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Der Aufbau von groBen Strukturen'! oder funktionalen su-
pramolekularen Systemen>'? aus Molekiilen sowie das Ver-
standnis der Wechselwirkungen zwischen den Molekiilen
oder zwischen den Molekiilen und einem Substrat sind ent-
scheidend fiir die Verwirklichung molekularer Funktions-
einheiten.>'" Nach dem Vorbild der Natur wurden einfache
Systeme entworfen, die natiirliche Vorgiange durch die Ver-
kniipfung von biologischen Komponenten und abiotischen
Materialien imitieren konnten,™” um Prozesse in biologi-
schen Systemen aufzukliren!">?" oder einen Vorteil aus den
Eigenschaften einer ,nichtbiologischen“ Komponente in
einer natiirlichen Umgebung zu ziehen (in vivo und in vitro).
Mit dem Ziel, die Liicke zwischen der nanoskopischen und
der makroskopischen Welt zu schlie3en, oder um Strukturen
nachzuempfinden, deren Ausmafe vergleichbar sind mit
denen von biomakromolekularen Systemen, wurden in letzter
Zeit Nanopartikel,* Mikroplittchen® und Nanorohren'™!
hergestellt. Allerdings wurden bisher noch keine Versuche
zur Selbstorganisation von Bakterien mithilfe von kiinstli-
chen funktionalen Nano- und Mikromaterialien beschrieben,
die eine Kommunikation zwischen den Zellen ermoglichen.

Als ersten Schritt in Richtung eines Austausch von spe-
zifischen Informationen zwischen synthetischen Systemen
und/oder Bakterien haben wir einen biokompatiblen syn-
thetischen Nanobehilter, den Zeolith L, funktionalisiert und
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mit nichtpathogenen Escherichia-coli-Bakterien verkniipft.
Wir zeigen hier, dass das lebende System, das mit dem Zeo-
lithen verbunden ist, leicht durch Fluoreszenzspektroskopie
visualisiert werden kann. Uberdies gelang es uns wegen der
genau definierten Ausrichtung von Zeolith und Bakterium,
zwei Bakterien so anzuordnen, dass sie iiber einen Nanobe-
hilter verkniipft sind.

Zeolithe sind Netzwerke aus SiO,- und AlO,-Tetraedern.
Jedes Al-Atom trigt in seiner Umgebung zu einer negativen
Ladung bei, die durch die Einlagerung von Natrium-, Calci-
um- oder anderen Kationen in den groflen Hohlrdumen der
Struktur kompensiert wird.”**! Der Zeolith L enthilt eindi-
mensionale Kanile, die den ganzen Kristall durchlaufen. Sie
haben an der Offnung einen Durchmesser von 0.71 nm und
einen groften freien Durchmesser von 1.26 nm. Die Ele-
mentarzelle ist 0.75 nm lang, und die Mittenentfernung be-
trigt fir zwei benachbarte Kanile 1.84nm (Abbil-
dung 1).%4%!

Somit besteht ein Kristall mit einem Durchmesser von
550 nm aus etwa 80000 parallelen Kanélen. Eine wichtige
Eigenschaft dieser Kristalle ist ihre Fahigkeit, verschieden-
artige Molekiile einzulagern, z. B. Farbstoffmolekiile mit ge-
wiinschten Emissionseigenschaften. Aulerdem konnen Kris-
talle mit verschiedenen Seitenverhéltnissen und in verschie-
denen GroBen hergestellt werden, die von 30 nm bis zu
mehreren tausend Nanometern reichen, ?” und die Kanal-
eingdnge konnen mit Molekiillen chemisch modifiziert

Abbildung 1. Netzwerk und Morphologie von Zeolith L: Die REM-
Bilder zeigen die Basis (a) und den Mantel (b) des Kristalls. Das Bild
im Kreis (c) verdeutlicht, dass der gesamte Kristall durch viele, streng
parallele Kanile durchzogen wird. Unten rechts ist ein Lingsschnitt
durch einen Kanal abgebildet.
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werden, die die Funktion eines Stopfens erfiillen.?*2- Auy-
Berdem ist es moglich, die in den Kanélen befindlichen Kat-
ionen auszutauschen.P!!

