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Von der Grundlagenforschung in die Anwendung

Gasvesikel und ihr Einsatz
in der Biomedizin

FELICITAS PFEIFER

Isolierte Gasvesikel aus Halobacterium salinarum. Mon-
tage aus zwei Cryo-Elektronenmikroskopie-Aufnahmen.
Aufnahme: Bollschweiler & Engelhardt, MPI fiir Biochemie.

Gasvesikel werden von einigen Mikroorga-
nismen als Schwebhilfe genutzt. Die Gas-
umgebende Hiille wird hauptsdchlich von
den beiden Proteinen GvpA und GvpC gebil-
det, aber zehn weitere Gvp-Proteine sind
am Aufbau beteiligt. Die bis zu 1 um langen
Gasvesikel sind stabil und streuen Ultra-
schall; sie werden als neuartiges Kontrast-
mittel in der Biomedizin eingesetzt. Deko-
riert mit zusdtzlichen Peptiden auf der Ober-
fldche eignen sie sich zur Herstellung von
Vakzinen.

asvesikel sind intrazellulire, gasgefiillte Nanostruktu-
Gren, die Mikroben ein vertikales Schweben bis zur
Oberfliche des wissrigen Habitats erlauben. Sie wurden
erstmals 1895 von H. Klebahn im Wasserbliiten-bildenden
Cyanobakterium Gloeotrichia beschrieben. Durch Druck
sind sie leicht zu zerstoren; sie werden im Anschluss aber
erneut gebildet. Dies lisst sich auch am Archaeon
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Halobacterium salinarum zeigen: Die vor der Behand-
lung als helle Partikel gut wahrnehmbaren Gasvesikel kol-
labieren unter Druck und sind nicht mehr sichtbar. Zwei
Stunden danach sind in den Zellen wieder kleine Gasvesi-
kel zu erkennen (Abbildung 1). Nach 20 h sind die Zellen
mit Gasvesikeln prall gefiillt.

Der Besitz von Gasvesikeln verhindert ein Absinken
der Zellen und erlaubt ein Schweben; etwa drei bis zehn
Prozent des Zellvolumens muss von ihnen eingenommen
werden, damit eine Zelle zur Oberfliche flottiert. Im Labor
von Anthony Walsby (Bristol, UK) wurden Gasvesikel vor
allem bei Cyanobakterien wie Anabaena flos-aquae und
Microcystis ausgiebig untersucht [1]. Die wihrend der
Fotosynthese gebildeten Zuckermolekiile wirken als Bal-
laststoffe und lassen die ansonsten unbeweglichen Cyano-
bakterien sinken. Nach der Zuckerverwertung steigen sie
am Morgen wieder auf, um Fotosynthese zu betreiben.
Kolonien von Microcystis mit 2-4 mm Durchmesser stei-
gen mit einer Geschwindigkeit von 1 mm pro Sekunde
auf; bei einzelnen Bakterienzellen sind die Steigzeiten al-
lerdings deutlich langsamer. Auch halophile Archaea wie
Hbt. salinarum, Haloferax mediterranei oder das quad-
ratische Haloquadratum walsbyi produzieren Gasvesi-
kel, mit denen sie im Habital schweben. Diese sind spin-
del- oder zylinderformig mit konischen Endkappen und
werden mit einem Durchmesser von bis zu 250 nm etwa
doppelt so breit wie cyanobakterielle Gasvesikel [2] (Ab-
bildung 2).

Auch Bacillus megaterium bildet Gasvesikel, ebenso
wie Serratia sp. ATCC390006, das aus einem Brackwasser-
habitat isoliert wurde [3, 4]. Schwimmen mit Flagellen
und Schweben mit Gasvesikeln schliefSen sich bei Serra-
tia aus, denn beide Bewegungsarten sind entgegengesetzt
reguliert. Im Unterschied dazu schwimmt und flottiert
Hbt. salinarum gleichzeitig. Wegen der Licht-streuenden
Gasvesikel sind die Kolonien dieses Archaeons milchig-
trilbe gefirbt (Abbildung 3). Hbt. salinarum lebt in Salz-
seen oder Salinen, wo Meersalz gewonnen wird. Bei einer
Salzkonzentration iiber 25 % (w/v) bis hin zur Sittigung
(5,2 M NaC)) sind die Kristallisationsbecken intensiv rot
gefirbt. Dafiir verantwortlich sind Carotinoidfarbstoffe
der Archaea, aber auch der Griinalge Dunaliella salina.
Wihrend Haloarchaea die ,salt-in“-Strategie verwenden,
um sich an die hohen Salzkonzentrationen anzupassen,
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und dazu im Zellinneren genauso viel K- und Cl-Ionen an-
reichern wie Na- und Cl-lonen im AuSenmedium vorhan-
den sind, synthetisiert Dunaliella grofle Mengen an Gly-
cerin. Hbt. salinarum ist auflerdem fiir die Bildung von
Bakteriorhodopsin bekannt - einem Retinalprotein, das
mit Hilfe von Sonnenlicht einen Protonengradienten tiber
die Cytoplasmamembran aufbaut, der von einer ATP-Syn-
thase zur Bildung von ATP genutzt wird.

