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Die vorliegende Erfindung betrifft mit S-Schicht-Protein tiberzogene Oberflachen.

Die unspezifische Adsorption von Proteinen an Oberflachen fihrt zur Verschmutzung (,fouling®)
von Biosensoren, einer verminderten Leistung und dem Versagen von im Inneren vorhandenen
Vorrichtungen, wie Implantaten, Stents und Elektroden, und einer verringerten Empfindlichkeit
medizinischer Tests, mit welchen die Bindung spezifischer Proteine nachgewiesen wird. Somit
ist die Fahigkeit, einer Bioverschmutzung zu widerstehen, wichtig fir das Entwerfen bio-
kompatibler Uberziige fiir Implantate und fiir Biosensoren, welche Analyten nachweisen kon-
nen. Weiters kann diese unspezifische Adsorption auch zu einer verringerten Effizienz im Lauf
der Filterungen proteinhaltiger Lésungen und zu einer Verstopfung der Poren eines Filters
fuhren. Oberflichenmerkmale kénnen auch eine entscheidende Rolle bei der Modulation des
Verhaltens von Zellsystemen spielen. Die chemische Modifikation von Oberflachen kann bei-
spielsweise die Zelladhasion an Substraten verhindern.

Es ist gut bekannt, dass es vorteilhaft ist, die Hydrophobie einer Membran zu verringern, da
dies die Verschmutzungs-Tendenzen einer Oberflache verringert. Um die den meisten polyme-
ren Membran-Materialien innewohnende Hydrophobie zu verringern, ist es bekannt, entweder
die Oberflaiche mit hydrophilen Gruppen (z.B. Hydroxyl-Gruppen) chemisch zu modifizieren
oder alternativ die Oberflache mit einer hydrophilen Schicht zu (iberziehen, wobei die Schicht
Ublicherweise ihrem Wesen nach polymer ist. Die beschichtete hydrophile Schicht verbessert
die Affinitat des Verbundmaterials zu Wasser, wobei es dessen Benetzbarkeit erhéht und in
einigen Fallen die Oberflache durch Wasser vollstandig benetzbar macht.

In der WO 2003/055906 A werden modifizierte S-Schicht-Proteine geoffenbart, die durch Inser-
tion von heterologen Peptiden an einer Stelle im S-Schicht-Protein modifiziert wurden. Diese S-
Schicht-Proteine sind in der Lage auf Oberflachen, wie z.B. Siliziumwafer und Gold, zu binden
und darauf eine kristalline Struktur auszubilden.

In Fahmy K. et al. (Biophysical J. 91 (2006): 996-1007) wird die Fahigkeit von S-Schicht-
Proteinen, Schwermetalle wie beispielsweise Palladium zu binden, beschrieben. Dabei wurde
ein S-Schicht-Protein vom Bacillus sphaericus mit Palladiumchlorid in Kontakt gebracht und die
Aufnahme von Palladium Uber das S-Schicht-Protein untersucht.

In Vadillo-Rodriguez V. et al. (Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 41 (2005): 33-41) wurden
die Bindungseigenschaften von zwei verschiedenen Laktobacillenstémmen an hydrophilen bzw.
hydrophoben Oberflachen untersucht, wobei einer dieser beiden Laktobacillenstdmme eine S-
Schicht aufweist, wohingegen der zweite Laktobacillusstamm keine derartige AuBenhiille auf-
weist. Dabei wurde festgestellt, dass beide Laktobacillusstamme &hnliche Adhesionseigen-
schaften zu hydrophilen bzw. hydrophoben Oberflachen bei geringen und hohen lonenstarken
aufweisen.

Es ist ein Ziel der vorliegenden Erfindung, eine Oberflaiche mit schmutzabweisenden bzw.
schmutzverhindernden (,anti-fouling”) Eigenschaften vorzusehen, was die Bindung von Biomo-
lekiilen an diese Oberflache im Wesentliche inhibiert. Ein anderes Ziel betrifft eine modifizierte
Oberflache, die einerseits Molekule spezifisch bindet, und anderseits schmutzabweisende
Eigenschaften aufweist.

Daher betrifft die vorliegende Erfindung eine mit S-Schicht-Protein lberzogene Oberflache,
wobei die nicht bedeckte Oberflaiche eine Biomolekil-Bindungskapazitat von weniger als
150 pg/cm? hat, wie mittels dem BSA-Bindungstest gemessen, und die Oberfléche zumindest
teilweise mit einem S-Schicht-Protein-Gitter bedeckt ist.

Es zeigte sich tberraschenderweise, dass S-Schicht-Proteine an Oberfiachen binden konnen,
welche normalerweise als geringe Proteinbindungseigenschaften aufweisend angesehen wer-
den. Weiters kénnen die S-Schicht-Proteine auch das typische zweidimensionale kristalline
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Gitter bilden. Da die S-Schicht-Proteine selbst schmutzabweisende Eigenschaften aufweisen,
zeigen auch das Substrat oder die Teile, die mit dem S-Schicht-Gitter bedeckt sind, schmutz-
abweisende Eigenschaften.

S-Schicht-Gitter der vorliegenden Erfindung bestehen aus identischen Protein- oder Glykopro-
tein-Untereinheiten, die in der genauesten Orientierung ausgerichtet sind.

Die Poren im Gitter gewahrleisten keinen signifikanten Druckabfall im Lauf der Ultrafiltration
oder von Revers-Osmose-Filtrationen. Dies kann mit den nano-gemusterten schmutzabweisen-
den Eigenschaften von S-Schichten zusammenhéngen. Die Oberflache eines festen Tragers
weist z.B. eine beliebige Anordnung geladener Gruppen oder hydrophilisierter und/oder hydro-
phober Doméanen auf.

Mit S-Schichten sind die Oberflachen-(z.B. schmutzabweisenden Oberflachen-)Eigenschaften
infolge der regelmaRigen Anordnung der (Glyko-)Protein-Untereinheiten sehr viel definierter.

AuRerdem sieht die Topographie des S-Schicht-Gitters eine definiertere ,nano-gesteuerte”
Oberflache vor. An anderen schmutzabweisenden Tragern sind solche genauen Bedlngungen
und Oberflacheneigenschaften nicht gegeben.

,S-Schicht‘-Proteine sind die auflerste Zellhillen-Komponente eines breiten Spektrums von
Bakterien und Archaeen. Die S-Schichten bestehen aus einer einzigen Protein- oder Glykopro-
tein-Spezies (MW 40-200 kDa) und weisen entweder eine schrage (p1, p2), quadratische (p4)
oder hexagonale (p3, p6) Gitter-Symmetrie mit Einheits-Zelldimensionen im Bereich von 3 bis
30 nm auf. Die S-Schichten sind im Allgemeinen 5 bis 10 nm dick und zeigen Poren identischer
GroRe (Durchmesser 2-8 nm) und Morphologie. Die S-Schicht-Proteine werden routine-
maRig bei mehreren technischen Anwendungen verwendet. Beispielsweise offenbart die
EP 0 306 473 B1 die Verwendung von S-Schicht-Proteinen als Trager flur Haptene, immunoge-
ne oder immunstimulierende Substanzen. Die Immobilisierung von Molekiilen, insbesondere
von Proteinen, an S-Schicht-Proteinen ist in der EP 0 362 339 B1 beschrieben. In der
WO 02/097118 A1 ist die Erzeugung einer Schicht aus funktionellen Molekilen auf einem Sub-
strat unter Verwendung von S-Schicht-Proteinen geoffenbart. Dort wird die Protein-Schicht an
der Oberflaiche eines Tragers durch Schaffung eines Unterschiedes im elektrochemischen
Potential zwischen Losung und Oberflache gebildet. Die EP 0 189 019 B1 offenbart die Herstel-
lung und die Verwendung einer Ultrafiltrationsmembran unter Verwendung von S-Schicht-
Proteinen. Die dort verwendeten Ultrafiltrationsmembranen zeigen keine geringen Bindungsei-
genschaften gemaR der vorliegenden Erfindung. Es zeigte sich, dass die Gesamtmenge des S-
Schicht-Protein/S-Schicht-Fusionsproteins an der hydrophilen Oberflaiche mindestens 6 mal
héher ist als die Menge des BSA an derselben Oberflache. Die Funktionalitdt des Proteins
bleibt vollstandig erhalten. Beispielsweise kann das S-Schicht-Fusionsprotein rSbpA-ZZ noch
immer humanes IgG nach der Immobilisierung an der wenig Protein-bindenden Oberflache
binden. Weiters zeigt dies, dass die Biofunktionalitat erhalten bleibt und die funktionelle Gruppe
von der Oberflaiche weg in richtiger Weise exponiert ist. S-Schicht-Proteine, wie hierin verwen-
det, schlieBen auch S-Schicht-Glykoproteine mit ein.

Die S-Schicht-Proteine weisen vorteilhaft auch eine intermolekulare Bindung auf (d.h. einzelne
S-Schicht-Protein-Molekiile binden an andere S-Schicht-Protein-Molekiile daneben in einem S-
Schicht-Gitter). Daher wiirden auch Regionen einer Oberfliche, die normalerweise nicht von
irgendeinem Protein-Molekil bedeckt sind, durch das S-Schicht-Gitter bedeckt. Dies wird re-
gelméRig beobachtet, wenn ein Protein (z.B. BSA) verwendet wird, um Oberflachen zu bede-
cken, und einige Regionen dieser Oberflache von keinem Protein-Molekul bedeckt sind. Ein
solches Verhalten fiihrt zu einer Oberflache, die unregelmafig mit einem Protein bedeckt ist.

