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Elektronenmikroskopische Darstellung zweier S-Schicht-Gitter auf der Oberflache von
Bakterienzellen. Oben: Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus L111-69 (Ver-
gréBerung 241000fach), unten: Methanocorpusculum sinense DSM 4274 (VergréBerung
343000fach)
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Kristalline Zelloberflachenschichten
(sogenannte S-Schichten; ,,S¢ fiir sur-
face) zidhlen zu den hiufigsten Ober-
flaichenstrukturen prokaryotischer Or-
ganismen (Archaea und Bakterien).
S-Schichten sind aus einer einzigen
Protein- oder Glycoproteinspezies auf-
gebaut und konnen als die einfachsten
biologischen Membranen angesehen
werden, die sich im Zuge der Evolu-
tion entwickelt haben. Auf Grund
ihrer hohen RegelméBigkeit stellen
S-Schichten einzigartige Systeme dar,
um Struktur, Synthese, Genetik, den

dynamischen Prozef3 der Selbstorgani-
sation sowie die Funktion einer supra-
molekularen Struktur zu erforschen.
Isolierte S-Schicht-Untereinheiten von
zahlreichen Organismen haben die
Féhigkeit zur Selbstorganisation zu
monomolekularen kristallinen Gittern
in Suspension, auf festen Tragern (z.B.
Silicium-Wafern), an der Wasser/Luft-
Grenzfliche sowie auf gespreiteten
Lipidfilmen und an Liposomen. Die
Poren der S-Schichten sind von regel-
miBiger GroBe und Morphologie, und
die funktionellen Gruppen im Protein-

gitter befinden sich an genau definier-
ten Positionen und in definierter
Orientierung. Diese einzigartigen FEi-
genschaften von S-Schichten haben zu
einem breiten Anwendungsspektrum
in der Biotechnologie, Biomimetik,
molekularen Nanotechnologie, Dia-
gnostik, Vakzine-Entwicklung und bei
der kontrollierten Biomineralisation
gefiihrt.

Stichworter: Biomimetik . Im-
mobilisierung - Membranen - Nano-
technologie - S-Schichten

/

1. Einleitung

Die Einteilung der Lebensformen auf unserem Planeten in
die Doméanen Bakterien, Archaea und Eukaryonten wird
allgemein anerkannt.[ 2 Sowohl Bakterien (frither: Eubakte-
rien) als auch Archaea (frither: Archaebakterien) zdhlen zu
den Prokaryonten und somit zu den kleinsten einzelligen
Lebensformen. Mit Ausnahme der Prokaryonten, die als
nackte Protoplasten in hochspezialisierten 6kologischen Ni-
schen existieren, haben die meisten Bakterien und Archaea
eine supramolekulare Zellwandstruktur auB3erhalb der Cyto-
plasmamembran. Die prokaryotische Zellhiille, bestehend
aus Cytoplasmamembran und assoziierter Zellwand, reguliert
den Austausch von Molekiilen zwischen der Zelle und ihrer
Umgebung. In den meisten Organismen muf3 die Zellwand
stabil genug sein, um dem Innendruck des Protoplasten
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standzuhalten. Sie ist zudem wesentlich an der Bildung einer
definierten Zellform beteiligt. Die meisten prokaryotischen
Zellen miissen in hochkompetitiven Umgebungen iiberleben;
somit reflektiert die molekulare Architektur der Zellwand,
insbesondere der duBersten Grenzschichten, in ihrer Vielfalt
zum Teil sehr spezifische Anpassungen an die Umwelt und
Okologische Gegebenheiten.P!

Monomolekulare kristalline Schichten aus Proteinen (so-
genannte S-Schichten, ,,S* fiir surface) zahlen zu den héufig-
sten Oberfldchenstrukturen bei Archaea und Bakterien.*
Morphologische, chemische, genetische und morphogeneti-
sche Untersuchungen ergaben, da3 S-Schichten die einfach-
sten biologischen Membranen darstellen, die sich im Laufe
der Evolution entwickelt haben.[$ S-Schichten sind jeweils
aus einer einzigen Protein- oder Glycoproteinspezies aufge-
baut. Diese S-Schicht-Untereinheiten kénnen an der Zell-
oberfliche wéhrend des Zellwachstums und der Zellteilung
durch Selbstorganisation ein geschlossenes, hochporoses
Gitter bilden.

Die umfangreichen Informationen iiber die allgemeinen
Prinzipien von S-Schichten fithrten zu einem breiten An-
wendungsspektrum.”-' Die wichtigsten Eigenschaften, die in
der angewandten S-Schicht-Forschung genutzt werden, sind:
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1) Isolierte S-Schicht-Untereinheiten vieler Organismen kri-
stallisieren als geschlossene Monoschichten auf festen
Trédgern, an der Luft/Wasser-Grenzfldche, auf Langmuir-
Lipidfilmen und an Liposomen.

2) Die Poren der S-Schichten haben einheitliche Groe und
Morphologie und entsprechen in ihrer Grofle den Poren
von Ultrafiltrationsmembranen.

3) Die funktionellen Gruppen an der Oberfldche und in den
Poren sind hinsichtlich ihrer Verteilung und Orientierung
genau definiert und daher zur prizisen Bindung funk-
tioneller Molekiile geeignet.

Auf Grund ihrer repetitiven physikochemischen Eigen-
schaften eignen sich S-Schichten somit zur Funktionalisierung
von Oberfldchen und Grenzflichen bis in den Subnanometer-
Bereich. Derzeit werden die supramolekularen Bauprinzipien
von S-Schichten vor allem in der Biotechnologie, Biomimetik,
Biomedizin und molekularen Nanotechnologie genutzt.

2. Vorkommen und Ultrastruktur

Ungeachtet der bemerkenswerten Vielfalt und Komplexi-
tat im supramolekularen Aufbau prokaryotischer Zellhiillen
lassen sich die meisten Zellwandprofile in drei Hauptgruppen
einteilen, die auch die phylogenetische Herkunft des betref-
fenden Organismus widerspiegeln (Abbildung 1). S-Schichten
wurden bisher beinahe in allen taxonomischen Gruppen
Zellwand-tragender Bakterien nachgewiesen und scheinen
ein nahezu allgemeines Merkmal von Archaea zu sein. Im
Unterschied zu den meisten anderen prokaryotischen Zell-
oberfliachenstrukturen konnen S-Schichten nur mit elektro-
nenmikroskopischen Verfahren, insbesondere durch die Ge-
frierdtztechnik (Gefrierbruchtechnik), eindeutig nachgewie-
sen werden (Abbildung 2). Elektronenmikroskopische Unter-
suchungen haben ergeben, dafl sowohl bei Bakterien als auch
bei Archaea die Zelloberflache wihrend des Zellwachstums
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der supramolekularen Architek-
tur der drei Hauptgruppen von prokaryotischen Zellhiillen mit kristallinen
bakteriellen Zelloberfliachenschichten (S-Schichten): a) Zellwandprofil
von Gram-negativen Archaea mit der S-Schicht als einziger Zellwand-
komponente auerhalb der Cytoplasmamembran. b) Zellhiille von Gram-
positiven Archaea und Bakterien. Bei Bakterien besteht die rigide
Zellwand hauptséchlich aus Peptidoglycan. In Archaea treten auch andere
Zellwandpolymere auf (z.B. Pseudomurein oder Methanochondroitin).
c) Zellwandprofil von Gram-negativen Bakterien, bestehend aus einer
diinnen Peptidoglycanschicht und der &uBeren Membran. Soferne eine
S-Schicht vorhanden ist, liegt sie eng assoziiert mit dem Lipopolysaccharid
der duBeren Membran vor (modifiziert nach Lit. [13]).
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Abbildung 2. Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Gefrieritz-Pra-
paration von a) Aneurinibacillus thermoaerophilus DSM 10155 mit qua-
dratischem (p4) S-Schicht-Gitter und von b) Methanomicrobium mobile

DSM 1539, einem Archaebakterium mit hexagonalem (p6) Gitter. F:
Flagellen. Die Linge des Balkens entspricht 100 nm.

und der Zellteilung vollstdndig mit einem kristallinen
S-Schicht-Gitter bedeckt bleibt.[* 12-15]

Die dreidimensionale Struktur der S-Schichten wurde
durch Elektronenbeugung und, in letzter Zeit, durch Raster-
kraftmikroskopie aufgeklirt. Computer-unterstiitzte Bildver-
arbeitungsmethoden ermoglichten es, iiber die Massevertei-
lung in S-Schicht-Gittern Informationen bis in Bereiche von
0.5 bis 1.5 nm zu erhalten.['* %1% S-Schichten sind monomo-
lekulare Anordnungen aus identischen Protein- oder Glyco-
proteinspezies. Sie konnen schrige (p1, p2), quadratische (p4)
oder hexagonale Symmetrien (p3, p6) aufweisen, mit Zen-
trum-zu-Zentrum-Abstdnden zwischen den morphologischen
Einheiten von ca. 2.5-35 nm (Abbildung 3). Bei S-Schichten
von Archaea tritt vorwiegend eine hexagonale Gittersymme-

Angew. Chem. 1999, 111, 1098-1120

andere Polymere
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Abbildung 3. Schematische Darstellung der verschiedenen S-Schicht-Ty-
pen. Die regelméBigen Gitter weisen entweder schrige (pl, p2), quadra-
tische (p4) oder hexagonale Symmetrie (p3, p6) auf. Die morphologischen
Einheiten werden aus ein, zwei, drei, vier oder sechs identischen Unter-
einheiten gebildet.

trie auf.’” S-Schichten von Bakterien sind generell 5 bis
20 nm dick, wobei die innere Oberfliache stirker strukturiert
ist als die AuBlenseite. Bei S-Schichten von Archaea wurden
an der inneren Oberflidche sdulenartige Fortsidtze beobachtet,
die mit der Plasmamembran verbunden sind oder in diese
eindringen konnen.['” 21231 Auf diese Weise kann die Haupt-
masse der S-Schicht-Gitter bis zu 70 nm von der Oberfliche
der Cytoplasmamembran entfernt sein.

Hochauflosende elektronenmikroskopische und raster-
kraftmikroskopische Untersuchungen haben ergeben, daf
S-Schichten hochporose Membranen sind, wobei die Porositét
bis zu 70% der Fliche ausmachen kann (Abbildung 4). Da
S-Schichten durch Selbstorganisation identischer Unterein-
heiten entstehen, weisen sie auch Poren von einheitlicher
GroBe und Morphologie auf. In vielen S-Schicht-Gittern
wurden zwei oder mehrere Porenklassen in der GroB3enord-
nung von ungefihr 2 -8 nm nachgewiesen.[3-15 18 22]

3. Selbstorganisation und Morphogenese

S-Schichten sind faszinierende Modellsysteme zur Unter-
suchung des dynamischen Selbstorganisationsprozesses einer
supramolekularen Stuktur widhrend des Zellwachstums und
der Zellteilung. Eine geschlossene S-Schicht auf der Ober-
fliche einer stibchenformigen prokaryotischen Zelle (durch-
schnittliche GroBe 1 x 3 um) besteht aus ungefdhr 5 x 10°
Untereinheiten. Folglich miissen zur Erhaltung einer intakten
S-Schicht auf einer Zelle, die sich mit einer Generationsdauer
von 20 bis 30 min vermehrt, ca. 500 Kopien einer einzigen
Polypeptidspezies pro Sekunde synthetisiert, an die Zellober-
fliche transportiert und in das vorhandene Gitter eingebaut
werden. Zur Aufklirung des dynamischen Selbstorganisa-
tionsprozesses von S-Schichten im Zuge des Zellwachstums
wurden elektronenmikroskopische In-vivo- und In-vitro-Un-
tersuchungen durchgefiihrt.
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Abbildung 4. a) Dreidimensionales Modell der Proteinmasseverteilung der S-Schicht von Bacillus stearothermophilus NRS 2004/3a/V2 (AuBenseite). Die
S-Schicht ist ungefihr 8 nm dick und weist einen Zentrum-zu-Zentrum-Abstand zwischen den morphologischen Einheiten von 13.5 nm auf. Das
Proteinnetzwerk enthélt pro morphologischer Einheit eine quadratische, zwei ldngliche und vier kleine Poren. Das Modell wurde auf der Basis von
elektronenmikroskopischen Aufnahmen negativ kontrastierter Priparate in verschiedenen Winkeln erstellt. Die Computer-Bildrekonstruktionen erfolgte
durch Fourier-Transformation jeder einzelnen Ansicht und Kombination aller Ansichten zu einem drei-dimensionalen Datensatz. b, c) Computer-
Bildrekonstruktion der rasterkraftmikroskopischen Bilder der Topographie der Innenseite des S-Schicht-Gitters von B. sphaericus CCM 2177 (b) und
Bacillus coagulans E38—-66/V1 (c). Die Aufnahmen wurden in einer Fliissigkeitszelle gemacht. Die Oberfldchenrauheit betrigt, entsprechend einer
Grauwertskala von Schwarz nach Wei}, 1.8 nm. Der Zentrum-zu-Zentrum-Abstand der morphologischen Einheiten im quadratischen Gitter (b) betrigt

14.5 nm. Das S-Schicht-Gitter in (c) weist eine schrige Elementarzelle auf (¢ =9.4 nm, b =7.5 nm, Basiswinkel =80°). Die Lidnge der Balken entspricht

10 nm.