Die Strukturproteine GvpA und GvpC
Gasvesikel von Hbt. salinarum konnen leicht durch Lysis
der Zellen in Wasser freigesetzt und durch mehrfaches
Zentrifugieren bei niedriger Drehzahl (60g) als an der
Oberfliche flottierende, weifde Schicht gereinigt werden.
Eine solche Suspension kann tiber Monate im Kiihlschrank
aufbewahrt werden. Die Gasvesikelhiille besteht aus-
schliefSlich aus Protein und umschlieft einen Hohlraum,
der sich passiv mit den im Cytoplasma gelosten Gasen
fiillt. In cryo-elektronenmikroskopischen Aufnahmen sind
4,6-nm breite Rippen quer zur Lingsachse der Hiille zu
erkennen, die von einer Helix mit niedriger Ganghohe
herriihren. Am oberen Ende jeder Rippe sind regelmifig
auftretende, kleine Locher zu erkennen, durch die wahr-
scheinlich Gasmolekiile in das Innere eindringen und wie-
der hinausgelangen. Eine Speicherung von Gasen ist daher
nicht moglich. Die Hiille ist so steif, dass isolierte Gasve-
sikel auch im Vakuum im Transmissionselektronenmikro-
skop (TEM) stabil sind (Abbildung 2).

Durch N-terminales Ansequenzieren der Gasvesikel
von Anabaena flos-aquae (Ana-GV) wurde bereits 1986
ein Grof3teil der Aminosiuresequenz des etwa 70-Amino-
sdure-grofden Proteins GvpA ermittelt, das durch Aggrega-
tion die Rippen der Gasvesikel bildet. GvpA ist amphiphil
und bildet auf der Gas-zugewandten Seite eine hydropho-
be Oberfliche [1]. Auf der Auf3enseite der Hiille liegt das
zweite Strukturprotein GvpC, das die Hiille stabilisiert und
bei haloarchaealen Gasvesikeln (Halo-GV) mit Wasser
leicht abgewaschen werden kann [5,6]. Bei Ana-GV muss
dagegen 6 M Harnstoff zur Entfernung von GvpC verwen-
det werden [1]. Die darunter liegende Hiille bleibt bei
dieser Prozedur intakt und die GV kOnnen mit neuen
GvpC-Molekiilen beladen werden. Die Aminosidurese-
quenz von GvpC zeigt Sequenzwiederholungen (Repeats)
mit einer Linge von 32-39 Aminosiuren. Beim Ana-
baena-GvpC sind es finf Repeats von jeweils 33 Amino-
sduren, wihrend das groflere Hbt. salinarum-GvpC sieben
weniger konservierte Sequenzenwiederholungen einer
Linge von 32-39 Aminosiuren aufweist. Die Zahl der Re-
peats korreliert mit dem Durchmesser der GV (je mehr
Repeats desto grofRer) und beeinflusst invers die Stabilitit,
d. h. je weniger Repeats in GvpC vorhanden sind, desto
stabiler sind die Gasvesikel. Halo-GV mit einem Durchmes-
ser von bis zu 250 nm haben nur eine geringe Drucksta-
bilitit von 0,1 Mega-Pascal (MPa), wihrend Ana-GV mit
einem Durchmesser von 80-100 nm erst bei 0,55 MPa und
GV von Microcystis bei 0,8 MPa kollabieren [1]. Ana-GV
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ABB. 1 Gasvesikel von Hbt. salinarum vor und nach der Anwendung von
hydrostatischem Druck. Lichtmikroskopische Aufnahmen einer Kultur vor der
Druckapplikation (a) bzw. 2 h danach (c). b), d) Transmissionselektronenmikro-
skopische Aufnahme (TEM) der Zellen zu gleichen Zeitpunkten wie a), b). Pfeile
in c) und d) markieren kleine Gasvesikel. Abb.: Frols & Pfeifer, TU Darmstadt.

ABB. 2 Isolierte Gasvesikel aus Hbt. salinarum im TEM. a) Spindelformige
Gasvesikel aus Wildtyp-Zellen. b) Zylinderformige Gasvesikel einer Variante
mit der Punktmutation 134M in GvpA. Abb.: Faist & Pfeifer, TU Darmstadt.

IN KURZE

- Gasvesikel werden von Bakterien und Archaea als Schwebhilfe verwendet. Ihre
Hiille besteht ausschlieBlich aus Protein.

- Aufgrund ihrer Stabilitdt und der leichten Manipulation ihrer Oberfldche werden
sie zur Herstellung von Vakzinen oder als akustische Biosensoren verwendet.

