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Biomineralisation von Einzellern

Die Natur hat es im Laufe ihrer Entwicklung mit einzigartiger Er-
findungsgabe verstanden, auch anorganische Strukturen in vielfiltigen
Formen zu bilden. Jede Art, die biogene Mineralien hervorbringt, er-
zeugt diese in einer fiir sie spezifischen Form, die demnach offen-
sichtlich biologisch kontrolliert ist. Es wird angenommen, dass sowohl
die Synthese als auch die Form eines jeden biogenen Materials ge-
netisch programmiert und gesteuert sind. Dies zu untersuchen und die
Mechanismen der Biomineralisation zu beschreiben ist erst moglich
geworden, seitdem moderne Methoden in der Biologie zu Verfiigung
stehen. Einzeller wie magnetische Bakterien, Kalkalgen und Kiesel-
algen, die zu den einfachsten Lebewesen gehoren, eignen sich in be-
sonderem Mafle, mit diesen Methoden untersucht zu werden. In ihnen
entstehen Kristalle und Verbundmaterialien aus Proteinen und amor-
phen anorganischen Polymeren, welche in der anorganischen Chemie
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bis heute unbekannt sind.

1. Einleitung

Vieles deutet darauf hin, dass Bakterien oder Archaea
(Archaebakterien), die man den Prokaryoten zuordnen kann,
im spiten Archaikum und dem Proterozoikum die ersten
Lebewesen auf der Erde waren.l Mikrofossilien? lassen
darauf schlieBen, dass sie vor etwa 3.6 Ga (Ga=giga anna,
10° Jahre) existiert haben. Bis heute konnen beide unter so
extremen Bedingungen iiberleben oder leben, wie das sonst in
der belebten Welt kaum vorkommt. Solche ExtremophileP!
gedeihen sehr gut bei hohen oder tiefen Temperaturen
(Thermo- bzw. Psychrophile), unter stark sauren oder alka-
lischen Bedingungen (Acido- bzw. Alkalophile), hohen Salz-
konzentrationen (Halophile) und hoher vy-Strahlung (strah-
lenresistente Mikroorganismen).

Auch wenn es Fossilien mikrobieller Lebewesen aus
kohleartigem Material gibt, bestehen die dltesten Fossilien
aus versteinerten Formen, die Bakterienmorphologien ent-
sprechen; Magnetitkristalle konnen daher als direkte und
verléssliche Hinweise auf frithes Leben angesehen werden
(Abbildung 1 A). Dies trifft jedoch nur zu, wenn sie die fiinf
wichtigsten Eigenschaften des biologisch kontrollierten Mag-
netits tragen,*! die in den heutigen magnetischen Bakterien
gefunden werden.P! Diese Eigenschaften sind:

1) KristallgroBe einer magnetischen Einzeldomine und ein-
geschrankte anisotropische Breiten/Lingen-Verhéiltnisse

2) chemische Reinheit

3) kristallographische Perfektion

4) ungewohnliche Kristallmorphologien

5) kristallographische Richtung der Ausdehnung magneti-
scher Kristalle, die detailliert in Lit. [4b,c] beschrieben
sind.

Lineare Ketten zu bilden ist eine wichtige zusétzliche
Eigenschaft von biogenen Magnetitkristallen, die in lebenden
Magnetobakterien allerdings von einer speziellen Phospholi-
pidmembran umgeben sind und deshalb Magnetosomen
genannt werden.[) Auch an Magnetofossilien aus bis zu zwei
Milliarden Jahre alten Erdsedimenten(’*<l und moglicherwei-
se in Meteoriten vom Mars! wurden biogene Magnetitkris-
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talle nachgewiesen (Abbildung 1B). Nach ihrer Isolierung
aus einer Kultur von Magnetospirillum gryphiswaldense
wurden Magnetosomen mithilfe eines Stabmagneten fiir die
Elektronenmikroskopie parallel angeordnet, um ihre Rein-
heit und Magnetosommembran nachzuweisen.’>f1 Da in
Gegenwart des Stabmagneten lange statt der urspriinglich
vorhandenen kurzen Ketten nachgewiesen wurden (Abbil-
dung 1 C), konnte dieses Experiment ein Modell sein fiir die
Bildung von Magnetitkristall-Ketten auf dem Mars, falls nach
dem Absterben der Bakterienzellen kurze Ketten freigesetzt
wurden.

Die terrestrischen Magnetofossilien sind fiir den Zeit-
raum von vor zwei Milliarden Jahren bis zum Prikambrium
vor etwa 550 Millionen Jahren die einzigen Zeugen einer
Biomineralisation. Erst fiir die Spitzeit des Priakambriums
finden sich Hinweise auf eine Matrix-vermittelte Bildung
eines Calciumminerals durch das wirbelloses Tier Cloudina.l®!
Mehrere hundert Millionen Jahre zuvor scheinen sich die
tierischen Hauptphyla schon getrennt zu haben.[! Noch im
frithen Kambrium vor 525 bis 510 Millionen Jahren erfolgte
dann geradezu ein explosionsartiger Anstieg der Biominera-
lisation, Kambrische Explosion (cambrian explosion) ge-
nannt. Es entwickelten sich vor allem innerhalb der ersten 10
Millionen Jahre nahezu exponentiell eine Vielzahl biomine-
ralisierender Tierarten.*>!-2l Die meisten der wichtigsten
Skelettmaterialien sind hierbei entstanden. Danach haben
nur die Korallen, einige Algen und die Wirbeltiere in marinen
Habitaten Skelette gebildet.¥l Diese Erkenntnis haben
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Abbildung 1. Fossile Ketten von Magnetitkristallen aus magnetotakti-
schen Bakterien (Magnetofossilien): A) Terrestrische Magnetofossilien
aus marinen Sedimenten. Die Fossilien stammen aus Bohrungen im
Stidatlantik (Deep Sea Drilling Project (Leg 73), Angola Basin), ihr Alter
betragt ca. 50 Millionen Jahre; die Lange des Balkens entspricht

100 nm. (Unverdffentliche elektronenmikroskopische Aufnahme mit
freundlicher Genehmigung von N. Petersen und M. Hanzlik, Miin-
chen). B) Magnetofossilien im Marsmeteorit ALH 84 001. Elektronen-
mikroskopische Aufnahme (SEM-BSE) einer langen Kette von Magne-
titkristallen (Pfeil), die durch die intakte Oberfliche eines frischen Bru-
ches aufgenommen wurde. Die Magnetitkristalle befinden sich am
Rande von Carbonatkiigelchen in ALH 84001. Die Linge des Balkens
entspricht 200 nm. (Ausschnitt aus Abbildung 4A von Lit. [7d] mit
freundlicher Genehmigung von I. Friedmann und der National Acade-
my of Science, USA). C) Lange Magnetosomketten. Elektronenmikro-
skopische Aufnahme von isolierten Magnetosomen aus Magnetospiril-
lum gryphiswaldense, die bei der Anordnung fiir die Elektronenmikro-
skopie im schwach magnetischen Feld lange Ketten gebildet hatten.
(Von Lit. [7d] mit freundlicher Genehmigung von D. Schiiler). SEM =
Raster-Elektronenmikroskopie, BSE = Riickstreuelektronen-Modus.

Kirschvink und Hagedorn dazu veranlasst, eine kiihne,
zusammenfassende Hypothese aufzustellen:l'J Die kompli-
zierten mineralischen Strukturen in Tieren und Pflanzen, wie
wir sie heute vorfinden, sind demnach aus einem schon
existierenden, einfacheren System hervorgegangen. Dabei
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sollen Genmuster, die sich fiir eine spezielle Funktion
entwickelt haben, durch Genduplikation, Mutation und
Adaption in einem anderen biologischen System fiir eine
neue Rolle, eine andere mineralische Struktur, verdndert
worden sein.['’ Die paldontologischen Befunde stehen nicht
im Widerspruch zu der Idee, dass die Bildung von Magnetit-
kristallen magnetischer Bakterien die Vorstufe der biogenen
Mineralbildung in Eukaryoten sein konnte. Gestiitzt wird
diese Annahme dadurch, dass Magnetitkristalle auch in
eukaryotischen Einzellern wie Euglena-Algen (Euglenophy-
ta)'®! und Dinoflagellaten*®! sowie in hoheren Organismen
wie Lachs,['”! Forelle,'8! Brieftaube,['” Wanderameisel'”! und
auch im menschlichen Gehirn?” nachgewiesen wurden.

Aber nicht nur die Fahigkeit, Magnetitkristalle zu bilden,
ist offensichtlich in mehreren hoheren Organismen vorhan-
den. Es konnte auch schon das auf intracytoplasmatischen
Vesikeln aufbauende System, durch das Biomineralien ge-
bildet werden, von den magnetotaktischen Bakterien an die
eukaryotischen Einzeller iibertragen worden sein. LieB3e sich
diese Hypothese verifizieren, konnte die Aufkldarung der
Mechanismen, die zur Bildung komplizierter Strukturen bis
zu den Knochen und Zihnen fiihren, einfacher sein.

2. Biomineralisation an bakteriellen Oberflichen
2.1. Immobilisierung von lonen

Bakterielle Zellen haben ein Volumen von 1.5-2.5 pum? 2!
und folglich ein hohes Oberfldchen/Volumen-Verhiltnis. Um
sich davon eine Vorstellung zu machen, kann man einen
Wiirfel von 1cm Kantenldnge in 102 Wiirfel von 1 um
Kantenldnge zerlegen. Dabei ist die gesamte Oberfldache
dieser 10 kleinen Wiirfel 10000-mal groBer als die des
groBen Wiirfels.??l Die groBe Oberfliche einer Bakterienzelle
ist vor allem fiir die Aufnahme von Néihrstoffen und die
Ausscheidung von Abfallstoffen geeignet. Beide Vorginge
hiangen vollstindig von den Diffusionsgradienten der jewei-
ligen Substanzen ab.

Dariiber hinaus bieten die unterschiedlichen Zellwand-
strukturen der beiden Gruppen von Bakterien, die urspriing-
lich entsprechend ihrem Fiarbeverhalten bei der Gramfér-
bung als grampositiv oder gramnegativ bezeichnet wurden,
eine Fiille von Moglichkeiten, Kationen und auch Anionen zu
binden. So besteht die Zellwand von grampositiven Bakterien
aus einem hochvernetzten Polymer, einer 25 nm dicken
Peptidoglycan-Schicht, auch Murein-Sacculus genannt, das
reich an Carboxylatgruppen ist. Sekundire Polymere wie
Teichonsdure, Ketten von 8-50 Glycerin- oder Ribitolmole-
kiilen, die iiber Phosphatbriicken verestert sind, oder Tei-
churonsiure, die im Wesentlichen auf Uronsduren basiert,
erweitern das Arsenal an negativ geladenen Verbindungen
(Phosphat- und weitere Carboxylatgruppen). Die Zellwand
von gramnegativen Bakterien dagegen setzt sich aus einer
diinnen Peptidoglycanschicht von 4 nm zusammen, die von
der Lipid/Protein-Doppelschicht ihrer Auenmembran gegen
die Umgebung abgeschirmt wird. Deshalb sind die nach
auBen ragenden Lipopolysaccharide (LPS), die mit ihren
lipophilen Enden in der Auenmembran verankert sind, mit
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ihren vielen Phosphat- und oft auch Carboxylatgruppen hier
wahrscheinlich die bevorzugten Zentren der Kationenbin-
dung.

Zusitzliche Schichten der duBeren Oberfliche werden
sowohl bei den grampositiven wie auch den gramnegativen
Bakterien durch saure Mucopolysaccharide gebildet: als
Kapseln, wenn sie an den Zellwdnden festgebunden sind,
oder als Schleim, wenn sie sich frei zwischen den Bakterien
bewegen konnen.! Auch Scheiden, réhrenférmige Hiillen
von Filamente bildenden Bakterien, die aus einem Hetero-
polysaccharid bestehen, binden durch die darin vorkommen-
de Gluconsdure Kationen. Solch eine Immobilisierung kann
auch aktiv durch Enzyme stattfinden, die in den Scheiden
lokalisiert sind, wobei z.B. Mn"' zu Mn'V oxidiert wird und als
MnO, ausfillt.[*]

Viele Bakterien und Archaea bilden parakristalline Ober-
flaichenschichten mit einer zweidimensionalen Proteinanord-
nung, die S-Layer (surface layer), die hier jetzt S-Schicht
genannt wird.” Die polaren Aminosidurefunktionen schei-
nen iiberwiegend im Innern der S-Schicht-Proteine verborgen
zu sein. In den Kanilen, die das S-Schicht-Netz durchziehen,
konnen jedoch solche Funktionen die gefundenen Biomine-
ralisationen erkldren.” Bemerkenswerterweise sind S-
Schicht-Proteine die ersten Glycoproteine, die in Prokaryo-
ten nachgewiesen wurden und zwar zuerst in dem Archaeon
Halobacterium salinarium (frither H. halobium).>]

Insgesamt ergibt sich fiir alle wesentlichen bakteriellen
Oberflichen durch die beschriebenen COOH- und PO(OH)-
Gruppen bei neutralem pH-Wert der Umgebung eine nega-
tive Oberflachenladung. So werden im einfachsten Fall die
positiv geladenen Metallionen durch elektrostatische Wech-
selwirkung gebunden. Jedoch gibt es wegen der komplexen
Struktur der Oberflichen wenig konkrete Hinweise auf
wirkliche Metallkomplexe. Ein Drei-pK-Modell fiir Zellwén-
de von Bacilli, das aus Sdure-Base-Titrationen hervorgegan-
gen ist, weist nicht nur auf die Teilnahme von Carboxy- und
Phosphoryl-, sondern auch auf Hydroxygruppen hin, die bei
der Komplexbildung involviert sein konnen.?>2! Fiir Cd",
Cu"l, Pb" und AI'" konnten die Stabilititskonstanten der
Metallcarboxylate bestimmt werden.?]

Obwohl die Oberfldchen vieler Bakterien negativ geladen
sind, konnen auch Anionen wie Carbonat oder Silicat bei
neutralem bis saurem pH-Wert gebunden werden. Diamino-
pimelinsdure, im Peptidoglycan von grampositiven Bakterien
wie Bacillus subtilis, und N-Acetylfucosamin, im Lipopoly-
saccharid (LPS) von gramnegativen Bakterien wie Pseudo-
monas aeroginosa, bieten nach Protonierung hierzu eine
begrenzte Anzahl positiv geladener funktioneller Gruppen.

Da die Menge des gebundenen Silicats hoch ist im
Verhiltnis zur Anzahl der positiven Gruppen, wird ange-
nommen, dass mehrwertige Metallionen wie Fe'! eine Brii-
ckenfunktion ausiiben, indem sie zuerst an negativ geladene
Gruppen gebunden werden und anschlieBend das Silication
immobilisieren. Wenn keine mehrwertigen Metallionen in
Losung vorhanden sind, binden sehr wahrscheinlich die
positiven Gruppen die Silicationen.?"]
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2.2. Keimbildung und Kristallwachstum von Biomineralien

Lebende Bakterien, die von Mineralien teilweise oder
vollstdndig umhiillt sind, werden in vielen, vor allem wissri-
gen Milieus gefunden. Mikrofossilien? bestehen im Wesent-
lichen aus einer speziellen Mineralschicht um ein Volumen,
das demjenigen von Bakterien dhnelt. Um den biogenen
Ursprung der Mikrofossilien zu erhérten, wurden ausgedehn-
te Untersuchungen zu ihrer Entstehung an lebenden Bakte-
rien durchgefiihrt.”! Bakterien kénnen also nicht nur Ionen
binden, sondern auch an ihrer sehr reaktiven Oberfldche
Mineralien bilden. Um die dazu notwendige lokale Uber-
sattigung herzustellen, konnen sie die freie Energie ernie-
drigen, die zur Féllung notwendig ist. Dies kann geschehen,
indem sie durch ihren Metabolismus den pH-Wert oder das
Redoxpotential an ihren Oberflichen verdndern. Als Zentren
dieses Wachstums werden die Ionenbindungstellen angenom-
men.”®! Hierbei werden wenig geordnete bis kristalline
Phasen aus Eisen- und Manganoxiden durch enzymatische
Redoxreaktionen um GroB3enordnungen schneller gefillt als
durch chemische Redoxreaktionen aus einer Losung ohne
Bakterien.[?] Metallionen wie Fe', allein oder zusammen mit
AI™ bilden nicht nur Briicken zwischen Carboxylat- oder
Phosphatgruppen der Oberfldache und Silicaten, sondern sind
auch entscheidend fiir die Bildung von amorphen und wenig
geordneten, feinkornigen Polysilicaten.”>?]Ein auBerge-
wohnliches Beispiel der Keimbildung und des Kristallwachs-
tums, hier von Carbonatmineralien, wurde an der S-Schicht
photosynthetischer Bakterien nachgewiesen.?” Die S-Schicht
besteht im konkreten Fall aus Kopien eines 104-kDa-Proteins
in einer hexagonalen Konfiguration. S-Schichten sind also bis
jetzt die am besten bekannten, organischen Matrizen, aller-
dings nicht in, sondern an der Oberfldche eines Organismus.
Bei schwachem Licht bildet sich Gips (CaSO,) auf ihnen, bei
laufender Photosynthese Calcit (CaCO;) durch pH-Erhéhung
in unmittelbarer Nachbarschaft.

