu Anderungen bei Nukleotid- oder

Aminosauresequenzen kommt.
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5. Ergebnisse

5.1. Klonierung eines moglichen Kandidatengens fir den
Silikattransport im marinen Schwamm Suberites domuncula

Aufgrund seiner Expressionsstruktur und Transporteigenschaften war der Natriumbikarbonat
Transporter ein viel versprechender Kandidat, als Silikattransporter im marinen Schwamm
Suberites domuncula fungieren zu kénnen. Eine mdgliche Bifunktionalitat des Transporters

wurde auch durch die chemische Ahnlichkeit von Carbonat und Silikat unterstiitzt.

5.1.1. Klonierung und Charakterisierung des NBCSA-Cotransporters

Das Gen des Natriumbikarbonat-Silikat Cotransporters wurde aus der cDNA Bibliothek des
Institutes isoliert. Der urspringliche cDNA-Bank-Klon hatte eine Gesamtlange von 3948
Basenpaaren und befand sich einkloniert in den Vektor pPBKCMV. Deshalb war es mdglich,
ihn mit den Plasmidprimern T; und T; (siehe 3.9.1) zu amplifizieren. Um den Klon zu
vervollstandigen und um Fehler innerhalb der Sequenz auszuschliefen wurden gegen
geeignete Bereiche in der Sequenz Primer angefertigt (siehe 3.9.4). Mit den Primern
band3_frw2, band3 frw3, band3 rv_2, band3 rv_3, und den dazugehoérigen Bankprimern
wurde eine erneute PCR-Reaktion durchgefiihrt. Die erhaltenen Fragmente wurden ligiert,
transformiert und anschlieend sequenziert (siehe 4.14.2).

Die daraus erhaltene Sequenz wurde einer Analyse mittels des BLAST-Algorythmus
unterzogen. Hohe Homologien wurden hierbei unter anderem zu folgenden Sequenzen
gefunden. ,Putative sodium Bikarbonate cotransporter® von Rattus norvegicus (Excession
Nr. 6502527 Entrez PubMed) und ,Sodium Bikarbonate cotransporter 3“ von Homo sapiens
(Excession Nr.5051628 Entrez PubMed). Die gréf3ten Homologien bestanden zum humanen
NBC-Cotransporter member 7 (NBC4-2_HOMO, Accession Number NP_003606). Der
isolierten Sequenz wurde der Name NBCSA_SUBDO zugeteilt. Im weiteren Verlauf der

Arbeit wird die Sequenz mit dieser Bezeichnung verwendet.
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0

NBCSA_SUBDO

1 GGCACGAGGAAAGGTCTAGTGAGCTTTGTGTGGCTTCACCAAAAAGAAAAAGTGAAACTCT

19
181

39
241

59
301

80
361

100
421

120
481

140
541

160
601

180
661

200
721

220
781

240
841

260
901

280
961

300
1021

320
1081

340
1141

360
1201

380
1261

400
1321

CACTTTTAGAATCGTACGAAGGCTTACTCCATGGATAGTTGTCCTGAGCCAATTCAGTGA

M N P P E K L S VvV T N Y S R T D R H
ACAATTATGAACCCCCCAGAAAAGTTATCTGTGACCAACTACAGTCGTACTGATCGTCAT

G N H E VvV g M L D L P G S P Q F P R R S
GGAAACCACGAGGTACAGATGTTGGACCTGCCAGGAAGTCCACAGTTTCCACGGCGATCC

T s p s p P S M S T s S T P V R E G H S
ACATCACCGTCCCCTCCTTCCATGTCCACCTCCTCCACACCCGTGAGAGAAGGTCACTCT

p M ¥ I E D G Y S T R S E A T G S D I T
CCCATGTTTATAGAAGATGGGTACAGTACCAGGAGTGAAGCAACGGGATCTGATATCACC

T s s P G K T S R R N K G A D L L N F V
ACGAGCAGTCCAGGAAAGACGTCTAGACGCAACAAGGGTGCTGATCTTCTCAACTTTGTC

T R XK R T H &S s s s s T D G G K s T G T
ACTCGTAAACGCACACACTCTTCAAGCTCATCAACTGATGGAGGCAAAAGCACAGGTACC

R S S P S Q S S P S P G P I N K A V R I
AGATCATCTCCATCACAAAGTAGTCCCAGTCCTGGACCTATCAATAAAGCCGTTCGTATC

L M P S K S P T S S K K S D VvV D T K V S
TTGATGCCCTCCAAGTCTCCCACCAGTAGCAAGAAGAGTGATGTGGACACTAAAGTTAGT

T A I G H F S Vv A P K D M s VvV L E R I S
ACAGCCATTGGGCACTTCTCTGTGGCTCCCAAGGACATGTCCGTGTTGGAGAGAATCTCT

K R A Q H H S K R vV R K P H E V F V E L
AAACGAGCTCAACATCATTCAAAACGAGTCAGAAAACCACATGAAGTATTTGTGGAGTTG

E E L R L D P s D E L E W E E T A R W I
GAAGAGTTAAGATTGGATCCATCTGATGAACTGGAGTGGGAGGAGACGGCTCGTTGGATA

K ¥ E E D V E E G S G R W G R P H V S A
AAGTTTGAAGAAGATGTGGAGGAGGGTAGTGGTCGATGGGGTAGACCACACGTGTCTGCT

L A F H § L v E L R R G L E K G L V M L
TTAGCATTTCATAGTCTCGTGGAACTTAGGAGAGGTCTGGAGAAAGGTCTGGTGATGTTG

p v E G E D F P T I A D @ I Vv D T L V A
GATGTCGAGGGGGAAGACTTCCCTACCATAGCTGATCAGATAGTGGACACTCTGGTAGCA

s 6 Q L P E K Q R E P V L R I L L K K H
TCTGGACAACTGCCAGAGAAGCAGAGAGAACCTGTTCTGAGGATCTTGCTAAAGAAACAC

K H s N D I T L W E K L K Q S A VvV D P D
AAACACTCTAATGACATCACTCTATGGGAGAAGCTGAAGCAATCTGCTGTGGACCCAGAT

G R L H H I G E G L R R I S H A H G L s
GGACGTCTCCACCACATTGGGGAGGGACTACGTCGTATAAGCCACGCCCACGGACTATCG

E L G G G s S s s v S K Q D Q S R R K S
GAGCTAGGCGGAGGGAGTAGTTCATCAGTCAGCAAACAAGATCAGTCCAGACGGAAGAGT

L P D I T L Q E T N G S K E K E L S N S
CTGCCAGATATAACACTCCAAGAGACCAACGGAAGTAAAGAGAAAGAACTAAGTAATTCA

s S S K R R E F Q R I s s A P L L A E S
TCTTCTTCAAAGAGGAGAGAATTTCAAAGAATTTCTTCTGCACCTCTACTGGCCGAGAGC

s D E I p s P S s S P P V H G I L H I E
AGTGATGAGATCCCCTCTCCCTCGTCCTCTCCCCCCGTCCACGGGATCCTTCACATTGAG

00

00

120

18
180

38
240

58
300

79
360

99
420

119
480

139
540

159
600

179
660

199
720

219
780

239
840

259
900

279
960

299
1020

319
1080

339
1140

359
1200

379
1260

399
1320

419
1380
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420
1381

440
1441

460
1501

480
1561

500
1621

520
1681

540
1741

560
1801

580
1861

600
1921

620
1981

640
2041

660
2101

680
2161

700
2221

720
2281

740
2341

760
2401

780
2461

800
2521

820
2581

840
2641

860
2701

880
2761

900
2821

N G S N P R D M H I S D K K VvV M F N I A
AATGGTTCTAATCCCCGTGACATGCACATATCAGATAAGAAGGTTATGTTCAATATTGCA

G G S s E E F F P V V S P G s S G F V S
GGAGGATCGTCTGAGGAGTTCTTTCCTGTAGTCTCTCCCGGGAGCTCTGGTTTTGTGAGT

Q T G S T D v ¢ N D T G T T R T Q P L K
CAAACAGGCTCCACAGATGTTTGTAATGACACAGGTACTACACGGACTCAACCACTGAAG

K M T P K I S K L P L A P P E R Q I N S
AAGATGACTCCCAAGATTTCCAAGCTCCCCCTGGCCCCCCCAGAGAGACAAATAAATAGT

S S L K R K M S V I S L M N K I P D E A
TCATCACTCAAACGTAAGATGAGCGTTATCTCTCTAATGAACAAGATACCCGACGAGGCA

E s L T v Lh, V. 6 6 v K F L R K P VvV V A F
GAGTCACTCACCGTACTTGTGGGCGGAGTCAAGTTCCTACGGAAACCAGTCGTAGCATTT

v R L D Q §$ H L L G D L T E VvV P V P L R
GTGAGATTGGATCAGAGCCACCTCCTCGGTGACCTGACTGAAGTCCCCGTCCCATTGAGG

F I Yy L L L G P E E 6 L ¢ D Y H E V G R
TTCATTTACCTCCTGCTAGGACCTGAAGAAGGTCTCTGTGACTATCACGAGGTCGGACGA

A M A T L M S D S H F H D T A Y C A V C
GCTATGGCTACTCTCATGTCTGACTCGCATTTCCATGACACTGCGTATTGTGCTGTCTGC

K E D F L D A M D K F L D D S I VvV L P P
AAAGAGGACTTTCTGGATGCCATGGACAAGTTTCTTGATGACAGCATCGTCCTTCCGCCA

G D W D Q E L L L P I M H E R N E L R R
GGAGATTGGGATCAGGAGCTTCTACTGCCAATCATGCATGAACGAAATGAACTCAGGAGG

R K Q¢ H K VvV E E N Q R K V F s Vv D P L K
AGAAAACAACACAAAGTTGAAGAGAATCAGAGAAAGGTGTTTTCCGTTGATCCTCTCAAG

H S R K P C G G M W N D V K K L V K R Y
CACTCACGCAAACCTTGCGGTGGAATGTGGAATGATGTCAAGAAACTAGTCAAGCGTTAC

P s D L K D A L H L Q P I I S I F F L Y
CCTAGCGACCTTAAAGATGCTCTCCACCTCCAACCAATCATCTCAATCTTCTTTCTCTAC

v A F L A P A I A F G G L M E E I T K S
GTTGCCTTTCTTGCTCCTGCTATAGCCTTTGGTGGTCTGATGGAGGAGATCACCAAGAGT

Q 1T 6 E T E T L L A T G L C G I V Y G L
CAGATAGGGGAGACTGAGACTCTGTTAGCTACTGGTCTGTGTGGAATCGTGTATGGGTTG

F A V Q P L T V L A F T G P L I L F E T
TTTGCCGTTCAACCTCTCACAGTGCTGGCATTTACAGGTCCACTTATCTTGTTTGAGACG

v v Y R F A VvV D E L S I s Y I E W R S A
GTCGTCTATCGATTTGCAGTTGATGAGCTCTCTATATCATACATAGAGTGGAGGTCAGCC

T 6 L w L M Vv I L M I A S F A E I S F L
ACTGGTCTGTGGTTGATGGTTATCTTAATGATAGCTTCATTCGCAGAGATCTCTTTCTTG

I X Yy ¥ T R F S E E I F T G I I ¢ L F F
ATCAAGTACTTTACTCGTTTCAGTGAAGAAATCTTCACAGGCATCATTTGTCTGTTTTTC

I F E A C L S I Y H I F E R N P L C G I
ATTTTTGAAGCATGTCTAAGCATTTACCACATATTTGAACGTAACCCTCTCTGCGGTATT

p vy p ¢C G E A S H M T N T C Q P I H E D
GACTATCCTTGTGGTGAAGCTTCTCACATGACCAACACATGTCAGCCTATACACGAAGAT

D N H s N E S Y H D D H D S M V F M N D
GACAACCACTCTAACGAGAGTTACCATGATGACCACGACAGTATGGTTTTTATGAACGAT

S I b b VvV H A P V L P S G F R I C N Q P
TCAATAGATGATGTTCATGCTCCAGTTTTGCCATCAGGATTTAGAATCTGTAATCAACCA

N T F L W S L M L C¢C VvV F T F F I A F F L
AACACCTTTCTCTGGTCACTCATGTTGTGTGTCTTCACGTTCTTTATTGCCTTCTTTTTG

439
1440

459
1500

479
1560

499
1620

519
1680

539
1740

559
1800

579
1860

599
1920

619
1980

639
2040

659
2100

679
2160

699
2220

719
2280

739
2340

759
2400

779
2460

799
2520

819
2580

839
2640

859
2700

879
2760

899
2820

919
2880
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920 R K L R H 6 K F L G K ¢ GG R R L VvV S D F 939
2881 AGAAAACTACGACATGGCAAGTTCCTTGGTAAACAGGGCCGTAGACTGGTCAGTGACTTT 2940

940 G M L T A I L L. M VvV A L S Yy G L R H L I 959
2941 GGGATGCTCACTGCCATCTTGTTGATGGTTGCTCTATCTTATGGTCTGAGGCACTTAATT 3000

960 AV E K L T Vv P P N Y A N S N I T R G W 979
3001 GCAGTTGAAAAACTCACCGTTCCTCCAAATTATGCTAACAGTAACATTACCAGAGGATGG 3060

980 F I H P F N G A I S I G E G F G A I I P 999
3061 TTTATACATCCGTTCAATGGGGCTATCAGTATAGGGGAGGGATTTGGAGCTATCATACCT 3120

1000 A F L L A L L I F I E s Q L T VvV L L V S 1019
3121 GCATTCTTGCTGGCTCTACTGATCTTCATCGAGAGTCAACTCACTGTCCTGCTAGTAAGC 3180

1020 K P D H K L E K 6 v GG T M C S L I v A I 1039
3181 AAACCAGATCACAAACTAGAAAAAGGAGTTGGTACCATGTGCTCTCTGATAGTCGCCATC 3240

1040 L T G v C G L L G I P w v C¢C G A S V R S 1059
3241 CTAACTGGAGTATGTGGTCTGCTGGGCATTCCCTGGGTGTGTGGTGCCTCTGTGAGGTCT 3300

1060 I Q H L ©Q© A L s v F T T K N P P G E K P 1079
3301 ATTCAACACTTGCAAGCTTTGAGTGTGTTTACAACAAAGAACCCACCTGGAGAGAAACCA 3360

1080 K L L F I R E Q R VvV T T I v V. H V L I L 1099
3361 AAGCTTCTGTTTATCAGAGAACAGAGAGTCACCACCATTGTTGTCCATGTTCTTATCCTT 3420

1100 L T p L A Y P V L A L I P I s v T L G V 1119
3421 CTCACTCCGCTAGCTTACCCCGTACTAGCTCTCATCCCGATCTCTGTGACTCTTGGTGTG 3480

1120 F F Y L. A Y A S L S G VvV QQ L T K R I K L 1139
3481 TTCTTCTACCTTGCCTATGCCTCACTCAGCGGGGTGCAGCTGACAAAAAGAATTAAACTT 3540

1140 v I T P S K H H P N V H Y V R K V R T W 1159
3541 GTCATCACTCCATCCAAACATCACCCAAATGTTCACTATGTCAGGAAGGTACGGACATGG 3600

1160 K M H L Y T F I Q Vv Vv C I A C L F G L K 1179
3601 AAGATGCATCTCTACACGTTTATTCAAGTCGTGTGCATTGCTTGTCTGTTTGGATTGAAG 3660

1180 N S p A G M L Y P VvV V I V A L I P L R W 1199
3661 AACTCGCCAGCTGGTATGCTGTATCCCGTTGTCATAGTAGCACTCATTCCATTGAGATGG 3720

1200 I L 6 K F ¥ F & H D E I E A L D S E E D 1219
3721 ATACTGGGAAAGTTTTTCTTCTCACACGACGAAATAGAAGCTCTGGACAGTGAAGAGGAC 3780

1220 F P E E H D I H G G G G E F E E F E A H 1239
3781 TTTCCTGAAGAACACGATATACACGGAGGTGGTGGAGAGTTTGAAGAATTTGAAGCTCAC 3840

1240 v P Y * 1242
3841 GTTCCTTATTAAACAATTTCCTCTAATTTGACTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTTCT 3900

3901 AATTTGCTGAAAGATATAAATTTTACTGTGTATGTTTTATCAAGCTGTTTATTATGAAAA 3956

AAAAAAAAAAA

Abb. 5.1: Basensequenz und daraus abgeleitete Aminosduresequenz von NBCSA SUBDO. Der
3’untranslatierte Bereich ist rot, der 5’untranslatierteBereich ist blau gekennzeichnet. Das Startcodon
ATG st gekennzeichnet. Der Stern vor Beginn des 5’untranslatierteBereichs zeigt das
Stopcodon und damit das Ende des offenen Leserahmens an. Die Sequenz der Sonde fiir In Situ
Hybridisierung (siehe 5.5.2) wird von den verwendeten Primern (magenta) eingeschlossen. Der
forward primer liegt an Position 427 der Sequenz des NBCSA _SUBDO Transporters, der reverse
primer an Position 860. Der reverse primer ist invers und riickwérts in der Sequenz eingezeichnet.

5.2. Analyse und Charakterisierung der Basensequenz und der
daraus abgeleiteten Aminosduresequenz

Der gesamte cDNA Klon besal} eine Lange von 3959 Basenpaaren, exklusiv des
Polyadenylat-Endes. Der offene Leserahmen (ORF) hatte eine Ausdehnung von 3726
Basenpaaren (Nti2s.130-Ntsgs1.3853). Das daraus entstehende potentielle Protein hatte eine

Lange von 1241 Aminosauren, wobei das Startmethionin nicht mitgezahlt wurde. Die
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Aminosauresequenz ist von einem 126 Basenpaaren langen 5’untranslatierten und einem
104 Basenpaaren langen 3 untranslatierten Bereich, an den der Polyadenylatschwanz grenzt
umgeben.