Wie hierin verwendet beziehen sich ,BSA-Bindungs-Test* und ,igG-Bindungs-Test” auf ein
Verfahren zum (quantitativen) Bestimmen der Fahigkeit und des AusmaRes einer Oberflache,
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ein Protein, insbesondere BSA (,bovine serum albumin®, Rinderserumalbumin) oder IgG, zu
binden. Beide dieser Proteine werden regelméaRig als Modell-Proteine verwendet, um zu zeigen,
in welchem AusmaR eine Oberfliche Proteine binden kann (vgl. z.B. Weigert et al. (1995),
Journal of Membrane Science, 106:147-159).

,Bindungskapazitit von weniger als 150 pg/cm?®, wie hierin verwendet, bedeutet, dass ein
Protein, insbesondere das Modell-Protein BSA, an das Substrat in einer Menge von weniger als
150 pg pro cm? des Oberflachenbereichs bindet. Bei besonders bevorzugten Ausfihrungsfor-
men der vorllegenden Erfindung bindet BSA an die Oberflache in einer Menge von weniger als
100 pg/cm weniger als 75 pg/cm?, weniger als 50 pg/cm?, weniger als 30 pg/cm?, weniger als
10 pglcm?.

Der Ausdruck ,Oberflache”, wie hierin verwendet, bezieht sich auf eine Oberflache, die Teil
eines dreidimensionalen Gegenstandes oder Korpers, wie einer Membran, eines kugelférmigen
Kérpers (z.B. Kiigelchen), einer Platte (z.B. aus Glas, Silikon) usw., ist.

,Die Oberflache ist zumindest teilweise mit einem S-Schicht-Protein-Gitter bedeckt” bedeutet,
dass die Oberflache vollstandig oder teilweise mit kristallisierten S-Schicht-Proteinen bedeckt
sein kann. Die teilweise Bedeckung einer Oberflache (zumindest 10%, vorzugsweise zumindest
25%, mehr bevorzugt zumindest 50%, noch mehr bevorzugt zumindest 75%) ermoglicht es, der
Oberflache eine Form zu verleihen.

Gemah einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erflndung ist die unspezifische
Blndungskapaznat des Biomolekiils weniger als 100 pg/cm?, vorzugsweise wenlger als
75 pg/cm?, vorzugsweise weniger als 50 pg/cm?, mehr bevorzugt weniger als 30 pg/cm?, wie
mittels des BSA-Bindungs-Tests gemessen. S-Schicht-Proteine kdnnen sogar an hydrophile
Oberflachen gebunden werden, die eine Bindungskapazitat fir Biomolekile von weniger als
75 pglem? aufweisen.

GemaR einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist die Ober-
flache hydrophil.

Hydrophile Oberflachen weisen insbesondere geringe Biomolekiil-(z.B. Protein-) und Organis-
mus-(z.B. Prokaryonten-, Eukaryonten-)Bindungs-Eigenschaften auf. Die Oberflache, die ge-
maMR der vorliegenden Erfindung zumindest teilweise durch ein S-Schicht-Protein-Gitter bedeckt
ist, umfasst hydrophile funktionelle Gruppen, vorzugsweise Hydroxyigruppen.

Techniken, die zur Untersuchung des hydrophilen/hydrophoben Charakters der Membran-
Oberflachen verwendet werden, sind dynamischer Kontaktwinkel (,dynamic contact angle®,
DCA), Protein-Adsorptionsstudien, Rasterkraft-Mikroskopie in Pulskraft-Modus (,pulsed force
mode - atomic force microscopy*) und Oberflachen-Plasmon-Resonanz (SPR-QCM-D, Quartz
Crystal Microbalance) (vgl. z.B. Kwock et al. (1998), Colloids and Surfaces, 142:219-235;
Meincken et al. (2005), Applied Surface Science, 252:1772-1779; Weigert et al. (1995), Journal
of Membrane Science, 106:147-159).

Die Oberflache kann mit einer hydrophilen Beschichtung bedeckt (z.B. US 2005/0133441) oder
funktionalisiert sein. GemaR einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung ist
die Oberflache Teil einer Membran, vorzugsweise einer porésen Membran, eines Kugeichens,
eines kugelférmigen Kérpers, einer Folie bzw. eines Objekttragers, einer filamentdsen Struktur,
einer Saule, eines Rohrchens, Partikels oder einer Platte.

Die Oberflache, welche gemaR der vorliegenden Erfindung durch das S-Schicht-Protein-Gitter
bedeckt ist, kann die Oberflache jedes dreidimensionalen Gegenstandes, insbesondere einer
Membran, eines Kugelchens, eines kugelférmigen Koérpers, einer Folie bzw. eines Objekttra-
gers, einer filamentdsen Struktur, einer Saule, eines Rohrchens, Partikels oder einer Platte sein.
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Bei einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist die Oberfla-
che Teil einer porésen Membran, d.h. eines Filters. Porése Membranen kénnen als ,mikroporé-
se“ Membranen oder ,Ultrafiltrations-* und ,nanoporése” Membranen auf Grund der Gréfe der
Poren der Membran eingestuft werden. Im Allgemeinen wird der Bereich der Porengrofen fir
mikroporése Membranen als von etwa 0,05 pm bis etwa 10,0 pm reichend angesehen, woge-
gen der Bereich der PorengroRen flr Ultrafiltrationsmembranen als von etwa 0,002 ym bis etwa
0,05 um reichend angesehen wird. Diese Porengrofen beziehen sich auf Porendurchmesser
fur kreisférmige oder annahernd kreisférmige Poren, oder auf eine charakteristische Dimension
fir nicht-kreisférmige Poren. Die PorengréRe einer Membran kann durch die GréRe der kleins-
ten Spezies (Partikel oder Molekil) bezeichnet werden, die nicht durch die Membran hindurch-
treten kann, Uber einer bestimmten fraktionierten Passage. Eine Ubliche Bewertung liegt unter
10% Passage, was 90% Ausschluss (,cut-off*) oder Retention entspricht.

Andere Methoden sind den Fachleuten bekannt, einschlieflich Bildanalyse der Rasterelektro-
nenmikroskopie, um Porengréfenverteilungs-Charakteristika zu erhalten. Mikroporése Memb-
ranen werden typischerweise verwendet, um teilchenférmiges Material aus Flussigkeiten und
Gasen zu entfernen. Eine wichtige Verwendung mikroporéser Membranen ist bei der Steriffiltra-
tion pharmazeutischer Losungen zum Entfernen jeglicher Bakterien, die in der Lésung vorhan-
den sein kénnen. Mikroporése Membranen werden auch als sterile Gasabzugséffnungen ver-
wendet, die eine Gasstrémung erméglichen, aber verhindern, dass durch die Luft Ubertragene
Bakterien durch den Filter hindurch treten. Ultrafiltrationsmembranen werden allgemein in An-
wendungsfallen verwendet, in welchen das Zuriickhalten kleinerer Spezies erwiinscht ist. Bei-
spielsweise werden Ultrafiltrationsmembranen in der Biotechnologie-Industrie zum Konzentrie-
ren von Proteinen verwendet, und bei Diafiltrationsanwendungen, um Salz und Spezies mit
niedrigem Molekulargewicht aus Proteinlésungen zu entfernen. Sowohl Ultrafiltrations- als auch
mikroporése Membranen konnen in mehreren Formen, einschlieBlich Blattern, Rohrchen und
Hohlfasern, erzeugt werden.

Porése Membranen werden aus einer Vielfalt von Materialien hergestellt, wobei Polymere die
haufigsten sind. Viele handelsiibliche Membranen werden aus der Verarbeitung von Kunststoff,
wie Polyethersulfon, Polysulfon, Polyvinyliden-Fluorid, Polyethylen, Polytetrafluorethylen, Po-
lypropylen usw. erzeugt, um sich ihre robusten thermischen, mechanischen und chemischen
Widerstandseigenschaften zunutze zu machen. Diese Materialien sind hydrophob und neigen
sehr zum Adsorbieren von Biomolekulen und Zellen (z.B. prokaryontischen, eukaryontischen
Zellen).

Im Aligemeinen ist eine hydrophile Membran, die mit einer wésserigen Lésung leicht benetzbar
ist, zum Filtern wasseriger Lésungen bevorzugt. Dagegen ist bei hydrophoben Membranen ein
Kontakt mit einer Vorbenetzungsflissigkeit mit geringer Oberflachenspannung, gefolgt von
einem Wasseraustausch, notwendig, um eine Permeation zu beginnen. Dies bringt fur das
Verfahren nicht nur zusétzliche Materialkosten, sondern es muss auch jegliche Benetzungsflus-
sigkeit griindlich gesplilt werden, was die Mdglichkeit einer Kontamination, die Verfahrenszeit
und die Kosten stark erhdht. Eine hydrophobe Membran, die nicht mit einer wasserigen Losung
benetzt ist, kann zum Filtern organischer Losungen oder Gase verwendet werden.