Wegen der Biokompatibilitit von Zeolith-L-Kristallen
und ihrer Struktur mit eindimensionalen Kanélen konnen mit
ihnen kiinstliche Systeme realisiert werden, die sich durch
neue Eigenschaften und Funktionen von iiblichen Nanopar-
tikeln abheben. Um zu beweisen, dass eine Aggregation nicht
nur fiir Molekiile und Nanoobjekte moglich ist, sondern auch
auf lebende Systeme ausgeweitet werden kann, haben wir
eine Hybridstruktur aus Zellen und Zeolith L konstruiert. Bei
dem von uns gewihlten Organismus handelt es sich um das
nichtpathogene Gram-negative Bakterium Eschericia coli
(Zelllinie IM109).

Die duBlere Zellmembran von E. coli ist mit Lipopoly-
sacchariden iiberzogen, die an vielen Stellen phosphoryliert
sind. Diese Eigenschaft haben wir fiir die Bildung von
Hybrid-Gebilden genutzt, da eine elektrostatische Bindung
zwischen den negativ geladenen &dufleren Zellmembranen
und dem positiv geladenen Zeolith-L-Kristall auftritt.

Interessanterweise waren wir in der Lage, die Ladung
selektiv an den Kanaleingéngen zu positionieren, sodass die
iibrige Kristalloberflache ihre FEigenschaften behélt. Im
ersten Aufbauschritt befiillten wir einen 1 pm langen Zeo-
lith L durch Ionenaustausch®! mit dem griin lumineszieren-
den organischen Farbstoff Pyronin (Abbildung 2).

Danach funktionalisierten wir die Kanaleinginge™! mit
Aminoderivaten, die unter diesen Bedingungen protoniert
vorliegen, sodass ein positiv geladenes System entsteht. Eine
Mischung von aminofunktionalisierten Zeolithkristallen und
Bakterien im Verhiltnis von ungefihr 1:1 wurde eine Stunde
bei 37°C in phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) inkubiert.
Wir beobachteten ein stabiles Hybrid-Gebilde, dessen Ent-
stehung hochstwahrscheinlich auf elektrostatischen Wech-
selwirkungen beruht, obwohl wir Wasserstoffbriicken nicht
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Abbildung 2. a) Vorgehensweise bei der Aminofunktionalisierung von
Zeolith L, vereinfacht fiir einen einzigen Kanal gezeigt (die weif3en
Kastchen reprisentieren eine Elementarzelle): Nach dem Einfiihren
des Fluoreszenzfarbstoffs Pyronin (griines Rechteck) werden die Ein-
ginge eines Kanals mit einem Silanderivat funktionalisiert. Die an-
schlieBende Hydrolyse der Amidfunktion fiihrt zu einer primaren Ami-
nogruppe (schwarz-weifles Schachbrettmuster). b) Uberlagerung einer
schematischen Darstellung mit einem realen REM-Bild. c) Vereinfachte
Ansicht eines funktionalisierten Kristalls mit eingelagerten Molekiilen.

www.angewandte.de

© 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

ausschliefen konnen. Nichtfunktionalisierte Zeolith-L-Kris-
talle bilden erwartungsgemif keine bestdndigen Hybrid-
Gebilde mit den Bakterien.