3.1. Selbstorganisation in vitro

Zur Isolierung von S-Schichten und ihrer Desintegration in
protomere Untereinheiten wurden zahlreiche Methoden
entwickelt. Generell ist eine vollstdndige Desintegration von
S-Schichten in konzentrierten Losungen chaotroper Agentien
(z.B. Guanidinhydrochlorid, Harnstoff) sowie durch Senkung
oder Erhohung des pH-Wertes erzielbar. Insbesondere
S-Schichten von Gram-negativen Bakterien lassen sich auch
mit Metallchelatbildnern (z.B. Ethylendiamintetraessig-
sdure (EDTA), Ethylenbis(oxyethylennitrilo)-tetraessigsdure
(EGTA)) oder durch Kationensubstitution desintegrie-
ren.t 1271424281 Dijesen Untersuchungen zufolge sind die
S-Schicht-Untereinheiten sowohl im Gitter als auch mit der
darunter liegenden Zellwandkomponente iiber nichtkovalen-
te Bindungen (hydrophobe Wechselwirkungen, Wasserstoff-
briicken, ionische Bindungen iiber zweiwertige Kationen oder
auch direkte Wechselwirkungen polarer Gruppen) verbun-
den. S-Schicht-Extraktionsversuche haben zudem ergeben,
daf3 die Bindungen, die die Untereinheiten im Gitter zusam-
menhalten, stdrker sind als jene, die an der Bindung der
S-Schichten an die darunter liegende Schicht verantwortlich
sind.

Da sich die S-Schichten einiger Archaea als &duBerst
resistent gegeniiber verschiedenen Extraktions- und Desin-
tegrationsversuchen herausstellten, wurde angenommen, daf3
sogar kovalente Bindungen zwischen den einzelnen Unter-
einheiten vorliegen konnen.'* 2% Die isolierten S-Schicht-
Untereinheiten zahlreicher prokaryotischer Organismen re-
kristallisieren bei Entfernung des zu ihrer Isolierung verwen-
deten desintegrierenden Agens (z.B. durch Dialyse) in Form
von regelméBigen Gittern, die in ihrer Struktur den S-Schich-
ten auf den intakten Zellen entsprechen.’ Im Zuge dieser
Selbstorganisation der S-Schicht-Untereinheiten entstehen
planare, zylindrische oder sphirische Strukturen (Abbil-
dung 5).1> 1527301 Jonenstirke, Temperatur, Proteinkonzen-
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Abbildung 5. Elektronenmikroskopische Aufnahmen negativ kontrastier-
ter Préparate von S-Schicht-Selbstorganisationsprodukten von a) Desulfo-
tomaculum nigrificans NCIB 8706 mit quadratischem Gitter und b) Zy-
linderformiges Rekristallisationsprodukt des S-Schicht-Proteins von
Bacillus stearothermophilus NRS 2004/3a mit schrigem Gitter. Die Léinge
der Balken entspricht 100 nm.

tration sowie mit der S-Schicht assoziiert vorliegende Poly-
mere konnen sowohl die Geschwindigkeit als auch das
Ausmall der Assoziation bestimmen. An S-Schichten von
Bacillaceae wurde gezeigt, dal die Assoziation in mehreren
Phasen verlduft, wobei in einer raschen Anfangsphase
zunéchst oligomere Vorstufen gebildet werden, die in der
Folge in einem langsamen Assoziationsschritt grof3flachigere
Gitter bilden.B! Die Fihigkeit einiger S-Schicht-Proteine, auf
festen Trdgern, an der Luft/Wasser-Grenzfliche und an
Langmuir-Lipidfilmen in Form von groBflichigen, monomo-
lekularen Anordnungen zu kristallisieren (Abbildung 6), hat
bereits zu zahlreichen Anwendungen gefiihrt (siche Ab-
schnitt 7).

Angew. Chem. 1999, 111, 1098-1120
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Abbildung 6. Schematische Darstellung der Rekristallisation isolierter
S-Schicht-Untereinheiten (a). Der Selbstorganisationsproze3 kann in
Suspension (b), an der Luft/Wasser-Grenzfliche (c), auf festen Trigern
(d) und an Langmuir-Lipidfilmen (e) stattfinden.

3.2. Selbstorganisation in vivo

Rekristallisationsversuche mit verschiedenen S-Schichten
haben ergeben, da$ die spezifischen Oberfldcheneigenschaf-
ten der Untereinheiten (Ladungsverteilung, Hydrophobie,
spezifische Wechselwirkungen mit Komponenten assoziierter
Polymere der Zellhiille) dazu fithren, daB wihrend des
Gitterwachstums der lokale Einbau von Untereinheiten in
definierter Orientierung erfolgt. Mit In-vivo-Makierungsver-
suchen (z.B. mit kolloidal verteiltem Gold oder Fluoreszenz-
markern) konnten an intakten Zellen wihrend des Gitter-
wachstums die Inkorporationsstellen der Untereinheiten
nachgewiesen werden. Bei Gram-positiven und Gram-nega-
tiven Bakterien konnte gezeigt werden, da3 der Einbau von
S-Schicht-Untereinheiten in bestehende Gitter an den Zonen
erfolgt, an denen sich die Wachstumszonen der Tragerschicht
befinden (Abbildung 1). Das S-Schicht-Gitterwachstum kann
sowohl an definierten Doménen 3 als auch an statistisch
verteilten Stellen stattfinden.?* ¥

Mit hochauflosenden Gefrierédtz-Préparationen konnten in
den S-Schichten intakter Zellen Dislokationen und Diskli-
nationen dargestellt werden (Abbildung 7). Rein topologisch
betrachtet, sind derartige Gitterfehler sowohl fiir die Bedek-
kung der halbkugelférmigen Zellpole bei stibchenformigen
Zellen als auch auf der gesamten Oberfliche kokkoider
Zellen erforderlich. Wie von Harris und Mitarbeitern bereits
theoretisch vorhergesagt,1**3% sind Dislokationen und Diskli-
nationen bevorzugte Stellen fiir den Einbau neuer Unterein-
heiten in bestehende Kristallgitter. Ferner miissen aus rein
geometrischen Erfordernissen in sich geschlossene zweidi-
mensionale Kristalle lokale Schraubenversetzungen enthal-
ten, welche ihrerseits wieder Ausgangspunkte fiir Kanten-
disklinationen darstellen konnen.!

Die Analyse der Verteilung von Gitterfehlern in den
hexagonalen S-Schichten von Archaea, deren Zellwand

Angew. Chem. 1999, 111, 1098-1120

Abbildung 7. Gefrierdtz-Praparation intakter Bakterienzellen mit charak-
teristischen Gitterfehlern von S-Schichten. a) Die Pfeile weisen auf Dis-
klinationen im quadratischen Gitter an der abgerundeten Oberfldche des
Zellpols von Aneurinibacillus thermoaerophilus DSM 10155. b) Kanten-
disklinationen und Kantendislokationen sind als Punkktdefekte im kri-
stallinen Gitter von Methanocorpusculum sinense DSM 4274 sichtbar.
c) Darstellung der angrenzenden S-Schicht-Untereinheiten aus dem ein-
gerahmten Bereich im Bildteil (b). Die zentralen Elementarzellen der
+60°-und — 60°-Winkeldisklinationen sind Fiinfecke (bezeichnet als 5)
bzw. Siebenecke (bezeichnet als 7). Darstellung modifiziert nach Lit. [39].
Die Lange der Balken entspricht 100 nm.

ausschlieBlich aus einer S-Schicht besteht (Abbildung 1a),
lieferte starke Argumente dafiir, dal komplementédre Paare
von Fiinf- und Siebenecken eine wichtige Rolle beim Einbau
von neuen S-Schicht-Untereinheiten bei der Entstehung und
bei der Erhaltung einer vielfach beobachteten gelappten
Zellstruktur sowie bei der Zellteilung spielen.?”®! Es ist
zudem anzunehmen, daB} sich der Fortschritt einer Zellteilung
aus dem Verhiltnis zwischen der Zunahme des Proto-
plastenvolumens und der Zunahme der S-Schicht-Oberfldche
wihrend des Zellwachstums ergibt. Bei stdbchenformigen
Archaea, bei denen die S-Schicht die einzige Zellwand-
komponente ist, konnten an beiden halbkugelférmigen
Polen entsprechend der theoretischen Mindestzahl sechs
Kantendisklinationen nachgewiesen werden. Die Verldnge-
rung des zylindrischen Teils der Zellen erfolgt demnach
wahrscheinlich an den Zellpolen durch den Einbau von
S-Schicht-Untereinheiten in Form gleitender Dislokatio-
nen-[40, 41]

S-Schichten konnen somit als ,,geschlossene, dynamische
zweidimensionale Oberflichenkristalle® angesehen wer-
den. Sie konnen auBerdem wihrend des Zellwachstums
kontinuierlich einen Zustand mit minimaler Gibbs-
Energie einnehmen. Das morphogenetische Potential
von S-Schicht-Gittern wird zudem ausschlieBlich durch
die molekulare Struktur der Untereinheiten be-
Stlmmt“ 12, 14, 27, 42]
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4. Chemischer Aufbau und Biosynthese

Unabhéngig von der phylogenetischen Stellung der Orga-
nismen hat die chemische Charakterisierung reiner S-Schich-
ten von Bakterien und von Archaea groe Ahnlichkeiten in
der Aminosdurezusammensetzung ergeben. Zu diesem The-
ma sind umfangreiche Ubersichtsartikel erschienen.l2s-43-5
Dariiber hinaus wurden S-Schichten nichtpathogener(*—
sowie pathogener*-!! Bakterien und Archaeal’>> bioche-
misch charakterisiert. Typische S-Schicht-Proteine bestehen
zu 40 bis 60 % aus hydrophoben Aminosduren. Sie weisen
hingegen, sofern iiberhaupt vorhanden, nur einen sehr
geringen Anteil an schwefelhaltigen Aminosduren auf. Cir-
culardichroismus-Messungen und Proteinsequenzierungen er-
moglichten Aussagen iiber ihre Sekundéirstrukturen (Ta-
belle 1). S-Schichten sind im allgemeinen schwach saure
Proteine oder Glycoproteine mit einem isoelektrischen Punkt
im Bereich zwischen 4 und 6.5 72643, 44,54, 551 Ausnahmen sind
die S-Schicht-Proteine von Methanothermus fervidus (pl-
Wert = 8.4)(] und verschiedener Lactobacillen (pl ~9-10).5

Bei Bakterien sind mehrere allgemeine Mechanismen fiir
die Sekretion von Proteinen bekannt. Fiir das Ausschleusen
von S-Schicht-Proteinen wurde erstmals bei Aeromonas
salmonicida ein spezifischer Sekretionsweg beschrieben.Ps!
Zuséatzlich kommen posttranslationale Modifikationen von
S-Schicht-Proteinen wie Phosphorylierung und Glycosylie-
rung vor (Tabelle 1). Die chemische Modifikation im
S-Schicht-Protein von Aeromonas hydrophila (als A-Schicht
bezeichnet) wurde durch den Vergleich der in der SDS-PAGE
ermittelten Molekiilmasse und der DNA-Sequenz erkannt
(SDS-PAGE = Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelek-
trophorese). Das modifizierte S-Schicht-Protomer wies eine
um 7000 Da hohere Molekiilmasse als das nicht modifizierte
Protomer auf (45000 Da). In einer Western-Blot-Analyse
wurden mit einem monoklonalen Antikérper Phosphotyro-
sinreste festgestellt.[>]

Eine héufig beobachtete Modifikation von S-Schicht-Pro-
teinen ist die Glycosylierung. Die S-Schicht-Proteine einer
Vielzahl halophiler, methanogener, thermophil acidophiler
und alkalophiler Archaea enthalten kovalent gebundene
Glycanketten.*> ©- 61 Erst in den letzten Jahren wurden der

Tabelle 1. Eigenschaften von S-Schichten.[57 1426, 43, 44, 54, 53]

extrem thermostabile S-Schicht-Glycoprotein-Komplex von
Staphylothermus marinus'®? sowie das S-Schicht-Glycopro-
tein von Haloarcula japonical® niher charakterisiert. Anders
als bei Archaea wurden bei Bakterien glycosylierte S-Schich-
ten bisher nur in der Familie der Bacillaceae eindeutig
nachgewiesen.[ 4 6]

Die Reinigung glycosylierter und nicht glycosylierter
S-Schichten wird auf gleiche Weise durchgefiihrt und ist in
mehreren  Ubersichtsartikeln ~ zusammengefaBt — wor-
den.[26:43.66. 67 Zyr Untersuchung der Kohlenhydratstrukturen
von glycosylierten S-Schichten ist der vollstindige Abbau des
S-Schicht-Glycoproteins zu Glycopeptiden durch proteolyti-
sche Enzyme erforderlich. AnschlieBend erfolgt die Struktur-
ermittlung der S-Schicht-Glycane durch die Kombination von
chemischen Abbaureaktionen der Glycanketten, '"H- und '*C-
NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie.*> %! In Ta-
belle 2 sind die Glycanstrukturen ausgewéhlter Bakterien und
Archaea zusammengefal3t. An den bisher bekannten Struk-
turen 14t sich folgendes Bauprinzip erkennen: Der Grof3teil
der S-Schicht-Glycanketten von Bakterien ist aus 20 bis 50
identischen Wiederholungseinheiten aufgebaut, bestehend
aus neutralen Hexosen, seltener Pentosen, 6-Desoxyhexosen
und Aminozuckern. Beziiglich ihrer Struktur sind sie den
Wiederholungseinheiten der O-Antigene von Lipopolysac-
chariden Gram-negativer Bakterien dhnlich (Abbildung 8).[¢!