2.3. Biomolekiile als Matrizen

Die Stabilitdt der ausgedehnten zweidimensionalen Git-
ter von S-Schichten ermoglicht die Isolierung und Nutzung
dieser Biomolekiile als Matrizen zur Herstellung von mole-
kular geprigten Nanostrukturen.?*>3311 So konnte metalli-
sches Platin durch Reduktion von K,[PtCl,] auf einer
isolierten S-Schicht derart deponiert werden, dass sich hoch-
geordnete und periodische Anordnungen von Metallclustern
auf der Schicht bilden. Gut getrennte und nahezu sphérische
Partikel (dunkel) sind auf der kristallinen Proteinmatrix
angeordnet und geben die tetragonale Struktur der S-Schicht
wieder (Abbildung 2).5'4

2.4. Metall- oder Mineralbildungen im Inneren von Bakterien —
ein Ubergang von auflen nach innen?

Alle bisher beschriebenen Mineralien sind an den Ober-
flichen von Bakterien (Abschnitt2.1) entstanden.?? Im
folgenden Abschnitt wird die Biomineralisation von Magne-
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Abbildung 2. Platin-Nanocluster, hochgeordnet auf einer kristallinen,
bakteriellen S-Schicht (surface layer). A) Transmissionsmikroskopie
(TEM)-Aufnahme von Platinclustern, die auf isolierten S-Schichten von
Sporosarcina urea durch Reduktion eines Platinsalzes hergestellt wur-
den. B) Verteilung von Platinclustern (schwarz) mit einem durch-
schnittlichen Durchmesser von 1.940.6 nm auf der zweidimensiona-
len Proteinmatrix, sichtbar gemacht durch Bildverarbeitung. Die Ein-
heitszelle des Clustergitters hat eine Gréf3e von 13.2x13.2 nm. (Von
Lit. [31a] mit freundlicher Genehmigung von W. Pompe und H. Engel-
hardt sowie des Springer Verlags, Heidelberg).

tit(Fe;O,)-Kristallen in speziellen Phopholipidvesikeln des
Zellinneren (Cytoplasma) von Bakterien beschrieben. Hier-
bei stellt sich die Frage, ob es auf einem Weg von auflen nach
innen eine primitive Stufe von Biomineralisation im Cyto-
plasma gibt, d.h. ohne Membran. In der Tat konnen
Goldionen als Au™ oder [AuCl,]~ bis ins Cytoplasma von
Endosporen, also metabolisch ruhenden Bakterien, vordrin-
gen und dort in einer Redoxreaktion viele Nanopartikel von
5-20 nm Durchmesser aus metallischem Gold bilden (Abbil-
dung 3).21 Obwohl Au-Ionen anders als Hg""-Ionen starke
Oxidationsmittel sind, dhnelt ihre Metallbildung im Cyto-
plasmal® der von Hg'-Ionen bezogen auf das Entgiftungs-
oder Resistenzverhalten von Bakterien. Jedoch wird metalli-
sche Gold abgelagert, wiahrend elementares Quecksilber, das
hier erst durch die cytosolische Quecksilber-Reduktase ent-
standen ist, als Dampf aus den Bakterien diffundiert.[*!

Intrazelluldre partikelférmige Eisensulfidablagerungen,
die unregelmaBig verteilt waren und aus amorphem Material
bestanden, wurden in einigen Sulfat-reduzierenden Bakterien
gefunden. Sie sind wahrscheinlich von keiner Membran
umgeben, da sie nach Lyse der Zellen nicht durch eine
Dichtegradientenzentrifugation isoliert werden konnten.B
Dariiber hinaus wurden in einigen Purpurbakterien, die eine
anoxygene Photosynthese betreiben, — also aus der Friihzeit
der sich entwickelnden Photosynthese stammen —, dann
sphérische Partikel gefunden, wenn sie in Medien mit relativ
hoher Eisenkonzentration kultiviert wurden. Diese Partikel,
die von einer Art Membran umgeben waren und in der Zelle
eine Kette bildeten, waren wahrscheinlich fiir die magneti-
sche Reaktion der Bakterien verantwortlich. Solche Purpur-
bakterien konnten also eine frithere Stufe der Biomineralisa-
tion in Vesikeln sein.[

Als fehlendes Bindeglied (missing link) zwischen bakte-
rieller Biomineralisation an Oberfldchen einerseits und im
Cytoplasma oder in intracytoplasmatischen Vesikeln ande-
rerseits wurde ein Bakterium beschrieben,?? das wahr-
scheinlich beides zugleich vermag. Es ist Shewanella putrefa-
ciens CN 32, ein gramnegatives und fakultativ anaerobes
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Abbildung 3. Bildung von Gold-Nanopartikeln im Cytoplasma der En-
dosporen von Clostridium botulinum. Werden diese Endosporen 10 min
bei Raumtemperatur in einer Lésung von AuCl; suspendiert, entstehen
Goldpartikel mit Durchmessern von 5-20 nm. Im Diinnschnitt ohne
Negativkontrastierung sind die Goldpartikel eletronenmikroskopisch
nahezu ausschlieflich im Cytoplasma zu finden. Die Lange des Bal-
kens entspricht 500 nm. (Von Lit. [2a] mit freundlicher Genehmigung
von T. J. Beveridge).

Bakterium, das Fe'' als Elektronenacceptor bei seiner an-
aeroben Energiegewinnung zu Fe! reduzieren kann (dissimi-
latorische Eisenreduktion, siche auch Abschnitt 3.4). Unter
den strikt anaeroben Bedingungen einer H,/Ar-Atmosphire
und nur in Gegenwart des Fel-Oxids Ferrihydrit (2-Linien-
Ferrihydrit)! bilden diese Bakterien nicht nur Magnetit
(Fe;0,) auBerhalb der Bakterien. Sie bilden dann, wenn nach
einiger Zeit Fe! im Reaktionsgemisch nachweisbar ist, etwa
60 Eisenoxidpartikel von 30 — 50 nm Durchmesser im
Cytoplasma. Die Partikel sind sehr wahrscheinlich von einer
Lipiddoppelmembran umgeben und erzeugen bei transmis-
sionselektronenmikroskopischen Untersuchungen Reflexe in
der Feinbereichstreuung (selected area electron diffraction,
SAED), die sich dem Magnetit oder Maghidmatit zuordnen
lassen.®™ Diese Mineralien wurden anders als im zuvor
beschriebenen Experiment® bei Eisenkonzentrationen ge-
bildet, wie sie in Boden und Sedimenten gefunden werden.B%

3. Bildung von Nanokristallformen aus Fe;O, in
magnetischen Bakterien

3.1. Vorkommen magnetischer Bakterien

Magnetische Bakterien, auch magnetotaktische Bakte-
rien genannt, sind in aquatischen Habitaten weit verbreitet
und bevorzugen mikroaerophile Bereiche, die ,,Oxidisch-
anoxidische Ubergangszone“ (oxic-anoxic transition zone,
OATZ).?%37 Solche charakteristischen Lebensrdume erstre-
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cken sich iiberwiegend in der Wasser-Sediment-Zwischen-
schicht von Stwassertiimpeln, -seen und -fliissen, wo auch
die meisten magnetischen Bakterien gefunden wurden. Der
Chiemsee in Bayern ist dafiir ein gutes Beispiel.’ Auch in
den Ubergingen von Brack- zu Meerwasser, die durch
besondere, z.B. vertikal angeordnete chemische Schichten —
von oben oxidierend und von unten reduzierend — charakte-
risiert sind, wurden auch zahlreiche magnetotaktische Bak-
terien nachgewiesen.’8! Letztere befindet sich ungewohnli-
cherweise einige Meter tief in einer Wasserséule, die abhidngig
von der Jahreszeit in vertikale Richtung wandert. Selbst im
Salzwasser des Siidatlantiks, vor den Kontinentalrindern
seines Ostlichen Teils (Angola) wie auch denen seines west-
lichen Teils (Brasilien), wurden magnetotaktische Bakterien
in Oberfldchensedimenten in bis zu 3000 m Tiefe entdeckt.[*]

In allen wesentlichen Morphotypen, als Kokken, Spirillen,
Vibrionen, Stdbchenbakterien und auch als vielzellige Bak-
terien kommen magnetotaktische Bakterien in den ver-
schiedenen Habitaten vor. Sie sind wie viele anderen
Sedimentbakterien schwer zu kultivieren. Daher sind seit
1979, der Isolierung des ersten magnetotaktischen Bakte-
riums, heute Magnetospirillum magnetotacticum MS-1 ge-
nannt*! (frither Aquaspirillum magnetotacticum), nur zehn
reine Kulturen bekannt.’*4 Dass es trotzdem méglich wurde,
eine Okologie und einen ersten phylogenetischen Stamm-
baum der magnetotaktischen Bakterien zu beschreiben, ist
einer eleganten Methode zu verdanken, welche die vergleich-
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Desulfosarcina variabilis I

Geobacter metallireducens

Desulfovibrio sp. BG6

Desulfovibrio sp. RS-1
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Nitrospira moscoviensis
Nitrospira
phylum | Leptospirilium ferrooxidans

|"Magnetobacierium bavaricum™ |

Shewanella alga I

[MMP|
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ende Sequenzanalyse von ribosomaler Ribonucleinsdure
(rRNA)™ mit der In-situ-Hybridisierung von fluoreszieren-
den Oligonucleotidsonden (FISH) fiir bisher nicht kulti-
vierbare Bakterien verbindet (Abbildung 4).1%]

3.2. Artspezifische Magnetitkristalle

In den vielfiltigen Bakterienformen (Morphotypen) fin-
det man durch elektronenmikroskopische Untersuchungen
Magnetitkristalle mit bestimmten Groflen und Morpholo-
gien, die beide fiir die jeweilige Bakterienart spezifisch zu sein
scheinen. Diese Annahme konnte durch Isolierung und
Kultivierung von Reinkulturen bestitigt werden: Die ,rei-
fen* Kristalle stimmten in GroBe (maximale AusmaBe) und
Morphologie iiberein.’’! Wurden Isolate aus natiirlichen
Habitaten gewonnen, fielen gegeniiber den weitgehend un-
gestorten reifen Kristallen der Reinkulturen Abweichungen
auf,[*! die wahrscheinlich aus Veridnderung der Bakterienum-
gebung hervorgegangen waren, z.B. Anderungen der Eisen-
konzentration, des Sauerstoffgehalts und der Temperatur.
Etwas vereinfacht kann man drei Kristallmorphologien
beschreiben, die in magnetotaktischen Bakterien gefunden
wurden (Abbildung 5): kubooktaedrische, pfeilspitzenartige
und pseudo-hexagonal. Es soll hier noch besonders hervor-
gehoben werden, dass alle Magnetitkristalle das kubisch
flichenzentrierte Kristallgitter von Magnetit, jedoch artspe-

t - Protecbakterien

-
Burkholderi. i
i o a - Proteobakterien

Agrobacterium iumefaciens

Oceanospirillum pusillum

aeospiriiium mofischionum
Rhodospirillum rubrum
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magnetotaktische Stabchen

Cyanobakterien ——

Flanclomycetes

Thermotoga maritima

Agquifex pyrophilus

coccolde
magnetotaktische Bakterien

Archaea
10%

Abbildung 4. Rekonstruktion der Phylogenie magnetotaktischer Bakterien (schattierte Bereiche) nach vergleichender 16S-rRNA-Sequenzanalyse.
Der Stammbaum wurde mit dem ARB-Softwarepaket erstellt und basiert auf einer Sparsamkeits(Parsimony)-Analyse. Er wurde entsprechend der
Ergebnisse von Analysen der maximalen Wahrscheinlichkeit (maximum likelihood) und des ,,Neighbor-Joining“ korrigiert, wobei instabile Abzwei-
gungen durch Multifurkationen angezeigt werden. Die Baumtopologie beruht auf fast vollstindigen 16S-rRNA-Sequenzen. Die Teilsequenzen der
Stimme CS103, MC-1, MV-1, MMP und RS-1 wurden nachtréglich mit dem Parsimony-Algorithmus eingefiigt, wobei keine Anderungen der Ge-
samttopologie zugelassen wurden. (Von Lit. [45a] mit freundlicher Genehmigung von R. Amann).
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A)

Abbildung 5. Kristallmorphologien und intrazellulare Anordnung von
Magnetosomen aus magnetotaktischen Bakterien: A) kubooktaedrisch,
B) pfeilspitzenartig, C-D) pseudo-hexagonal. Die Magnetosomen sind
in einer (C) oder mehreren (D) Ketten angeordnet. Die Lange des Bal-
kens entspricht 100 nm.

zifische Kristallmorphologien haben.*><l Idealisierte Kristall-
morphologien dieser biogenen Kristalle sind in Abbildung 6
gezeigt. Zusitzlich sind dort auch solche Morphologien
dargestellt, die fiir das magnetische Schwefelanalogon des
Magnetits, Greigit (Fe;S,), nachgewiesen wurden. >

Das Unerwartete, ja AuBergewohnliche dieser biogenen
Magnetitkristalle besteht nicht nur in einer engen Grofen-
verteilung, sondern vor allem auch in einem Durchmesserbe-
reich von 40-120 nm, der ihnen deshalb das hoéchste magne-
tische Moment zuordnet. Denn dieser Durchmesserbereich

117 _
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071
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{1101+{111}+{100}

{100}+{111} (Kubooktaeder) gestreckt {100}+{111}

Abbildung 6. |dealisierte Kristallmorphologien von Magnetit (Fe;O,) und Greigit
(FesS,), die aus hochauflésenden Transmissionselektronenmikroskopie(HRTEM)-Un-
tersuchungen an Magnetosomen von magnetotaktischen Bakterien abgeleitet wur-
den. Obere Reihe: Variationen pseudo-hexagonaler Prismen; untere Reihe: (von links
nach rechts) Kubooktaeder, der in Magnetosomen mit Magnetit und Greigit vor-

001

001

ot
11 111
oTo—r
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entspricht Magnetitkristallen mit einer magnetischen Einzel-
domine (single magnetic domain).*’l Da Magnetitkristalle
aus anorganischen Synthesen weder eine dhnlich enge Gro-
Benverteilung (und damit auch keine einheitlichen magneti-
schen Eigenschaften) noch eine solche Vielfalt an Kristall-
morphologien bieten, wird die Bildung dieser biogenen
Magnetit- und auch Greigitkristalle wahrscheinlich biologisch
streng gesteuert. Die Erforschung dieser Kontrolle steht noch
aus.

3.3. Das Magnetosom: eine Phospholipidvesikel zur Produktion
artspezifischer Magnetitkristalle
3.3.1. Die Magnetosommembran

Den Pionieren Blakemore et al. und Frankel et al. gelang
nicht nur die IsolierungB® und Kultivierung*?! von Magneto-
spirillum magnetotacticum, sondern auch die Identifizierung
der Magnetitkristalle.®! Sie konnten mithilfe des Transmis-
sionselektronenmikroskops (TEM) auch zeigen, dass fast alle
diese Kristalle von einer elektronenundurchlissigen Schicht,
wahrscheinlich von einer Lipiddoppelschicht, umgeben sind.
Der Begriff Magnetosom wurde fiir solch ein umhiilltes
magnetisches anorganisches Kristall eingefiihrt.’l Nach der
Isolierung geringer Mengen an Magnetosomen wurden in
einer ersten Lipidanalyse Neutrallipide, freie Fettsiuren,
Glycolipide, Sulfolipide und Phospholipide gefunden.[*IMit
dem phylogenetisch benachbarten Magnetospirillum gryphis-
waldense (Abbildungen 7A, B) wurde eine Reinkultur ge-
wonnen,*#! die anders als das sauerstoffempfindlichen M.
magnetotacticum praktisch sauerstofftolerant ist. Daraus lief3
sich ein magnetotaktisches Bakterium entwickeln, das die
hochsten Ausbeuten an Magnetosomen zu gewin-
nen ermoglichte. Die Magnetosomen wurden an-
schlieend iiber eine neuartige Methode, eine
magnetische Trennsiule, sehr rein erhalten.[>!
Darauthin wurde die Lipidzusammensetzung
nicht nur der Magnetosom-, sondern auch der
Auflen- und Cytoplasmamembran quantitativ be-
stimmt (Tabelle 1).%°1 Anders als bis dahin
vermutet, ! unterschied sich das Lipidprofil der
Magnetosommembran von dem der beiden an-
deren Membranen. So war die Menge an Phos-
phatidylglycerin etwa dreimal, diejenige an Phos-
phatidylcholin achtmal so grof3 wie in der Aufen-
oder Cytoplasmamembran. Ornithinamidlipid
und ein anderes, bisher unbekanntes Lipid (X-
NH,), das ebenfalls keine Phosphatgruppe hat,
konnten dagegen nur in der Auflen- und der
Cytoplasma-, jedoch nicht in der Magnetosom-
membran nachgewiesen werden. Beide Lipide
waren wertvolle Marker bei der Trennung der
Membranen. Diese Ergebnisse lassen zumindest
vermuten, dass die Magnetosommembran einem
eigenen Syntheseweg folgt und auch fiir die
maximale GroBle der Kristalle mitverantwortlich

111
{110}+{111}+{100}

11T

kommt; gestreckter Wiirfel mit schrig abgeschnittenen Ecken, der nur in Magnetoso-

men mit Greigit gefunden wurde; gestreckter Kubooktaeder, der in einigen Magneto-
somen mit Magnetit vorkommt. (Nach Devouard et al.l*! abgewandelt, mit freundli-

cher Genehmigung von R. B. Frankel).

sein kann, da eine Deformation der Phospholi-
pidvesikeln durch zu grofie Kristalle bisher nicht
beobachtet wurde. Auch konnten variierende
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Abbildung 7. TEM-Aufnahmen von A) Magnetospirillum gryphiswaldense
mit einer Kette von kubooktaedrischen Magnetitkristallen und einer
Flagelle an jedem Pol (die Linge des Balkens entspricht 500 nm) und
von B) seinen isolierten und gereinigten Magnetosomen, die von einer
Membran umgeben sind (die Lange des Balkens entspricht 20 nm).

Tabelle 1: Lipidzusammensetzung der Membranen von M. gryphis-
waldense

Lipid Aufien- Cytoplasma-  Magnetosom-

membran  membran membran

[Mol-%] [Mol-%] [Mol-%]
Phosphatidylethanolamin ~ 59.9+5.1  70.7+0.5 52.8+£5.5
Phosphatidylglycerin 139409 12.6+1.9 38.3+5.7
Ornithinamidlipid 18.6+58 47404 —
Phosphatidylcholin - 1.1 89+£0.5
XNH, 7.6£0.7 7.2+19 -

Phospholipid-Zusammensetzungen der Membranen und da-
mit die Membranoberflichen fiir die jeweilige Kristallmor-
phologie der Magnetitkristallen eine Rolle spielen.
Funktionell noch wichtiger als Phospholipide sind die
Proteine der Magnetosommembran, von denen angenommen
wird, dass sie den Mechanismus der Magnetitkristallbildung
beeinflussen. Sie sollten demnach in einer biologisch ge-
steuerten Biomineralisation,*>% deren erstes Prinzip die
intrazelluldre rdumliche Kompartimentierung ist, mit der
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Lipiddoppelschicht der Magnetosomen verbunden sein. An
der Steuerung dieses Mechanismus sollen Eisentransportpro-
teine, die in den Magnetosomen lokale Ubersttigung erzeu-
gen, Proteine, die die Kristallkeimbildung katalysieren, und
Redoxproteine, die eine Fe'/Fe!'-Stéchiometrie von 2:1 fiir
Fe;0O, herstellen, beteiligt sein.