Um dieses Gebilde nidher zu untersuchen, wurde die
Fluoreszenzmikroskopie in Losung genutzt. In den Aggre-
gaten konnen die Zeolithe leicht durch Licht des Wellenlidn-
genbereichs 420-490 nm erkannt werden, das den eingela-
gerten Farbstoff Pyronin anregt, der daraufhin griin emittiert
(Abbildung 3 a)

Abbildung 3. 1:1-Gebilde aus einem Zeolith-L-Kristall und einem Bakte-
rium in PBS-Lésung: a) mit weiler und blauer Belichtung unter einem
optischen Mikroskop; b) REM-Bild des Gebildes nach Verdampfen des
Lésungsmittels und anschlieRender Beschichtung mit Silber.

Rasterelektronenmikroskopische Analysen an trockenen
Proben bestitigen die Ergebnisse fiir die Gebilde in Losung
(Abbildung 3b). Es ist bemerkenswert, dass das Zeolith-
Bakterium-Gebilde unter physiologischen Bedingungen le-
bensfihig ist und sich uneingeschriankt bewegen kann. Der
Organismus ist in der Lage, mit einer so schweren Last wie
einem 1um groBen Zeolithkristall in der Losung zu
»schwimmen* (siehe die Filme in den Hintergrundinforma-
tionen). Die Bewegungen des Bakteriums sind leicht unter
einem Fluoreszenzmikroskop zu verfolgen, indem man das
Licht erfasst, das bei Anregung vom eingelagerten Farbstoff
(Pyronin) emittiert wird. Nach Beobachtung einiger Proben
(siche Abbildung 3 und die Filme in den Hintergrundinfor-
mationen) kann festgestellt werden, dass der Zeolith haupt-
séchlich an den Polen des Bakteriums haftet. Dieses Ergebnis
stimmt mit Literaturdaten tiberein, die ebenfalls zeigen, dass
sich Mikropartikel an den Enden der E.-coli-Bakterien an-
lagern,® und obwohl die Griinde nicht vollstindig aufgeklirt
wurden, konnte dieses Verhalten mit unterschiedlichen Do-
ménen auf der Zelloberfliche erklirt werden.”! Wir konnen
nicht ausschliefen, dass die beiden Komponenten — Zeolith
und Bakterium — in den ersten Millisekunden nach dem Mi-
schen zufillig zusammentreffen, woraufhin der Zeolith ent-
lang der Zelle wandert, um eine bestimmte Art von Wech-
selwirkung zu maximieren. Wir mochten betonen, dass die
Entstehung eines Gebildes kein vereinzelter Vorgang ist;
vielmehr zeigen iiber 70 % der Bakterien in der Losung dieses
Verhalten. (Die Filme in den Hintergrundinformationen
zeigen mehrere Bakterien (auch auBerhalb des Fokus) an
denen ein Zeolith hingt.)

Die lineare Form der Gebilde in Abbildung 3 fiihrte uns
zu der Frage, ob lebende Systeme in der Art organisiert
werden konnen, dass sie einen Nanobehilter als Verkniipfung
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nutzen. Um dieses Ziel zu erreichen, haben wir einen grof3en
Uberschuss an Bakterien mit den Zeolith-L-Kristallen inku-
biert. Nach dem Mischen fanden wir unter dem Mikroskop
lineare Strukturen, die nicht von einzelnen Zellen stammen
konnten. Eine genaue Analyse ergab vielmehr, dass das
Verhiltnis von Zeolith und Bakterium jetzt 1:2 betrug. Ab-
bildung 4 zeigt ein Hybrid-Gebilde, das durch optische Mi-

E. coli

o/

Abbildung 4. Selbstorganisation von zwei Bakterien mit einem funktio-
nalisierten, 1T um langen Zeolith-L-Kristall als Verkniipfung: a) Mit
weifer und blauer Belichtung ist unter dem optischen Mikroskop das
gesamte Aggregat erkennbar. b) In der gleichen Probe wird die Fluo-
reszenz des mit Pyronin gefiillten, verkniipfenden Zeoliths bei Anre-
gung mit blauem Licht beobachtet.

kroskopie mit weilem und blauem Licht charakterisiert
wurde. Wir wissen noch nicht, ob der Zeolith eine aktive
Rolle bei der Kommunikation zwischen zwei verkniipften
Systemen spielen kann, allerdings mochten wir betonen, dass
unser Zeolith in seiner Rolle als Verkniipfung nicht nur bio-
kompatibel und stabil, sondern auch funktional und modular
ist. Die Kanile, die von einem Ende des Zeoliths zum ande-
ren verlaufen, konnen leer oder mit vielen verschiedenartigen
Chemikalien gefiillt sein.