Die Region um das Startmethionin zeigt deutliche Abweichungen von der fir
Wirbeltiere optimalen Basenabfolge, der so genannten Kozak-Sequenz (GC CA/GCC
G, Kozak, 1991). An Position Nti3, (+1) befindet sich statt einem A ein G. An der Position
Nti24 (-3) ist ein A vorhanden und an Position Nty (-5) befindet sich ein C. Der
3’untranslatierte Bereich enthalt kein eindeutiges Polyadenylierungssignal (A A T A A A,
Zarkower et al., 1986). Diese Tatsache entspricht einem bereits haufiger zu sehenden
Phanomen in Schwammgensequenzen (Pfeifer et al., 1993). Weitere signifikante
Sequenzbereiche bezogen auf den 3'UTR (untranslatierter Bereich) und den 5°-UTR

(untranslatierter Bereich) konnten bei der Sequenzanalyse nicht gefunden werden.
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Auffallig ist dabei das Fehlen eines ATTTA Motivs im 3"-UTR (untranslatierter Bereich). Das
Vorhandensein eines solchen Motivs ist ein Hinweis auf eine kurze Halbwertzeit der
entsprechenden m-RNA  (Boerboom und  Sirois  1998). Die  prozentuale
Basenzusammensetzung des 5’-untranslatierten Bereiches, des ORF und des 5- Endes

sind in Tabelle 5.1 zusammengestellt.

Nukleotid

Tab. 5.1: Prozentuale Basenzusammensetzung des 5’-untranslatierten Bereiches des ORF (Open
Reading Frame) und des 3’-untranslatierten Bereiches (Analyse nach http:/ paris.chem.yale.edu/cgi-
bin/extinct.pl).

Wie aus der Tabelle 5.1 zu entnehmen ist, Ubersteigt im 5-UTR (untranslatierter Bereich)
der Gehalt an den Basen A und T den von G und C, was bei eukaryotischer DNA gegen den
allgemeinen Trend verlauft (Pesole et. al., 2001).

Die aus der Sequenz abgeleitete Aminosduresequenz umfasst eine Grofle von 1241
Aminosauren. Das Molekulargewicht errechnet sich zu 138264 Da. Der isolelektrische Punkt
liegt bei einem pH-Wert von 6,81. Die theoretische Halbwertszeit der Sequenz errechnet sich
auf 30 Stunden, bezogen auf Saugerreticulocyten (Bachmair et al., 1986). Der
Instabilitdsfaktor des Proteins Uberstieg mit einem Wert von 56,60 den Richtwert von 40,
sodass das Protein als instabil eingestuft wurde (Guruprasad et al., 1990). Die PROSITE-
Analyse (Bairoch et al.,1992 ) der Sequenz ergab folgende Angriffsstellen fur
posttranslationale Modifikationen:

1) Glycosylierungsstelle fir Asparagin (ASN) Glykosylierung durch Oligosaccharid-

Transferasen (Konsensus: N-{P}-[ST]-{P}-[N=Glycosylierungsstelle]; Marshall et al.; 1972)
(Tab. 5.2)
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Position Sequenz

11-14
= NesKk e
[ 377-380 [ TR
- a19422 [ ee

[ 4674470 | o ) rc R
497-500

-~ 8083 [ nEL

-~ 8386 | g

-~ s8rr880 [ el

- 9r39re [ s

Tab. 5.2: Liste der méglichen Glykosylierungsstellen fiir Asparagin innerhalb der Proteinsequenz des
NBCSA_SUBDO-Transporters.

Eine N-Glykosylierung findet fast ausnahmslos an Asparaginresten statt und wurde zuerst in
Halobacteria beobachtet. In einer dreiteiligen Reaktion werden zunachst zwei N-
acetylglucosaminreste und fiinf Mannosereste auf Dolicholphosphat Ubertragen. Nachdem
dieser Komplex in das Innere des Endoplasmatischen Reticulums gelangt ist, entsteht dort
ein  mit vierzehn Resten glykosylierter Dolicholphosphatkomplex, der schliefdlich
Asparaginreste an ihrer Konsensussequenz glykosyliert. Die Modifikation ist bisher nur fir
ein Glykoprotein aus Vertebraten geschildert, namlich das Laminin. Trotzdem findet sich die

Proteinsequenz in der Mehrzahl der bekannten Proteine.

2) Phosphorylierungsstelle fiir die Casein Kinase Il (Konsensus: [ST]-x-(2)-[DE] [S/T ist die
Phosphorylierungsstelle], Pinna et al., 1990) (Tab. 5.3).
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Position Sequenz

13-16

68-71

73-76
108-111
151-154
243-246
267-270

305-308
313-316

349-352

358-361
363-366
398-401
441-444
771-774

791-794
865-868

879-882
988-991
1018-1021
1206-1209

1215-1218

Tab. 5.3: Liste der méglichen Phosphorylierungsstellen fiir die Casein Kinase Il innerhalb der
Proteinsequenz des NBCSA_SUBDO-Transporters.

Die Casein Kinase 2 ist ein vornehmlich nuklear vorkommendes Enzym. Ebenfalls lokalisiert
ist es im ER und dem Golgiapparat. Obwohl die Gesamtheit seiner Funktionen noch nicht
vollstandig geklart ist, wird es mit der Regulation vielerlei Prozesse in Verbindung gebracht,

einschlie3lich Wachstum, Proliferation und Differenzierung.

3) Phosphorylierungsstelle fur Proteinkinase C (Konsensussequenz: [ST]-x-[RK] [S/T];
Woodget et al., 1986) (Tab. 5.4)
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Position Sequenz

147-149

148-150
178-180
185-187
214-216
354-356
380-382
381-383
429-431
471-473

481-483
500-502

660-662
1055-1057
1069-1071
1133-1135

1157-1159

Tab. 5.4: Liste der mobglichen Phosphorylierungsstellen fiir Proteinkinase C innerhalb der
Proteinsequenz des NBCSA_SUBDO-Transporters.

Die Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Proteinen ist die wichtigste Modifikation
zur Steuerung von Enzymaktivitat. Die Protein Kinase C findet sich in der Signalkaskade
wieder, die von Rezeptoren ausgeldst wird die G,-gekoppelt sind. Ligandenbindung an dem
Rezeptor fihrt zu einer Aktivierung des G-Proteins, was wiederum die Phospholipase C
aktiviert. Diese spaltet Phosphoinositoldiphosphat zu Inositoltriphosphat (IP3) und
Diacylglycerol (DAG). IP3 diffundiert durch das Zytosol und bewirkt letztlich einen Anstieg der

intrazellularen Calciumkonzentration.
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Dies ist das Signal fur die Proteinkinase C aus dem Zytosol an die Membran zu binden, wo

sie von DAG aktiviert wird.

4) Phosphorylierungsstelle  fur cAMP und cGMP abhangige Proteinkinase.
(Konsensussequenz: [RK] (2)-x-[ST] [S/T ist die Phosphorylierungsstelle], (Fremisco et
al.,1980) (Tab. 5.5).

Position Sequenz

36-39
100-103

329-332
355-358
478-481
503-506

Tab. 5.5: Liste der méglichen Phosphorylierungsstellen fiir cAMP und cGMP abhéngige Proteinkinase
innerhalb der Proteinsequenz des NBCSA _SUBDO-Transporters.

Die cAMP-abhangige Proteinkinase oder Proteinkinase A vermittelt die Effekte der cAMP
Kaskade. Aktiviert wird die Kinase durch einen gestiegenen cAMP Spiegel, bedingt durch die
Aktivierung der Adenylatcyclase. Deren Aktivierung ist wiederum das Resultat der

Ligandenbindung eines G5 gekoppelten Rezeptors.

5) Sulfatierungsstelle flr Tyrosin (Konsensussequenzen: Anwesenheit einer sauren
Aminosaure im Abstand von zwei Positionen zum Tyrosin, Anwesenheit von mindestens drei
sauren Aminosaureresten im Bereich von Position -5 bis +5 der Sequenz, wobei Position +1
die Lokalisation des Tyrosins beschreibt, Anwesenheit von nicht mehr als einer basischen
und drei hydrophoben Aminosaureresten im Bereich von -5 bis +5, Anwesenheit von
schleifeninduzierenden Aminosauren (Prolin oder Glycin) im Bereich von -7 bis -2 und von
+1 bis +7 oder zumindest die Anwesenheit von zwei oder drei Asparagin Serin oder
Asparaginsaure im Bereich von -7 bis +7. Des Weiteren ist die Abwesenheit von
disulfidbriickengebundenen Cysteinresten im Bereich von -7 bis +7 und die Abwesenheit von
N-glykosylierten Bereichen nahe des Tyrosins ein Konsensusmerkmal. Rosenquist et al.,
1993) (Tab. 5.6).
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59-73

Position Sequenz

Tab. 5.6: Liste der mdglichen Sulfatierungsstelle fiir Tyrosin innerhalb der Proteinsequenz des
NBCSA_SUBDO-Transporters.

Die Sulfatierungsreaktion ist typisch fir Glucosaminoglycane, was einen Grolteil ihrer
negativen Ladung ausmacht. Ebenso kénnen auch Tyrosinreste kurz bevor sie den Golgi-
Apparat verlassen sulfatiert werden. In beiden Fallen ist der Donor der Phosphatgruppe 3°-
Phosphoadenosinphosphosulfat (PAPS), welches vom Zytosol in das Lumen des trans-

Golgiapparates transportiert wird.

6) Zweiteilige ,Nuclear Targeting® Sequenz (Konsensussequenz: Anwesenheit
Vorhandensein einer Platzhalterregion (Spacer) bestehend aus 10 Aminosaureresten

beliebiger Zusammensetzung. Vorhandensein von mindestens drei basischen Aminosauren

(Arginin oder Lysin) in Position 5 zur Spacer-Position, Dingwall et al. 1986) (Tab. 5.7).

Position Sequenz

87-103
661-677

Tab.5.7: Liste der méglichen Stellen der ,Zweiteiligen nuclear targeting Sequenz“ innerhalb der
Proteinsequenz des NBCSA_SUBDO-Transporters.

Da die Aufnahme von Proteinen in den Kern sehr selektiv ist, benotigen Peptide eine
Signalsequenz. Diese kann Uberall innerhalb des Peptides liegen und besteht typischerweise
aus einem Bereich von 4-8 positiv geladenen Aminosduren mit einem benachbarten
Prolinrest. Da solche Bereiche meist in zwei Blécken vorkommen, spricht man von

zweiteiligen (bipartite) Bereichen.

7) N-Myristoylierungsstelle (Konsensussequenz: G-{EDRKHPFYW}-x-[STAGCN]-{P} [G ist
die Myristoylierungsstelle], Towler et al., 1988) (Tab. 5.8).
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74-79
112-117

Position Sequenz

250-255
341-346
342-347
343-348

470-475
665-670
733-738
939-944
1029-1034

1129-1134

Tab.5.8: Liste der mobglichen N-Myristoylierungsstelle innerhalb der Proteinsequenz des
NBCSA_SUBDO-Transporters.

Die Verknupfung von Proteinen mit Fettsduren wahrend der Translation dient der
Verankerung der Proteine auf der Innenseite der Zellmembran. Eine Myristoylierung
geschieht vorzugsweise an aussenliegenden, terminalen Glycinresten. Da Glycin die zweite
Aminosaure in einer Polypeptidkette darstellt, wird vor der Verknipfung mit Myristinsaure

das Initiatormethionin proteolytisch entfernt.

8) Erkennungsstelle flr Proteinamidierung (Konsensussequenz: x-G-[RK]-[RK] [x ist die
Amidierungsposition], Kreil et al., 1984) (Tab. 5.9).

Position Sequenz

930-933

Tab.5.9: Liste der mdbglichen Erkennungsstellen fiir Proteinamidierungen innerhalb der
Proteinsequenz des NBCSA_SUBDO-Transporters.
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Die Amidierung der Vorstufen von Peptidhormonen oder anderen aktiven Peptiden fungiert
als eine Schnittstelle fur Peptidvorstufen (Peptide Precursor). Generell kdnnen alle
Aminosauren amidiert werden, jedoch stellen hydrophobe Aminosauren wie Valin oder
Phenylalanin weitaus bessere Substrate dar als geladene Aminosduren. Die C-terminale
Amidierung konnte bisher nicht bei Einzeller und Pflanzen gezeigt werden.

Es wurde eine weitere Proteinanalyse angefertigt, die zusatzliche Hinweise auf die Struktur
des Proteins geben sollte (RAO ARGOS-Algorithmus, PC/GENE 1995). Die Analyse konnte
folgende 10 Sequenzen als potentielle Transmembranhelices ausfindig machen (Tab. 5.10).
Die Bewertung der transmembranen Bereiche als primar und sekundar erfolgte Uber ihren
Amphibilitatsfaktor (Kyte et al., 1982). Dabei wurden primare Helices vornehmlich in stark
apolaren Bereichen der Aminosauresequenz ausgemacht. Sekundare Helices besitzen einen
hydrophileren, oder zumindest amphiphilen Charakter und erlauben eine Voraussage

bezuglich der Funktion der Transmembranregion zum Beispiel als Kanalprotein.

Sequenzbeginn aa Sequenzende aa Lange aa

10b

Tab. 5.10: Anzahl und Zusammensetzung der Transmembranhelices in der Aminoséduresequenz von
NBCSA_SUBDO (RAO ARGOS-Algorithmus, PC/GENE 1995). Die Bezeichnung ,a“ und ,b” riihren
von verschiedenen Nomenklaturen innerhalb der bestehenden Literatur her, die teilweise
Uberlappungen beriicksichtigt.
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Der k-NN Wert der Sequenz ergibt sich zu 9/23 und sagt somit eine Lokalisation innerhalb

der Plasmamembran von 87% voraus (Nearest Neighbor) (Horton et al.,1997).

5.3. Suche nach Sequenzhomologien zu bekannten
Transportersequenzen zur weiteren Charakterisierung von
NBCSA_SUBDO

Eine Homologiensuche mittels einer BLAST-Analyse ergab, dass die Schwammsequenz die
héchsten Homologien zum humanen Na/HCOj; Cotransporter der Transporterfamilie 4 zeigt
(Accession number NP_003606) (Abb.5.2). Die hohe Homologie spiegelte sich einem e-Wert
(siehe 4.25.4) von e'° wieder.

Die Gesamthomologien der beiden Sequenzen waren Uberaus hoch. 46% der Aminosauren
waren ahnlich (vergleichbare physiko-chemische Eigenschaften) und 28% der Aminsauren
identisch. Die beiden Konsensus-Sequenzen fir Anionentransporter fanden sich in der
Schwammsequenz zwischen den Aminosduren (AS) ASees-ASs73 und  ASgi3-ASg2o
(Reithmeier 1993). Auch alle zusatzlichen konservierten oder ahnlichen Bereiche beziiglich
der Aminosauresequenz von Metazoen-Bikarbonattransportern waren mit deutlichen
Homologien in der Schwammsequenz auffindbar (Romero et al., 1999). Die transmembranen
Helices 9 und 10 der Schwammsequenz enthalten zwei hydrophobe Signaturen. Die bei
héheren Metazoen ausgedehnte extrazellulare Schleife im Bereich zwischen den Helices 5
und 6 ist in der Schwammsequenz deutlich kirzer. Dafiir besitzt die Sequenz eine
ausgedehnte intrazelluldre Schleife zwischen den Helices 4 und 5.

