HIGHLIGHTS

Meilensteine in der Biochemie des Siliciums: von der Grundlagenforschung zu
biotechnologischen Anwendungen

Reinhold Tacke*

Professor Klaus Rithlmann zum 70. Geburtstag gewidmet

Vor etwa zwei Jahrzehnten wurden die ersten umfassenden
Biicher veroffentlicht, die sich mit biologischen Aspekten der
Silicium-Chemie beschiftigen.'¥ Seitdem wird allgemein
anerkannt, dafl Silicium fiir viele biologische Systeme ein
essentielles Element ist, das fiir den Aufbau von strukturbil-
denden Materialien und/oder fiir metabolische Prozesse
benotigt wird. Im Unterschied zur gut untersuchten Bio-
chemie und Pharmakologie vieler unnatiirlicher Organosili-
cium-Verbindungen (Verbindungen mit mindestens einer
Si-C-Bindung)® ! ist nur sehr wenig dariiber bekannt, wie
Silicium auf der molekularen Ebene von den Zellen trans-
portiert, verarbeitet und genutzt wird. Fiir viele andere
essentielle Elemente kennt man spezifische Bindungsstellen
(z.B. in Enzymen), iiber die diese ihre jeweiligen biologischen
Effekte vermitteln;” fiir Silicium ist das nicht der Fall. Dieser
Sachverhalt sowie die Tatsache, da3 bis heute eine Biosyn-
these von Si-C-Bindungen unbekannt ist und Si-O-C-Ein-
heiten unter physiologischen Bedingungen kinetisch instabil
sind, haben die Entwicklung alternativer Konzepte zum
Wirkungsmechanismus des Siliciums veranlaf3t. Diese — sehr
kontrovers diskutierten — Konzepte beinhalten den Vorschlag,
daB die Essentialitdt des Siliciums, in welcher chemischen
Form auch immer, nichts mit seiner direkten Wirkung auf
biologische Funktionen zu tun haben konnte, sondern viel-
mehr mit seiner Fiahigkeit, die Bioverfiigbarkeit anderer
Elemente, z.B. Aluminium, Calcium und Eisen, zu limi-
tieren.®° Bedenkt man dieses Dilemma, so lassen die
Ergebnisse jiingster Untersuchungen in der marinen
Silicium-Biochemie aufhorchen: Mit dem Studium mariner
Organismen, die riesige Mengen silicifizierter Strukturen
produzieren (Stichwort Biosilifizierung), haben Biochemiker
und Molekularbiologen nun damit begonnen, die Proteine,
Gene und molekularen Mechanismen aufzukldren, die die
Bildung dieser Strukturen steuern. Diese Untersuchungen,
die im Mittelpunkt dieses Beitrags stehen, konnen als
Meilensteine in der Entwicklung der Silicium-Biochemie
betrachtet werden.
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Im Meerwasser gelostes Silicium kommt hauptséichlich als
undissoziierte Orthokieselsdure, Si(OH),, vor. Deren Ge-
samtmenge in den Weltmeeren betrdgt etwa 10 Mol (ca.
9.6 Teratonnen (Tt); T =102), und ihre mittlere Konzentra-
tion liegt bei etwa 70 um.['") Viele marine Organismen — wie
Diatomeen, Silicoflagellaten, Radiolarien und Schwimme —
enthalten Kieselsdureskelette (SiO,-nH,0), die nach Auf-
nahme von Orthokieselsdure aus dem Meerwasser aufgebaut
werden. Die Gesamtproduktion von biogener Kieselsdure im
Oberflichenwasser wurde auf 240+40 Tmol Silicium pro
Jahr geschitzt. Dies bedeutet, dafl marine Biosysteme jéhrlich
die gigantische Menge von etwa 6.7 Gigatonnen (Gt; G =10°)
Silicium verarbeiten.!'” Die genetisch kontrollierte Biosyn-
these von Kieselsédure erfolgt dabei unter milden physiologi-
schen Bedingungen,P! wihrend geochemische und industrielle
Kieselsduresynthesen beziiglich Temperatur, pH-Wert und/
oder Druck in der Regel extreme Bedingungen erfordern.