Zwischen der O-Antigen-dhnlichen Glycankette und dem
S-Schicht-Polypeptid befindet sich in der Regel ein aus zwei
bis vier Zuckern bestehendes Core-Oligosaccharid, das die
beiden Teile des Makromolekiils miteinander verbindet. Pro
S-Schicht-Protein-Monomer wurden zwischen zwei und sechs
Glycosylierungsstellen ermittelt,!®: 7 71 wobei die S-Schicht-
Glycane vorwiegend O-glycosidisch tiber Bindungen wie -D-
Galactose —Tyrosinl®®! und B-p-Glucose —Tyrosinl™ 77 ge-
bunden sind. Anders als bei eukaryotischen Glycoproteinen
liegt in den N-Acetyl-D-Galactosamin —Threonin/Serin-Bin-
dungen der GalNAc-Rest als bisher nicht bekanntes (-
Anomer vor. Die Uberpriifung einer S-Schicht-Glycopro-
tein-Prédparation von Bacillus staerothermophilus NRS 2004/
3al®l hat ergeben, daB in der S-Schicht nur ein einziger
Glycantyp mit variabler Kettenldnge auftritt. Ein weiteres
Oligosaccharid, das aus der S-Schicht-Glycoprotein-Pripara-

S-Schicht-Gitter weisen schrige (p1, p2), quadratische (p4) oder hexagonale Symmetrie (p3, p6) auf
Die Zentrum-zu-Zentrum Abstdnde der morphologischen Einheiten betragen zwischen 3 und 35 nm

Die Gitter sind generell 5 bis 20 nm dick (in Archaea bis ca. 70 nm)

Die duBlere Oberflédche ist vielfach weniger rauh als die innere Oberfldache
S-Schicht-Gitter weisen Poren von identischer Grof3e und Morphologie auf

In vielen S-Schichten gibt es zwei oder auch mehrere Klassen von Poren
Die PorengréBen variieren zwischen 2 und 8 nm
Die Poren koénnen 30 bis 70 % der Oberfldche ausmachen

Die relative Molekiilmasse der Unterenheiten betrdgt zwischen 40000 und 200000
Es handelt sich um schwach saure Proteine (pl~4-6), auer bei Methanothermus fervidus (pI =8.4) und Lactobacilli (pI >9.5)

Hoher Gehalt an Glutamin- und Asparaginsdure (ca. 15 Mol-%)
Hoher Gehalt an Lysin (ca. 10 Mol-%)
Hoher Anteil an hydrophoben Aminosduren (ca. 40—60 Mol-% )

Hydrophile und hydrophobe Aminosduren bilden keine ausgedehnten Cluster

In den meisten S-Schicht-Proteinen sind etwa 20 % der Aminosduren als a-Helix organisiert, etwa 40 % treten in $-Faltblattstruktur auf
Aperiodische Faltungen und der Gehalt an S-Turns variieren zwischen 5 und 45 %
Zu posttranslationalen Modifikationen von S-Schicht-Proteinen zéhlen die Abspaltung von N- und C-terminalen Fragmenten, die Glycosylierung und die

Phosphorylierung von Aminosduren
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tion isoliert werden konnte, ist nichtkovalent mit dem
S-Schicht-Polypeptid verkniipftl®”! und reprisentiert demnach
ein assoziiertes sekundires Zellwandpolymer, wie es auch in
anderen Bacillus-Stimmen gefunden wurde.!

Die archaebakteriellen S-Schicht-Glycoproteine, deren
Glycanstrukturen und Bindungsregionen untersucht wurden
(Tabelle 2), bestehen fast ausschlieBlich aus kurzen Hetero-
sacchariden mit bis zu zehn Zuckerresten und sind nicht aus
Wiederholungseinheiten aufgebaut.l>¢-%] Bei Halobakte-
rien konnen bis zu drei verschiedene Glycanspezies mit bis

zu 25 Glycosylierungsstellen pro S-Schicht-Monomer vor-
kommen.[°" 8 Dabei iiberwiegen N-glycosidische Bindungs-
typen wie Glucose — Asparaginl® oder N-Acetyl-Galactos-
amin — Asparagin,®" %l andererseits treten auch kurze O-Gly-
cane in Clustern auf.

Die bemerkenswerte Vielfalt an Glycanstrukturen bei
Bakterien und Archaea hat interessante Fragen beziiglich
der Biosynthese prokaryotischer Glycoproteine aufgeworfen.
Ein von Sumper und Wieland vorgestelltes Modell fiir die
Synthese der verschiedenen N-Glycane von Halobacterium

Tabelle 2. Glycanstrukturen ausgewihlter bakterieller und archaebakterieller S-Schicht-Glycoproteine. 1143 61]

Bakterien

Bacillus stearothermophilus NRS 2004/3al®- 701
[—2)-a-L-Rhap-(1—2)-a-L-Rhap-(1—3)-f-L-Rhap-(1—],~s0

|
-Rhap-(1 =N )—Alsn

Aneurinibacillus thermoaerophilus 1.420-91 (frither Bacillus thermoaerophilus)!") \

[—3)-a-pD-Rhap-(1—3)-a-b-Rhap-(1—2)-a-pD-Rhap-(1—2)-a-bD-Rhap-(1—],5

2 2
T T
1 1

a-D-Fucp3NAc  a-pD-Fucp3NAc

Aneurinibacillus thermoaerophilus (DSM 10155) (frither Bacillus thermoaerophilus)/’> 7!

[—4)-a-L-Rhap-(1—3)-f-p-glycero-D-manno-Hepp-(1—],~15
Paenibacillus alvei (CCM 2051)7+ 7]

a-D-Glep a-D-Glep
1 1
! !
6 6

-(p-Rha),,-f-D-GalNAc-(1 HO)—T‘hr

|
-(L-Rha), ,-f-D-GalNAc-(1 —>O)-T|hr/Ser

B-D-Galp-(1 —4)-f-D-ManpNAc-(1 —[3)-3-D-Galp-(1 —4)-B-D-ManpNAc-(1 —],.20 3)-

4

T

1
GroA-(2—0)-PO,-(0 —4)--D-ManpNAc

\
a-L-Rhap-(1 —3)-a-L-Rhap-(1 —3)-a-L-Rhap-(1 —3)-p-D-Galp-(1 —O)-Tyr
\

Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus 1111-69 und 1.110-69 (DSM 568) (frither Clostridium thermohydrosulfuricum)®: 7

3-OMe-a-L-Rhap-(1 —4)-a-pD-Manp-(1 —[3)-a-L-Rhap-(1 —4)-a-D-Manp-(1 —],.»; 3)- \
a-L-Rhap-(1 —3)-a-L-Rhap-(1 —3)-a-L-Rhap-(1 —3)-3-p-Galp-(1 —O)-Tyr

Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus S102-70 (frither Clostridium thermohydrosulfuricum)”’- 78]

p-p-Galf-(1 —3)-a-p-Galp-(1 —2)-a-L-Rhap-(1 —3)-a-D-Manp-(1 —3)-a-L-Rhap-(1 —3)--D-Glcp-(1 — O)-Tyr

Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus L77-66 (DSM 569) und L92-71 (frither Clostridium thermohydrosulfuricum)/’

[—3)-a-D-GalpNAc-(1—3)-a-D-GalpNAc-(1—],.25
4

i
1

a-D-GlepNAc-(1 —2)--pD-Manp

O-glycosidische Bindung iiber Tyr?

Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum D120-70 (frither Clostridium thermosaccharolyticum)®!  O-glycosidische Bindung iiber Tyr

[—3)--D-Manp-(1—4)-a-L-Rhap-(1—3)-a-D-Glcp-(1—4)-a-L-Rhap-(1—],
6 2

T T
1 1
B-D-Glep a-D-Galp

Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum E207-71 (frither Clostridium thermosaccharolyticum)®!l

[—4)-p-D-Galp-(1—4)--D-Glcp-(1—4)-a-D-Manp1-(1—],.17
3

1
1
f-D-Quip3NAc-(1 —6)--D-Galf-(1 —4)-a-L-Rhap

Clostridium symbiosum HB25[%

O-glycosidische Bindung iiber Tyr

[—6)-a-D-ManpNAc-(1—4)--D-GalpNAc-(1—3)-a-D-BacpNAc-(1—4)-a-D-GalpNAc-(1—0)-PO,-(0O—],.15

Lactobacillus buchneri 41021/2511% |
a-D-Glep-(1 —[6)-a-D-Glep-(1 —],_4 6)-a-D-Glep-(1 HO)—Sler

Angew. Chem. 1999, 111, 1098-1120
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Tabelle 2. (Fortsetzung)

Archaea

Halobacterium halobium R,M, ")

OSO;~ O‘SO{ ?la—NHz
[—4)-GlcNAc-(1—4)-GalA-(1—3)-GalNAc-(1],_10.1s —N)-Asn
6 3 \
[ | Ala
! 1 Se‘r
3-OMe-GalA Galf ‘

\
GlcA-(1 —4)-GlcA-(1 —4)-GlcA-(1 —4)-p-D-Glc-(1 —N)-Asn
i i i
0S0;- 0805~ 0805~ )|(
| Thr/Ser
a-D-Gle-(1 —2)-Gal-(1 HO)—TFr |

Haloferax volcanii DS2[°'- %4

p-D-Gle-(1 —[4)-f-D-Gle-(1 —],_5 4)-f-D-Gle-(1 HN)—A:sn
|
Gle-(1 —2)-Gal-(1 —>O)-Tf1r

Methanothermus fervidus V24S®)

1/3 von GIcA kann durch IdA ersetzt werden

3-OMe-a-pD-Manp-(1 —6)-3-OMe-a-D-Manp-(1 —[2)-a-D-Manp-(1 —],_; 4)-D-GalNAc-(1 —N)-Asn

[a] Die Formeln entsprechen entweder der Struktur einer Wiederholungseinheit oder der Gesamtstruktur der S-Schicht-Glycoproteinglycane. Zusitzlich
wird, soweit bisher bestimmt, die Struktur der Kohlenhydrat-Protein-Bindungsregion angegeben. —Abkiirzungen: Glcp: Glucose (Pyranoseform), Galf:
Galactose (Furanoseform), Man: Mannose, Rha: Rhamnose, GIcNAc: N-Acetylglucosamin, GalNAc: N-Acetylgalactosamin, ManNAc: N-Acetylmannos-
amin, GlcA: Glucuronsdure, GalA: Galacturonsdure, ManA: Mannuronséure, IdA: Iduronsdure, 3-OMe-GalA: 3-O-Methylgalacturonsidure, BacNAc: N-
Acetylbacillosamin (2-N-Acetyl-4-amino-2,4,6-tridesoxyglucose), Fuc3ANAc: 3-N-Acetylfucosamin, Qui3NAc, 3-N-Acetylquinovosamin (3-Acetamido-3,6-
didesoxyglucose), BacNAc: N-Acetylbacillosamin (2-Acetamido-4-amino-2,4,6-trideosxyglucose), GroA: Phosphoglycerinsdure, Asn: Asparagin, Tyr:

Tyrosin, Thr: Threonin, Ser: Serin, Ala: Alanin, X: austauschbare Aminoséure.

@ ©

Abbildung 8. Schematische Darstellung der Zellwandprofile von Gram-
positiven (a) und Gram-negativen (b) Bakterien zur Verdeutlichung von
strukturellen Ahnlichkeiten zwischen S-Schicht-Glycoproteinen und Lipo-
polysacchariden. Abkiirzungen: C: Core-Region, CM: Cytoplasmamem-
bran, OM: &duBere Membran, PG: Peptidoglycan (iibernommen aus
Lit. [43] mit freundlicher Genehmigung von Landes/Academic Press).

halobium beinhaltet den Transfer von Dolichol-gebundenen
Sacchariden an entsprechende N-Glycosylierungssequenzen
am S-Schicht-Polypeptid.l®!] Bei der S-Schicht-Glycosylierung

1106

von Haloferax volcanii®™ und Methanothermus fervidus®)
wurde das Auftreten dhnlicher, lipidaktivierter Oligosaccha-
ride beobachtet, deren Lipidteile iiberwiegend aus kurzket-
tigen (Css—Cy) Dolicholspezies mit elf bis zwolf Isoprenein-
heiten bestehen. Im Vergleich zur Biosynthese von S-Schicht-
Glycoproteinen bei Archaea ist iiber die Biosynthese glyco-
sylierter S-Schichten bei Bakterien weniger bekannt. Wih-
rend an der Glycanbiosynthese von Paenibacillus (frither
Bacillus) alvei dhnliche Dolichol(Css)-Lipidcarrier wie bei
den Archaea beteiligt sind,” wurden bei Thermoanaerobac-
terium (frither Clostridium) thermosaccharolyticum bisher nur
nucleotidaktivierte Zucker beschrieben.[”! Von besonderem
Interesse ist die Beobachtung, daf in allen untersuchten
Systemen neben nucleotidaktivierten Monosacchariden auch
nucleotidaktivierte Oligosaccharide eine wichtige Rolle bei
der Synthese von Glycanstrukturen spielen.”*? Derartige
aktivierte Stoffwechselzwischenprodukte sind bei eukaryoti-
schen Glycoproteinen nicht bekannt. Die biologische Rele-
vanz dieses charakteristischen Unterschiedes wird gegenwaér-
tig untersucht.

Die Aufklirung der Biosynthesewege prokaryotischer
Glycoproteinglycane ist nicht nur fiir die Grundlagenfor-
schung, sondern auch fiir die anwendungsorientierte
S-Schicht-Forschung von Interesse. So sollte die Produktion
von mafigeschneiderten S-Schicht-Glycoproteinen, wie sie fiir
verschiedene biotechnologische Anwendungen erforderlich
sind (z.B. fiir S-Schicht-Vakzine; siche Abschnitt 7.1.3.), in
absehbarer Zeit moglich sein.

