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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.
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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.
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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.

39



alm

o5 2 [l o
104 fest 7

103 filtssig

krit. Punkt

102 - '

10 £ N Pry

7 “Tpy
1 - gasformig
|

g 1 » T[°C]

100 -0 0 450 40

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).

42



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