Das proteinchemische und molekularbiologische Inte-
resse hat sich daher auf die Proteine der Magnetosommem-
bran gerichtet, 5] die wahrscheinlich fiir den einfachsten
Mechanismus einer gesteuerten Biomineralisation von zen-
traler Bedeutung sind. Isolierte Magnetosomen bilden wegen
der elektrostatischen Eigenschaften ihrer Membran stabile
Suspensionen. Detergentien konnten die Magnetosommem-
bran auflosen, wobei die Magnetitkristalle sofort agglome-
rierten.” Durch Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel-
elektrophorese (SDS-PAGE) wurden in diesen Extrakten
der Magnetosomen von M. gryphiswaldense zunichst neun
spezifische Proteinbanden,* in solchen von M. magnetotac-
ticum entweder zweil*®! oder dreil>*! fiir die entsprechende
Magnetosommembran gefunden. Nach weiteren Untersu-
chungen an M. gryphiswaldense erhohte sich die Zahl der
spezifischen Banden auf dreizehn.!

3.3.2. Klonierung und Sequenzanalyse der Gene von
Magnetosommembranproteinen

Der erste Schritt in die Molekularbiologie der Magneto-
sommembran fithrte durch Fukumori et al. vor sieben Jahren
vom SDS-Polyacrylamidgel iiber die N-terminale Aminosédu-
resequenz eines 22-kDa-Proteins (MAM 22) von M. magne-
totacticum zur Klonierung und Sequenzanalyse des zugeho-
rigen Gens.’% Auf gleichem Wege wurde die Aminosiure-
sequenz eines 24-kDa-Proteins (MamA) aus M. gryphiswal-
dense bestimmt, die zu 91% mit dem Protein aus M.
magnetotacticum {ibereinstimmt.’*! Obwohl in einer Reihe
von Magnetospirillum-Stammen durch SDS-PAGE sehr un-
terschiedliche Proteinzusammensetzungen der Magnetosom-
membranen nachgewiesen wurden, konnte dabei durch Wes-
tern-Blotting (Identifizierung des Proteins durch einen spe-
zifischen Antikorper) gezeigt werden, dass dieses 24-kDa-
Protein in allen Membranen vorkommt.’® Es zeigt eine
signifikante Homologie zur Tetratricopeptid-Repeat(TPR)-
Familie von bisher 25 Proteinen.’®) Die Primirstruktur des
TPR-Motivs ist ein degeneriertes 34(Tetratrico)-Aminosiu-
ren-Wiederholungsmuster, das meist in Tandems von bis zu
neun Einzelmotiven angeordnet ist. Dieses Motiv kommt in
vielen Organismen von Bakterien bis zum Menschen vor.
TPR-Proteine konnen zahlreiche biologische Funktionen
ausiiben, die von der Transkriptionskontrolle iiber den Pro-
teintransport und die Zellteilung bis zur Proteinfaltung
reichen. Das bis zu sechsmal wiederholte Tetratricopeptid-
Motiv scheint in der Protein-Protein-Wechselwirkung eine
wichtige Rolle zu spielen. Im Gegensatz zu typischen
Membranproteinen hat MamA keinen hydrophoben Mem-
branteil, sodass man annehmen kann, dass es elektrostatisch
an die Magnetosommembran gebunden ist.’ Fiir das homo-
loge MAM-22-Protein wurde eine Funktion als Rezeptor wie
auch eine solche bei der Wechselwirkung mit den cytoplas-
matischen Proteinen vorgeschlagen.?’)
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Die in Abschnitt 3.3.1 erwédhnten Untersuchungen an M.
gryphiswaldenset®) haben zur Klonierung und Sequenzierung
von vier weiteren Genen wesentlicher Proteine der Magne-
tosommembran gefiihrt. Diese Gene (mamB, mamC, mamD,
mamkE) und auch ihre abgeleiteten Proteine wurden bisher
mit der Magnetitkristallbildung keines anderen magnetischen
Bakteriums in Verbindung gebracht. Das Gen mamB kodiert
ein Protein, dessen Bande in der SDS-PAGE einer Molekiil-
masse von 33.3 kDa entspricht.’! Die signifikante Sequenz-
homologie mit Proteinen der weit verbreiteten Kation-
Diffusions-Erleichterung(CDF)-Familie®® macht MamB zu
einem Kandidaten fiir den Eisentransport. Denn diese Pro-
teinfamilie ist nicht nur fiir den Transport von Schwer-
metallen verantwortlich, sondern auch fiir die Resistenz
gegen bestimmte Schwermetalle. Eine solche Resistenz kann
zu deren Export fithren — beispielsweise zum Verdampfen von
Quecksilber, dessen Ionen erst im bakteriellen Cytoplasma
durch eine Quecksilber-Reduktase in Metall verwandelt
werden] — oder auch zur Ablagerung von Schwermetallen
in Vesikeln.’ Das Gen mamC kodiert ein 15.5-kDa-Protein,
das das Hauptprotein der Magnetosommembran ist. Das Gen

Proteinfamilien, die aus Gruppen von homologen Genen abgeleitet sind
welche im mamAB-Genciluster aller magnetischen Bakterien vorliegen
Sequenzahnlichkeiten zu :

B COF-Transportern = } keine Ahnlichkeit

) zu bekannten
M 7PR-Proteinen [ Proteinen

:[ LemA-&hnliche Proteine

m HtrA-dhnlichen Serinproteasen o
M. gryphiswaldense MSR-1 :

E. Biuerlein

konnten in den Genomsequenzen der beiden magnetischen
Bakterien die homologen Gene mit signifikanter Ahnlichkeit
zu mamA und mamB aus M. gryphiswaldense identifiziert
werden.’! Die Mam-Proteine von M. gryphiswaldense und
M. magnetotacticum haben bei 91-97% Ubereinstimmung
fast identische Sequenzen, wihrend die Ubereinstimmung
von Aminosiduresequenzen zwischen Magnetospirillum-Ar-
ten und Magnetococcus-MC1 bei 46-67 % liegt. Durch eine
weitere vergleichende Analyse konnte der N-terminalen
Aminoséduresequenz des 36.3-kDa-Proteins von M. gryphis-
waldense das vierte neue Gen, mamE, zugeordnet werden.[>!

3.3.3. Der mamAB-Gencluster in M. gryphiswaldense,
M. magnetotacticum und Magnetococcus MC-1

Nicht nur homologe Gene zu mamA und mamB aus M.
gryphiswaldense sind in den beiden Genomen von M.
magnetotacticum und Magnetococcus MC-1 enthalten; zu-
sdatzlich sind noch die benachbarten Gene, offene Leserah-
men (open reading frames, ORFs), in allen drei Bakterien-
stimmen colinear angeordnet (Abbildung 8). Dariiber hinaus
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Abbildung 8. Molekulare Organisation der mamAB-Cluster in M. gryphiswaldense, M. magnetotacticum und Magnetococcus MC-1. Die Pfeile zeigen
die Richtung der Transkription. Die verschiedenen Markierungen der graphisch charakterisierten Pfeile zeigen ORFs (offene Leserahmen), die zu
den jeweiligen Familien homologer Gene gehéren, welche in jedem mamAB-Cluster der drei untersuchten magnetotaktischen Bakterien vorkom-
men. Die gestrichelten Linien verbinden dquivalente Gene, d.h. die dhnlichsten Homologe. (Von Lit. [S5a] mit freundlicher Genehmigung von D.

Schiiler und der American Society of Microbiology).

mamD kodiert ein Protein, das einem Protein von 21.9 kDa
entspricht.’ In Datenbanken konnten keine Hinweise auf zu
MamC und MamD homologen Proteinen gefunden werden.

Wihrend dieser Arbeiten wurden die Genome der beiden
magnetischen Bakterien, Magnetospirillum magnetotacticum
und Magnetococcus MC-1 (zusammen mit denen von 13 nicht
magnetischen Bakterien) durch das Joint Genome Institute
(JGI) des US. Department of Energy innerhalb von vier
Wochen fast vollstdndig (d.h. zu mehr als 95 %) sequenziert
und der Offentlichkeit sofort zugéinglich gemacht.[%! Dadurch

gehoren die entsprechenden ORFs iiberwiegend den gleichen
bekannten Proteinfamilien an oder haben keine Gemeinsam-
keiten mit bekannten Proteinen. So lassen sich offensicht-
lich diesen drei, moglicherweise auch allen bekannten,
magnetischen Bakterienstimmen in dem mamAB-Cluster
folgende Proteinfamilien zuordnen (Abbildung 8):
1) TPR-Proteine
Die mamA-Gene in allen drei Staimmen weisen Gemein-
samkeiten mit den Genen der TPR-Proteine auf (Ab-
schnitt 3.3.2).
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2) CDF-Proteine

Nicht nur die Proteine der mamB-Gene in allen drei

Stammen (Abschnitt 3.3.2) sind homolog zu den CDF-

Proteinen, sondern auch zusitzliche CDF-Homologe

wurden in den mamA B-Clustern von M. magnetotacticum

und Magnetococcus MC-1 nachgewiesen (Abbildung 8).
3) HtrA-idhnliche Serin-Proteasen

Bisher wurden neben dem mamE-Gen von M. magneto-

tacticum zusitzlich Gene, deren Proteine diesen Serin-

Proteasen® #hnlich sind, hier in den mamAB-Clustern

von allen drei Stimmen gefunden, ORF 2 in M. gryphis-

waldense, ORF 7 in M. magnetotacticum und ORF 2 im

Magnetococcus MC-1 (Abbildung 8).

4) LemA-idhnliche Proteine

In jedem der drei Bakterienstimme wurde jeweils ein

OREF mit Sequenzdhnlichkeit zu lemA-dhnlichen Genen

zwischen den mamA- und mamB-Genen nachgewiesen.

Die Funktionen dieser Proteinfamiliel® sind bisher un-

bekannt.

In erstaunlicher Parallelitét treten auch zwei weitere Gen-
Klassen im mamAB-Cluster aller drei magnetischen Bakte-
rien auf, die ORFs8 und 9 in M. gryphiswaldense, die
OREFs 13 und 14 in M. magnetotacticum und die ORFs 8 und 9
in Magnetococcus MC-1 (Abbildung 8).5° Da fiir ihre ab-
geleiteten Proteine weder in Prokaryoten noch in Eukaryoten
irgendwelche signifikanten Sequenzdhnlichkeiten gefunden
wurden, konnten sie wichtige Funktionen der Magnetitbio-
mineralisation représentieren. Neben diesen vielen Einzel-
heiten kann aus Abbildung 8 mit gro3er Wahrscheinlichkeit
geschlossen werden, dass die jetzigen Gene Operon-dhnlich
organisiert und funktionell miteinander verbunden sind und
damit eine spezifische Rolle bei der Magnetitbiomineralisa-
tion spielen konnten.

Wie jetzt bekannt wurde (D. Schiiler, personliche Mit-
teilung) treten die Gene mamCP®! und mamD®! in einem
zweiten Gencluster auf.

3.4. Zum Mechanismus der Magnetitkristallbildung in
Magnetosomen

Bevor jetzt durch Abschalten einzelner Gene (Knock-
out-Methode) der detaillierte Mechanismus der Magnetitkris-
tallbildung erkliart werden wird, sollen hier noch einmal die
Ergebnisse der klassischen Mikrobiologie zur Magnetitbio-
mineralisation beschrieben werden.

Die auflergewohnlich hohe Eisenaufnahme der magneto-
taktischen Bakterien fiihrt unter mikroaeroben Bedingungen
und bei 10-20 um FeSO, zu einem Maximum sowohl
an Magnetismus wie auch an Zellwachstum. Dabei ist
meist ein Eisengehalt von ca. 3%, im Magnetobacterium
bavaricumP’%% bis 10% des Trockengewichts nachweisbar.
Eisenionen werden nicht als Fe! aufgenommen, sondern als
Fe, — das durch schnelle Oxidation im Medium aus Fel!
entsteht, — obwohl die maximale Léoslichkeit von Fe!' im
Wasser bei biologischem pH-Wert nur bei 10~®m liegt. Dies
ist ohne Ausfillung deshalb moglich, da die enorme Fe!-
Aufnahme in einem Medium erfolgt, in dem zuvor eine
stationdre Kultur von M. gryphiswaldense unter moderatem
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Eisenmangel kultiviert wurde und das dann die Fe!'-Aufnah-
me stark stimuliert.[”] Jedoch gibt es keinen Hinweis darauf,
dass eines der bekannten Siderophorel® (Fe-spezifische
Komplexbildner, Molekulargewicht etwa 1000 Da, Komplex-
konstante K;=10%*-10) der Komplexbildner ist, wie ihn
viele — vor allem aerobe — nichtmagnetische Bakterien unter
dem Stress geringer Eisenkonzentrationen synthetisieren.
Dies wurde auch bei dem aerotoleranten Magnetospirillum
sp. AMB-1 nachgewiesen.® Die Fe™-Aufnahme von M.
gryphiswaldense folgt einer Michaelis-Menten-Kinetik mit
den Konstanten V,, =0.86 nmol Femin~!(mg Trocken-
gewicht)™! und Ky =3 pum Fe. Diese Daten entsprechen
einem Transportsystem niedriger Affinitdt und hoher Ge-
schwindigkeit.[*]

Fiir den Mechanismus ist auch von grofler Bedeutung, ob
und wann Fe!"' bei einem Transport iiber die drei Membranen,
die Auflen-, die Cytoplasma- und die Magnetosommembran,
zu Fel! reduziert wird, d.h., ob Fe'l- oder Fe!'- Tonen in den
»leeren“ Magnetosomvesikeln ankommen (leer heiB3t hier:
ohne Magnetit). Eine Ferri-Reduktase, wie sie aus der
AufBlenmembran eines dissimilatorisch eisenreduzierenden
Bakteriums isoliert!’*"! und in Candida albicans'®! identifi-
ziert werden konnte, wurde bisher nicht in magnetotaktischen
Zellen nachgewiesen. Jedoch wurde aus M. magnetotacticum
eine 16sliche und cytoplasmatische Ferri-Reduktase gewon-
nen, die lose an die Cytoplasmamembran gebunden ist und
durch Zn"-Ionen gehemmt wird. Dadurch nimmt die durch-
schnittliche Magnetosomenzahl ab, und die Zahl der nicht-
magnetischen Zellen nimmt zu.”-%1 Wiirden Fe'-Ionen in die
leeren Magnetosomvesikeln transportiert, entstiinden bei der
Oxidation von zwei Fe!! zu zwei Fe'! zwei Protonen [GL. (1)],
da Fe;O, stochiometrisch zwei Fe'! und ein Fe!! enthilt:

2Fe** +2H,0 — 2 [Fe(OH)** + 2H" +2e” (1)

Damit wire formal eine Ansduerung des intravesikuldren
Mediums verbunden. In Analogie zu den Coccolithvesikeln
der Coccolithophore, in denen die Calcifizierung (Calcit-
bildung) ebenfalls zur Entstehung von Protonen fiihrt (Ab-
schnitt 4.4.2), miissen wie dort die Protonen auch aus den
Magnetosomen transportiert werden, um fiir die Magnetit-
kristallbildung eine definierte, alkalische Mikroumgebung zu
erhalten.

Y. Fukumori et al. haben in einer Kultur von M. magne-
totacticum, die Nitrat als Elektronenacceptor benutzt, als
erste eine Fe''-Oxidationsaktivitit beschrieben. Diese konnte
einer Nitrit-Reduktase im Periplasma zugeordnet werden:
Cytochrom cd;, das hohe Fe!l-Nitrit-Oxidoreduktase-Aktivi-
tit zeigt.’% Da offensichtlich Fe''" (Abschnitt 5.4) von den
Bakterien aufgenommen wird, konnte Fe' von diesem
Enzym zu Fe reduziert und in die Leervesikeln transportiert
werden. Oxidiert aber dieses Enzym Fe'' zu Fe"!, miissten die
zweiwertigen Ionen in das Periplasma (zuriick)transportiert
werden.

Die Entstehung von Magnetitkristallen und damit von
Magnetismus bot die einzigartige Moglichkeit, eine einfache
spektroskopische Methode zu entwickeln, um zeitaufgelost
die Bildung eines Minerals, des Magnetits, in lebenden
magnetischen Bakterien zu messen.*) In dieser durch Mag-
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netismus induzierten Lichtstreuung (differential light scatte-
ring) wird ein Lichtstrahl durch eine Suspension der Zellen
von M. gryphiswaldense geschickt, die einem starken homo-
genen Magnetfeld sowohl parallel (E,,,,) als auch senkrecht
(Enin) zum Lichtstrahl ausgesetzt wird. Das Verhiltnis der
beiden Streuungsintensititen C,, = Epna/Emin Korreliert gut
mit der durchschnittlichen Zahl von magnetischen Partikeln
verschiedener Zellpopulationen.[®” Diese empfindliche und
schnelle Methode ermoglicht es, den Magnetismus parallel
zur Eisenaufnahme wie auch zum Zellwachstum der Bakte-
rien und zur Sauerstoffkonzentration im Medium zu unter-
suchen.