Aufer der Permeabilitat und den Retentionseigenschaften gibt es fiir porése Membranen noch
andere Erfordernisse, die durch die Art der Anwendung diktiert werden. Beispielsweise miissen
sie eine ausreichende mechanische Festigkeit aufweisen, um die Betriebsdriicke und -tempe-
raturen auszuhalten. Bei Anwendungen, bei welchen die Sauberkeit ein wesentliches Erforder-
nis ist, wie in der pharmazeutischen oder Mikroelektronik-Halbleitererzeugungs-Industrie, muss
die Menge an Material, die bei der Verwendung von der Membran extrahiert wird, sehr klein
sein. Bei Anwendungen, bei welchen die Membran mit Biomolekilen in Berihrung kommt,
muss die Membran-Oberfliche gegen eine Biomolekiil-Adsorption resistent sein (z.B. geringe
Protein-Bindung). Eine Biomolekiil-resistente Oberflache ist eine Oberflache, die minimale
Mengen an Biomolekilen, wie Proteine und Nukleinsauren, adsorbiert oder bindet. Es ist
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besonders bevorzugt, dass eine Membranoberflache Biomolekiil-resistent ist, um den Permea-
tionsverlust aus der Verschmutzung durch eine Oberflachen-Adsorption oder Poren-
Verstopfung zu verringern und einen Produkt-Verlust durch eine irreversible Adsorption oder
eine damit verbundene Biomolekul-Denaturierung zu verhindern. Mit einer S-Schicht Uberzoge-
ne Membranen verringern die Biomolekiil-Denaturierung und somit die Beschmutzung.

Porése Medien und Membranen werden mit funktionellen Oberflachen verwendet. Funktionelle
Oberflachen haben chemische Gruppen oder Anteile, die mit spezifischen Spezies im Fluid,
welches die Medien oder Membran kontaktiert, reagieren oder diese adsorbieren oder absorbie-
ren. Beispiele fur solche Gruppen sind positiv oder negativ geladene Gruppen, Affinitats-
Liganden, wie Antikrper oder Antigene, Metall-Affinitéts-Liganden und hydrophobe Interakti-
onsgruppen.

Um den porésen Medien oder Membranen die zuvor erwahnten Eigenschaften zu verleihen,
wird die Membran-Oberflache typischerweise modifiziert, um die Oberflache hydrophil und
Biomolekiil-resistent zu machen. Dies erfolgt durch eine Vielfalt von Vorgangsweisen, die die
Oberfliche des Massen(,bulk“)-Matrix-Materials mit einem hydrophilen Polymer oder einer
hydrophilen Gruppe oder mit einem hydrophoben Polymer oder einer hydrophoben Gruppe
beschichten, diese an ihr befestigen oder sie in anderer Weise damit bedecken. Wahrend eine
derartige Modifikation einige Probleme im Zusammenhang mit der hydrophoben oder stark
Biomolekul-bindenden Eigenschaft der Massen-Matrix-Materialoberflache i6sen kann, kann sie
auch andere Probleme bringen. Beispielsweise erhdhen solche Modifikationen die Menge an
Material, die wahrend ihrer Verwendung aus der Membran extrahiert werden kann, und das
Modifikationsmaterial kann eine geringe Toleranz fir die Einwirkung alkalischer Losungen
haben. Aulerdem werden bei vielen Anwendungen die Membranen erhitzt, entweder durch
nasse Hitze, wie beim Autoklavieren oder beim Keimfreimachen mit Dampf, oder durch trocke-
ne Hitze, wie bei einem Trocknungsschritt. Es wurde beobachtet, dass ein solches Erhitzen die
Hydrophilie verringert und die Biomolekul-Resistenz einiger modifizierter Oberflachen in einem
Ausmal verringert, dass sie fiir inren beabsichtigten Zweck nicht verwendbar sind.

Einige Membranen des Standes der Technik werden durch Modifizieren der Oberflache vorge-
formter pordéser Membranen mit vernetzten Hydroxyacrylaten erzeugt, wobei das vernetzende
Monomer ein difunktionelles Acrylat ist (,Case A-Membranen®“. Solche Membranen haben eine
ausgezeichnete Resistenz gegen Biomolekiil-Adsorption, ausgezeichnete Warmestabilitat der
Biomolekiil-Resistenz, und einen akzeptablen Strémungsverlust (d.h. die Verringerung an Stro-
mung oder Permeabilitat im Vergleich zur nicht modifizierten Membran).

Ein groRer Teil des Standes der Technik beschreibt die Verwendung von Hydroxyl-héltigen
Monomeren, (iblicherweise Carbonylester-enthaltende Acrylat-Polymeren, um Membran-Ober-
flachenmodifikationen mit hydrophilem Charakter und hoher Widerstandskraft gegen eine Prote-
inbindung zu erzeugen.

Es ist jedoch bekannt, dass Polymere von solchen Monomeren nicht widerstandsfahig gegen
stark alkalische Lésungen sind. Beispielsweise hydrolysiert eine Lésung von 1,0 normalem
Natriumhydroxid die Carbonyl-héaltigen Acrylat-Polymere zu Acrylsdure-héltigen Polymeren.
Solche Acrylsaure-haltigen Polymere sind unter bestimmten pH-Bedingungen ionisch geladen
und ziehen entgegengesetzt geladene Proteine oder Biomolekile an und binden diese und
erhdhen so die Sorption und Membran-Verschmutzung. AulRerdem quellen Acrylsaure-héltige
Polymere in Wasser in einem AusmaB, dass sie die Poren-Durchgénge verengen und somit die
Membran-Permeabilitat und die Produktivitdt verringern. Aufterdem reagieren Polymere von
Hydroxyl-haltigen Monomeren, wie Hydroxyacrylate, weiters in stark alkalischen Losungen und
zerfallen in l6sliche Fragmente mit niedrigem Molekulargewicht, welche sich aufiésen und das
darunterliegende porése Medien- oder Membran-Substrat freilegen. Dagegen konnte gezeigt
werden, dass das S-Schicht-Gitter seine Porositat und somit Permeabilitédt unter einer grolRen
Vielfalt physikochemischer Bedingungen beibehalt.
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Der Filter der vorliegenden Erfindung ist erwiinschterweise aus Material mit geringer Protein-
bindung, wie derivatisiertem Nylon, Polysulfon u. dgl., hergestellt. Wie hierin verwendet, bindet
ein wenig Protein-bindendes Material eines Filters oder einer porésen Membran weniger als
etwa 0,1% des Proteins, das hindurchgeht. Diese Menge kann beispielsweise mit der folgenden
Methode bestimmt werden. 0,4 ml Phosphat-gepufferte Kochsalziésung (,phosphate buffered
saline”, PBS) mit 3% Polyethylenglykol und 100 pl (48 pg) radioaktiv markierte BSA werden
zwangsweise durch den Filter oder das porése Material mit einem Durchmesser von etwa
13 mm, von welchem etwa 10 mm die Proteinlésung kontaktieren, und mit einer Dicke von etwa
0,15 mm hindurchgeleitet. Der Filter wird dann gewaschen, indem 5 ml einer Waschlosung
(PBS mit 0,05% Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween 20)) zwangsweise hindurchgeleitet
werden. Der Filter wird entfernt und in 4 ml Szintillations-Cocktail gegeben. Die Menge des
radioaktiv markierten BSA, die an den Filter gebunden ist, wird unter Heranziehen der Zerfalle
pro Minute, die wahrend finf Minuten gemessen werden, berechnet. Gewlinschtenfalls ist das
Filtermaterial auch verformbar oder in der Richtung der Fluid-Strémung zusammendriickbar.

Die PorengrofRe des bei dieser Erfindung verwendeten Filters variiert gemaf dem untersuchten
Analyten und der Art der Probe. Die Porengrofie sollte gemaR dem bestimmten Analyten, fir
welchen der Test durchgefihrt wird, bemessen sein, so dass, wenn der Analyt an den markier-
ten Ligand-Rezeptor-Paar-Teil gebunden ist, der resultierende Komplex daran gehindert wird,
durch den Filter hindurch zu treten. Obwohl die PorengroRe des Filters groRer als der durch-
schnittliche Durchmesser des Biomolekiils oder Organismus, der getestet wird, sein kann, um
eine adaquate Empfindlichkeit des Tests zu erhalten, ist erwinscht, dass die PorengréRRe nicht
mehr als 2,5 Mal so grof wie der untersuchte Analyt ist. Filter mit einer Porengré3e im Bereich
von 0,1 ym im Durchmesser bis 5 mm, vorzugsweise 0,1 ym bis 1 mm, mehr bevorzugt 0,1 pm
bis 100 ym im Durchmesser wurden bei dieser Erfindung verwendet.

Vorzugsweise werden Filter mit einer Porengréfe von nicht groRer als etwa 15 ym verwendet.
Bevorzugte Filter gemaR der vorliegenden Erfindung sind beispielsweise in Elias Klein (Journal
of Membrane Science 179 (2000): 1-27) beschrieben.

Die Membran und/oder die Oberflache der Membran umfasst vorzugsweise ein Polymer aus-
gewahlt aus der Gruppe bestehend aus Polyvinylchlorid, Celluloseacetat, Polyvinylalkohol,
Polyvinylpyrrolidon (PVP), Polyethylensulfon und Polysulfon.

