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Silicatein-vermittelte Synthese von amorphen Silikaten und Siloxanen und ihre

Verwendung

Beschreibung
1. Stand der Technik

Silicium ist das zweithdufigste Element der Erdkruste (iiber 80% der Erdkruste bestehen

aus Silikaten) und kommt in verschiedenartigsten Verbindungen vor. Siliciumverbindun-
gen stellen nicht nur die artenreichste Klasse der Mineralien dar, sondern sind auch in wirt-
schaftlicher Hinsicht auBerordentlich wichtig. Sie werden in groflem Umfang und in viel-
féltiger Form eingesetzt. Glas, Porzellan, Email, Tonwaren, Zement und Wasserglas sind
technisch wichtige, aus Silikaten bestehende Materialien. Die katalytischen Eigenschaften
einiger Silikate werden synthetisch genutzt. Ihr vielseitiger Einsatz wird noch erweitert,
wenn andere Elemente, insbesondere Aluminium, einige sonst vom Silicium eingenomme-
ne Gitterstellen besetzen. Zu diesen Alumosilicaten gehéren z.B. die Feldspite und die
Zeolithe; die Bedeutung der letzteren liegt besonders in ihren Molekularsieb- und Ionen-
austauscher-Eigenschaften begriindet. Al- u. Ca-Silikate haben als Fiillstoffe in der Lack-,
Kautschuk-, Kunststoff- und Papier-Industrie, Mg-Silikat (Talk) als Absorber- und Fiill-
stoff in der Kosmetik und Pharmazie und Alkali-Aluminium-Silikate als Ersatz fiir Phos-
phate in Waschmitteln Bedeutung erlangt. Auch fiir das Abbinden von Portlandzement
spielen Silikate eine wichtige Rolle. Da manche Silikate an ihren Oberflédchen freie OH-
Gruppen (analog den Silanolen) besitzen, lassen sich dort reaktive Gruppen anbinden; man

nutzt diese Eigenschaft in der Festphasen-Technik zur Immobilisierung.

1.1. Siliciumdioxid

Siliciumdioxid (SiO,) ist ein Festkorper mit einem hohen Schmelzpunkt, der sowohl in
kristallisierter als auch in amorpher Form vorkommt. In allen diesen Erscheinungsformen
ist jedes Silicium-Atom tetraedrisch von vier Sauerstoff~Atomen umgeben (Koordinations-
zahl: 4). Kristallisiert tritt Siliciumdioxid in verschiedenen Modifikationen auf (Quarz,
Tridymit, Cristobalit u.a.). Die héufigste Form des kristallinen SiO, ist der Quarz. Amor-
phe Siliciumdioxid-Mineralien sind u. a. Achat, Opal und Feuerstein. Quarzglas, das durch
Schmelzen von Quarz und langsames Abkiihlen der Schmelze erhalten wird, zeigt keine

Kristallflichen mehr. Verwendet wird es w.a. zur Herstellung von Quarzlampen (wegen
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seiner Durchldssigkeit fiir ultraviolette Strahlen) und hitzebestindiger Apparate. Aus

amorphem SiO, bestehen auch die Schalen von Kieselalgen (Diatomeen).

1.2. Kieselsduren und Silicate
Auch in den Kieselsduren und Silicaten besitzt Silicium die Koordinationszahl 4. Das te-
traedrisch gebaute [SiO4]*-lon neigt zur Polymerisation durch Verkniipfung von SiOs-

Einheiten. Dabei sind jeweils zwei Si-Atome iiber ein O-Atom miteinander verbunden.

Durch Wasserabspaltung (Kondensation) entsteht dabei aus der Orthokieselsdure zunschst
die Orthodikieselséure (Pyrokieselsdure; HgSi;07). Die weitere Kondensation fiihrt iiber
die Polykieselséuren zu den Metakieselsduren [(H,SiO3),]. Bei kleinerer Zahl der SiOg4-
Einheiten (n = 3, 4 oder 6) konnen sich dabei auch ringformige Molekiile bilden.

Die Polykieselséuren besitzen einen amorphen (ungeordneten) Aufbau.

Die Salze der Orthodikieselsduren (Orthosilicate) mit der Zusammensetzung Me,SiOy ent-
halten einzelne [SiO4]*-Anionen. Die wasserlgslichen Alkalisilicate, welche beispielswei-
se durch Schmelzen von Quarz mit Soda, Lauge oder Kaliumcarbonat gewonnen werden
konnen, enthalten neben [SiO4]*- auch [Si207]%- und [Si3010]*~Anionen (und grofere
Anionen). Solche “Wasserglas“-Losungen, aus denen die geldsten Teilchen durch Dialyse
an einer Membran abgetrennt werden kénnen, dienen u.a. zum Verkitten von Glas und
Porzellan, zum Imprégnieren von Papier, als Flammschutzmittel fiir Holz sowie zur Le-

bensmittel-Konservierung.

Nach Ansduerung einer solchen Alkalisilicatlssung kondensieren die aus den [SiO4]*- und
[Si,07]%-Gruppen (und gréfere Gruppen) durch Protonenaufnahme gebildeten Siuremole-
kiile untereinander zu Polykieselsduren (siehe oben), wobei die Losung gelartig wird. Die
erhaltenen Polymere bestehen zunéchst aus Ketten oder Netzen. Bei weiterem Fortschrei-
“ten der Kondensation entstehen dreidimensionale Strukturen, welche der Zusammenset-

zung SiO, entsprechen.
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Es ergibt sich folgende Einteilung:
1. Silicate mit diskreten Anionen:

a) Insel-Silicate: Es handelt sich um Ortho-Silicate mit dem Anion [SiO4]* Bei-
spiel: Phenakit, Olivin, Zirkon.

b) Gruppen-Silicate: Die SiOs-Tetracder sind zu kurzkettigen Einheiten ver-
kniipft. Beispiele: Di-Silicate mit dem Anion [Si;07]% und Tri-Silicate.

¢) Ring-Silicate: Die SiO4-Tetraeder sind ringférmig angeordnet. Beispiele: Be-
nitoid (3-er-Ring), Axinit (4-er-Ring), Beryll (6-er-Ring).

2. Ketten-Silicate und Band-Silicate. Kettensilicate bestechen aus kettenartig miteinander
verbundenen SiO;-Tetraedern; sie sind Polymere des Anions [SiO3]*. Durch Verkniipfung
mehrerer SiO4-Ketten kénnen bandférmige Molekiile entstehen. Beispiele: Hornblenden,
Asbeste.

3. Schicht-Silicate (Blatt-Silicate): Schichtsilicaten enthalten ebene Schichten aus SiOy-
Tetraedern. Diese werden durch dazwischen gelagerte Kationen zusammengehalten. Sie
sind Polymere des Anions [Si4010]4'. Beispiele: Talk, Kaolinit.

4. Geriistsilicate: In den Geriistsilicaten sind die tetraedrischen Si04-Gruppen zu dreidi-
mensionalen Gittern verbunden. Beispiele: verschiedene Modifikationen von Siliciumdi-

oxid wie Feldspéte.

Der zu den Polykieselsduren bzw. Polysilikaten fiihrende Kondensationsvorgang 146t sich
durch teilweises Ersetzen der OH-Gruppen der Kieselsiure durch einbindige Organylreste,
welche sich nicht am Kondensationsvorgang beteiligen, steuern (Herstellung verschiedener

Silicone).
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Synthetische Kieselséuren sind amorph, ungiftig und fithren im Gegensatz zu den kristal-

linen SiO,-Modifikationen nicht zur Entstehung einer Silicose.

