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Biologische Verkalkungsprozesse (Calcifizierung, Biornineralisation) kornrnen in Mikroor- 
ganisrnen, Pflanzen und Tieren vor. Unter physiologischen Bedingungen entstehen nach 
gleichen oder zurnindest sehr ahnlichen Prinzipien Biornineralisate, z. B. Knochen, Zahne, 
Molluskenschalen, Eischalen, Perlen und Korallen. Pathologische Biornineralisate urnfas- 
sen Nierensteine, Gallensteine, GefaBablagerungen (Arteriosklerose, Calcinose). Gestorte 
Biornineralisationsvorgange (Dernineralisation) liegen beispielsweise bei Knochenresorp- 
tionen (Osteoporose) und Karies vor. Detaillierte Kenntnisse der rnolekularen Mechanis- 
men der Biornineralisation konnten helfen, einige Problerne der Orthopadie, Urologie, 
Hen-Kreislauf-Forschung, Zahnrnedizin und Tierproduktion zu losen. Forschung auf dern 
Gebiet der Biornineralisation ist imrner interdisziplinar. An zwei Beispielen - Mollusken- 
schalen und Eischalen - sollen die fur Biornineralisate typischen Interaktionen zwischen 
Mineralphase und organischer Matrix erlautert werden. 

1. Einleitung 

Biologische Calcifizierungsprozesse sind in der Natur 
sehr weit verbreitet. Man findet sie in Mikroorganisrnen, in 
Pflanzen, im Tierreich und irn rnenschlichen Organisrnus. 
Typische Beispiele fur Biornineralisate, die unter physiolo- 
gischen Bedingungen entstehen, sind Knochen, Zahne, 
Schalenmaterial (Molluskenschalen, Eischalen), Coccoli- 
then, Korallen, Perlen und dergleichen rnehr. Die Vielfalt 
biologischer Verkalkungsprodukte la& sich am besten 
durch die Tatsache belegen, daB schatzungsweise 128 000 
Molluskenarten existieren. Die rneisten von ihnen (Con- 
chifera) produzieren Schalen und Gehluse aus CaC03 rnit 
vollig unterschiedlichen GroBen, Forrnen und Farbmu- 
stern“]. Daneben gibt es aber auch pathologische Biornine- 
ralisate, z. B. Korpersteine (Niere, Gallenblase) und Abla- 
gerungen bei Arteriosklerose. Dernineralisierungsprozesse 
(Osteoporose, Karies) rniissen als entgleiste Biornineralisa- 
tionsvorgange angesehen werden. 

Unter Biomineralisation versteht man einen ProzeB, in 
dessen Verlauf lebende Organismen Minerale herstellen, 
die auskristallisieren und zu Hartteilen zusamrnengefiigt 
werden. Alle Biornineralisate scheinen sich trotz verschie- 
dener Form und Funktion nach dern gleichen Prinzip zu 
bilden. Die Hartteile bestehen aus zwei Kornponenten: aus 
organischer und aus anorganischer Substanz. Die organi- 
schen Verbindungen sind in der Regel Proteine (z. B. Kol- 
lagen, Dentin, Elastin, Conchiolin). Daneben findet man 
Proteoglycane und Lipide, deren Rolle jedoch weitgehend 
ungeklart ist. Die anorganische (rnineralische) Kornpo- 
nente liegt in Kristallforrn vor. Es sind zwar mindestens 20 
Skelettrnineralien in lebenden Organismen beschrieben 
~ o r d e n [ ~ . ~ ’ ,  doch kommen nur sehr wenige in nennenswer- 
ten Mengen vor: Aragonit, Calcit, Hydroxylapatit und 
Opal[”. Die iibrigen Mineralien sind entweder nur spuren- 
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haft vertreten oder finden sich lediglich in einigen wenigen 
spezialisierten Artenr4’. 

Die bisherigen Forschungsarbeiten auf dern Gebiet der 
Biomineralisation lassen sich irn wesentlichen wie folgt 
einteilen: 

1. Morphologische Studien uber die kornplizierten Bezie- 
hungen zwischen Mineralphase und organischen Ma- 
krornolekiilen (Matrix), 

2. Untersuchungen iiber die chernische Zusarnrnensetzung 
rnineralisierter Gewebe und Mineralien, 

3. Forschungen iiber Ionentransport-Mechanismen in zel- 
lularen Systemen und iiber Mineralablagerungen auf 
organischen Substraten’”. 

Das Verstandnis der rnolekularen Mechanismen biologi- 
scher Verkalkungsprozesse ist trotz rnannigfacher Anstren- 
gungen noch irnrner oberflachlich. Vergleichsweise sehr 
wenig bekannt ist iiber die Synthese von organischen Ma- 
kromolekiilen, die an Biomineralisationsprozessen betei- 
ligt sind. 

Die vielfaltigen Aspekte und Probleme der Biominera- 
lisation werden nur durch interdisziplinare Zusarnrnenar- 
beit (Chernie, Biochernie, Molekulargenetik, Physikalische 
Chemie, Physik, Biophysik, Mineralogie, Kristallographie, 
Geologie, Palaontologie, Biologie, Meeresbiologie, Phy- 
siologie, Orthopadie, Zahnrnedizin, Hen-Kreislauf-For- 
schung, Urologie, Tiermedizin, Agrarwissenschaften, Er- 
nlhrungswissenschaften usw.) bearbeitet und gelost wer- 
den konnen. 

Irn folgenden wird am Beispiel der Molluskenschalen 
und der Eischalen gezeigt, welche Kenntnisse man heute 
iiber Feinstruktur und chemische Zusarnrnensetzung bio- 
rnineralisierter Gebilde hat und wie man sich das Zusarn- 
rnenwirken zwischen organischer Phase und anorgani- 
schen Kristallen vorstellt. Besonders ausfiihrlich werden 
die Eigenschaften der Makromolekiile behandelt, die am 
Aufbau solcher Gebilde beteiligt sind, sowie ihre Fahigkeit 
zur Calciurnbindung und ihre Funktionen. 
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2. Mechanismen der Biomineralisation 

Unsere Vorstellungen von der biologischen Calcifizie- 
rung basieren auf der Annahme, daR eine organische Ma- 
trix die rnineralogischen und kristallographischen Eigen- 
schaften der anorganischen Phase bestimmt. Allerdings ge- 
hen die Meinungen uber Art und Funktion der Matrix aus- 
einander. Die Matrizen-Hypothese besagt, daR Prozesse 
der Epitaxiel'] die entscheidende Rolle spielen, wahrend 
die Kompartirnent-Hypothese die Bildung geordneter Ma- 
trix-Kompartirnente als wesentlichen Faktor ansieht. 

2.1. Matrizen-Hypothese 

Diese Hypothese (vgl. Abb. 1) entwickelte sich aus Un- 
tersuchungen calcifizierter Gewebe. Dabei wurde beob- 
achtet, daR Keimbildung und orientiertes Wachstum einer 

Abb. I .  Matrizen-Hypothese (verelnfdchtes Modell). Die reaktive Matrlze (b) 
aus organischem Material dirigien durch ihre Struktur An. Form und GrdBe 
der aufgelagerten anorganischen Krislalle (a). Dadurch wird ein regelm2Bi- 
ges Wachstum der Kristalle erreicht. 

Substanz auf der Oberflache einer anderen stattfinden 
konnen, wenn beide einige kristallographische Parameter 
gemeinsam haben. Die Struktur der Substratphase diktiert 
die Orientierung der iiberlagerten Phase. Auf die Biomine- 
ralisation angewendet, iibernimmt die organische Matrix 
die Rolle des Substrats, d. h. der dirigierenden Matrize. 
Keimbildung und Wachstum der anorganischen Biokri- 
stalle gehen frei auf der Oberflache der organischen Unter- 
lage vor sich. Das Gitter des Keims der aufwachsenden 
Phase sol1 von den Atomabstanden innerhalb aktiver Zen- 
tren der organischen Matrize abhlngig sein. Damit werden 
auch die Tracht und zum Teil auch der Habitus der auf- 
wachsenden Biokristalle durch die Matrize bestimmt. 
Zwar besteht noch keine Klarheit uber die Natur der funk- 
tionellen Gruppe, die die Keirnbildung induziert, doch ist 
die Matrizen-Hypothese durch ihre Einfachheit attraktiv"]. 
Zu ihren Gunsten sprechen folgende Befunde an Mollus- 
kenschalenf81: 

1. Aus dem Verhalten von Frerndtransplantaten scheint 
sich zu ergeben, da13 es bei dieser Invertebratengruppe 

['I Als Epitaxie bezeichnet man jede Verwachsung zweier chemisch und/ 
oder strukturell verschiedener kristalliner Phasen. Ein epitaktisches Sy- 
stem besteht aus einem Winskristall (Substrat) und einer aufgewachsenen 
Gastphase [6]. 

2. 

Calcit-spezifische und Aragonit-spezifische (Conchio- 
lin-)Matrizen gibtl'. 'O1. 