Angew. Chem. 1999, 111, 1098-1120
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5. Molekularbiologie und Genetik

Obwohl man davon ausgehen kann, daf} in S-Schicht-
Proteinen gemeinsame Funktionsprinzipien und damit ho-
mologe Dominen vorliegen miissen (z.B. die Fihigkeit zur
Selbstorganisation in Form zweidimensionaler Gitter, die
Bildung von Porendominen mit geringer unspezifischer
Adsorption oder die Wechselwirkung mit assoziierten Zell-
wandstrukturen), hat die Sequenzierung der S-Schicht-Gene
von Organismen unterschiedlicher phylogenetischer Verzwei-
gungen kaum Sequenzihnlichkeiten hervorgebracht.’®! Die
Sequenzierung von S-Schicht-Genen nahe verwandter Orga-
nismen (Tabelle 3)P*127] hat jedoch ergeben, daB Sequenz-
identitditen vom evolutiondren Verwandtschaftsgrad ab-

hidngen und dafl unter diesen Voraussetzungen hohe Se-
quenzidentititen fiir funktionell homologe Doménen durch-
aus zu finden sind. Die Nucleotidsequenz des S-Schicht-Gens
slpA von Lactobacillus acidophilus ATCC 435613 war bei-
spielweise zu 80 Prozent mit der des S-Schicht-Gens des nahe
verwandten L. helveticus identisch,!''®! wies aber nur geringe
Ahnlichkeit zu der von L. brevis auf.[''%

Bei manchen Spezies hingegen stellt der N-Terminus des
S-Schicht-Proteins, der fiir die Verankerung der S-Schicht-
Untereinheiten an die darunterliegende Zellgrenzflache ver-
antwortlich ist, ein konserviertes Strukturelement dar. Bei-
spielsweise zeigten die S-Schicht-Proteine SbsAl%l und
SbsCl'%l von zwei B.-stearothermophilus-Wildtypstimmen
(PV72/p2 und ATCC 12980) eine hohe Sequenzidentitét

Tabelle 3. Ubersicht iiber S-Schicht-Proteine mit bekannten Aminoséuresequenzen.

Spezies Stamm Gen Zahl der Aminoséuren, Gitter-l@! Genbank- Lit.

einschlieBlich N-terminaler  typ zugriffs-

Leadersequenz/ nummer

N-terminale Leadersequenz
Aeromonas hydrophila TF7 ahs 467/19 S 137348 [59]
Aeromonas salmonicida A 450 vapA 502/21 S M64655 [94]
Bacillus anthracis Sterne substrain 9131 sap 814/29 (@) 736946 [95]
Bacillus anthracis Sterne substrain 9131 eag 862/29 O X99724 [96]
Bacillus brevis 47 owp 1004/24 - M14238 [97]
Bacillus brevis 47 mwp 1053/23 H M19115 [98]
Bacillus brevis HPD 31 HWP 1087/23 oder 53 H DY0050 [99]
Bacillus licheniformis HM 105 874/29 - U38842 [100]
Bacillus sphaericus P1 Sequenz 8 1252/30 S A45814 [101]
Bacillus sphaericus 2362 Gen 125 1176/30 S M28361 [102]
Bacillus sphaericus 2362 Gen 80 745 (stumm) - - [102]
Bacillus stearothermophilus PV72/p6 sbsA 1228/30 H X71092 [103]
Bacillus stearothermophilus PV72/p2 sbsB 920/31 O X98095 [104]
Bacillus stearothermophilus ATCC 12980 sbsC 1099/30 O AF055578 [105]
Bacillus thuringiensis ssp. israelensis 4Q2 slp 393/mutmaBlich - X62090 -
Campylobacter fetus, ssp. fetus - sapA 933/No H, Sl J05577 [106]
Campylobacter fetus, ssp. fetus 23B sapAl 920/No H, S L15800 [107]
Campylobacter fetus, ssp. fetus 82-40LP3 sapA2 1109/No H, S S76860 [108]
Campylobacter fetus, ssp. fetus 84-91 sapB 936/No U25133 [108]
Campylobacter fetus, ssp. fetus CIP 5396T sapB2 1112/No - AF048699 -
Campylobacter rectus 314 crs 1361/No AF010143 [109]
Caulobacter crescentus CB 15 rsaA 1026/No H M84760 [110]
Corynebacterium glutamicum ATCC 17965 csp2 510/30 H X69103 [111]
Deinococcus radiodurans - HPI 1036/31 H M17895 [112]
Halobacterium halobium - csg 852/34 H J02767 [113]
Haloferax volcanii - - 828/34 H M62816 [114]
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 slpA 444/24 O X89375 [115]
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 sipB 456 (stumm) - X89376 [115]
Lactobacillus brevis ATCC 8287 465/30 (0] 714250 [116]
Lactobacillus crispatus JCM 5810 cbsA 440/30 O AF001313 -
Lactobacillus fermentum BR 11 bspA 265/mutmaBlich (0] U97348 [117]
Lactobacillus helveticus CNRZ 892 sipHI 440/30 (0] X91199 [118]
Lactobacillus helveticus CNRZ 1269 sipH2 440/30 (0] X92752 [119]
Methanococcus voltae - sla 565/12 H M59200 [120]
Methanosarcina mazei S-6 sigB 652/31 H X77929 [121]
Methanothermus fervidus DSM 2088 slgA 593/22 H X58297 [56]
Methanothermus sociabilis DSM 3496 slgA 593/22 H X58296 [56]
Rickettsia prowazekii Brein 1 spaP 1612/32 - M37647 [122]
Rickettsia rickettsii R p120 1645/32 - X16353 [123]
Rickettsia typhii Wilmington sipT 1645/32 - L04661 [124]
Serratia marcescens Isolat 8000 slaA 1004 - ABO007125 -
Staphylothermus marinus F1 - 1524/mutmaBlich - US7967 [125]
Thermoanaerobacter kivui DSM 2030 sip 762/26 H M31069 [126]
Thermus thermophilus HB-8 sipA 917/27 H, S X57333 [127]

[a] H: hexagonal, S: quadratisch, O: schrig. [b] In Campylobacter fetus, ssp. fetus, hangt der Gittertyp von der Molekiilmasse der S-Schicht-Untereinheiten ab

(H:97000; S: 127000 und 149 000).

Angew. Chem. 1999, 111, 1098-1120
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(85%) fir die 270 N-terminalen Aminosiuren, jedoch nur
geringe Identitit (< 25 %) fiir den restlichen Teil der Sequenz,
der etwa zwei Drittel der gesamten Proteine ausmacht. Der
N-Terminus von SbsA und SbsC ist fiir die Bindung der
S-Schicht-Untereinheiten an die rigide Zellwandschicht ver-
antwortlich, wobei ein sekundires Zellwandpolymer von
identischer chemischer Zusammensetzung als bindende Kom-
ponente fungiert.'?®! Der unterschiedliche C-Terminus diirfte,
selbst bei nahe verwandten Stdammen derselben Spezies, zu
unterschiedlichen Zelloberflicheneigenschaften fiihren.

Im Widerspruch zur Hypothese, dal ausschlieBlich die
evolutiondre Verwandtschaft mit der Sequenzidentitét homo-
loger Domainen korreliert, steht jedoch die Beobachtung, daf3
das S-Schicht-Protein SbsB nur eine niedrige Gesamtidentitét
(<25%) zu SbsA aufweist und daB die beiden S-Schicht-
Proteine selbst unterschiedliche N-Termini haben.'™ Das
S-Schicht-Protein SbsB wird von B. stearothermophilus PV72/
p2 produziert, einer durch Sauerstoffstref induzierten Va-
riante von B. stearothermophilus PV72/p6. Interessanterweise
synthetisiert die durch SauerstoffstreB induzierte Variante ein
anderes sekundires Zellwandpolymer, das von SbsB als
Bindungsstelle erkannt wird. Dies deutet darauf hin, daf
wihrend der Variantenbildung eine hochkoordinierte Um-
stellung der Synthese von sdmtlichen Zellwandkomponenten
stattfindet. Die Sequenzierung von 450 Basen aus der
variablen Region der 16S-rDNA bestitigte eine hundertpro-
zentige Identitdt von Wildtypstamm und Variante. Diese
Ergebnisse wiesen darauf hin, da3, ungeachtet der evolutio-
niren Verwandtschaft, andere Faktoren (z.B. Wachstumsbe-
dingungen oder Umweltstre3) eine entscheidende Rolle fiir
die Ausprigung von Sequenzidentitidten funktionell homolo-
ger Doménen gespielt haben.

Da bei einer mittleren Generationsdauer von 20 Minuten
fiir die Erhaltung einer kontinuierlichen S-Schicht-Bedek-
kung eine Syntheseleistung von ungefihr 500 Untereinheiten
pro Sekunde erforderlich ist,*! miissen die den S-Schicht-
Genen vorgeschalteten Promotoren entsprechend leistungs-
fahig sein.[ Tatséchlich ist der Promotor des S-Schicht-Gens
von L. acidophilus doppelt so effizient wie derjenige, der die
Transkription des die Lactat-Dehydrogenase codierenden
Gens steuert. Dieser Promotor ist einer der stirksten, der
bei Bakterien bekannt ist.!'?! In L.brevis wurden zwei
Promotoren (P1 und P2) fiir die Expression des S-Schicht-
Gens nachgewiesen. Der P2-Promotor liegt ndher beim
Startcodon und ist wihrend der exponentiellen und frithen
stationdren Wachstumsphase am effektivsten.3%) Fiir die
Expression des cwp-Operons von B. brevis wurden drei
Promotoren beschrieben.” 3! Mit Ausnahme der S-Schicht-
Proteine von Campylobacter und Caulobacter werden alle
anderen mit Signalpeptiden hergestellt, was auf klassische
Sekretionswege schlieBen 1483t.57]

Wesentlich fiir das Verstdndnis der Regulation von
S-Schicht-Genen war die Beobachtung, daB3 einzelne Bakte-
rienstimme verschiedene ,stumme Gene“ (silent genes)
exprimieren konnen. Die detailliertesten Untersuchungen
hinsichtlich S-Schicht-Variation wurden bisher an Campylo-
bacter fetus subsp. fetus, einem fiir Huftiere pathogenen
Organismus, durchgefiihrt.'3 Bei pathogenen Organismen
fiihrt die S-Schicht-Variation zu einer antigenen Variation der
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Zelloberflacheneigenschaften und somit zu einem Selektions-
vorteil gegeniiber der lytischen Aktivitidt des Immunsystems.
Bei Campylobacter fetus subsp. fetus sind zwei Serotypen
bekannt (Typ A und Typ B), die von der Art der Lipopoly-
saccharide in der duBeren Membran bestimmt werden.['** Bei
beiden Serotypen erkennt der N-terminale Teil des S-Schicht-
Proteins einen bestimmten Lipopolysaccharidtyp. S-Schicht-
Proteine von Serotyp-A-Zellen werden durch die sapA- und
sapA,_,-Gene codiert; die S-Schicht-Proteine von Serotyp-B-
Zellen stellen eine parallele Familie dar. Der Vergleich von
sapA und sapA, ergab, da zwei identische Regionen
vorhanden sind: Die erste (5'-konservierte Region) beginnt
74 bp in der ,,Upstream“-Region des offenen Leserasters
(open reading frame, ORF), reicht 552 bp in das ORF hinein
und codiert fiir 184 N-terminale Aminosduren. Die zweite (3'-
konservierte Region) beginnt in der ,,Downstream“-Region
des ORF.I07% 134

In Wildtypstimmen von C. fetus gibt es acht bis neun
S-Schicht-Genkasetten,!'3- 136 die als Cluster in einem Bereich
von weniger als 93 kb vorliegen und <8% des Genoms
ausmachen.'* Diese Untersuchungen haben auch bestiitigt,
daB nur ein einziger Promotor vorhanden ist!®” und daB die
S-Schicht-Variation auf Rekombinationsereignisse zuriickzu-
fithren ist. Zusitzlich zur Promotorinversion zwischen zwei
entgegengesetzt orientierten S-Schicht-Genkasetten wird
auch eine der beiden benachbarten und das invertierbare
Element einschlieBenden Genkasetten gegen eine nicht
benachbarte, vormals stumme Genkasette ausge-
tauscht.32 1381 Demnach verschiebt C. fetus einen einzigen
Promotor durch ein einziges DNA-Inversionsereignis, wobei
die Haufigkeit nicht von der GroBe des DNA-Fragments (6
bis 16 kb) abhingt. Dadurch wird die Expression von
verschiedenen S-Schicht-Genkasetten ermoglicht.