Ein weiteres charakteristisches Merkmal neben dem Vorhandensein einer Elektrogenitat, der
pH-Wert Abhangigkeit, der Natrium- und Bikarbonatabhangigkeit ist die kompetetive
Hemmbarkeit des Transporters mittels Stilbenderivaten wie DIDS (4,4 -diisothiocyano-2,2°-
stilbendisulfonat). Die Schwammsequenz NBCSA_SUBDO besitzt vier Bindestellen, welche
weitgehend mit bereits identifizierten DIDS-Bindestellen Ubereinstimmen (Romero et al.,
1999, Virkki et al., 2003). Diese liegen an den Positionen AS763-AS75, ASs26-ASg2s, AS1027-
AS036 Und AS1176-AS1150. Die Bindestellen an AS735-AS765 Und ASgrs-ASs2s werden von Virkki
als disrupted bezeichnet, was eine Unterbrechung des Motivs im Vergleich zu der Bezugs-

Sequenz anzeigt.
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NBCSA SUBDO MNPPEKLSVTNYSRTDRHGNHEVQMLDLPGSPQFPRINSTSIESPPSNISTSSTPVREGHSPMF IIRDGYETINSEATESDIT 78
NBC4-2 HOMO ---------------------------- MERFRLERSNL.PGIEDEEANYVDLGKTSSTVNIKFEKIZELESHIRAVY T[€VHYP 50

NBCSA SUBDO TESPGINTRIRSNKGADLLNFVTIRNMNTHSSEISSTIBEGKSTGTINSEIMSIOSEYSSIPGPINKAVRILMPSKSPTSSKKSDVDTK 156
NBC4-2_HOMO F¥ ERRNRHRHRGHKHHHIRRKDKESDKE|BE - - - - - - ERIS Y DINSIORVOFILGTEDDDEE - - - - - - - - - - - - - 106

NBCSA SUBDO VSTAIGHFSVAPKDMSVLERISKRAQHHSKRVRKIEHENEGVENEEIRL.DPSDEL L E TN A SN0 eS 234
NBC4-2 HOMO --------=--mmmmmmmmmmmmmmmo e ERIDHID T, FIVEMIDE L@ adeIn EMEWINE TARWLKFEEDVERGERWE 152
*kkkkkkkkk
NBCSA SUBDO H§SAWAF] e JRNCIFVMT.D Vilelin)ai=iy T ADIS T VDI, VAS GQTEEINOR Ejz ViR SEDITLWERLKQ 312
NBC4-2 HOMO YYATISLEEIFIARRS CRIT NETIYRNIRAS TTDERENRMgAn N aR:NlelodDizis TIskaN R E HIEION - - - - - SRFT 225
NBCSA SUBDO DPDGRLEHREEGLREIBH SELECES ssSEBKODQEREKS@PD T TRQETNGEKEKE@SNSSSSKREEFQRIS 390
NBC4-2_ HOMO PLVRSFADMEK - - - [{HED PEILIBERNEEE - - - - SASRHETIITGIISASNIBSL.RGESPLSLMLCGHLLPSSIH- - - - - A 291
NBCSA SUBDO SAELLAESEDERERESSEEEVHG I@HIENGSNPRDMHI SDKKVMFNHAGCESEEFF PIRYSEGSSGFVSQTGSTDVCD 468
NBC4-2_ HOMO GTIAGSRCHNT P\isaNsONEIRESSPSSRLTSRSSQK - - SQROAPELLIYS PARDD I PTVIAIHIFPEEDLEAALKGEEQKNE 367
NBCSA SUBDO TGTTRTOELKKMIEKISKLP@APP---BRQIN------- SERKRKMSVESLY DERNESLT] 536
NBC4-2 HOMO E-NVDLTIZGILAEQOSAPGNMDNSKSGIRIKGNGSCGGSRE DFSKVDYUNFY TGINBAS ENYDIEE] 444
NBCSA SUBDO E INOJSIEIT. 1 €T, TEV PV PR F I YLLLG Pligfeifieiny HE VGREMATL.MS Digksl FHDJNA Y@ AW KIDDIZT 1o DST 614
NBC4-2 HOMO B VU T gNe ] TEVDVPIRFLFLLLG PN N=I0 Y HE T GRS T ATLMT DI FH DA KEKD- LSGIEREANOVT 522
kkkkkkkkkkkkkkk

NBCSA SUBDO \YR3=eDUSOEIR P TMHERNEL! QHKVEENQRKVFSVD)g---------- IFKH IHeGGMI LVKRMPSI®T, 682
NBC4-2 HOMO \WR3seriyy P SIRIEPPKSVPSQE IPVFHNGSTPTLGET|FKEAAHHAGPERQ RIBIGGLNS NKAPFPLEIE 600

[~consl~]
NBCSA SUBDO [eoyN#ie pfil IS Aly EfS TIKSONGE Tipg# LA TGll] AWOPLTVLINGTGPLILFERN 760
NBC4-2 HOMO KeyN#SieC] L| CEC SIEVAT] EGRMSAT|IHRFGASHT SLFACOPLTILESTGPVLVFE 678
{TM1--------------- TM1} {TM2- - - oo TM2 }
*kkkkkkkk *kkkkkkk
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Abb. 5.2: Na'/HCO3 [Si(OH),] Cotransporter (NBCSA)-verwandte Sequenz aus Suberites domuncula.
Alignment der Aminoséuresequenz aus der Sequenz von NBCSA_SUBDO und der Sequenz mit den
héchsten Homologien, dem humanen NBC-Cotransporter NBC4-2_HOMO, (Accession Number
NP_003606). Die gleichen oder &hnlichen Sequenzbereiche sind schwarz unterlegt. Die
transmembranen Bereiche (TM), die Anionen Exchanger Consensusbereiche (cons) und die putativen
DIDS Bindestellen sind innerhalb der Sequenz markiert.
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5.4. Phylogenetische Analyse der Proteinsequenz von
NBCSA_SUBDO

Mittels der phylogenetischen Analyse ist es mdglich, eine Einordnung der Sequenz in die
evolutiondre, phylogenetische Stellung innerhalb des Tierreichs zu finden. Es kénnen auf
Ubersichtliche Weise Verwandtschaftsbeziehungen erstellt und quantifiziert bzw. bewertet
werden (siehe 4.24.4). Die Analyse beruht auf BLAST Analysen der Sequenzen, die dann
mittels PAM-Substitutionsmatrices (Dayhoff et al., 1978) und der Bootstrapping-Methode
(Felsenstein, 1993) ausgewertet wurden. Fur die Erstellung der Graphen der Stammbaume
wurde das Programm Treeview 1.6.6. verwendet.

Die bisher bekannten und klonierten NBC-Transporter stammten ausnahmslos von
Metazoen. In der vorliegenden phylogenetischen Analyse wurden das putative N-terminale
zytoplasmatische Ende der Sequenz und die Transmembranregionen getrennt behandelt.
Die N-terminale zytoplasmatische Domane von NBCSA SUBDO zeigte die hochsten
Sequenzhomologie zum humanen NBC-Cotransporter member 7 (NBC4-2_ HOMO,
Accession Number NP_003606, (Abb. 5.3). Zwischen diesen beiden Sequenzen bestand
eine Gesamthomologie von 46% ahnlichen und 28% identischen Aminosauren. Die
Sequenzen zweier Anionentransporter aus Invertebraten waren phylogenetisch weniger
verwandt. Es handelte sich um einen Na'-getriebenen Anionentransporter (NAE_DROME)
aus der Fruchtfliege Drosophila melanogaster und einen NBC Transporter aus dem
Nematodenwurm Caenorhabditis elegans (NBCI_CAEEL). Eine weitere deutliche Abnahme
der Sequenzhomologien war in Bezug auf Proteine zu sehen, die eine entferntere
phylogenetische Verwandtschaft besallen. Darunter fielen das Breb5p Protein
(BRES5p_YEAST) aus der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae und das pflanzliche
Pentatricopeptid (PRP) aus der Kresse Arabidopsis thaliana (Abb. 5.3).

Die Untersuchung der Transmembrandomanen der Schwammsequenz NBCSA_SUBDO
kam zu einem ahnlichen Ergebnis. Auch hier lag die hochste Homologie bei
Aminosauresequenzen von Metazoen, also Vielzellern und zwar speziell der Sequenz des
humanen NBC-Transporters NBC4-2 HOMO (Accession number NP_003606) und des
Anionentransporters SLC4A3 (AESLC4A3 HOMO, Accession number AAN34393.1) sowie
des Na* abhangigen Anionentransporters aus Drosophila melanogaster (NAEr_DROME) und
des Bikarbonat-Cotransporters aus Caenorhabditis elegans (NBCr_CAEEL). Dabei wurden
eine Ahnlichkeit von ca. 45% und eine totale Sequenzhomologie von ca. 28% beobachtet.
Die Homologie mit Sequenzen aus der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae und mit
pflanzlichen Sequenzen war jedoch gering. Abbildung 5.3 zeigt eine detaillierte

Verwandtschaftsanalyse der Sequenzen von Vielzellern und Einzellern an.
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Abb. 5.3: (A) Phylogenetische Analyse des N-terminalen Endes von NBCSA_SUBDO und NBC-
Cotransporter. (B) Phylogenetische Analyse der Transmembranregionen der beiden Sequenzen. Die
phylogenetischen Diagramme wurden mit den pflanzlichen Sequenzen von Arabidopsis Thaliana als
Outgroup erstellt. Die Langenskala indiziert eine evolutiondre Distanz von 0,1 Aminoséduren pro
Position innerhalb der Sequenz.

5.5. Analyse der SDNBCSA-Transporter RNA Transkripte

5.5.1. Analyse mittels Northern Blotting

Die Analyse mittels Northern Blot wurde aus zwei verschiedenen Grunden durchgefuhrt.
Zunachst sollte analysiert werden, ob der aus der cDNA-Bank stammende Klon des
Bikarbonattransporters in seiner gesamten Lange isoliert worden ist.

Des Weiteren sollte untersucht werden, ob die Genexpression des NBCSA SUBDO
induzierbar ist und auf die Zugabe von Silikat von Silikat reagiert.
Die aus dissoziierten Schwammzellen hergestellte Primmorphe eines Schwammes wurden
in Sigma-Seawater® 5 Tage lang mit verschiedenen Silikatkonzentrationen inkubiert. Eine
Vergleichskultur enthielt konstant 2uM Silikat, was in etwa der in der natirlichen Umgebung
des Schwammes vorkommenden Silikatkonzentration entspricht, wogegen die zweite Kultur
mit 60uM Silikat gehalten wurde. Diese Konzentration entsprach der experimentell
bestimmten optimalen Konzentration fir die Nadelbildung in Suberites domuncula (Krasko et
al., 2000). Nach der Isolation der RNA und GroRRenseparation der erhaltenen RNA-Molekiile
wurde ein Northern Blot durchgefiihrt. Als Sonden dienten dabei markierte Nukleinsauren,
die mittels genspezifischen Primern aus der cDNA von SDNBCSA hergestellt wurden
(Forwardprimer: AE_prob_fre AAA CGC ACA CAC TCT TCA AG, Reverseprimer:
AE_prob_rv AGA CCT CTC CTA AGT TCC AC) und eine Sonde aus schwammeigenen [3-
Tubulin (SDTUB) als Negativkontrolle (Forwardprimer: Tubulin-SD44-Fwd: GGA AGT CAT
CTC AGA CGA A, Tubulin-SD44-Rev: GGA TAT TCT TCA CGG ATC T).
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Die GrofRe des Signals von SDNBCSA betrug 4,1 kd und entsprach damit der Lange der aus
dem Schwamm isolierten cDNA. Die Untersuchungen zum Ansprechen der Genregulation
auf die Zugabe von Silikat ergaben das in Abbildung 5.4 gezeigte Ergebnis. In Abwesenheit
von Silikat im Zellkultumedium (Sigma-Seawater®) zeigte sich eine niedrige
Transkriptionsrate des Gens. Diese niedrige Transkriptionsrate anderte sich auch nicht
wahrend der filnftagigen Inkubation. Dagegen wurde in der Probe, mit 60uM Silikat ein
deutlicher Anstieg der Anzahl der Transkripte beobachtet. Zur Kontrolle wurde R-Tubulin-
RNA aus Suberites domuncula in beiden Versuchen mit aufgetragen. Eine Anderung in der

Transkriptionsrate konnte in beiden Versuchen nicht beobachtet werden.

NBCSA-Cotransporter

kb
SW R . N
SW plus -4

B-tubulin

SW plus - - 15
60 UM SA '

0 2 & Tage

Abb.5.4: Steady state level der SDNBCSA-Expression im Gewebe von Suberites domuncula. Die
Primmorphe wurden mit und ohne Zusatz von Silikat (60uM Natrium-Metasilikat) gehalten. Die
entsprechende RNA wurde isoliert, elektrophoretisch aufgetrennt und geblottet. Die erhaltenen
Membranen wurden mit markierter cDNA-Sonde aus SDNBCSA und SDTUB (8-Tubulin) sondiert. Die
Tubulinsonde soll die identische Auftragsmenge pro Geltasche demonstrieren.

5.5.2. Analyse mittels In situ Hybridisierung

Die In situ Hybridisierung ist eine Technik zum Nachweis spezifischer Nukleinsduren (RNA,
DNA) im Gewebeschnitt mittels einer Gensonde (siehe 4.19). Die Gensonde fir die In situ
Hybirdisierung im Rahmen dieser Arbeit wurde durch PCR mit den AE _prob_fw und
AE_prob_rev hergestellt (Abb. 5.1) und mit Digoxigenin chemolumineszenzmarkiert.

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Wege gewahlt, um den Zusammenhang zwischen
der Synthese der Silikatstrukturen und der Expression der NBC-Transporter Gensequenz zu

untersuchen.
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Zunachst wurde nach einer teilweisen Dissoziation von Schwammgewebe mittels 2,5mM
EDTA-LAsung eine Praparation von Silikatnadeln des Schwammes hergestellt, an welcher
die unmittelbar an den Nadeln anliegenden Zellen noch vorhanden waren. Mit diesem
Material wurde eine In situ Hybridisierung durchgefiihrt. Nach Behandlung der Praparation
mit der Antisense-Sonde der SDNBCSA-DNA zeigte eine groRe Anzahl der betroffenen
Zellen ein positives Signal. Eine Kontrolle, in welcher die markierte Sense-Sonde der
SDNBCSA-DNA zur Inkubation verwendet wurde, zeigte keine Farbung der Probe (Abb. 5.6
A, B).

Eine weitere In situ Analyse (Abb. 5.6 C, D) wurde mit einer anderen Probenvorbereitung
durchgefiihrt, um die Lokalisation der positiven Signale innerhalb des Gewebes zu
analysieren. Hierzu wurden Primmorphen-Kulturen von Suberites domuncula aus
dissoziierten Zellen des Schwammes hergestellt. Gewebeschnitte dieser Primmorphe
wurden mit der Antisense-Sonde der SDNBCSA-DNA hybridisiert, die Sense-Sonde wurde
als Negativkontrolle verwendet. Primmorphe die nach 5 Tagen ohne zusatzliche
Silikatzugabe untersucht wurden, zeigten nur bei einer kleinen Anzahl von Zellen eine
deutlich positive Reaktion. Bei Primmorphen die wahrend der 5 Tage mit einem Zusatz von
60uM Silikat gehalten wurden, konnte eine stabchenférmige bzw. nadelférmige Anordnung
von Zellklustern beobachtet werden, die durch die Farbung der entsprechenden Bereiche

sichtbar wurde.
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Abb. 5.6: In Situ Hybridisierung zur Lokalisierung von Zellen, die das SDNBCSA-Transportergen
exprimierten. (A). Silikatnadeln von Suberites domuncula isoliert durch EDTA-Behandlung der Zellen.
Durch In situ Hybridisierung mit einer markierten SDNBCSA Antisense-Sonde zeigen die Zellen,
welche eng an den Nadeln liegen eine positive Reaktion in Form einer dunklen Fé&rbung
(VergréBerung 160x). (B). Gegenkontrolle durch Hybridisierung mit dem Sense Strang von SDNBCSA
(VergréBerung 160x). (C) Schnittpréparat durch einen Primmorphen, kultiviert ohne Zugabe von
Silikat. (D). Schnittprédparat eines Primmorphen kultiviert mit einem Silikatzusatz von 60uM. Die
Kultivierung dauerte 5 Tage (VergréBerung 40x). In D sind stdbchenférmige Zellkluster zusehen,
welche mit der Antisense SDNBCSA eine dunkle Farbung ergeben (VergréBerung 160x).

5.6. Western Blotting

Um das innerhalb dieser Arbeit flr elektronenmikroskopische Studien und zur
Antikdrperherstellung isolierte Axialflament des Schwammes Suberites domuncula zuvor auf
Identitédt und Verunreinigung zu prufen, wurde mit dem isolierten Material (siehe 4.5) eine
SDS-Gelelektrophorese mit anschlieRendem Western Blot angefertigt. Verwendet wurde
dabei der Antikdrper gegen das isolierte Axialfilament des Schwammes (siehe 4.24).

Fir die SDS-Gelelektrophorese wurde das Gel wie beschrieben hergestellt (sieche 4.22.1).
Nach dem Auftragen von 10ug Protein pro Geltasche wurde die Elektrophorese mit 90V bis
zum Erreichen der Trenngelfront und danach mit einer Spannung von 120V bis zum Ende
durchgefiihrt. Die Farbung erfolgte mittels Coomassie Blue Farbung (siehe 4.22.2) (Abb.:
5.7).
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Abb. 5.7: SDS-Gelelektrophorese von isolierten Axialfilamenten. Verschiedene Proben wurden zum
Vergleich nebeneinander aufgetragen. M: Proteinmarker, 1: Schwammextrakt aus Suberites
domuncula, 2: rekombinant hergestelltes Silicatein a, 3: gereinigtes, isoliertes Axialfilament aus
Suberites domuncula.

Auf das Gel wurde zusatzlich zu der Probe neben einem Proteinmarker auch ein
Schwammextrakt aus Suberites domuncula und rekombinant hergestelltes Silikatein a
aufgetragen. Die Banden der drei Proben zeigten eine unterschiedliche Laufhoéhe. Die
Signale aus dem Schwammextrakt lagen am héchsten, da das Silikatein dort in nativer Form
vorlag und die Signale somit teilweise unprozessierte Formen des Proteins darstellten. Als
zweithdchstes Signal wurde das rekombinante Silikatein a detektiert. Der Grund flir den
Grolenunterschied gegenuber dem isolierten Proteinfilament war die Herstellung des
Antikorpers, da das Protein noch zusatzliche Sequenzen besal}, wie ein zur Aufreinigung
verwendeter Oligohistidin-Rest.

Um die Proteinbanden auf ihre Antikérperspezifitdt, auf ihr Molekulargewicht und damit
indirekt auf ihre Identitat zu prifen, wurde erneut ein Gel wie oben beschrieben hergestellt
und fir einen Western-Blot im Semi dry Verfahren verwendet (siehe 4.23). Nach dem
Transfer wurde die Markerbande abgeschnitten und separat mittels Amidoschwarz-Farbung
visualisiert. Als Primarantikorper gegen das native Silikatein wurde der Antikorper gegen das
isolierte Axialfilament von Suberites domuncula verwendet. Die Entwicklung erfolgte wie
beschrieben mittels NBT/X-Phosphat (siehe 4.23.1) (Abb. 5.8).
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Abb. 5.8: Western-Blot zur Identifizierung von aus Suberites domuncula isoliertem Axialfilament. M:
Proteinmarker, 1. Schwammextrakt aus Suberites domuncula, 2: gereinigtes, isoliertes Axialfilament
aus Suberites domuncula, 3: rekombinant hergestelltes Silicatein a.