- Zudem werden sie als Kontrastmittel fiir Ultraschall- oder MRT-Untersuchungen
eingesetzt.
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ABB. 3 Haloarchaea-Kulturen in Fliissig- und auf Festmedium. a) Fliissigkultur
von Hbt. salinarum PHH1 (links), PHH4 (Mitte) und Haloferax volcanii (rechts).
Die Proben standen nach der Kultivierung fiir eine Woche am Arbeitsplatz.
Vac™-Zellen (rot) sinken auf den Boden, wahrend Vac*-Zellen bis zur Oberfla-
che schweben. b) Kolonien von Hbt. salinarum PHH1 auf Festmedium.

Abb.: Frols & Pfeifer, TU Darmstadt.

ohne GvpC platzen allerdings schon bei 0,19 MPa, wih-
rend mit GvpC wiederbeladene Ana-GV erst bei 0,53 MPa
zerstort werden. Diese Daten zeigen, wie gut GvpC diese
Nanostruktur stabilisiert.

Gasvesikelgene
Anhand der Aminosiuresequenz von GvpA wurden gene-
tische Sonden erstellt, mit denen das gupA-Gen isoliert
werden konnte. Es liegt bei Anabaena und bei Halobac-
terium direkt neben gupC [2]. Uber Transformationsex-
perimente mit Gasvesikel-defizienten (Vac™) Haloferax
volcanii konnte schnell geklirt werden, dass gupAC nicht
ausreichen, um diese Nanostrukturen zu bilden. Ein zufal-
lig verwendetes und mit 12 kbp deutlich groferes DNA-
Fragment mit den gupAC-Genen aus Hfx. mediterranei
fihrte dagegen zu gasvesikelbildenden (Vac®) Hfx.

TAB 1. GVP-PROTEINE AUS HBT. SALINARUM

Gvp Funktionen

GvpA  Hauptstrukturprotein; verwandt mit Gvp) and GvpM

GvpC  stabilisiert AuBenoberfliche der GV; bedingt die Zylinderstruktur
GvpN  AAA-ATPase; essenziell fiir Vergré6Berung der GV durch Einbau von GvpA
GvpO  essenziell fiir die GV-Bildung, bindet an GvpN

GvpD  Repression: Anwesenheit von GvpD fiihrt zur Reduktion von GvpE
GvpE Transkriptionsaktivator fiir den P4- und Pp-Promotor

GvpF essenziell, bindet GvpA-Monomer, GvpA-Chaperon?

GvpG  essenziell; Partner von Gvpl und GvpF

GvpH nicht-essenziell; stabilisiert die Hiille

Gvpl nicht-essenziell; Fehlen fiihrt zu langen GV (>1 um)

Gvp] essenziell, verwandt mit GvpA und GvpM

GvpK  essenziell

GvpL Plattform fiir die Bindung aller Gvp-Proteine auBer von GvpA

GvpM  essenziell, verwandt mit GvpA und Gvp]
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volcanii-Transformanten. Die Deletion von Randbereichen
dieses Fragments zeigte dann, dass fast der gesamte Be-
reich fiir deren Synthese notig ist [2]. SchlieBlich wurden
14 gup-Gene bei Hbt. salinarum (p-vac-Region) bzw.
Hfx. mediterranei (mc-vac-Region) identifiziert, die in den
umgekehrt zueinander liegenden Gengruppen gupACNO
und gupDEFGHIJKLM angeordnet sind. Die Gene gupD
und guvpE kodieren zwei Haloarchaea-spezifische Gen-
regulatoren, welche die Aktivitit des P,- bzw. Pp-Promo-
tors vor gupA bzw. gupD beeinflussen (Tabelle 1). GvpE
ist ein Transkriptionsaktivator, wihrend GvpD zur Reduk-
tion der GvpE-Menge beitrigt und so die Gasvesikelbil-
dung reprimiert [2]. Die anderen Gvp-Proteine werden
nur in geringen Mengen produziert und sind hiufig essen-
ziell wie Deletionsexperimente einzelner gvp-Gene in
Hfx. volcanii-Transformanten zeigen [7]. Ohne sichtbare
Gasvesikel (Vac") sind die AA-, AF-, AG-, AJ-, AK-, AL-, AM-
oder AO-Transformanten (Tabelle 1). AC-Transformanten
enthalten dagegen grof3e Gasvesikel unregelmifiiger Form
und AH-Transformanten instabile Gasvesikel, wihrend
Al-Transformanten sehr lange, zylindrische Gasvesikel
bilden [7]. AN-Transformanten produzieren dagegen nur
sehr kleine Gasvesikel. Die AAA-ATPase GvpN, deren
hydrolytische Aktivitit bei Anabaena gezeigt wurde, ist
daher fiir die Vergrolerung der Gasvesikel wichtig.

Sehr dhnliche gup-Gengruppen sind auch bei Bakte-
rien beschrieben: So enthilt A. flos-aquae das Operon
GUPAAAAAAACN]KFGVW mit sieben identischen gupA,
Bacillus megaterium die Gengruppe gupAPQBRNF-
GLSKJTU und Serratia die beiden hintereinander liegen-
den gupA;CNVF,GWA,KXA3Y-und gurA-gupHZF,F3gurBC-
Operons [3, 4, 8]. In allen Fillen sind die Gene gupA, C,
F, G, ], K, L, M und N prisent, die bis auf gupC und gupN
bei Hbt. salinarum als essenziell identifiziert wurden.