Eine zunehmende Hydrophilie von Membranen kann nicht nur durch physikalische Beschich-
tung, sondern auch durch Mischen (Polyethylenglykol, PVP), chemische Modifikationen (HEMA-
Pfropfen (,HEMA-grafting“)), photochemische Modifikationen, Bestrahlungen und Plasma-Poly-
merisation (z.B. Shudong et al., (2003), J. Membr. Sci. 222:3-18) erreicht werden.

Das gemaf der vorliegenden Erfindung zu verwendende S-Schicht-Protein ist vorzugsweise
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus SbpA (NCBI AAF22978). Die gemal der vorliegen-
den Erfindung zu verwendenden S-Schicht-Proteine stammen von gram-positiven und gram-
negativen prokaryontischen Organismen und vorzugsweise von Bakterien, wie Bacillus oder
Lactobacillus Sp. (wie B. subtilis).

Die wenig Protein-bindende Oberflache kann jedoch durch jedes auf dem Gebiet bekannte S-
Schicht-Protein bedeckt sein.

Das S-Schicht-Protein ist vorzugsweise ein natiirliches oder rekombinantes Wildtyp-S-Schicht-
Protein, ein S-Schicht-Fusionsprotein, ein trunkiertes S-Schicht-Protein, ein vollstandiges oder
trunkiertes S-Schicht-Protein mit einer hinzugefugten Funktionalitit am N- oder am C-
terminalen Ende des S-Schicht-Teils, ein S-Schicht-Glykoprotein oder eine S-Schicht-Protein-
Mutante (z.B. Cystein-Mutante (vgl. z.B. Howorka et al. (2000), J. Biol. Chem. 275 (48):37876-
37886)).
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Das S-Schicht-Protein, welches zum Bedecken einer wenig Protein-bindenden Oberflache zu
verwenden ist, kann je nach dem Zweck, dem es dienen soll verschieden sein. Beispielsweise
wird ein S-Schicht-Fusionsprotein verwendet, wenn die Oberfliche modifiziert werden muss,
damit sie spezifische Funktionalitaten, wie bindende/einfangende (,capturing“) Molekule aus
einer Lésung umfasst. S-Schicht-Glykoproteine kdnnen verwendet werden, wenn Molekiile an
die Oberflache gebunden werden missen, die spezifisch die Glykan-Struktur des Glykoproteins
erkennen. Trunkierte S-Schicht-Proteine kdnnen nur bis zu einem Ausmal trunkiert werden,
welches noch immer die Bildung von kristallinen S-Schicht-Protein-Gittern ermdéglicht.

Natirliches Wildtyp-S-Schicht-Protein, wie hierin verwendet, bezieht sich auf S-Schicht-
Proteine, die aus Organismen isoliert sind, welche natlrlicherweise diese S-Schicht-Proteine
auf ihrer Oberflache tragen.

Einer der Vorteile der Verwendung von mit S-Schicht-Protein bedeckten Substraten ist die
Méglichkeit, die Oberflache mit einem breiten Spektrum von Molekilen und Nanopartikein (z.B.
Metallen, SiOx, Halbleitern usw.) zu funktionalisieren. Diese Molekdile kénnen an die S-Schicht-
Proteine chemisch gebunden sein oder, wenn die Molekiile Proteine, Polypeptide oder Peptide
sind, durch rekombinante Fusionstechniken (vgl. z.B. llk et al., Appl. Environ. Microbiol. 68,
3251-3260; Pleschberger et al., Bioconjug. Chem. 14, 440-448; Véllenkle et al., Appl. Environ.
Microbiol. 70, 1514-1521; Huber et al., Small 2, 142-150; Moll et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
99(23), 14646-14651).

Daher ist das S-Schicht-Fusionsprotein ein S-Schicht-Protein, welches mit einem Molekul aus-
gewahlt aus der Gruppe bestehend aus Streptavidin, Antikérper, Antigene, Affinitatskorper,
Enzyme, Rezeptoren, Liganden, Peptide, Kohlehydrate u. dgl., fusioniert ist.

Die mit dem S-Schicht-Gitter verbundenen oder fusionierten funktionellen Gruppen erméglichen
ein Isolieren von Bindungspartnern aus einer Flissigkeit, welcher die mit dem S-Schicht-Protein
bedeckte Oberflache ausgesetzt wird, um eine Bindung zu erméglichen. Die Funktionalitat oder
Funktionalititen der S-Schicht-Proteine kénnen vom Fachmann je nach dem Zweck, fir wel-
chen eine solche Oberflache gebraucht wird, ausgewahlt werden. Natirlich ist es auch méglich,
S-Schicht-Proteine von mehr als einer Spezies oder S-Schicht-Proteine mit mehr als einer
Funktionalitat zu verwenden. Die verschiedenen S-Schicht-Proteine kénnen an verschiedenen
Stellen an der Oberflache auskristallisiert sein, was zu einer strukturierten Oberflachenbe-
schichtung mit Flachen mit verschiedenen Beschichtungseigenschaften fuhrt. Diese S-Schicht-
Proteine kénnen auch gemischt und danach auskristallisiert werden. Dies ermoglicht die Her-
stellung von mit einer S-Schicht beschichteten Oberflachen mit unterschiedlichen Eigenschaften
(z.B. Bindungseigenschaften) oder Flachen mit bestimmten Oberflaichenmerkmalen.

GemaR einer weiteren Ausfuihrungsform der vorliegenden Erfindung hat das S-Schicht-Protein-
Gitter an der Oberfliche eine unspezifische Biomolekil-Bindungskapazitat von weniger als
150 pg/cm?, wie mittels BSA-Bindungstest gemessen.

GemaR einer weiteren Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung hat das S-Schicht-Protein-
Gitter an der Oberflaiche eine unspezifische Biomolekul-Bindungskapazitat von weniger als
150 pg/cm?, wie mittels BSA-Bindungstest gemessen, und eine oder mehrere spezifische Bin-
dungsaktivititen gegeniber bestimmten Biomolekilen oder Organismen (erreicht Uber S-
Schicht-Fusionsproteine oder chemische Kopplung aktiver Gruppen an die S-Schicht) (vgl.
Vollenkle et al., 2004, Appl. Environ. Microbiol. 70:1514-1521; Pleschberger et al., 2004, Bio-
conj. Chem. 15:664-671; Pleschberger et al., 2003, Bioconj. Chem. 14:440-448; Breitwieser et
al., 2002, Protein Eng. 15:243-249).

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft eine Filtermembran mit einer Protein-
bedeckten Oberfliche gemaR der vorliegenden Erfindung, wie oben angeflhrt. S-Schicht-
Proteine kénnen zumindest zur teilweisen Bedeckung verwendet werden, z.B. an vorbestimm-
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ten Flachen (vg. WO 98/39688). Noch ein anderer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein
Verfahren zur Herstellung einer mit S-Schicht-Protein bedeckten Oberflache, umfassend die
Schritte:

+ Vorsehen einer unbedeckten Oberflache mit einer Biomolekl-Bindungskapazitadt von weni-
ger als 150 pg/cm?, wie mittels BSA-Bindungstest gemessen,

+ Kontaktieren und Inkubieren der Oberflache mit einem S-Schicht-Protein und

+ gegebenenfalls Waschen der mit S-Schicht-Protein bedeckten Oberflache von ungebunde-
nen S-Schicht-Proteinen.

Das mit S-Schicht bedeckte Substrat kann mittels einfacher Auskristallisation von S-Schicht-
Proteinen der vorliegenden Erfindung an einer Oberflache, die eine verringerte Biomolekiil-
Bindungskapazitat aufweist, erzeugt werden.

Gemal einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist die Biomolekul-
Bindungskapazitat weniger als 100 pg/cm?, vorzugsweise weniger als 75 pglcm?, vorzugsweise
weniger als 50 pg/cm?, mehr bevorzugt weniger als 30 pg/cm?, wie mittels BSA-Bindungstest
gemessen.

Die Oberflache ist vorzugsweise hydrophil.

GemalR einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung weist die
Oberflache hydrophile funktionelle Gruppen, vorzugsweise Hydroxylgruppen, auf.

Die Oberflache ist vorzugsweise Teil einer Membran, vorzugsweise einer porésen Membran,
eines Kiigelchens, eines kugelformigen Korpers, einer Folie bzw. eines Objekttragers, einer
filamentdsen Struktur, einer Séule, eines Rohrchen, eines Teilchens oder einer Platte.

Die Membran und/oder die Oberfliche der Membran weist vorzugsweise ein Polymer, ausge-
wahit aus der Gruppe bestehend aus Polyvinyichlorid, Celluloseacetat, Polyvinylalkohol, Polyvi-
nylpyrrolidon (PVP), Polyethylensulfon und Polysulfon, auf.

GemalR einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist das S-Schicht-
Protein ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus S-Schicht-Proteinen von gram-positiven und
gram-negativen prokaryontischen Organismen, und vorzugsweise von Bakterien, wie Bacillus
oder Lactobacillus sp. (wie B. subtilis SbpA (NCBI AAF22978).

Das beim Verfahren der vorliegenden Erfindung verwendete S-Schicht-Protein ist vorzugsweise
ein natirliches oder rekombinantes Wildtyp-S-Schicht-Protein, ein chemisch modifiziertes S-
Schicht-Protein, ein S-Schicht-Fusionsprotein, ein trunkiertes S-Schicht-Protein, ein S-Schicht-
Glykoprotein, ein vollstandiges oder trunkiertes S-Schicht-Protein mit einer hinzugefligten Funk-
tionalitdt am N- oder am C-terminalen Ende des S-Schicht-Teils, ein S-Schicht-Glykoprotein,
oder eine S-Schicht-Protein-Mutante (z.B. Cystein-Mutante, usw.).