5.7. Untersuchung des Effekts von Silikat-Zugabe auf die spektralen
Eigenschaften von Schwammzellen in Gegenwart des
Fluoreszenzfarbstoffes PDMPO (LysoSensor® yellow-blue)

Mittels eines Fluoreszenzassays sollte der Einfluss einer Silikatzugabe auf kinetische
Vorgange in isolierten Zellen von Suberites domuncula dargestellt werden. Durch die
Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffes LysoSensor® yellow/blue (PDMPO) war es méglich,
eine Aussage Uber eine eventuelle Aufnahme von Silikat in die Schwammzelle zu treffen,
oder zumindest eine Reaktion der Zellen auf Silikatanreicherung auch kinetisch zu verfolgen.
In dem Versuchsaufbau wurden dissoziierte Schwammzellen einer Dichte von 6x10° xml”
bei 17°C mit und ohne 2 minutige Vorinkubation mit 60uM Na-Metasilikat unter einem
Fluoreszenzmikroskop bei einer Wellenlange von 445nm im Pseudocolor-Modus betrachtet.
Dabei wurde eine geringe Fluoreszenzintensitat durch eine blaue Farbung angezeigt,
ansteigend Uber griin und gelb bis zu einer hohen Intensitat, die mit roter Farbung dargestellt
wurde. Als Fluoreszenzindikator wurde nach 2 Minuten der pH-sensitve Farbstoff PDMPO
(LysoSensor® yellow-blue) in einer Konzentration von 3uM dazugegeben.

In einem weiteren Versuchsaufbau wurde der Einfluss der Temperatur auf den gleichen
Prozess untersucht. Dabei wurden die Zellen 12 Stunden lang auf 4°C gehalten, um den

Zellstoffwechsel an diese niedrige Temperatur anzupassen. Dann wurde analog verfahren.
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Um eine mdgliche Hemmbarkeit des Aufnahmeprozesses zu priufen und eine weitere
Charakterisierung der Vorgange und des mdglichen Transporters zu unternehmen, wurden
die Versuche mit der Zugabe des Stilbensulfonsdurederivates DIDS in einer Konzentration
von 20uM wiederholt. Die Ergebnisse des Fluoreszenzessays sind in Abbildung 5.9 gezeigt
und in Abbildung 5.10 quantifiziert.

Ein nur geringflgiger Anstieg der Fluoreszenzintensitat von blau nach rot war in Zellen ohne
zusatzlichen Silikatzusatz bei einer Temperatur von 17°C zu beobachten (Abb. 5.9 A).
Wurden die Zellen jedoch mit 60uM Silikat vorinkubiert, konnte man einen starken Anstieg
der Fluoreszenzintensitat von blau nach rot bereits nach 6 Minuten Inkubation mit 3uM
LysoSensor® beobachten (Abb. 5.9. B). Daraus konnte geschlossen werden, dass die
isolierten Schwammzellen von Suberites domuncula auf die Zugabe von Silikat mit einer
Anderung der Fluoreszenzeigenschaften des Farbstoffes LysoSensor® intrazelluldr reagieren
koénnen.

Die aufgrund dessen durchgefihrte quantitative Analysen sollten die Auswirkung der
Temperatur und der Zugabe eines spezifischen Hemmstoffes (DIDS) auf diesen Effekt
untersuchen. Hier ergab der Essay bei 4°C ein niedriges Level an Fluoreszenzintensitat, der
etwa bei 0,02 arbitrary units lag. Dieses Ergebnis war weitgehend unabhangig von einer
Vorinkubation mit Metasilikat oder der Zugabe des Inhibitors DIDS.

Wurde hingegen die Farbstoffreaktion bei einer Temperatur von 17°C durchgefihrt, zeigte
sich eine deutliche Reaktion, welche durch Co-Inkubation mit DIDS inhibierbar war. Die
Farbreaktion ohne Zugabe von zusatzlichem Silikat bei 17°C fiel deutlich schwéacher aus und
bewegte sich im Rahmen von 0,020 bis 0,025 arbitrary units nach 16 Minuten. Der Anstieg
der mit Silikat vorbehandelten Proben bei 17°C bewegte sich dagegen im Bereich von 0.10
arbitray units.

Um quantifizierbare Aussagen Uber die Hemmbarkeit des Transportvorgangs treffen zu
kénnen, wurden samtliche Versuche parallel mit einer Zugabe von 20uM DIDS durchgeflhrt.
Das Ergebnis war eine jeweils nur sehr schwache Fluoreszenzreaktion nach 16 Minuten und
darUber hinaus. Keine Unterschiede in den Ergebnissen wurden bei den Versuchen mit
DIDS und unterschiedlichen Temperaturen (4°C und 17°C) gemessen. Diese Ergebnisse

legten eine Hemmbarkeit der Transportvorgange durch einen spezifischen Inhibitor nahe.

106



(Ohne Silikatzugabe) (Mit Silikatzugabe)

Abb. 5.9: A: Isolierte Schwammzellen von Suberites domuncula ohne zusétzliche Zugabe von Silikat,
gemessen bei 17° und nach 2 miniitiger Inkubation mit dem Fluoreszenzfarbstoff LysoSensor®. B.
Isolierte Schwammzellen von Suberites domuncula mit zusétzlichen 60uM Silikat (als Na-Metasilikat)
aufgenommen unter gleichen Bedingungen. Die Fluoreszenzwellenldnge betrdgt 445nm. Die Intervalle
der Aufnahmen betragen 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 und 16 Minuten. Die VergréBerung ist x 30.

FLUORESZENZINTENSITATEN
A B
010 ¥C 010 4 17°C
0.05 0.05
0M6 0M6 0M6 O0ME min 0M6 046 046 0M6 min
-SA +5A -SA +5SA -8R +5A -S5A +5A
+DIDS +0I0S +DIDS +DIDS

Abb. 5.10: Effekt einer Silikatzugabe auf die Fluoreszenzemission von LysoSensor® in
Schwammzellen von Suberites domuncula. Die Zellen werden in Abwesenheit (-SA, weille Balken)
oder mit zusétzlichem Silikat (+SA, schwarze Balken) inkubiert. In einem weiteren Versuchsaufbau
wird der Transportinhibitor DIDS (20uM) zum Zeitpunkt t= 0 Minuten zu Zellen ohne (-SA+ DIDS,
gestreifte Balken) und mit zuséatzlichem Silikat (+SA+DIDS, rautig gemusterte Balken) gegeben. Nach
2 Minuten wurde der Fluoreszenzfarbstoff LysoSensor® zugegeben und die Messung 16 Minuten bei
445nm durchgefiihrt. Die Versuche wurden sowohl bei 4° (A) oder bei 17° (B) durchgefiihrt.
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5.8. Untersuchungen mittels elektronenmikroskopischen Methoden

5.8.1. Transmissionselektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Studien wurden aufgenommen, um einen besseres
Verstandnis der Bildung von Silikatnadeln des Schwammes zu gewinnen. Da dieser
Vorgang, von seiner Initiation bis zur fertigen Nadel ein sehr hohes Mafl} an Kontrolle
voraussetzt, steht er in direktem Zusammenhang mit dem Vorhandensein eines

Silikattransportsystems, dessen Expression und Lokalisation.

5.8.2. Entwicklung des Axilalfilamentes in Suberites domuncula

Die bisherigen Theorien der Axialfilamententwicklung gingen davon aus, dass der axiale
Kanal der Schwammnadeln véllig von einem Filament, bestehend aus dem Protein Silikatein
ausgefiillt wird (Uriz et al., 2000). Die vorliegenden Studien wurden am Modellsytem der
Primmorphe von Suberites domuncula angefertigt, um gerade die Phase die Entstehung und
Reifung des axialen Filaments beobachten zu kénnen.

Aus den Primmorphen wurden 60nm dicke Schnitte angefertigt und im TEM untersucht. Die
beobachtete Nadelbildung begann um eine nach auRen homogene Roéhre aus Protein, dem
Axialflament. Um diese Rohre waren mehrere elektronendichte Strukturen sichtbar,
resultierend aus der beginnenden Nadelbildung (Abb.5.8 A und B). Mit fortschreitender
Nadelbildung reduzierte sich der Durchmesser des axialen Filaments von 2,5um (Abb.5.8 A
und B) zu etwa 0,8um (Abb.5.8 E und F). Gleichzeitig vergrofierte sich der Durchmesser der
wachsenden Nadel auf ~5um (Abb.5.8 C und D). In diesem Stadium der Entwicklung waren
die Nadeln bereits extrazellular anzutreffen (Abb.5.8 E und F). Im darauf folgenden Stadium
der Nadelentwicklung konnten zwei verschiedene Strukturen innerhalb des Axialkanals
unterschieden werden. In der ersten Struktur wurde der Axialkanal von Membranstrukturen
dominiert und es war nur ein verhaltnismaRig kleines Axialfilament zu sehen. Dabei hatte das
0,2-0,8um grof3e Filament die gleiche Elektronendichte wie das wahrend der initalen Phase
der Nadelentwicklung (Abb.5.8 A und B). Unter den zelluldren Strukturen waren viele 10-
15nm lange runde Fibrillen zu erkennen (Abb.5.8 D), wobei diese Strukturen direkt mit den
Silikatstrukturen verbunden waren (Abb.5.8 E und F). Im zweiten davon unterscheidbaren
Strukturmuster besal’ der ca. 0,8um messende Axialkanal ein im Durchmesser 0,4um
betragendes elektronendichtes Filament mit zusatzlichen zellularen Strukturen zwischen
Filament und Silikatnadel (Abb.5.8 G und H).
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In diesem Stadium betrug der Durchmesser der Nadel 3-5um. Im verwendeten Primmorphen
Untersuchungssystem blieb der Durchmesser der Nadeln unverdndert und unter dem in
nativen Schwammen gemessenen Wert von 7um. Im darauf folgenden Entwicklungsschritt
wurde der Axialkanal fast vollstandig durch das homogene Filament ausgeflllt (Abb. | und J).
Die Nadel befand sich zu diesem Zeitpunkt extrazellular im Mesohyl und war mit

Kollagenfasern assoziiert.

5.8.3. Nadelbildung in Sklerozyten

Eine ebenfalls haufig diskutierte Frage bezliglich der Nadelbildung ist, ob sich diese
ganzheitlich oder auch nur zum Teil intra- oder extrazellular vollzieht. Um diese Frage einer
eventuellen Kompartimentierung analysieren zu kdénnen, wurden weitere TEM-Analysen
angefertigt und ausgewertet.

Als Untersuchungsobjekt wurden erneut Primmorphe des Schwamms Suberites domuncula
gewahlt. Die 60nm dunnen Schnitte wurden unter dem TEM auf Hinweise untersucht, welche
auf eine Kompartimentierung in Verbindung mit der Synthese der Nadeln hindeuteten. In der
Initialphase der Silikatnadelbildung bildeten die Sklerozyten langliche Strukturen aus (Abb.
5.9 A). Die Sklerozyten waren dabei in das Mesohyl eingebettet und haben keinen Kontakt
zu den benachbarten Zellen (Abb. 5.9 A und B). Bei einer hdheren Vergrélterung war zu
erkennen, dass die betreffenden Zellen jeweils in der Lage waren, mehrere Nadeln zur
gleichen Zeit zu synthetisieren, wobei die beobachtete Lange der Nadeln bei etwa 0,7-8um
und der Durchmesser bei bis zu 0,9um lag (Abb. 5.9 C). Anhand der Aufnahmen wurde
deutlich, dass sich die Nadelbildung gerade am Anfang in Vesikeln vollzieht (Abb. 5.9 C).
Nach Erreichen einer Grélke von etwa 5um begann sich der Zellkérper der Sklerozyten zu

kontrahieren, bis er die Nadel fast vollstandig eng umschloss (Abb. 5.9 D).
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Abb. 5.8: TEM-Analyse der Entwicklung des Axialfilamentes in Nadeln von Primmorphen aus
Suberites domuncula. Initiale Phase des Wachstums der Nadel (sp) mit homogenem
elektronendichten Filament (af) (A und B). Im weiteren Verlauf der Entwicklung sind im Axialkanal (ac)
der Nadel Membranstrukturen zu sehen (C-D) und (E-F) (Axialfilament markiert in D). Hbhere
VergréRerungen zeigen eine enge Assoziierung der Membranstrukturen des Axialkanals mit der
inneren Oberfliche der Nadel (F). Das eigentliche Axialfilament ist im Axialkanal von
Membranstrukturen umgeben (G und H). Im letzten Stadium der Entwicklung besteht das Filament
aus einem homogenen Kern, welcher den zentralen Kanal nicht véllig ausfiillt. Im Extrazellularraum
besteht eine Assoziation zu Kollagenfaser (co) (I und J). VergréBerung: linke Bildspalte 1um
Skalierung, rechte Bildspalte 2um Skalierung.
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Abb. 5.9: TEM-Analyse der Nadelbildung in Primmorphen von Suberites domuncula. Ein lang
gezogener Sklerozyt steht am Beginn der Bildung der Nadel (sp) in der Initialphase, eingebettet in das
Mesohyl (A). Die Nadel wéachst und reift innerhalb des Sklerozyten. Es kann die Bildung mehrerer
Nadeln innerhalb einer Zelle beobachtet werden (B und C). In einer spéateren Phase der Nadelbildung
kann die Kontraktion des Sklerozytenzellkérpers beobachtet werden (D).

5.8.4. Morphologie der Silikatanreicherung

Da die Bildung von komplexen Silikatstrukturen in Organismen einen hohen Grad an
Regulierung auf verschiedenen Ebenen voraussetzt, war es von grolem Interesse zu
visualisieren, an welchen Stellen innerhalb des Schwamms einzelne oder mehrere dieser
Kontrolimechanismen angreifen oder bereits angegriffen haben. Eine sehr geeignete Technik
daflir ist die Immunogold-gekoppelte Transmissions-Elektronenmikroskopie. Sie kann alleine
oder in Erganzung anderer immunologischer Methoden angewendet werden. In dieser Arbeit
wurde die Technik auf Gewebeschnitte eines adulten Schwammes der Spezies Suberites
domuncula angewendet. Die Proben wurden wie in 4.13 beschrieben aufbereitet und mit
polyklonalen Antikdrpern gegen natives, mittels Flusssaurepuffer isoliertes Silikatein der
gleichen Spezies markiert. Bei Betrachtung der Bilder im Transmissionsmikroskop
erscheinen gebundene Antikdrper als schwarze Punkte in dem abgebildeten Gewebe.

Wie in der Abbildung 5.10 zu sehen ist, erhielt man bei der mit Praimmunserum als
Negativkontrolle behandelten Probe (Abb. 5.10 A) fast keine Signale an extra- und
intrazellularen Strukturen. Bei den mit Anti- Silikatein Antikbrpern PoAb-Silic behandelten
Proben, wurden hingegen deutliche Signale in Form von schwarzen Plinktchen sichtbar. Sie
konzentrierten sich vor allem auf die Bereiche der Oberflache der Silikatnadel. Die innere
Oberflache des Axialkanals und dessen aufere Oberflache wurden ebenfalls von der
Farbung erfasst (Abb. 5.10 B und C). Bei einer héheren Vergroflerung wird die Farbung der
inneren und aufieren Oberflache noch deutlicher abgebildet (Abb. 5.10 C).
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Eine zusatzliche intensive Farbung durch die Anti-Silicatein Antikbrper war im Axialfilament
der Nadel zu sehen, welches sich im Zentralkanal der Nadel befand (Abb. 5.10 B und D).

Abb. 5.10: Immunogold gekoppelte TEM-Aufnahmen von Querschnittprédparaten der Silikatnadeln von
Suberites domuncula. Als Kontrolle wurde das Préimmunserum der PoAb-Silic Antikérper Herstellung
verwendet. Die Signalverteilung wurde anhand eines nanogoldmarkierten sekundéren Antikérpers
visualisiert. Zu sehen ist die Negativkontrollen mittels Prdimmunserum (A). Inkubation mit PoAb-Silic
Antikérper und sekunddrem Nanogoldantik6rper (B,C,D). Sehr intensive Férbung ist zu sehen auf der
Oberflache der Nadel (sp) und des Axialfilamentes (af) (B). Bei hbherer Vergréf3erung ist die Férbung
der inneren und &uBeren Oberflache der Nadel (>, <) zu erkennen (C und D). Ebenfalls wird die starke
Reaktion des Axialflaments in der Immunogoldfédrbung deutlich (D). Die Skalierung der
Ldngenmalistébe betrégt auf allen Bildern 1um.
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6. Diskussion
Der Begriff der Biomineralisation beschreibt eine Form der Chemie, die in einzigartiger

Weise die Synthese von Stoffen verschiedenster Zusammensetzung mit dem Ziel kombiniert,
funktionalisierte anorganische Materialien in organischen Systemen herzustellen.

Eine gro3e Bandbreite von Organismen bedient sich dieser Mechanismen zur Synthese von
Strukturen mit verschiedensten Funktionen, die vielfaltiger sind als nur die reine
Strukturgebung. Beginnend mit Bakterien und einfachen Einzellern, Uber die ersten
Metazoen (Porifera), bis hin zu den Saugetieren werden Biomineralien fir die
verschiedensten Zwecke synthetisiert. Dazu gehoért neben dem Schutz gegen Fralfeinde
auch die Fortbewegung, das Schneiden und Mahlen von Nahrung, die Regulation des
Auftriebs bei aquatischen Organismen, die optische und magnetische Orientierung sowie
Schwerkraftorientierung und die Speicherung (Mann, 2001).

Unabhangig der bestehenden groRen Unterschiede der Biomineralisation bezogen auf die
verwendeten Elemente und Mechanismen gibt es gemeinsame Prinzipien, denen die
Biomineralisation unterliegt. Die Biomineralisation beinhaltet eine selektive Extraktion und
Aufnahme von bestimmten Elementen aus der Umgebung, und deren Inkorporation in
funktionelle Strukturen unter strikter biologischer Kontrolle (Mann, 2001). Nur mit einem
hohen Mal® an Regulierung an den verschiedensten Stellen der meist stufenweisen
Biosynthesewege ist es dem jeweiligen Organismus mdglich, die Bildung der
hochkomplexen Kompositstrukturen zu erreichen, wie dies vor allem bei Schwammen oder
Diatomeen der Fall ist. Auch muss eine pathogene bzw. unkontrollierte Kristallbildung oder
Polykondensation unterbunden werden, wie beispielsweise bei der Bildung von
Nierensteinen in Saugern.