Mobgliche Funktionen der akzessorischen
Gvp-Proteine
Trotz der Bedeutung der akzessorischen Gvp-Proteine fiir
die Gasvesikelbildung sind ihre Funktionen noch nicht
ganz geklirt. Die sehr rigiden Gasvesikel lassen sich in
Detergenz-haltigem Puffer nicht in ihre Einzelproteine zer-
legen; nur GvpC kann mit Hilfe von Natriumdodecylsulfat-
(SDS)-haltigen Puffern entfernt werden, wihrend die Na-
nostruktur intakt bleibt. Transkriptionsstudien zeigen,
dass die Gene gupFGHIJKLM von Hbt. salinarum bereits
in einer frithen Wachstumsphase transkribiert werden.
Daher lasst sich vermuten, dass die Proteine bei der Ini-
tiation der Gasvesikel eine Rolle spielen. Die Aktivitit des
Promotors Py liegt aber deutlich unter der Aktivitit des
P -Promotors vor gupACNO, der durch GvpE etwa 10-fach
hochreguliert wird, um die >10.000 GvpA-Molekiile in der
Hiille eines Gasvesikels zu produzieren [2]. Pro Zelle wer-
den etwa 30 bis 70 Gasvesikel gebildet. Interaktionsstudi-
en zeigen, dass die Gvp-Proteine miteinander interagieren;
GvpL, N oder C haben sogar fast alle anderen Gvp-Pro-
teine als Partner [6]. Eine Interaktion von GvpA und GvpF
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(A/F) bzw. die A/N- oder A/O-Interaktionen sind gut nach-
weisbar. GvpF konnte als Chaperon fungieren, um das
hydrophobe GvpA vor dem Einbau in Losung zu halten
und/oder GvpA fiir den Einbau in die Rippe zu orientie-
ren. GvpF interagiert auch mit GvpL, das mit allen anderen
Gvp auRer GvpA interagiert [6]. Eine Interaktion von
GvpA und GvpC konnte aber nicht gezeigt werden. Ein
Grund dafiir wire, dass GvpC nur die bereits aggregierten
GvpA-Molekiile der Hiille erkennt. Aufgrund seiner vielen
Interaktionspartner konnte GvpL als Plattform fiir die klei-
neren Gvp dienen und so zur Bildung eines initialen Pro-
teinkomplexes beitragen, der die GvpA-Aggregation am
Start der Gasvesikelbildung unterstiitzt [6].

Struktur von GvpA in der Gasvesikelhiille
Eine Kristallisation von GvpA zur Ermittlung der 3D-Struk-
tur ist wegen der Hydrophobizitit von GvpA leider nicht
moglich. Bioinformatische Analysen schlagen als Sekun-
darstruktur eine o-B-B-o-Struktur vor (Abbildung 4a).
In silico wurde fiir das haloarchaeale GvpA eine 3D-Struk-
tur modelliert, die in vivo uber die Substitution einzelner
Aminosiuren und deren Auswirkung auf die Gasvesikel-
bildung in AA+Ap-Transformanten tiberprift wurde [5].
Wichtig fiir die Struktur sind z. B. die polaren Aminosiu-
ren der N-terminalen o-Helix o1, der -Turn zwischen den
beiden antiparallelen B-Faltblittern sowie einzelne Amino-
sduren im B-Faltblattbereich und im ersten Teil der Helix
o2 (Abbildung 4a). Viele der essenziellen Aminosiuren in
GvpA sind auch am Kontakt zu GvpF beteiligt. Der [-Falt-
blattbereich vernetzt GvpA-Molekiile in der Rippe und
bildet die sehr hydrophobe Innenoberfliche der Gasvesi-
kelhiille, wihrend der B-Turn zur Vernetzung zweier be-
nachbarter Rippen beitrigt.