Allgemeine Literatur:

Hinz, Silicat-Lexikon (2 Bd.), Berlin: Akademie Verl. 1985

Liebau, Structural Chemistry of Silicates, Berlin: Springer 1985

Petzold und Hinz, Einfithrung in die Grundlagen der Silicatchemie, Stuttgart: Enke 1979
CD Rémpp Chemie Lexikon - Version 1.0, Stuttgart/New York: Georg Thieme Verlag
1995

1.3. Siloxane, Silicone

Die nach dem Stand der Technik angewandten Methoden zur Darstellung von Silanolen
und Siloxanen bestehen darin, daB man auf organische Siliciumderivate, wie zum Beispiel
Trimethylsiliciumchlorid [(CHj;)3SiCl] Wasser einwirken 14Bt, wobei zunichst Silanole wie

zum Beispiel Trimethylsilanol gebildet werden:

(CH3)3SiCl + HyO — (CH3)3Si-OH + HCI

Aus diesen entstehen durch Wasserabspaltung Siloxane wie zum Beispiel Hexamethyldi-
siloxan [(CH3)3Si-O-Si(CHj3)s]:

2 (CH3)3Si0H — (CHj3)38i-0-SiCH;); + H,0O
Weiterhin lassen sich durch Reaktion von Dimethyl- oder Monomethylsiliciumchlorid mit
Wasser hochmolekulare Verbindungen mit ring- oder kettenartigen Strukturen oder drei-
dimensional vernetzten Makromolekiilen (“Silicone®) herstellen (iiber die Zwischenpro-
dukte Dimethylsilandiol bzw. Methylsilantriol):

(CH3),SiCh + 2 H,O - (CH3)2Si(OH)2 + 2 HCI

n (CH;),Si(OH); —> (CH3),Si0, + n H,0
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Die zur Darstellung weiterer Silicone benutzten Ausgangsverbindungen R;SiOH (Silano-
le), R,Si(OH), (Silandiole) und RSi(OH); (Silantriole) werden gewdhnlich durch Hydroly-
se der entsprechenden Halogenverbindungen R3SiCl, R,SiCl, und RSiCl; hergestellt (R =
Ethyl-, Propyl-, Phenyl-Gruppen u.a.).

Siloxane (Silicone) lassen sich demnach einteilen in:

a) Lineare Polysiloxane mit dem Bautyp R3SiO[R,Si0],SiR3.

b) Verzweigte Polysiloxane, die an den Verzweigungsstellen trifunktionelle oder tetra-
funktionelle Siloxan-Einheiten enthalten.

¢) Cyclische Polysiloxane, die ringférmig aus difunktionellen Siloxan-Einheiten aufge-
baut sind.

d) Vernetzte Polymere, wobei ketten- oder ringférmige Molekiile zu zwei- oder dreidi-

mensionalen Netzwerken verkniipft sind.

Die Viskositit der hochmolekularen, aus kettenférmigen Makromolekiilen bestehenden
Silicone (Silicondle) nimmt mit wachsender Kettenldnge zu. Silicone spielen eine bedeut-
same Rolle als technische Werkstoffe. In geringem MaB vernetzte Ketten zeigen Kau-
tschuk-Elastizitit (Siliconkautschuk; Verwendung: Dichtungen u.a.), stark vernetzte Sili-

cone sind harzartige (Siliconharze).

Aufgrund ihrer, durch den organischen Anteil bedingten hydrophoben (wasserabstoBen-
den) Eigenschaften finden Silicone zum Impréignieren (von Textilien, Papier u.a.) Verwen-

dung.

1.4. Silicatein

Einige der oben genannten Siliciumverbindungen sind nur kostenintensiv herzustellen bzw.
kommen nur in geringen Mengen als Bodenschétze vor und sind deshalb nur unter be-
tréchtlichem Aufwand zu isolieren. Der Prozess der chemischen Synthese der Silikate be-

darf dabei drastischer Bedingungen wie hohem Druck und hoher Temperatur.
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Organismen (insbesondere Schwimme und Algen) sind im Gegensatz dazu befihigt, mit
Hilfe spezifischer Enzyme Silikatgeriiste unter natlirlichen Bedingungen, d.h. bei niedriger
Temperatur und niedrigem Druck, zu bilden. Die Vorteile dieses Syntheseweges sind: hohe
Spezifitit, koordinierte Bildung, Regulierbarkeit und Mdglichkeit der Synthese von Nano-
strukturen.

Die Isolierung und Reinigung eines silikatbildenden Enzyms (Silicatein) wurde vor kur-
zem erstmals beschrieben: Shimizu, K. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 6234-6238
(1998).

Hierbei ergibt sich jedoch das Problem, daf die Isolierung und Reinigung des Enzyms (Si-
licateins) zeit- und arbeitsaufwendig ist und dabei nur relativ geringe Ausbeuten zu erzie-

len sind.

Ein moglicher Losungsansatz ist die Synthese des rekombinanten Proteins (rekombinantes
Silicatein) mit Hilfe der bekannten cDNA- oder Gen-Sequenz. Dies erlaubt die effektive
enzymatische Synthese von Silikaten.

Bei der Herstellung des rekombinanten Silicateins aus den Meeresschwimmen Suberites
domuncula und Tethya aurantia ergab sich jedoch das Problem, daB bei Anwendung der
dem Stand der Technik (Shimizu, K. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 6234-6238
(1998), Shimizu, K. et al.,, Patentanmeldung, Verdffentlichungsnummer W00035993
(1999)) entsprechenden Methoden nur sehr geringe Ausbeuten erzielt werden konnten und
das rekombinante Protein nur geringe enzymatische Aktivitit zeigte. Die vorliegende Er-
findung beschreibt, da} durch gezielte Veriinderung der Expressionsbedingungen rekom-
binantes Silicatein in hohen Ausbeuten und mit hoher spezifischer Aktivitit hergestelt
werden kann. Dariiber hinaus weist das modifizierte rekombinante Enzym eine hohere pH-
und Temperaturstabilitit auf als das natiirliche und das rekombinante mit kompletter c-
DNA Sequenz. Das modifizierte rekombinante Protein besitzt zudem eine enzymatische
Aktiviatét in einem weitem pH — Bereich auf (4.5-10) im Gegensatz zu dem natiirlichen
und rekombinantem Protein mit kompletter c-DNA Sequenz, das bei pH-Werten im neu-
tralen Bereich (pH 7,0) aktiv ist.
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Durch die Herstellung eines spezifischen polyklonalen Antikdrpers und anschlieBende
Koppelung an eine feste Phase kann eine schnelle und effektive affinititschromatographi-
sche Reinigung des Enzyms durchgefiihrt werden.

Durch Einsatz von Fusionsproteinen und Verwendung verschiedener Ausgangssubstrate

ergeben sich zahlreiche Variationsméglichkeiten und technische Anwendungen.

2. Herstellung von Silicatein

2.1. Herstellung von rekombinantem Silicatein

2.1.1. Clonierung der cDNAs aus marinen Schwimmen

Das Silicatein-Protein von Schwimmen enthilt charakteristische Sequenz-Segmente, von
denen einige genannt seien: Bereich um die Serin-reichen Aminoséiure-Cluster (bei S.
domuncula: Aminoséuren 267-277); Bereich um das Cystein, der ersten Aminosiure der
katalytischen Triade (bei S. domuncula: Aminosiure 138), die bei Silicatein fehlt und bei
den verwandten Enzymen, den Cathepsinen, vorhanden ist; Bereich um den Ubergang zwi-

schen dem Propeptid und dem prozessierten Peptid (bei S. domuncula: Aminosiuren
112/113).

Aus cDNA-Bibliotheken, z. B. in ZapExpress und in Escherichia coli XL1-Blue MRF*,
kann dann mit geeigneten degenerierten Primern (beispielsweise: der reverse Primer 5¢-
GAA/GCAG7CCGIGAIGAA/GTCA/GTAG/CAC-3' zusammen mit dem 5°-Vektor-
spezifischen Primer [Bereich um die Aminoséuren 267-277] — oder der Vorwértsprimer am
gleichen Protein-Segment zusammen mit dem 3’-Vektor-spezifischen Primer) das Gen fiir
Silicatein mittels der Technik der Polymerasen-Ketten Reaktion identifiziert werden; hier-
zu wird ein entsprechender vektorspezifische Primer eingesetzt. Das erhaltene Synthese-
produkt wird zum Screenen in der betreffenden cDNA-Bibliothek benutzt. Danach wird
der/die identifizierte(n) Clon(e) in einen Vektor (beispielsweise pGem-T) subcloniert und
anschlieflend sequenziert. Abbildung 1 zeigt als Beispiel die cDNA fiir Silicatein aus Sube-

rites domuncula.
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2.1.2. Expression und Isolierung des rekombinantem Silicatein

Die Herstellung von rekombinantem Silicatein erfolgt bevorzugt in E. coli XL1-Blue. Aber
auch die Herstellung in Hefen und Séugerzellen ist méglich und wurde erfolgreich durch-
gefiihrt. Hierzu wird die cDNA in einen entsprechenden Vektor, z. B. pQE-30, eincloniert.
Auch andere Expressionsvektoren haben sich als geeignet erwiesen. Nach Transformation
von E. coli wird die Expression von Silicatein durch Induktion mit iiblicherweise IPTG
(Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid) (Ausubel, F.M., Brent, R., Kingston, R.E., Moore,
D.D., Smith, J.A., Seidmann, J.G. & Struhl, K. (1995) Current Protocols in Molecular
Biology. John Wiley and Sons, New York) durchgefiihrt. Die Expression von Silicatein
sowie die Aufreinigung des rekombinanten Proteins iiber z. B. das Histidin-Tag, das an
dem rekombinanten Protein vorliegt, kann an entsprechenden Affinititssaulen, z. B. einer
Ni-NTA-Matrix durchgefiihrt werden (Skorokhod, A., Schiicke, H., Diehl-Seifert, B., Stef-
fen, R., Hofmeister A., and Miiller W.E.G. Cell. Mol. Biol. 43:509-519; 1997).