Es existiert eine Abhangigkeit der orthorhombischen b- 
Achse des Perlmuttplattchens von der Richtung der 
Einzelfibrillen der Conchiolin-,,Membran" von Pelecy- 
podenl"] und eine Abhangigkeit der a-Achse von der 
Richtung der ,,trabecular cords" in den ,,Membranen" 
von Nautilus pompiliusf'2. ''I. 

2.2. Kompartiment-Hypothese 

Saulenformige GroBprismen der auReren Prismen- 
schicht von Pinna nobilis und Mytilis edulis sind aus kleine- 
ren Kristalliten zusammengesetzt, und diese sind allseits 
von organischen Hiillen umgebenf14-'61. Dieser Befund 
fiihrte dazu, da13 man sich einen von organischer Substanz 
begrenzten Hohlraum (,,compartirnent") d a ~ h t e l ' . ~ ~ ,  in wel- 
chem der Kristallit gebildet wird und in welchem die um- 
gebenden organischen Hiillen seinen Habitus pragen. Die 
Kompartiment-Hypothese (vgl. Abb. 2) verneint die Exi- 
stenz reaktiver Matrizen"'. 

Abb. 2. Kompantment-Hypothe~e (\ereinfachtes Modell). Uer Aufbau dieser 
Art von Biomineralisaten wird auch als .,Ziegelmauer"-Modell bezeichnel, 
bei dem die Kristalle (C) mil Ziegeln und das organische Material (OM) mit 
Martel verglichen werden. Eine reaktive Matrize wird nicht angenommen. 
Der Aufwuchs der Kristalle ist unregelmaBig wie z. B. in Perlmutt. 

Eine Entscheidung dariiber, ob bei Invertebraten oder 
Vertebraten die Matrizen- oder die Kompartiment-Hypo- 
these zutrifft oder o b  beide Hypothesen beriicksichtigt 
werden miissen, kann noch nicht gefallt werden. 

2.3. Rolle der Zellen bei der Biomineralisation 

Wenn man zellulare Aspekte der Biomineralisation dis- 
kutiert, wird man sich fragen mussen, welche evolutiven 
Prozesse zu diesem biologischen Phanomen gefiihrt haben. 
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Dabei mussen folgende Gesichtspunkte beriicksichtigt 
werden: Das Calcium-Ion gehort zu den pharmakologisch 
bedeutendsten lonen. Alle normalen zellularen Prozesse 
konnen durch unphysiologische Ca"-Konzentrationen 
unterbrochen werden. Deshalb wird die intrazellulare Cal- 
cium-lonen-Konzentration sehr sorgfaltig im Bereich von 
lo- '  bis mol/L einreguliert. In einer uberraschenden 
Vielzahl von Zellen werden calciumreiche Mineralien de- 
poniert. 

Da Ca2@ auf lebende Zellen in Konzentrationen > lo-' 
mol/L toxisch wirkt, mussen diese Ionen eliminiert wer- 
den. Hierfur bieten sich mehrere Moglichkeiten an:  Beim 
Uberfuhren aus der ionisierten Form in eine nichtioni- 
sierte Ca-Verbindung entstehen haufig unlosliche Substan- 
Zen. Diese konnen entweder in der Zelle und ihren Kom- 
partimenten prazipitieren oder als Kristall die Zelle verlas- 
sen. In anderen Fallen findet die Prazipitation extrazellu- 
Iar statt (vgl. Abb. 3). Die extrazellulare Ablagerung von 
Ca-Verbindungen ist letzten Endes nichts anderes als ein 
Entgiftungsprozel3. Es uberrascht deshalb nicht, daB sich 
z. B. in Schalen von Mollusken, aber auch Vogeleischalen, 
neben CaCOJ verschiedenste Metallverbindungen, aller- 
dings in geringen Anteilen, nachweisen lassen["]. 

I +  I I  I 

Abb. 3. Biomineralisation als zellularer Entgiftungrprozell. Vie Ca'< -Kon- 
zentration wird im Cytoplasms prtioise reguliert. Ein UberschuD 3n Ca'" 
kann intrazellulir durch Ca-Bindungsproteine (CaBP). Speicherung in Mito- 
chondrien (M)  und im Endoplasmatischen Reticulum (ER) sowie durch 
Transport in den extrazelluli4ren Raum (EC) entfernt werden. Extrazellular 
kbnnen unlosliche Ca-Verbindungen auskristallisieren. wenn gleichzeitig 
eine geeignete Matrize sezernien wird. 

Es ist nicht von der Hand zu weisen, daR sich wahrend 
der Evolution zunachst extrazellulare Calcifizierungspro- 
dukte entwickelt haben. Da13 solche ,,Panzer" sekundar ein 
Schutz fur Einzeller (Coccolithen), aber auch fur Weich- 
tiere sind, leuchtet ohne weiteres ein. Auch die Eischalen- 
bildung kann zugleich als Ausscheidungsmechanismus fur 
CaZ@ und als Schutz fur das verletzbare Ei angesehen wer- 
den. Die Evolution vom Exoskelett zum Endoskelett ist 
dann ,,nur" noch ein Schritt von einem starren Panzer zu 
einem einigermaoen elastischen Stutzapparat[l7I. 

Nach heutiger Auffassung finden die Calcifizierungs- 
prozesse in mineralbildenden Zellen statt. Calciumphos- 
phate - zumeist ,,anorganisches Calciumphosphat" 
Ca,(PO,), - werden im inneren Kompartiment der Mito- 
chondrien synthetisiert. Amorphes Calciumphosphat geht 
in der Regel autokatalytisch in Hydroxylapatit uber, wenn 
es nicht innerhalb der Zellen durch Mg" und ATP stabili- 
siert wird. Stabilisiertes amorphes Calciumphosphat sol1 
imstande sein, intrazellulare Membranen zu passieren, um 

an anderen Stellen der Zelle oder an deren Oberfliche als 
Vorstufe fur groRere und stabilere Mineralbildungen (Hy- 
droxylapatit) zu dienen['"-""'. 

In einzelligen Organismen, z. B. Protozoen (Spirosronum 
ambiguum), ist die Bildung von CaCO, sehr eng mit der 
Funktion der Vakuolen des Golgi-Apparates assoziiert[2". 
Im Golgi-Apparat werden kugelformige Strukturen 
(,,spherical clusters") mit einem Durchmesser von 0.1 bis 
1.0 pm aufgebaut, die dann von der Zelle ausgeschieden 
werden1221. Vermutlich produzieren auch Osteocyten und 
andere Vertebraten-Zellen wahrend bestimmter Perioden 
der Zellaktivitat ahnliche spharische Strukturen, die aus 
Anhaufungen mineralischer Filamente bestehen[z21. 

2.4. Bindung von Ca2@ an Proteine 

Calcifizierungsprozesse setzen Konzentrationsmoglich- 
keiten von CaZO an der organischen Matrix voraus. In die- 
sem Zusammenhang sind Ca-Bindungseigenschaften, vor 
allem der Matrix-Proteine, diskutiert worden, doch beste- 
hen noch zahlreiche Unklarheiten hinsichtlich der Bin- 
dungsstellen. Von den Aminosauren (und sulfatierten Zuk- 
kern), deren Ca-Bindungsfahigkeit bekannt ist, durften tat- 
sachlich nur wenige in den Ca-Bindungsproteinen aus Bio- 
mineralisaten von Bedeutung sein. Abbildung 4 gibt einen 
Uberblick. 

2.4.1. Bindung an Aminosiuren mit freien Carboxygruppen 

Fur zahlreiche Ca-bindende Proteine aus Biomineralisa- 
ten ist ein uberdurchschnittlich hoher Anteil an Glutamin- 
saure und Asparaginsaure charakteristisch. Obwohl die 
Fahigkeit von Aminodicarbonsauren zur komplexen Bin- 
dung von C a 2 @  seit langem bekannt ist, erhebt sich die 
Frage, ob der hohe Anteil dieser Aminosauren in Ca-Bin- 
dungsproteinen zur Erklarung der Ca-Bindungsfahigkeit 
ausreicht. Es gibt Proteine, die zwar reich an Asparagin- 
saure und Glutaminsaure sind, aber kein Ca2e zu binden 
~ e r m o g e n ' ~ ~ ] .  

Die Schalen-Matrices von Mollusken verschiedener Ar- 
ten enthalten hohe Anteile an Asparaginsaure, wie die 
Aminosauren-Analyse des HCI-Hydrolysats ergab. Dar- 
aufhin wurde eine Sequenz (-Asp-X-), postuliert, in der 
Asparaginsaure und vorwiegend Serin oder Glycin alter- 
nierend angeordnet sind und die fur die Ca-Bindung maR- 
geblich sein Es ist unklar geblieben, ob es sich in 
den Matrices tatsachlich um Aspartat handelt oder o b  
nicht Asparagin vorgelegen hat - Asparagin wird durch 
HCI in Aspartat und Ammoniak zerlegt. Ein exakter Be- 
weis kann nur durch eine Aminosauren-Sequenzanalyse 
gefuhrt werden, die aber bisher noch nicht durchgefuhrt 
worden ist. Aus den genannten Griinden ist diese Auffas- 
sung deshalb nicht unwidersprochen gebliebeni"-2R]. 