GemaR einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist ein Molekiil, ausge-
wahit aus der Gruppe bestehend aus Streptavidin, Antikérpern, Antigenen, Affinitatskorpern,
Enzymen, Rezeptoren, Liganden, Peptiden, Kohlehydraten u. dgl., mit dem S-Schicht-Protein
oder einem S-Schicht-Protein-Derivat (z.B. trunkierte Form) am C- oder N-Terminus des S-
Schicht-Proteins oder intern fusioniert.

Das S-Schicht-Protein-Gitter an der Oberflache weist vorzugsweise eine Biomolekil-Bindungs-
kapazitat von weniger als 150 pg/cm? auf, wie mittels BSA-Bindungstest gemessen.

Ein anderer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein Set zur Herstellung einer mit S-
Schicht-Protein bedeckten Oberflache, insbesondere einen mit S-Schicht-Protein bedeckten
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Filter, umfassend:

« eine Oberflache mit einer Biomolekil-Bindungskapazitat von weniger als 150 pg/cm?, wie
mittels BSA-Bindungstest gemessen, und

»  S-Schicht-Protein.
Die Komponenten des Sets der vorliegenden Erfindung sind jene, die oben beschrieben
sind.

Die vorliegende Erfindung ist weiters durch die folgenden Figuren und Beispiele beschrieben,
ohne auf diese eingeschréankt zu sein.

Fig. 1 zeigt SbpA, auf einem Silizium-Wafer wieder zusammengestellt. AFM-Bild.
Fig. 2 zeigt humanes IgG, gebunden durch rSbpA-ZZ und Protein A (Pierce).

Fig. 3 zeigt Selbst-Anordnungen von rSbpA-eGFP unter dem Fluoreszenz-Mikroskop: 100x
vergrofert.

Fig. 4 zeigt SDS-PAGE, mit Silberfarbung; Bahn 1: Marker: alles blau (BioRad #:1610373),
Bahn 2 bis Bahn 4: Durapore-Membran, mit Beschichtungspuffer (2), 0,8 nmol/ml BSA (3) und
0,8 nmol/ml wtSbpA (4) inkubiert; Bahn 5 und Bahn 6: wtSbpA in Lésung und BAS in Ldsung,
Bahn 7 bis Bahn 9: Mikron-PES-Membran inkubiert mit 0,8 nmol/ml wtSbpA (7), 0,8 nmol/ml
BSA (8) und nur mit Beschichtungspuffer (9).

Fig. 5 zeigt die Proteinmenge pro mg Kisker-Glaskiigelchen vs. Proteinmenge in der Beschich-
tungslosung.

Fig. 6 zeigt Fluoreszenz-Mikroskopie-Bilder von mit rSbpA-ZZ beschichteten Kisker-Glas-
kigelchen mit gebundenem IgG (links) und ohne gebundenes IgG (rechts). Belichtungszeit: 1 s.

Fig. 7 zeigt Fluoreszenz-Mikroskopie-Bilder von mit rSbpA-eGFP beschichteten Kisker-Glas-
klgelchen (links) und Kisker-Glaskigelchen alleine (rechts). Belichtungszeit: 20 s.

BEISPIEL:

Beim vorliegenden Beispiel ist die Fahigkeit von S-Schicht-(Fusions-)Proteinen und Glykopro-
teinen zur Biofunktionalisierung von Oberflachen mit geringen Proteinbindungseigenschaften
gezeigt.

1. Materialien

1.1 S-Schicht-Protein SbpA von Bacillus sphaericus CCM 2177

Das isolierte S-Schicht-Protein SbpA aus B. sphaericus (wtSbpA) hat die intrinsische Fahigkeit,
sich an verschiedenen Schnittstellen (Luft-Flussigkeit, Fiissigkeit-Feststoff, ...) und in Suspen-
sion zu 2-dimensionalen Protein-Gittern (Mono- oder Doppelschichten), ,Selbstanordnungen®
(,Self-Assemblies*) genannt, anzusammeln. ,Selbstanordnungen® kénnen flache, réhrchenfor-
mige oder blasenférmige Strukturen aufweisen. Die nachstehend beschriebenen S-Schicht-
Fusionsproteine wurden konstruiert, um die Fahigkeit zur Selbstanordnung aufrecht zu erhalten
und um eine biologische Funktionalitat hinzuzufugen.

1.2 Fluoreszierendes rSbpA-eGFP-S-Schicht-Fusionsprotein

Das S-Schicht-Fusionsprotein rSbpA-eGFP ist ein funktionales, chiméres S-Schicht-verstarktes
grun fluoreszierendes Protein. Daher kann der Erfolg des Beschichtungsverfahrens bei Ver-
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wendung von rSbpA-eGFP uber die Fluoreszenz-Mikroskopie direkt sichtbar gemacht werden.
Dieses S-Schicht-Fusionsprotein fluoresziert nur, wenn es korrekt gefaltet ist. Eine Oberflachen-
fluoreszenz wird daher anzeigen, dass das Protein an der Oberflache immobilisiert ist und dass
die Biofunktionalitat beibehalten ist.

1.3 rSbpA-ZZ: Fc-Bindungsdoméane von Protein A-héltigem S-Schicht-Fusionsprotein

rSbpA-ZZ ist ein S-Schicht-Fusionsprotein, bestehend aus einer C-terminal trunkierten Form
des S-Schicht-Proteins aus Bacillus sphaericus CCM 2177 und zwei Kopien der Fc-bindenden
Z-Doméne. Die Z-Doméne ist ein synthetisches Analogon der B-Doméne von Protein A, die den
Fc-Teil von Immunglobulin G (1gG) binden kann. Die |gG-Bindungsaktivitat dieses S-Schicht-
Fusionsproteins kann nach dem Beschichtungsverfahren mittels ELISA-Technologie nachge-
wiesen werden, was beweist, dass die Biofunktionalitat erhalten geblieben ist. Nur gut exponier-
te funktionelle Gruppen kénnen IgG aus einer Lésung binden.

Daher zeigt die Bindung von IgG eine nicht-umgekehrte (,non upside-down*) Beschichtung des
korrekt gefalteten Proteins an.

1.3 Oberflidchen

Von den folgenden Oberflachen ist bekannt, dass sie geringe Protein-Bindungseigenschaften
aufweisen.

Membranen:

1) Osmonics PES-Membran (Osmonics Inc., Kat# S04SP02500), 0,45 pm Porengrofe;
hydrophil, geringe Proteinbindung und stabil bei alkalischem pH.

2) Millipore Durapore® Membran-Filter (Millipore, Kat.#: HVLP 02500), 0,45 ym Porengréie;
hergestellt aus Polyvinyliden-Fluorid, ergibt hohe FlieRBgeschwindigkeiten und Durchsatz, gerin-
ge extrahierbare Stoffe und eine breite chemische Kompatibilitdt; hydrophile Durapore-
Membranen binden viel weniger Protein als Nylon-, Nitrocellulose- oder PTFE-Membranen.

3) Chemisch resistente RC-Membran-Filter (Sartorius, Kat.#: 18406-25), 0,45 um Porengrofie,
sind hydrophile Membran-Filter, hergestelit aus regenerierter Zellulose, verstarkt mit Cellulose-
Vlies.

4) Sartobind Membrane Adsorber (Sartorius, Kat.Nr.: 18706); diese Membran besteht aus
stabilisierter, verstarkter Cellulose und hat eine Gesamt-Porengréfe von 0,45 pm.

Kugelchen:

1) Glaskiigelchen (Kisker, Kat.#: PGB-05, Grofe: 10-50 ym, Packungsgrofie: 50 g mit 2,4 x
10" Kigelchen/g); erzeugt aus hochreinen Rohmaterialien mit einer reinen und gléanzenden
Oberflache. Die Dichte ist 2,5 g/cm®, die chemische Charakterisierung ist 72% SiO,, 13% Na.O,
9% CaO. Die Glaskugelchen sind frei von PbO.

2. Expression, Isolierung und Reinigung von Proteinen

2.1 rSbpA-ZZ und wtSbpA

Diese beiden Proteine wurden erzeugt, isoliert und gereinigt, wie friiher beschrieben (Sleytr et
al. (1986) Arch. Microbiol. 146:19-24; Pum et al. (1997) Coll. Surf. B: Biointerfaces. 8:157-162;
Vélienkle et al. (2004) Appl. Environ. Microbiol. 70, 1514-1521).
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2.2 Proteinerzeugung: rSbpA-eGFP/eGFP

Die Herstellung von rekombinanten S-Schicht-Proteinen in E. coli erfolgte unter Verwendung
des T7-Expressionssystems. pET-28 (+) (Novagen) diente als Expressionsvektor. Der Expres-
sionswirt E. coli BI21 wurde in Schittelkolben in 250 ml M9ZB-Medium (pH=7,0) geziichtet. Bei
einer optischen Dichte von 1 (bei einer Wellenlange von 600 nm gemessen) wurde IPTG auf
eine Endkonzentration von 1 mM zugegeben, und die Proteine wurden bei 28°C 5 h lang expri-
miert. Danach wurden die Zellen durch Zentrifugieren geerntet.