L. acidophilus ATCC 4356, ein Organismus, der aus dem
menschlichen Rachen isoliert wurde, hat zwei S-Schicht-
Gene, die als sipA und slpB bezeichnet werden.[''S] Das sipA-
Gen wird aktiv transkribiert, wihrend slpB ein stummes
Gen ist. Interessanterweise sind die 5'- und 3’-Enden beider
S-Schicht-Gene sehr #hnlich, wihrend in der mittleren
Region deutliche Unterschiede auftreten.!'! Die beiden
S-Schicht-Gene befinden sich in einem Abstand von 3 kb
in entgegengesetzter Orientierung auf dem Chromo-
som.["]

Umweltfaktoren, die eine Verdnderung der S-Schicht-
Genexpression in nicht pathogenen Organismen induzieren,
wurden an B.-stearothermophilus-Stammen untersucht. Das
S-Schicht-Gen sbsA wurde von B. stearothermophilus PV72/
p6 in kontinuierlicher Kultur unter sauerstofflimitierten
Bedingungen stabil exprimiert.**-'411 Nach Aufhebung der
Sauerstofflimitierung kam es jedoch zur Bildung einer
Stammvariante und zur Expression des zweiten S-Schicht-
Gens, shsB. Die Abnahme von SbsA zeigte, daB die Anderung
der Expression der S-Schicht-Gene in der gesamten Kultur als
synchroner Prozef ablduft. Wenngleich der Mechanismus, der
der S-Schicht-Variation zugrundeliegt, noch unklar ist,
deuten PCR-Analysen und Hybridisierungsversuche darauf
hin, daf} sbsB aus teilweise codierenden Sequenzen gebildet
und sbsA wihrend der Variation in Fragmente zerschlagen
wird.['42]
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6. Funktionelle Aspekte

Da wihrend des Zellwachstums fiir die vollstindige Bedek-
kung der Zelloberfliche mit S-Schicht-Proteinen eine be-
trachtliche Syntheseleistung erforderlich ist, stellt sich die
Frage, welchen Selektionsvorteil S-Schicht-tragende Orga-
nismen in ihrem natiirlichen Habitat gegeniiber S-Schicht-
defizienten Stammen haben. Obwohl viele der Funktionen,
die den S-Schichten zugeschrieben werden, noch hypothetisch
sind, kann eindeutig festgehalten werden, daf sie 1) bei den
Archaea, deren Zellwand nur aus S-Schicht besteht (siehe
Abschnitt 3.2.), die Zellform bestimmen und den Zelltei-
lungsprozeB unterstiitzen, 2) Strukturen darstellen, die an der
Zelladhasion und Oberflachenerkennung beteiligt sind, und
3) als Schutzschicht, Molekularsiebe sowie Molekiil- und
Ionenfallen wirken diirften.[ 1% 14201

Da S-Schichten Poren von identischer Gro3e und Morpho-
logie im Bereich von 2 bis 8 nm aufweisen, dienen sie der
Zelle als Molekularsiebe mit scharfen Ausschlulgrenzen fiir
den Stoff-Aus- und Eintritt. Die kleinsten PorengréBen
(2 nm) wurden bisher fiir die S-Schicht-dhnlichen Scheiden
von Methanospirillum hungatei beschrieben.!'3 141 Als typi-
scher chemolithoautotropher Mikroorganismus benotigt er
fiir sein Wachstum ausschlie8lich anorganische Molekiile wie
Gase und Salze. Dagegen haben S-Schichten Gram-positiver
Bakterien aus der Familie der Bacillaceae Poren mit einer
GroBe von 4 bis 5 nm.'*] Diese Organismen sind auch als
typische Produzenten von Exoenzymen wie Proteasen oder
Amylasen bekannt. Da die molekularen Trenngrenzen der
S-Schichten von Bacillaceae im Bereich von 30000 bis 40000
liegen, wird angenommen, daf} sie die Geschwindigkeit der
Abgabe von Exoenzymen kontrollieren und auf diese Weise
eine Art von periplasmatischen Raum begrenzen.['*-14] Die
groBten Poren im Bereich von 5 bis 8§ nm wurden bei
S-Schichten von Archaea gefunden, die keine rigide Zellwand
aufweisen. Den S-Schichten dieser Organismen wird eine
wesentliche Funktion bei der Bildung der Zellform und bei
der Zellteilung zugeschrieben.['-!1%21-23, 3411 Dje S-Schicht-
Untereinheiten Gram-negativer Archaea haben {iiblicherwei-
se hydrophobe Domaénen, die in die Cytoplasmamembran
intercalieren. Dabei wird eine Art periplasmatischer Raum
zwischen S-Schicht und Plasmamembran gebildet. In diesem
konnen Makromolekiile zuriickgehalten werden, die am
Abbau und Transport von Néhrstoffen sowie an der Faltung
und am Export von Proteinen beteiligt sind.[!!3 149-151]

Was die Schutzfunktion betrifft, so verhindern S-Schichten
Gram-negativer Bakterien wie A. salmonicida, C. fetus,
A. serpens und C. crescentus den Angriff von bakteriellen
Parasiten wie Bdellovibrio bacteriovorus, doch konnen sie die
Zellen nicht vor anderen Organismen wie Protozoen schiit-
zen.[52 131 Bei L. crispatus und L. acidophilus wurde beob-
achtet, daf3 S-Schichten die Adhésion dieser Bakterien an die
Epithelzellen des Darms vermitteln, 5551 wobei die
S-Schicht-tragenden Stimme eine hydrophobere Oberfldche
als die S-Schicht-defizienten Varianten aufweisen.[% 157

S-Schichten von Bacillaceae konnen auch als Adhésions-
zone fiir zellassoziierte Exoenzyme dienen. Am Beispiel von
zwei B.-stearothermophilus-Wildtypstimmen, die hochmole-
kulare Exoamylasen bilden, konnte gezeigt werden, daf die
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Enzyme an der S-Schicht-Oberflédche in einer Dichte gebun-
den sind, die die Diffusion von Nihrstoffen oder Metaboliten
nicht behindert.['$ 11 S-Schicht-assoziierte Exoenzyme wur-
den auch fiir Thermoanaerobacterium thermohydrosulfurige-
nes1- 191 und fiir Clostridium thermocellum!'%?! beschrieben.
Eine ganz andere Funktion wird dem S-Schicht-Gitter von
Synechococcus GL-24,2%191 einem Cyanobakterium, das in
Seen mit sehr hohen Calcium- und Sulfatkonzentrationen
wichst, zugeschrieben: Im hexagonalen S-Schicht-Gitter
dieses Organismus findet eine umfangreiche Biomineralisa-
tion statt. Nach Einlagerung von Gips und dem Blockieren
der S-Schicht-Poren kommt es zu einer kontinuierlichen
Ablosung des Proteingitters und somit zu einer Freilegung
der Zelloberfliche.

S-Schichten haben auch eine wesentliche Bedeutung fiir die
Virulenz pathogener Organismen. Detaillierte Untersuchun-
gen wurden an dem fischpathogenen Organismus Aeromonas
salmonicida durchgefiihrt. Die S-Schicht (hier als A-Schicht
bezeichnet) verleiht diesem Organismus eine hohe Resistenz
gegeniiber den bakteriziden Aktivititen des Komplement-
systems, sowohl im Immun- als auch im Nichtimmunserum.
Ferner spielt die A-Schicht eine wichtige Rolle bei der
Aufnahme von Porphyrinen und weist aulerdem spezifische
Bindungsstellen fiir Immunglobuline und extrazellulire Ma-
trixproteine auf'®-16! Ahnliche Eigenschaften hat die
S-Schicht von B. cereus, einem an peridontalen Infektionen
beteiligten Organismus.['*? S-Schicht-tragende Zellen dieses
Organismus konnen an verschiedenen Matrixproteinen haf-
ten und sind in Abwesenheit von opsonisierenden Anti-
korpern resistent gegen Leukocyten. Andererseits wird die
Serumresistenz von C. fetus darauf zuriickgefiihrt, daf} die
Komplementkomponente C3b nicht an die S-Schicht-Ober-
fliche binden kann. Eine effektive Opsonisierung wird somit
erst durch die Zugabe spezifischer Antikérper moglich.['*
Bei Rickettsia prowazekii und R. typhii, den Erregern von
epidemischem oder endemischem Typhus, ist das S-Schicht-
Protein fiir die humorale und zelluldire Immunitédt verant-
wortlich.'”) Bacillus anthracis, der Erreger von Milzbrand,
hat zwei S-Schicht-Proteine: Sap und EA1.° %! Die Analyse
von EA1 in Mutanten mit defektem sap ergab, da3 EA1 das
Hauptantigen der Zelloberflache ist und ausschlieBlich zell-
assoziiert vorkommt, wihrend Sap auch in das Kulturmedium
abgegeben wird.

7. Das Anwendungspotential von S-Schichten
7.1. Biotechnologische und biomimetische Anwendungen

Die sehr spezifischen morphologischen und biophysikali-
schen Eigenschaften von S-Schicht-Proteinen, besonders ihre
Fahigkeit, sich zu monomolekularen kristallinen Gittern zu
organisieren, die an ihrer Oberfldche eine rdumlich definierte
Anordnung funktioneller Gruppen sowie von Poren gleicher
Grofe und Morphologie aufweisen, haben zu einem breiten
Spektrum an Anwendungen in der Biotechnologie, Nano-
technologie und Biomimetik gefithrt.[% % 67

Um S-Schicht-Proteine mit definierten Eigenschaften fiir
bio- und nanotechnologische Anwendungen zu erhalten,
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werden S-Schicht-tragende Orga-
nismen in kontinuierlicher Kultur
bei  konstanten  spezifischen
Wachstumsgeschwindigkeiten ge-
ziichtet.140- 1981 - Die  zukiinftige
Entwicklung ist allerdings auf
die Produktion von rekombinan-
ten S-Schicht-Proteinen!'-!%! mit
integrierten funktionellen Domé-
nen ausgerichtet. Die gezielte
Herstellung von verkiirzten For-
men von S-Schicht-Proteinen mit
ausgetauschten Aminosduren so-
wie die Verwendung rekombinan-
ter S-Schicht-Proteine werden ei-
ne Charakterisierung der Domi-
nen ermdoglichen, die fiir die
Bindung zwischen den S-Schicht-
Untereinheiten sowie zwischen
dem S-Schicht-Gitter und natiir-
lichen oder kiinstlichen Tragern
verantwortlich sind. Weiterhin
sollen rekombinante S-Schicht-
Fusionsproteine mit integrierten
strukturellen Doménen und der
Fahigkeit zur Selbstorganisation
hergestellt werden.

S-Behicht-URrafiliratiormmamisran

S-Echicht-Mikropartibosl
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Abbildung 9. a) Schematische Darstellung einer S-Schicht-Ultrafiltrationsmembran (SUM) und b) von
S-Schicht-Mikropartikeln (SMPs), die als Matrix zur Immobilisierung funktioneller Makromolekiile genutzt
werden. ¢, d) Elektronenmikroskopische Aufnahmen von gefriergeitzten ganzen Zellen mit hexagonaler
Gittersymmetrie. In (c) wurde polykationisches Ferritin (PCF) zur Markierung der negativ geladenen
Doménen an der S-Schicht-Oberfliche des Archaebakteriums Thermoproteus tenax verwendet. In (d) wurde
Ferritin kovalent an die Carbodiimid-aktivierten Carboxygruppen des S-Schicht-Proteingitters von
Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus gebunden. Die Lange der Balken entspricht 100 nm.

7.1.1. S-Schichten als
Ulrrafiltrationsmembranen mit einheitlicher Porengriofie

Da S-Schichten eine Porositidt von 30—70% sowie Poren
von identischer Grofle und Morphologie im Bereich von 2 bis
8 nm aufweisen, konnen sie als hochporose ,,isopore Ultra-
filtrationsmembranen angesehen werden.'™ '] An S-Schich-
ten von B.-stearothermophilus-Stimmen wurden Permeabili-
tatsuntersuchungen mit Proteinen definierter molekularer
GroBe nach der ,,space technique® durchgefiihrt.['*! Die nach
dieser Methode ermittelten Trenngrenzen nach nomineller
Molekiilmasse stimmten mit den Porengrof3en tiberein, die an
negativ kontrastierten S-Schichten elektronenmikroskopisch
nachgewiesen wurden.'$: % Dank der scharfen Molekiilmas-
sentrenngrenze konnen S-Schichten verschiedener Bacilla-
ceae zur Produktion von Ultrafiltrationsmembranen (SUMs)
verwendet werden.'”t172l SUMs werden durch Aufbringen
von S-Schicht-Selbstorganisationsprodukten oder S-Schicht-
tragenden Zellwandfragmenten auf Mikrofiltrationsmembra-
nen, Quervernetzung des S-Schicht-Proteins mit Glutaralde-
hyd und Reduktion der Schiff-Basen mit Natriumborhydrid
hergestellt (Abbildung 9a).

Die chemische Modifikation der Carboxygruppen an der
S-Schicht-SUM-Oberfliche und im Bereich der Poren er-
moglicht die Herstellung von neutralen, positiv oder negativ
geladenen SUMs mit unterschiedlicher Oberflachenhydro-
phobie.l”174 Auf Grund der isoporen Struktur und der
definierten Oberflicheneigenschaften von (chemisch modifi-
zierten) SUMs konnten detaillierte Untersuchungen beziig-
lich des Zusammenhangs zwischen der Adsorption von
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Mono- und Multischichten und den FluBverlusten der Ultra-
filtrationsmembranen wihrend der Filtrationsvorgidnge
durchgefiihrt werden.['73 174l

7.1.2. S-Schichten als Matrix zur Immobilisierung von
Jfunktionellen Molekiilen

Die hohe Dichte und die definierte Anordnung von
Carboxygruppen an der Oberfliche der S-Schicht-Gitter
wurde zur Immobilisierung (kovalenten Bindung) eines
breiten Spektrums funktioneller (Makro)molekiile genutzt
(Abbildung 9). Beziiglich der Belegungsdichte und der Re-
produzierbarkeit erwies sich unter den verschiedenen Immo-
bilisierungsverfahren eine Aktivierung der Carboxygruppen
mit der Carbodiimidmethode als optimal.l'>'78] Zur Quanti-
fizierung der Zahl an Fremdmolekiilen, die kovalent an
S-Schicht-Gitter gebunden werden konnen, wurden
S-Schicht-Mikropartikel (SMP; mit Glutaraldehyd vernetzte,
S-Schicht-tragende Zellwandfragmente mit kompletter inne-
rer und duBerer S-Schicht) verwendet (Abbildung 9b).l'7>177]
Die meisten Enzyme, (z.B. -Glucosidase, Glucoseoxidase,
Invertase oder Naringinase) konnten in Form von dicht
gepackten Monoschichten an S-Schicht-Gitter gebunden
werden.[76 1781 Bei der Immobilisierung von Enzymen hatte
die Verwendung von Spacern keinen Einfluf auf die Bin-
dungskapazitdt von S-Schichten, es konnten aber dadurch
hohere Enzymaktivititen pro Flicheneinheit erhalten wer-
den.l'® Durch die kovalente Bindung von Protein A, einem
Liganden, der spezifisch den Fc-Teil der meisten Antikorper
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von Sdugetieren erkennt, konnten SMPs als Affinititspartikel
fiir die Isolierung und Reinigung von (monoklonalen) Anti-
korpern aus Serum oder Zellkulturiiberstanden hergestellt
werden. ' 181 Auf Grund ihrer hohen Bestéindigkeit gegen-
iiber Druck und Scherkriften eignen sich SMPs mit immobi-
lisiertem Protein A auch als ,,escort particles” in der Affini-
téits-Cross-Flow-Filtration.[8%]

SUMs mit immobilisiertem IgG wurden auch als Reak-
tionszone fiir Teststreifen eingesetzt, die nach dem Prinzip
von Festphasen-Immunoassays arbeiten.['’> 81 Teststreifen
auf der Basis von SUMs sind leicht handhabbar und ermog-
lichen die rasche Bestimmung verschiedenster Analyte. Zur
Herstellung der Reaktionszone werden iiblicherweise mono-
klonale Antikorper an die Carbodiimid-aktivierten Carboxy-
gruppen des S-Schicht-Proteins gebunden. So betrédgt die
Bindungskapazitit des quadratischen S-Schicht-Gitters von
B. sphaericus fiir IgG 375 ngcm 2. Gemessen an der Sitti-
gungskapazitit einer planaren Oberfldche fiir IgG entspricht
diese Menge einer Monoschicht von statistisch orientierten
Antikorpermolekiilen.'””! Auf der Basis der SUM-Technik
wurden bereits verschiedene Arten von Teststreifensystemen
entwickelt. Klinisch erprobt wurden Teststreifen zur Bestim-
mung des Gewebeplasminogen-Aktivators (t-PA) in Vollblut
oder Plasma, von IgE als Marker fiir Allergien vom Typ I im
Serum und von Interleukinen zur Differenzierung zwischen
septischem und traumatischem Schock. Die Vorteile von
SUMs gegeniiber den bisher bei Teststreifensystemen als
Reaktionszonen verwendeten amorphen Polymeren kénnen
wie folgt zusammengefal3t werden:

1) S-Schichten haben definiert repetitive Oberfldcheneigen-
schaften.