Die Expression der kompletten Silicatein-Sequenz in E. coli gelingt jedoch nur mit sehr
geringen Ausbeuten. Folgende Verénderungen der Expressionsbedingungen fiihrten uner-

warteterweise zu drastischen Verbesserungen der Ausbeute:

1. Durch Verkiirzung der Sequenz, die fiir das N-terminale Ende des Proteins co-
diert, wurde eine tiber 100-fache Erhthung der Expression (im Vergleich zur Ex-
pression des Gesamt-cDNA) erreicht. Bevorzugt wird der Start in die Region des
Propeptides gesetzt. Aber auch eine Verkiirzung im Bereich des "reifen" Protein
vor der ersten potentiellen Disulfid-Briicke (iiblicherweise an der Aminosiure
135) filhrt zu der gewliinschten starken Expression (Abbildung 2).

2. Auch durch eine verkiirzte cDNA, die fiir das C-terminale Ende des Proteins co-
diert, wird im Vergleich zur Expression der kompletten cDNA eine iiber 20-fache
erhohte Expression von Silicatein gefunden (Abbildung 2). Erfolgreich hat sich
die Verkiirzung des Genes am 3‘-Ende im Bereich der Sequenz nach der letzten
potentiellen Disulfid-Briicke (iiblicherweise an der Aminosidure 319) erwiesen.

Dort wird ein Stop-Codon insertiert.
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3. Eine iiber 40-fache Erhohung der Expression in E. coli wird dadurch erreicht, dah
beim Aufbrechen der Zellen ein Protease-Inhibitor-Cocktail hinzugegeben wird.
Als vorteilhaft hat sich die Verwendung folgendes Protease-Inhibitor-Cocktails
erwiesen: Antipain (10 pg), Bestatin (5 pg/ml), Chymostatin (10 pg/ml), Leupep-
tin (1 pg/ml), Pepstatin (1 pg/ml), Aprotinin (1 pg/ml). Dieser Schritt war deshalb
so liberraschend, da die Vorschrift, die tiblicherweise zur Isolierung der rekombi-
nanten Proteine angewandt wird, wie bei dem BugBuster Extraktions-Kit (Fa.
Novagen), dies nicht vorsieht.

4. Nach dem Aufbrechen der E. coli-Bakterien ist die erhaltene Losung sehr viskos.
Eine Isolierung des rekombinanten Proteins wird effizient dadurch erreicht, daB
Enzyme zur Verdauung der Nukleinsduren hinzugegeben werden. Hierzu eignet
sich die Nuclease ,,Benzonase®.

5. Ublicherweise wird bei einer Expression von Silicatein in E. coli das rekombi-
nante Protein in den ,,inclusion bodies* gefunden. Deshalb muf} das rekombinante
Protein in die ,,native” Form tiberfilhrt werden. Hierzu erwies sich das folgende
Verfahren als vorteilhaft: Die E. coli-Bakterien werden mit der Losung des Bug-
Buster Extraktions-Kits aufgeschlossen; nach Waschen werden die "inclusion bo-
dies" durch Zentrifugation gewonnen. Die "inclusion bodies" werden mehrmals
mit dem sog. IB Wash Buffer aus dem ,,Protein Refolding-Kit (Fa. Novagen)*“
gewaschen. Die Vorschrift, die z. B. dem ,,Protein Refolding-Kit" zugrunde liegt,
wird angewandt, um das rekombinante Silicatein in die ,,native* Form zu tiberfiih-
ren. Bei der Anwendung dieses und anderer vergleichbarer Verfahren wird jedoch
das rekombinante Silicatein abgebaut. Uberraschenderweise kann dieser ProzeB
durch Weglassen des Enzyms Lysozym verhindert werden. Ublicherweise ist die-
ser Lysozym-Schritt fester Bestandteil eines Protokolls zur Gewinnung rekombi-
nanter Proteine aus E. coli. Er dient dazu, assoziierte Bakterienmembranen von
den rekombinanten Proteinen zu entfernen. Die Endreinigung des rekombinanten

Silicateins kann iiber Affinitdtsmatrizes, wie Ni-NTA Matrizes, erfolgen.

Nach Anwendung dieser einzusetzenden Verfahrensinderungen wird iiberraschenderweise

eine hohe Expression in E. coli erreicht (mehr als 100-fach); jetzt werden Ausbeuten von
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etwa 10 mg/100 ml Bakterien-Kulturmedium an rekombinantem Silicatein erreicht (Abbil-
dung 3).

2.1.3. Expression und Isolierung des rekombinantem Silicatein aus anderen silikatbilden-
den Organismen

Entsprechend der oben beschriebenen Vorgehensweise kann die Isolierung, Clonierung
und Expression der cDNA fiir Silicatein aus weiteren Siliciumdioxid-produzierenden Or-
ganismen durchgefithrt werden, beispielsweise aus Diatomeen (z. B. Cylindrotheca fusi-
Jormis). Die Gewinnung von Diatomeen in axenischen Kulturen ist Stand der Technik
(Kroger, N., Bergsdorf, C., and Sumper M. Europ. J. Biochem. 239:259-264; 1996).

2.2. Isolierung und Reinigung von Silicatein aus Tieren und Einzellern

Silicatein ist dasjenige Enzym, das amorphes Silikat, z. B. in Schwimmen, synthetisiert.
Deshalb kann das Silicatein auch aus den Organismen selbst gewonnen werden. Hierzu
werden, z. B. aus dem Schwamm Suberites domuncula die Spiculae (bestehend'aus amor-
phem Silikat) durch Dissoziation des Gewebes in Ca™- und Mg -freiem Seewasser ge-
wonnen. Die Spiculae werden durch Sedimentation gewonnen. Das amorphe Silikat der
Spiculae wird im alkalischen Milieu, z. B. in verdiinnter Natronlauge, entfernt. Die organi-
schen Fibrillen der Spiculae, die das Silicatein enthalten, werden durch Abzentrifugation
(z. B. 20,000 x g; 1 Stunde; 4°C) gewonnen. Das Protein wird durch hohe Salzkonzentrati-
on, wie z. B. 1 M NaCl, aber auch durch den ,,Protein Refolding-Kit" in Losung gebracht.

Anschliefend wird das Silicatein an einer Affinitétsmatrix gereinigt. Die Affintititsmatrix
wird hergestellt, indem ein Silicatein-spezifischer Antikérper an eine feste Phase (CNB1-
aktivierte Sepharose oder andere geeignete Tréger) immobilisiert wird, gereinigt. Als Anti-
korper werden monoklonale oder polyklonale Antikérper gegen das Silicatein eingesetzt,
die nach Standard-Methoden hergestellt werden (Osterman, L..A. Methods of Protein and
Nucleic Acid Research Vol. 2; Springer-Verlag [Berlin] 1984). Die Kopplung des Anti-
kérpers an die Sdulenmatrix wird nach den Angaben des Herstellers (Pharmacia) durchge-
fihrt. Die Elution des reinen Silicateins erfolgt mittels pH-Anderung oder Anderung der
Ionenstirke. Auch andere Affinitdtsmatrizes wie polymere Silikate oder copolymere Sili-

kate/Germanate wurden mit Erfolg eingesetzt. Die Elution des Silicateins von diesen Ma-
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trizes geschieht bei einem pH um den isoelektischen Punkt von Silicatein (im Falle des S.

domuncula-Silicateins bei einem pH von etwa 6).

Entsprechende Isolierungen von Silicatein aus weiteren Siliciumdioxid-produzierenden
Organismen, wie Diatomeen (z. B. Cylindrotheca fusiformis), wurden nach der oben dar-
gestellten Verfahren mit Erfolg durchgefiihrt.

Neu an der Erfindung ist auBerdem, daB das Silicatein-Gen durch geeignete Silikatkonzen-
trationen im Medium (gewdhnlicherweise 60 pM) und durch Myotrophin (1 pg/ml) indu-

ziert werden kann (Abbildung 4A,B).