Die Erforschung der Biomineralisation beinhaltet das Studium der Bildung, Eigenschaften
und Struktur von anorganischen Feststoffen, welche in biologischen Systemen abgelagert
werden. Gleichzeitig konnen Erkenntnisse der Biomineralisation flir Gebiete wie
Palaontologie oder Taxonomie von grolem Wert sein. So dient die Morphologie von Nadeln
von Schwammen der Charakterisierung der jeweiligen Spezies.

In der vorliegenden Arbeit sollten Teile der Mechanismen der Biomineralisation des marinen
Schwammes Suberites domuncula genauer untersucht werden. Zentrale Aspekte der
Silikatpolymerisation des Schwammes konnten in der Vergangenheit bereits aufgeklart
werden (Krasko et al., 2000, Muller et al., 1999). Als offene Frage blieb jedoch die Aufnahme
von Silikat in die Schwammzelle und die damit verbundene Anreicherung des zentralen

Baustoffes der Nadeln.
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In direkten Zusammenhang stand auch die haufig diskutierte Frage, ob die Nadelsynthese
intra- oder extrazellular verlauft. Durch die Identifizierung eines maoglichen Kandidaten flr
den Silikattransport und die Erweiterung morphologischer Studien an Schwammgewebe von

Suberites domuncula sollte auf diese Fragen naher eingegangen werden.

6.1. Silikatpolymerisation in Suberites domuncula

Schwamme (Porifera) sind sessile, ausschlie3lich im Wasser lebende Metazoa, die durch ein
System zahlreicher mikroskopisch kleiner Offnungen, den Ostien, Wasser aufnehmen und
Uber Kanale und Geildelkammern filtrieren. Diese Ernahrung durch passive Filtration liefert
den Schwammen Sauerstoff und Nahrung, aber auch die Bausubstanz fir den Aufbau ihrer
Skelettstrukturen. Diesbezilglich teilen sich die Schwamme in zwei Gruppen. Die erste,
phylogenetisch jlingere Gruppe der Kalkschwdmme (Calcarea) ist naher mit den
Nesseltieren (Cnidaria) verwandt (Mdller et al., 1998) und besitzt Nadeln, die hauptsachlich
aus Magnesium-Kalzit bestehen. Davon unterscheiden sich die Gruppen der Hexactinelliden
und Demospongien, welche phylogenetisch alter sind und Silikat fur ihre Skelettstrukturen
verwenden (Abb. 6.1).

Deuterostomia

PORIFERA

s dorsoventral polarity

atilin N
Calcarea

biradial symmetry  Ctenophora

Cnidaria I/ )

” radial symmetry \ || L

e & Demospongiae oralfaboral axis y tH ]
Hexactinellida | g \ {
(Ca-carbonate skeleton) 1 2 kY

Urmetazoa

apoptosis | morphogens
cell-cell- and cell-matrix molecules / immune molecules

Abb. 6.1: Evolutionsdiagramm mit Einordnung der Schwdmme (Porifera) zwischen dem putativen
Urmetazoen und dem Urbilaterien (nach W.E.G. Miiller).

Die Verwendung von amorphem Silikat anstatt kristalliner Strukturen kann verschiedene
Grinde haben. Zum einen wird angenommen, dass zur Zeit des ersten Auftretens der
Schwamme, vor ca. 500 Mio. Jahren, die Ozeane reicher an CaCO; waren als an NaCl

(Holland, 1992). Diese ,Soda-Ozeane* hatten wahrscheinlich einen pH-Wert >9.
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Unter diesen Bedingungen konnte die Konzentration von geléstem SiO, héhere Werte
annehmen, als dies heute der Fall ist. Des Weiteren unterscheiden sich die
Materialeigenschaften von amorphem Silikat und Kristallen. Durch das Fehlen von
Bruchflachen und Ebenen wie in Kristallen, ist amorphes Silikat komplex modellierbar, ohne
dabei Materialspannungen zu erzeugen. Das durch eine Polykondensation entstandene
amorphe Silikatmaterial ist im Gegensatz zu amorphen Fallungen von CaCO; aufgrund der
extrem hohen Aktivierungsenergie von ca.800 kJmol™ fiir die Umwandlung zu Quarz stabil
(Ostwaldsche Stufenregelung).

Der Mechanismus, mit welchem der Schwamm Suberites domuncula seine Silikatspicula
herstellt, ist in den letzten Jahren intensiv beforscht und untersucht worden. Dabei gilt als
gesichert, dass die Nadelbildung genetisch kontrolliert ist (Simpson, 1984). Durch Silikat
werden bestimmte Gene im Schwamm, so genannte ,Silica responsive genes® (siehe Seite
132) in ihrer Transkriptionsrate erhoht. Dazu gehoren Kollagen, Silikatein und Myotrophin
(Krasko et al., 2000). Im Gegensatz zu Kollagen bzw. Spongin, welches auch unabhangig
von der Nadelsynthese bevorzugt in so genannten Lophozyten hergestellt werden kann,
findet die Synthese der Kollagenpolypeptide, welche direkt an der Nadelsynthese beteiligt
sind, in Sklerozyten und Exopinacozyten statt (Weissenfels und Landschoff, 1977). Die
Sklerozyten sezernieren des Weiteren auch das Axialfilament, wahrend die Exopinacozyten
das kollagenartige Spongin herstellen, welches dann bei der Nadelherstellung als
organisches Rahmenwerk fur die Nadeln dient (Hartman, 1969).

Dem Axialfilament kommt bei der Nadelherstellung der Demospongien eine entscheidende
Bedeutung zu. Die molekulare Struktur und Funktion des Filaments konnte in zahlreichen
Versuchen offen gelegt werden (Shimizu et al.,, 1998, Cha et al., 1999). Es konnte gezeigt
werden, dass das Axialfilament von Tethya aurantium die Silikatpolymerisation auf seiner
Oberflache katalysiert. Das Axialfilament mit seiner Hauptkomponente Silikatein fungiert
dabei als ein organisches Templat und unterstitzt somit die generelle Beobachtung, dass die
strukturelle Kontrolle eines Biomineralisationsvorganges eine bevorzugte Ablagerung durch
molekulare Erkennung einer Oberflache voraussetzt, welche haufig eine organische Matrix
ist. Strukturell besteht das Silikatein bei Suberites domuncula aus 331 Aminosduren mit
einem Molekulargewicht von 36,3 kD (Krasko et al., 2000). Bei einer Analyse der
Sequenzdaten fallt auf, dass eine hohe Homologie zu Cathepsin L, einem proteolytischen
Enzym vom Typ der Papain-Proteasen besteht, welches im humanen Organismus lysosomal
lokalisiert ist (Abb. 6.2).
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Abb. 6.2: Phylogenetisches Verwandtschaftsdiagramm der Silikateine von Suberites domuncula
(SILICA_SUBDO) und Tethya aurantii (SILICA-TETHYA) mit verschiedenen Cathepsin L Sequenzen.
Dictyostelium discoideum (Dictyolstelium; X03344) (Schleimpilz), Geodia cydonium (Geodia; Y10527)
(Schwamm), Sarcophaga peregrina (Sarcophaga; D 16533) (Fleischfliege), Artemia franciscana
(Artemia) (Salinenkrebs), Homo sapiens (Human, X12451), Mus musculus (Mouse, M20495) und
Rattus norvegicus (Rat, Y00697). Die beiden Cathepsine mit Verwandtschaft zum Protozoen
Tetrahymena thermophila (Tetrahymena; L03212) (Ziliat) und Parametium tetaurelia (Parametium,
X91754) wurden hier als Outgroup verwendet. Die Skalierung zeigt eine evolutiondre Verwandtschaft
von 0,1 unterschiedlichen Aminoséuren pro Position in der Sequenz.

Durch seine filamentése Form dient das Axialfilament nicht allein als Templat fir die
Polykondensation des angereicherten Silikats, sondern es hat auch grofen Einfluss auf die
Ubergeordnete Form der spateren Nadel. Vor dem Hintergrund, dass amorphe Mineralien
aufgrund ihrer fehlenden molekularen Periodizitat ein hohes Malt an Formbarkeit besitzen,
stellt sich die Frage, wie letzten Endes die haufig Gberaus komplexen dreidimensionalen
Strukturen zu Stande kommen. Zumindest flr eine gewisse Zeit muss ein vektorielles
Wachstum gewahrleistet sein. Zusatzlich stellt sich die Frage einer Kompartimentierung, die
einen Raum fir die Erzeugung einer Ubersattigten Ldsung bereitstellt. Gerade bei marinen
Silikatbiomineralisierungen ist dies von Bedeutung, da die herrschenden
Siliziumkonzentrationen weit unterhalb des Sattigungsbereiches liegen (Kennish, 1994). Bei
Suberites domuncula wird dieser Raum durch das Silikalemma bereitgestellt, einer
Membran, welche die wachsende Nadel mit dem innen liegendem Axialfilament umschlief3t
(Uriz et al., 2000).
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Mit der Frage nach der Kompartimentierung ist auch die Frage verbunden, ob die
Biomineralisation in Demospongien wie Suberites domuncula intra- oder extrazellular
verlauft, oder beides, und wie eine Nadelbildung von Statten geht, nachdem die
Polykondensationsreaktion um das Axialfilament herum begonnen hat. Auf diesem Gebiet
wurden bereits Untersuchungen angestellt, die jedoch einen intrazellularen Mechanismus mit
einem extrazelluldaren Mechanismus nicht direkt korrelierten. Problematisch dabei war die
endglltige GroRe der Silikatstruktur, welche das Volumen einer einzigen Zelle deutlich
Uberstieg. Nach der durch elektronenmikroskopische Studien verfestigten Annahme einer
Kompartimentierung durch das Silikalemma als Biomembran, welche sowohl mit dem
Axialfilament als auch mit der Zellmembran der Sklerozyten in Verbindung steht (Pisera,
2003), blieb die Frage nach dem Transport von Silikat zum Ort der Polymerisation am
Filament bestehen. Durch eine Kompartimentierung um die Nadel herum entsteht ein durch
eine Biomembran abgeschlossener Raum. Bei phylogenetisch den Schwammen verwandten
einzelligen Choanoflagellaten konnten als Kompartimente der Silikatpolymerisation
elektronenmikroskopisch Vesikel beobachtet werden, welche dicht an der Innenseite der
Zellmembran lokalisiert waren und sich mittels Mikrotubuli dort fixierten (Mann, 2001).
lonentransportvorgange durch Membranen nehmen einen positiven Wert in Bezug auf die
Anderung der freien Enthalpie AG an, was bedeutet, dass der Transport nicht spontan
ablauft, es sei denn, er verlauft als Cotransport gekoppelt an einen sekundaren Gradienten.
So wird diese Art von Transport auch fur Silikat nicht unwahrscheinlich und konnte in Form
eines Natrium Cotransportes bei Diatomeen bereits gezeigt werden. In Studien, welche
elektronenmikroskopische Methoden mit einer Elementaranalyse verbanden, konnten
innerhalb von Archaeozyten und Choanozyten keine erhohten Silikatkonzentrationen
festgestellt werden (Uriz et al., 2003). Aufgrund der gemessenen fehlenden zellularen
Anreicherung flhrte dies zu der Annahme, dass Silikat durch Zell-Zell Verbindungen von
Epithelzellen eindringen kdnnte. Basierend auf neueren Untersuchungen, die darstellen,
dass der Schwamm ein echtes Epithel besitzt, welches neben Zelladhasionsmolekilen auch
spezialisierte Zell-junction Molekile besitzt wurde diese Annahme jedoch zunehmend
unwahrscheinlicher zugunsten einer Aufnahme durch einen distinkten Transporter (Adell et
al., 2003).
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Nachdem das Vorhandensein eines Silikat-Transporters, obwohl noch nicht isoliert, sehr
wahrscheinlich war, musste ein Kandidat gefunden werden, welcher fur diese Aufgabe in
Frage kam. Nahe liegend war hierbei zunachst bestehende Silikat-Transportersysteme in der
belebten Natur auf Anwendbarkeit in Bezug auf Demospongien zu testen. In Frage kam
dabei vor allem die SI/T-Transporterfamilie der Diatomeen, welche die bisher einzigen,
eindeutig als Silikattransporter identifizierten Transporter darstellten (Hildebrand et al., 1998).
Klonierungsversuche  mittels PCR und  degenerierter Primer gegen  SIT-
Transportersequenzen ergaben jedoch kein auswertbares Ergebnis. Dies war nicht
verwunderlich, da Diatomeen zwar Eukaryonten sind, aber als einzellige Algen
phylogenetisch den vielzelligen Demospongien kaum verwandt sind. Trotzdem waren die
Daten aus den Untersuchungen der Diatomeen hilfreich bei der Suche nach einem
geeigneten Transportersystem in Schwammen. Ebenso wie Diatomeen leben Schwamme in
einer Umgebung hoher Salinitdt bezogen auf das externe Milieu, wozu gerade Natriumionen
einen groRen Teil beitragen. Somit wurde die Moglichkeit eines Na-Cotransports mit in die
Uberlegungen einbezogen. Eine weitere Uberlegung betraf die Spezifitit des Transportes
bezogen auf das Substrat. Aufgrund der molekularen Daten einiger einfacher
Silikatverbindungen wurde deutlich, dass Ahnlichkeiten zwischen Sauerstoffverbindungen
des Kohlenstoffs und des Siliziums bestehen. Kohlenstoff und Silizium gehdren beide zur 4.
Gruppe des Periodensystems. Trotz Unterschiede in Bezug auf ihre chemischen und
physikalischen Eigenschaften (Zhang et al., 2002), bestehen doch viele Gemeinsamkeiten
der beiden Elemente, aufgrund welcher sich Verbindungen des Silizium und des
Kohlenstoffes &hneln. So betragt die Bindungsléange einer C-O Doppelbindung 1,19 A, die
einer Si-O Doppelbindung 1,53 A. Die Einfachbindung zwischen Kohlenstoff und Sauerstoff
hat eine Lange von 1,43 A, die von Silizium und Sauerstoff 1,77 A. Da des weiteren aus
Studien bekannt war, dass die von Diatomeen bevorzugt aufgenommene undissoziierte
Kieselsaure zum Teil auch als Anion [SIO(OH);] vorliegt, (Del Amo et al., 1999), konnte der
Pool mdglicher Silikattransporter weiter eingegrenzt und eine Aufnahme von Silikat durch
den Schwamm in anionischer Form mit einem Mechanismus ahnlich der Diatomeen in
Betracht gezogen werden (Riedel et al., 1985) (Abb. 6.3). Als moéglicher Kandidat wurde ein
Bikarbonat-Transporter ausgewahlt. Sinnvoll erschien dies auch vor dem Hintergrund, dass
Anionentransporter, zu denen auch die Bikarbonattransporter gehoéren, nicht immer nur ein
einziges Substrat transportieren, sondern dabei eine gewisse Varianz zeigen konnen.
Ebenfalls tragt das fast ubiquitdre Vorkommen von Bikarbonattransportern der Tatsache
Rechnung, dass bei Demospongien bis zu 70% der Biomasse aus Silikatnadeln besteht, was

eine starke Prasenz von damit assoziierten Strukturen voraussetzt.
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Abb. 6.3: Modellschema fiir den Silikat-Transport in die Zelle des Demospongien Suberites domuncula
durch den NBCSA-Transporter. Der Transporter erméglicht den Transport durch die Zellmembran und
ermaoglicht somit die selektive Anreicherung von Silikat im Plasmalemma. Im Zytoplasma erfdhrt die
freie Kieselséure eine gerichtete Polymerisation durch die erreichte Uberséttigung.(Nach W.E.G.
Miiller, 2004).

6.2. Klonierung und Analyse der putativen Transporter cDNA

Bei der Suche nach einem Bikarbonat-Transporter konnte auf die cDNA Bank des Institutes
fir Physiologische Chemie, Abteilung Angewandte Molekularbiologie, zurlickgegriffen
werden (Kruse et al, 1997), woraus das Gen des Bikarbonat-Transporters auch isoliert
wurde. Die cDNA war mittels genspezifischer Primer ansequenziert worden und lag im
Vektor pbKemV vor. Da der Klon nicht komplett von 5’bis zum Polyadenyl-Ende sequenziert
vorlag musste die Sequenz noch vervollstandigt und auf Richtigkeit der Basenabfolge gepruft
werden.

Far die Vervollstandigung des Klons wurden forward und reverse Primer angefertigt, welche
innerhalb der Sequenz hybridisierten. Zusammen mit den dazu passenden Bankprimern
konnten damit mehrere zusatzliche Sequenzfragmente erhalten werden, die auch noch nicht
sequenzierte Bereiche umfassten. Ein Alignment aller dieser Sequenzfragmente ergab nun
die vollstandige Sequenz des Bikarbonat-Transporters aus Suberites domuncula, welchem
der Name NBCSA_ SUBDO zugeteilt wurde.

Da Bikarbonat-Transporter zwar alle der Genfamilie SLC4A bzw. SLC5A angehéren, sich
aber funktionell oftmals deutlich unterscheiden, musste durch einen Sequenzvergleich

bestimmt werden, um welchen Subtyp von Bikarbonattransporter es sich handelte.
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Dies war von besonderer Bedeutung, da die Subtypenzugehérigkeit einen deutlichen
Einfluss auf die Transportstdchiometrie und somit auch auf die Transportrichtung haben
kann. Eine Analyse mittels des BLAST-Algorhithmus ergab die hdochste Homologie zum
Natriumbikarbonat-Transporter NBC-Cotransporter family member 7 (NBC4-2_HOMO,
Accession Number NP_003606). Diese Homologie wurde wieder gespiegelt durch eine
Gesamthomologie von 46% &ahnlichen und 28% identischen Aminosauren der beiden
Sequenzen. Eine weitergehende Analyse umfasste die N- und C-terminalen Domanen,
sowie die beiden allgemeinen Anionen Transporter Konsensusdomanen (Reithmeier, 1993)
und die allgemeinen Homologiemerkmale in metazoen Bikarbonattransportern (Romero et
al.,1999), sowie der Transmembrandoméanen. Auch die dort gefundenen Ubereinstimmungen
unterstitzten die These, dass es sich bei der untersuchten Sequenz funktionell um einen
Bikarbonat-Transporter handelte. Ebenfalls in der Sequenz vorhanden waren vier Motive zur
Bindung des Stilbenderivates DIDS. Die Bindestellen lagen innerhalb der

Transmembranregionen (Tab. 6.1).