Dagegen ist die stark Ca-bindende Aminosaure y-Carb- 
oxyglutaminsaure in zahlreichen Biomineralisaten von 
Vertebraten gefunden worden, z. B. in K n o ~ h e n [ ~ ~ ] ,  Zahn- 
zement und calcifiziertem Epiphysenfugenknor- 
pel["l, calcifizierten SehnenI3*', arteriosklerotischen Pla- 
ques und Hautverkalkungen bei Sklerodermie, Dermato- 
myositis und lokaler Calciphylaxieiz3'. AuRerdem kommt 
y-Carboxyglutaminsaure als Baustein von Prothrombin 
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Abb. 4. Zur Ca-Bindung in organischen Matrices. Eine lokale Konzentration 
von Ca2’ als Voraussetzung far Kristallisationsprozesse wird durch entspre- 
chende Bausteine von Proteinen und Glycoproteinen (oder Proteoglycanen) 
der Matrices erreicht. Typische Ca-Binder sind in a)-r) dargestellt; es han- 
delt sich um Aminosluren im Peptidverband, deren Seitenketten negativ ge- 
laden sind. Durch haufige Wiederholung dieser Bausteine in der Polypeptid- 
kette kann die Ca-Konzentration erhaht werden. g) deutet die Maglichkeit 
der Ca-Bindung durch einander gegeniiberliegende Asparaginslure-Reste 
an. Jedoch ist auch eine Ca-Bindung durch benachbarte Asparaginslure-Re- 
ste denkbar (R = H e Glycin-Rest, R = CH>OH G Serin-Rest). Fur Glut- 
aminslure-Reste I l l 3  sich eine analoge Situation konstruieren. Die Ca-Bin- 
dung durch Aspartat ist im Zusammenhang rnit der Bildung von Mollusken- 
schalen diskutiert worden (siehe Text). h) bezieht sich auf den wahrscheinli- 
chen Modus der Ca-Bindung in Vogeleischalen. Im Gegensatz zu den Bei- 
spielen a)-@ wird hier eine Ca-Bindung durch sulfatierte Zucker oder Zuk- 
ker-Derivate diskutiert. 

und anderen Proteinen des Blutgerinnungssystems 
VOP.~’~. In calcifizierten Geweben von Invertebraten 
konnte diese Aminoslure bisher nicht gefunden wer- 
den[’61. 

2.4.2. Bindung an phosphotylierte Aminosiuren 

Auch 0-Phosphoserin, 0-Phosphothreonin und y-Glut- 
amylphosphat vermogen Ca2@ zu binden. Jedoch ist der 

Nachweis dieser Arninosauren bisher nur in Biominera- 
lisaten aus Vertebraten g e l ~ n g e n [ ~ ~ ~ ’ ’ ~ .  In Eischalen und 
Molluskenschalen scheinen diese Arninosauren nicht vor- 
zukommen. 

Freie SH-, OH-, NH2- und CONH2-Gruppen von Prote- 
inbausteinen sowie die raumlichen Strukturen von Poly- 
peptiden[’s-561 diirften fur die Ca-Bindungsfahigkeit einiger 
Proteine in Biomineralisaten wesentlich sein. Bei der Bil- 
dung von Molluskenschalen und Eischalen jedoch spielen 
sie allenfalls eine untergeordnete Rolle. 

2.4.3. Bindung an surfotierte Zucker 

Die Ca-Bindungseigenschaften der Matrices calcifizier- 
ter Schalen beruhen primar auf sulfatierten Zuk- 

mit Polypeptiden verknupft sind[2s~’81. 

kern125.26.571 , di e in Form von Oligo- oder Polysacchariden 

3. Bedeutung der Matrix in Biomineralisaten 

Biochemische und mikrornorphologische Studien haben 
die Bedeutung von Matrix-Komponenten als essentielle 
Faktoren fur Biornineralisationsprozesse deutlich unter- 
strichen. Das Konzept einer organischen Matrix (in jedem 
Hartteil) basiert auf der Hypothese einer Kontrolle der 
Ablagerung von unloslichem, anorganischem Material 
durch makrornolekulare organische Verbindungen (siehe 
Abschnitt 2.1). Der Ausdruck ,,Matrix = Uterus“ leitet sich 
von mater ab und will zum Ausdruck bringen, daR an einer 
bestimmten Stelle oder in einem definierten Medium etwas 
entsteht oder gebildet wird. Die Kriterien fur eine echte 
Matrix umfassen: 

1. Existenz der Matrix, bevor das Produkt entsteht, 
2. Beteiligung der Matrix an dessen Entstehung, 
3. nachfolgender raumlicher Einschlun des Produkts 

durch die Matrix. 

Matrices aus Hartteilen sind makromolekulare Polyio- 
nen; es handelt sich hauptsachlich um Proteine und Gly- 
coproteine. Gelegentlich treten stark basische Polykatio- 
nen, aber auch Polyuronsauren auPS1. 

Die Chemie der organischen Matrices von Invertebraten 
hat erst im letzten Jahrzehnt starkere Beachtung gefunden. 
Aus den Befunden lassen sich auch Funktionen der Matri- 
ces von lnvertebratenschalen ableiten‘’91: 

I .  Kristall-Nucleation, 
2. Begrenzung des Kristallwachstums, 
3. Kristallorientierung, 
4. Verbindung von Kristallen und Kristallschichten (be- 

einfluRt physikalisches Verhalten der Schale). 

Von einer Vielzahl organischer Matrices wird angenom- 
men, daB sie die Prazipitation von Calcium- und Phos- 
phat-Ionen aus Losungen[ho-h61 durch ,,heterogene“ Nucle- 
ation initiieren oder be~chleunigen[~’-~~~.  Da das Mineral 
normalerweise extrazellular deponiert wird, kann diese Be- 
obachtung zum Verstandnis beitragen, auf welche Weise 
die Mineralphase gebildet wird und wo sie sich abscheidet. 
Deshalb ist in Analogie zu Nucleationsphanomenen in der 
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Organischen Chernie verrnutet worden, dalj eine solche 
Organisation der Matrix ein notwendiges Charakteristi- 
kum fur eine Matrize ist, die die Geschwindigkeit der Kri- 
stallbildung beeinflussen kann. Diese Verrnutung hat Un- 
tersuchungen uber die chernische Struktur der Matrices 
rnit dern Ziel initiiert, Beziehungen zwischen Struktur und 
Calcifizierungsfahigkeit aufzuklaren. Trotz aller Bernu- 
hungen ist die Rolle der Komponenten von calcifizieren- 
den Matrices noch nicht gesichert[sgl. 

Auch in Molluskenschalen und Eischalen sind organi- 
sche Matrices nachweisbar. Sie finden sich in der Biokri- 
stallitschicht, das heiljt im eigentlichen Biomineralisat. 
Wie bereits erwahnt, scheint die Kristallforrn von CaCO, 
(Calcit, Aragonit, Perlrnutt usw.) in erster Linie von der 
chemischen Struktur der organischen Matrix in der jeweili- 
gen Schicht gesteuert zu werden. 

Wahrend die anorganischen Kornponenten der Schalen 
gut untersucht sind, besteht ein erheblicher Informations- 
bedarf uber die chernische Struktur, vor allem iiber die mo- 
lekularen Funktionen und uber die Synthese der (organi- 
schen) Matrix-Kornponenten und deren Regelmechanis- 
men. Die organische Matrix von Molluskenschalen und 
Vogeleischalen laljt sich leicht durch Auflosen der CaC03- 
Kristalle (z. B. rnit EDTA-Losungen) praparieren. Dabei 
erhalt man eine leicht losliche und eine in wiljrigen Syste- 
men unlosliche Fraktion. Der Anteil der gesamten Matrix 
an der Schale betragt bei Mollusken speziesabhangig zwi- 
schen 0.01 und 

4. Biomineralisationsvorgange bei der Bildung 
von Moiluskenschalen 

4.1. Lasliche Matrix 

Es wird angenornrnen, dalj die losliche Matrix intrakri- 
stallin[?'. 71.721 vorkornmt, wahrend die unlosliche Matrix 
interkristallin lokalisiert ist. Der Anteil der loslichen Ma- 
trix variiert sehr stark in Abhangigkeit von der Tierart (14 
bis 64% der Gesarntmatrix)1281. 