Die Diatomeen leben im Meerwasser, Brackwasser und
SiiBwasser und bilden mit mehr als 10000 rezenten Arten die
grofite Klasse der Protisten. Bezogen auf jene Planktonorga-
nismen, fiir die Kieselsdure eine wichtige strukturelle Kom-
ponente darstellt, sind die Diatomeen die dominierende
Quelle fiir biogene Kieselsdure im Oberflichenwasser der
Weltmeere. Diese Organismen produzieren formkontrollierte
Strukturen aus Kieselsdure von atemberaubender Schonheit
(Abbildung 1). Das faszinierende artenspezifische Design
und die Ornamentierung der aus Kieselsdure aufgebauten
Zellwiande stellen die Basis fiir die Systematik der Diatomeen
dar und weisen deutlich auf eine genetische Determinanz hin.

Die Zellwand von Diatomeen (Frustulum) ist aus nano-
strukturierter amorpher Kieselsdure aufgebaut, die mit Poly-
sacchariden und Proteinen assoziiert ist.’] Das Frustulum
besteht aus zwei Teilen, der Epitheca und der Hypotheca, die
beide aus einer sogenannten Valva (,,Schalendeckel®) und
mehreren Kieselsdurestreifen (Giirtelbinder) aufgebaut sind.
Im Bereich der Giirtelbandregion iiberlappen sich Epitheca
und Hypotheca. Neue Zellwdnde werden in einer speziali-
sierten Vesikel gebildet (silica deposition vesicle, SDV):
Gelostes Silicium wird aus der Umgebung aufgenommen
und in der SDV konzentriert, in der dann die unldsliche
Kieselsdure gebildet und ausgeschieden wird. Kiirzlich wur-
den erste Daten vorgestellt, die bestimmte Kieselsdure-Bau-
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Abbildung 1. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Zellen
der Diatomeen Amphitetras antediluviana (einzelne Zelle; oben) und
Paralia sulcata (miteinander verkniipfte Zellen, fossil; unten). Wiedergabe
der REM-Aufnahmen mit freundlicher Genehmigung.''! ©1990 Cam-
bridge University Press.

elemente mit spezifischen Proteinen in der Diatomeenzell-
wand korrelieren.'>'¥] Eine neue Familie von calciumbinden-
den Glycoproteinen, die sogenannten EDTA-extrahierbaren
Frustuline, wurden als Bestandteile der Zellwand der marinen
Diatomee Cylindrotheca fusiformis identifiziert (EDTA =
Ethylendiamintetraacetat).'> ¥] AuBerdem gibt es eine wei-
tere Familie von Glycoproteinen in der Zellwand, die gegen
eine Behandlung mit EDTA resistent sind und fester mit dem
Kieselsduregeriist assoziiert zu sein scheinen.'J Diese Pro-
teine konnen nach vollstindigem Auflosen der Zellwand mit
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wasserfreiem Fluorwasserstoff isoliert werden, weshalb sie
HF-extrahierbare Proteine (HF-extractable proteins, HEPs)
genannt werden. Umfangreiche Untersuchungen mit einem
dieser Proteine, dem 200-kDa-Protein HEP200, haben ge-
zeigt, da} dieses spezifisch innerhalb der Giirtelbandregion
der Zellwand lokalisiert ist. Wie durch Immunolokalisie-
rungsexperimente mit Antikorpern gegen Frustuline und
HEP200 gezeigt werden konnte, bilden die Frustuline die
dufere Hiille der Zellwand und zeigen eine ubiquitidre
Verteilung, wiahrend HEP200 auf einer Untereinheit aus
etwa sechs von insgesamt etwa dreiflig Kieselsdurestreifen
lokalisiert ist, welche die Girtelbandregion der Zellwand
aufbauen.'! Diese Ergebnisse stiitzen die These, daB die
speziesspezifische Architektur der Diatomeenzellwand aus
Unterschieden in der Struktur speziesspezifischer Proteine
resultieren konnte, die mit dem Kieselsduregeriist assoziiert
sind.