Wird radioaktives ¥FeCl; zu einer Kultur nichtmagneti-
scher M. gryphiswaldense zu dem Zeitpunkt zugegeben, an
dem die Sauerstoffkonzentration fiir die Magnetitbiominera-

T T T T 25 1 1.00
M
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Abbildung 9. Enge Kopplung von erhohtem Eisentransport und Magnetismus
wihrend des Wachstums von M. gryphiswaldense: A) Eisen wurde nach 14.5 h
(Pfeil) als >>FeCl; zugegeben und eine Anfangskonzentration von 30 um einge-
stellt. Die Eisenaufnahme Fe,,, verliuft unter mikroaeroben Bedingungen fast

parallel

zur Entstehung des Magnetismus (M): m Zelldichte (OD), @ zellularer

Magnetismus (M) und e intrazelluldrer Eisengehalt (Fe;,,, entspricht nmol Fe

pro mg

Trockengewicht). (Von Lit. B% modifiziert). B) Darstellung von Leervesi-

keln. Diinnschnitt von M. magnetotacticum nach Eisenmangel iiber mehrere
Generationen hinweg. Drei nahezu Magnetit-freie Magnetosomen (Leervesi-
keln) zeigen deutlich eine Doppelschichtmembran (Pfeile). Die Liange des Bal-
kens entspricht 20 nm. (Von Lit. [2a] mit freundlicher Genehmigung von T. .
Beveridge).
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lisation erreicht ist,P" beginnt sofort die umfangreiche Eisen-
aufnahme, offensichtlich eng gekoppelt mit dem parallel
laufenden Anstieg des Magnetismus (Abbildung 9 A). Da die
Konzentration von 1 pM Eisen im Medium fiir das Zellwachs-
tum reicht, stiitzt dieses Ergebnis die Annahme, dass die
iberwiegende Menge des zugegebenen Eisens (Endkonzen-
tration 30 uM) in die Vesikeln, die leeren Magnetosomen
(Abbildung 9B), transportiert wird. Auch wurden im Cyto-
plasma keine Cluster von gespeichertem Eisen gefunden.
Mithilfe der magnetisch induzierten Lichtstreuung wird
Magnetismus schon 5-10 min nach Zugabe von Eisen ge-

Abbildung 10. TEM-Aufnahmen zur Bildung von Magnetitkristallen in
M. gryphiswaldense: A) Magnetitpartikel 30 min nach Induktion der
Fe;O,-Biomineralisation durch Zugabe von 30 um FeCl; (siehe Abbil-
dung 9A). Diese friihen Partikel, die schon kettenahnlich angeordnet
sind, haben einen Durchmesser von 5-20 nm; ihre GréRe entspricht
iberwiegend der von superparamagnetischen Magnetitkristallen.l*’

B) Kette von Magnetosomen einer Zelle, die mehrere Stunden in Ge-
genwart von 30 um FeCl; (Zugabe) gewachsen ist. Die reifen Kristalle,
die sich uiberwiegend in der Mitte der Kette befinden, sind kubooktaed-
risch und haben den maximalen Durchmesser von 42-45 nm.

messen. Werden nach insgesamt 30 min Zellen entnommen
und abgetotet, findet man in transmissionselektronenmikro-
skopischen Aufnahmen Partikel, die eine Kette anzudeuten
beginnen (wenn auch verstreut; (Abbildung 10A).5% Die
frithen Partikel sind 5-20nm gro3 und zeigen folglich
Superparamagnetismus,’] d.h., sie haben kein permanentes
magnetisches Dipolmoment. Diese schnelle, lokale Uber-
sédttigung und Kristallbildung setzt das Vorhandensein leerer
Vesikeln voraus. Die Kette der iiberwiegend reifen Kristalle,
die anders als anorganischer Magnetit von iiberraschender
RegelmiBigkeit sind und einen Durchmesser von 42-45 nm
haben (Abbildung 10B), ist das Resultat dieser Biominerali-
sation. Die elementare Zuordnung von Eisen und Sauerstoff
wurde durch Elektronenmikroskopie erhalten, die unter
Niedrigdosis-Bedingungen arbeitet und die die automatisch
arbeitende Dreifenster-Methode des Energie-spektroskopi-
schen Imagings (ESI) nutzt.[®*>7]

3.5. Magnetotaxis

Magnetotaktische Bakterien erhielten ihren Namen we-
gen der Eigenschaft, sich im Magnetfeld der Erde von 50 uT
(Tesla) zu 80-90% wie eine Magnetnadel auszurichten.[!]
Dies ist moglich, weil sie einen permanenten magnetischen
Dipol haben. Er ist grol genug, um im Erdmagnetfeld die
thermischen Krifte zu iiberwinden, die ohne dieses zu einer
statistischen Unordnung fithren wiirden. Ein solcher Dipol
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besteht aus den zuvor beschriebenen Magnetosomen, intra-
zelluldren Phospholipidvesikeln, in denen sich Einzelmagnet-
Doménen-Magnetitkristalle durch magnetische Wechselwir-
kung entlang einer Kette organisieren. Diese Kette wird
wahrscheinlich mithilfe jedes einzelnen Magnetosoms und
eines Proteins der TPR-Familie®! (Abschnitt 3.3.2) an die
Innenseite der Cytoplasmamembran gebunden. Damit erhalt
die Bakterienzelle als Ganzes ein magnetisches Dipolmo-
ment, das ungefdhr der Summe der einzelnen magnetischen
Momente der Magnetosomen entspricht'’? und parallel zu
ihrer Bewegungsachse orientiert ist. Passiv am Erdmagnet-
feld ausgerichtet, schwimmt die Bakterienzelle dann entlang
den magnetischen Feldlinien. Hierbei wird sie durch ihren
Flagellenmotor angetrieben und durch eine Aerotaxis, d.h.
durch eine Bewegung, die einem Konzentrationsgradient von
Sauerstoff folgt, zu moglicherweise giinstigeren mikroaero-
ben Habitaten gelenkt. Man kann deshalb nur von einer
magnetisch unterstiitzten Aerotaxis,”” aber nicht von einer
Magnetotaxis sprechen.

Da aber magnetische Bakterien, wie an M. gryphiswal-
dense experimentell bestimmt (Abbildung 9 A), schon mikro-
aerobe Bedingungen brauchen, um ihre Magnetitkristalle zu
synthetisieren, scheint auch das oben beschriebene Ziel einer
magnetisch unterstiitzten Aerotaxis fragwiirdig.

Jedoch soll hier noch kurz eine neuartige Entwicklung
erwiahnt werden. Es gibt zumindest zwei Theorien, um den
Mechanismus eines biologischen Kompasses in Tieren zu
beschreiben: a) die magnetisch-mechanische Wechselwir-
kung des Erdmagnetfeldes mit winzigen magnetischen Kris-
tallen (<100 nm) in Geweben™ und b) die Wirkung der
Anderungen magnetischer Felder auf biochemische Reak-
tionen.™ Obwohl beide Theorien #hnlich gut abgesichert
sind, wird die erste Theorie gegenwartig bevorzugt, da
Magnetit in Geweben verschiedener Tiere identifiziert wer-
den konnte. So konnten superparamagnetische Magnetitpar-
tikel mit Korngroflen <20 nm in Brieftauben und Wander-
ameisen!!”) sowie mit KorngroBen, wie sie fiir magnetische
Bakterien typisch sind (30-120 nm), z.B. in Lachs!'! und
Forellen!'s! (Abschnitt 1) nachgewiesen werden. Fiir Letztere
wird ein Mechanismus in einer gewissen Analogie zur
Bildung der Magnetosomenkette vorgeschlagen, also eine
Orientierung der Kette im Magnetfeld. Fiir die Ansammlung
superparamagnetischer Magnetitpartikel wurde folgende
Theorie entwickelt: Eine Membranvesikel von wenigen um
Durchmesser, die eine Vielzahl superparamagnetischer Mag-
netitpartikel enthélt, wird durch ein &ufBleres Magnetfeld
parallel zur Magnetfeldachse gedehnt und quer dazu zusam-
mengezogen. Da dieser Effekt durch Anderung des osmoti-
schen Drucks verstirkt werden kann, werden diese Mem-
branvesikeln, auch Ferrovesikeln genannt, als magnetische
Osmometer bezeichnet."! Wahrscheinlich gibt es mindestens
zwei Arten der Magnetorezeption in Tieren. Interessant ist
die Frage, ob die vesikelabhingige Magnetorezeption die
dltere ist und aus den Magnetosomen der magnetischen
Bakterien hervorgegangen ist.
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4. Bildung komplexer Kristallmorphologien von
CaCO; in einzelligen Algen

4.1. Vorkommen von Coccolithophoren (kalkhaltigen Algen)

Die bekanntesten Arten von marinen, iiberwiegend ein-
zelligen Algen, die einen GroBteil des Phylums Haptophyta
(Prymnesiophyta)l””! bilden, sind die Coccolithophore (auch
Coccolithophoride genannt). Sie werden von einem Panzer
der Coccolithosphire, einer haufig kugelformigen Aggrega-
tion von Schalen, Plittchen oder Stiabchen umhiillt, die
Coccolithe genannt werden und aus ungewdhnlichen Calcit-
kristallen zusammengesetzt sind. Diese kalkhaltigen Algen
bilden neben den Foraminiferen, die kein Chlorophyll
enthalten, einen Hauptteil des Meeresplanktons und sind
die wichtigste Carbonatquelle fiir die Tiefseesedimente der
Ozeane.

Fossile Coccolithophore aus dem spaten Trias und dem
Paldozoikum sind bisher nur in wenigen Exemplaren und in
einer geringen Zahl von Arten bekannt.® Jedoch werden sie
in grofler Vielfalt und Haufigkeit in den verbreiteten Ab-
lagerungen von hellen Kalkgesteinen des frithen Juras (vor
190-170 Millionen Jahren) und vor allem in der oberen
Kreide (vor 95-63 Millionen Jahren) gefunden. Das Ende der
Kreidezeit und der Ubergang zum Tertiér ist gekennzeichnet
durch das Aussterben von etwa zwei Drittel der 50 Genera
der damaligen Coccolithophore. Neue Arten entwickelten
sich im Tertidr, und im Eozédn (vor 50 Millionen Jahren)
erreichte die Entwicklung einen neuen Hohepunkt.71 Auf
der Grundlage von Coccolith-Ultrastrukturen wurde ver-
sucht, eine Art Phylogenie der Cocccolithophore zu entwer-
fen.[7%l

4.2. Holo- und Heterococcolithe

Entsprechend ihren Kristallmorphologien des Calcits
unterscheidet man zwischen Holo- und Heterococcolithen.
Holococcolithe sind nur aus einfachen Calcitelementen
zusammengesetzt, und zwar aus rhomboedrischen oder
prismatischen Kristallformen. Sie werden im Allgemeinen
extrazelluldr gebildet.’%)

Analog den Magnetitkristallen in den Magnetosomen
sind die Calcitkristalle der Heterococcolithe ebenfalls art-
spezifisch und ihre komplizierten und komplexen Morpholo-
gien sind in der anorganischen Chemie unbekannt.l®l AuBer-
dem deutet die fiir Eukaryoten seltene Eigenschaft der
Heterococcolithe, ihre Calcitstruktur auch intrazellular und
in Membranvesikeln zu bilden, auf einen evolutioniren
Zusammenhang zur bakteriellen Biomineralisation hin.

Obwohl die beiden einzelligen Algen Emiliana huxleyi
und Pleurochrysis carterae gleichermaf3en intensiv untersucht
wurden, wird hier nur die letztgenannte beschrieben. Denn
nur aus Pleurochrysis carterae (Abbildung 11) konnten bisher
die Coccolithvesikeln isoliert werden.® AuBerdem gelang es,
Mutanten dieser Kalkalge zu finden oder zu erzeugen, durch
die die jeweilige Funktion von jetzt drei sauren Polysaccha-
riden bei der Bildung der komplexen Kristallmorphologien
gekldrt werden konnte (siehe auch Abschnitt 4.5.1).1%
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Abbildung 11. Rasterelektronenmikroskopie(SEM)-Aufnahme einer
Pleurochrysis-Zelle, welche die mineralisierten Plattchen der Coccosphi-
re (des Kalkpanzers) zeigt. Diese Plittchen, Coccolithe genannt, beste-
hen aus einer organischen, ovalen Basalplatte (x) und zwei Schichten
von CaCOs-Kristallen auf deren Rand (Pfeilspitze). Die Linge des Bal-
kens entspricht 1.0 um. (Von Lit. [89] mit freundlicher Genehmigung
von M. E. Marsh und des Springer Verlags, Wien).

4.3. Heterococcolithstruktur der einzelligen Alge Pleurochrysis
carterae

Auf der Oberfliche von Pleurochrysis setzen sich die
Heterococcolithen aus einer ovalen organischen Basalplatte
und, daran gebunden, aus einem randstdndigen Ring aus
Calcitkristallen zusammen. Diese Kristalle bilden zwei pa-
rallele Scheiben, die radial vom Coccolithrand ausgehen
(Abbildungen 12 A, B).B Der Ring selbst entsteht dadurch,
dass sich einzelne Kristalle mit abwechselnd radialer (R) oder
vertikaler (V) Ausrichtung verzahnen (Abbildung 13). Diese
R- und V-Orientierung entspricht der Ausrichtung der
kristallographischen c-Achsen der Kristalle zur Coccolith-
ebene. Mit Ausnahme des distalen Scheibenelements (distal
shield element), das von der Basalplatte weiter entfernt ist
und ungewohnlicherweise wie eine gebogene Kristalloberfla-
che aussieht (Abbildung 12B), sind alle anderen Oberfldchen
plattenéhnliche Elemente (Abbildung 13).51

4.4. Biomineralisation in Coccolithvesikeln von Pleurochrysis
carterae
4.4.1. Membranproteine der Coccolithvesikeln

Die auflergewohnlichen Schwierigkeiten, Coccolithvesi-
keln zu isolieren, wurden bisher nur an Pleurochrysis carterae
iiberwunden.®l Eine gelungene Kombination von a) der
Auflosung des Cytoskeletts, das die Organellen der Coccoli-

B) b

Abbildung 12. A) TEM-Aufnahme eines isolierten, reifen Coccolithen
von Pleurochrysis, dessen Ebene um etwa 30° geneigt ist. B) Diinn-
schnitt, der den Querschnitt eines reifen Coccolithen von Pleurochrysis
in seiner Vesikel vor der Sekretion in die Coccosphire zeigt. Die V-
und R-Kristalleinheiten befinden sich auf dem Rand der Basalplatte
(b). Der dufere Schild (d), der innere Schild (p), die innere Réhre (i)
und dufere Réhre (o) als Elemente des Mineralringes sind im Bild be-
zeichnet. Die Linge des Balken entspricht 100 nm. (Von Lit. [81b] mit
freundlicher Genehmigung von M. E. Marsh und des Springer Verlags,
Wien).

thophore verbindet, mit b) einer aufwindigen Zuckergra-
dienten-Zentrifugation, die dank der etwas hoheren Dichte
der Coccolithvesikeln moglich ist, c) der moglichen Unter-
scheidung der Coccolithvesikeln von den &duBeren Coccoli-
then und d) der selektiven Auflosung dieser freien duBeren
Coccolithe, hat erstmals zur Gewinnung gereinigter Cocco-
lithvesikeln gefiihrt (Abbildung 14 A, B).

Ahnlich der Magnetosommembran aus dem magneti-
schen Bakterium M. gryphiswaldensel™ wurden in SDS-
PAGE bei der Analyse der gereinigten Coccolithvesikeln eine
ganze Reihe von Polypeptiden nachgewiesen (hier etwa 20).
Diese groB3e Zahl findet vor allem ihre Erkldarung in der jetzt
gesicherten Anwesenheit einer Vakuolen(V)-ATPase, deren
Gesamtkomplex in vielen Arten zwischen 12 und 13 Unter-
einheiten hat.®

Aus den Polypeptiden, deren apparentes Molekularge-
wicht nahe den wichtigsten Untereinheiten des V,(A-E)- und
des V(a, c¢)-Teils liegen, konnten zwei identifiziert werden. Es
ist zum einen die Untereinheit B, die mit dem monoklonalen
Antikorper 2E7, der gegen die entsprechende Untereinheit B
aus Hafer gewonnen worden war,®! spezifisch reagierte. Auf
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und offensichtlich posttranslational modifiziert
worden war.[5¢]

4.4.2. Protonen-, Hydrogencarbonat- und Calcium-
ionentransporte der Coccolithvesikeln

Die Bildung von Calciumcarbonat fiihrt in
den Coccolithvesikeln zur Freisetzung von
vielen Protonen. Je nach dem, ob Hydrogen-
carbonat [GI. (2)] oder Kohlendioxid [Gl. (3)]
in die Vesikeln transportiert werden, sind dies
ein oder zwei Protonen pro Molekiil. Sowohl
die Coccolithophor-Zelle als auch die magne-
tische Bakterienzelle miissen in einer definier-
ten Mikroumgebung ihrer Vesikeln einen be-
stimmten pH-Wert aufweisen, der zur Kristall-
keimbildung, zum Kristallwachstum und zum
ausgereiften Endprodukt fiithrt, dem Coccolith
bzw. dem Magnetitkristall spezifischer Kristall-
morphologie und GréBe (Abschnitt 3.4).

eingepasste und gegenseitig eingerastete (interlocking) Struktur auf dem Rand des Coc-

coliths von Pleurochrysis als Ansicht aus dem Inneren des Coccolithen. Der Einfachheit

HCO; + Ca®* — CaCO, + H* (2)

wegen sind die Kristallelemente dargestellt, als bestiinden sie aus diinnen Platten. Die

Kristallflichen, die dem dufleren und inneren Schild, der dufleren und inneren Réhre
entsprechen, wurden identifiziert. (Von Lit. [81b] mit freundlicher Genehmigung von

M. E. Marsh und des Springer Verlags, Wien).

der Basis des gleichen Antikorpers wurden die isolierten und
gereinigten Vesikeln sichtbar gemacht (Abbildung 14 A).[5
Zum anderen konnte die ,,16-kDa-Untereinheit”, die in
begriindeter Analogie zur c-Untereinheit der ATP-Synthase
Proteolipid genannt wurde,®® durch Klonen und Sequen-
zieren darin bestétigt werden, dass ihr ORF ein abgeleitetes
Molekulargewicht von 16.2 kDa hat. Ihr apparentes Moleku-
largewicht betrug jedoch 24 kDa. Durch Immunblotting und
Immunfluoreszenzmikroskopie konnte bestitigt werden, dass
dieses 24-kDa-Protein dem 16.2-kDa-Protein entspricht

A) B)

Abbildung 14. Immunfluoreszenzmikroskopie von Coccolithvesikeln.
Isolierte, aldehydfixierte Vesikeln wurden monoklonalen und sekundi-
ren Antikdrpern 2E7 exponiert, die zuvor mit FITC-Fluorochrom mar-
kiert worden waren. Die Vesikeln wurden durch Epifluoreszenz (A) und
durch Normaski Optics (B) sichtbar gemacht. Die Lange des Balkens
entspricht 1 um. (Von Lit. [82a] mit freundlicher Genehmigung von

E. L. Gonzalez).
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CO, + H,0 + Ca*" — CaCO, +2H" 3)

In der Coccolithophor-Zelle wurden um-
fangreiche ATPase-Aktivititen gefunden,®”)
beispielsweise in der Plasmamembran durch eine Ca'-ab-
hingige ATPase des P-Typs sowie an den Coccolithvesikeln
durch eine V-ATPase. Da die Coccolithvesikeln aus dem
trans-Golgi-Netz hervorgehen (Abbildung 15), hat Letzteres
ebenfalls V-ATPasen.’*! An gereinigten isolierten Cocco-
lithvesikeln konnte ein ATP-abhingiger Protonentransport
nachgewiesen werden, der durch Nitrat gehemmt wird.
Dadurch lieB sich auch die Funktion der zuvor identifizierten
V-ATPasen bestitigen.[*! Mit einem Antikdrper gegen ihre
Untereinheit ¢ des V,-Teils konnte die V-ATPase dariiber
hinaus auf den Coccolithvesikeln lokalisiert werden. Jedoch
wurden die Protonen, anders als erwartet, in die Vesikeln und
nicht aus ihnen heraus gepumpt. Diese Orientierung der V-
ATPase entspricht derjenigen, wie sie in sekretorischen
Vesikeln, die auch aus dem trans-Golgi-Netz entstehen, in
allen eukaryotischen Zellen vorkommen.’*! Es ist deshalb
eine offene Frage, wie die Protonen aus den Vesikeln
transportiert werden. Ein Antiporter, der beispielsweise zwei
Protonen nach auflen und ein Calciumion nach innen trans-
portiert, ist bisher nicht bekannt.