Vor kurzem wurden Gasvesikel von B. megaterium
und A. flos-aquae mittels Cryo-EM bzw. Cryo-Elektronen-
tomographie hochaufgelost dargestellt und die 3D-Struktur
von GvpA in der Hiille ermittelt [9, 10]. Auch die exakte
Lage von GvpC auf der GV-Oberfliche wurde bestimmt.
Das Protein bindet mit jedem der 33-Aminosiure-Repeats
vier GvpA-Molekiile einer Rippe und folgt als durchgingig
o-helikales Protein der Rippe wie ein Seil, das das Gasve-
sikel umschlingt. Punktuelle Kontakte von GvpC bestehen
zur Helix 02 von GvpA. Beide Hilften der Gasvesikelhiille
werden von GvpA-Molekiilen in umgekehrter Orientie-
rung gebildet (Abbildung 4b, c). Etwa in der Mitte jedes
GV ist daher ein ,Saum“ erkennbar, wo die Interaktion
zwischen den beiden benachbarten Rippen anders ver-
lduft als bei weiter entfernt liegenden Rippen (Abbildung
40). Hier treffen die B-Turns benachbarter GvpA-Molekiile
aufeinander, wihrend der Kontakt der GvpA-Molekiile in
den Rippen der beiden Hilften tiber die N-terminalen Ami-
nosiuren vor der Helix ol erfolgt, die von auen auf dem
B-Faltblattbereich des benachbarten GvpA-Molekiils auflie-
gen [9]. Die dahinter liegende Helix a1 bildet den ,Steg“
zwischen den kleinen Lochern, durch die Gase frei diffun-
dieren. Die Assemblierung eines Gasvesikels beginnt an
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den Spitzen der beiden Kappen, und der zunichst gebil-
dete Bikonus wird durch den Einbau weiterer GvpA-Mo-
lekiile in der ,Saumregion“ in der Mitte der Nanostruktur
vergrolert. Hier konnten auch GvpN (und GvpO?) lokali-
siert sein, die beide mit GvpA interagieren und zum Einbau
von GvpA benétigt werden [6]. An der Spitze der beiden
Kappen bleibt eine kleine Offnung, die von akzessorischen
Gvp-Proteinen geschlossen werden konnte. Die hier loka-
lisierten o1-Helices von GvpA binden auch GvpF und
GvpJ [6]. Dies ist ein erstes Modell, um die Selbstassem-
blierung (self-assembly) der Nanostruktur zu erkliren.

Einsatz von Gasvesikeln in der

biomedizinischen Forschung
Die Stabilitit der Gasvesikel und ihre grofle Oberfliche,
die leicht tiber eine Fusion von GvpC mit Fremdproteinen
oder -peptiden ,dekoriert werden kann, eroffnet die
Moglichkeit, Gasvesikel fiir (bio)medizinische Fragestel-
lungen zu nutzen. Zwei Richtungen werden hier verfolgt:
(1) die Dekoration der GV mit Peptiden pathogener Bakte-
rien oder Viren zum Einsatz fiir die Antikorperproduktion
(Antigen-Display-System) und (2) die Verwendung von GV
als neuartiges Kontrastmittel fiir Ultraschalluntersuchun-
gen oder in der Magnetresonanztomographie (MRT).

Fiir die Antigenprisentation wurden bakterielle oder
virale Peptide an den C-Terminus des haloarchaealen
GvpC fusioniert und entsprechend modifizierte GV in
Hbt. salinarum hergestellt [11]. Diese Halo-GV koénnen
leicht isoliert und gereinigt werden. In Kaninchen oder
Miusen ist eine Immunisierung mit den Halo-GV ohne Zu-
satz von einem Adjuvans sehr effektiv. Gegen Gasvesikel
- dekoriert mit Peptiden des Simian Immunodificiency
Virus (SIV) oder einem duleren Membranprotein von
Chlamydia trachomatis - wurden bereits langlebige
Immunantworten erhalten. Gasvesikel sind in Hbt. salina-
rum stabil und die Kiihlung der Zellen ist nicht erforder-
lich. Da Archaea kein Lipopolysaccharid enthalten, be-
steht auch keine Gefahr einer Verunreinigung mit toxi-
schem » Lipoid A.

Der Einsatz der Gasvesikel als akustische Reporter in
der Sonographie wurde vor allem von Mikhail Shapiro
(Pasadena, USA) forciert [12]. Bei der Ultraschalldiagnos-
tik werden normalerweise chemisch synthetisierte Luft-
blischen mit tiber 1 um Durchmesser verwendet, die von
einer Lipid-, Protein- oder DNA-Hiille umgeben sind. Diese
Mikron-Luftblischen sind relativ instabil, und wegen ihrer
Grof3e ist ihr Eindringen in Gewebe begrenzt [13]. Im Ge-
gensatz dazu sind Gasvesikel deutlich kleinere, stibchen-
formige Strukturen, die in Agarblockchen eingebettet im
Ultraschall gut nachweisbar sind. Auch in Miuse injiziert
sind ihre Echosignale gut zu erkennen. Wegen ihres klei-
nen Durchmessers konnen GV die Wand des Blutgefif3-
systems passieren und in das extravaskulire Gewebe ein-
dringen. Vorteilhaft gegeniiber den Mikron-Luftblischen
ist ihre Stabilitit, und gefiillt mit » hyperpolarisiertem
129Xenon sind sie sogar in picomolarer Konzentration mit-

www.biuz.de

2/2023 (53) | Biol. Unserer Zeit

151



152

Biol. Unserer Zeit | 2/2023 (53)

ABB. 4 | GVPA-SEQUENZ UND ISOLIERTE GASVESIKEL IM CRYO-EM.