DIDS Position in

Bindestelle Aminosauresequenz

Besonderheiten

Tab. 6.1: Bindestellen fiir den Bikarbonat Transportinhibitor DIDS.

Der Sequenzvergleich der DIDS- Bindestellen ergab, dass zwei der vier Bindestellen im
Vergleich zur Literatursequenz eine Unterbrechung zeigten, das Motiv jedoch eindeutig
identifiziert werden konnte. In den Hemmungsversuchen mittels des Stilbenderivates konnte
ein positives Ergebnis erzielt werden. Eine eventuell bestehende Beeintrachtigung der
Funktion der Bindestelle durch die Unterbrechung der Sequenz ist deshalb nur schwer zu
beurteilen.

Weiterhin wurde die Aminosauresequenz auf mogliche Angriffspunkte fir posttranslationale

Modifikationen untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6.2 zusammengefasst.
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Modifikation Konsensus-Sequenz Haufigkeit

Glycosylierungsstelle flr Asparagin

Phosphorylierungsstelle fur Casein
Kinase Il

Phosphorylierungsstelle fur
Proteinkinase-C
Phosphorylierungsstelle fir cAMP
und cGMP abhangige
Proteinkinase

Sulfatierungsstelle flr Tyrosin

N-Mpyristoylierungsstelle

Zweiteilige ,nuclear targeting*
Sequenz

Erkennungsstelle fur
Proteinamidierung

Tab. 6.2: Angriffspunkte flir posttranslationale Modifikationen an der Proteinsequenz des
NBCSA_SUBDO. Die Analyse wurde mittels PROSITE durchgefiihrt (Bairoch et al., 1992).

In der Prosite Analyse (Bairoch et al.,1992) fallt auf, dass Bindestellen flir regulatorische
Prozesse zahlenmaRig dominieren. Die Casein Kinase 2 besitzt 23 mogliche
Phosphorylierungsstellen innerhalb der NBCSA _SUBDO Sequenz, was ein hohes Mal} an
Regulierbarkeit durch diese Art der Phosphorylierung wahrscheinlich erscheinen lasst. Die
Casein Kinase 2 ist ein Enzym, welches in den betreffenden Spezies hochkonserviert
erscheint. Es verwendet sowohl ATP als auch GTP als Phosphat-Donor, was sie von vielen
anderen Proteinkinasen unterscheidet. Die Casein Kinase 2 besitzt ein weites
Substratspektrum, wobei die Substrate haufig an metabolischen Prozessen beteiligt sind und
durch Phosphorylierung gesteuert werden. Dies beinhaltet auch den Eingriff in die
Regulation von lonentransportvorgangen beispielsweise von Calcium (Kimura et al., 2003)
oder Kalium (Bildl et al., 2004) und Prozesse wahrend der Calzium Biomineralisation in
Knochen (Salih et al., 1996).

Eine  weitere, haufig vorhandene  posttranslationale = Modifikation ist  die
Phosphorylierungsreaktion durch die Proteinkinase C mit 23 festgestellten mdglichen
Phosphorylierungsstellen. Zur Familie der Proteinkinase C werden Serin/Threonin
spezifische Proteinkinasen gerechnet, die zur Aktivierung die Cofaktoren Ca**, Phospholipid
(z.B. Phosphatidylcholin und Diacyglycerol) bendtigen, wobei auch Subtypen des Enzyms
bekannt sind, welche nicht durch diese Cofaktoren stimuliert werden, aufgrund der

Sequenzhomologie aber eindeutig der Proteinkinase C Familie zuzuordnen sind.
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Die Regulierbarkeit durch Ca®" und Diacylglycerol weist die Proteinkinase C als einen
Bestandteil von SignalUbertragungswegen aus, in deren Verlauf Phospholipase C aktiviert
wird und die Botenstoffe Ins (3, 4, 5)/Ca* sowie Diacylglycerol produziert werden. Eine
Aktivierung der Proteinkinase C kann somit Uber zwei zentrale Signalwege erfolgen.
Signalwege, die von Rezeptor-Tyrosinkinasen ausgehen, leiten eine Stimulation der
Proteinkinase C ein, indem Phospholipase Cy aktiviert wird. Auch von G-Protein gekoppelten
Membranrezeptoren kann Uber eine Aktivierung der Phospholipase CB ein aktivierendes
Signal in Richtung auf die Proteinkinase C ausgesandt werden (Krauss, 1997).

Das Vorkommen von Mitgliedern der Proteinkinase C-Familie in marinen Schwammen
konnte bereits nachgewiesen und funktionell charakterisiert werden (Mdller et al., 1990).
Allerdings geschah dies nicht im Hinblick auf Aspekte von Biomineralisationsvorgangen.
Uber die Regulierbarkeit von Bikarbonattransportern durch Proteinkinase C Aktivitat in
hoheren Metazoen liegen jedoch Veroffentlichungen vor, welche eine Beeinflussung des
NBCSA_SUBDOM Transporter in ahnlicher Weise nicht unwahrscheinlich erscheinen lassen
(Ruiz et al., 1996).

In &hnlicher Weise kdnnen die Phosphorylierungsstellen der Proteinkinase A interpretiert
werden, welche mit 10 mdglichen Bindestellen ebenfalls relativ haufig anzutreffen ist. Von
den Proteinkinasen ist die Proteinkinase A am besten untersucht und charakterisiert. Die
Aktivitat der Proteinkinase A wird durch cAMP kontrolliert, wobei in humanem Gewebe die
zur Aktivierung fuhrende Konzentrationsanderung an cAMP relativ gering ist. Eine 2-3 fache
Erhéhung der cAMP Konzentration reicht oft aus, um den maximalen physiologischen Effekt
zu erzeugen. Wie bei der Proteinkinase C liegen auch fur die Proteinkinase A diverse
Untersuchungen vor, welche den Einfluss des Enzyms auf Biomineralisationsvorgange
(Tintut et al., 1998) und den Transport von Bikarbonat (Gross et al., 2001b). In murinen
Tubuluszellen scheint die Aktivitat der Proteinkinase A in der Lage zu sein, die Stochiometrie
des Bikarbonattransportes zu beeinflussen. Der Einfluss auf den Bikarbonattransport im
Allgemeinen scheint eher aktivierender Natur zu sein.

Eine  weitere posttranslationale Modifikation der  Aminosauresequenz  des
NBCSA_SUBDOM-Transporters ist die Moglichkeit der N-Myristoylierung. Die Sequenz
besitzt 12 Stellen fir eine N-Myristoylierung und weist sich daher als membranstandiges
Protein aus. Vor dem Hintergrund, dass fur eine Anreicherung von Silikat in Demospongien
ein abgegrenztes Kompartiment zur Verflgung stehen muss, ist es auch wahrscheinlich,
dass dieses durch eine Zellmembran (Silikalemma) begrenzt wird. Da es sich bei
Bikarbonattransportern generell um membransténdige Proteine handelt, ist dieses Ergebnis
bei den NBCSA_SUBDO-Transporter nicht Gberraschend.

122



Anhand dieser Datenlage konnten bereits einige Schlussfolgerungen gezogen werden.
Aufgrund einer hohen Homologie zu bereits sequenzierten Bikarbonat-Cotransportern konnte
die Sequenz als solche identifiziert werden. Die entscheidenden Merkmale dieser
Molekulklasse wurden in der Sequenz gefunden, wie beispielsweise die
Transmembrandomanen oder die Bindestellen fir den Transportinhibitor DIDS. Eine
eingehende Analyse der Aminosauresequenz bezuglich der Moglichkeit far
posttranslationale Modifikationen konnte zeigen, dass die Sequenz ein hohes Mal} an
regulatorischen Eingriffsmdglichkeiten besitzt, was den Transporter als Silikattransporter
glnstig erscheinen lasst. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass es sich bei dem
Transporter um ein membranstandiges Enzym handeln muss, da man in der Sequenz
mehrere Motive flr eine Konjugation mit Fettsduren finden konnte, was durch den k-NN Wert
der Sequenz (Horton et al., 1997) weiter unterstitzt wurde, der eine Membranstandigkeit des
Proteins wahrscheinlich machte. Dieser statistische Algorhythmus erlaubt, wenn er auf
Proteinsequenzen angewendet wir, eine Vorhersage uber die Lokalisation der Sequenz

innerhalb der Zelle.

6.3. Phylogenetische Analyse der Proteinsequenz von
NBCSA_SUBDO

Mittels der phylogenetischen Analyse wurde nun eine Einstufung der Transportersequenz
innerhalb der evolutionaren Entwicklung dieser Transporterklasse unternommen. Vor allem
wurde auf Verwandtschaft zwischen metazoen und nicht-metazoen Transportersequenzen
geachtet. Ein weiterer Aspekt der verwandtschaftlichen Analyse der Sequenz besteht darin,
evtl. vorhandene Homologien auch zu anderen Transportsystemen zu verdeutlichen, die auf
mischfunktionelle Transporteigenschaften hinweisen. Zwar konnte bisher noch keine
Mischfunktionalitdt von Transportern in Bezug auf Bikarbonat und Silikat gezeigt werden,
allerdings sind andere Beispiele durchaus belegt. So wurde im marinen Cyanobacterium
Synechcoccuc PCC7002 ein Transporter vom Typ einer Sulfatpermease (SulP) mit einer
ausgepragten Kapazitat fir den Transport von Bikarbonat kloniert (Price et al., 2004).

In der phylogenetischen Analyse wurden die putativen N-terminalen und membranstandigen
Domanen getrennt analysiert. Dabei zeigte die N-terminale Doméane die hdchste Ahnlichkeit
zu der Sequenz des humanen NBC-cotransporters NBC4-2_ HOMO (NP_003606). Der Grad
an Verwandtschaft nimmt dann Uber den invertebraten Na*-getriebenen Anionen-Exchanger
aus der Fruchtfliege Drosophila melanogaster (NAE_DROME) bis hin zu einem pflanzlichen
PRP (Pentatricopeptide Repeat containing Peptide PRP_ARATH) aus der Kresse

Arabidopsis thaliana.
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Eine ahnliche  Verwandtschaftsbeziehung konnte  fur  den Bereich der
Transmembrandomanen gezeigt werden. Auch hier konnte die hdéchste Homologie zum
humanen Bikarbonat Co-Transporter NBC-2_HOMO nachgewiesen werden. Auch hier
nahmen die Homologien Uber nicht-metazoen Sequenzen hin zu Sequenzen aus der
Backerhefe und Pflanzen ab.

Das Ergebnis der phylogenetischen Analyse zeigte eine nahere Verwandtschaft der
Schwammsequenzen zu héher entwickelten Organismen als die Porifera. Dieses Ergebnis
war fir Schwdmme jedoch nicht ungewdhnlich. Ahnliches konnte beispielsweise auch fiir
Mitglieder einer der groRten eukaryotischer Proteinsuperfamilien, den Proteinkinasen gezeigt
werden. So war bekannt, dass das Vorkommen von Protein-Tyrosin-Kinasen (PTKs) auf
Metazoen und verwandte Choanoflagellaten beschrankt ist. Bei den dort untersuchten Src-
Proteinen bzw. src-Genen konnte ebenfalls in phylogenetischen Analysen ein ahnlicher
Verwandtschaftsverlauf wie oben beschrieben gezeigt werden (Cetkovic et al.,2004). Auch
ist bekannt, dass beispielsweise C. elegans, der als Nematode evolutionsgeschichtlich
zwischen den Schwammen und den Wirbeltieren steht und in phylogenetischen Studien als
genetischer Vergleichspool haufig Verwendung findet, Gene nicht besitzt, die man bei

Schwammen wie Suberites domuncula und Wirbeltieren finden kann (Seack et al., 2001).

6.4. Weiterfuhrende Untersuchungen und Funktionsanalysen des
NBCSA_SUBDOM Transporters

Nachdem das Kandidatengen kloniert und phylogenetisch eingeordnet worden war, wurden
weitere Untersuchungen angestrebt, um den Transporter auch funktionell zu beschreiben

und in das Gesamtbild der Demospongien Biomineralisation einzuflgen.

6.4.1. Funktionelle Untersuchungen der Bifunktionalitat durch die
Zugabe von Silikat

Die funktionellen Studien wurden vor der Annahme geplant, dass es sich bei dem zu
untersuchenden System um einen bifunktionalen Transporter handelt. Es wurden
verschiedene Parameter gewahlt, um den Vorgang zu charakterisieren und zu
veranschaulichen. Wichtig war zunachst, die Bifunktionalitdt des Transporters durch einen
Substratwechsel hin zu Silikat zu analysieren und demonstrieren. Weiterhin sollte die
Temperaturabhangigkeit des Transporters untersucht werden, da es sich um eine
proteinkatalysierte Reaktion handelt. Fir die weitere Charakterisierung des Transporters

wurden Studien zur Hemmbarkeit des Transporters angestellit.
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Als Testsystem dienten bei diesen Versuchen durch Dissoziation isolierte Schwammzellen
des Schwammes Suberites domuncula (Muller et al.,1999). Die Schwamme wurden in den
Gewassern vor Rovinj (Kroatien) gesammelt und in Mainz in einem standartisierten
Verfahren bei 17°C, gehalten bei welchem es gelang, bis auf die Druckverhaltnisse, eine
weitgehend native Umgebung fir die Schwamme bereitzustellen.

Fir die Silikatanreicherung wurde Na-Metasilikat verwendet. Das Metasilikat, dessen
Verwendung als Silikatquelle in vitro Studien mit erhdhten Silikatgehalten haufig Verwendung
findet (Ramsohoye et al., 1995), eignet sich aus verschiedenen Grinden auch fur die
Verwendung in der Schwammkultur. Das als Monomer vorliegende Metasilikat ist isoster zu
Carbonat bzw. zum Hydrogenkarbonat. Das zentrale Siliziumatom ist ebenfalls sp?
hybridisiert, wobei sich diese Hybridisierung relativ leicht nach sp® verandern kann. So wird
monomere ortho-Kieselsdure unter anderem dadurch hergestellt, dass man eine Na-

Metasilikat Lésung Uber einen sauren Kationentauscher gibt (Tani et al., 2002) (Abb. 6.4).

./

Q—=5i

\o

2Na+ <

Abb. 6.4: Eindimensionale Strukturformel von Na-Metasilikat. Das Molekiil liegt monomer vor.

Die Bindungslangen der Si=O Doppelbindung (1,53A) und der Si-O Einfachindung (1,77A)
sind etwas langer als die im Bikarbonat-Anion. Der van der Waals-Radius des Siliziums
betragt 2,1A. Auch die Kovalenzradien des Siliziums in seinen Verbindungen sind etwas
groler als die des Kohlenstoffs. In Tabelle 6.3 sind die raumlichen Unterschiede von

Kohlenstoff zu Silizium nochmals zusammengefasst.
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Merkmal [A] Kohlenstoff Silizium

Van der Waals-Radius
Kovalenzradius K;(4)
Kovalenzradius Ky(3)
Kovalenzradius K;(2)
Lange der =0 Bindung

Lange der —O Bindung

Tab. 6.3: Vergleich der Bindungsldngen und Kovalenzradien der Elemente Kohlenstoff und Silizium
und ihrer Komplexe. Die Abkirzung K steht fiir den Kovalenzradius, die tiefgestellte Nummer
bezeichnet die Anzahl der eingegangenen Bindungen und die eingeklammerte Zahl entspricht der
Koordinationszahl der Komplexverbindung.

Die Reaktion der isolierten Zellen auf eine Silikatanreicherung wurde mittels Zugabe eines
Fluorszenzfarbstoffs verfolgt. Der azidophile Fluoreszenzfarbstoff LysoSensor® yellow/blue
wurde bereits in Silikat-Aufnahmestudien bei Diatomeen verwendet (Shimizu et al., 2001). In
diesen Studien wurde er alternativen Farbemethoden wie Rhodamin123 oder Bis-
(cyclopentadienyl)-titanchlorid vorgezogen, da er gut wasserldslich ist und sich gut in die neu
entstehende Silika-Matrix inkorporieren kann. Der genaue Mechanismus ist, dhnlich wie bei
Rhodamin 123, noch nicht exakt determiniert worden. Beide Farbstoffe sind in der Lage, die
Zellmembran relativ leicht zu passieren. Es besteht die Mdglichkeit, dass LysoSensor® nicht
nur aufgrund seiner azidophilen Eigenschaften in der Zelle akkumulieren kann, sondern auch
mit bereits vorhandenem Polysilikat mittels Wasserstoffbricken oder kovalenten Bindungen
interagiert.

Eine weitere Eigenschaft des Farbstoffes macht ihn fir die Silikatstudien bei Schwammen
ebenfalls interessant. Sein pKs-Wert liegt bei 4,2 und durch Protonierung des sekundaren
Amins in der Seitenkette des Molekiils wird ein Fluoreszenz-Quenching aufgehoben und es
kommt zu einer pH-Wert abhangigen Verstarkung der Fluoreszenz. Damit ist es dem Molekul
nicht nur mdglich, in sauren Organellen zu akkumulieren, sondern auch eine pH-Wert
Anderung innerhalb der Zelle anzuzeigen.