2) Da die Immobilisierung des Bindungsantikorpers an der
duBersten Oberflache einer kristallinen Matrix und nicht
in einer porosen Struktur erfolgt, finden keine difussions-
kontrollierten Reaktionen statt.

3) Auf Grund der kovalenten Bindung der Liganden (z.B.
Antikorper) an das S-Schicht-Protein findet wiahrend der
Testdurchfiihrung kein Verlust statt.

4) SUMs adsorbieren weder Erythrocyten noch andere
Serum- oder Blutbestandteile.

5) An der Oberfliche der SUM werden durch Peroxidase
oder alkalische Phosphatase stabile, konzentrationsabhén-
gige Prézipitate gebildet, deren Intensitét reflektometrisch
gemessen werden kann.['81

7.1.3. S-Schichten bei der Entwicklung von Vakzinen

S-Schichten wurden bisher auf verschiedene Weise fiir die
Entwicklung von Vakzinen eingesetzt. Bei der Lachszucht im
SiiBwasser und im Meer kénnen Erkrankungen mit Aeromo-
nas salmonicida und A. hydrophila zu drastischen Produk-
tionsverlusten fithren. Nachdem die S-Schicht dieser Orga-
nismen als wesentlicher Virulenzfaktor erkannt worden war,
wurden intakte oder mit Ultraschall desintegrierte Zellen,
oder gereinigte Zellprodukte, als abgeschwichte Vakzine
eingesetzt.[* 182]

Ein anderer Weg wurde bei der Verwendung von S-Schich-
ten als Matrix fiir die Immobilisierung von Antigenen und
Haptenen eingeschlagen. Native oder chemisch vernetzte
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S-Schichten konnen als kombiniertes Carrier/Adjuvans-Sy-
stem fiir die Impfung gegen Infektionen mit pathogenen
Organismen, in der Krebs-Immuntherapie sowie in der anti-
allergischen Immuntherapie verwendet werden.['s> 184 Auf
Grund der kristallinen Struktur von S-Schichten sind die fiir
die Bindung von Antigenen/Haptenen erforderlichen funk-
tionellen Gruppen auf jedem Promotor in identischer Position
und Orientierung verfiigbar.['8> 1361 Diese charakteristischen
Eigenschaften ermoglichen eine prézise Immobilisierung von
Liganden auf definierten Epitopen der S-Schicht-Proteingit-
ter (Abbildungen 5 und 9).

Die Verwendung von S-Schichten als Carrier/Adjuvans-
Kombination fiir die Herstellung von therapeutischen Krebs-
Vakzinen wurde erstmals von Smith et al. vorgeschlagen.!'s”]
Tumor-assoziierte Glycane wie das T- oder Lewis-Y-Antigen
losten, gekuppelt an mit Gluaraldehyd quervernetzte
S-Schichten verschiedener Gram-positiver Bakterien, ohne
Verwendung eines externen Adjuvans eine starke, Hapten-
spezifische Uberempfindlichkeitsreaktion vom verzogerten
Typ aus (delayed-type hypersensitivity; DTH). Dagegen
waren mit diesen S-Schicht-Konjugaten nur niedrige Anti-
korpertiter erzielbar. ,,Adoptive-transfer“-Experimente deu-
teten darauf hin, daB3 diese DTH-Antwort durch T-Helferzel-
len vermittelt wurde. Die orale oder nasale Verabreichung
von Hapten-S-Schicht-Konjugaten erbrachte fiir Tumor-asso-
ziierte Glycane #hnlich spezifische DTH-Antworten.['87]

Weitere S-Schicht-Antigen-Konjugate wurden durch Kupp-
lung von Oligosacchariden aus Kapseln verschiedener Strep-
tococcus-pneumoniae-Serotypen an native, nicht fixierte
S-Schichten hergestellt. Die Seren von Maéusen, die mit
diesen Konjugaten immunisiert worden waren, zeigten im-
munprotektive Eigenschaften und verringerten die Kolonien-
zahl von S. pneumoniae auf Blutagarplatten um 99 %. Kon-
jugate aus S-Schichten und intaktem Polysaccharid desselben
Serotyps fiihrten hingegen nicht zur Bildung protektiver
Antikorper. Die Oligosaccharid-Konjugate 16sten auflerdem
bei einer folgenden Verabreichung von thermisch abgetoteten
S.-pneumoniae-Zellen eine zellulire (DTH) Immunantwort
aus. Daraus wurde abgeleitet, da3 die Thymus-unabhingige
Immunantwort auf das bakterielle Polysaccharid durch die
S-Schicht-Konjugate in eine immunprotektive, Thymus-ab-
héngige Reaktion umgewandelt werden konnte.['¢]

Bei Allergien vom Typ I wird die Bildung von IgE-Anti-
korpern durch Th2-Helfer-Lymphocyten vermittelt. Nicht-
Allergiker produzieren hingegen kein IgE und nur wenige
spezifische IgG-Antikorper gegen Allergene. Diese charak-
teristische Immunantwort wird durch ThO/Th1-Zellen ver-
mittelt.®”) Dies stellt einen Ansatzpunkt fiir die Immunthe-
rapie und moglicherweise auch fiir die Prophylaxe von
Allergien vom TypI dar. Eine S-Schicht-Vakzine zur Be-
handlung von Allergien wurde durch Kupplung des rekom-
binanten Birkenpollen-Allergens Betv 1 (rBetv 1) an che-
misch vernetzte S-Schichten hergestellt. Dazu wurden zu-
nichst T-Zellinien (TCL) und T-Zellklone (TCC) aus dem
peripheren Blut von Birkenpollen-Allergikern isoliert und
anschlieend den Zellkulturen entweder reines rBet v 1 oder
an S-Schichten immobilisiertes rBet v 1 als primérer Anti-
genstimulus zugegeben. Die Zuordnung der entsprechenden
Immunreaktion erfolgte durch die Untersuchung des Cyto-
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kinmusters in den T-Zellklonen (Abbildung 10).°°! Dabei
zeigte sich, daf3 S-Schichten und rBet v 1-S-Schicht-Konjugate
die Produktion groBer Mengen an Interleukin 12 (IL-12)
stimulierten. Hingegen fiithrte die Stimulation von rBet v 1-
induzierten TCC mit rBet v 1-S-Schicht-Konjugaten zu einer
erhohten Produktion von Interferony, wobei diese durch
neutralisierende monoklonale Anti-IL-12-Antikorper wieder
riickgéngig gemacht werden konnte. Diese Resultate deuten
darauf hin, daB8 S-Schichten primér einen durch IL-12 ver-
mittelten Adjuvanseffekt auslosen.!'*’)

f

% CD4* TCC

N
Th2 ThO Th1 Th2 ThO Thi Th2 ThO Thi
Spezifitdt von TCC:  rBet v 1 rBetv 1 S-Schicht

Induktion von TCL:  rBetv 1 rBet v 1/S-Schicht-Konjugat

Abbildung 10. Subklassenverteilung von T-Helferzellen (Th) bei CD4*-T-
Zellklonen (TCC), wie sie durch das rekombinante Hauptbirkenpollen-
allergen rBet v 1 oder durch rBet v 1-Schicht-Konjugate und Stimulation
mit rBet v 1 induziert wurden. Th-Subklassen wurden nach dem Verhéltnis
von Interferon y zu Interleukin 4 klassifiziert (entnommen aus Lit. [190]
mit freundlicher Genehmigung von Oxford University Press).

Die bisherigen Versuche lassen erkennen, daf} die
S-Schicht-Vakzinetechnologie fiir ein breites Spektrum von
Anwendungen geeignet ist. Als Triager/Adjuvans-Basisstruk-
turen kann bereits auf eine Vielzahl von immunologisch nicht-
kreuzreaktiven S-Schichten, die zudem keine meBbare Toxi-
zitdt aufweisen, zuriickgegriffen werden. Eine weitere Stra-
tegie fiir die Entwicklung neuer Modellvakzine beruht auf
S-Schicht-stabilisierten Liposomen, wobei sich ein breites
Spektrum an Kombinationsmoglichkeiten aus geeigneten
Protein-, Lipid-, oder Glycolipid-Immunmodulatoren anbie-
tet. Die bisherigen Befunde mit S-Schicht-Konjugaten zeigen
deutlich, daB die immunologischen Antworten auf die Imp-
fung durch S-Schichten in die durch Thl- und Th2-Lympho-
cyten kontrollierte Richtung gelenkt werden, wodurch die
Voraussetzung fiir Therapie und Prophylaxe erfiillt wird.

7.1.4. S-Schichten als Trigerstrukturen fiir funktionelle
Lipidmembranen

Da ein wesentlicher Teil der biologischen Prozesse iiber
Membranen ablduft, besteht ein grofes Interesse an der
Entwicklung von Verfahren und Methoden fiir ihre meso- und
makroskopische Nutzung. Insbesondere funktionelle Trans-
membranproteine haben ein sehr breites Anwendungs-
potential in der Bioanalytik, Biotechnologie und Biomimetik.
Da kiinstlich hergestellte, planare Lipid-Doppelschichten und
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Liposomen nur eine geringe mechanische Stabilitdt aufwei-
sen, war eine praktische Nutzung in vielen Anwendungs-
bereichen bisher nicht mdoglich.® %2l Daher besteht ein
grof3er Bedarf an Systemen, die solche Strukturen verstiarken,
ohne ihre Funktion zu behindern.

Die Stabilitdt von Lipidmembranen kann durch die Rekri-
stallisation eines geschlossenen monomolekularen S-Schicht-
Gitters signifikant erhoht werden.!'> 1% Komposit-S-Schicht-
Lipidfilme (Abbildung 11) sind biomimetische Strukturen,

Phospholipid-

) Tetraetherlipidfilm
Doppelschicht

molekule,

Gitter

&<«—— funktionelle Grup-
pen der S-Schicht-
Proteine

Abbildung 11. Schematische Darstellung einer semifluiden Membran, bei
der eine Phospholipid-Doppelschicht oder eine Tetraetherlipid-Mono-
schicht mit einer S-Schicht stabilisiert wurde. Der Anteil der Lipidmole-
kiile, die entweder kovalent oder iiber nichtkovalente Krifte an definierte
Dominen des porosen S-Schicht-Proteingitters gebunden sind, beeinfluf3t
die laterale Diffusion der freien Lipidmolekiile und folglich die Fluiditét
der gesamten Membran (modifiziert nach Lit. [200]).

die in ihrem supramolekularen Aufbau den Zellhiillen der
Archaea entsprechen, die ausschlieflich aus einer Plasma-
membran und einer mit dieser assoziierten S-Schicht bestehen
(Abbildung 1a). Der stabilisierende Effekt von S-Schichten
auf Lipidmembranen konnte bereits an Phospholipid-Dop-
pel- und Tetraetherlipid-Monoschichten demonstriert wer-
den. S-Schicht-unterstiitzte Lipidfilme konnen auf pordsen
Tragern mit Porendurchmessern von einigen 10 pm aufge-
zogen werden.[" Die Moglichkeit, derartige Schichten durch
Langmuir-Blodgett(LB)-Techniken herzustellen, 6ffnet ein
weites Anwendungsspektrum in der grundlagen- und anwen-
dungsorientierten Membranforschung, einschlieBlich der
Physiologie, Diagnostik und Biosensor-Entwicklung. Kom-
posit-S-Schicht-Lipidfilme sind besonders interessante supra-
molekulare Strukturen, da zu ihrer Bildung keine spezifischen
Schliissel-SchloB-Mechanismen zwischen Proteinen und (mo-
difizierten) Lipiden erforderlich sind, wie es bei der Wech-
selwirkung von Antigenen mit Antikorpern, Enzymen mit
Substraten oder auch Biotin mit Avidin der Fall ist.[!%-1%]

Die Rekristallisation von S-Schicht-Proteinen zu geschlos-
senen Monoschichten an Phospholipidfilmen ist 1) von der
Lipidkopfgruppe, 2) vom Phasenzustand des Lipidfilms und
3) vom Ionengehalt und vom pH-Wert der Subphase ab-
héingig.[ws’z‘”]

Um die Wechselwirkung zwischen den S-Schicht-Protein-
gittern und Lipidmembranen sowie den Einflu$ der S-Schicht
auf die Fluiditdt in den Lipidschichten aufzukldren, wurden
verschiedene biophysikalische Methoden angewendet wie
Rontgenbeugung,?? Fluoreszenzmessung nach ,,Photoblei-
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chen*,?”l  Rasterkraftmikroskopie,'*!  Schallgeschwindig-
keitsmessung zur Dichtebestimmung? sowie mikrokalori-
metrische Untersuchungen.?”! Da sich in Komposit-S-
Schicht-Lipidmembranen (Abbildung 11) die Stellen der
spezifischen Wechselwirkungen zwischen den Lipidkopfgrup-
pen und dem assoziierten S-Schicht-Protein entsprechend den
Gitterkonstanten wiederholen, wird erwartet, daf3 sich auch
die Fluiditdt und lokale Ordnung des Lipidfilmes dieser
Periodizitiat anpafit. Es wurde deshalb zur Beschreibung von
S-Schicht-stabilisierten Lipidmembranen der Begriff ,,semi-
fluide Membranen* eingefiihrt.[1** 200

Voltage-Clamp-Messungen an Langmuir-Lipidfilmen?%]
und an Black-Lipidmembranen” haben bestitigt, daB die
assoziierte S-Schicht weder die Funktion der Lipidmembra-
nen noch der in sie integrierten Molekiile stort. Besonders
stabile Kompositstrukturen wurden nach intra- und inter-
molekularen Quervernetzungen sowohl der S-Schicht-Pro-
teine als auch des S-Schicht-Gitters mit den Lipidmolekiilen
erhalten.