Diatomeen wurden auch hinsichtlich des Mechanismus des
Siliciumtransports untersucht, der ein integraler Bestandteil
des Silicifizierungsprozesses ist.['> 1) Da die Konzentrationen
von gelostem Silicium in der Umwelt ziemlich niedrig sind
(siehe oben), miissen Diatomeen tiiber ein effizientes Trans-
portsystem verfiigen. Silicium (als Orthokieselsdure oder
Silicat) muf nicht nur in die Zelle, sondern auch intrazellulédr
in die SDV transportiert werden, wo die Kieselsdurebildung
erfolgt. Die Zellen halten Pools von gelostem Silicium (in
welcher chemischen Form auch immer) mit relativ hohen
Siliciumkonzentrationen aufrecht. Silicium wird nur wahrend
einer ganz bestimmten Zeit im Zellcyclus (unmittelbar vor
der Zellwandsynthese) aufgenommen, und die kinetischen
Parameter des Siliciumtransports verdndern sich wihrend der
Aufnahmeperiode. Kiirzlich wurde ein Protein der Diatomee
Cylindrotheca fusiformis charakterisiert, das Silicium aus der
Losung (Seewasser) in die Zelle transportiert.'> %1 Diese
Entdeckung basiert auf der Klonierung und Charakterisie-
rung der DNA, die dieses Protein codiert. Um direkt zu
testen, ob die isolierte DNA einen Siliciumtransporter
codiert, wurde die mRNA (aus der klonierten DNA in vitro
hergestellt) in Xenopus laevis-Eier injiziert, die dann hin-
sichtlich der Siliciumaufnahme (Germaniumaufnahme) un-
tersucht wurden, indem man ®Ge als einen Silicium-analogen
Tracer verwendete.'”] Tatsichlich wurde fiir die RNA-inji-
zierten Froschzellen die Synthese des Transporterproteins
und eine signifikante Siliciumaufnahme (Germaniumaufnah-
me) beobachtet, wobei diese Aufnahme natriumabhingig ist.
Siliciumtransporterproteine dieses Typs miissen allerdings
nicht notwendigerweise auch in dem intrazelluldren Transport
involviert sein.

Ein weiterer wesentlicher Durchbruch in der Silicium-
Biochemie resultiert aus jiingsten Untersuchungen mit dem
gemeinen marinen Schwamm Tethya aurantia.l”?1 Kiesel-
sdure-haltige Schwidmme lagern die Kieselsdure in Form von
Skelettnadeln ab, die diese Organismen stiitzen und vor Fraf3
schiitzen. Etwa 75 % der Trockenmasse von Tethya aurantia
besteht aus Kieselsdureskelettnadeln (Linge 1-2mm;
Durchmesser 30 um), wobei eine jede dieser Nadeln ein
axiales zentrales Proteinfilament enthilt (Linge 1-2 mm;
Durchmesser 1-2 um), das vollstindig von Kieselsdure um-
hiillt ist.'> 181 Nach deren Auflosen mit gepufferter FluBsdure
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konnen diese Filamente isoliert, gereinigt und in drei sehr
dhnliche siliciumfreie Untereinheiten aufgetrennt werden, die
man Silicatein (silica protein) a, 8 und y benannt hat.[]
Aminosdureanalysen haben gezeigt, daf3 die Zusammenset-
zungen von Silicatein a (29 kDa), § (28 kDa) und y (27 kDa)
sehr #hnlich sind, wobei das relative Verhiltnis in den
Filamenten a:3:y =12:6:1 betragt. Durch Kleinwinkel-Ront-
genbeugung konnte eine regelmiBige, sich wiederholende
Struktur innerhalb der Filamente nachgewiesen werden
(Periodizitdt 17.245 nm), wie zu erwarten wire, wenn den
makroskopischen Filamenten eine einfache sich wiederho-
lende Substruktur zugrunde liegt.'”? Die Analyse der DNA-
Sequenz fiir Silicatein a, das als Hauptuntereinheit etwa 70 %
der Filamentmasse ausmacht, ergab, daf3 dieses Protein den
Proteasen der Cathepsin-L- und Papain-Familie sehr dhnlich
ist.l'”? Die enge Verwandtschaft von Silicatein « und Cathep-
sin L impliziert groBe Ahnlichkeiten in ihren Aminosiure-
sequenzen, ihren dreidimensionalen Strukturen und ihrer
membraneingeschlossenen intrazelluldren Lokalisierung.
Diese und weitere Befunde legen eine gemeinsame evolutio-
nidre Herkunft dieser Proteine nahe.['’l Diese Annahme wird
durch die Tatsache gestiitzt, daf} beide Proteine innerhalb von
membranlokalisierten Vesikeln gefunden werden, die fiir ihre
Funktion essentiell sind (Silicatein in der SDV; Cathepsin L
im Lysosom).