Die Bildung von Biosilikatstrukturen findet bei weitgehend neutralem oder sogar leichtsaurem
pH-Wert statt, wenn man sich Untersuchungen bei Diatomeen als Beispiel nimmt, welche
wie bei Schwammen auch, eine Kompartimentierung voraussetzen (Perry et al., 2003;
Vrieling et al., 1999). Dabei ist der Anteil an ionisierten Kieselsduremonomeren gering. Bei
denen durch Polymerisation zunachst entstandenen Oligomeren sinkt der pKs-Wert der der
Silanolgruppen und der Anteil der ionisierten Silanolgruppen steigt an. Die bei diesem
Vorgang entstehenden Protonen kénnen durch basische Molekile wie den Lysosensor

abgefangen werden und zu einer Anderung der Fluoreszenzeigenschaften fiihren.
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In der Tat reagierte die Schwammzellkultur von Suberites domuncula mit einer deutlichen
Anderung der Fluoreszenzintensitat, sobald eine Vorinkubation mit 60uM Silikat bei 17°C
durchgefihrt wurde. Sie fiel deutlich geringer aus, als der Versuch bei 4°C erneut
durchgefuhrt wurde. Die Kontrollversuche ohne Vorinkubation, durchgefuhrt bei 17°C und bei
4°C, zeigten beide nur eine sehr geringe Anderung der Fluoreszenzintensitét.

Erganzend wurden Studien Uber die Hemmbarkeit des Transporters mittels des
Stilbenderivats DIDS (4,4 diisothiocyanato-2,2 -stilbendisulfonat) durchgeflihrt. Dies war eine
logische Konsequenz der Ergebnisse der Sequenzanalyse des NBCSA_ SUBDOM-Klons.
Die dort identifizierten Stilbenbindestellen konnten mittels der Zugabe des Hemmstoffes in
Kombination mit den oben genannten Parametern der Temperatur und Silikatkonzentration
erfolgreich in ihrer Funktion bestatigt werden.

Zusammenfassend konnte fur die Fluoreszenzversuche eine Hemmbarkeit der
Transporterfunktion mittels Stilbenderivaten nahe gelegt werden. Dies trug zur weiteren
Charakterisierung des NBCSA SUBDOM Transporters und seiner Klassifizierung bei, nach
welcher diese Art der Hemmbarkeit als transportertypisch gilt (Pimplikar et al., 1988). Auch
konnte ein Hinweis auf eine Silikataufnahme durch die Schwammzellen gewonnen werden,
der sich anhand der Intensivierung der Fluoreszenzintensitat des azidophilen Farbstoffes
LysoSensor® verfolgen lieR. Ob dieser Anstieg durch eine direkte Inkorporation des
Farbstoffes in eine entstehende Silikatmatrix, oder einen reinen pH-Effekt entstanden ist

konnte an dieser Stelle noch nicht genau beantwortet werden.

6.4.2. Siliziumabhangige Genexpression des NBCSA_SUBDOM
Transporters

Eine Reaktion biologischer Systeme auf Silikat verschiedener Genese und die damit
verbundene Anderung der Genexpression ist bereits seit langerer Zeit Gegenstand der
Forschung, sowohl im humanen als auch im Ubrigen Tierreich. So kann bei der
pathologischen Reaktion auf kristalline Silikatpartikel im Zuge einer sich entwickelnden
Silikose eine Veranderung der Genexpression unter anderem der mRNA von Interleukin 6
(IL-6), dem Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP-1) und dem Macrophage
Inflammatory Protein 2 (MIP-2) beobachtet werden (Rao et al., 2004).

Auch physiologische Vorgange mit oft anabolem Charakter sind haufig mit einer deutlichen
Anderung von Genexpressionsmustern verbunden, wenn es zur Zufuhr des Substrats
kommt. Ein klassisches Beispiel hierflr ist die Regelung der Genexpression durch das ,lac

operon®,
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Auch bei marinen Demospongien konnte eine solche Veranderung des
Genexpressionsmustern untersucht und beobachtet werden (Muller et al., 2003). Dabei
wurden die veranderten Expressionsmuster vor allem bei der Zugabe von Silikat und Eisen-
lonen beobachtet. Als Untersuchungssystem wurde wie in der vorliegenden Arbeit, ein
Primmorphensystem des Schwammes Suberites domuncula verwendet, was die Ergebnisse
weitestgehend vergleichbar macht.

Die in ihrer Expressionsanderung durch exogenes Silizium untersuchten Gene wurden unter
dem Uberbegriff ,Silicon Responsive Genes“ (siehe S. 119) zusammengefasst und
umfassten die Gene Silikatein (SUBDOSILICA), Kollagen (SUBDOCOLT) und im weiteren
Sinne auch das Myotrophin (SUBDOMYOL). Eine Anreicherung einer Primmorphenkultur
von Suberites domuncula mit 60uM Silikat Gber eine Zeitspanne von flnf Tagen resultierte in
einer deutlichen Hochregulation der Gene Silikatein (SUBDOSILICA) und Kollagen
(SUBDOCOL1) (Krasko et al., 2000) (Abb. 6.5). Des Weiteren wurde die Hochregulation

dieser beiden Gene durch Myotrophin nachgewiesen.

A Silikatein B Kollagen-1
miins =14 minus - = 11
silicate silicate
plus - — 14 Plus oo e M — 11
Con1 3 5 Tage Com1 3 § . Tage
1,00+ 1.0 —
0.75 = 0.75 <
0.50 0.50 =
025 = Q.25 —
0- 0
Con 1 3 5, _ Tage con 1 3 5. lage
<% =4 -+ ailicate -4+ -+ -+ silicaie

Abb. 6.5: Expressionslevel fiir Silikatein und Kollagen-1 in Primmorphen des Schwammes Suberites
domuncula. Die aus isolierten Schwammzellen gebildeten Primmorphen wurden fiir finf Tage mit (+
schwarze Balken) und ohne (- weisse Balken) 60uM exogenem Silikat kultiviert. Danach wurde aus
den Primmorphen RNA isoliert und 5ug total RNA wurde nach Gréssenseparation einem Northern-
Blot unterzogen. Die Intensitét der Banden wurde quantifiziert (Krasko et al., 2000).
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Auch die Zugabe von Eisen fuhrte zu einer Verédnderung der Genexpression in der
Primmorphenkultur, welche sich nicht nur auf RNA-Ebene verfolgen lies, sondern auch
makroskopisch sichtbar wurde. Die Eisensupplementierung filhrte sowohl zu einem Anstieg
in der Spicula Syntheserate in der Primmorphenkultur, als auch zur einer Stimulation der
Genexpression des Eisenspeicherproteins Ferritin  (Chasteen et al, 1999), des
Proliferationsmarkers Septin (Xie et al., 1999) und des Scavenger Rezeptors (Bansal et al.,
1999) (Abb. 6.6).

o ferritin D septin E scavenger
1.00 1.00 5 1.00 <
0.75 - 0.75 < 0.75
0.50 — 0.50 0.50 4
0.25 0.25 - 0.25 -

0~ 0 - 0~

Con 1 3 5-days Con 1 3 S-days Con 1 3 5-days
-4+ -4+ -+ Fe(+++) =+ -+ -+ Fe(+++) =4 =+ -+ Fe{+++)

D minus Fe(+++)/silicate I plus Fe{+++)silicate

Abb. 6.6: Expressionslevel fiir Ferritin und Septin und Scavenger-receptor in Primmorphen des
Schwammes Suberites domuncula. Die aus isolierten Schwammzellen gebildeten Primmorphen
wurden fiir fiinf Tage mit (+ schwarze Balken) und ohne (- weisse Balken) 30uM exogenem Fe**
zusétzlich zu 60uM Silikat inkubiert. Danach wurde aus den Primmorphen RNA isoliert und 5ug total
RNA wurde nach Gréssenseparation einem Northern-Blot unterzogen. Die Intensitdt der Banden
wurde quantifiziert (Krasko et al., 2000).

In der vorliegenden Arbeit wurde nun ein vom Aufbau und Durchfiihrung her vergleichbares
Primmorphensystem etabliert, um die Veranderung der Genexpression des NBCSA_SUBDO
Transporters als Antwort auf exogene Silikatzufuhr zu untersuchen.

Die im Ergebnisteil beschriebenen Resultate deuteten auf eine ahnlich positive Reaktion des

Systems hin, wie sie auch bei Silikatein und Kollagen zu beobachten war (Abb. 6.7).
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Abb. 6.7: ,Steady state level“ der SODNBCSA-Expression im Gewebe von Suberites domuncula. Die
Schwémme wurden mit und ohne Zusatz von Silikat (60uM Natrium-Metasilikat= SA) gehalten. Die
entsprechende RNA wurde isoliert, elektrophoretisch aufgetrennt und geblottet. Die erhaltenen
Membranen wurden mit markierter cDNA-Sonde aus SDNBCSA und SDTUB (3-Tubulin) sondiert. Die
Tubulinsonde soll die identische Auftragsmenge pro Geltasche demonstrieren.(SW= Seewasser).

Eine solche Reaktion schien auch vor dem Hintergrund plausibel, dass eine Nadelbildung
innerhalb des Schwammkdrpers binnen kurzer Zeit passiert und damit eine schnelle
Anreicherung von Silikat am Ort der initialen Polykondensationsreaktion, dem vom
Silikalemma abgegrenzten Raum bzw. des axialen Filaments nétig ist (Pisera, 2003).

Bei der bezuglich der Siliziumpolymerisation zweiten wichtigen Gruppe von Organismen, den
Diatomeen konnten in Silikat-Hungerversuchen ebenfalls Ergebnisse Uber die Veranderung
der Genexpression als Reaktion auf exogene Silikatzugabe erhalten werden (Hildebrand et
al., 1993). Neben einer Erhdhung des cAMP-Spiegels konnte festgestellt werden, dass
verschiedene Gene eine Hochregulation durch Silikatzugabe erfuhren. Weitere
Untersuchungen, die sich gezielt auf das Expressionsmuster der S/T-Transporterfamilie in
Diatomeen bezogen, zeigten ebenfalls eine teilweise Hochregulation verschiedener
Subtypen unter oben genannten Bedingungen (Hildebrand et al., 1998). Die genau
abgestimmte Kontrolle der Expression bestimmter Subtypen der Silikattranporter SIT 1-5
scheint in Diatomeen ein Mittel zur koordinierten Aufnahme von Silikat in die Pflanzenzelle
zu sein. Jedoch sind diese Daten aufgrund des grof3en phylogenetischen Unterschiedes
nicht direkt auf die Demospongien Ubertragbar.

Wie Studien an humanen Zelllinien zeigten, sind aber auch héher entwickelte Metazoen in
ihrer Genexpression teilweise regulierbar durch Silizium. So konnte gezeigt werden, dass
durch die siliziumhaltige Substanz Zeolithe A, die Proliferation und Differenzierung dieser

Zelllinie induziert werden kann.
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Als Marker fir diesen Effekt wurden unter anderem die mRNA-Level des Osteoblasten
Mitogens TGF-beta und die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase herangezogen (Keeting et
al., 1992).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Zellkulturen des Schwammes Suberites
domuncula mit einer Erhéhung der Genexpression des NBCSA_SUBDO Transporters auf
ein erhdhtes Siliziumangebot reagieren kénnen. Reaktionen dieser Art konnten auch bei
Diatomeen beobachtet werden, welche wie Schwamme in der Lage sind, binnen kurzer Zeit
komplexe Strukturen aus polykondensiertem Silizium aufzubauen. Auch in hdheren
Metazoen ist eine Regulation der Genexpression durch Silizium nachgewiesen worden. Eine
Erweiterung der so genannten ,Silicon responsive genes” der Demospongien, Silikatein,
Kollagen und Myotrophin um das Gen des NBCSA SUBDO Transporters kénnte aufgrund

dieser Ergebnisse sinnvoll sein.

1.1.1. Gewebeabhéangige Genexpression des NBCSA_SUBDO-
Transporters

Wesentlich fur die weitere Funktionsanalyse des mdglichen Silikattransporters war ebenfalls
die Frage, von welchen Zellen des Schwammes Suberites domuncula der Transporter
exprimiert wird. Diese Frage bezog sich zum einen auf den Zelltypus, als auch auf deren
Lokalisation innerhalb des Schwammgewebes.

Im Schwamm kdnnen drei verschiedene Hauptgruppen von Zellen unterschieden werden:
Die Epithelzellen (Pinacozyten),welche den Schwamm nach aul’en abschirmen, die
Skelettzellen (Collenzyten und Sklerozyten), welche aus Protein und Silikat bestehende
Stutzstrukturen aufbauen und die kontraktilen Zellen (Myozyten), welche koordinierte
Kontraktion vermitteln. Des Weiteren besitzen Schwamme noch undifferenzierte Zellen
(Amoéboidzellen, Archaeozyten), welche sich permanent erneuern und in samtliche anderen
Zellen differenzieren kénnen (Simpson 1984). Um eine Unterscheidung dieser somatischen
Zellen untereinander und von Embryonalzellen zu ermdoglichen, aus denen sie entstanden
sind, wurden die Gene Noggin (ein Signalmolekul der Embryonalentwicklung), eine Caspase
und Silikatein verwendet, welche bereits in Untersuchungen an Schwamm-Gemmulae (unter
Selektionsdruck ausgebildete Dauerknospen) aufgrund ihrer differentiellen Exprimierung als
Marker verwendet werden konnten (Schréder et al., 2004). Wahrend Silikatein, als
Markergen fir die Skleroblasten bzw. Nadelherstellung, in der frihen Phase der
Zelldifferenzierung innerhalb des Gemmules nicht exprimiert wird, konnte eine Exprimierung

in bereits héher differenzierten Schwammen mittels In situ Hybridisierung gezeigt werden.
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Auch konnte mittels In situ Hybridisierung Silikatein-Exprimierung in Zellen nachgewiesen
werden, welche sich nach nur teilweiser Dissoziation von Schwammgewebe noch direkt an
den Nadeln befanden.

Ebenfalls durch eine solche teilweise Dissoziation von adultem Schwammgewebe wurde
eine Exprimierung des NBCSA_SUBDOM-Transporters in direkter Nahe zur Silikatnadel
innerhalb  dieser Arbeit nachgewiesen. Diese raumliche Nahe von potentiell
silikatanreichernden Transportern und dem Proteinfilament, welches durch seine besondere
Oberflache die Polykondensation bei gentigend hoher Silikatkonzentration einleitet, legt eine
funktionelle Kopplung der beiden Gene nahe. Unterstlitzt wurden diese Ergebnisse durch die
zweite In situ Hybridisierung im Rahmen dieser Arbeit, in welcher statt dem teilweise
dissoziierten Gewebe des adulten Schwammes nun die vornehmlich aus Archaeozyten
entstandenen Primmorphen-Kulturen verwendet wurden. Auch das dort erhaltene
Signalmuster zeigte eine Lokalisation in unmittelbarer Nahe zu den Silikatnadeln.

Eine ebenfalls silikatabhangige Expression scheint auch der Marker fir
Differenzierungsvorgange von Zellen innerhalb des Schwammgewebes, das Gen Noggin, im
Schwamm zu besitzen (Schroder et al., 2004). Ein gemeinsames Vorkommen von silicatein-
positiven und noggin-positiven Zellen konnte in den kanalumgebenden Regionen des
Pinacoderms (8uf3eres Epithel) festgestellt werden, was fur diesen Teil des Gewebes eine
grolles Differenzierungspotential erkennen Iasst. Allerdings konnte zwischen dem
Vorkommen eines Silikattransporters in dieser Region und der Ansammlung von auf Silikat
reagierenden Zellen bzw. deren Abwanderung ins Mesohyl (inneres Gewebe) des
Schwammes bisher noch keine Korrelation hergestellt werden.

Weitere Untersuchungen des Schwammgewebes wurden mittels der Elektronenmikroskopie
unternommen. Die Untersuchung der  Nadelbildung sowohl mittels  der
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) als auch mit der Rasterelektronenmikroskopie
(REM) konnte bereits in der Vergangenheit wichtige Einzelheiten der Nadelmorphologie und
deren Entstehung visualisieren (Uriz et al., 2003a).

Durch meist oxidative Entfernung der organischen Matrix mittels Na-Hypochlorid oder
oxidierenden Sauren konnten REM-Studien der Silikatstrukturen angestellt werden, welche
dann taxonomisch und kladistisch strukturiert wurden (Uriz et al., 2001). Durchgesetzt hat
sich eine Einteilung der Nadeln zunachst nach ihrer GroRe in Megaskleren, welche das
Hauptgerist des Schwammes bilden, und in kleinere Mikroskleren. Eine weitere Unterteilung
wird anhand der Anzahl der Axen innerhalb der Skleren vorgenommen. Auf diese Weise ist
es beispielsweise moglich, die Demospongien Nadeln (Monoaxone und Tetraxone) von

denen der Glasschwammme (Hexactinelliden) (Monoaxone und Triaxone) zu unterscheiden.
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Des Weiteren steht die Rolle des Proteins Silikatein und der die Nadel umgebenden
Membran (Silikalemma) als formgebende Elemente fur die Silikatnadeln auler Frage. Aus
den unterschiedlichen Sklerentypen ergeben sich als Ubergeordnete Struktur die
verschiedenen Skelett-Typen der Schwamme, welche im Englischen als hymedesmoid,
plumose, axial, radiate, reticulate und arranged in strength confusion bezeichnet werden
(Boury-Esnault und Ratzler, 1997).

Um unterstitzendes Bildmaterial fir die Untersuchungen der genetischen Kontrolle der
Silikatnadelbildung in Demospongien zu bekommen, sind TEM Aufnahmen von ultradiinnen
fixierten Gewebeschnitten unerlasslich. Diese Art der Probenaufbereitung fiihrte auch zu
einer genaueren Erorterung der Frage nach dem Bildungsort der einzelnen Nadeltypen.
Wahrend bisher fur Mikroskleren eine intrazellulare Sekretion als sicher galt (Custodio et al.,
2002) wird bei der Bildung von Megaskleren auch alternativ ein extrazellularer Weg diskutiert
(Uriz et al., 2000).