Das Konzept der ,semifluiden Membran“ lag auch der
Entwicklung und Herstellung von Lipid-Doppelschichten und
Tetraetherlipid-Monoschichten auf festen Trdgern zugrunde
(Abbildung 12).1'*-203 Beide Systeme werden fiir (hochselek-
tive) Rezeptor-Oberfldchen in elektrochemischen und opti-
schen Biosensoren sowie fiir funktionalisierte anorganische
Oberflidchen bendtigt. 208 20

Trargimesre b i
matakiola

® ot

Abbildung 12. Schematische Darstellung des Aufbaus von S-Schicht-
stabilisierten Lipidmembranen auf festen Trdgern. In (a) wird bei der
Bildung der Lipid-Doppelschicht die starke Chemisorption von Thiol-
Gruppen an Gold genutzt. Auf den Thiolipid-beschichteten festen Trager
wurde eine zweite Membranhilfte mit einer S-Schicht, die zuvor in einem
Langmuir-Trog am Lipidfilm rekristallisiert wurde, nach der Langmuir-
Schaefer-Methode iibertragen. Integrierte funktionelle Molekiile ermogli-
chen die Untersuchungen von Transmembranfunktionen. b) Als Alterna-
tive zu einer Polymerschicht befindet sich eine S-Schicht zwischen dem
festen Trdger und der Lipidmembran. Wahlweise kann auch die duflere
Halfte der Lipid-Doppelschicht durch das Binden einer S-Schicht stabili-
siert werden (modifiziert nach Lit. [212]).
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Die S-Schicht-Proteine koénnen auch auf Liposo-
men, 2% 210.2111 die aus Phospholipiden oder Tetraetherlipiden
bestehen, rekristallisiert werden (Abbildung 13). Das supra-
molekulare Bauprinzip von S-Schicht-umhiillten Liposomen
hat groBe Ahnlichkeit mit den Zellhiillen Gram-negativer

e
L] [

S-8chicht

Lipidmembran
BEnge-
" achioseEsng
Tran 3 |Hnl'lru.'| quﬂj 7 funkSonels
'| ! .'Ll_ Miiekidy

(G ara at =]
Tunksonala
Soakia

nekombiranias
B-Schichi-Frolen
mil Tunkfcnalen Dommdngn

Abbildung 13. Elektronenmikroskopische Aufnahme von negativ kon-
trastierten Liposomen, an deren Oberfldche eine S-Schicht mit schréager
Gittersymmetrie rekristallisiert wurde, a) vor und b) nach der kovalenten
Bindung von stark elektronenstreuenden Ferritinmolekiilen. ¢) Schemati-
sche Darstellung eines mit einem S-Schicht-Gitter umbhiillten Liposoms,
das als Matrix zur Immobilisierung funktioneller Molekiile verwendet
werden kann. Alternativ kénnen auch rekombinante S-Schicht-Proteine
mit integrierten funktionellen Doménen verwendet werden. Die Lange der
Balken entspricht 80 nm.

Archaea (Abbildung 1a) oder den Virushiillen. Nach ihrer
Rekristallisation auf den Liposomen koénnen die S-Schicht-
Proteine quervernetzt und als Matrix zur kovalenten Bindung
von monomolekularen Schichten weiterer Molekiile verwen-
det werden. Die hohe mechanische und thermische Stabilitét
der S-Schicht-umbhiillten Liposomen sowie die Moglichkeit
zur Bindung von biologisch aktiven Molekiilen hat ein
breites Anwendungspotential erschlossen. Insbesondere er-
geben sich iiber diese biomimetischen Strukturen neue
strategische Ansétze fiir die Entwicklung von Carrier/
Adjuvans-, Arzneimittelverabreichungs- und -Targeting-
Systemen einschlieflich der Herstellung kiinstlicher Viren,
wie sie in der Gentherapie zum Einsatz kommen sol-
len.
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7.2. Nanotechnologische Anwendungen

7.2.1. Rekristallisation von S-Schichten auf festen Trigern

Die besondere Eigenschaft von isolierten S-Schicht-Pro-
teinen, auf festen Tragern grofflachig zu rekristallisieren, ist
eine der wichtigsten Voraussetzungen zur Funktionalisierung
von Oberflichen.? 2121 Viele bio- und nanotechnologische
Anwendungen von S-Schichten setzen eine definierte Orien-
tierung des Proteingitters zum Substrat voraus.?’®! Eine
Gemeinsamkeit der meisten technologisch relevanten
S-Schichten ist ihre Asymmetrie zwischen AuBlen- und Innen-
seite beziiglich Topographie, Oberfldichenladung und Hydro-
phobie. Aus hochauflosenden elektronen- und rasterkraft-
mikroskopischen Aufnahmen ist bekannt, dafl die Oberfla-
chenrauheit an der AuBlenseite nur méBig, an der Innenseite
hingegen stiarker ausgeprigt ist. Chemische Modifikationen
der S-Schicht-Oberflichen sowie Adsorptions- und Markie-
rungsexperimente mit unterschiedlich geladenen Markermo-
lekiilen ergaben fiir die S-Schichten vieler Bacillaceae eine
ladungsneutrale, eher hydrophobe Auflen- und eine nettone-
gativ geladene, weniger hydrophobe Innenseite.

Hochauflosende elektronenmikroskopische und raster-
kraftmikroskopische Untersuchungen ergaben, daf3 die rekri-
stallisierten Protein-Monoschichten nicht tiber die gesamte
Oberfliche monokristallin vorliegen, sondern aus einem
geschlossenen Mosaik aus zufillig ausgerichteten kristallinen
Doménen bestehen.[?? 132131 Aus der zeitlich aufeinanderfol-
genden Abbildung des Kristallisationsvorganges ging hervor,
daf3 das Kristallwachstum von S-Schichten an Phasengrenz-
flichen zunéchst von zufillig verteilten Nucleationspunkten,
bestehend aus einzelnen Proteinen, oligomeren Vorstufen
oder kleinen Kristalliten, ausgeht. In der Folge verlduft, von
den Nucleationspunkten ausgehend, in alle Richtungen ein
laterales Wachstum, bis benachbarte kristalline Regionen
aufeinandertreffen und eine vollstdndig geschlossene Mono-
schicht gebildet ist.

Obwohl das S-Schicht-Gitter einen polykristallinen Cha-
rakter aufweist, haben die einzelnen Kkristallinen Doménen
dieselbe Orientierung zur Grenzfliche. Diese charakteristi-
sche Orientierung wird sowohl durch die anisotropen Ober-
flacheneigenschaften der S-Schicht-Gitter als auch durch die
physikochemischen Eigenschaften der Trédger (z.B. Hydro-
phobie, Oberflichenladung) bestimmt. Die Grofle der einzel-
nen monokristallinen Bereiche hdngt sowohl von der Dichte
als auch von der lateralen Beweglichkeit der Protein-Unter-
einheiten oder Kiristallisationskeime ab, die in einem sehr
frithen Stadium der S-Schicht-Rekristallisation an der Tréager-
flache adsorbiert wurden. Neben den Oberflicheneigenschaf-
ten des Substrates ist die Bildung geschlossener kristalliner
Anordnungen auflerdem stark von der jeweils verwendeten
S-Schicht sowie von den Eigenschaften der Subphase (z.B.
Temperatur, pH-Wert, Ionenzusammensetzung und Ionen-
stidrke) abhéngig. Der mittlere Durchmesser der kristallinen
Bereiche kann im Bereich von 1 bis 20 um liegen. Das
Ausmaf der Gesamtbedeckung ist dabei nur durch die Grofie
des Substrats begrenzt. In Tabelle 4 sind alle technologisch
bedeutenden Substrate zusammengefaft, fiir die die Bildung
von S-Schicht-Gittern bereits optimiert wurde.
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Tabelle 4. Technologisch wichtige Substrate, an denen S-Schichten rekri-
stallisieren.2?!

Silicium- und Galliumarsenid-Wafer fiir neue Anwendungen in der
Mikroelektronik und bei miniaturisierten integrierten Biosensoren

Glas zur Entwicklung von optischen und elektrooptischen Sensorsystemen

Edelmetalle (z.B. Gold oder Platin) zur Entwicklung ultradiinner
Arbeitselektroden fiir aperometrische Biosensoren

7.2.2. Strukturierung von rekristallisierten S-Schichten

Zahlreiche technologische Anwendungen von S-Schicht-
funktionalisierten Oberfldchen erfordern eine Strukturierung
des Proteingitters im (Sub)mikrometer-Bereich. Beispiels-
weise konnen auf Silicium-Wafern rekristallisierte S-Schich-
ten mit UV-Strahlung durch eine in der Mikrolithographie
iibliche Maske, die Strukturen in der GroéBe von 1 um bis
200 nm aufweist (quadratische und linienférmige Muster),
belichtet werden (Abbildung 14).2" Zur Vermeidung von
Interferenzmustern in der strukturierten S-Schicht erwies es
sich als notwendig, noch vor der Belichtung den der Pro-
teinmatrix anhaftenden diinnen Wasserfilm durch schonende
Trocknung zu entfernen. Mit zwei Pulsen eines ArF-Exci-
merlasers (4 =193 nm, Dosis: circa 100 mJcm~=2 pro Puls)
konnte die S-Schicht in den belichteten Bereichen vollstindig
abgetragen werden, wobei in den nicht belichteten Bereichen
die Struktur und biochemische Funktion des Proteingitters
vollig erhalten blieb. Die Hohendifferenz zwischen den
belichteten und nicht belichteten Bereichen konnte raster-
kraftmikroskopisch bestimmt werden. Die Abmessung ent-
sprach genau den an Randzonen einzelner kristalliner
S-Schichten bestimmten Werten.

Derzeit werden S-Schichten, die auf Silicium-Wafern
rekristallisiert wurden, auf ihre Eignung als neuartige, ultra-
diinne Resistmaterialien getestet. Bei dieser Anwendung
werden die strukturierten S-Schichten verstdrkt durch eine
diinne, widerstandsfahige Schicht (z. B. Zr, aufgebracht durch
die Reaktion mit ZrOCl,), durch Silylierung??”! oder strom-
lose Metallabscheidung,?'®! um auf diese Weise bei einem
nachfolgenden Trockenitzverfahren unterschiedliche At-
zungsanteile zwischen belichteten und unbelichteten Berei-
chen zu erzielen. Auf Grund der geringen Dicke von
S-Schichten (circa 10 nm) sind gegeniiber konventionellen
polymeren Resistmaterialien fiir bestimmte Strukturierungs-
verfahren Vorteile zu erwarten.

Im Gegensatz zur Bestrahlung mit einem ArF-Excimerla-
ser war die Abtragung der S-Schicht mit einem KrF-Laser
(A =248 nm) nicht moglich.?'4! Untersuchungen von solchen
bestrahlten S-Schicht-Gittern haben ergeben, dal} selbst eine
Dosis von ca. 3500 mJecm=2 (10 Pulse zu je ca. 350 mJcm—2)
nur zu einer starken Denaturierung, aber nicht zur Entfer-
nung des Proteingitters fiihrt.?'Y) Wie rasterkraftmikrosko-
pisch nachgewiesen wurde, entsprach die Stufenhohe zwi-
schen den belichteten und nicht belichteten Bereichen auch
nicht mehr der vollen Dicke einer intakten S-Schicht. Da
durch die Bestrahlung die Stuktur des S-Schicht-Gitters auch
in den nicht belichteten Regionen verloren ging, wurde
daraus geschlossen, daf3 wihrend des Belichtungsvorganges
auch in diesen Bereichen eine thermische Schéadigung auftrat.
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Abbildung 14. Schematische Darstellung der Strukturierung von
S-Schichten, die auf festen Trégern rekristallisiert wurden, durch Bestrah-
lung mit UV-Licht. a) Durch die Bestrahlung mit einem ArF-Excimerlaser
(A=193nm) durch eine mikrolithographische Maske wird auf die
S-Schicht ein Muster iibertragen. b) Die S-Schicht wird spezifisch an den
belichteten Stellen von der Silicium-Oberfldche abgetragen, behélt aber an
den unbelichteten Stellen ihre kristalline und funktionelle Integritat.
c) Unbelichtete Bereiche der S-Schicht konnen zur Bindung von Verstir-
kerliganden (links) oder zur stromlosen Metallabscheidung (rechts)
verwendet werden. In beiden Féllen wird eine Schicht gebildet, die eine
Strukturierung durch Trockendtzen ermoglicht. d) Alternativ konnen
unbelichtete Bereiche der S-Schicht auch fiir das selektive Binden bio-
logisch aktiver Molekiile, die zur Herstellung miniaturisierter Biosensoren
oder biokompatibler Oberflichen notwendig sind, verwendet werden.
e) Rasterkraftmikroskopisches Bild einer auf einem Silicium-Wafer struk-
turierten S-Schicht. Die Linge des Balkens entspricht 3 um. Die mogliche
Auflosung wird durch die Wellenldnge der Excimerlaserstrahlung be-
stimmt (modifiziert nach Lit. [212]).