Diese Befunde haben zu der faszinierenden Vorstellung
gefiihrt, daB Silicateine enzymartige Aktivitit aufweisen und
die Hydrolyse von Kieselsdureestern katalysieren konnten.['®]
Da die homologen Proteasen katalytisch als Hydrolasen
fungieren (Spaltung von Peptid- und Esterbindungen unter
neutralen Bedingungen), wurden verwandte Silicatein-kata-
lysierte Reaktionen mit Substraten des Formeltyps RSi(OEt);
(R=O0Et, Me, Ph) untersucht. Die Hydrolyse derartiger
Verbindungen und anschlieBende Kondensation sollte zu
Kieselsdure (SiO,-nH,0; R=O0Et) oder organisch substi-
tuierten Silsesquioxanen ((RSiO; 5),; R = Me, Ph) fithren. Die
chemische (nichtenzymatische) Synthese solcher Produkte
erfordert typischerweise eine S#ure- oder Basenkatalyse,
wobei die hydrolytische Spaltung der Si-O(C)-Bindung der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist. Dagegen wurde
gefunden, dafl die intakten Silicateinfilamente in vitro die
Bildung von Kieselsdure (aus Si(OEt),) und Silsesquioxanen
(aus RSi(OEt);; R=Me, Ph) bei neutralem pH-Wert be-
schleunigen.'s! AuBerdem zeigte sich, daB die aufgetrennten
Silicateinuntereinheiten (o, B, y) und die gereinigte und
rekonstruierte Untereinheit Silicatein o (aus klonierten
DNA-Templaten in Bakterien hergestellt) die Kieselsdure-
bildung aus Si(OEt), unter neutralen Bedingungen ebenfalls
beschleunigen.'¥l Bei Abwesenheit der Silicateinfilamente
und -untereinheiten wurde nur eine geringfiigige oder gar
keine Produktbildung beobachtet. AuBerdem fiihrte die
thermische Denaturierung der Silicateinfilamente und -unter-
einheiten zu deren AKktivititsverlust, und die verwandten
proteolytischen Enzyme Papain und Trypsin waren ohne
Effekt. Dies belegt klar die katalytische Funktion der
Silicateine (in ihrer nativen dreidimensionalen Struktur) bei
der Kieselsdure- und Silsesquioxanbildung.[®!

Zusidtzlich zu ihrer katalytischen Aktivitdt zeigen die
makroskopischen Silicateinfilamente auch eine strukturbe-
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stimmende Aktivitdt: Es wurde gefunden, dafl die makro-
skopischen Filamente als Geriiste dienen, die die Abschei-
dung der resultierenden Kieselsdure- und Silsesquioxanpro-
dukte steuern; d.h., sie verhalten sich als Template, die das
Wachstum der Produktschichten auf der Oberfliche der
Proteinfilamente kontrollieren.['®!

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dafl die
Silicateine die Bildung von Kieselsdure und organisch sub-
stituierten Silsesquioxanen aus den entsprechenden Kiesel-
siureestern RSi(OEt); (R = OEt, Me, Ph) bei neutralem pH-
Wert und Raumtemperatur katalysieren und die Strukturen
der resultierenden Produkte steuern konnen. Es ist jedoch
noch eine offene Frage, ob die in vitro beobachtete kataly-
tische Aktivitét irgendeine physiologische Bedeutung fiir den
Silicifizierungsprozef in vivo hat. Die Natur des biologischen
Substrats (freie Orthokieselsdure oder organische Konjuga-
te?) fiir die Silicifizierung in dem Schwamm gilt es noch
aufzukldren.!'®!