Erst 1972 ist iiber die Extraktion und zurnindest teil- 
weise Reinigung einer loslichen Matrixkomponente aus 
Mercenaria mercenaria berichtet wordenI2'l. Es handelt 
sich dabei urn ein wasserlosliches Glycoprotein (M, ca. 160 
kDalton), das gleichmaljig in der Schale verteilt und stark 
negativ geladen ist ( E ~ t e r s u l f a t ) ~ ~ ~ ~ .  Die Aminosauren-Zu- 
samrnensetzung dieses sulfatierten Glycoproteins ent- 
spricht weitgehend der Kornposition der unloslichen Ma- 

Es besteht nach wie vor Unklarheit uber die Anzahl und 
die relativen Molekiilrnassen von Ioslichen Matrixprote- 
inen17h.771. Neuere eigene Befunde lassen den Schlulj zu, 
dalj in Abhangigkeit vorn Alter der Schalen sehr unter- 
schiedliche Proteinprofile auftreten konnen. Die M,-Werte 
reichen von <30 bis > 5000 kDalton. In frischen Austern- 
schalen kornrnen nur zwei Gruppen von loslichen Schalen- 
proteinen vor (5000 und 5 0 0  kDalton). Werden diese Pro- 
teine rnit Natriurndodecylsulfat(SDS)-Losungen behan- 
delt, dann zerfallen sie in Untereinheiten von ca. 15 kDal- 
ton, deren Aminosauren-Kornposition bei allen Mollus- 
ken-Arten nahezu identisch ist. Dernnach sind die hoch- 
rnolekularen, ldslichen Matrixproteine Aggregate aus nur 
sehr wenigen Untereinheiten. Auch aus molekulargeneti- 

trix auch anderer Molluskenschalen (siehe (25.26.74.751 ). 

scher Sicht sind Gene, die fur 5000-kDalton-Proteine co- 
dieren, sehr ~ n w a h r s c h e i n l i c h ~ ~ ~ ~ .  

Losliche Matrixproteine binden leicht Ca20. Dies ist 
verstandlich, weil ihr isoelektrischer Punkt (I.P.) bei ca. 2 
liegt. Hydrogencarbonat-Ionen zerfallen jedoch unter die- 
sen Bedingungen in C 0 2  und H 2 0 .  Infolgedessen konnen 
losliche Matrixproteine nicht als CaC03-Bildner in Be- 
tracht komrnen. Auljerdern gelten Sulfate, auch Estersulfa- 
te, als ,,Kristallgifte" (z. B. fur CaC03-Kristalle). Einen 
Ausweg aus den Interpretationsschwierigkeiten haben 
Wheeler et al.I7'l vorgezeichnet. Die loslichen, sauren Scha- 
lenproteine konnten eine Hernrnwirkung auf die Schalen- 
bildung ausuben. Durch sie lassen sich Jiberschussige" 
Ca-Ionen leicht abfangen; sie stehen fur die Kristallbil- 
dung nicht mehr zur Verfugung. Einmal sezernierte Ca-Io- 
nen konnen gegen einen steilen Ca"-Gradienten von den 
Mucosazellen des Mantelepithels nicht rnehr aufgenorn- 
men werden. Sie bleiben an Proteine gebunden und sind 
sornit neutralisiert. 

Schwierig zu beurteilen sind proteinchernische Studien 
an fossilen Molluskenschalen. Abgesehen davon, dalj sich 
Schalenproteine durch sehr unterschiedliche Einflusse im 
Verlauf sehr langer Zeitraume stark verandert haben kon- 
nen, ist stets unklar, ob es sich bei dern Untersuchungsrna- 
terial urn Komponenten der loslichen oder der unloslichen 
Matrix gehandelt hat. Derartige fossile Proteine sind hau- 
fig loslich. Auch wenn CaC0,-Schichten Schalenproteine 
bis zu einem gewissen Grade vor Abbauprozessen schiit- 
Zen konnen, so ist es dennoch sehr fraglich, ob z. B. im Ver- 
lauf von 80 Millionen Jahren auch Glycoproteine erhalten 
geblieben sindI7']. In diesern Zusarnrnenhang ist auch die 
These bekraftigt worden, dalj sich die in Schalenprote- 
inen wiederholende Arninosauren-Sequenz (-Asp-X-),, 
(X = Gly, Ser usw.) im Verlauf der Evolution konserviert 
habe. Diese These geht von der Annahrne aus, daB Aspara- 
ginsaure neben Glycin die in Schalenproteinen am haufig- 
sten vorkornmende Arninosaure sei. Daraus wird narnlich 
die Ansicht abgeleitet, die Ca-Bindung in loslichen Scha- 
lenproteinen werde durch die p-Carboxygruppe von Aspa- 
raginsaure bestirnmt. 

die Auffas- 
sung vertreten, es handele sich urn Asparagin, was durch 
partielle Sequenzanalyse belegt wird. Irn Schalenprotein 
durfte sich danach eher die Sequenz (-Asn-X-), wieder- 
holen. Die Ca-Bindung wird dann aber uber Estersulfat er- 
klart. 

Bei allen Vorbehalten, die jeglichen Studien an fossilen 
Peptiden anhaften, laBt sich dennoch erkennen, dalj sich 
in gut konservierten fossilen Austernschalen (Ostrea carris- 
sima. Lopha diluvianus, Lopha marshi) vorherrschende 
Arninosauresequenzen erhalten haben. Das deutet auf nur 
geringe Mutationshlufigkeit der entsprechenden Gene; 
zugleich wird erkennbar, daB Kalkschalen die in ihnen be- 
findlichen Proteine vor Abbauvorgangen zu schiitzen ver- 
rnogen. Lediglich einige wenige Arninosaure-Reste wei- 
chen vorn Grundmuster ab. Das kbnnte rnit evolutiven, 
aber auch rnit diagenetischen Prozessen zusarnrnenhan- 

Neben den typischen loslichen Schalenproteinen konn- 
ten in der loslichen Matrix von Crassosrreu gigas, Sfrombus 
aUreuS[S9.  831 und Mercenaria mer~enaria['~' Polyphenol- 
Oxidasen nachgewiesen werden. Substrate fur diese En- 

Dagegen wird von anderen 

gen[8 1.821 
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zyme (Tyrosin und andere phenolische Verbindungen) lie- 
Ben sich in Schalenmatrices identifizieren. Moglicherweise 
hangt die Wirkung von Polyphenol-Oxidasen mit Aggrega- 
tions- oder auch Polyrnerisationsvorgangen der unlosli- 
chen Matrix  usa am men^'^^. 

4.2. Unlosliche Matrix (Conchiolin) 

Conchiolin (spanisch Concha = Muschel) ist haufig als 
eine Gruppe von Proteinen mit einem gelegentlich signifi- 
kanten Polysaccharid-Gehalt beschrieben worden. Letzte- 
rer scheint speziesabhangig zu sein17’.Mo.”1 . D’ ie Bezeich- 
nung ,,unlosliche Matrix‘‘ hat sich im letzten Jahrzehnt 
zwar eingeburgert, ist aber miBverstandlich: Conchiolin 
kann in eine losliche Form iiberfuhrt werden (siehe Ab- 
schnitt 5.2.2). 

Conchiolin hat eine hohe Affinitat fur Lipidfarbemittel 
(z. B. S u d a n ~ c h w a r z ) ~ ~ ~ ~ ~ ’ ~ ,  obwohl auch nach ausgiebiger 
Extraktion mit Chloroform-Methanol oder Diethylether 
keine verminderte Anfarbung und keine Lipide in den Ex- 
trakten nachweisbar sind1”61. Wahrscheinlich beruht die 
Sudanschwarz-Farbung eher auf einer Farbstoffverteilung 
als auf einer chemischen Reaktion. Moglicherweise hangt 
dies mit dem Vorherrschen von aliphatischen Aminosau- 
ren in Conchiolin zusammen. 

Conchiolin ist vergleichsweise wenig untersucht worden 
- vermutlich wegen der Schwierigkeiten, dieses Material 
unter schonenden Bedingungen in losliche Proteine (Poly- 
peptide) zu zerlegen. Deshalb haben sich die meisten Stu- 
dien darauf beschrankt, aus Aminosaure-Daten, IR-Spek- 
tredS8’ und R o n t g e n b e u g u n g s - M ~ s t e r n ~ ~ ~ ~  Riickschlusse 
auf den Aufbau des nativen Conchiolins zu ziehen. Es 
scheinen antiparallele Faltblatt-Strukturen vorzuherr- 
scheni”l. Daneben wird auch von wenig geordneten Struk- 
turen berichtet[”I. 

Bemuhungen, Proteine schrittweise aus Conchiolin zu 
extrahieren, sind jedoch bereits in Anfangen steckengeblie- 
benfn9]. Gegen Versuche, Conchiolin-Proteine mit aggressi- 
ven Reagentien (NaOH, HCI, HCOOH) a u f z ~ l o s e n ~ ” ~ ~ ~ ~ ,  
bestehen Bedenken, weil mit unerwunschten Nebenreak- 
tionen (Umwandlung von Lysin in Ornithin, Desaminie- 
rungsreaktionen, Zufallsspaltungen usw.) zu rechnen ist. 
Unserer Arbeitsgruppe ist es 1986 erstmalig gelungen, 
Conchiolin aus Austernschalen mit SDS-haltigen Losun- 
gen reproduzierbar in Untereinheiten zu z e ~ l e g e n ~ ~ ~ ] .  Con- 
chiolin ist demnach nur aus einer relativ geringen Anzahl 
von Polypeptiden aufgebaut (75 und 40 kDalton). Diese 
Untereinheiten enthalten jedoch unterschiedliche Anteile 
an sulfatierten Oligosacchariden. Daraus leiten sich Unter- 
einheiten mit 1.P.-Werten zwischen >9.3 und 3.1 ab. Un- 
tereinheiten mit 1.P.-Werten > 7.0 binden Caze und HCOY 
gleichzeitig und konnen deshalb als lnitiationsfaktoren der 
Schalenbildung angesehen werden. Conchiolin-Unterein- 
heiten mit 1.P.-Werten <7.0 diirften zusammen mit losli- 
chen Matrixproteinen eher an der Terminierung der Scha- 
lenbildung beteiligt sein. Intaktes Conchiolin aus Austern- 
schalen in wal3riger Suspension hat einen I.P. von ca. 8.5 
und bindet sirnultan ebenfalls Ca2’ und HCOY. Sulfat- 
und Phosphat-Ionen behindern diese Bindungl”]. 