2.3 Zelldisruption: rSbpA-eGFP

1 mg Biomasse-Pellet wurde in 10 ml B-Per Bacterial Protein Extraction Reagent, enthaltend
1 mM DTT (Dithiothreit) re-suspendiert. Nach 10-minitiger Inkubation bei Raumtemperatur
wurde die Suspension bei 20000 U/min (4°C) 20 min lang zentrifugiert. Der Uberstand enthielt
die 18sliche Protein-Fraktion. Danach wurde das unidsliche Protein-Pellet in 10 mi B-Per, enthal-
tend 1 mM DTT, re-suspendiert. 200 pl einer 10 mg/ml Lysozym-Stammldsung wurden zugege-
ben, und die Mischung wurde 5 min lang bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 10 pl
einer 1 mg/ml DNA-se-Losung und 500 pl einer 0,1 M MgSO4-Lésung zugegeben, und die
Suspension wurde weitere 30 min lang bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Sus-
pension auf Eis gehalten. 50 mi von 1:10 verdiinntem B-Per, enthaltend 1 mM DTT, wurden
zugegeben, und die Suspension wurde bei 20000 U/min (4°C) 20 min lang zentrifugiert. Nach
zwei Waschschritten mit 30 mi verdiinntem B-Per, enthaltend 1 mM DTT, wurde die Suspension
unter den vorigen Bedingungen zentrifugiert, und das Pellet (Einschlusskoérper, enthaltend das
S-Schicht-Fusionsprotein rSbpA-eGFP) wurde auf 4°C gehalten.

2.4 Zelidisruption: eGFP

1 mg Biomasse-Pellet wurde in 10 ml B-Per Bacterial Protein Extraction Reagent, enthaltend
1 mM DTT (Dithiothreit) resuspendiert. Nach 10-minditiger Inkubation bei Raumtemperatur
wurde die Suspension bei 20000 U/min (4°C) 20 min lang zentrifugiert. Der Uberstand enthielt
die l16sliche Protein-Fraktion mit dem eGFP darinnen. Das Protein eGFP wurde Uber Ammoni-
umsulfat-Fallung abgetrennt. Die Proteinldsung wurde kontinuierlich geriihrt auf Eis gehalten.
Ammoniumsulfat wurde in einem Morser gemahlen und in kleinen Portionen zugesetzt. Satti-
gung von 0-30%, 30-60% und 60-90% wurde eingestellt. Der Niederschlag wurde Uber
20-minitiges Zentrifugieren bei 25000 U/min (4°C) isoliert. Das Protein, an dem Interesse be-
stand, wurde in der Fraktion mit einer Kochsalz-Sattigung von 30-60% gefunden. Der Nieder-
schlag wurde in 2 ml MilliQ Wasser (entionisiertes Wasser) gelost. Die Lésung wurde danach
gegen RO-Wasser, enthaltend 1 mM DTT, bei 4°C 24 h lang dialysiert.

2.5 Reiniqung des S-Schicht-Fusionsproteins rSbpA-eGFP

Die S-Schicht-Protein-Reinigung wurde auf einem FPLC-Gerat (AKTAprime) durchgefiihrt. Ein
Maximum von 0,2 g nassem Pellet (Einschlusskoérper) wurde in 2,5 x der Menge des Extrakti-
onspuffers (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 5M GHCI), enthaltend 1 mM DTT, bei Raumtempe-
ratur 30 min lang suspendiert. Danach wurde die Suspension 30 min lang mit 25.000 U/min bei
4°C zentrifugiert (Beckman, Avanti JA25™). Der Uberstand wurde behalten, und ein SDS-
PAGE des Pellets und des Uberstandes wurde hergestelit. Der Uberstand wurde 1:1,5 mit
Verdiinnungspuffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI), enthaltend 1 mM DTT, verdinnt. SchlieR-
lich wurde die gesamte Menge auf eine Superdex 200™(GE Healthcare)-Saule aufgetragen,
wobei die Pumpe mit einer FlieRgeschwindigkeit von 1,2 mi/min verwendet wurde. Die S-
Schicht-Protein enthaltenden Fraktionen wurden gesammelt, gefriergetrocknet und lyophilisiert.

2.6 Reinigung von eGFP

Die Proteinreinigung wurde auf einem FPLC-Gerat (AKTAprime) durchgefiihrt. 2 ml des gelds-
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ten Ammoniumsulfat-Niederschlags wurden 16 h lang gegen 150 mM NaCl und 50 mM
Tris/HCI, enthaltend 1 mM DTT (Laufpuffer) dialysiert. SchlieBlich wurden die ~5 mi auf eine
Superdex 75™ (GE Healthcare 19-0146-01)-Saule aufgetragen, wobei die Pumpe mit einer
FlieRgeschwindigkeit von 1,2 ml/min verwendet wurde. Die Protein enthaltenden Fraktionen
wurden gesammelt, gefriergetrocknet und lyophilisiert. Das Protein war vor dem Gebrauch leicht
in Wasser zu losen, und das Protein-Konzentrat wurde bei 4°C gelagert.

2.7 Herstellung einer monomeren Protein-Lésung des  S-Schicht-Fusionsproteins
rSbpAeGFP/rSbpA-ZZ

1 mg Protein-Lyophilisat wurde in 1 ml einer Lésung eines chaotropen Mittels (5M GHCI +
50 mM Tris/HCI, pH 7,2) volistandig gelost. Die S-Schicht-Proteinlésung wurde gegen 3 | destil-
liertes Wasser, enthaltend 1 mM DTT (nur im Fall von rSbpA-eGFP) dialysiert, um das chaotro-
pe Mittel bei Raumtemperatur zu entfernen. Das S-Schicht-Fusionsprotein musste in Losung
bleiben. Das destillierte Wasser wurde nach 30 Minuten, 60 Minuten und 90 Minuten gewech-
selt. Nach dreistiindigem Dialysieren wurde die S-Schicht-Fusionsproteinlésung zuriickgewon-
nen. Zusatzliches funfminutiges Zentrifugieren der Lésung bei 14000 U/min entfernte alle Nie-
derschlage (z.B. Selbst-Anordnungen). Die endgliltige Proteinkonzentration wurde Uber einen
Lowry-Test / spektrometrisch bei 280 nm bestimmt. Die Proteinlésung wurde bei 4°C gelagert.

3. S-Schicht als Klebeschicht

Die Eigenschaft der S-Schicht-Proteine, sich an Oberflichen von wenig Protein-bindendem
Charakter (hydrophile Oberflachen) wieder anzuordnen wurde untersucht. Die Menge des S-
Schicht-Proteins pro definierter Quadrat-Einheit wurde mit einem Proteintest (quantitativ) und
Gber SDS-PAGE-Analyse (qualitativ) bestimmt. Zur Quantifizierung der S-Schicht-Proteinmenge
an bestimmten Oberflachen wurde ein modifizierter Lowry-Test durchgefihrt.

3.1 Beschichten von Membranen

Um die Beschichtungsldsung in die Membran zu ziehen, wurden die Membranen in eine Ami-
con-Offnung integriert. Zuerst wurden 2,5 ml MilliQ-Wasser und danach 2,5 ml Beschichtungs-
puffer (0,5 mM Tris/HCI, 10 mM CaCl,, pH = 9) auf die Membran zur Wiederansammlung der S-
Schicht-Proteine aufgetragen. Die Lésungen wurden durch die Membran einmal durchlaufen
lassen und danach verworfen. 2 ml des Beschichtungspuffers, enthaltend 0,8 nmol/ml| Protein
wurden auf die Membran aufgetragen, kurz eingezogen und 4 h lang inkubiert. Die Proteinl6-
sung wurde alle 30 Minuten eingezogen, wobei maRiger Druck auf die Membran ausgeibt
wurde. Der Austrag wurde gesammelt und wieder in die Amicon-Offnung gefillt. Nach dem
Beschichten wurde die Membran funfmal mit 5 ml MilliQ-Wasser gewaschen. Die Membran
wurde bis zur Verwendung bei 4°C in MilliQ-Wasser gehalten.

3.2 Beschichtung von Glas-Mikroktigelchen

0,8 nmol Protein wurden 10 mg Mikrokugelchen zugesetzt, und die Suspension wurde intensiv
geschttelt, um die Mikrokiigelchen ordentlich zu suspendieren. Die Suspension wurde 4 h lang
bei Raumtemperatur am Heidolph REAX 2 gehalten. Danach wurden die Mikroklgeichen drei-
mal mit MilliQ-Wasser gewaschen und bis zur Verwendung auf 4°C gehalten.

4. Beweis der Erhaltung der Funktionalitat

Diese Testreihen bewiesen, dass die S-Schicht-Fusionsproteine nach dem Beschichtungsvor-
gang ihre biologische Funktionalitét beibehalten. Das Wildtyp-S-Schicht-Protein wtSbpA und die
S-Schicht-Fusionsproteine rSbpA-ZZ und rSbpA-eGFP wurden gemal den Standard-Betriebs-
bedingungen untersucht. Die Bildung des typischen S-Schicht-Gitters wurde untersucht, entwe-
der in erneuter Anordnung an festen Oberflachen (Silizium-Wafer) mittels Rasterkraftmikrosko-
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pie (AFM) oder in Losung (Bildung von Selbst-Anordnungen) Gber TEM-Techniken. Auferdem
wurde dem immobilisierten und dem freien S-Schicht-Fusionsprotein rSbpA-ZZ humanes IgG
angeboten. Danach wurden die higG-Molekile Uber eine pH-Verschiebung (nach unten auf
pH = 3,5) wieder freigegeben und unter Verwendung von ELISA-Techniken und Protein-Tests
nachgewiesen. Die Fluoreszenz des rSbpA-eGFP wurde ber Fluoreszenz-Mikroskopie unter-
sucht.