3. Nachweis der Silicatein-Aktivitit und Synthese von Silicium-Alkoxy-Verbindungen

Die Messung der enzymatischen Aktivitit des rekombinanten Silicateins wird tiblicherwei-
se wie folgt durchgefiihrt. Das rekombinante Silicatein wird iiber Nacht gegen einen fiir die
Reaktion geeigneten Puffer, wie 25 mM Tris-HCI, pH 6,8 dialysiert [andere Puffer inner-
halb eines pH-Bereiches von 4,5 bis 10,5 sind ebenfalls geeignet].

Ublicherweise werden 1 - 60 pg rekombinantes Silicatein in 1 ml eines geeigneten Puffers,
wie 25 mM Tris-HCI (pH 6,8) gelost und mit 1 ml einer tiblicherweise 1 - 4,5 mM Tetrae-
thoxysilan-Losung versetzt. Die enzymatische Reaktion kann bei Raumtemperatur - aber
auch bei Temperaturen zwischen 5°C und etwa 65°C - durchgefiihrt werden. Die durch-
schnittliche Inkubationszeit ist 60 min. Wihrend dieser Zeitspanne werden iiblicherweise
300 nmol amorphes Silikat (als Molybdat-reaktives, losliches Silikat) pro 100 pg Silicatein
synthetisiert. Zum Nachweis der Silikat-Produkte wird das Material in einer Tischzentrifu-
ge abzentrifugiert (12 000 x g; 15 min; +4°C), mit Ethanol gewaschen und luftgetrocknet.
Anschliefend wird das Sediment mit z. B. 1 M NaOH hydrolysiert. In der entstandenen
Losung wird unter Anwendung eines Molybdat-gestiitzten Nachweisverfahrens, wie z. B.

dem Silicon-Assays (Merck), Silikat quantitativ gemessen.

Uberraschenderweise wurde gefunden, daB Silicatein neben dem Substrat Tetracthoxysilan

auch noch weitere Silan-Alkoxide polymerisiert.
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Neu in dem erfindungsgemifBen Verfahren ist, daB folgende Verbindungen zur Silicatein-
vermittelten Synthese verwendet werden kénnen: Tetraalkoxysilane, Trialkoxysilanole,
Dialkoxysilandiole, Monoalkoxysilantriole, Alkyl- oder Aryl-Trialkoxysilane, Alkyl- oder
Aryl-Dialkoxysilanole oder Alkyl- oder Aryl-Monoalkoxysilandiole oder die entsprechen-
den (Alkyl- oder Aryl-substituierten) Alkoxyverbindungen von Gallium (IV), Zinn (IV)
oder Blei (IV). Auch Mischungen dieser Substrate werden durch das Enzym erkannt und
polymerisiert. Somit kénnen auch Mischpolymere hergestellt werden.

Zur Erh6hung der Aktivitidt des Enzyms Silicatein werden die Substrate, wie Tetraethoxy-
silan, in Dimethylsulfoxid in einer Stammldsung von iiblicherweise 500 mM gelost und

anschliefend in die gewiinschte Endkonzentration herunter verdiinnt.

4. Kopplung der ¢cDNA fiir Silicatein mit einer oder mehreren cDNA(s) (offene Leserah-

men) fiir anderer Proteine

4.1. Herstellung von Silicatein-Fusionsproteinen

Fusionsproteine mit Silicatein werden wie folgt gewonnen. Ein geeigneter Expressions-
vektor (beispielsweise pQFE-30) wird eingesetzt. Die Silicatein-cDNA - mit z. B. einer
BamHI-Restriktionsstelle am 5'-Terminus und z. B. einer Sa/l-Restriktionsstelle am 3'-
Terminus - wird hergestellt. Das Stop-Codon in der Silicatein-cDNA wird entfernt. Hierzu
wird die PCR-Technik eingesetzt und Primer, welche die betreffenden Restrikionsstellen
besitzen, zum Amplifizieren benutzt. Die cDNA fiir das zweite Protein wird entsprechend
gewonnen, wobei am 5'-Terminus die gleiche Schnittstelle wie am 3'-Terminus der Silica-
tein-cDNA (im Beispiel Sa/l) und am 3'-Terminus eine von den anderen verschiedene (z.
B. eine HindIII-Stelle) vorliegt. Falls sich in den betreffenden cDNAs interne Restriktions-
stellen befinden, kénnen alternative Restriktionsenzyme eingesetzt werden. Dariiber hinaus

kénnen auch Linker zwischen die beiden cDNAs eingesetzt werden (Abbildung 5A).

Diese beiden cDNAs werden nach den iiblichen Verfahren ligiert, gereinigt und in den
pQE-30 Vektor (Quiagen) einligiert. Die Ligation erfolgt im Anschluf an das Histidin-Tag
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(etwa 6 Histidin-Codons). Die Expression und Reinigung des Fusionsproteins kann wie
oben beschrieben erfolgen (Abschnitt 2.1.2).

4.2. Getrennte Expression I

Alternativ zu dem Verfahren, das unter 4.1. beschrieben wurde, kann zwischen der cDNA
fur das Silicatein und der cDNA fiir das bioaktive Protein eine Protease-Spaltstelle (wie z.
B. eine Enterokinase-Stelle) eincloniert werden. In diesem Falle kann ein Codon fiir ein
neues Start-Methionin vor den codierenden Bereich des Genes fiir das bioaktive Protein
insertiert werden. Nach Expression und Reinigung wird das (Fusions)-Protein proteolytisch

gespalten. Jetzt liegen beide Proteine separat vor (Abbildung 5B).

4.3. Getrennte Expression II (Kassetten-Expression)

Alternative kénnen beide Proteine auf einem Konstrukt - aber separat - exprimiert werden.
Hierzu wird in einem Expressions-Vektor das Silicateingen dem His-Tag nachgeschaltet.
Am Ende der Silicatein-cDNA wir ein Stop-Codon insertiert. Zwischen der cDNA fiir das
Silicatein und der cDNA fiir ein bioaktives Protein wird eine Ribosomen-Bindungsstelle
mit Codon fiir ein Start-Methionin eincloniert. Wiederum wird ein His-Tag der cDNA fiir
das bioaktive Protein vorgeschaltet. Ebenfalls erhilt dieses Gen ein Stop-Codon (Abbil-
dung 5C).

Die His-Tags konnen deletiert werden, wenn die Proteine zur Funktionsanalyse in den be-

treffenden Wirtszellen benutzt werden.

4.4. Erweiterungen
Fiir die Expression, wie unter 4.1 bis 4.3 beschrieben, koénnen sowohl bakterielle als auch

eukaryotische Zellen benutzt werden.

Die Expression, wie unter 4.1 bis 4.3 beschrieben, kann auch fiir drei und mehr offene Le-

serahmen eingesetzt werden.
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5. Verwendungen der hergestellten Silicateine und Silicatein-Fusionsproteine

5.1. Verwendung von Silicatein zur Oberfldchenmodifikation von Biomaterialien

Die biologische Reaktion von Organismen (oder biologischen Extrakten/Produkten) auf
(exponierte und/oder implantierte) Biomaterialien wird groBenteils durch deren Oberfli-
chenstruktur und -chemie bestimmt. Deshalb besteht ein Bedarf an Methoden zur Oberfla-
chenmodifikation derartiger Biomaterialien. Ziel dabei ist stets, die vorteilhaften chemisch-
physikalischen Eigenschaften der Biomolekiile zu erhalten. Deshalb sollte nur die duBerste
Oberflache modifiziert werden, da dadurch deren biologische Wechselwirkungen beein-
fluBt werden.

Oberfldchen-modifizierte Biomaterialien (wie beispielsweise durch Silicon- und Siloxan-
enthaltende Block-Copolymere, “Silanisierung®) finden Verwendung zur Beeinflussung
von Zelladhédsion und Wachstum, zur Modifizierung der Blut-Kompatibilitdt oder zur
Kontrolle der Protein-Adsorption (Herabsetzung der Adsorption von Kontaktlinsen, Vor-
behandlung von ELISA-Platten). Die Sialinisierung zur Modifizierung von Materialober-
flichen kann dabei insbesondere zur Modifizierung hydroxylierter oder Amin-reicher
Oberfliachen benutzt werden, wie beispielsweise Oberflichen von Glas, Silicium, Germa-
nium, Aluminium, Quarz und vielen Metalloxiden, die reich an Hydroxylgruppen sind.
Eine Literatur-Ubersicht findet sich in: B.D. Ratner et al. (Hrsg.) Biomaterials Science -
An Introduction to Materials in Medicine. Academic Press, San Diego, 1996.