Anti-Conchiolin-Seren reagieren immunologisch mit 
loslichen Proteinen der Austernschalen, aber auch mit den 
Proteinen der loslichen und unloslichen Matrix von Ei- 

scha\en15M.76.77.V? . D as weist auf verwandte Proteinstruktu- 

ren von Ei- und Molluskenschalen hin. 

4.3. Molekulare Mechanismen der Bildung 
von Molluskenschalen 

Nach allen bislang verfugbaren Informationen uber die 
Schalenbildung bei Mollusken laBt sich folgende Hypo- 
these aufstellen: Die loslichen Matrix-Vorstufen scheinen 
im Hepatopankreas synthetisiert zu werden. Modifika- 
tionsreaktionen der loslichen Matrix-Vorstufen (Polypepti- 
de), das heiBt Additionen von Oligo- oder Polysacchariden 
sowie Sulfatierungen, diirften erst nach Transport in das 
Mantelepithel stattfinden. Bei Polypeptiden, die in der los- 
lichen Matrix vorkommen, betragt M, ca. IS kDalton, wah- 
rend in der unloslichen Matrix (Conchiolin) Polypeptide 
mit M, ca. 75 und 40 kDalton nachzuweisen ~ i n d [ ~ ~ I .  

orismatische Schicht 

Periostracum ; 
Icitostracum 

Extrapallialflussigkeit 

auneres Mantelepithel 
\ 

Ahh. 5. Aufhau der Molluskenschale. Die prismatische Schicht und das Cal- 
citostracum sind aus Bioknstalliten aufgebaut. Das Mantelepithel sezerniert 
die Extrapallialflussigkeit (enthalt alle Komponenten fur den Biomineralisa- 
tionsvorgang). Das Periostracum ist die a d e r e ,  nicht verkalkte Schicht der 
Molluskenschale. 

Abbildung 5 zeigt den Aufbau der Molluskenschale. In 
den Mucosazellen des Mantelepithels werden Matrix-Un- 
tereinheiten gespeichert. Ca*’ und HCOY sowie Conchio- 
lin werden in die Extrapallialfliissigkeit sezerniert. Dabei 
ist nicht bekannt, o b  sich die Aggregation von Conchiolin 
aus den Untereinheiten bereits in den Mucosazellen voll- 
zieht oder erst nach der Sekretion. Die Zusammensetzung 
der anorganischen Bestandteile der Extrapallialflussigkeit 
von marinen Mollusken weicht von der des Seewassers ab. 
In der Extrapallialfliissigkeit von SuBwasser-Mollusken ist 
weniger Ca”, aber mehr HCO’: enthalten. Weiterhin wird 
uber Schwankungen in der Zusammensetzung dieses Se- 
krets in Abhangigkeit von den Jahreszeiten und vom phy- 
siologischen Zustand des Tieres berichtet‘261. Die Gehalte 
an organischen Komponenten sind bisher kaum unter- 
sucht worden. 

Es muB angenommen werden, daB Aggregate von Con- 
chiolin in vivo ebenso wie in vitrofBol Ca’@ und HCOY 
gleichzeitig binden. Bei pH > 8.0 diirfte die CaC03-Prazi- 
pitation in Form von Primiirkristallen durch diese simul- 
fane Bindung eingeleitet werden. Da die Extrapallialflus- 
sigkeit mit Ca” und HCOY ubersattigt ist, ist es denkbar, 
daB die weitere Kristallbildung durch kinetische Krafte 
angetrieben wird. 
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Die Termination des Kristallisationsprozesses wird 
wahrscheinlich durch Komponenten der loslichen Matrix 
bestimmt. Es handelt sich urn Proteoglycane - ahnliche, 
hoch sulfatierte Makromolekule, die als Ca-Fanger dienen 
konnten (siehe Abschnitt 5.4). Auf diese Weise besteht die 
Moglichkeit, Ca2@ von der Reaktion mit HCOY zu tren- 
nen. Eine weitere Funktion dieser Substanzen wird aus ei- 
nem anderen Zusarnmenhang verstandlich: Proteoglycane 
vermogen die Bildung von C a l c i u m p h o ~ p h a t - ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  und 
von Calciurno~alat-Kristallen~'~~~'~~~~ zu inhibieren. Die 
Hemmwirkung laRt sich durch einfache physikalische Pha- 
nornene erklaren, die auf Interaktionen von Proteoglyca- 
nen mit bereits vorhandenen Kristallen beruhen. Diese 
Kristalle werden durch Proteoglycane vor einer weiteren 
Anlagerung von Kristallen abge~chirrntl~']; hochmoleku- 
lare Proteoglycane sind effektiver als ihre Untereinheiten. 
Ein Zerfall von hochmolekularen Aggregaten verringert 
die Hemmwirkung oder hebt sie sogar Proteolyti- 
sche Enzyme lysosomaler Herkunft sollen die Disaggrega- 
tion hochmolekularer Proteoglycane bewirken, was z. B. 
zur Calcifizierung von Knorpeln fiihren kann193.98-'031. 

Ob beide Hemm-Mechanismen auch bei der Termina- 
tion der Bildung von Molluskenschalen auftreten, ist bis- 
her noch nicht untersucht worden. Uber die Regulation 
der Synthese von Matrix-Polypeptiden ist ebensowenig be- 
kannt wie uber die Kontrolle von Modifikationsreaktio- 
nen. Moglicherweise existieren hormonabhangige Regel- 
kreise"04! 

5. Biomineralisationsvorgange bei der Bildung 
von Eischalen 

5.1. Funktion der Eischalen 

Kalkige Eischalen findet man bei allen Vogelarten, bei 
manchen Reptilien, bei Kloakentieren (Monotremata) und 
bei einigen G a ~ t r o p o d e n ~ ' ~ ' ~ ~ ] .  Die verkalkte Eischale 
schiitzt den Inhalt des Eies vor mechanischen Effekten 
wihrend der extrauterinen Inkubation und ermoglicht den 
Austausch von Wasser und Gasen durch die Poren. AuRer- 
dem verhindert die Eischale das Austrocknen des Eies und 
des wachsenden Embryos bei Tieren, die in ariden Gebie- 
ten, vor allem der Tropen und Subtropen, leben. Die rela- 
tiv dunne Schale errnoglicht aber auch den WBrmeaus- 
tausch wahrend der Inkubationsperiode selbst bei sehr 
niedrigen AuBentemperaturen (Pinguine). SchlieBlich wird 
die verkalkte Eischale als Ca-Reservoir fur den Aufbau des 
Embryonal-Skeletts angesehen1'O5. 

Die Vogeleischale IaBt sich rnorphologisch in drei 
Schichten aufgliedern (Abb. 6): 

I .  Eischalenhaut (membrana testacea), 
2. Biokristallitschicht, 
3. Tegment (cuticula). 

5.1.1. Eischalenhaut (membrana testacea) 

Die Eischalenhaut der Vogeleischale scheint fur die Bil- 
dung der Biokristallschicht erforderlich zu sein. Unter ent- 
sprechenden Versuchsbedingungen wird bei Fehlen der 
membrana testacea (MT) keine Eischale gebildetl'071. Im 

columna 
Tegrnent 
-I 
Externzone 

Spongioso 

Abb. 6. Aufbau der Eischale. Die tischalenhaut (membrana testacea, MT; 
netzartiges System cysteinreicher Faserproteine) dient als elastische Unter- 
lage ftir den ProzeO der Schalenbildung. Die Biokrislallitschicht umfaUt den 
Mammilla- und Spongiosa-Bereich einschlieOlich der Externzone. Das Teg- 
ment ist die luL7ere Schicht der Eischale. Prisma, columna und cuneus be- 
deuten horizontale Begrenzungen kleiner Baueinheiten (Biokristallite) bzw. 
von Biokristallen. 

allgemeinen wird jedoch die Ansicht vertreten, daR die 
Initialprozesse der Calcifizierungsvorgange (Eischalen- 
bildung) in der Mammillarschicht der Schale lokalisiert 

Die MT lBBt sich mechanisch in zwei netzartige Schich- 
ten zerlegen, deren biologische Funktion vor allem in Fil- 
terwirkungen (Mikroorganismen) gesehen wird. Die vor- 
herrschenden Komponenten der MT sind Proteine, die 
sich nur zu einem geringen Anteil (6%) in wlRrigen Syste- 
men losen. Bislang bestehen erhebliche Unklarheiten iiber 
die Charakteristik der unloslichen MT-Proteine[''. l"R-llol. 