a &
) i Bl B-turn B2

o2

GVvpA MAQPDSSGLAEVLDRVLDKGVVVDVWARVSLVGIEILTVEARVVAASVDTFLHYAEEIAKIEQAELTAGAEAAPEA*
MAQPDSSGLAEVLDRVLDKGVVVDVWARVSLVGIEILTVEARVVAASVDTFLHYAEEIAKIEQAELTAGAEAAPEA* Vac-Mutanten
MAQPDSSGLAEVLDRVLDKGVVVDVWARVSLVGIEILTVEARVVAASVDTFLHYAEEIAKIEQAELTAGAEAAPEA* GvpF-Interaktion
1 10 20 30 40

50 60 70 76

a) Aminosauresequenz von GvpA und Markierung der o-f-3-a-Struktur (grau unterlegt). In der zweiten Zeile sind
Aminosduren in rot unterlegt, deren Substitution Vac™ AA+An,«-Transformanten ergibt [5]. Aminoséuren, die bei
Substitution zu kleinen Gasvesikel fithren, sind gelb markiert, und in griin Positionen, die Vac*-Transformanten erge-
ben. Fiir die A[F-Interaktion (3. Zeile) sind die wichtigen Aminosduren rot markiert; die hellgriin markierten sind nicht
relevant fiir die Gasvesikelbildung. b) Isolierte Halo-GV im Cryo-EM. c) Ausschnitt aus b) mit Hervorhebung der Rich-
tung einer am Rand sichtbaren Struktur von GvpA. GvpA-Molekiile liegen in beiden Hilften daher in umgekehrter
Orientierung. Der Pfeil in b) und c) markiert den ,,Saum*. Aufnahme: Bollschweiler & Engelhardt, MPI fiir Biochemie.

tels Magnetresonanztomographie (MRT) nachweisbar
[12]. Konventionelle MRT-Kontrastmittel werden erst im
uM-Bereich detektiert; hier werden » superparamagneti-
sche Eisenoxide oder » paramagnetische Lanthanoide wie
das Seltenerdmetall Gadolinium eingesetzt, die in hoher
Konzentration potenziell toxisch sind.

Gasvesikel kollabieren bei akustischem Druck, der bis
zu 9-fach tiber dem kritischen hydrostatischen Druck liegt,
und werden kontrastlos, was in den Ultraschallaufnahmen
vor und nach der akustischen Druckapplikation gut er-
kennbar ist. Wie beim hydrostatischen Druck ist auch die
akustische Drucktoleranz von GV aus verschiedenen Spe-
zies unterschiedlich. Gasvesikel aus Bacillus megaterium
(Mega-GV) sind vom Durchmesser her etwa 7-fach kleiner
als die grolen Halo-GV, und die Ana-GV von A. flos-aquae
liegen mit etwa 100-nm-Durchmesser dazwischen. Diese
Unterschiede erlauben » Multiplex-Imaging-Analysen. Die
Drucksensitivitit der GV-Hiille wird zudem durch GvpC
auf der Oberfliche beeinflusst, und so kommen auch GV
mit modifiziertem GvpC zum Einsatz.

Ana-GV dekoriert mit GvpC plus Arginyl-Glysyl-Aspar-
tyl-Rest (RGD) am C-Terminus reichern sich z. B. spezi-
fisch auf einer Integrin-liberproduzierenden humanen
Glioblastom-Zelllinie an, da RGD effizient an Integrin bin-
det [14]. Auf diese Weise erlauben GvpC-Modifikationen
ein zellulires Targeting. Aber auch proteolytische Enzym-
aktivititen wurden mit GV als akustischem Reporter stu-
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diert [15]. Getestet wurde z. B. die Endopeptidase TEV,
deren spezifische Erkennungssequenz in den Repeat 2
von GvpC eingebaut wurde. Werden solche Ana-GV
in vitro der Protease ausgesetzt, fragmentiert diese GvpC,
aber die darunter liegende Hiille bleibt intakt. Die Stabili-
tit der GV wird dadurch signifikant erniedrigt, was liber
den kritischen akustischen Druck messbar ist [15]. In le-
benden Bakterienzellen wurde dies anhand von ClpXP
getestet. ClpX ist ein ATP-abhingiges Entfaltungsprotein,
das ein Zielprotein mit entsprechender Erkennungsse-
quenz (Degron) entfaltet und an ClpP zum Abbau iiber-
gibt. GvpC mit dem ClpXP-Degron am C-Terminus wird
durch ClpXP degradiert - auch hier bleibt die Gasvesikel-
hiille intakt, kollabiert aber bei einem erheblich geringe-
ren akustischen Druck. Steht die Expression der clpXP-
Gene in E. coli unter einem Arabinose-induzierbaren Pro-
moter, kann der Abbau von GvpC durch Arabinosegabe
gesteuert und tiber Ultraschallanalysen beobachtet wer-
den. Ana-GV eignen sich daher als akustische Biosensoren
zur direkten Messung der Genexpression [15].