Dabei ergibt sich jedoch das Problem, daB bei den zur Herstellung dieser Modifizierungen
angewandten Bedingungen oft schédliche (destruierende) Effekte auf die benutzten Bio-

materialien auftreten.

Eine im Vergleich zu den angewandten physikalisch/chemischen Verfahren “milde® Me-
thode stellen die allein auf biochemischen Reaktionen beruhenden Modifikationen von
Biomaterialien mit Hilfe des erfindungsgeméfien Verfahrens (Verwendung von rekombi-
nantem/gereinigtem Silicatein) dar (Silicatein-vermittelte enzymatische Synthese von

amorphem SiO,-~, Siloxan- oder Siloxan-Block-Copolymere-enhaltende Oberfléichen).
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Die modifizierte Zone auf der Material-Oberfléche sollte in den meisten Fillen so dinn
wie moglich sein, da modifizierte Oberfldchenschichten, die zu dick sind, die mechani-
schen und funktionellen Figenschaften des Materials verindern konnen. Dies kann durch
Variation der Reaktionszeit und der Substrat-Konzentration bei der Silicatein-vermittelten

enzymatischen Reaktion auf einfache Weise erreicht werden.

Mittels der Silicatein-vermittelten enzymatischen Reaktion lassen sich eine Vielzahl unter-
schiedlicher Biomaterialien, die entweder eine Protein (Silicatein)-bindende Oberfliche
von Natur aus besitzen bzw. die durch eine vorhergehende Modifikation proteinbindend
gemacht wurden, verwenden, und zwar Biomaterialien einschlieBlich Polymere, Metalle,

Keramiken und Gliser.

Silane konnen zwei Arten von Oberflichen-Strukturen bilden. Sehr diinne (Monolayer)
Schichten, falls nur Spuren von Oberflichen-adsorbiertem Wasser vorhanden sind, oder,
falls mehr Wasser vorhanden ist, dickere Silan-Schichten, die sowohl aus Si-O Gruppen,
die an die Oberfliche gebunden sind, als auch Silan-Einheiten, die ein dreidimensionales,
polymeres Netzwerk ausbilden, bestehen. Derartige Modifikationen kénnen beispielsweise
durch Behandlung von hydroxylierten Oberflichen mit n-Propyl-trimethoxysilan herge-

stellt werden.

Allgemeine Literatur: Pleuddemann, E. P. (1980) Chemistry of silane coupling agents. In
Silylated Surfaces (D. E. Leyden, Hrsg.) Gordon & Breach, New York, pp.31-53.

Mittels der Silicatein-vermittelten enzymatischen Reaktion lassen sich — unter milden, die
Biomaterialien schonenden Bedingungen — ebenfalls verschiedene Arten von Oberflichen-
Strukturen auf einer Vielzahl unterschiedlicher Biomaterialien bilden, deren Synthese je-
doch, da enzymatisch vermittelt, gezielt abliuft.

Insbesondere ergibt sich auch eine Verwendung der rekombinanten oder des aus verschie-
denen Quellen gereinigten Silicateins bei der Herstellung von Oberflichen-Modifikationen
von Biomaterialien mit Silikon-artigen Eigenschaften (wie Silikon-Brust-Implantate) so-

wie medizinischer Implantate und Endoprothesen, ebenfalls auch bei Kontaktlinsen.
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3.2. Verwendung von Silicatein zum Einkapseln von Biomolekiilen

Durch die gesteuerte Synthese von SiO,- oder Siloxan-Hiillen mittels des rekombinanten
oder des aus verschiedenen Quellen gereinigten Silicateins ergibt sich eine Verwendung
zum Einkapseln von Biomolekiilen (einschlieBlich Proteinen und Nucleinsduren) sowie
bioaktiven Molekiilen (einschlieBlich Hormonen, Pharmaka und Cytokinen), mit dem Ziel,
deren biologischen Eigenschaften (wie Protease- und Nuclease-Resistenz, Temperatur-
Stabilitéit) oder deren Freisetzung (kontrolliertes “Drug-delivery“, ebenfalls auch Ermégli-

chung eines topischen “Drug-delivery*) zu verindern oder zu verbessern.

a) Erhohung der Proteaseresistenz (und Temperatur-Stabilitit) von Proteinen.
Vorgehensweise: Umgebung des Proteins mit einem Silicatein-Mantel (beispielsweise

durch Crosslinking), der eine SiO,-Hiille synthetisiert.

b) Erhohung der Nucleaseresistenz (und Temperatur-Stabilitit) von Nucleinsiuren
Vorgehensweise: Umgebung der Nucleinséure mit einem Silicatein-Mantel (beispielsweise

durch Crosslinking), der eine SiO,-Hiille synthetisiert.

Auf die oben geschilderte Weise ist auch die Herstellung von Depot-Formen fiir Arznei-
mittel (einschlieBlich fiir Peptid/Proteochormone und Cytokine) méglich. Dazu werden die
Arzneimittel (einschlieBlich Peptid/Proteohormone und Cytokine) zunichst modifiziert
durch

a) Crosslinking mit Silicatein oder (falls es sich um Proteine handelt)

b) Herstellung von Fusionsproteinen mit Silicatein.

Danach erfolgt die Silicatein-vermittelte Synthese des Kapselmaterials.

WO 9614832 Al 19960523 (US 9514261 19951106) offenbart eine Methode zur Herstel-
lung von synthetischen Liposomen aus Polyphosphaten zur Steigerung der Aufnahme von
Arzneimitteln (“Drug-delivery®). Durch Aufbau einer derartigen Liposomen stabilisieren-

den Hiille mittels Silicatein 148t sich die Effizienz der Methode steigern.
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Weiterhin ergibt sich eine Verwendung des rekombinanten oder des aus verschiedenen
Quellen gereinigten Silicateins bei der Herstellung neuer Biomaterialien (oder Komposit-
Materialien) wie Knochenersatzmaterialien oder Zahnersatzmaterialien durch Co-Synthese
von Polysilikaten, Siliconen oder Mischpolymeren (hergestellt mittels des rekombinan-
ten/gereinigten Silicateins) und Polyphosphaten (hergestellt mittels rekombinanter Poly-
phosphat-Kinase).

3.3. Verwendung von Silicatein zum Einkapseln von Zellen/Geweben bei Transplantatio-
nen

Die gesteuerte Synthese von SiO, oder Siloxan-Hiillen mittels des rekombinanten oder des
aus verschiedenen Quellen gereinigten Silicateins kann auch zur Einkapselung von Zellen

bei Transplantationen verwendet werden (Verbesserung der Biokompatibilitit).

Dies kann durch “Coaten® der Zellen mit Silicatein oder durch Expression von Silicatein-

Fusionsproteinen auf der Zell-Oberfliche durchgefiihrt werden.

3.4. Verwendung von Silicatein zur Oberflichen-Modifikation (Kontaktzonen-Behandlung)
von (Silicium)-Halbleitern oder Silicium-Chips und deren Verwendung

Das rekombinante sowie das aus verschiedenen Quellen gereinigte Silicatein kann auch zur
Oberflachen-Modifikation von (Silicium oder Germanium)-Halbleitern oder (Silicium oder
Germanium)-Biosensor-Chips verwendet werden. Hierdurch kann eine Verbindung mit
Zellen oder anderen aus organischem Material bestehenden Strukturen hergestellt werden.
Diese "Matrizes" kénnen zur Messung der elektrischen Eigenschaften von Zellen benutzt
werden. Derartige Silicatein-modifizierte Halbleiter (oder Silicium-Mikrochips) konnen

auch als Biosensoren Verwendung finden.

3.5. Verwendung von Silicatein zur Synthese von Silicium-haltigen Edelsteinen und Halb-
edelsteinen

Das rekombinante sowie das aus verschiedenen Quellen gereinigte Silicatein ist in der La-
ge, amorphes SiO, zu bilden. Zu den amorphen bzw. feinkristallinen Modifikationen des
SiO; (Opale) zahlen Achat, Jaspis, Onyx u.a. Aufgrund der Moglichkeit, mit Hilfe des re-

kombinanten oder des aus verschiedenen Quellen gereinigten Silicateins unter kontrollier-
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ten Bedingungen amorphes SiO, zu synthetisieren, wobei gezielt Fremdmolekiile/atome
eingefiigt werden kénnen, ergibt sich folglich die Verwendung des erfindungsgemiBen

Verfahrens zur Herstellung der obengenannten und anderer Edelsteine/Halbedelsteine.