Uber den molekularen Mechanismus des Transports von
HCO;~ oder CO,, allgemein als gelGster anorganischer
Kohlenstoff (dissolved inorganic carbon, DIC) bezeichnet,
ist wenig bekannt. Jedoch scheint die Freisetzung der Pro-
tonen bei der Calcitbildung eine wesentliche Voraussetzung
fiir den Kohlenstoffkonzentrationsmechanismus (carbon con-
centrating mechanism, CCM) in den Chloroplasten zu sein,
der entgegen der niedrigen Konzentration an DIC im Ozean
eine hohere Photosyntheserate ermoglicht als sie dieser
niedrigen Konzentration entsprechend zu erwarten ist.[®!

Auch der Mechanismus des Cal-Transportes in die
Coccolithvesikeln ist bis heute weitgehend unbekannt. Die

Chemie
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Abbildung 15. Schematische Darstellung der Bildung von Coccolithen
im Golgi-Apparat von Pleurochrysis. Eine Coccolithvesikel wird vor (1),
wihrend (2) und nach (3) der Mineraldeposition gezeigt. PS1/PS2-Ca-
Komplexe werden in den mittleren Golgi-Zisternen gebildet. Diese
Komplexe sind als einzelne 25-nm-Partikel (p) vor und wihrend der
Mineralbildung (1 und 2) vorhanden. Nach Ende des Mineralisations-
prozesses (3 und Coccosphire) sind die Kristallflichen von einer
amorphen Polyanionhiille (cc) umgeben. Coccolith-Basalplatte (schraf-
fierte Markierung), Coccolithe (coc), nichtmineralisierte Basalplatten
(s), Chloroplasten (chl), Endoplasmatisches Reticulum (er), Zellkern
(n), Plasmamembran (pm). (Von Lit. [97] mit freundlicher Genehmi-
gung von M. E. Marsh und des Springer Verlags, Wien).

Hoffnung, dass eine der beiden Ca'-abhingigen ATPasen —
also des P(Plasmamembran)- oder V(Vakuolen)-Typs, welche
die verbreitete ATPase-Aktivitidt in Pleurochrysis repriasen-
tieren, — mit dem Ca’- Transport verbunden sein konnte, hat
sich bisher weder fiir die Plasmamembran noch fiir die
Coccolithvesikeln erfiillt.[®”) Hingegen hat sich die Annahme
konkretisiert, dass Calciumionen auch anstelle einer Diffu-
sion durch das Cytosol in Vesikeln immobilisiert in die
Coccolithvesikeln transportiert werden. Denn Calciumionen
bilden in Pleurochrysis 25-nm-Partikel, indem sie mit den
Polysacchariden PS1 und PS2 Komplexe bilden.™ Eine groRe
Zahl dieser Partikel, Coccolithosomen genannt,® entstehen
in den mittleren Golgi-Zisternen und werden wahrscheinlich
in kleinen Vesikeln aus den Golgi-Membranen zur und in die
dullerste trans-Golgi-Zisterne geschleust. Sie sind sowohl
wihrend der Calcitkeimbildung als auch wéhrend des ge-
samtem Kristallwachstums in diesen Coccolithvesikeln vor-
handen (Abbildung 15).

4.4.3. Bildung eines Heterococcolithen in einer Coccolithvesikel

Bevor die Kristallbildung beginnt, lagern sich viele
Coccolithosomen enthaltende Vesikeln auf dem &dufleren
Rand der Basalplatte an (Abbildung 16 A). Dieser Rand ist
von einem schmalen Band eines besonderen organischen
Materials bedeckt, das Coccolithband genannt wird. In
Ansammlungen von Coccolithosomen entstehen die ersten
Kiristallite (Abbildung 16 B), wobei jeweils eine Kristallitecke
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Abbildung 16. Diinnschnitte von einander folgenden, friihen Zustin-
den der Mineralisation von Pleurochrysis mit Blickrichtung auf den Coc-
colithrand: A) Basalplatte mit dunklen, polyanionreichen Partikeln
(Coccolithosomen), die mit deren Rand assoziiert sind (Pfeilspitze).

B) Basalplatte, auf deren Rand (Pfeilspitze) ein Ring kleiner, rechtecki-
ger Kristalle zwischen den polyanionreichen Partikeln entstanden ist.
Schnitte ohne Negativkontrastierung. C) Querschnitt, der einen kleinen
Kristall (Pfeil) tiber der Basalplatte zeigt. Er ist offensichtlich mit einem
schmalen Band aus organischen Material (coccolith ribbon) verbun-
den, das sich am dufleren Rand der Basalplatte befindet. Die Linge
beider Balken entspricht 100 nm. (Von Lit. [81a,b] mit freundlicher Ge-
nehmigung von M. E. Marsh und des Springer Verlags, Wien).

in Kontakt zu dem Coccolithband (Abbildung 16 C) steht und
dort jeden werdenden Kristall fest verankert. Aus den
Kristalliten bildet sich anschlieend ein Ring aus 24 kleinen
Kristallen, Parallelepipeden, die bezogen auf ihre kristallo-
graphische c-Achse alternierend eine radiale R- oder ver-
tikale V-Orientierung zeigen (Abbildung 17 A). Eine einzige
Falte des Coccolithbandes, die parallel zum Rand der
Basalplatte verlaufen wiirde, kann dazu fiihren, dass Kristalle
dhnlicher Struktur auf jeder der beiden Seiten der Falte mit
verschiedener Orientierung entstehen.’'"! Die Reifung der
Kristalle zu ihren komplexen Strukturen beginnt bei der V-
Einheit (Abbildung 17B) mit der Ausdehnung einer (1014)-
Flache, die die plattenartige Oberfldche des dueren Rohren-
Elements bildet (Abbildung 17 C), und endet mit der Struktur
paralleler Platten, die fiir reife Coccolithe charakteristisch ist.
Die detaillierte kristallographische Analysel®™ wird hier
jedoch nicht diskutiert.

Der Prozess der Mineralisation wird offensichtlich durch
das auffillige Anschwellen® der Coccolithvesikel gestoppt
(Abbildung 15), wobei wahrscheinlich das Ionenprodukt des
Calciumcarbonats durch das Einstromen von Fliissigkeit so
stark erniedrigt wird, dass keine Ausfillung mehr moglich ist.
Fiir Pleurochrysis endet das Kristallwachstum auch mit der
Dissoziation der polyanionreichen Partikel, den Coccolitho-
somen. Daneben werden die restlichen Calciumionen und
zahlreiche Polyanionen freigesetzt, wobei Letztere auf den
Kristalloberflichen eine Schutzschicht bilden.”” Daraufhin
wird der reife Coccolith durch Exozytose an die Oberfldche
der Algen, die Coccolithosphére, transportiert.
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Abbildung 17. A) Elektronenmikroskopische Aufnahme eines isolierten
Protococcolithen von Pleurochrysis. Er besteht aus einem Ring von 24
kleinen Kristallen in Form von rechteckigen Parallelepipeden. Die Kris-
talle haben alternierend die Orientierung der V- und R-Elemente.

B) Ein isolierter, noch unreifer Coccolith in einer spateren Entwick-
lungsstufe. Die R-Elemente haben die Struktur doppelter Parallelo-
gramme, die sich zu den inneren Réhren- und proximalen Schildele-
menten entwickeln werden. C) Querschnitt eines Coccoliths dhnlicher
Entwicklungsstufe, der ein noch unreifes V-Element auf dem Rand der
Coccolithbasalplatte zeigt. Die Linge aller Balken entspricht 100 nm.
(Von Lit. [81a, b] mit freundlicher Genehmigung von M. E. Marsh und
des Springer Verlags, Wien)

B) —

4.5. Schritte zur Kléirung des Bildungsmechanismus komplexer
Kristalle in den Coccolithvesikeln von Pleurochrysis carterae

Seit langem wird angenommen, dass stark saure Makro-
molekiile eine wichtige Rolle in der Biomineralisation von
Eukaryoten spielen. Hierbei haben diejenigen Makromole-
kiile besonderes Interesse erregt, die viele Calciumionen
binden kénnen und in hohen Konzentrationen an Mineralisa-
tionszentren einiger Gewebe vorkommen.*! So sind Pro-
teine, Phosphophoryne genannt, die mit dem Zahnbein
(Dentin) der Vertebraten assoziiert sind, reich an Aspara-
ginsdure und Phosphoserin.”’! Sie bilden, wie auch eines der
sauren Polysaccharide, in Gegenwart von Calciumionen 25-
nm-Partikel.® Am Perlmutt von Muschelschalen, das wegen
seiner Hirte und Bruchfestigkeit besonders intensiv unter-
sucht wird, lassen sich an der wachsenden Zahl der sequen-
zierten Proteine und an deren verschiedenen méglichen
Aktivitidten™ die groBen Schwierigkeiten abschiitzen, die
mit der Kldrung des Mechanismus der Biomineralisation
eines Vielzellers verbunden sind. Deshalb haben die Arbeiten
an eukaryotischen Einzellern an Bedeutung gewonnen. Vor
allem die wegweisenden Untersuchungen von Marsh et al. an
Pleurochrysis carterael®®*! haben zum ersten Mal in einem
Einzeller die Lokalisierung einer Kristallkeimbildung, hier
des Calcits, und eines ungewohnlichen Kristallwachstums
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ermoglicht. Die Isolierung von sauren Polysacchariden,
die Herstellung der zugehérigen Antikorper™ sowie die
Mutantenanalysel®*! dieser Polysaccharide verbunden mit
morphologischen Studien haben hierzu beigetragen.

4.5.1. Die sauren Polysaccharide PS1, PS2 und PS3

Aus den Coccolithen von Pleurochrysis wurden die drei
sauren Polysaccharide PS1, PS2 und PS3 extrahiert und
gereinigt.”®l Im Polyacrylamidgel ohne SDS wanderten PS1
und PS3 als relativ begrenzte Banden, die einen engen
Bereich von Molekulargewichten zu représentieren scheinen.
Die Tatsache, dass PS2 dagegen iiber das ganze Gel hinweg
eine Leiter von vielen diskreten Banden bildet, weist auf eine
breite Variation des Polymerisationsgrades hin. PS2 ist das
hiufigste Coccolithpolyanion in Pleurochrysis. Das Gewichts-
verhiltnis von PS2/PS1 ist 77:22. Der geringe, aber sehr
wichtige Anteill® von PS3 liegt bei etwa 2%.

PS2 ist im Wesentlichen aus dem sich wiederholenden
Motiv [—4)D-Glucuronat(p1—2)meso-Tartrat(3—1)Glyoxa-
lat(1-], zusammengesetzt (Formel des Calciumsalzes von PS2;
von Lit. [89,90a] mit freundlicher Genehmigung von M. E.
Marsh), das bisher in keinem anderen Polysaccharid nachge-
wiesen wurde. Mit seinen vier Carboxylatgruppen oder vier
negativen Ladungen pro Motiv ist PS2 zudem das sauerste
Polyanion, das fiir eine Mineralspeicherung bisher beschrie-
ben wurde.’*?] Die Primérstrukturen von PS1 und PS3 sind
noch unbekannt. PS1 ist ein Polyuronid, das iberwiegend aus
Glucuronsdure und Galacturonsdure im Verhiltnis 1:3 be-
steht.™ PS3 ist ein Galacturonmannan mit signifikanten
Mengen an Sulfatestergruppen.®'a

Das Schicksal von PS1 und PS2 konnte mithilfe gut
charakterisierter Antikérper und Immungoldmarkierung an
Diinnschnitten durch TEM wéhrend des gesamten Minerali-
sationsvorgangs, d.h. vor Beginn der Kristallkeimbildung bis
nach dem Ende des Kristallwachstums, verfolgt werden.[*]
Die vielen detaillierten elektronenmikroskopischen Aufnah-
men konnen hier aus Platzgriinden nicht gezeigt werden. Die
Ergebnisse, die auch im Zusammenhang mit den noch
folgenden Mutationsexperimenten diskutiert werden, sollen
jedoch kurz zusammengefasst werden (schematische Darstel-
lung, Abbildung 15).

Die Polysaccharide PS1 und PS2 werden in den mittleren
Zisternen des Golgi-Apparates synthetisiert. Dort bilden sie
zusammen mit Calciumionen zahlreiche etwa 25 nm grof3e
Partikel, die Coccolithosome genannt werden. Vesikeln, die
eine Reihe dieser Partikel enthalten, entstehen an den
Réndern der mittleren Zisternen. Die PS1/PS2-Ca-Partikel
werden anschlieBend in diesen kleinen Vesikeln zu den
Coccolithvesikeln transportiert, mit denen sie verschmel-
zen.B4 Die Coccolithvesikeln enthalten eine ovale Basal-
platte, auf deren Rand sich die PS1/PS2-Ca-Partikel fest-
setzen. Daraufthin beginnt dort in Gegenwart der Minerali-
sierungsprozess, in dessen Verlauf diese Partikel und somit
auch die Polyanionen PS1 und PS2 von der Kiristallkeim-
bildung bis kurz vor Ende des Kristallwachstums anwesend
sind. In der Endphase der Coccolithreifung erhalten die
Kristalle eine Polysaccharidhiille aus PS1 und PS2, die wih-
rend der Wachstumsphase auf ihnen nicht nachweisbar ist.

Chemie
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Bis vor kurzem konnten keine gut charakterisierten
Antikorper zur Lokalisierung von PS3 durch Immungold-
markierung hergestellt werden. Allerdings konnte schon
durch Pulse-Chase-Experimente mit radioaktivem Carbonat,
Sulfat und Calcium in kinetischen Experimentenl®” gezeigt
werden, dass die zellulire Halbwertzeit von PS3 mehr als
dreimal so lang ist als die von PS1 und PS2. Demnach wird
PS3 auf eine Weise synthetisiert und sezerniert, die sich von
derjenigen fiir PS1 und PS2 unterscheidet.[812%7]

4.5.2. Mutanten von Pleurochrysis, die jeweils eines der sauren
Polysaccharide nicht synthetisieren

Von Pleurochrysis konnten iiber 100 spontane und che-
misch-induzierte Mutanten isoliert werden. Die entsprechen-
den Polysaccharide wurden nach Puls-Markierung mit C-
Carbonat und *S-Sulfat aus den Zellen isoliert und durch
Autoradiographie von Gelen bestimmt.

Die Coccolithe einer ps/-Mutante, die chemisch durch N-
Methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG) induziert wurde
und kein PS1 mehr exprimiert, sind offensichtlich in jeder
Hinsicht dem Wildtyp-Coccolith #hnlich.®) Das bedeutet,
dass PS1 bei der Bildung dieser Coccolithe, welche die
Morphologie des Wildtyps haben, sehr wahrscheinlich keine
Rolle spielt.

Die Hypothese, dass PS2 ein funktionelles Intermediat
der Calcitbiomineralisation in Pleurochrysis ist, konnte durch
drei unabhiingige Mutanten gestiitzt werden.®] Zwei dieser
ps2-Mutanten entstanden spontan, eine dritte wurde che-
misch durch MNNG induziert. Alle drei sind phinotypisch
identisch und exprimieren kein PS2. Der Mineralgehalt einer
jeden dieser Mutanten ist geringer als 5% des Gehaltes des
Wildtyps, was auch bedeutet, dass die meisten ihrer Cocco-
lithe nicht mineralisiert sind. Es ist jedoch fiir die Funktions-
analyse der ps2-Mutanten auflerordentlich wichtig, dass sie
das wenige Calciumcarbonat nicht nur wie der Wildtyp auf
dem Rand der Basalplatte als Calcit deponieren, sondern es
auch bei reiferen Kristallen fiir die Bildung der V-und R-
Strukturen der Wildtypkristalle verwenden. PS2 hat also
keinen Einfluss auf die Kristallmorphologien dieser spezifi-
schen Kristallform. AuBerdem weist die hier nur reduzierte
Calcitmineralisation auf dem Coccolithrand in Abwesenheit
von PS2 darauf hin, dass PS2 nicht unbedingt zur Kristall-
keimbildung notwendig ist und dass die PS1/PS2-Ca-Partikel
offensichtlich nicht die einzige Calciumquelle fiir die Cocco-
lithbildung sind.

In welcher Weise trdgt nun PS2 zur Bildung der unge-
wohnlichen, ambossartigen Calcitkristalle bei? Auf einem
schmalen Band aus organischem Material (Abbildung 16 C)
werden im Wildtyp viele PS1/PS2-Ca-Partikel auf dem
duBeren Rand der Basalplatte gebunden (Abbildung 16 A).
Dies fiihrt zu einem Anstieg der lokalen Konzentration von
polyaniongebundenen Calciumionen auf 6 mol L-,"®! bevor
die Kristallbildung beginnt.[®! Anders als bei der ps2-Mutante
beschleunigen die PS1/PS2-Ca-Partikel im Wildtyp offen-
sichtlich die Geschwindigkeit der Calcitkristallkeimbildung.
Es ist aber noch offen, ob der PS1/PS2-Ca-Komplex seine
Wirkung durch seine Struktur, also als Teil eines zu postulie-
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renden Kristallkeimbildungskomplexes, oder durch seine
Pufferkapazitit fiir Calciumionen ausiibt.

Die Mutantenanalyse, der Konigsweg zum Verstidndnis
der Mechanismen komplexer biologischer Systeme, hat — wie
zuvor beschrieben — schon erste Hinweise auf den Mecha-
nismus der Kristallkeimbildung geliefert. Das besondere
Potenzial dieser Methode wurde bereits in der beschriebenen
ps3-Mutante sichtbar,®'?l die durch MNNG induziert und als
ps3~! bezeichnet wurde.’ Denn wenn PS3 nicht mehr
exprimiert wird, entstehen auch nicht die komplexen, am-
bossidhnlichen Calcitkristalle, sondern nur noch die einfach
orientierten, welche den rechteckigen Parallelepipeden der
Wildtyp-Protococcolithe dhneln (Abbildung 17 A). Vor kur-
zem wurde unter 500 neuen Mutanten von Pleurochrysis eine
zweite, ps3~2 genannte Mutante nachgewiesen, die auch den
Protococcolithphénotyp zeigt und kein PS3 exprimiert. Au-
Berdem gelang es, monospezifische Anti-PS3-Antikorper
herzustellen. Hierdurch konnte gezeigt werden, dass PS3,
anders als PS1 und PS2, zwischen der Membran der
Coccolithvesikel und der Kristalloberflache lokalisiert ist
und dass es direkt das Wachstum und die Formung der
Calcitkristalle zu ihren komplexen, ambossdhnlichen Mor-
phologien beeinflusst (M. Marsh, personliche Mitteilung).l!