Einige Autoren halten sie fur Keratin oder Ovokeratin'"']. 
Andere bestreiten dies, weil die unloslichen MT-Proteine 
deutliche Unterschiede in ihrer Struktur, ihrer Aminosau- 
ren-Zusammensetzungl"'] sowie in ihrem Loslichkeitsver- 
halten["'I gegenuber klassischen Keratinen aufweisen. 
Manche Forscher betrachten die MT-Proteine als kollagen- 

Sindl'051 
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ahnliche Proteine, weil sie Hydroxyprolin und Hydroxy- 
lysin enthalten“ I4l. Andere wollen elastinahnliche Proteine 
in der MT gefunden habenlii5I. 

Solange es nicht gelingt, MT-Proteine unter schonenden 
Bedingungen in losliche Untereinheiten zu zerlegen, diese 
zu fraktionieren und die einzelnen Proteine (Polypeptide) 
sorgfaltig zu untersuchen, werden keine weiteren gesicher- 
ten Erkenntnisse erwartet werden konnen. In diese Rich- 
tung zielten Versuche, die Moglichkeit eines Angriffs nu- 
cleophiler Reagentien wie CN’ auf die S-Atome der ste- 
risch zuganglichen Disulfid-Bindungen zu priifen. Aus 
Strukturanalysen der Fragmente (M, ca. 3 kDalton) konnte 
geschlossen werden, daB ca. 45% der intakten MT aus cy- 
steinreichen Proteinen aufgebaut sind. Die iibrigen Pro- 
teine der MT enthalten Anteile an sulfatierten Oligosac- 
chariden11161; Glucose, Mannose, Xylose, Sialinsaure[”21 
und Hexosaminel”” sind als deren Bausteine identifiziert 
worden. Uronsauren scheinen zu fehlen[”71. Aufierdem 
wird uber das Vorkommen von Lipiden[”8.’191 in der MT 
berichtet (Mono-, Di- und Triacylglycerin, freie Fettsau- 
ren, Cholesterol und Cholesterolester sowie Phospho- und 
Sphingolipide). 

Die M T  bindet keine Ca-Ionen und wird deshalb nicht 
als Faktor der Initialphasen der Calcifizierung angesehen. 
Wahrscheinlich fungiert das Maschensystem der MT eher 
als Stiitze fur die CaC03-Kristalle”2n1. 

Die Synthese von loslichen Vorstufen der MT-Proteine 
vermuten wir in der Leber und im Isthmus-Abschnitt des 
Legetrakts[’’l. Gespeichert werden sie vermutlich im Isth- 
mus, von wo aus die Sekretion und die Aggregation zu Fa- 
serstrukturen e r f~ lg t [~”] .  Erglnzend sei hinzugefiigt, da8  
auch losliche Vorstufen von cysteinreichen Federproteinen 
in der Leber synthetisiert werden[’211. 

5.1.2. Tegment (cuticula) 

Die Vogeleischale ist von einer Cuticula (Tegment) uber- 
zogen, die aus zwei Schichten konstruiert ist. Das Tegment 
frisch gelegter Hiihnereier fluoresziert rotlich, was auf 
,,Ooporphyrine“ zuriickgefiihrt wird. Diese Schichten be- 
stehen im wesentlichen aus Glycoproteinen. An der Calci- 
fizierung der Schale sind sie nicht beteiligt. 

5.2. Organische Matrix von Vogeleischalen 

Die Biokristallitschicht der Vogeleischale enthalt, 
ebenso wie die Molluskenschale, organische Verbindun- 
gen, die pauschal als organische Matrix bezeichnet wer- 
den. Es handelt sich um Protein-Oligo(Poly)saccharid- 
Komplexe mit einem niedrigen Gehalt an Lipiden und 
Wasser[”’]. Als Bausteine der Oligo- oder Polysaccharide 
sind Glucosamin, Galactosamin, Mannose und Fucose 
identifiziert worden. Auch iiber die Prasenz von Chondro- 
itinsulfat A und Dermatansulfat ist berichtet  ord den["^^. 
Sialinsaure sol1 nur in geringen Mengen vorkommen[1221. 
Der Nachweis fur Matrixproteine in Vogeleischalen beruht 
im wesentlichen auf Aminosauren-Analysen nach HCl-Hy- 
drolyse der organischen Matrix. 

Die organische Matrix von Eischalen laBt sich nach 
Auflosen der Mineralphase ebenfalls in eine losliche und 
eine wasserunlosliche Fraktion zerlegen. 

5.2.1. LCsliche Matrix 

Wegen ihrer guten Loslichkeit in Wasser und waDrigen 
Salzlosungen sind die Makromolekule der organischen 
Schalenmatrix bevorzugt untersucht worden. Schalen 
frisch gelegter Eier liefern, ahnlich wie Austernschalen, 
zwei Gruppen von loslichen proteinhaltigen Makromole- 
kulen (5000 und 500 kDalton). Beide hochmolekularen Ag- 
gregate zerfallen in heifier SDS-Losung in relativ kleine 
Untereinheiten von ca. 15 kDal to t~[~~I .  Mit zunehmendem 
Alter der Eischalen treten in ihnen kleinere Bruchstiicke 
( < 30 kDalton) auf. Der I.P. dieser Untereinheiten liegt bei 
2.2 und befahigt diese Substanzen zur Ca2’-Bindung. 
Diese typische Untereinheit von 15 kDalton enthalt stark 
sulfatierte Oligosaccharide, die mit einer Polypeptidstruk- 
tur verkniipft sind. Funktionell wird die 15-kDalton-Ein- 
heit der loslichen Matrix als Terminierungsfaktor der 
Schalenbildung angesehen[s81, auch wenn damit nicht alle 
Beobachtungen erklirt werden konnen. 

Ein weiterer loslicher Bestandteil der Eischalenmatrix 
ist Carboanhydratase (Carbonat-Dehydratase). Sie kommt 
in der Hiihnereischale in Form von zwei aktiven Isoenzy- 
men (M, ca. 28 kDalton) vor. Dieses Enzym katalysiert die 
reversible Reaktion 

C 0 2  + HOH + H e  + HCO;) 

Dies ist wahrscheinlich die primare Funktion dieses Matrix- 
enzyms, auch wenn zusatzlich eine Esterase-Aktivitlt 
nachzuweisen ist[ln6. 123.1241. Das gleiche Enzym kommt 
auch in der Schalendriise von Legehennen vor. Seine Akti- 
vitat hangt von der Legetatigkeit ab;  wahrend der Mauser 
wird in der Schalendruse nur eine geringe Aktivitat beob- 
achtet[’”. ‘261, die durch Progesteron beeinflufit ~ i r d ~ ’ ’ ~ .  l2’]. 

Das Schalendriisen-Enzym hangt eng mit der Bildung der 
Biokristallitschicht der Schale zusammen, denn Acetazol- 
amid und andere Sulfonamide als Inhibitoren der Carbo- 
anhydratase verhindern auch die Schalenbildung. 

Die Funktionen des Schalendriisen-Enzyms umfassen 
wahrscheinlich das Bereitstellen von Hydrogencarbonat 
fur den Calcifizierungsprozen, aber auch das lokale Auflo- 
sen der Schale. Durch dieses Phanomen, das haufig bei be- 
briiteten Eiern in Form von Resorptionskratern beobachtet 

, ann Calcium aus der Biokristallitschicht 
fur den Aufbau des Embryonal-Skeletts bereitgestellt wer- 
denrsg1. Denkbar ist aber auch eine Beteiligung von Carbo- 
anhydratase am TerminierungsprozeB der Schalenbildung. 
Wenn Carboanhydratase die Reaktion 

Wird[7S. 1~5.129-13i] k 

katalysiert, steht kein HCOY mehr fur die Bildung von 
CaCOl zur Verfugung. Globularinklusionen in CaC03- 
Kristallen und vielleicht auch Poren in der Eischale spre- 
chen fur das Auftreten von gasformigem C 0 2 .  

5.2.2. UnlCsliche Matrix 

Die unlosliche Matrix aus Eischalen ist bisher kaum un- 
tersucht worden. Es war nur bekannt, daB es sich um Pro- 
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teine und Polysaccharide rnit einem niedrigen Gehalt an 
Wasser und Lipiden handeln 

Ausgehend von eigenen Studien an Conchiolini9'I 
konnte auch an der unloslichen Matrix von Eischalen die 
gleichzeitige Bindung von Ca'e und HCO? nachgewiesen 
werdedy2]. Die unlosliche Matrix hat in waBriger Suspen- 
sion einen pH-Wert von ca. 8.5. Dadurch kann die Bin- 
dungsfahigkeit fur Ca'@ und HCO? und damit das Entste- 
hen von Primarkristallen erklart werden. 

Analog zu Studien an C ~ n c h i o l i n ~ ~ ~ ~  konnte die unlosli- 
che Matrix von Huhnereischalen durch SDS-Behandlung 
in Untereinheiten zerlegt und fraktioniert werdeniS8]. Dabei 
fallt auf, daB die unlosliche Matrix der Eischale nur aus 
wenigen Polypeptiden konstruiert ist (bisher entdeckt: 50, 
16 und 14 kDalton). Jedoch liegt auch hier eine Vielzahl 
von Modifikationen durch sulfatierte Oligosaccharide vor, 
die die Bindungsfahigkeit fur HCOY beeinflussen. Samtli- 
che modifizierte Untereinheiten binden Ca2@, doch haben 
nur Untereinheiten rnit 1.P.-Werten von > 7.0 eine zusatzli- 
che Affinitat fur HCOY. 