Dieser bemerkenswerte Empfindlichkeitsunterschied von
S-Schichten gegeniiber ArF-Laser- und KrF-Laserstrahlung
konnte bereits zur Ubertragung eines Submikrometer-Mu-
sters auf ein konventionelles polymeres Resistmaterial auf
einem Silicium-Wafer genutzt werden.?'”l Dazu wurde zu-
néchst eine S-Schicht auf einem durch Spin-Coating erhalte-
nen polymeren Resist (ungefihr 500 nm Schichtdicke), der
nur gegeniiber KrF-, aber nicht gegeniiber ArF-Laserstrah-
lung empfindlich war, rekristallisiert und durch ArF-Laser-
strahlung durch eine lithographische Maske strukturiert. Die
strukturierte S-Schicht diente in der Folge als Maske fiir die
Bestrahlung des Resists mit KrF. Mit diesem Verfahren
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konnten sehr steile Flanken im danach entwickelten poly-
meren Resistmaterial erhalten werden.

Gegenwartig wird versucht, die Auflosungsgrenze von etwa
100 nm, die sich aus der Wellenldnge der verwendeten UV-
Strahlung ergibt, fiir lithographische Verfahren mit S-Schich-
ten zu verbessern. Erste Versuche mit Elektronen- und
Tonenstrahlen haben bereits ergeben, da3 es grundsitzlich
moglich ist, feinere Strukturen in S-Schicht-Gitter zu iiber-
tragen (unverdffentlichte Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe).

7.2.3. S-Schichten als Matrizen zur Herstellung regelmdiflig
angeordneter Nanopartikel

Der Entwicklung von Verfahren zur Herstellung regel-
méaBig angeordneter Metallcluster mit neuen, interessanten
physikalischen Eigenschaften wird in der molekularen Elek-
tronik und nichtlinearen Optik eine grof3e Bedeutung bei-
gemesen. Die gegenwirtigen Ansétze nutzen zumeist kolloid-
chemische Methoden in Verbindung mit der Langmuir-
Blodgett-Technik.?!%2211 Obwohl diese Methoden in den
letzten Jahren wesentlich weiterentwickelt wurden, ist es mit
ihnen noch nicht moglich, definiert angeordnete Punktgitter
im Mikrometer-Maf3stab herzustellen. Vor kurzem konnte
gezeigt werden, dafl sich S-Schichten als Matrizen zur
Herstellung von regelméBigen metallischen oder halbleiten-
den nanometergofen Punktgittern eignen. Sowohl an
S-Schichten, die auf Substraten rekristallisiert wurden, als
auch an planaren und zylindrischen Selbstorganisationspro-
dukten in Suspension konnten geometrisch streng geordnete
Prizipitate von monodispersem Cadmiumsulfid???l und von
Gold (Abbildung 15) hergestellt werden.?”! Dieses Ergebnis
ist grundsétzlich nicht iiberraschend, zumal Untersuchungen
an der S-Schicht eines Cyanobakteriums ergaben, daf3 die
kristalline Proteinmatrix eine definierte Biomineralisation
von CaSO, und CaCQOj; induzieren kann.['%]

Fiir die Herstellung von regelméBig angeordneten Gold-
Nanopartikeln wurden zunéchst durch eine chemische Modi-
fikation Thiolgruppen in die S-Schicht eingefiihrt. Danach
wurde die Protein-Matrix mit Tetrachlorogold(ii)-sdure-L6-
sung inkubiert. Die Bildung von diskreten Goldpartikeln
erforderte eine Elektronenbestrahlung der mit einer diinnen
Goldschicht iiberzogenen S-Schicht im Transmissionselektro-
nenmikroskop. Hochauflosende elektronenmikroskopische
Abbildungen lassen erkennen, daf3 sich die Gold-Nanoparti-
kel im Porenbereich des S-Schicht-Gitters gebildet hatten und
in ihrer Morphologie und rdaumlichen Verteilung der Struktur
der Poren sowie den Gitterkonstanten der S-Schicht-Matrix
entsprachen (Abbildung 15). Elektronenbeugungsbilder und
energiedispersive Rontgenmikroanalyse bestétigten, daf die
Gold-Partikel zwar aus kristallinem (reinem) Gold bestan-
den, diese aber gegenseitig nicht kristallographisch ausge-
richtet waren. Digitale Bildverarbeitungsmethoden zeigten
zudem, daf} die Standardabweichung einzelner Partikel von
ihrer idealen Position im zweidimensionalen Gitter weniger
als +0.5 nm betrug.

Seit kurzem schlieft das Spektrum an verfiigbaren Mate-
rialien auch die Prézipitate von Platin und Palladium sowie
von magnetischen Materialien wie Eisen oder Nickel ein
(unveroffentlichte Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe). Zur
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e 4

— Gold-Nanopartikel
et «— S-Schicht (modifiziert)
s

]«— EM-Netzchen

Abbildung 15. a) Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Gold-,,Su-
pergitters® aus monodispersen Gold-Nanopartikeln mit einem mittleren
Durchmesser von 4 bis 5 nm. b) Schematische Darstellung eines Quer-
schnitts durch einen S-Schicht-iiberzogenen Trager mit Gold-Nanoparti-
keln im Bereich der S-Schicht-Poren. Die Linge des Balkens entspricht
50 nm.

Zeit untersuchen wir die elektrischen, magnetischen sowie
optischen Eigenschaften dieser regelmidBig angeordneten
Nanopartikel.

S-Schichten konnten auch bereits als Atzmasken im
Nanometerbereich zur Herstellung regelmifig angeordneter
Titan-Nanopartikel eingesetzt werden.?+22l Bei dieser An-
wendung wurde zunéchst die Struktur eines hexagonalen
S-Schicht-Gitters durch (niederenergetisches) Elektronen-
strahldtzen auf eine Silicium-Oberfldche iibertragen. Danach
wurde die S-Schicht-Maske entfernt und die strukturierte
Oberfldche im Sauerstoffplasma oxidiert. Nach Aufbringung
einer diinnen Schicht (ca. 1.2 nm) von Titan auf die oxidierte
Oberflache entstanden in den gedtzten Vertiefungen regel-
méaBig angeordnete Titan-Cluster.

Im Unterschied zu anderen Verfahren scheint es derzeit nur
mit Hilfe von S-Schichten moglich zu sein, grofflachige
anorganische Gitter von Nanokristallen mit einer hohen
Flexibilitat hinsichtlich der PartikelgroBe (3 bis 15 nm im
Durchmesser), des Abstandes zwischen den Partikeln (bis zu
30 nm) und der Gittersymmetrien (schrédg, quadratisch oder
hexagonal) herzustellen.

8. Zusammenfassung und Ausblick

Die bisher durchgefiihrten Untersuchungen zeigen deut-
lich, daB} S-Schichten bei prokaryotischen Organismen zu den
am weitesten verbreiteten Zelloberflichenstrukturen gerech-
net werden miissen. Als hochporose kristalline Proteingitter,
die die Zelloberflache vollstindig bedecken, reflektieren sie
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spezifische Anpassungen der Organismen an ein breites
Spektrum von oOkologischen Bedingungen und Selektions-
kriterien. S-Schichten werden aus einer einzigen (Glyco)pro-
teinspezies aufgebaut und stellen somit die einfachsten
selbstorganisierten Membranen dar, die sich im Laufe der
biologischen Evolution entwickelt haben. Durch eine spon-
tane Assoziation identischer Untereinheiten unter Gleich-
gewichtsbedingungen entstehen stabile, strukturell genau
definierte monomolekulare kristalline Aggregate, die durch
nichtkovalente Bindungen zusammengehalten werden. Wih-
rend des Wachstums und der Teilung von Bakterienzellen
verhalten sich S-Schichten als ,,dynamische, geschlossene
Kristalle®, die die intrinsische Fahigkeit haben, stindig eine
Struktur mit niedriger Gibbs-Energie einzunehmen.

Untersuchungen zur Aufkldrung der Selbstorganisation
von Strukturen aus molekularen Bausteinen prisentieren
ein neues, sich rasch entwickelndes, interdisziplindres wissen-
schaftliches Gebiet.[?»212.227.228] Molekulare Selbstorganisa-
tionsprozesse sind ubiquitér in biologischen Systemen und als
solche auch die Grundlage fiir die Morphogenese komplexer
biologischer Strukturen. Fiir die Materialwissenschaften
liegt die Attraktivitidt von Selbstorganisationssystemen vor
allem in der Moglichkeit, iiber einfache Verfahren ultra-
kleine, einheitliche funktionelle Strukturen in mikro-,
meso- oder makroskopischen Dimensionen zu nutzen. Diese
»Bottom-up“-Prozesse der Selbstorganisation beruhen auf
streng definierten intermolekularen Wechselwirkungen zwi-
schen den einzelnen Bausteinen, die letztlich auch die
Moglichkeit des supramolekularen Endprodukts bestim-
men.

Es ist das Ziel der molekularen Nanotechnologie und
Biomimetik, von der Natur zu lernen, mit welchen moleku-
laren Bausteinen und nach welchen Prinzipien der Selbst-
organisation funktionelle supramolekulare Systeme entste-
hen. In diesem Sinne ist es auch das erklidrte Ziel der
anwendungsorientierten S-Schicht-Forschung, das erstaunlich
vielfdltige Selbstorganisationspotential dieser einfachsten
biologischen Membranen, insbesondere aber auch die sich
davon ableitenden repetitiven Stuktureigenschaften zu nut-
zen. Besonders die vielfiltigen Moglichkeiten, auf S-Schich-
ten andere molekulare Funktionseinheiten und Materialien
raumlich genau definiert zu immobilisieren oder wachsen zu
lassen, eroffnet vollig neue strategische Ansitze im Bereich
des supramolekularen Engineerings und der Nanofabrika-
tion.

Wesentliche Fortschritte bei der meso- und makroskopi-
schen Nutzung von funktionellen Lipidmembranen sollten
sich durch den stabilisierenden Effekt rekristallisierter
S-Schichten ergeben. Das breite Anwendungspotential des
supramolekularen Bauprinzips dieser ,,semifluiden Membra-
nen‘ ist erst in einigen strategischen Ansétzen erkennbar. Es
wird erwartet, daf insbesondere die Verwendung der
S-Schichten und Lipide der Archaea, die unter extremsten
Umweltbedingungen (z.B. bei pH-Werten < 1, bei Tempera-
turen bis 110°C oder in konzentrierten Salzlosungen) vor-
kommen, zur Entwicklung technologisch relevanter Mem-
bransysteme fiihren.

Analog zu S-Schicht-stabilisierten Lipidmembranen glei-
chen auch die mit S-Schicht bedeckten Liposomen den Hiillen
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vieler Archaea und Viren. Fiir dieses neue biomimetische
System sollten sich vor allem bei Arzneimittelverabreichung
und -Targeting, aber auch in der Gentherapie und der
Vakzine-Entwicklung interessante Einsatzmoglichkeiten er-
geben.

In Zukunft wird besonders der genetischen Manipulation
von S-Schicht-Proteinen eine groBe Bedeutung zukommen.
Die Moglichkeit, unter Erhaltung der natiirlichen Selbst-
organisations-Eigenschaften S-Schicht-Proteine durch gerich-
tete Mutagenese zu verdndern, eréffnet vollig neue Moglich-
keiten struktureller und funktioneller Modifikationen. Der
Einbau von Peptidsequenzen, die spezifischen funktionellen
Domaéinen anderer Proteine entsprechen, sollte es ermogli-
chen, vollig neue Affinitétsstrukturen und Enzymmembra-
nen, Matrices fiir das selektive Binden von Ionen, Mikro-
carrier, Biosensoren, Diagnostika, Vakzine, biokompatible
Oberfldchen und bioadsorbierende Systeme fiir die Regene-
ration von Gewebe zu entwickeln.'!l SchlieBlich ermdglicht
die Verwendung von S-Schichten auch alternative Strategien
zur Nanostrukturierung von Oberfldchen, zum Kopieren von
biologischen Mustern und zur Bildung von regelmiBigen
Anordnungen von Metallclustern, wie sie in der nichtlinearen
Optik und Nanoelektronik benétigt werden.!?!

In diesem Aufsatz zitierte Arbeiten unserer Arbeitsgruppe
wurden durch den Fonds zur Forderung der wissenschaftlichen
Forschung in Osterreich (Projekt S72) sowie das Oster-
reichische Bundesministerium fiir Wissenschaft und Verkehr
und das Bundesministerium fiir wirtschaftliche Angelegenhei-
ten unterstiitzt.
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