5. Bildung nanostrukturierter Zellwdnde aus
amorpher Polykieselsdure in Diatomeen

5.1. Vorkommen von Diatomeen

Diatomeen sind eukaryotische Einzeller, Algen der
Klasse Bacillariophyceae. Die Zahl der heute bekannten
lebenden Arten betrigt etwa 100000.°%! Sie werden sowohl im
Meer- als auch im Brack- und SiiBwasser gefunden. Diese
Kieselalgen sind der dominierende Teil des Phytoplanktons
und setzten zusammen mit anderen marinen Organismen wie
Silicoflagellaten, Radiolarien und Schwdmmen durch die
Bildung ihrer Kieselsdureskelette jéhrlich die aulergewohn-
liche Menge von 6.7 Gigatonnen (Giga = 10°) Silicium biogen
um.*IDie dltesten fossilen Kieselalgen kénnten nach neueren
Schitzungen nicht frither als vor 266-238 Ma (Millionen
Jahren) existiert haben.'™ Da der Fund der bisher iltesten
fossilen Diatomeen in das frithe Jura (vor 185 Ma) datiert
wurde,' sollten die Diatomeen entsprechend der hierzu
entwickelten TRNA-Uhr zwischen 266-238 Ma und 185 Ma
entstanden sein. Trotzdem steht noch immer die Frage im
Raum, ob diese einzelligen Kieselalgen nicht doch innerhalb
der Kambrischen Explosion der Biomineralisationl*11:12.14]
(Abschnitt 1) etwa vor 525-510 Ma entstanden sein konnten,
also noch weit vor der permo-triassischen Grenze um 250 Ma.
Nach dieser Zeitgrenze sind etwa 96 % aller marinen Arten,
70 % der terrestrischen Vertebraten und viele Hauptgruppen
der terrestrischen Pflanzen neben anderen Faktoren durch
den gewaltigsten, bekannten kontinentalen Vulkanismus der
Erdgeschichte vernichtet worden.['"19] Tm Gegensatz zu den
Coccolithophoren™ sind also bisher keine fossilen Diato-
meen gefunden worden, die der permo-triassischen Massen-
vernichtung entgangen sind und eine neue Altersschitzung
ermdglichen (Abschnitt 4.1).
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Abbildung 18. Morphologien von Diatomeenzellwianden: A) TEM-Auf-

nahme von Cylindrotheca fusiformis. Die Linge des Balkens entspricht

2.5 pm. B) SEM-Aufnahme von Coscinodiscus granii. Die Linge des Bal-
kens entspricht 50 pm. (Von Lit. [109] mit freundlicher Genehmigung

von M. Sumper).

5.2. Struktur der Diatomeen

Diatomeen kann man leicht an ihren charakteristisch
ornamentierten Zellwdnden erkennen, die aus amorpher
Polykieselsdure, aus Opal, bestehen. Eine solche Kieselschale
wird auch als Frustulum bezeichnet. Da die Morphologien
artspezifisch sind, ist eine genetische Steuerung dieser bio-
genen Strukturbildungen sehr wahrscheinlich.

Die Baupline der Diatomeen (Klasse Bacillariophyceae)
eroglichen es, diese Algenklasse in zwei Ordnungen® zu
unterteilen. So sind die Kieselschalen der Pennales lang-
gestreckt und bilateral-symmetrisch (lanzettenformig oder
eliptisch). Als Beispiel ist hier Cylindrotheca fusiformis
gezeigt (Abbildung 18 A), die seit etwa zehn Jahren als
Modellorganismus fiir Biomineralisationsprozesse moleku-
larbiologisch untersucht wird.['*1% Die Kieselschalen der
Centrales dagegen sind oft radial-symmetrisch, jedoch mit
vielen Abweichungen. Eine nahezu vollkommen zentrale
Diatomea ist Cosconodiscus granii (Abbildung 18 B).

Die Zellwinde aller Diatomeen (Frustula) bestehen aus
der Hypotheka, der Schachtel, und der Epitheka, dem Deckel
(Abbildung 19). Die Epitheka ihrerseits besteht aus zwei
Teilen, der flachen Oberseite, die Epivalva (obere Schachtel)
genannt wird, und aus einer ringférmigen Seitenwand, die aus
einem oder mehreren Giirtelbdndern besteht. Diese Zwei-
teilung gilt genauso fiir die Hypotheka, die also in Hypovalva
und die unteren Giirtelbdnder geteilt ist, mit dem Unter-
schied, dass die Giirtelbidnder des Deckels diejenigen der
Schachtel iiberlappen.® Auf diese Weise zeigt sich der
Protoplast vollstandig umhiillt und geschiitzt. Diese Vorstel-
lung wird dadurch verstédrkt, dass organische Schichten die
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Abbildung 19. Struktur der Diatomeenzellwand (nach Lit. [109] mit
freundlicher Genehmigung von M. Sumper).

Kieselschalen (Valva) und Giirtelbander wahrscheinlich pri-
zise aneinanderfiigen. AuBlerdem sind alle silifizierten Kom-
ponenten durch eine Hiille (casing) aus organischem Material
geschiitzt, vermutlich gegen eine Desilifizierung.['%]

Wie durch Kraftmikroskopie (atomic force microscopy,
AFM) an lebender, hydratisierter Pinnularia viridis (Nitzsch)
gezeigt werden konnte,' sind deren Frustula von einem
dicken, schleimartigen Material bedeckt, dessen Schicht nur
in unmittelbare Umgebung der Raphenspaltel'"’! unterbro-
chen ist (Abbildung 20 A). (Raphen sind wahrscheinlich fiir
die schnelle, gleitende Bewegung von Kieselalgen verant-
wortlich; max. etwa 20 ums1).[108]

Da die Zellen stdndig mit ihrer Umgebung in Verbindung
stehen miissen, sind die Valva und in geringem MaBe die
Giirtelbénder mit einer Vielzahl von Offnungen wie Poren,

l“‘t
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Abbildung 20. Aufnahmen mit dem Feld-Emissions-Rasterelektronen-
mikrokop (FESEM) von Pinnularia sp.: A) Querschnitt eines aufgebro-
chenen Deckels (Valva) mit Blick auf die Oberfliche, die dem verborge-
nen Cytoplasma zugewandt ist. B, C) Die verborgenen Kammern
(Sternchen) resultieren aus einem Bruch entlang der AA’-Achse, die in
(A) markiert ist. D) Die starke Vergréferung des in (A) eingerahmten
Bereichs zeigt winzige Poren, die in prazisen Mustern angeordnet sind.
Die Lange des Balkens entspricht in (A) 5 um, in (B)—(D) 500 nm.
(Von Lit. [105¢] mit freundlicher Genehmigung von R. Wetherbee).
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Schlitzen und anderen versehen, welche die notwendigen
Austauschreaktionen ermoglichen. Zugleich bilden diese
Offnungen die faszinierenden Ornamente der Kieselalgen
(Abbildung 20 B-D).

5.3. Biomineralisation der Zellwand in Polykieselsciure
ablagernden Vesikeln

Ausgedehnte elektronenmikroskopische Untersuchungen
an zahlreichen verschiedenen Diatomeen beider Ordnungen,
Pennales und Centrales, haben verschiedene morphologische
Stufen der Biomineralisation erfasst,'? die hier in einer
schematischen Darstellung zusammengefasst sind (Abbil-
dung 21).'! Ahnlich den Coccolithophoren, deren Biomine-
ralisation in spezialisierten Vesikeln, den Coccolithvesikeln,
stattfindet (Abbildung 15), gibt es auch in Diatomeen spe-
zielle Vesikeln,['"% die Polykieselsdure ablagernden Vesikeln
(silica deposition vesicles, SDVs). Untersuchungen an ver-
schiedenen anderen eukaryotischen Einzellern (Protisten)
lassen den Schluss zu, dass die Biomineralisation der Poly-
kieselsdure (silica; SiO,-nH,0) bei den Diatomeen in der
SDV erfolgt.l''"] Die ornamentierte Kieselschale (frustulum)
wird in den SDVs gebildet, deren Membran, Silicalemma
genannt, aus einer typischen Lipiddoppelschicht besteht. Die
Ursachen fiir die artspezifischen Verzierungen der Kiesel-
schalen sind deshalb in den SDVs, ihren Komponenten und
deren Strukturen zu suchen.

5.3.1. Kieselséduretransport und Zellwandsynthese

Fir die Bildung der Kieselsdurewand in Diatomeen
konnten schon Transportproteine der cytoplasmatischen
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Abbildung 21. Zellzyklus der Diatomeen: 1) Cytokinese (Teilung des Cy-
toplasmas) und Bildung einer Polykieselsaure ablagernden Vesikel
(SDV) fiir eine Valva (Kieselschale) in jedem Tochterprotoplast; 2,

3) Ausdehnung der SDV und Bildung einer neuen Hypovalva in jeder
SDV; 4) Excytose der Inhalte (Hypovalven jeder SDV); 5) Trennung der
Tochterzellen; 6) Bildung der SDV fiir das erste Giirtelband; 7) aufein-
anderfolgende Bildung und Sekretion der Gurtelbander; 8) DNA-
Reduplikation. (Von Lit. [109] mit freundlicher Genehmigung von M.
Sumper).
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Membran, die Kieselsduretransporter (SITs), charakterisiert
und sequenziert werden.['">1111121 Damit wurden die ersten
Proteine beschrieben, die Silicium, dessen vorherrschende
Form im Seewasser undissoziierte Kieselsaure [Si(OH),] ist,
spezifisch binden und in die Zellen befordern. Dieser Trans-
port ist gekoppelt mit und wird gesteuert durch Inkorporie-
rung der Kieselsdure in die Zellwand''?! — eine Kopplung, die
auch in magnetischen Bakterien zwischen dem Transport von
Fe-Tonen und der Bildung der Magnetitkristalle besteht
(Abbildung 9 A, B).

Die Kieselsdure muss im Cytoplasma unter offensichtlich
erschwerten strukturellen Bedingungen, die sich von denen in
magnetischen Bakterien und auch in Coccolithophoren
unterscheiden, den Weg zu ihrer Ablagerung, d.h. zum
Aufbau der Hypotheka in der SDV, finden. Denn die neue
Kieselsdurewand wird erst nach der Cytokinese, der Teilung
des Cytoplasmas, und vor der Zellteilung gebildet (Abbil-
dung 21). Die Tochterzellen bleiben dann in dem Bereich in
enger Nachbarschaft, in dem die beiden SDVs die neuen
Hypovalven bilden (Abbildung 22), — ein Bereich, der damit

5i-Transpori-
wesikel [STV)

— Youmo.

Prdykiossisiure
ablagemde
Wesiked [S0V]

'# * Laslicher (- Poal

1

s
E-—Knmeﬂlruhml Konrolimechanismus

Kieselsdure-Transporter

Abbildung 22. Schematische Darstellung der Polykieselsiureaufnahme,
ihres intrazellularen Transports und ihrer Ablagerung in einer sich teil-
enden Zelle. Das Schema zeigt diese drei Aktivititen nach der Tren-
nung des Cytoplasmas (Cytokinese) in zwei Tochterzellen, die sich
wihrend der Synthese ihrer Kieselsdurewinde noch in der Kieselschale,
der Epi- und Hypotheka, der Mutterzelle befinden. Die schwarzen &u-
Reren Linien entsprechen der Kieselsdurewand der Mutterzelle. Die
Plasmamembran jeder der beiden Tochterzellen werden durch das je-
weilige groe Rechteck symbolisiert, dessen Umrandung schraffiert ist.
Andere Komponenten sind markiert. Schwarze Punkte reprisentieren
Kieselsaure. Die untere Tochterzelle zeigt die drei Hauptkomponenten
des Transports in die Zelle und der Polykieselsaurebildung: die Kiesel-
sduretransporter, den Pool der gelsten Polykieselsidure und die SDVs.
Die obere Tochterzelle zeigt drei mégliche Wege des intrazellulidren
Transports in die SDVs: den direkten Transport durch intrazellulire Kie-
selsdure transportierende Proteine, den lonophor-gestiitzten Transport
mithilfe der ionophoretischen Aktivititen des Silicats, und den Trans-
port durch die Polykieselsaure transportierende Vesikel (STV). (Von Lit.
[112a] mit freundlicher Genehmigung von M. Hildebrand).
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von dem extrazelluldiren Raum abgeschirmt ist. Die Kiesel-
sdure kann daher nur dort tiber die cytoplasmatische Mem-
bran transportiert werden, wo Letztere noch mit der Umge-
bung in Verbindung steht. Da viele Diatomeen ihre Kiesel-
sdurewinde innerhalb von ein bis zwei Stunden bilden,'?!
miissen gro3e Mengen an Kieselsdure durch das Cytoplasma
geschleust werden ohne zu polymerisieren.

Die Kieselsdureaufnahme der Diatomeenzellen folgt
einer Michaelis-Menten-Kinetik mit dem Parametern Ky,=
0.2-7.7 um und V,,,=1.2-950 fmol Si Zelle-'h-1.I"4 Der
Transport von [Si(OH),] ist in marinen Diatomeen mit
Natriumionen gekoppelt, und zwar in Form eines Natrium/
Kieselsdure-Symporters.'% "] Wird die Kieselsdureaufnah-
me an Diatomeenzellen untersucht, die lingere Zeit unter
Substratmangel geziichtet wurden und deren intrazelluldre
Speicher dann weitgehend leer sind, wird [Si(OH),] nach
Zugabe in das Medium mit maximaler Geschwindigkeit und
unter Wiederauffiillung der Speicher aufgenommen. Eine
massive Erhohung des Kieselsduretransportes findet in &hn-
licher Weise statt, wenn die DNA-Synthese beginnt.['"] Auf
dieser Grundlage wurden aus C. fusiformis cDNA-Bibliothe-
ken angelegt und fiinf cDNAs mit identischen gemeinsamen
Sequenzen identifiziert und sequenziert (SIT 1-5).11% Da fiir
die abgeleiteten Proteine weder in Prokaryoten noch in
Eukaryoten signifikante Homologien nachgewiesen wurden,
repréasentieren SIT 1-5 eine neuartige Klasse von Transpor-
tern,[''?] obwohl sie eine Signatursequenz (AX;LX;GR) fiir
Natriumsymporter bei den Aminosduren 216-225 (Abbil-
dung 23) haben.''] Die Transmembrandomaine ist mit
87-99% Aminosdureidentitit hoch konserviert, wie aus
dem Vergleich der fiinf SITs hervorgeht,''?l und ist sehr

i
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|
|
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IL4

| CC |

Abbildung 23. Topologisches Modell der Kieselsduretransporter (SITs)
aus C. fusiformis auf der Grundlage von SIT4 in einer Lipiddoppel-
schichtmembran. Unten das Zellinnere. IL=intrazellulire Schleifen,

EL =extrazelluldre Schleifen, INS =Intrazellulires Aminosegment,

ICS =intrazellulires Carboxylsegment, CC=superspiralisierte Regionen
(coiled coil). (+) und (=) ordnen die geladenen Aminoséuren ein, C
die Cysteinreste. (Nach Lit. [112a] mit freundlicher Genehmigung von
M. Hildebrandt).
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wahrscheinlich der Bereich, in dem die undissoziierte Kie-
selsdure durch die Membran transportiert wird.

Da die C-terminale Domaine in anderen Transportern
wahrscheinlich deren Aktivitit steuert,!'”] wird angenom-
men, dass die fiinf SITs in verschiedenen Bereichen der
cytoplasmatischen Membran jeweils andere Aktivitidten ent-
falten (Abbildung 23).['"" In den intrazelluldren Speichern,
die von diesen Kieselsduretransportern je nach Bedingung
aufgefiillt werden, konnen bis zu 50 % des gesamten Siliciums
als 16sliche Kieselsdure vorliegen.[''®! Nicht nur variieren die
Konzentrationen an loslicher Kieselsdure von 19-
340 mmol L~',"2l sondern sie werden auch weit iiber die
Sattigungsgrenze der jeweiligen Loslichkeit fiir Kieselsdure
aufrechterhalten.!'!”]

Zwei Mechanismen wurden hierfiir vorgeschlagen: Ers-
tens wurde auf der Grundlage von Versuchen, in denen 80 %
der loslichen Kieselsdure durch Trichloressigsdure gefallt
werden konnten, vorgeschlagen, dass organische, Kieselsdure
bindende Komponenten die Polymerisation verhindern.['?’]
Die Kapazitit dieser Komponenten kann zusitzlich das
Ausmal3 der Kieselsdurespeicher bestimmen. Kieselsdure-
Ionophore konnten aus Nitzschia alba durch organische
Losungsmittel extrahiert, aber nicht charakterisiert werden.
Diese Ionophoraktivititen wurden an Zellen, die unter
Kieselsdauremangel kultiviert wurden, auf das Sechsfache
induziert. Dieser Hinweis auf einen direkten Zusammenhang
mit dem Kieselsduremetabolismus hat zu der Annahme
gefiihrt, dass Ionophoren dazu dienen, hohe intrazellulidre
Konzentrationen an unpolymerisierter Kieselsdure zu wah-
ren.l'?!l So binden und 16sen Catechol und seine Derivate, z. B.
Catecholamine wie Epinephrin, Kieselsdure schnell. Diese
Verbindungsklasse wird von Bakterien in Form der Catechol-
siderophore synthetisiert, um bei Eisenmangel extrazelluliar
Fe unter aeroben Bedingungen zu binden oder aus Fe!-
Oxiden zu 16sen.'”?l In den Catecholsiderophoren sind 2,3-
Dihydroxybenzoesduregruppen an 1,4-Diaminobutan (Put-
rescin) oder N-(3-Aminopropyl)-1,4-diaminobutan (Spermi-
din) gebunden - beides Amine, die in den spiter beschrie-
benen, aus der Diatomeenzellwand isolierten Verbindungen,
den Silaffinen, eine wesentliche Rolle spielen (Ab-
schnitt 5.3.3). Jedoch wurde bei der Biomineralisation von
Magnetit durch magnetische Bakterien ein Ionophor sezer-
niert, das das angebotene Fe'' in Losung hilt, kein Sidero-
phor ist und die Eisenaufnahme stimuliert.*%! Die chemi-
sche Struktur dieser Verbindung ist auch unbekannt (Ab-
schnitt 3.4).