Die bisher durchgeflihrten Versuche konnten jedoch keine zusammenhangende
Beschreibung des Nadelbildungsprozesses erbringen. Gerade auch der Zusammenhang
zwischen der Anreicherung von Silkat in dem durch das Silikalemma begrenzten
Kompartiment und die Entwicklung des Axialfilaments bis zur fertigen Silikatnadel sind nur
lickenhaft bekannt. Ebenfalls konnten verschiedene elektronenmikroskopische Aufnahmen
von Axialkanadlen nur unzureichend interpretiert werden und wurden haufig als Artefarkt
gewertet. Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse fuhrten zu der Entwicklung einer
vollstandigeren Arbeitshypothese der Polykondensation von Silikat im Demospongium
Suberites domuncula (Abb. 6.8).

Silikatein intrazellular Silikatein extrazelluar
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Abb. 6.8: Schematisierter Ablauf der Nadelbildung in Suberites domuncula (nach W. E. G. Miiller, in
press).
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Die Voraussetzung fiir diese theoretischen Uberlegungen war die Homologie des Silikatein
zur humanen lysosomalen Cysteinprotease Cathepsin L (siehe Abb. 6.2) und der
Ruckschluss, dass das Silikatein im Schwamm Suberites domuncula eine &hnliche
Prozessierung durchlauft.

Die initiale Phase der Nadelsynthese spielt sich somit in den nadelbildenden Zellen ab. Dort
wird das Silikatein zu seiner reifen Form mit einem Molekulargewicht von 23 kDa prozessiert.
Wahrend dieser Reifung wird das Protein mehrfach und schrittweise phosphoryliert.
Wahrscheinlich mit Hilfe weiterer Proteine beginnt sich das Silikatein zu Bindeln, dem
spateren Axialfilament, zusammenzulagern. Um dieses Filament beginnt die erste
Ablagerung von Silikat. Die dadurch entstandenen kleinen Nadelstrukturen werden dann aus
der Zelle geschleust, was evil. durch assoziierte Filamente unterstitzt wird (fi). Diese
Strukturen konnten im Axialkanal der Nadeln identifiziert werden. Im extrazelluldren Raum
wachsen die Nadeln zu ihrer endglltigen Grofle durch appositionelles Wachstum. Das
Silikatein existiert wahrscheinlich, ahnlich dem Cathepsin L, in verschiedenen Formen,
welche wahrend der Nadelentwicklung ineinander tUbergehen. (Abb. 6.8). Das urspringliche
Enzym besale damit ein Signalpetid und ein Propeptidanteil. Beide Peptidanteile werden
wahrend der Reifung des Enzyms sukzessiv abgespalten bis ein aktives Silikatein mit einem
Molekulargewicht von 23 kDa vorliegt. Die Regulierung der enzymatischen Silikateinaktivitat
Uber die Proteolyse des Proenzyms ist eine fir den Schwamm durchaus sinnvolle Variante.
So ist gewahrleistet, dass eine Aktivierung des Enzyms, ahnlich wie bei Cathepsin L, erst am
Wirkungsort geschieht und eine ungerichtete Polymerisation von Silikat verhindert wird. Auch
im Hinblick auf die zum Teil hochkomplizierten Nadelformen ist diese Art der Regulation fur
den Schwamm sinnvoll. Ob die Abspaltung des Propeptidanteils im Silikatein in Analogie
zum Cathepsin L ebenfalls autokatalysiert ist, oder andere Mechanismen beteiligt sind bedarf

weiterer Untersuchungen.
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Abb. 6.8: Sequenzvergleich Silikatein. Die Sequenzen von Silikatein-a (SILICAa_SUBDO, accession
number CAC03737.1) und Silikatein-B (SILCAb_SUBDO, accession number AJ547635.1) wurden mit
den Sequenzen von Cathepsin L aus Suberites domuncula (CATL_SUBDO, accesion number
AJ547635.1) und Homo sapiens (CATL_HUMAN, PO7711) aligniert. Konservierte Aminséuren aller
Sequenzen in Bezug auf ihre physico-chemischen Eigenschaften wurden schwarz unterlegt.
Konservierte Bereiche von mindestens zwei Sequenzen wurden grau unterlegt. Die charakteristischen
Bereiche der Sequenzen wurden markiert. Darunter fallen die katalytische Aminosdurentriade der
Serine ($), Histidine ($) und Asparagine ($), das Signalpeptid (signal), der Propeptidanteil (propeptide)
und die Sequenz des reifen Enzyms (mature). Die Sequenz zur Herstellung des rekombinanten
Enzyms wurde eingerahmt ([rec-silicatein]). Markiert sind auch existierende Serincluster ([~Ser~]) die
Casein Kinase 2 (# CK) und die Phosphorylierungsstellen der Protein Kinase C (+ PKC).

Demnach wird wie bei anderen Metazoen auch die Biomineralisation durch organische
Strukturen dirigiert. Das organische Axialfilament dient dabei als zentraler Kern der Nadeln,
wohingegen extrazellular Kollagen und Spongin als Strukturproteine fur eine Skelettbildung
im Schwamm Verwendung finden (Wiens et al., 1999). Durch die Anwendung der
Transmissionselektronenmikroskopie war es mdglich, die Anfange der Nadelbildung in
fixierten Gewebepraparaten zu untersuchen. Danach scheint es dem einzelnen Sklerozyten
moglich, mittels im Zytoplasma gebildeten Filamenten die Bildung mehrerer Nadeln zu
initieren. Da man ausgewachsene, fertige Silikatnadeln extrazellular im Mesohyl des
Schwammes vorfand (Simpson, 1984), war es wichtig zu untersuchen, welche
Entwicklungen zwischen der Initiierung der Nadelbildung intrazellular und dem Erscheinen
der Nadeln extrazellular liegen. Durch die in dieser Arbeit aufgenommen Bilder konnte
gezeigt werden, dass der Axialkanal zumindest zeitweise nicht vollstdndig mit Filament aus
Silikatein ausgeflllt ist, wie bisher zumeist postuliert. Vielmehr konnten in im Axialkanal
membrandse, teilweise sogar vesikuldre Strukturen identifiziert werden, was den

intrazelluldren Ursprung des organischen Anteils der Silkatnadel nahe legt. Wahrend der
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weiteren Prozessierung der Nadel verkleinert sich der Durchmesser des Axialkanals von ca.
1,0-1,5uM bis auf ca. 0,4uM. Diese beobachtete Reduktion geht konform mit der Annahme,
dass das Silikateinfilament wahrend der Progression der Silikatnadeln langsam kontrahiert
bis es zuletzt enzymatisch inaktiv wird. Eine Erklarung hierfir koénnte in einem
fortschreitenden Alterungsprozess liegen, einhergehend mit einem Sol-Gel Ubergang und
einer Dehydratation der Silikatstrukturen in direkter Nahe des Filaments (ller, 1979).
Unterstutzt wird diese These durch rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen, die bei
auspolymerisierten Nadeln ein nur dinnes Filament zeigen, welches durchgehend den
Kontakt zum umhullenden Polymer verloren hat. Die daraus resultierende Annahme, dass
nur ein geringer Teil der Nadel direkt um das Filament entsteht, wohingegen der
Uberwiegende Teil via Appositionswachstum auf der primaren Struktur entsteht, konnte
bisher nur ungentgend untersucht werden. Begriundet wurde die Annahme, dass es sich bei
Silikatnadeln um ein Kompositmaterial handelt unter anderem durch vorausgegangene
elektronenmikroskopische Aufnahmen, die zeigen, dass Querschnitte von Schwammnadeln
eine deutliche, an Jahresringe eines Baumes erinnernde Ringstruktur besitzen (Weaver et
al., 2003).

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels gegen natives Silikatein gerichteten Antikérpern
gezeigt, dass sich Silikatein auch auferhalb des zentralen Kanals auf der Oberflache der
Silikatnadeln von Suberites domuncula nachweisen lie, was die Annahme eines
Appositionswachstums, ahnlich einer ,Layer by layer Deposition“ in der synthetischen
organischen Chemie (Descher, 2003) unterlegt.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zu Lage der Membranen wahrend der Entstehung einer
neuen Silikatstruktur konnten nun in Bezug zu den Ergebnissen der Klonierung eines
Kandidatengens gesetzt werden. So ist der als membranstédndiges Protein identifizierte
NBCSA_SUBDOM Transporter sehr wahrscheinlich in der Sklerozytenmembran und dem
Silikalemma lokalisiert, d.h. genau dort, wo eine schnelle Anreicherung von Silikat in das
betreffende Kompartiment in geregelter Art und Weise ablaufen muss. Dies wiirde auch mit
der Bildung eines ersten Kompartiments fir die Polymerisation durch Entstehung des
Silikalemma mittels einer Invagination von Teilen des auleren Sklerozytenplasmalemmas

konform verlaufen, wie dies bereits postuliert wurde (Uriz et al., 2000).
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6.5. Ausblick und Perspektiven fur die weitere Erforschung der
Silikatpolymerisation in Demospongien

Die Erforschung der genauen Mechanismen, mit welchen Demospongien in der Lage sind,
Silikat in gro3en Mengen anzureichern und zu vielfaltigen Strukturen zu polymerisieren, hat
vor allem das Ziel, im Sinne der Bionik Prinzipien der belebten Natur auf technische und
grofdtechnische Ablaufe anwendbar zu machen.

Mit der Entdeckung der Silikateine und der Untersuchung ihres Funktionsprinzips konnten
bereits wichtige Schritte in diese Richtung getan werden (Cha et al., 1999). Die hier
dargelegten Ergebnisse der Entwicklung des Axialfilaments kdnnten behilflich sein, das
genaue mechanistische Prinzip des Filaments weiter aufzuklaren und bereits unternommene
Versuche zur in vitro Ubertragung des polymerisiernden Prinzips (Cha et al., 2000; Sun et
al., 2002) weiter zu konkretisieren.

Hilfreich konnten auch weiterfiihrende Studien der Aufnahme von Silikat mittels Antikérper
gegen in Frage kommende Proteinstrukturen wie den NBCSA SUBDOM-Transporter sein.
Dies kann auch in Kombination mit elektronenmikroskopischen Methoden, wie dem
Immunogold-Labelling  stattfinden, da die Anwendbarkeit dieser Technik auf
Schwammgewebe unter anderem in dieser Arbeit demonstriert werden konnte.
Weitergehende Funktionsstudien, wie auch die Exprimierung des Transportergens in einem
Xenopus-Oocyten System, sind ebenfalls denkbar.

Sollte es in Zukunft gelingen, Schwamme oder Schwammzellen erfolgreich transfizieren zu
kénnen, so ware es moglich, den Vorgang der Biomineralisation beispielsweise durch
gezielte GFP-Markierung der entscheidenden Zellen zu verfolgen. Versuche bei obligat
photoautotrophen Algen liegen bereits vor (Zalavskaia et al., 2001).

Ebenfalls kdnnte die Identifizierung eines anionentransporterverwandten Silikattransporters
helfen, die Rolle des im Schwamm Suberites domuncula vorkommenden Enzyms Silikase
(Schréder et al., 2003) zu erweitern. Da sowohl bekannt ist, dass die der Silikase
strukturverwandte Carboanhydrase 2 mit Anionentransportern ein beschleunigendes
Metabolon bilden kann (Sterling et al., 2001), als auch dass Silikat moglicherweise in
bestimmten Fallen als Inhibitor der Carboanhydrase wirkt (Innocenti et al., 2004), kénnten
Studien eines Zusammenhangs dieser Vorgange interessant sein. Beispielsweise ist eine
feedbackartige Hemmung des Enzyms durch freie Silikationen denkbar. Dies kdnnte als eine
Steuerfunktion der Silikataufnahme durch ein eventuell vorhandenes Metabolon wirken. Des
Weiteren ware dies ein moglicher Regelmechanismus fur Umbauprozesse innerhalb des
schon bestehenden Silikatgerustes des Schwammes, ahnlich dem System von Osteoclasten

und Osteoblasten, wie man es in hdheren Organismen vorfindet.
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Auch die pharmazeutische Technologie kann von der Erforschung der Porifera profitieren.
Eine besondere Relevanz entsteht dabei durch die Notwendigkeit moderner
Darreichungsformen fir Arzneistoffe in Form von Nukleinsduren oder Peptiden, bzw.
Proteinen und durch die Forderung einer variablen und steuerbaren Freisetzung
konventioneller Arzneistoffe. Bereits bestehende Untersuchungen und Ergebnisse zur
Herstellung und Charakterisierung von polymeren Arzneistofftragern auf Silikatbasis kénnen
durch eine vollstandige Aufklarung und  anschlielende  Modifizierung  der
Polykondensationsmechanismen in Schwammen wertvolle Ergadnzungen erfahren. Bei
Arzneistoffen auf Nukleinsaurebasis werden auf der Suche nach Alternativen zu viralen
Vektoren bereits Nanopartikel auf Silikatbasis erforscht (Luo et al., 2003) und auch auf der
Suche nach geeigneten Materialien fir eine Langzeitfreisetzung von Arzneistoffen in
Knochenzement zeigen Silikatkompositmaterialien viel versprechende Eigenschaften (Xue et
al., 2004). Die templatgesteuerte Polykondensation von Silikat in Schwammen koénnte
aufgrund der sanften und variablen Reaktionsbedingungen gerade fir empfindliche

Arzneistoffe Losungen fir die Darreichungsproblematik anbieten.
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7. Zusammenfassung
Die fur Metazoen einzigartige Fahigkeit, hochdifferenzierte Silikatstrukturen herzustellen und

als Gerustsubstanz zu verwenden, steht bei den Porifera in einem scheinbaren Gegensatz
zu der niedrigen Konzentration an Silizium in dem die Schwamme umgebenden Medium. In
der zweiten bedeutenden silikatpolymerisierenden Species, den einzelligen Kieselalgen
(Diatomeen), konnte bereits ein Silikattransporter identifiziert werden, dessen Sequenzdaten
jedoch aufgrund der phylogenetisch geringen Verwandtschaft der Demospongien mit den
Diatomeen keine Verwendung finden konnte

Im Zuge der Suche nach einem Silikat-Transportsystem im Schwamm Suberites domuncula
wurde ein potentielles Kandidatengen mittels molekularbiologischer Techniken aus einer
cDNA Bank des Instituts isoliert, vervollstandigt und analysiert.

Es zeigte sich, dass dieser Transporter durch seine Sequenzdaten der Familie der
Bikarbonattransporter angehorte, und somit membranstandig war. Seine Transportfunktion
zeigte sich mittels spezifischer Inhibitoren hemmbar.

Damit der Schwamm in der Lage ist, eine regulierbare und schnelle Anreicherung von Silikat
durchfihren zu kbénnen, lag eine Annahme einer Induzierbarkeit der Transportergene durch
das Substrat Silikat nahe. Mittels Northern-Blot Analyse konnte in einem
Primmorphensystem des Schwammes eine Hochregulation der Transkription der
Transportergene festgestellt werden.

Die Lokalisation der Exprimierung des Transporters innerhalb des Schwammgewebes
konnte mittels In situ Hybridisierung untersucht werden und zeigte eine direkte Nahe zu den
Polysilikatstrukturen des Schwammes.

Um Hinweise auf eine Bifunktionalitdt des Transporters aufgrund der Ahnlichkeit von
Carbonat und Silikat zu erharten, wurden fluoreszenzmikroskopische Studien an isolierten
Zellkulturen des Schwammes durchgeflihrt. Es kam zu einer intensive Reaktion der Zellen
auf Silikat als Substrat. Dieser Effekt konnte nicht nur durch einen spezifischen
Transportinhibitor (DIDS) gehemmt werden, sondern zeigt auch eine deutliche
Temperaturabhangigkeit.

Um den potentiellen Silikattransporter in Zusammenhang mit dem Gesamtmechanismus der
Silikatnadelherstellung in Schwaémmen zu bringen, wurden zusatzliche
elektronenmikroskopische Studien angestellt. Hier konnte zunachst gezeigt werden, wie sich
das die Polykondensation auslosende und dirigierende Proteinfilament des Schwammes bei
der Nadelbildung entwickelt. Mittels einer darauf folgenden Immunogold-Markierung des
Hauptaxialfilamentproteins des Schwammes in elektronenmikroskopischen
Gewebepraparaten, konnte dessen Vorkommen nicht nur im Zentrum der Silikatnadel,

sondern auch in den die Nadel umgebenden Strukturen nachgewiesen werden.
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Die in dieser Arbeit erreichten Ergebnisse und Folgerungen konnten zu einem besseren
Verstandnis der Silikatpolymerisation innerhalb der einfachsten rezenten Vielzeller beitragen
und legen die Existenz eines aktiven Transportsystems fir Silikat in Demospongien nahe.
Eine Weiterfihrung der Studien dieser Vorgange koénnte die Transformation der
Mechanismen der belebten Natur auf die organochemische und pharmazeutische

Verfahrenstechnik erleichtern.
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9. Abklrzungsverzeichnis
9.1 Akronyme
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Amp.
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G.cydonium

GTP

h

IPTG
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kDA

NBCSA-Transporter

N-terminal

PAGE

PBS

PCR

RNA

Rpm

RT

SDS

Tab

TBE

TBS

TRIS

Tween 20

uv

v/v

A%




9.2 Aminosauren

‘Alanin [ ]
CArginin - o0 |
Asparagin

Aspartat o |
Cystein — [& ]

Glutamat

Glutamin

Glycin

Histidin

9.3 Nukleotidbasen
| Adenin T

Adenin
Cytosin

Guanin
Thymin
Uracil

Isoleucin

Leucin

e
T
T
[T |

Lysin
Methionin

Phenylalanin
Prolin

Threonin
Tryptophan
Tyrosin
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