Untereinheiten der unloslichen Matrix von Eischalen 
reagieren positiv mit Anti-Conchiolin-Seren; ebenso ist 
eine Immunreaktion zwischen Anti-Schalenmatrix-Seren 
und Conchiolin-Untereinheiten n a c h ~ e i s b a r ~ ~ ~ . ~ ~ ~ .  Anti- 
Schalenmatrix-Seren reagieren sehr stark mit dem Cytosol 
von Mucosazellen der Schalendruse des Huhns. Das be- 
weist allerdings nur das Vorkommen von Komponenten 
der Schalenmatrix in diesen Zellen15"]. 

5.3. Synthese von Schalenproteinen 

Losliche Vorstufen der Eischalenmatrix werden nach ei- 
genen Untersuchungen in der Leber ~ynthet is ier t [~~] .  Die 
primaren Syntheseprodukte umfassen wenige losliche Po- 
lypeptide (bisher gefunden: 60, 40, 14, 12 kDalton), die in 
nachfolgenden Reaktionen modifiziert werden (limitierte 
Proteolyse, Polysaccharid- oder Oligosaccharid-Addition, 
Sulfatierungsreaktionen). Die Modifikationsschritte konn- 
ten in der Leber oder in der Schalendriise stattfinden. Von 
der Leber aus erfolgt der Abtransport (Primiirprodukt oder 
Sekundarprodukt?) durch die Blutbahn zur Schalendriise. 
Spatestens in der Schalendriise muBten die Modifikations- 
reaktionen ablaufen. In jedem Fall entstehen zwei Arten 
von Sekundarprodukten. Das gleiche 12-kDalton-Polypep- 
tid wird mit sulfatierten Polysaccharid-Molekulen ver- 
knupft, die zu Suprastrukturen (ca. 5000 kDalton) aggre- 
gieren und damit Proteoglycanen ahneln. Diese Strukturen 
entsprechen der ldslichen Matrix. Ob Aggregate oder Un- 
tereinheiten von den Mucosazellen der Schalendriise ge- 
speichert und sezerniert werden, ist unbekannt. Wahr- 
scheinlich werden das 50- und das 14-kDalton-Polypeptid 
nur geringfugig modifiziert (Oligosaccharid-Einheiten, 
keine Sulfatierung), in den Mucosazellen gespeichert und 
sezerniert. Vermutlich erfolgt die Sekretion in Form von 
modifizierten Untereinheiten, da im Uterussekret keine 
Schalenprotein-Aggregate nachweisbar sind. Auch diese 
nur mit Oligosaccharid-Resten modifizierten Polypeptide 
aggregieren spatestens beim Kontakt mit den Fasern der 
Eischalenhaut ebenfalls zu Suprastrukturen, die der unlos- 
lichen Matrix entsprechen (vgl. Abb. 7). 

Eine sehr wesentliche Frage stellt sich nach den Regel- 
mechanismen der hepatischen Synthese von Vorstufen der 

Estrogene [Leberl Gestogene 

@\ kh Androgene 
Schalenprotein-Gene 

mRNA-Synthese 

Tronslation 

\1 

J. 

\1 
posttranslotionole 

Modifikation 
(Glycosylierung ?) 

\1 

\1 
I Scholendruse I 

Mucosozellen 

Modifikationsreaktionen 

\ 
storke 

c 
keine 

Sulfatierung Sulfotierung 

Lumen \1 \1 

\1 J. 
Sekretion Sekretion 

Aggregation Aggregation 
unlosliche Matrix losliche Ma trix 
(interkristollin) (intrakristollin) 

HCOF -Bindung NH? -Bindung 

Ca2@ -Bindung Ca2" -Bindung 

\1 \1 

Abb. 7. Schematische Darstellung der Eischalen-Proreinsynthese (Einzelhei- 
ten siehe Text). 

Eischalen-Matrix. Diese Frage haben wir aufgegriffen, 
weil sie besonders praxisorientiert ist und weil die Antwort 
helfen konnte, die Diinnschaligkeit von Hiihnereiern 
(Knickeiern) zu erklaren. Bisherige Versuchsergebnisse 
lassen erkennen, daB die hepatische Synthese von Schalen- 
proteinen estrogenabhangig verlauft und vom Funktions- 
zustand der Leber bestimmt wird. Anti-Estrogene, z. B. Ta- 
moxifen, hemmen die Schalenprotein-Synthese genauso 
wie Androgene und Gestagene sowie typische Lebergifte 
(a-Amanitin und P h a l l ~ i d i n ) ~ ~ ~ ' .  Zwischen hohen Estro- 
genspiegeln bei Legehennen und Leberschaden bestehen 
direkte Zusammenhange. Tiere rnit einer hohen Legelei- 
stung und damit einer hohen Estrogenproduktion leiden 
zumeist am Fettleber-Ham~rrhagie-Syndrom~'~~~. Dies ist 
bereits ein pathologischer Zustand. Zusatzliche Applika- 
tion von Estrogenen (17fbEstradiol oder Diethylstilbestrol) 
an Hochleistungstiere losen massive Leberschaden aus 
und beenden die Eiproduktion und die Synthese von Scha- 
lenprotein-Vorlaufern in der Leber''331. Anhand dieser Be- 
obachtungen lilBt sich die Dunnschaligkeit von Hiihnerei- 
ern erklaren. 

5.4. Molekulare Mechanismen der Eischalenbildung 

Auch wenn hinsichtlich der molekularen Mechanismen 
der Eischalenbildung vergleichsweise sparliche Informa- 
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tionen vorliegen, so versuchen wir dennoch anhand der 
verfiigbaren Versuchsergebnisse einen Zusammenhang zu 
konstruieren. In der Schalendriise werden samtliche Kom- 
ponenten der Eischale zusammengefiihrt und sezerniert. 
Es ist unklar, ob die einzelnen Bestandteile Iangere Zeit in 
den Mucosazellen (MC) dieses Gewebes gespeichert wer- 
den. Ein Signal fur die Sekretion dieser Verbindungen be- 
steht offensichtlich in einem mechanischen Reiz durch die 
Rotation des noch schalenlosen Eies in der Driise. Dieser 
Effekt la8t sich z. B. auch mit Tischtennisballen auslosen, 
deren Oberflache mit einer Schicht von Eischalenhaut 
(membrana testacea, MT) bedeckt sein mu& AuOerdem 
diirfen so praparierte Tischtennisballe nicht in der Scha- 
lendriise fixiert sein. Werden diese Bedingungen eingehal- 
ten, wird die Schale auch auf unphysiologische Unterlagen 
abgelegt['071. 

Es muB angenommen werden, daB zunachst Unterein- 
heiten der unloslichen Matrix (UM) auf der Eischalenhaut 
deponiert werden und spltestens dann unlosliche Aggre- 
gate bilden. Diese Aggregate vermogen gleichzeitig Ca" 
und HCOY zu binden (pH > 8.0) und Primarkristalle zu bil- 
den (Abb. 8). Dies ist aber nur moglich, wenn die dabei 
entstehenden Protonen eliminiert werden konnen. Als Pro- 
tonenfanger dient moglicherweise Ammoniak, das bei der 
Schalenbildung in hohen Konzentrationen a ~ f t r i t t " ~ ~ . ' ~ ~ ] .  
Als ein NH,-bildendes Enzym ist Adenosin-Desaminase in 
der Schalendriise identifiziert worden. Es dient offensicht- 
lich zum Abbau von Adenosin (Harnsauresynthese als 
Endprodukt des Proteinstoffwechsels bei Vogelarten) und 

I 

LM 

MT 
Abb. 8.  Molehulare Mechanismen der Sch;ilenhildung: Iniriarionsphase. 
Mucosazellen (MC) der Schalendriise sezernieren Ca", HCO:'. Aggregate 
der unldslichen Matrix (UM), Aggregate der lbslichen Matrix (LM) sowie 
NH,. Die UM lagen sich zunachst auf Schichten der Eischalenhaut (MT) 
und bindet simultan Calcium- und Hydrocencarbonat-lonen. Dabei entste- 
hen Primiirkristalle (CaCO,) und H". Protonen reagieren mi( NH,  zu NH?. 
Ammonium-Ionen werdcn durch SulTat-Gruppen der LM und durch Hydro- 
gencarbonar gebunden. 

zur Eliminierung von NH, durch den Legetrakt. Neben 
NH3 werden auch noch andere Giftstoffe, z. B. Be, Hg, Cd, 
durch die Eiablage aus dem Organismus entfernt"361. NH, 
fangt nach folgender Gleichung Protonen ab: 