Zweitens wird als alternativer Mechanismus vorgeschla-
gen, dass die Kieselsdure intrazelluldr durch kleine Vesikeln
transportiert wird, in denen sie 16slich oder unldslich gespei-
chert ist.'*12] Diese Vesikeln wurden von Schmid und
Schulzl'#] als Kieselsduretransportvesikeln (silicon transport
vesicles, STVs) bezeichnet. Sie befinden sich gemi mehrerer
elektronenmikroskopischen Untersuchungen in der Nidhe von
aktiven SDVs.[123:125.120]

Diese STVs entsprechen den gut charakterisierten, klei-
nen Transportvesikeln der Coccolithophore (Abschnitt 4.5.1).
Die GroBie der STVs gleicht derjenigen der Polykieselsdure-
partikel, die sich an die wachsenden Kieselsdureschalen
anlagern. Dies weist darauf hin, dass diese Partikel als
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Bausteine eingesetzt werden. Ihre GréBe wird wahrscheinlich
durch polyaminmodifizierte Polypeptide, Silaffine genannt,
oder durch deren Polyamine allein (Abschnitt 5.3.3) be-
stimmt. Solche Polykieselsdurepartikel wurden bereits in
Pinnularia viridis durch AFM nachgewiesen mit erstaunlich
geringer Variation der GréBe: in den Valven mit 44.8+
0.7 nm und in den Giirtelbindern mit 40.3 +0.8 nm.['%l Ob
die STVs Kieselsdure enthalten, wurde bisher nicht durch
Rontgen-Mikroanalysel'?! untersucht.

5.3.2. Polykieselsédure ablagernde Vesikeln

Schon frith wurde erkannt, dass nicht nur in Diatomeen,
sondern auch in anderen eukaryotischen Einzellern die
Morphogenese kieselsdurehaltiger Strukturen in Polykiesel-
sdure ablagernden Vesikeln stattfindet.['%2 11128 Trotzdem ist
deren Entstehung in Diatomeen noch immer ein Gegenstand
kontroverser Diskussionen, vor allem wegen der Vielzahl der
verschiedenen Vesikeln. Doch gibt es einige Hinweisen
darauf, dass die SDVs sowohl in zentralen Diato-
meenl'?126.129] g]s auch in pennaten Diatomeen!" aus dem
Golgi-Apparat hervorgegangen sind. Die Analogie zu den
Coccolithvesikeln (Abschnitt 4) unterstiitzt diese Befunde
(Abbildung 15).

Ein methodisch wichtiger Schritt gelang mit der Ein-
fitlhrung des kationischen, lipophilen Fluoreszenzfarbstoffs
Rhodamin 123 (R123), der sich entsprechend dem elektro-
chemischen Potential in den SDVs anreichert und dort einen
sauren pH-Wert anzeigt.['*] R123 wird auch in aktiv poly-
merisierende Polykieselsdure eingebaut, und dieser Prozess
kann quantitativ verfolgt werden, [1051122,131]

Die auBerordentlich umfangreichen, bisher iiberwiegend
morphologischen Untersuchungen mit dem Elektronenmi-
kroskop legen die Annahme nahe, dass Kieselsdure entweder
durch Ionophor-gestiitzte Diffusion!?!) (Abbildung 22) oder
durch STVsl'?120] schon als Partikel bestimmter GroBe zum
Ort der Morphogenese, den SDVs, geleitet wird (Ab-
schnitt 5.2.2). Jedoch gelang es bisher wegen der schwierigen
Beseitigung der Kieselsdureschale nicht, die SDVs zu iso-
lieren, um den Kieselsduretransport iiber das Silicalemma zu
untersuchen.

5.3.3. Proteine der Diatomeenzellwand: Frustuline, Pleuraline,
Silaffine

Bei einem Vergleich der Zellwidnde der Diatomeen mit
denen der Coccolithophoren, deren komplexen Strukturen
entweder aus amorpher Polykieselsdure oder aus kristallinem
Calciumcarbonat bestehen, fillt auf den ersten, analogiesu-
chenden Blick auf, dass wesentlich mehr organische Kom-
ponenten bei der Aufarbeitung der Diatomeenzellwand
gefunden werden als bei der Aufarbeitung der Coccolitho-
phorenzellwand. Dieser Unterschied kann der Tatsache
zugeschrieben werden, dass Diatomeenzellwénde im Gegen-
satz zu den Coccolithen Poren und Schlitze durch einen
Ornamentierungsvorgang haben, der Mikromorphogenese
genannt wird.['%%¢12] Wihrend die drei Polysaccharide PS1,
PS2 und PS3 der Coccolithophorzelle am einfachsten durch
Behandlung mit Trichloressigsdure, aber auch mit EDTA
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gewonnen werden koénnen,”™! muss die Diatomeenzellwand
mit wasserfreiem Fluorwasserstoff behandelt werden, um die
sehr fest gebundenen und inkorporierten Komponenten
freizusetzen.[1941050.32131Drej Gruppen von Proteinen konn-
ten aus der Zellwand von C. fusiformis isoliert und charakte-
risiert werden: Frustuline,[1041950.132] Pleyraline,* und Silaf-
fine.[134]

Frustuline sind tiberall auf der Zellwand zu finden und
bilden offensichtlich bis in die Innenrdume hinein einen
schiitzenden Proteinmantel (Abschnitt 5.3.1; auch Lit. [106]),
der mit EDTA, einem Komplexbildner fiir Calciumionen,
vollstindig abgeldst werden kann.[1941950.132] Tn beiden Eigen-
schaften dhneln die Frustuline den Polysacchariden PS1 und
PS2, die ebenfalls die Calcitkristalle der Coccolithe mit einem
Schutzmantel tiiberziehen sowie durch EDTA freigesetzt
werden (Abschnitt 4.5.1). AuBerdem kommen die Frustuline
in C. fusiformis als eine Familie von vier iiberwiegend
glycosylierten Proteinen in apparenten Molekulargewichten
von 75-200 kDa gemeinsam vor.'%410.121 Dije Frustuline
fallen unter anderem durch fiinf bis sechs Wiederholungen
von Doménen auf, die reich an Siduren und Cystein sind.

Pleuraline, die zweite Familie von Proteinen der Diato-
meenzellwand aus C. fusiformis, konnten nur durch die
Auflosung der Kieselsdurezellwand mit Fluorwasserstoff
gewonnen werden, weshalb sie frither HEPs (HF- extractable
proteins) genannt wurden.'*¥ Drei Pleuraline, Pleuralin-1
(200 kDa), Pleuralin-2 (180 kDa) und Pleuralin-3 (150 kDa),
wurden isoliert und sequenziert (Abbildung 24 A). Wie die
Frustuline enthalten diese Proteine Wiederholungen von
speziellen Doménen, hier den PSC-Doménen (Prolin-Serin-
Cystein-Doménen).
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Abbildung 24. A) Schematische Darstellung der Primérstrukturen aller
drei Pleuraline. B) Immungoldmarkierung eines Diinnschnitts von C.
fusiformis. Die TEM-Aufnahme zeigt die iiberlappende Region der Giir-
telbidnder (eingerahmt). Der schwarze Pfeil zeigt auf die Plasmamem-
bran und in Richtung des extrazelluliren Raums. Die beiden Reihen
ovaler Strukturelemente auflerhalb des Protoplasten verkérpern die
Giirtelbidnder der Hypotheka (links) und der Epitheka (rechts). Zur in-
direkten Immungoldmarkierung wurde ein Anti-Pleuralin-1-Antikérper
eingesetzt. Die Lange des Balkens entspricht 200 nm. (Modifiziert
nach Lit. [109,133b] mit freundlicher Genehmigung von M. Sumper
und N. Kréger).
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Die wichtige Entdeckung der bisher einzigen Signalse-
quenz an Proteinen der Biomineralisation, an den Pleurali-
nen, die fiir einen Eintritt in das endoplasmatische Retikulum
notwendig ist, weist auf einen Zusammenhang oder eine
Analogie zwischen Biomineralisation in Eukaryoten und dem
sekretorischen Transportweg von Proteinen, der Exocytose,
hin. Diese Analogie wird durch die Biomineralisation der
Coccolithe von Pleurochrysis carterae gestiitzt, bei der nahezu
alle bisher beschriebenen Vorgidnge im Golgi-Apparat vor
sich gehen (Abbildung 15); aber kein Protein, sondern
ausnahmslos saure Polysaccharide wurden bisher dabei
nachgewiesen.

Durch Immungoldmarkierung konnten alle Pleuraline an
einer spezifischen Stelle der Diatomeenzellwand entspre-
chend ihrer Zellzyklus-abhéngigen Entwicklung identifiziert
werden. Als Erstes wurde durch diese Methode die eindeutig
unterschiedliche Proteinzusammensetzung der beiden Theka,
Epi- und Hypotheka, bestimmt. Bei der Zellteilung binden
die Pleuraline an die neu geformten Giirtelbdnder der
Hypotheka, wihrend sie zuvor noch an denen der Epitheka
nachgewiesen worden waren (Abbildung 24B). Dieser Vor-
gang lauft parallel zu der gleichzeitigen Umwandlung der
bisherigen Hypotheka in die Epitheka der Tochterzelle!'*!
(Abbildung 21). Offensichtlich ist dieses entwicklungsgesteu-
erte Zusammenwirken der Pleuraline mit der Diatomeen-
zellwand einbezogen in die Hypotheka-Epitheka Differen-
zierung.

Die Silaffine bilden die dritte Familie von Proteinen der
Diatomeenzellwand in C. fusiformis. Sie konnten wie die
Pleuraline ebenfalls nur im Aufschluss mit wasserfreiem
Fluorwasserstoff nachgewiesen werden. Es sind drei Poly-
peptide von niedrigem Molekulargewicht: Silaffin-1A
(4 kDa), Silaffin-1B (8 kDa), und Silaffin-2 (17 kDa). Mithilfe
der N-terminalen Aminosiduresequenz von Silaffin-1B konnte
das entsprechende sillI-Gen geklont werden. Das darin
kodierte Protein sillp zeigt wie die Frustulinel'™+10%1321 ynd
Pleuraline (Abbildung 24 A) eine Reihe sich wiederholender
Sequenzen (Abbildung25A), die als R1-R7 bezeichnet
werden. Anders als die Frustuline und Pleuraline wird sillp
aber nicht in dieser repetitiven Struktur von der Zelle
genutzt, sondern es wird proteolytisch gespalten. Hierbei
werden die R1- bis R7-Einheiten als einzelne Peptide frei-
gesetzt, R1 entspricht der Vorstufe von Silaffin-1B, wihrend
R2-R7 den Vorstufen der Isoformen von Silaffin-1A ent-
sprechen'*! (Abbildung 25 A).

Die aktiven Peptide, die Silaffine, entstehen in der Zelle
durch eine einzigartige, posttranslationale Modifizierung von
vier Lysinresten ihrer Vorstufen, die in Letzeren in zwei
Paaren oder in einem Paar und zwei einzelnen Resten
vorliegen (Abbildung 25A). Diese Modifizierung ist eine
Alkylierung von je zwei Lysinen durch lineare Polyamine, die
aus fiinf bis zehn methylierten Propylaminen bestehen, und
durch &-N,N-Dimethylierung der beiden anderen Lysine. In
den Silaffin-1A,-Isoformen ist eines dieser Dimethyllysine
durch ein o6-Hydroxy-e-N,N,N-trimethyllysin ersetzt.[!34130]
(Abbildung 25B).

Die besondere Eigenschaft der Silaffine, in vitro Poly-
kieselsdure zu bilden, weist darauf hin, dass sie wahrschein-
lich beim Aufbau der Kieselsdurezellwand eine entscheiden-
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Abbildung 25. Entstehung der Silaffin-1A Isoformen: A) Schematische
Struktur der Vorstufe aller Silaffine, des Polypeptids sil1p. Die schwar-
zen Fiinfecke zeigen die sich wiederholenden Elemente R1-R7, aus de-
nen alle Silaffine entstehen. Die Aminosiuresequenzen der Elemente
R2 wie auch R3-7 liegen in Klammern vor. Aus Element R1 entsteht Si-
laffin-B. Der weifle Balken stellt die Signalsequenz dar, die graue Ellip-
se die stark saure Prosequenz.'** B) Chemische Strukturen von Silaf-
fin-1A, und Silaffin-1A,. Die Strukturen der Seitenkette sind nur fiir die
modifizierten Lysinreste gezeigt. (Von Lit. [134b] mit freundlicher Ge-
nehmigung von M. Sumper und N. Kréger sowie von The American
Society for Biochemistry and Molecular Biology).

de Rolle spielen. Wihrend in Abwesenheit von Silaffinen
eine Orthokieselsdurelosung, die frisch aus Tetramethylor-
thokieselsdureester in 1 mm Salzsdure zu einer Endkonzen-
tration von 1M hergestellt wurde, mindestens einige Stunden
stabil ist, kann sowohl jedes Silaffin als auch die Mischung der
Silaffine aus dieser Kieselsdurelosung in Sekunden Poly-
kieselsdure féllen. Obwohl die Menge Polykieselsdure prak-
tisch der zugegebenen Menge an einzelnen Silaffinen oder
ihres Gemisches proportional ist (Abbildung 26 A), entstehen
sphérische Partikel mit sehr unterschiedlichen Durchmessern.
So induziert Silaffin-1A die Bildung von Partikeln mit
Durchmessern von 500-700 nm (Abbildung 26 B), wihrend
das natiirliche Gemisch aus Silaffin-1A, Silaffin-B und
Silaffin-2 viel kleinere Partikel (Durchmesser < 50 nm) her-

Chemie

657



Aufsiitze

658

A) 500+ g

nSilica)/ nmol

0 5 10 15 20 25
mi{Protein) fpg —=

Abbildung 26. Silaffin-induzierte Polykieselsiure-Fillung: A) Beziehung
zwischen den Silaffin-Konzentrationen (ug Protein in 0.1 M Kieselsdure-
I6sung) und der Menge an Polykieselsdure (nmol), die aus der Kiesel-
sdureldsung gefillt wird. Punktierte Linie: Silaffin-Gemisch. Durchge-
zogene Linie: Reines Silaffin-1A. B, C) SEM-Aufnahmen von Polykiesel-
séure, gefillt (B) durch Silaffin-1A und (C) durch das natiirliche Silaf-
fin-Gemisch. Der Durchmesser der Partikel ist 500-700 nm (B) und
<50 nm (C). Die Lange des Balkens entspricht 1 um. (Modifiziert von
Lit. [109] mit freundlicher Genehmigung von M. Sumper und N. Kré-

ger).

vorbringt. Dieser Zusammenhang zwischen verschiedenen
Silaffinen und Partikelgrof3e, der auch fiir die Materialwissen-
schaften von grofem Interesse sein kann, hat zu noch
detaillierteren Untersuchungen gefiihrt. So wurden die voll-
stindigen chemischen Strukturen des Silaffin-1A; und Silaf-
fin-1A, geklart, die aus 15 bzw. 18 Aminosiureresten aufge-
baut sind (Abbildung 25B).* Sie unterscheiden sich nur
durch die Modifizierung ihrer jeweils vier Lysinreste durch
den d-Hydroxy-e-N,N,N-trimethyl-Rest; das quartire Am-
moniumion wurde bisher nur in Silaffin-1A; nachgewie-
sen.[3413 Dieser Unterschied hat jedoch auch bei einer
Variation des pH-Werts von 5-8 praktisch keinen Einfluss auf
die Menge an gefillter Polykieselsdure, auch nicht auf den
Durchmesser der gebildeten sphérischen Partikel.['34

Da auBlerdem das unmodifizierte Peptid pRS in saurer
Losung unterhalb von pH 6 keine Polykieselsdurefédllung
hervorrufen kann,'* die Polykieselsdureablagerung in vitro
aber in saurem Plasma der SDVs stattfindet, spielen die
Polyaminseitenketten im biologischen System hierbei offen-
sichtlich eine entscheidende Rolle.

5.3.4. Artspezifische Polyamine, Struktur und In-vitro-Produktion
von Polykieselsiure-Nanopartikeln

Bisher wurden nahezu alle Untersuchungen an C. fusi-
formis, dem Modellorganismus der Diatomeenforschung,
ausgefithrt. Da die Bildung der Valven mit ihren Poren,
Schlitzen und anderen Offnungen in den SDVs (Abbildun-
gen 19, 20A-C) zu artspezifischen Strukturen fiihrt, ist es
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wahrscheinlich, dass jede Art andere Silaffine oder Silaffin-
dhnliche Molekiile hat.

Zur Priifung dieser Hypothese wurden organische Zell-
wandkomponenten von sechs verschiedenen Diatomeen aus
unterschiedlichen Arten isoliert.'3* Schon in einer speziellen
SDS-PAGE, die auch Verbindungen niedriger Molekularge-
wichte zu trennen imstande ist,'””! wurde die Annahme
bestitigt, dass, bezogen auf C. fusiformis jede der fiinf
anderen Arten eine jeweils spezifische Silaffin-Zusammen-
setzung hat.[3%] Zusitzlich wurden hierbei Verbindungen
nachgewiesen, deren Molekulargewichte kleiner als 3.5 kDa
sind und die mit Ausnahme von C. fusiformis bei allen
anderen Diatomeen entweder eine oder die Hauptkompo-
nente zu sein scheinen. Nach Reinigung und massenspektro-
metrischer Analyse wurden fiir jede Art eine andere Zahl von
Polyaminen mit jeweils verschiedenen Molekulargewichten
bestimmt. Alle Substanzen sind lineare Polyamine, die aus N-
Methylaminopropyl- oder Aminopropyl-Einheiten zusam-
mengesetzt sind, also einen unterschiedlichen Methylierungs-
grad aufweisen. Wie bei der Polyaminsynthese von Bakterien
und Eukaryoten!'®*® bilden Ornithin (2,5-Diaminopentanséu-
re) und sein Decarboxylierungsprodukt Putrescin (1,4-Di-
aminobutan) die Basis der Alkylierung mit Aminopropyl-
resten. Diese beiden wie auch die Aminogruppe des end-
standigen Aminopropylrestes konnen verschieden methyliert
sein. Eine schematische Darstellung der vereinfachten Poly-
aminstruktur ist gezeigt. Die Aminopropylgruppen und

R CH, ?Ha IR
N\/\/\N N N
R n-1

“R
R = H, CH,

Ornithin sind hier nicht eingefiigt, Putrescin ist eingerahmt.
(Mit freundlicher Genehmigung von M. Sumper und N.
Kroger).