Mit Hilfe des rekombinanten oder des aus verschiedenen Quellen gereinigten Silicateins ist
es auch mdglich, unter kontrollierten Bedingungen diinne SiO- und SiO,-Schichten auf

Halbleiter-Unterlagen aufzubringen (zur Herstellung von integrierten Schaltkreisen).

5.6. Verwendung von Silicatein zur Synthese von Silicium (Gallium-, Zinn- oder Blei-)-
Verbindungen (einschlieflich sogenannter Sila-Pharmaka)

Silicium ist bekannt als Spurenelement, das offenbar fiir die Ausbildung von Bindegewebe
und Knochen (Mineralisation) benttigt wird. Die Herstellung von Silicium-organischen
Verbindungen als Grundlage fiir sogenannte Sila-Pharmaka (Pharmaka, bei denen C durch
Si ersetzt ist, mit potentiellen Wirkungsénderungen auf den Organismus) ist von medizini-
schem Interesse [siche: Chem. unserer Zeit 14, 197-207 (1980), sowie: Bioactive Organo-
Silicon Compounds (Topics Curr. Chem. 84), Berlin, Springer 1979)]; die Synthese derar-
tiger Verbindungen unter milden (enzymatischen) Bedingungen ist mittels des erfindungs-
gemiBen Verfahrens (Verwendung des rekombinanten oder des aus verschiedenen Quellen

gereinigten Silicateins) mdglich.

Weitere Verwendungen von Silicium-Verbindungen, die mit Hilfe des erfindungsgemifBen
Verfahrens unter milden (enzymatischen) Bedingungen synthetisiert werden (Verwendung
des rekombinanten oder des aus verschiedenen Quellen gereinigten Silicateins) in Medizin
und Kosmetik sind: Verwendung derartig synthetisierter Silicium-Verbindungen als Be-
standteil oder Grundlage von Salben, sowie als Bestandteil von Zahnpasten [zur Verwen-
dung in der Kosmetik, siche: Parfiim. Kosmet. 67, 232-239, 326-336, 384-389(1986);
68,195-203 (1987)].

Silicium-Verbindungen, die mit Hilfe des erfindungsgemiflen Verfahrens unter milden
(enzymatischen) Bedingungen synthetisiert wurden (Verwendung des rekombinanten oder
des aus verschiedenen Quellen gereinigten Silicateins) lassen sich auch fiir weitere Zwecke

verwenden: Gleitmittel (Kunststoffverarbeitung), Schmiermittel (Kunststoffgetriebe),
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Schaumdidmpfungsmittel, Formtrennmittel, (Hydrophobieren von Glas, Keramik, Textili-

en, Leder) und Dielektrika (z.B. in Transformatoren).

Die mit Hilfe des erfindungsgeméflen Verfahrens synthetisierten Verbindungen schliefen
die in der Technik verwendeten Siloxan-Harze wie (mehr oder minder vernetzte) Polyme-

thyl- oder Polymethylphenysiloxane mit ein.

Die durch Kondensation der im Verlauf der Silicatein-vermittelten Katalyse gebildeten
Silantriole RSi(OH)s fithren zur Synthese von Blattstruktur-artigen Polymeren der Brutto-
zusammensetzung R;Si;03. Der Vernetzungsgrad und die Ausdehnung dieser Polymere
kann dabei durch kontrollierte Beimischung von Silandiolen und Silanolen variiert werden.
Somit lassen sich enzymatisch maBigeschneiderte Siliconstrukturen mit charakteristischen,

regulierbaren Eigenschaften erzeugen.

Das Siloxan-Gerlist kann dabei mit verschiedenartigen Kohlenwasserstoff-Resten ver-

kniipft sein. Dadurch lassen sich seine Eigenschaften modifizieren.

Aufgrund ihrer Wirmebesténdigkeit und Hydrophobizitit konnen die durch Silicatein-
vermittelte Katalyse synthetisierten (erfahrungsgemaB nicht gesundheits-schidlichen) Sili-

cone auch in der kosmetischen Hautpflege und plastischen Chirurgie Verwendung finden.

Allgemeine Literatur: Brinker et al., Polydimethylsiloxane in der Lebens- und GenuBmit-
telindustie, Miinchen: Dow Corning 1981.

3.7. Verdnderung der Eigenschafien von Zellen durch Transfektion mit einem Silicatein-
Gen/cDNA-enthaltendem Plasmid

Durch Transfektion von Zellen mit einem Silicatein-Gen/cDNA-enthaltendem Plasmid
lassen sich deren Eigenschaften veréindern, was eine Verwendung bei der Herstellung von
Knochenersatzmaterialien (auch durch Co-“Polymerisation” von Silicatein-synthetisiertem
SiO; und Polyphosphaten, hergestellt durch Transfektion mit einem Polyphosphat-Kinase-
cDNA-enthaltendem Plasmid) ergibt.
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3.8. Verwendung von rekombinantem Silicatein zur Synthese von Nano-Strukturen aus
amorphem Siliciumdioxid

Mittels des rekombinantem Silicateins, der rekombinanten Silicatein-Fusionsproteine oder
des gereinigtem Silicateins ist es moglich, spezifische zwei- und dreidimensionale, sieb-,
netz-, kéfig- oder andersartig geformte Strukturen aus amorphem Siliciumdioxid, Siloxa-
nen oder anderen Silicium (IV)- f[oder Gallium (IV)-, Zinn (IV)- oder Blei (IV)-]-
Verbindungen im Nano-MaBstab zu synthetisieren, wobei mit diesen Enzymen assoziierte
Makromolekiile (synthetische Polymere oder Biopolymere) als “Leitschienen® fiir der
Synthese benutzt werden. Derartige Synthesen sind auch unter Verwendung von in Mari-
kultur oder in Aquarien gehaltenen Schwimmen oder anderen Silikatein-produzierenden
Organismen sowie mit gentechnologisch verinderten, urspriinglich nicht zur Silikat-
Synthese befdhigten Organismen mdoglich. Die gebildeten Strukturen kénnen in der Nano-
technologie angewandt werden (beispielsweise als “Miniatursiebe® fiir Trennprozesse im
Nanomafstab).

Erlduterungen zu den Abbildungen:

Im nachfolgenden sind die erléuternden Legenden zu den beigefiigten Zeichnungen aufge-
fithrt. Es zeigt:

Abbildung 1:
c¢DNA mit abgeleiteter Aminosiure-Sequenz fiir das Suberites domuncula-Silicatein.

Abbildung 2:
Aminoséure-Sequenz von Silicatein aus dem Schwamm Suberites domuncula. Einige

Stellen am Protein, die nach Verkiirzung der cDNA zu einer starken Erhohung der Expres-
J. Dartiber hin-
aus sind die Aminosduren der katalytischen Triade (CT) sowie die Cystein-Einheiten, die

sion des rekombinanten Proteins gefithrt haben, sind eingezeichnet [

zu potentiellen Disulfidbriicken fithren, markiert (*)
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Abbildung 3:

Herstellung des rekombinanten Silicatein-Proteins in E. coli. Nach dem angegebenen Ver-
fahren wurde aus dem Rohextrakt das reine Silicatein gewonnen. Spur a: Proteinextrakt
aus nicht-induzierte Zellen [- IPTG]; Spur b und Spur c¢: Proteinextrakt aus induzierte Zel-
len [+ IPTG], 2,5 Stunden (Spur b) und 8 Stunden (Spur c) nach Zugabe von IPTG. Spur d:
Loslicher Proteinextrakt des Bakterien-Lysats nach Expression fiir 8 Stunden. Spur e: Pro-
teinextrakt der "inclusion bodies". Spur f: Gereinigtes Silicatein aus den "inclusion bodies"
nach Reinigung des Proteins an einer Ni-NTA Matrix. Das Molekulargewicht des rekom-
binanten Silicateins ist etwa 33 kDa. Am linken Rand sind die Molekulargewichtsmarker

angegeben.