Da die vollstindige Aminosduresequenz und die drei-
dimensionale Struktur von Silicatein @ und Cathepsin L eine
sehr hohe Homologie aufweisen, konnen Parallelen zwischen
der Silicatein-a-vermittelten Katalyse und dem bekannten
Wirkungsmechanismus der Proteasen angenommen werden.
Es ist deshalb vorgeschlagen worden, daf} Silicatein a die
Hydrolyse von Si(OEt), bei neutralem pH-Wert durch die
Aktivitiat der Serin- und Histidinreste vermittelt, die Positio-
nen entsprechend den katalytisch aktiven und funktionell
verwandten Resten in den proteolytischen Enzymen des
Cathepsion-L-Typs (Cystein-Histidin) und des Trypsin/Chy-
motrypsin-Typs (Serin-Histidin) einnehmen.!') Ein direkter
experimenteller Nachweis fiir die vorgeschlagene Rolle des
spezifischen Serin-26- und Histidin-165-Restes erfolgte durch
ortsspezifische Mutagenese, bei der die klonierte rekombi-
nante DNA, die Silicatein a codiert, in vitro modifiziert
wurde und die DNA-Mutanten sodann als Template zur
Steuerung der Synthese der entsprechenden Proteine in
Bakterien verwendet wurden.'”] In diesen Studien wurden
zwel strukturelle Varianten des Silicatein-a-Proteins herge-
stellt, in denen der Serin-26- bzw. Histidin-165-Rest spezifisch
durch eine Alanineinheit ersetzt wurden. Der quantitative
Vergleich der katalytischen Aktivititen der resultierenden
Proteinprodukte mit der Aktivitidt des urspriinglichen Pro-
teins stiitzt die Annahme, daf3 der Serin-26- und Histidin-165-
Rest von Silicatein a tatsdchlich fiir die effiziente Katalyse
der Kieselsdurebildung aus Si(OEt), bei neutralem pH-Wert
erforderlich sind.'”l Aus diesen Befunden wurde ein detail-
liertes mechanistisches Modell fiir die durch Silicatein a
vermittelte Katalyse abgeleitet.['"]

Zusitzlich zur ortsspezifischen Mutagenese konnten wei-
tere Methoden der Gentechnologie (z.B. die kombinatorische
Mutagenese) genutzt werden, um die katalytische und struk-
turdirigierende Aktivitét der Silicateine zu identifizieren und
zu optimieren.?* 211 Die Gentechnologie — in Kombination mit
biotechnologischen Methoden — bietet die Aussicht auf die
Entwicklung neuer und umweltfreundlicher Wege zur Syn-
these organisch substituierter Siloxane.?* 2! Es ist vorgeschla-
gen worden, die aus Untersuchungen zur Polysiloxansynthese
mit mutationsverdnderten Proteinen erhaltenen Ergebnisse
zu nutzen, um synthetische Katalysatoren auf Peptidbasis zu
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entwickeln und Wege zur Entwicklung nichtpeptidischer
Katalysatoren und strukturdirigierender Geriiste aufzuzei-
gen, die kostengiinstiger und robuster sind als die natiirlichen
und gentechnisch erzeugten Proteine.!!

Die aufregenden in diesem Beitrag beschriebenen Ergeb-
nisse zeigen deutlich, daf3 ganz wesentliche Fortschritte in der
Silicium-Biochemie gemacht worden sind. Man darf erwar-
ten, dal weitere Untersuchungen der Proteine, Gene und
molekularen Mechanismen, die den Silicium-Metabolismus in
Diatomeen und Schwiammen steuern, auch bei der Aufkli-
rung jener Mechanismen helfen konnten, die fiir die Essen-
tialitdt des Siliciums fiir die optimale Entwicklung und das
Wachstum vieler Pflanzen und Tiere verantwortlich sind.
Auflerdem konnten diese Studien die Entwicklung neuer
technischer Methoden zur formkontrollierten Herstellung
neuer musterbildender Materialien auf Siliconbasis initiieren.
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