5. Ergebnisse

5.1. Beweis des Konzepts

5.1.1 wiSbpA

Das S-Schicht-Protein von Bacillus sphaericus CCM 2177 SbpA kann sich an festen Tragern
wieder anordnen. Dies wurde durch Beschichtungstests unter standardisierten Bedingungen
bewiesen (Gyorvary et al., J. Microsc. Oxford, 212:300-306). Das typische S-Schicht-Muster
(quadratisches Gitter) auf Silizium-Wafer wurde iber AFM-Techniken beobachtet (Fig. 1).

5.1.2 rSbpA-ZZ

Die Aktivitat des S-Schicht-Fusionsproteins rSbpA-ZZ in Lésung wurde im Vergleich zu Protein
A (Pierce; Reacti-Bind Protein A) untersucht, um die Qualitét des Proteins zu garantieren. Bei-
den Proteinen wurde humanes IgG angeboten, welches dann mit einem anti-Human-lgG-POX-
Konjugat (Sigma, A 0293) unter Verwendung von ELISA-Techniken nachgewiesen wurde

(Fig. 2).

Fig. 2 zeigt eine typische ELISA-Kurve fir beide Proteine. Sie sagte aus, dass das fur diese
Testserien ben(itzte rSbpA-ZZ eine gute higG-Bindungsaktivitat aufwies.

5.1.3 rSbpA-eGFP

Um die Fahigkeit von rSbpA-eGFP, sich an bestimmten Schnittflachen (z.B. Luft-Flissigkeit)
wieder anzuordnen, zu garantieren, wurde die Bildung von Selbst-Anordnungen in Lésung tber
TEM-Techniken untersucht. Weiters wurde die Fluoreszenz der konjugierten eGFP-Gruppe an
Selbst-Anordnungen mittels Fluoreszenz-Mikroskopie beobachtet (Fig. 3).

Fig. 3 zeigt, dass das selbst angeordnete S-Schicht-Fusionsprotein Licht unter UV-Strahlung
aussenden konnte.

5.2 Beschichtung von Membranen

Die hydrophilen Membranen Durapor (Millipore) und Micron-PES (Osmonics) wurden fir eine
Zeitdauer von 4 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die Membranen wurden einer Protein-
konzentration von 0,08 nmol/ml ausgesetzt und danach mit dreimal 5 ml MilliQ-Wasser/pro
5 cm? gewaschen.

Um die Menge an Protein, das wieder angeordnet/haftend an die Membran gebunden war,
wurden die vorbehandelten (beschlchteten) Membranen in SDS-L6sung gekocht, und die Uber-
stande wurden zur Elektrophorese auf ein SDS-Gel aufgetragen. Fig. 4 stellt eine qualitative
Analyse des Proteingehalts jeder Membran dar.

Fig. 4 zeigt eine SDS-PAGE, die anzeigt, dass mehr Protein auf der Micron-PES-Membran als
auf der Durapore-Membran war, und dass die Menge des S-Schicht-Proteins wtSbpA viel héher
war als die Menge des BSA, das an der Membranoberflache befestigt war.
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Danach wurde ein Protein-Test auf Basis von Lowry verwendet, um die exakte Proteinmenge
auf jeder Membran zu quantifizieren. In dieser Testreihe wurde fir weitere Funktionalitatsstu-
dien auch ein S-Schicht-Fusionsprotein rSbpA-ZZ (welches eine Human-lgG-Bindungsstelle
prasentiert) untersucht.

Tabelle 1: Quantitative Bestimmung des Proteingehalts verschiedener Membran-Systeme.

Durapore Micron.PES
Proteine ‘pmol Protein / cm?
BSA 7 13
SbpA 40 97
rSbpA-ZZ 16 91

Die Menge des S-Schicht-Proteins lag deutlich iber der Menge des BSA auf der Membran.
Weiters wurde die Funktionalitét der aktiven Gruppe untersucht. So wurden mit rSbpA-ZZ be-
schichtete Membranen, die mit DMP vernetzt waren, mit humanem IgG (bei pH = 9,5) inkubiert.
Die Membranen mussten mit 40 mM DMP stabilisiert werden, um den weiteren Reaktionsbe-
dingungen standzuhalten. Danach wurde das gebundene higG durch eine pH-Verschiebung
(pH = 3,5) eluiert, und das higG in Losung wurde mittels ELISA-Techniken bestimmt.

Tabelle 2: Quantitative Bestimmung des Human-IgG, das an mit rSbpA-ZZ vorbeschichtete
Membranen gebunden ist

Sartobind RC Membran
Dicke: 270 pym Dicke: 180 ym
Protein pmol / cm?
rSbpA-ZZ 240 41
Human-IgG 142 25

Etwa 60% der stabilisierten rSbpA-ZZ-Molekile kénnen higG binden. Die Funktionalitat der
Human-IgG-Bindungsstelie bleibt nach der Immobilisierung, Stabilisierung und Reaktionsproze-
dur beibehalten.

5.3 Beschichtung von Kisker-Mikrokiigelchen

Die Menge des S-Schicht-Proteins, das in der Beschichtungsldsung benétigt wird, um eine
volistandige Proteinbedeckung der Mikrokugelchen zu garantieren (Fig. 5), wurde bestimmt.

Die Fahigkeit von S-Schicht-Fusionsproteinen, sich an dieser Glasoberflache wieder anzusam-
meln, im Vergleich zum Wildtyp-Protein wtSbpA und zum alleinigen Protein BSA wurde unter-
sucht. Die Mikrokiigelchen wurden mit 0,008 nmol Protein inkubiert. Nach den Waschschritten
wurde der Protein-Gehalt pro mg Kisker-Glasklgelchen durch einen Test auf Lowry-Basis
bestimmt.

Tabelle 3: Quantifizierung der Menge der Proteine, die wieder angeordnet / absorbiert an
Kisker-Glaskiigelchen waren

Protein Protein-Gehalt [pmol/mg]
BSA 16
rSbpA-LamA 44
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Protein Protein-Gehalt [pmol/mg]
rSbpA-eGFP 48
rSbpA-ZZ 30
SbpA-Wildtyp 48

Das S-Schicht-Protein wtSbpA zeigte dieselbe Menge pro mg Glaskiigelchen. Im Vergleich zu
BSA waren dreimal mehr S-Schicht(fusions)proteine auf den Glaskiigelchen. Um zu beweisen,
dass die S-Schicht-Fusionsproteine ihre funktionelle Aktivitat nach dem Beschichtungsprozess
beibehielten, wurden die IgG-Bindung von rSbpA-ZZ und die Fluoreszenz von rSbpA-eGFP
untersucht.

Humanes IgG wurde an mit rSbpA-ZZ beschichtete Glaskigelchen gebunden, was mit einem
Anti-lgG(Ziegen)FITC-Konjugat visualisiert wurde. Die nachfolgenden Fluoreszenzmikroskopie-
Bilder zeigten Kisker-Glasmikrokiigelchen mit und ohne rSbpA-ZZ-Beschichtung, 20x vergro-
Rert. Die Fahigkeit von rSbpA-ZZ, humanes IgG zu binden, bleibt nach dem Beschichtungsvor-
gang beibehaiten.

Das S-Schicht-Fusionsprotein rSbpA-eGFP hat die Fahigkeit, Fluoreszenz zu emittieren. Die
Beibehaltung dieser Fahigkeit nach dem Beschichtungsvorgang wurde auch dber Fluores-
zenzmikroskopie untersucht (Nikon Eclipse E400 mit 100W Hg-Lampe zur Erregung und integ-
rierter Digital-Kamera: DS Camera Control Unit DS-L1 und DS Camera head DS-5M).

Fig. 7 Fluoreszenzmikroskopie-Bilder von mit rSbpA-eGFP beschichteten Kisker-Glasklgelchen
(links) und Kisker-Glaskugelchen alleine (rechts). Belichtungszeit: 20 s.

Im Vergleich zu unbeschichteten Glas-Mikrokiigelchen zeigten die mit rSbpA-eGFP beschichte-
ten ein Fluoreszenz-Signal. Wie erwartet ist das Signal schwach (lange Belichtungszeit ist
notwendig) infolge der Monolayer-Beschichtung.

Eine Kamera (DS Camera Control Unit DS-L1 und DS Camera head DS-5M) wurden verwen-
det, um Kopien der Mikroskop-Bilder aufzubewahren.

Die Bezeichnung der Belichtungszeit der Kamera erfolgte, weil dieser Faktor von der Schicht-
Dicke des an den Glaskiigelchen wieder angeordneten Proteins, und somit von der Menge der
Molekiile, die Fluoreszenz emittieren, pro definierter Quadrateinheit abhéngt. Eine hohe Belich-
tungszeit weist auf eine Monolayer-Bildung des S-Schicht-Fusionsproteins rSbpA-eGFP hin im
Vergleich zu Glaskigelchen alleine, die keinerlei Fluoreszenz aufweisen, selbst bei sehr langen
Belichtungszeiten, und mit FITC markiertem IgG, die nicht in einer Monolayer gebunden sind
(IgG-Cluster) und daher mehr Fluoreszenz-Licht emittieren.