Lénge und Breite des Zeoliths lassen sich um bis zu drei
Groflenordnungen variieren, sodass topologische Effekte in
lebenden Systemen erforscht werden konnen. Des Weiteren
eroffnet die gezielte Funktionalisierung eines Zeolithen an
verschiedenen Stellen und mit verschiedenen chemischen
Gruppen zahllose Moglichkeiten, lebende Systeme und Ma-
terialien zu kombinieren.

Zusammenfassend haben wir gezeigt, dass die chemisch
programmierte Selbstorganisation eines funktionalen Nano-
materials mit einem lebenden System moglich ist. Auf diese
Weise konnen Anordnungen von Bakterien aufgebaut
werden, und wir gehen davon aus, dass ein Austausch von
spezifischen Informationen zwischen Zeolithen und Bakteri-
en gelingen kann.

Experimentelles
Zeolithmodifikation: Der zylinderformige Zeolith L wurde entspre-
chend Lit. [27] synthetisiert. Die Kristalle waren durchschnittlich
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1.0 um lang und hatten einen Durchmesser von 1.0 um. Mit Pyronin
gefiillte Kristalle wurden nach einer bekannten Ionenaustauschpro-
zedur in Wasser erhalten.?® Die Einfithrung der Aminogruppen er-
folgte wie in Lit. [28] beschrieben.

Experimente mit dem Bakterium E. coli: Eine Probe der E.-coli-
Zelllinie JM109 wurde frisch aus einer inkubierten Vorratslosung in
LB-Medium gewonnen und in PBS-Losung suspendiert. (Das LB-
Medium wurde aus 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt und 10 g NaCl in
1 Liter Wasser erhalten und mit NaOH auf pH 7 eingestellt.) Die
Konzentration wurde anhand der optischen Dichte auf 10° Zellen pro
Milliliter geschitzt. Ungefdhr 1 mg Zeolith wurde in 1 mL doppelt
destilliertem Wasser suspendiert und 15 min in einem Ultraschallbad
behandelt. Bakterien und Zeolith wurden im Verhéltnis 1:1 oder mit
einem Uberschuss an Bakterien gemischt (hinsichtlich der Zahl von
Bakterien und Zeolith-L-Kristallen; 100-uL-Aliquote) und 1h bei
37°C geschiittelt. Nach der Inkubation wurde ein Aliquot (10 uL)
entnommen, 10fach verdiinnt und auf einen Glastrédger aufgebracht
(10 pL). Der Tropfen wurde mit einem Deckglas bedeckt, versiegelt
und sofort unter dem optischen Mikroskop untersucht.

Bei den Messungen wurde eine Schwarz-Weil-Digitalkamera
(Leica DFC350FXR2) verwendet, die auf das invertierte Leica-Mi-
kroskop montiert war. Die Probe wurde durch ein Olimmersionsob-
jektiv (63 x/1.4) mit weiem Licht und/oder Fluoreszenzbelichtung
(mit Filterwiirfel H3, Leica) beobachtet. Die REM-Aufnahmen
wurden an einem Rasterelektronenmikroskop von LEO (Typ
1530VP, Beschleunigungsspannung 15 kV) erhalten. Proben hierfiir
wurden durch Aufbringen der Zeolith-E.-coli-Mischung auf eine
Glimmerplatte, Verdampfen des Losungsmittels und Uberziehen mit
einer 4 nm dicken Silberschicht vorbereitet.
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