Abbildung 4:

(A) Konzentration an Transkripten fiir Silicatein in Primmorphen von S. domuncula.
Primmorphe, die nach S-tigiger Inkubation aus Einzelzellen gebildet worden waren, wur-
den fiir 0 (Kontrollen; Kon) bis 5 Tage entweder in Abwesenheit von exogenem Silikat
(minus Silikat) oder in Anwesenheit von 60 uM Na-Silikat (plus Silikat) inkubiert. An-
schliefend wurde die RNA extrahiert und 5 pg der Gesamt-RNA nach ihrer GroBe auf-
getrennt; nach dem Blot-Transfer wurde die Hybridisierung mit der Silicatein-Sonde von S.
domuncula (SUBDOSILICA) durchgefiihrt. (B) Effekt von rekombinantem Myotrophin auf
die Expression von Silicatein in Primmorphen. Primmorphe wurden fiir 0 (Kontrollen) bis
zu 5 Tagen in Abwesenheit (minus Myotrophin) oder Gegenwart von 1 pg/ml Myotrophin
(plus Myotrophin) inkubiert. Dann wurde das Northern-Blotting mit der SUBDOSILICA-

Sonde zur Bestimmung des Ausmafles der Expression von Silicatein durchgefiihrt.

Abbildung §:
Co-Expression von Silicatein und einem Gen, das fiir eine bioaktive Substanz codiert

(Schema). A. Herstellung des Fusionsproteins Silicatein-bioaktives Protein. Die beiden
cDNAs [Silicatein und bioaktives Protein] wurden iiber eine Restriktionsstelle (z. B. Sall)
ligiert und anschlieflend in die Restriktionsstellen BamHI und HindIll des pQE-30-Vektors
eincloniert. Am 5'-Terminus befindet sich das Histidin-Tag. B. Getrennte Protein-
Expression. Die beiden cDNAs werden in einem ‘geeigneten Vektor iiber eine Protease-

Spaltstelle eincloniert. Nach Expression und Reinigung wird das Fusionsprotein durch
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Protease-Verdau getrennt erhalten. C. Getrennte Protein-Expression (als Kassetten-
Expression). Die beiden ¢cDNAs werden auf dem gleichen Konstrukt separat exprimiert

und tiber die His-Tags gereinigt.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung von rekombinantem Silicatein in einer Wirtszelle, dadurch

gekennzeichnet, dal es mindestens einen der Schritte:

a) Verkiirzung des zu exprimierenden rekombinanten Silicateins in der bis zur ersten
Disulfidbriicke reichenden N-terminal codierenden Region seiner cDNA,

b) Verkiirzung des zu exprimierenden rekombinanten Silicateins in der bis zur letzten
Disulfidbriicke reichenden C-terminal codierenden Region seiner cDNA,

c) Zugabe eines Protease-Inhibitor-Gemisches nach Aufbrechen der Zellen,

d) Refolding ohne die Zugabe von Lysozym, und

e) Induktion der Expression durch Zugabe von Myotrophin und/oder Silikat,

und Isolierung des funktionell hochaktiven Enzympriparats umfaft.

2. Verfahren zur Herstellung von rekombinantem Silicatein in einer Wirtszelle nach An-
spruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf als Wirtszelle Zellen von Escherichia coli, He-
fen, Séugern oder Primmorphen, wie Meeresschwimme oder Diatomeen verwendet

werden.

3. Verfahren zur Herstellung von rekombinantem Silicatein in einer Wirtszelle nach An-
spruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB als Wirtszellen Zellen von Cylindrothe-

ca fusiformis verwendet werden.

4. Verfahren zur Herstellung von rekombinantem Silicatein in einer Wirtszelle nach ei-
nem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB8 das rekombinante
Silikatein als (a) Fusionsprotein (chiméres Protein) oder (b) in einer getrennte Protein-
Expression (Protease-Spaltstelle) oder (c) in einer zweiten getrennten Protein-
Expression (Kassetten-Expression) und in Form einer modifizierten Silicatein-cDNA-

Sequenz exprimiert wird.

5. Verfahren zur Herstellung von rekombinantem Silicatein in einer Wirtszelle nach ei-

nem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daBl es als weiteren
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Schritt eine Reinigung des Silicateins mittels polyklonaler Antikérper oder mittels ei-
nes Histidin-Tags umfafit.

Verfahren zur I—ierstellung von rekombinantem Silicatein in einer Wirtszelle nach An-
spruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB der polyklonale Antikérper an eine feste Phase
gekoppelt wird.

Rekombinant hergestelltes Silicatein, hergestellt nach einem Verfahren der Anspriiche
1 bis 6.

Rekombinant hergestelltes Silicatein gem#f Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB
es sich um Silicatein aus Suberites domuncula gem#B der in Figur 1 angegebenen Se-

quenz oder Derivate davon handelt.

Transgene Wirtszelle, insbesondere Zelle von Escherichia coli, Hefen, Sdugern oder
Primmorphen, wie Meeresschwimme, wie Suberites domuncula, oder Diatomeen, wie
Cylindrotheca fusiformis, die ein rekombinantes Silicatein gemiB Anspruch 7 expri-

miert.

Verfahren zur Herstellung von Silicatein in einem Schwamm, dadurch gekennzeich-
net, daB es die Schritte: a) Induktion der Expression durch Zugabe von Myotrophin
und/oder Silikat und b) Isolierung des funktionell hochaktiven Enzympriparats um-
fafit.

Verfahren zur Herstellung von Silicatein in Schwimmen nach Anspruch 10, dadurch

gekennzeichnet, dal Suberites domuncula als Schwamm verwendet wird.
Silicatein, hergestellt nach einem Verfahren der Anspriiche 10 oder 11.
Verwendung von Silicatein nach Anspruch 7 oder 12 zur Synthese spezifischer zwei-

und dreidimensionaler Nano-Strukturen (sieb-, netz-, kiifig- oder andersartig geformter

Strukturen) aus amorphem Siliciumdioxid (Kieselsduren und Silikate), Siloxanen oder
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anderen Silicium (IV)-, Gallium (IV)-, Zinn (IV)- oder Blei (IV)-Verbindungen zur

Anwendung in der Nanotechnologie.

Verfahren zur Herstellung von amorphem Siliciumdioxid (Kieselsduren und Silikate),
Siloxanen oder anderen Silicium (IV)-, oder Gallium (IV)-, Zinn (IV)- oder Blei (IV)-
Verbindungen (einschlieBlich sogenannter Sila-Pharmaka) sowie von Mischpolymeren
dieser Verbindungen, dadurch gekennzeichnet, da8 Tetraalkoxysilane, Trialkoxysila-
nole, Dialkoxysilandiole, Monoalkoxysilantriole, Alkyl- oder Aryl-Trialkoxysilane,
Alkyl- oder Aryl-Dialkoxysilanole oder Alkyl- oder Aryl-Monoalkoxysilandiole oder
die entsprechenden (Alkyl- oder Aryl-substituierten) Alkoxyverbindungen von Galli-
um (IV), Zinn (IV) oder Blei (IV) als Substrate mit einem gemiB einem der Ansprii-

che 1 bis 6, 10 und 11 hergestellten Silicatein umgesetzt werden.

Verfahren zur Herstellung von amorphem Siliciumdioxid (Kieselsiduren und Silikate),
Siloxanen oder anderen Silicium (IV)-, oder Gallium (IV)-, Zinn (IV)- oder Blei (IV)-
Verbindungen (einschlieBlich sogenannter Sila-Pharmaka) sowie von Mischpolymeren
dieser Verbindungen nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dal durch Verwen-
dung definierter Mischungen der in genannten Verbindungen Mischpolymere defi-

nierter Zusammensetzung hergestellt werden.

Verfahren zur Herstellung von amorphem Siliciumdioxid (Kieselsduren und Silikate),
Siloxanen oder anderen Silicium (IV)-, oder Gallium (IV)-, Zinn (IV)- oder Blei (IV)-
Verbindungen (einschlieBlich sogenannter Sila-Pharmaka) sowie von Mischpolymeren
dieser Verbindungen nach Anspruch 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, daB das re-
kombinante oder Silicatein-Fusionsprotein auf einer Oberfliche aus Glas, Metallen,
Metalloxiden, Kunststoffen, Biopolymeren oder anderen Materialien immobilisiert

wird.

Verfahren zur Herstellung von amorphem Siliciumdioxid (Kieselsduren und Silikate),
Siloxanen oder anderen Silicium (IV)-, oder Gallium (IV)-, Zinn (IV)- oder Blei (IV)-
Verbindungen (einschlieBlich sogenannter Sila-Pharmaka) sowie von Mischpolymeren

dieser Verbindungen nach einem der Anspriiche 14 bis 16, dadurch gekennzeichnet,
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daB zur Reinigung ein spezifischer Antikorper oder ein spezifisch Silicatein-bindendes

Protein an einer festen Phase immobilisiert wird.