Die Annahme, dass auch diese Polyamine neben den
Silaffinen Hauptkomponenten der biologischen Polykiesel-
sdurebildung sind, lieB sich auch durch In-vitro-Experimente
bestidtigen. Aus Nitzschia angularis konnten die meisten
Polyamine isoliert werden.[' Thre Molekulargewichte va-
riieren zwischen 600-1250 Da. Sie wurden in Abhéngigkeit
vom Molekulargewicht bei verschiedenen pH-Werten auf
ihre Fahigkeit untersucht, Polykieselsdure zu fillen. So
werden mit Polyaminen von 1000-1250 Da bei pH 5 sphiri-
sche Polykieselsdurepartikel von iiberwiegend 0.8-1 um ge-
bildet (Abbildung 27 A), mit Polyaminen von 600-700 Da
hingegen nur 100-200 nm groBe sphirische Polykieselsdure-
partikel (Abbildung 27B). Ein enger Zusammenhang zwi-
schen der Morphologie von Polykieselsdurepartikeln und
dem pH-Wert wird sichtbar, wenn in Gegenwart des natiir-
lichen Polyamingemisches von N. angularis der pH-Wert der
Kieselsdurelosung erhoht wird. Mit steigendem pH-Wert
verringert sich der Partikeldurchmesser von 700 nm auf
50 nm (Abbildung 27 C-F). Ein zusitzliches Potenzial zur
Strukturbildung haben drei Silaffine von N. angularis, wie aus
der Bildung von blockartigen Strukturen in vitro abzuleiten
ist,'®] die auch in vivo als Areolae(Honigwaben)-Winde
vorkommen.!*8 Werden die Silaffine mit den Polyaminen von
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Abbildung 27. Polykieselsiureprizipitate, die durch Polyamine aus
Nitzschia angularis induziert wurden. Es wurden Polyamine mit Moleku-
largewichten von 1000 bis 1250 Da (A) und 600 bis 750 Da (B) verwen-
det. Die natiirlichen Gemische aus Polyaminen (M, =600-1250 Da)
wurden eingesetzt, um die pH-Abhingigkeit der Polyamin-induzierten
Polykieselsdure-Fallungen zu untersuchen: (C) pH 5.4, (D) pH 6.3, (E)
pH 7.2, (F) pH 8.3. Die Polyaminkonzentration in jeder Lésung war
0.85 mgml~'. Die Lénge des Balkens entspricht 1 um in (A) und (B),
500 nm in (C), (D), (E) und (F). (Von Lit. [135a] mit freundlicher Ge-
nehmigung von M. Sumper und N. Kréger und von The National Aca-
demy of Science USA).

N. angularis kombiniert, werden diese blockartigen Struktu-
ren variiert, indem eine flache Seite mit abgeflachten Poly-
kieselsdurepartikeln entsteht.['3]

Vor kurzem gelang es, ein SP41-Protein (SP41 fiir scale
protein, 41 kDa) zu isolieren aus den silicathaltigen Pldttchen
und Stacheln von Mallomonas splendens, einer photosyn-
thetischen Chrysophycee (Goldbraune Alge), die eine nahe
Verwandte der Diatomeen ist. Mithilfe von polyklonalen
Anti-SP41-Antikorpern konnte wihrend der Biogenese der
Pléttchen und Stacheln erstmals gezeigt werden, dass SP41
zusammen mit Polykieselsdure in speziellen SDVs deponiert
wird.['*] Hiermit steht ein ganzes Arsenal von Verbindungen
zur Verfiigung, um den Zusammenhang zwischen Kieselsédu-
repolymerisation, Partikelgrofle, Struktur- und Ornamentbil-
dung zu untersuchen.

Aus den Strukturuntersuchungen,'*13! der Isolierung
organischer Substanzen aus den Diatomeenzellwin-
denl'®13513] ynd den chemischen Synthesen zur Herstellung
anorganischer Materialien aus Polykieselsdure mit definierter
Porositdt — unter Nutzung organischer, geformter Substra-
tell40-144l _ wurden eine Reihe von Modellen zur Bildung der
komplizierten Diatomeenstrukturen vorgeschlagen.['05143]
Diese gehen entweder von vorgeformten Strukturen nach
der Mould-Prepattern-Hypothesel'** oder von Phiinome-
nen der Phasentrennung aus.'*! Sumper hat ein einfaches
Modell zur Phasentrennung bei der Bildung von Honigwa-
ben-dhnlichen Strukturen entworfen,!* wie sie in Diato-
meen hiufig vorkommen und auch durch chemische Syn-
thesen'*"l entstehen. Dieses Modell beschreibt in den SDVs

Angew. Chem. 2003, 115, 636 —664

Angewandte

wiederholte Phasentrennungen, wodurch Emulsionen von
Mikro- und nachfolgend Nanotropfen als Zentren der Poly-
kieselsdureablagerungen entstehen. Volkmer et al.['*®! konn-
ten solche Phasentrennungen zeitaufgelost bei der Bildung
strahlenformiger Kieselschalen mit einem In-situ-Videomi-
kroskop verfolgen. Lipophile detergenzstabilisierte Tropfen
mit limitierten Mengen eines gemischten Titan-Siliciumoxi-
des entwickelten in einem dynamischen Dissipationsprozess,
d.h. in einer spontanen Bildung immer kleinerer Tropfen, die
Fiahigkeit, eine anorganische Matrix zu bilden und zu formen.
Allerdings wurden bisher immer stachelférmige und keine
Honigwaben-dhnliche Formen gefunden. Die Wahl des Ge-
mischs von anionischen und kationischen oberflidchenaktiven
Substanzen ist entscheidend fiir den Erfolg solcher Versuche.
AufBlerdem konnten van Blaaderen et al. zeigen, dass auch
kolloidale Kristalle, dreidimensionale periodische Strukturen
aus kleinen, suspendierten kolloidalen Partikeln, in Grofien
entstehen konnen, die vom periodischen Abstand der Ver-
tiefungen in einer Polymerschicht abhingen.¥7?l Dieses
Verfahren wurde kolloidale Epitaxie genannt.['47°]

Seit langem wird die Notwendigkeit oder Niitzlichkeit von
Siliciumverbindungen in biologischen Systemen diskutiert.[432]
Vor allem stellt sich die Frage, ob die Biomineralisation von
Polykieselsdure den Diatomeen einen ¢kologischen Vorteil
bietet. Verschiedene Vorschlige wurden gemacht, welche
Funktion die Kieselsdurezellwand der Diatomeen haben
konnte, z.B. als UV-Filter oder als eine Art Schutzpanzer
gegen Zooplanktum (eukaryotische Einzeller, die kein Chlo-
rophyll haben). Jedoch konnten alle bisherigen Vorschlige
experimentell nicht bestétigt werden.

Milligan und Morel hingegen konnten zeigen, dass die
Polykieselsdure der Diatomeenzellwand ein aktiver pH-
Puffer ist.'**l Diatomeen haben an ihren Oberflichen
extrazelluldre Carboanhydrasen, die die Reaktion zwischen
HCO; und CO, katalysieren. Die hohe katalytische Ge-
schwindigkeit dieses Enzyms erfordert einen pH-Puffer, der
schnell Protonen bindet oder zur Verfiigung stellt. In Versu-
chen an Zellen von Thalassiosira weissflogii oder in Gegen-
wart von isolierten Zellwdnden aus Polykieselsdure mit
isolierter 16slicher Carboanhydrase (vom Rind) konnte die
Pufferwirkung von Polykieselsdure verifiziert werden: Die
Polykieselsdure beschleunigte die Reaktion des Enzyms. Es
wurde postuliert, dass die erhohte Freisetzung von CO, durch
die extrazelluldare Carboanhydrase Teil des kohlenstoffkon-
zentrierenden Mechanismus (carbon concentrating mecha-
nism; CCM) ist. Durch ihn wird die CO,-Konzentration in der
Umgebung des wichtigsten carboxylierenden Enzyms, der
Ribulose-1,5-Diphosphat-Carboxylase-Oxygenase  (Rubis-
CO), und damit die Photosynthesegeschwindigkeit gesteigert,
obwohl die Konzentration von CO, im Meerwasser nur 1/100
der fiir die volle Aktivitdt des Enzyms bendétigten ist.

So kann der globale Zyklus von Silicium, im Wesentlichen
die Biomineralisation von Polykieselsdure, mit dem von
Kohlenstoff, also der Photosynthese, in Diatomeen gekoppelt
sein. Ein direkter Beweis konnte mit der Diatomeenart
Phaeodactylum tricornutum gefiithrt werden, die als silifizier-
ter und nicht-silifizierter Morphotyp isoliert werden kann.
Der silifizierte Morphotyp sollte bevorzugt Kohlenstoff
fixieren.

Chemie
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Durch die Methoden der Molekularbiologie werden
derzeit in der Biomineralisation rasch viele neuartige Er-
kenntnisse gewonnen. Was lange duflerst schwer erreichbar
schien, den Mechanismus einer Biomineralisation wenigstens
ansatzweise zu verstehen, ist Marsh et al. bei den einzelligen
Coccolithophoren (Kalkalgen) bereits gelungen. Hierbei ist
eine Art Mehrkomponentenkomplex sichtbar, in dem die
Fixierung einer ersten Kristallitkante verbunden ist mit einer
Ansammlung aus 25 nm grof3en PS1/PS2-Ca-Partikeln, die
polyaniongebundene Caliciumionen in hoher Konzentration
freisetzen. Dabei werden die ersten Kristalle als kleine
Rechtecke gebildet. Das saure Polysaccharid PS3, das sowohl
in Verbindung mit der Coccolithvesikelmembran als auch mit
den obigen Kiristallen steht, induziert anschlieBend das
Wachstum des jeweiligen Vorgidngerkristalls zu der unge-
wohnlichen Ambossstruktur von Pleurochrysis.’! (Abbil-
dung 12)

Leider wurde bisher kein Coccolithophor-Genom se-
quenziert. Bei den magnetischen Bakterien hingegen sind
bereits zwei Genomsequenzen seit April 2001 bekannt. Dies
hat dazu beigetragen, dass nach den umfangreichen Arbeiten
von Schiiler etal. an Proteinen der Magnetosommembran
nicht nur diese Proteine in zwei Genclustern, sondern auch
eine Reihe von Proteinfamilien dort in dhnlicher Anordnung
nachweisbar sind (Abbildung 8). Deshalb ist es jetzt moglich,
durch Ausschalten einzelner Gene den Mechanismus der
Magnetitkristallbildung in den Magnetosomvesikeln zu un-
tersuchen. Aulerdem konnten jetzt die zugehorigen Leerve-
sikeln isoliert und untersucht werden.

Auch hat die Existenz der Magnetosomvesikeln Kirsch-
vink et al. dazu angeregt, eine umfassende und zu Diskussio-
nen stimulierende Hypothese der Biomineralisation zu for-
mulieren, wonach die Evolution die Gene der bakteriellen
Magnetitbiomineralisation durch Verdopplung, Mutation,
Anpassung und Variation bis zur Knochenbildung nutzt.['¥
Jedoch haben die Arbeiten von Schiiler gezeigt, dass bisher
alle Gene von Proteinen aus der Magnetosommembran
ausschlieBlich in magnetischen Bakterien vorkommen. Bisher
wurden keine Homologe in anderen Organismen gefunden.!

Die Analogie der Coccolithbildung zum Transport von
Proteinen durch Endoplasmatisches Reticulum (ER) und
Golgi-Apparat zur Exozytose hat in diesem Aufsatz zu der
Arbeitshypothese gefiihrt, dass die Magnetosomvesikeln als
vielleicht erste intracytoplasmatische Vesikeln in Bakterien
die prokaryotischen Vorstufen des Endomembransystems
von ER und Golgi-Apparat sein konnten. Die Entstehung der
Magnetosommembran ist nicht geklidrt, Endozytose steht
gegen De-novo-Synthese. Auffillig ist das Fehlen der Endo-
membranen in frithen Eukaryoten, den Diplomonaden.['*]
Endosymbiotische Ereignisse solcher frithen Protisten mit
einem magnetischen Bakterium konnten zur Entstehung der
Endomembranen gefiihrt haben.

Die bisher beschriebenen Teile der Biomineralisations-
prozesse sind offensichtlich zu kompliziert, um, als Ganzes
isoliert, in vitro eingesetzt zu werden. Der Einsatz von Teilen,
wie schon durch Polyamine und Silaffine gezeigt (Ab-
schnitt 5), ist fiir den Chemiker von grofem Interesse, aber

E. Biuerlein

erst die methodische Vereinfachung und Modifizierung dieser
Substanzen kann neuartige Gebiete 6ffnen. Als wahrschein-
lich Erste nutzten Stone et al.'*% das polykationische Vor-
stufenpeptid pR5 des Silaffin-1A,, das nicht modifiziert ist
und bei physiologisch saurem pH-Wert keine Polykieselsdure
fallt (aber bei neutralem pH-Wert). Dieses Peptid wurde in
ein Gemisch aus einem hydrophilen und einem lipophilen
Acrylat durch Photopolymerisation eingefiigt, wobei durch
ein holographisches Verfahren dem Polymer ein Hologramm
mit einer Periodizitdt von 1.33 um eingepréigt wurde (Ab-
bildung 28 A, C). Das Peptid wurde offensichtlich in der H,O-
angereicherten Senke fixiert, denn bei langsamer Zugabe von
ca. 0.1m [Si(OH),] bildete sich eine zweidimensionale An-
ordnung von Polykieselsdurepartikeln mit einem mittleren
Durchmesser von 452 nm (481 nm) in der Periodizitit des
Hologramms (Abbildung 28 B, D).

In einer faszinierenden Analogie zu den Untersuchungen
an Oberflichen von Halbleitern und Metallen!™> haben
Stone et al.l*?l eine kombinatorische Phagen-Bibliothek in
die biomimetische Materielwissenschaft eingefiihrt, um Pep-

Abbildung 28. Zweidimensionale Anordnung von Reihen aus Polykie-
selsiure-Nanopartikeln, die in einem Hologramm, einem Gitter, das
zuvor durch ein holographisches Verfahren in einem auflergewshnlich
klaren und farblosen Polymerisat erzeugt worden war, gebildet wurden:
SEM-Aufnahmen A) des Kontrollhologramms, nachdem es mit geldster
Kieselsaure behandelt worden war und B) der Polykieselsaure-Nano-
struktur, die durch Reaktion der Polykieselsdure mit dem peptidmodifi-
ziertem Hologramm entstanden ist. C) Kraftmikroskopie(AFM)-Bilder
des Kontrollpolymers vor und D) die Hybridstruktur nach der Kiesel-
sdurebehandlung. (Modifiziert von Lit. [150] mit freundlicher Genehmi-
gung von M. O. Stone).
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tide zu entdecken, die Polykieselsdure fallen. So wurden viele
Peptide aus zwolf Aminosduren als Fusionsproteine mit
einem Phagenhiillprotein exprimiert. Das Peptid mit der
hochsten Ausbeute an sphirischen Partikeln enthielt ein
Serin und fiinf Histidine. Die Menge Kieselsdure war, wie
auch schon bei den Silaffinen (Abbildung 25), proportional
der Menge an Peptidphagenpartikeln,["2 sodass solche Poly-
kieseldasurepartikel ein Gemisch aus organischer und anor-
ganischer Substanz sind.

Der zuvor beschriebene Versuch von Stone et al.'
unterscheidet sich hiervon und ist zugleich eine neue Me-
thode, sphirische Polykieselsdurepartikel herzustellen. Denn
aus dem hydrophilen Teil des Polymers konnen nur Teile des
pRS5-Peptids herausragen, die wahrscheinlich die Fallung der
Polykieselsdure katalysieren. Die entstehenden Partikel ent-
halten demnach nur geringe Mengen an organischer Substanz
und sind deshalb kein Kompositmaterial. Der Vergleich
beider Methoden kann zur Klidrung der Frage beitragen,
was den Durchmesser der Partikel bestimmt und wie man
eine Priparation enger Durchmesservariation erhilt. Dies ist
im besten Sinne angewandte Chemie.

Addendum

Ein wichtiger Fortschritt auf dem Weg zur Morphogenese
biogener Polykieselsdure wurde von M. Sumper et al. be-
schrieben.['*] Ammoniumfluorid wurde anstelle von wasser-
freier Flusssdure eingesetzt, um Silaffine (Abschnitt 5.3.3)
unter milden Bedingungen aus den Kieselsdurewdnden zu
extrahieren. Dabei wurden die nativen Silaffine erhalten,
deren Serinreste komplett phosphoryliert sind. In Silaffin-
Molekiilen sind damit nicht nur positive Ladungen durch die
Modifizierung mit Polyaminen vorhanden, sondern durch die
Phosphorylierungen auch negative Ladungen. Diese Zwitter-
ionen konnen sich selbst anlagern, wobei sie wahrscheinlich
ein Templat bilden, das Kieselsdurefillungen zu grofien
Einheiten fordert.

Ich danke Dr. Dirk Schiiler (Bremen), Prof. Mary E. Marsh
(Houston, TX) und Dr. Susan Glasauer zusammen mit Prof.
T. J. Beveridge (Guelph, CA), dass sie mir noch kurz vor der
Vollendung dieses Aufsatzes die Preprints ihrer Verdffentli-
chungen zur Verfiigung stellten. Kritische Hilfe habe ich durch
die Kollegen Prof. Lars-Oliver Essen (Marburg), Prof. Nicolai
Petersen (Miinchen), Dr. Dirk Schiiler (Bremen) und Dr.
Michael Winklhofer (Southampton, UK) erhalten, die das
Manuskript freundlicherweise durchgesehen haben. Sehr herz-
lich danke ich Prof. Dieter Oesterhelt, dass er mir in meinem
aktiven Ruhestand so lange die Gelegenheit bot, als Gast seiner
Abteilung in einzigartiger Ruhe mich diesem Aufsatz und
mehr widmen zu konnen. Der Aufsatz wire nicht zustande
gekommen ohne die unschitzbare Unterstiitzung meiner Frau
Cornelia und meines Sohnes Felix, die beide als Computer-
spezialisten fast alles moglich machten bis zur Ausgestaltung
der vielen Abbildungen.
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