Eine Riickresorption von NH: durch Mucosazellen ist nur 
sehr schwer moglich. Infolgedessen muB NH: am Ort der 
Calcifizierung verbleiben. Die Situation wird verstandlich, 
wenn man die losliche Matrix (LM) in diesen Mechanis- 
mus einbezieht : Die losliche Matrix liefert namlich bei der 
Hydrolyse mit HCI groBe Mengen an Ammoniak (60-80% 
der Ninhydrin-positiven Substanzen der LM). Offensicht- 
lich bindet die losliche Matrix mit ihren vielen Estersulfat- 
Resten NH:. Moglicherweise wird ein weiterer, aber gerin- 
ger Anteil an NH: durch HCO? als NH4HC0, gebunden; 
diese Reaktion hilft, ein leicht alkalisches Milieu zu stabi- 
lisieren. Dadurch wird auch eine giinstige Voraussetzung 
fur die Kristallisation von CaCO, (pH > 8.0) geschaffen. 
AuDerdem IaOt sich auf diese Weise das intrakristalline 
Vorkommen der lbslichen Membran erklaren - die unlosli- 
che Membran tritt stets interkristallin auf (vgl. Abb. 9). Da 
die Proteine der unloslichen und der loslichen Membran 
eine sehr ahnliche Aminosauren-Zusammensetzung auf- 
weisen, ist es denkbar, d a 8  diese Proteine auch ahnliche 
Aminosauren-Sequenzen haben. An den Positionen, die 

LM\ 
NH3 V'\,. Ca2@ H2C03 

Abb. Y. Molekuldre Mcchanimvx der Schalenbildung: Elongarionsphase. 
Der in Abb. 8 skizziene ProzeO setzt sich fon  und fiihn zum Kristallwachs- 
turn unter interkristallinem EinschluO der loslichen Membran (LM) (nach 
Reaktion mil NH?). Die unlosliche Membran (UM)  wird vermutlich bei 
o b e r g h g e n  von Kristallschichten (siehe Abb. 2) interkristallin deponiert. 
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die Kristallform bestimmen, diirften die Sequenzen gleich 
seinl']. Die unlosliche Matrix wird vermutlich spatestens 
immer dann deponiert, wenn ein Ubergang von einer mor- 
phologischen Schicht der Schale zu einer anderen erfor- 
derlich wird, z. B. innerhalb der Mammilla und innerhalb 
der Spongiosa (siehe dazu Abb. 6). 

Die Termination der Schalenbildung wird wahrschein- 
lich durch die Aktion von Carboanhydratase eingeleitet, 
die aus H2C03 gasformiges C 0 2  bildet (Abb. 10). Damit 
steht kein HCOY mehr zur CaC03-Bildung zur Verfiigung; 
das Abfangen von H" eriibrigt sich. Das bedeutet, daB 
auch die Sekretion von NH3 nicht mehr erforderlich ist. 
Uberschiissiges Ca'" kann von den Sulfat-Gruppen der 
loslichen Membran gebunden werden; eine Ruckresorp- 
tion von Ca20 durch Mucosazellen gegen einen steilen 
Ca'"-Gradienten ist nicht mbglich. DaB gasformiges C 0 2  
auftritt, wird durch Globular-lnklusionen in CaCO,-Kri- 
stallen wahrscheinlich. Ob auch die Porenbildung in der 
Schale damit zusammenhangt, ist bisher unbewiesen. Wah- 
rend sich jedoch in Eischalen sowohl Poren als auch Car- 
boanhydratase finden, fehlen beide in Molluskenschalen. 

Eine verminderte Synthese von Schalenproteinen fiihrt 
nach den hier beschriebenen Vorstellungen automatisch zu 
einer herabgesetzten Bindung von NH: an die losliche 

y 4  N"4 

/-\.,,..**A '... *..- 

v 
Ca 

-- ., ,A: .*" co, - .\.. ../ 
SO! 

---Cap 
CA + L  

H2C03- 30 LM 

U U 

Abb. 10. Molekulare Mechanismen der Schalenbildung: Terminalionsphase. 
Die Mucosazellen (MC) der Schalendrilse beenden zuerst die Sekretion von 
NH3. In das Lumen der Schalendrilse sezerniene Carboanhydratase (CA) 
bildet gasfarmiges C 0 2 ,  wlhrend iiberschilssige Ca-Ionen von Sulfat-Grup- 
pen der IOslichen Membran (LM) gebunden werden. Dies filhrt zur Beendi- 
gung der Sekretionsprozesse (Einzelheiten siche Text). 

[*I Die Sequenzermittlung gestaltet sich rehr schwierig, weil die Fragmentie- 
rung kaum reproduzierbar ist. Schalenproteine haben sich einer Spaltung 
durch alle bisher bekannten proteolytischen Enzyme entzogen. Eine 
Fragmentierung durch entsprechende chemische Reaktionen ist nicht 
maglich. weil die d a m  erforderlichen AminosBuren (z. B. Methionin) in 
diesen Proteinen nicht vorkommen. 

Membran, auch wenn geniigend CaZO und HCOY zur Ver- 
fugung stehen. Protonen konnen damit nur noch unzurei- 
chend durch NH3 abgefangen werden, selbst wenn ein ge- 
ringer Anteil an NH? gebunden wird. HCOY fehlt dann 
bei der Kristallbildung. Protonen im i l b e r s c h d  losen be- 
reits existierende CaC03-Kristalle wieder auf. 

Das Ergebnis einer eingeschrankten Synthese von Scha- 
lenproteinen ist Diinnschaligkeit der Eier (Knickeier-Syn- 
drom). Als iibergeordnetes Regelsystem kontrolliert der 
Estrogen-Status die Synthese von S~halenproteinen["~] 
und Carboanhydrata~e~'~ ' ]  und damit die Schalenbildung. 
Damit wird auch klar, weshalb die Schalenqualitat auch 
durch verbesserte Ca-Versorgung von Legehennen auf 
breiter Front nicht verbessert werden konntel"". 

Die Bildung von Molluskenschalen diirfte auf molekula- 
rer Ebene in ahnlicher Form ablaufen. Allerdings ist kaum 
etwas iiber die Synthese von Schalenproteinen und deren 
Regulation bekannt. 

6. Zusammenfassung und Ausblick 

Biomineralisationsprozesse sind in der Natur sehr weit 
verbreitet. Sie grenzen sich von geologischen Mineralisa- 
tionsvorgangen durch die Existenz organischer Matrices 
ab. Organische Matrices bestehen haufig aus Proteinen 
(Kollagen, Dentin, Conchiolin usw.); gelegentlich kom- 
men fast ausschlieBlich Polysaccharide vor (Coccolithen). 
Auf einer Matrix werden anorganische Kristalle deponiert 
(Mineralphase), deren Form und Crone durch die Struktur 
der Matrix bestimmt wird. Die Matrixkomponenten lassen 
sich in vielen Fallen in eine wasserlosliche Fraktion und in 
einen unloslichen Anteil trennen. 

Biologische Verkalkungsprozesse haben sich wahr- 
scheinlich aus Entgiftungsmechanismen entwickelt. Die 
Ca-Ionen-Konzentration wird wegen ihrer physiologischen 
Wirkung in lebenden Zellen sehr sorgfaltig reguliert. Ein 
UberschuB an CaZO wird aus dem Cytoplasma entfernt 
und vorzugsweise in den extrazellularen Raum transpor- 
tiert. Entsprechende Gegenionen (Phosphat. Hydrogencar- 
bonat, seltener Sulfat) reagieren mit Ca2@ zu Ablagerun- 
gen, die in Form eines Exoskeletts (Molluskenschalen) 
oder eines Endoskeletts (Wirbeltiere) ausgebildet werden 
konnen. 

Am Beispiel der Eischalenbildung werden die Interak- 
tionen von organischen Matrixkomponenten mit Ca2@, 
HCOY und NH3 dargestellt. In diesem Fall werden die los- 
lichen Matrixvorstufen (Polypeptide) in der Leber synthe- 
tisiert, wahrend aus der Schalendriise des Legetrakts die 
Sekretion der Matrixproteine zusammen mit Ca", HCOY 
und NH3 erfolgt. NH3 dient als Protonenfiinger und wird 
als NH: an die Estersulfat-Reste der loslichen Matrix ge- 
bunden, die intrakristallin verteilt vorkommt. Die Synthe- 
segeschwindigkeit wird durch den Estrogenstatus reguliert, 
wobei ein uberhohter Estrogenspiegel Leberschiiden verur- 
sacht. Eine eingeschrankte Leberfunktion verringert die 
Syntheseleistung und fiihrt zur Diinnschaligkeit von Eiern. 
Die Synthese von loslichen Matrixkomponenten in der Le- 
ber wird durch Estrogene reguliert und hangt von einem 
funktionstiichtigen Lebergewebe ab. Diese Erkenntnisse 
sollten bei kunftigen tierziichterischen MaBnahmen be- 
riicksichtigt werden. 
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Ferner bietet sich nun die Moglichkeit, die Struktur des 
Schalenmatrix-Gens im Zusammenhang mit der ,,Gen-Bi- 
bliothek" des Erbguts von Hiihnern detailliert zu untersu- 
chen. Daraus konnten Erkenntnisse uber eventuelle Muta- 
tionen gewonnen werden. 

Die Deutsche Forschungsgemeinschaft hat unsere Arbeiten 
durch groj3ziigige Sachbeihilfen unterstiitzr. 
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