Die Fihigkeit der GV, spezifische Zelltypen in Siuge-
tieren zu erkennen, sich hier anzureichern und diese im
Ultraschall besser sichtbar zu machen, wird auch dazu
verwendet, Tumoren in Siugern aufzuspiiren. Zum Bei-
spiel wurden Halo-GV in Miuse gespritzt, die Tumoren in
der Leber enthalten [13]. Die im Tumor angereicherten
GV waren gut zu erkennen, und ein kurzes, akustisches
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Drucksignal eliminierte ihr Echo sofort. Die GV waren so-
gar in den inneren Bereich des Tumors vorgedrungen, was
konventionelle Kontrastmittel aufgrund ihrer Grofle nicht
konnen. In dhnlicher Weise wurden auch Gasvesikel von
Microcystis getestet [16]. Sie reicherten sich im Tumor in
groflen Mengen an. Die GV sind fiir Siuger nicht toxisch
und eignen sich daher fiir das in-vivo-Imaging. Sie konn-
ten aber auch als Vehikel verwendet werden, um Medika-
mente im Tumor gezielt zu platzieren [13,16]. Die Ent-
wicklungen gehen auf diesem Gebiet sehr stiirmisch vor-
an - neben der Shapiro-Gruppe sind hier vor allem
chinesische Arbeitsgruppen aktiv.

Fazit

Aus einer urspriinglich zum Flottieren von Mikroben ent-
wickelten Nanostruktur, die tiber 50 Jahre nur wenige
Arbeitsgruppen interessierte, wurde eine stabile Nano-
struktur entwickelt, die fiir Ultraschallanalysen oder fiir
die Prasentation von Fremdproteinen im Siuger verwen-
det werden kann. Die grundlegenden Forschungen an
GV fanden lange in einer Nische statt. Gasvesikel waren
fiir biochemische Analysen zu stabil, und das Hauptstruk-
turprotein GvpA konnte aufgrund seiner hohen Hydro-
phobizitit nicht kristallisiert werden. Mittels moderner
Cryo-EM-Techniken wurde das Ritsel ihres Aufbaus aber
vor kurzem gelost. Grof3en Schub erhielt das Forschungs-
gebiet durch das Interesse von Medizinern an stabilen,
proteinumhiillten Luftblischen zur Anwendung in der
Ultraschall- oder MRT-Diagnostik. In Zukunft wird sicher
noch einiges iiber den Einsatz der Gasvesikel zu lesen
sein.

Zusammenfassung

Gasvesikel sind gasgefiillte, intrazelluldre Nanostrukturen,
die von einigen Mikroben als Schwebhilfe im wdssrigen Mi-
lieu gebildet werden. Fotosynthetische Cyanobakterien und
das extrem salzliebende Archaeon Halobacterium salina-
rum flottieren damit energiesparend bis zur Wasseroberfld-
che. Obwohl die Gas-umgebende Hiille aus nur zwei Gvp-
Proteinen besteht, sind (iber zehn weitere Gvp-Proteine am
Aufbau dieser spindel- oder zylinderférmigen Nanostruktu-
ren beteiligt. Gasvesikel sind leicht isolierbar und streuen
Wellen wie Licht oder Ultraschall. Sie werden als neuartige
Kontrastmittel fiir Ultraschalluntersuchungen oder in der
Magnetresonanztomographie verwendet und sind als akus-
tische Biosensoren einsetzbar. Uber das Oberfldchenprotein
GvpC sind ihre Eigenschaften und ihre Stabilitdt modulier-
bar. Eine Fusion von GvpC mit Peptiden bakterieller oder
viraler Krankheitserreger erzeugt zudem dekorierte Gasve-
sikel, die zur Herstellung von Vakzinen eingesetzt werden.

Summary
Gas vesicles and their application in
biomedicine
Gas vesicles are gas-filled, intracellular nanostructures pro-
duced by several microbes as flotation device in their watery
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GLOSSAR

Lipoid A: Synonym: Lipid A; Lipidbestandteil von Lipopolysaccharid in der duBeren
Membran Gram-negativer Bakterien.

hyperpolarisiertes >Xenon: Eine Probe, in der ein Zustand des Elektronenspins
gegentiber dem anderen deutlich mehr iiberwiegt als die Energiedifferenz (iber die
Boltzmann-Statistik vorhersagt, nennt man hyperpolarisiert. Hyperpolarisiertes
129Xenon wird iiber den Umweg der Polarisation von Elektronenspins von Alkali-
metallgas erreicht, deren Hiillenelektronen durch optische Pumpen ausgerichtet
wurden. Bei der Mischung beider Gase richten die ausgerichteten Elektronenspins
der Alkalimetallgase die Kernspins der Edelgase aus. Hyperpolarisiertes >°Xe wird in
der Kernspinresonanz (NMR) bzw. Magnetresonanztomographie (MRT) angewandt
und ist als Kontrastmittel sehr gut zu erkennen.