Die Fahigkeit von rSbpA-ZZ, IgG zu binden, bleibt nach dem Beschichtungsvorgang beibehal-
ten. Das S-Schicht-Fusionsprotein rSbpA-eGFP hat die Fahigkeit, Fluoreszenz zu emittieren.
Die Beibehaltung dieser Fahigkeit nach dem Beschichtungsvorgang wurde ebenfalls Gber Fluo-
reszenzmikroskopie untersucht.

6. Schlussfolgerung

Die S-Schicht-Proteine konnen hydrophile Membranen mit niedrigen Proteinbindungs-
Eigenschaften beschichten. Die Gesamtmenge an S-Schicht-Protein/S-Schicht-Fusionsprotein
an der hydrophilen Membran-Oberfldche ist 6 mal hoher als die Menge des BSA an derselben
Oberflache. Die Funktionalitat des Proteins bleibt erhalten. rSbpA-ZZ kann nach dem Immobili-
sierungsvorgang noch immer humanes IgG binden. Weiters weist dies darauf hin, dass die
funktionelle Gruppe in richtiger Weise von der Oberflaiche weg exponiert ist (keine umgedrehte
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Orientierung). Die S-Schicht-Proteine kénnen sich auf reinen Glaskiigelchen in gréRerem Aus-
mafR als BSA wieder ansammeln. Das wtSbpA und die S-Schicht-Fusionsproteine zeigten im
Vergleich zu BSA 2,5 mal mehr Protein auf der Oberflache der Glasklgelchen. In allen Fallen
konnte bewiesen werden, dass die Biofunktionalitdt der S-Schicht-Fusionsproteine erhalten
bleibt und dass die funktionellen Gruppen korrekt exponiert sind.

Patentanspriiche:

1.

Mit S-Schicht-Protein oder S-Schicht-Glykoprotein {iberzogene Oberflache, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die unbedeckte Oberflache eine Biomolekul-Bindungskapazitat von
weniger als 150 pg/cm?, wie mittels BSA-Bindungstest gemessen, hat und dass die Ober-
flache zumindest teilweise mit einem S-Schicht-Protein-Gitter bedeckt ist.

Mit Protein Uberzogene Oberflaiche nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet dass die
unspezifische BmdungskapaZ|tat des Proteins weniger als 100 pg/cm?, vorzugsweise we-
niger als 75 pg/cm?, vorzugsweise weniger als 50 pg/cm?, mehr bevorzugt weniger als
30 pg/cm? ist, wie mittels BSA-Bindungstest gemessen.

Mit Protein (iberzogene Oberflache nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die Oberflache hydrophil ist.

Mit Protein Gberzogene Oberflache nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Oberflache hydrophile funktionelle Gruppen, vorzugsweise Hydro-
xylgruppen, aufweist.

Mit Protein Uberzogene Oberflache nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Oberflache Teil einer Membran, vorzugsweise einer porésen Membran,
eines Kugelchens, eines kugelférmigen Korpers, einer Folie bzw. eines Objekttragers, ei-
ner filamentdsen Stuktur, einer Séule, eines Rohrchen, Teilchens oder einer Platte ist.

Mit Protein Uberzogene Oberflaiche nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die
Membran und/oder die Oberfliche der Membran ein Polymer umfasst, das ausgewahlt ist
aus der Gruppe bestehend aus Polyvinyichlorid, Celluloseacetat, Polyvinylalkohol, Polyvi-
nylpyrrolidon (PVP), Polyethylensulfon und Polysulfon.

Mit Protein iberzogene Oberflache nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das S-Schicht-Protein ausgewahit ist aus der Gruppe bestehend aus S-
Schicht-Proteinen oder S-Schicht-Glykoproteinen von gram-positiven und gram-negativen
prokaryontischen Organismen und vorzugsweise von Bakterien, mehr bevorzugt z.B. von
Bacillus oder Lactobacillus Sp., insbesondere B. subtilis SbpA (NCBI AAF22978).

Mit Protein Uberzogene Oberflache nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das S-Schicht-Protein ein natlrliches oder rekombinantes Wildtyp-S-
Schicht-Protein, ein chemisch modifiziertes S-Schicht-Protein, ein S-Schicht-Fusions-
protein, ein trunkiertes S-Schicht-Protein, ein S-Schicht-Glykoprotein, ein vollstéandiges
oder trunkiertes S-Schicht-Protein mit einer hinzugefigten Funktionalitdt am N- oder am C-
terminalen Ende des S-Schicht-Teils, ein S-Schicht-Glykoprotein oder eine S-Schicht-
Protein-Mutante ist.

Mit Protein iberzogene Oberflache nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass ein
Molekiil ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus Streptavidin, Antikérpern, Antigenen,
Affinitatskdrpern, Enzymen, Rezeptoren, Liganden, Peptiden, Kohlehydraten u. dgl. mit
dem S-Schicht-Protein oder einem S-Schicht-Protein-Derivat am C- oder N-Terminus des
S-Schicht-Proteins oder intern fusioniert ist.
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Mit Protein Uberzogene Oberflache nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das S-Schicht-Protein-Gitter an der Oberflache eine unspezifische Biomole-
kiil-Bindungskapazitat von weniger als 150 pg/cm?, wie mittels BSA-Bindungstest gemes-
sen, hat.

Filtermembran, umfassend eine mit Protein (berzogene Oberfliche nach einem der
Anspriiche 1 bis 10.

Verfahren zur Herstellung einer mit S-Schicht-Protein Gberzogenen Oberflache, umfassend

die Schritte:

« Vorsehen einer unbedeckten Oberflache mit einer Biomolekdil-Bindungskapazitat von
weniger als 150 pg/cm?, wie mittels BSA-Bindungstest gemessen,

+ Kontaktieren und Inkubieren der Oberflache mit einem S-Schicht-Protein und

« gegebenenfalls Waschen und Lagern der mit S-Schicht-Protein bedeckten Oberflache.

Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennze/chnet dass die unspezifische Blndungs-
kapazitdt des Biomolekuls wenlger als 100 pug/cm?, vorzugsweise wenlger als 75 pg/cm?,
vorzugsweise weniger als 50 ug/cm?, mehr bevorzugt weniger als 30 pg/cm? ist, wie mittels
BSA-Bindungstest gemessen.

Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, dass die Oberflache
hydrophil ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass die Ober-
flache hydrophile funktionelle Gruppen, vorzugsweise Hydroxylgruppen, aufweist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass die Ober-
flache Teil einer Membran, vorzugsweise einer porésen Membran, eines Kigelchens, ei-
nes kugelférmigen Korpers, einer Folie bzw. eines Objekttrégers, einer filamentdsen Struk-
tur, einer Saule, eines Rohrchens, eines Teilchens oder einer Platte ist.

Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass die Membran und/oder die
Oberflache der Membran ein Polymer umfasst, das ausgewahlt ist aus der Gruppe beste-
hend aus Polyvinylchlorid, Celluloseacetat, Polyvinylalkohol, Polyvinylpyrrolidon (PVP), Po-
lyethylensulfon und Polysulfon.

Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass das S-
Schicht-Protein oder Glykoprotein ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus S-
Schicht-Proteinen oder Glykoproteinen von gram-positiven und gram-negativen prokaryon-
tisghen Organismen, vorzugsweise von Bakterien, mehr bevorzugt von Bacillus oder Lac-
tobacillus Sp., insbesondere SbpA (NCBI AAF22978).

Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass das S-
Schicht-Protein ein natlirliches oder rekombinantes Wildtyp-S-Schicht-Protein, ein che-
misch modifiziertes S-Schicht-Protein, ein S-Schicht-Fusionsprotein, ein trunkiertes S-
Schicht-Protein, ein S-Schicht-Glykoprotein, ein volistandiges oder trunkiertes S-Schicht-
Protein mit einer hinzugefiigten Funktionalitit am N- oder am C-terminalen Ende des S-
Schicht-Teils, ein S-Schicht-Glykoprotein oder eine S-Schicht-Protein-Mutante ist.

Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass ein Molekul ausgewahlt aus
der Gruppe bestehend aus Streptavidin, Antikérpern, Antigenen, AffinitatskOrpern, Enzy-
men, Rezeptoren, Liganden und Peptiden u. dgl. mit dem S-Schicht-Protein oder einem S-
Schicht-Protein-Derivat am C- oder N-Terminus des S-Schicht-Proteins oder intern fusio-
niert ist.
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21. Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dass das S-
Schicht-Protein-Gitter an der Oberflache eine unspezifische Biomolekiil-Bindungskapazitat
von weniger als 150 pg/cm?, wie mittels BSA-Bindungstest gemessen, hat.

22. Set zur Herstellung einer mit S-Schicht-Protein Uberzogenen Oberflache, insbesondere
eines mit S-Schicht-Protein Uberzogenen Filters, umfassend:
. eine Oberflache mit einer Biomolekiil-Bindungskapazitat von weniger als 150 pg/cm?,
wie mittels dem BSA-Bindungstest gemessen, und
+ S-Schicht-Protein.

Hiezu 3 Blatt Zeichnungen
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