Amorphes Siliciumdioxid (Kieselsduren und Silikate), Siloxane oder andere Silicium
(IV)-, Gallium (IV)-, Zinn (IV)- oder Blei (IV)-Verbindungen (einschlieBlich soge-
nannter Sila-Pharmaka) sowie von Mischpolymeren dieser Verbindungen, hergestellt

nach einem Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 17.

Verwendung von amorphem Siliciumdioxid (Kieselsiuren und Silikate), Siloxanen
oder anderen Silicium (IV)-, Gallium (IV)-, Zinn (IV)- oder Blei (IV)-Verbindungen
(einschliefllich sogenannter Sila-Pharmaka) sowie von Mischpolymeren dieser Ver-
bindungen nach Anspruch 18 zur Oberflichen-Modifikation von technischen Materia-
lien oder Biomaterialien sowie zum Einkapseln von Biomolekiilen, Pharmaka oder
anderen bioaktiven Substanzen in Silicatein-synthetisierte Siliciumdioxid (SiOs)-
Hiillen oder Hiillen aus Silicatein-synthetisierten Siloxanen oder anderen Silicium
(IV)~, Gallium (IV)-, Zinn (IV)- oder Blei (IV)- Verbindungen, um deren biologische
und pharmakologische Eigenschaften oder deren Freisetzung (kontrolliertes “Drug-

delivery*) zu verandern.

Verwendung von amorphem Siliciumdioxid (Kieselséuren und Silikate), Siloxanen
oder anderen Silicium (IV)-, Gallium (IV)-, Zinn (IV)- oder Blei (IV)-Verbindungen
(einschlieflich sogenannter Sila-Pharmaka) sowie von Mischpolymeren dieser Ver-
bindungen nach Anspruch 18 zum Einkapseln von Zellen oder Geweben bei Trans-

plantationen.v

Verwendung von amorphem Siliciumdioxid (Kieselsduren und Silikate), Siloxanen
oder anderen Silicium (IV)-, Gallium (IV)-, Zinn (IV)- oder Blei (IV)-Verbindungen
(einschlieBlich sogenannter Sila-Pharmaka) sowie von Mischpolymeren dieser Ver-
bindungen nach Anspruch 18 zur Oberfldchen (Kontaktzonen)-Behandlung von (Sili-
cium oder Germanium)-Halbleiter-Materialien oder (Silicium- oder Germanium)-

Biosensor-Chips.
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22. Verwendung von amorphem Siliciumdioxid (Kieselsduren und Silikate), Siloxanen
oder anderen Silicium (IV)-, Gallium (IV)-, Zinn (IV)- oder Blei (IV)-Verbindungen
(einschlieBlich sogenannter Sila-Pharmaka) sowie von Mischpolymeren dieser Ver-
bindungen nach Anspruch 18 zur Synthese von Silicium-haltigen Mineralien, Edel-

steinen und Halbedelsteinen.
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Figur 1

GAGGATAGAAAGTCTACAATCTGTAAGGACAATGCTTGTCACAGTGGTAGTACTGGGTCf
M L VTV V V L G L
ACTGGGGTTTGCTTCTGCAGCCCAGCCCAAGTTTGAATTTGTAGAAGAATGCCAGCTCTG
L 6 F A 8§ A A Q P KPFEUVFVEZEWOQTILW
GAAGTCCACTCACTCTAAGATGTACGAGTCACAGTTAATGGAACTCGAAAGACATCTGAC
K 8 T H S KM Y E 8 QLM E L ERHTUL T
GTGGCTCTCCAATAAGAAATATATCGAGCAACACAATGTCAACTCACACATTTTCGGTTT
W L 8 N KK Y I EQ HNVN S HTIUFGF
TACTCTGGCAATGAACCAGTTTGGAGATCTGAGTGAATTGGAGTATGCTAACTATCTTGE
T L. AMNGOQU FGDU LS E L E Y A NVYTUL G
CCAGTATCGCATTGAGGATAAAAAATCTGGCAACTACTCAAAGACTTTTCAGCGTGATCC
Q Y R I E D KK 8 G N Y S KT F Q R D P
TCTACAGGACTACCCTIGAAGCTGTAGACTGGAGAACCAAAGGAGCTGTCACGGCTGTCAA
L QDY P E AV DWIZ RTIKGA AUV T AV K
GGACCAGGGAGACTGTGGTGCTAGCTATGCTTTCAGTGCTATGGGTGCTTTGGAGGGTGC
D Q G D C G A 8 ¥ A F 8 A MG ATLTEG A
TAATGCTTTAGCCAAGGGAAATGCAGTATCTCTCAGTGAACAGAACATCATTGATTGCTC
N A L A KGDNAVYVY S L S E QNI I DTC 8
GATTCCITACGGTAACCACGGTITGTCATGGAGGCAATATGTATGATGCTTTTTTGTATGT
I P ¥ G NH GCHGGDNMMMYDA AT FIULUVY YV
CATCGCTAACGAGGGGGTCCGATCAGGACAGTGCATATCCATTTGTAGGAAAGCAATCCAG
I A NE GV D QD S A Y PF V G K Q 8 8
CTGCAACTATAATAGTAAATACAAAGGTACATCAATGTCGGGGATGGTGTCAATCAAAAG
C N Y N 8 K Y KGT s M S G MV 8 I K 8
TGGTAGTIGAGTICTGACTTACAAGCAGCTGTTTCAAACGTTGGCCCTGTATCTGTTGCTAT
G S E S DL Q A AV S NV GPV S V A I
TGATGGTGCTAACAGTGCCTTCAGGTTTTACTACACTGGTGTCTATGACTCATCACGATG
D G AN S A FRUFY Y S GV Y D S S R C
CTCTAGTAGTAGICTTAACCACGCAATGGTAGTCACTGGATACGGATCATACAATGGGAA
S 8 § §$ L NH A MV YV T 6 Y G S ¥ N G K
AAAATACTGGCTIGGCCAAGAATAGCTGGGGAACTAACTGGGGTAACAGTGGCTATGTGAT
K Y WL AI KNS WOGEGETNWGEGNS G Y V M
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Figur 2

SILCA SUBD : MLVIVVVLGLLGFASAAQPKFEFVEEWQLWKSTHSKMYESQIMELERHLTWLSNKK : 56

Propeptid ——
STLCA SUBD : YIEQHNVNSHIFGFTLAMNQFGDLSELEYANYLGQYRIEDKKSGNYSKTFQRDPLQ : 112
CT

—}— reifes Protein ¢ '
STICA SUBD : DYPEAVDWRTKGAVIAVKDQGDCGASYAFSAMCALEGANALAKGNAVSLSEQNIID : 168

0 o L]
SILCA SUBD : CSIPYGNHGCHGGNMYDAFLYVIANEGVDQDSAYPFVGKQSSCNYNSKYKGTSMSG : 224

. CT
0 Y
STLCA SUBD : MVSIKSGSESDLQAAVSNVGEVSVAIDGANSAFRFYYSGVYDSSRCSSSSLNHAMY : 280
CT
\ .

SILCA SUBD : VIGYGSYNGKKYWLAKNSWGTNWGNSGYVMMARNKYNQCGIATDASYPTL : 330
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Figur 4
A
Silicatein
minus
Silikat
plus
Silicatein kb
minus - 1.4
Myotrophin
plus - 1.4

Kon1 3 5
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Figur 5
A. Fusionsprotein (Chim&ren-Protein)
Resfriktionsstellen: BamHI Sall Hindlll
6xHis Gen fiir: Gen fiir:
Vektor Tag Silicatein bioaktives Protein Vektor

pQE-30 A A pQE-30
mit Start-Met Start-Met Stop-Codon
(nicht nétig)

Fusionsprotein:
Silicatein / bioaktives Protein

B. Getrennte Protein-Expression |

Protease-
Spaltstelle
6xHis Gen fiir: Gen fiir:
Vektor Tag Silicatein bioaktives Protein Vektor

pPQE-30 A A A pQE-30
mit Start-Met Start-Met Start-Met Stop-Codon
(nicht notig) {nicht notig)

Fusionsprotein:
Silicatein / bioaktives Protein

Protease-Verdau

Silicatein bioaktives Protein

C. Getrennte Protein-Expression Il (Kassetten-Expression)

Ribosomen-
Bindungsstelle mit Start-Met
Vektor 6xHis Gen fiir: 6xHis Gen fiir: Vektor
Tag Silicatein Tag bioaktives Protein
Ribosomen- ‘
Bindungsstelle Stop-Codon Stop-Codon
mit Start-Met

zwei separate Proteine

Silicatein bioaktives Protein
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