Paramagnetische Lanthanoide: Gadolinium-haltige Verbindungen; Paramagnetis-
mus tritt nur in Stoffen auf, deren Atome oder Molekiile ungepaarte Elektronen
besitzen und ein magnetisches Moment haben. Paramagnetische Materialien zeigen
ohne duBeres Magnetfeld keine magnetische Ordnung. Gadolinium-haltige Verbin-
dungen werden als MRT-Kontrastmittel verwendet; sie verkiirzen die T;-Relaxations-
zeit (d. h. die Zeit zur Wiederausrichtung des Kernspins der Atome entlang des
angelegten Magnetfeldes nach dem Hochfrequenzimpuls), indem sie dem angereg-
ten Spin die Energie schneller entziehen.

Superparamagnetische Eisenoxide: SPIO: superparamagnetic iron oxide; kleine
Eisenoxidpartikel in der Gr6Benordnung von wenigen Nanometern weisen ohne
Magnetfeld keine Magnetisierung auf, lassen sich im Magnetfeld aber stark magne-
tisieren (= Superparamagnetismus). Sie kénnen polykristalline Partikel mit bis zu
100 nm Durchmesser bilden. Mit organischem Hiillmaterial (Stdrke, Dextran, PEG,
aber auch Proteine, DNA) versehen werden solche Nanopartikel als MRT-Kontrast-

mittel verwendet. Sie verkiirzen die T;- und T>-Relaxationszeit.

Multiplex Imaging: Simultane Verwendung von zwei oder mehreren Techniken,

um Dinge sichtbar zu machen, z. B. verschiedene Kontrastmittel oder MRT, CT und

Ultrasonographie als Untersuchungsmethoden.

environment. Gas-vesiculate photosynthetic cyanobacteria,
or the extremely halophilic archaeon Halobacterium sali-
narum, float with gas vesicles towards the surface. The gas
vesicle shell consists of two Gvp proteins only, but ten addi-
tional Gvp proteins are required to form these spindle- or
cylinder-shaped nanostructures. Gas vesicles scatter waves
like light or ultrasound. They can easily isolated and applied
as novel contrast agent for ultrasound imaging or used as
acoustic biosensors. The properties of gas vesicles can be
modulated by altering the surface protein GvpC. A fusion of
GvpCwith peptides of bacterial or viral pathogens results in
decorated gas vesicles that are used as effective antigen
display system for vaccination.
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HANDREICHUNG FUR RASSISMUSKRITISCHE BILDUNGSARBEIT

Anldsslich des Internationalen Tags
gegen Rassismus am 21. Mdrz 2023
veréffentlichte das Thiiringer Ministe-
rium fiir Bildung, Jugend und Sport

heiRt es: ,Das Konzept der ,Rasse”, auf
den Menschen (ibertragen, gilt seit
langem als wissenschdftlich iiberholt.
Dennoch ist Rassismus ein alltdgliches

Problem. Rassentheorien wurden noch
bis Anfang des 21. Jahrhunderts in
Schulen vermittelt und sind daher in den
Képfen vieler Menschen verwurzelt.

Biol. Unserer Zeit

(TMBJS) eine Handreichung fiir Thiirin-
ger Schulen zur Anwendung der Jenaer
Erkldrung im Unterricht. Die Publikation
der Autoren Karl Porges und Uwe HoR-
feld von der AG Biologiedidaktik der
Friedrich-Schiller-Universitdt Jena ist

ein konkretes inhaltliches Angebot fiir
rassismuskritische Bildungsarbeit an
Thiiringer Schulen. Sie steht ab sofort
als Download zur Verfiigung und kann
beim TMBJS auch als Druckwerk bestellt
werden. Zentraler Inhalt der Jenaer
Erkldrung von 2019 ist, dass es fiir die
Verwendung des Begriffs der ,Rasse“ im
Zusammenhang mit menschlichen
Gruppen keine biologische Begriindung
gibt: ,Das Konzept der Rasse ist das
Ergebnis von Rassismus und nicht des-
sen Voraussetzung“ (Jenaer Erkldrung).
Auf dem Klappentext der Handreichung

o BIKungTH g

2/2023 (53) www.biuz.de

Freistaat

Thiringen @ b

Die ,Jenaer Erkldrung gegen Rassismus*
und ihre Anwendung im Unterricht

Aktiv gegen jegliche Form des Rassismus
und Diskriminierung in den Schulen zu
wirken, ist daher eine Verpflichtung fiir
alle an Bildung Beteiligte. SchlieBlich
finden sich auch in den Beschliissen und
Veréffentlichungen der Kultusminister-
konferenz Elemente, die eine rassismus-
kritische Bildungsarbeit fordern. Die
vorliegende Broschiire mit dem Titel
,Die ,Jenaer Erkldrung gegen Rassismus*
und ihre Anwendung im Unterricht“
kntipft daran an, greift den wissen-
schaftlichen Kenntnisstand auf und
bietet Hilfestellungen fiir Lehrkrdfte, das
Konzept ,menschliche Rassen* sachrich-
tig zu widerlegen. “ Weitere Informationen
zur Handreichung unter https://bildung.
thueringen.de/aktuell/rasse-ist-kein-
wissenschdftlicher-begriff-handreichung-
fuer-thueringer-schulen
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