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Univ.Prof.DI Dr. Margit Sara tber die Molekulare Selbstorganisation und ihr neu bewilligten EU-
Projekt "NAS-SAP" Nano Arrayed Systems based on Self Assembling Proteins.
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Zur Person:

Prof. Margit Sara hat an der Universitat fir Bodenkultur Lebensmittel- und Biotechnologie studiert. Nach
Beendigung des Studiums fiihrte sie am Zentrum fur Ultrastrukturforschung ihre Dissertation durch, und
promovierte 1985 zum Dr. rer. nat. techn. Im Jahre 1989 habilitierte sie sich fir das Fachgebiet Allgemeine
Mikrobiologie, und tibernahm kurz darauf die Leitung der Arbeitsgruppe "Nanoengineering" am heutigen Zentrum
fur NanoBiotechnologie. Frau Prof. Sra hat zahlreiche Forschungsprojekte des FWF durchgefiihrt, ist mit ihrer
Arbeitsgruppe am K-plus Zentrum “Biomolecular Therapeutics”, sowie am CD-Labor fur spezifische
Adsorptionstechnologien, beteiligt. Zudem hat sie die Leitung des Erwin Schrédinger-Institutes fur Molekulare
Nanobiotechnologie Uber. Frau Prof. Sara erhielt fiir ihnre wissenschaftliche Arbeit zahlreiche Preise und
Auszeichnungen. Sie ist Koautorin von 130 Publikationen, und an vier internationalen Patenten beteiligt.

Projektskizze des neu bewilligten EU-Projektes "NAS-SAP" (Nano Arrayed Systems based on

Self Assembling Proteins)
Koordinator: Dr. Simon Cutting, Royal Holloway, University of London, UK.

In diesem Projekt soll das Potential von Sporenproteinen und S-Schicht-Proteinen fiir Anwendungen im Bereich
der Nanobiotechnologie untersucht werden. S-Schicht-Proteine stellen die duBerste Zellgrenzflache bei vielen
Prokaryoten dar und bilden kristallin geordnete monomolekulare Proteingitter aus. Als natirliches Self-Assembly
System, das im Laufe der Evolution optimiert wurde, sollen S-Schicht-Proteine durch chemische Modifikation,
bzw. durch gentechnische Methoden funktionalisiert werden. Auf Grund der kristallinen Struktur des Proteingitters
weisen die eingebrachten Funktionen eine absolut regelméRige Anordnung in hoher Dichte auf. Anwendungen fur
den Life-Science Bereich beinhalten die Entwicklung von neuartigen diagnostischen Testsystemen und selektiven
Mikroadsorbentien. In Kombination mit der Bindung von Metallen oder Nanopartikeln soll aber auch der Einsatz
fur den Non-Life-Science Bereich bearbeitet werden.



S-Schicht-Fusionsproteine als funktionelle
Selbstorganisationssysteme in der Nanobiotechnologie

Margit Sara und Uwe B. Sleytr

Die Nanotechnologie wird als eine der Schliisseltechnologien des 21. Jahrhunderts gesehen. Die
innovativen Aspekte liegen in der erfolgreichen Kombination von physikalischen und biologischen
Prinzipien mit chemischen Prozessen, wobei das eigentliche Ziel die Entwicklung von nanoskaligen
Bausteinen mit neuen Eigenschaften und spezifischen Funktionen darstellt. Nach wie vor ist aber der
Aufbau von Strukturen mit einer Dimension von wenigen bis maximal 10 Nanometern eine grof3e
Herausforderung, da dieser Bereich einerseits unterhalb der herkbmmlichen lithographischen
Techniken, andrerseits aber oberhalb des Bereichs der klassischen chemischen Synthese liegt. Die
komplexesten nanoskaligen Strukturen finden sich in der Natur und werden demnach von
Biomolekulen aufgebaut. Die Nanobiotechnologie zielt auf die Nutzung von biologischen Systemen
zur Entwicklung von neuartigen bioinspirierten und biokompatiblen Materialien ab. Dabei stellen
Biomolekiile, die nach dem Schlissel — Schloss — Prinzip, bzw. durch molekulare Selbstorganisation
(Self-Assembly) zusammen finden, die Bausteine dar. Die gezielte Verédnderung der Eigenschaften im
nanoskaligen Bereich wird mit dem Begriff "Nanoengineering" beschrieben. Im Falle von Proteinen
steht sowohl die Vielfalt der chemischen, wie auch der genetischen Modifikation offen, wodurch
spezifische Funktionen eingebracht werden kdnnen.

Viele Bakterien und Archaea weisen ein monomolekulares Protein- oder Glykoproteingitter, die
sogenannte S-Schicht, als die aul3erste Zellgrenzflache auf (Sleytr et al., 1999). S-Schichten bestehen
aus jeweils einer einzigen Molekiilspezies, wobei die Protein- oder Glykoproteinuntereinheiten im
Zuge eines Selbstorganisationsprozesses in hexagonale, quadratische oder schrage Gitter
kristallisieren. Um einen optimalen Stoffaustausch zwischen der Zelle und ihrer Umgebung zu
ermoglichen, sind S-Schichten als hochpordse Netzwerke mit einer Dicke von 10 bis 20 nm und einer
PorengrofRe von 2 bis 8 nm organisiert. Als Self-Assembly-Systeme, deren Eigenschaften im Laufe
der Evolution auf Diffusion und Adsorption optimiert worden sind, stellen S-Schicht-Proteine ideale
Bausteine fur die Nanobiotechnologie dar.

Zur Funktionalisierung von S-Schicht-Gittern sind in den letzten Jahren chiméare Proteine oder S-
Schicht-Fusionsproteine konstruiert worden, die neben der spezifischen Eigenschaft der S-Schicht-
Proteine zur Selbstorganisation, funktionelle Fremdsequenzen tragen, deren Auswahl sich nach dem
jeweiligen Anwendungsgebiet richtet. So wird etwa zur Entwicklung von antiallergischen Vakzinen das
Hauptbirkenpollenallergen (Bohle et al., 2004; Breitwieser et al., 2002; Ilk et al., 2002) fusioniert,
wahrend — um eine mdglichst universelle Matrix zu erhalten — Streptavidin, das biotinilierte Molekile
erkennt, als Fusionspartner dient (Moll et al., 2002). Monomolekulare Proteingitter zur spezifischen
Bindung von Antigenen kdnnen durch Fusion der variablen Doméane von schwerkettigen
Kamelantikbrpern und Kristallisation der entsprechenden Fusionsproteine erzeugt werden
(Pleschberger et al., 2003; 2004). Aufgrund der hohen Stabiltitéat der Kamelantikdrper und der S-
Schicht-Proteine verspricht diese Kombination vor allem Anwendungspotential im Bereich der
Diagnostik. Eine kristallin geordnete Affinitatsmatrix zur Isolierung von Antikdrpern I&sst sich durch
Fusion von Fc-bindenden Doméanen herstellen (Véllenkle et al., 2004).
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Abb. : Schematische Darstellung der grampositiven Zellwand und Ubertragung des Prinzips zum Aufbau von funktionellen,
monomolekularen Proteingittern auf feste Trager.



Neben der Konstruktion von S-Schicht-Fusionsproteinen stellt ihre orientierte Kristallisation zum
Aufbau von gerichteten supramolekularen Strukturen einen wesentlichen Faktor dar. Aus diesem
Grunde wurde das natirliche Ankermolekdl vieler S-Schicht-Proteine in der bakteriellen Zellwand, das
sogenannte sekundare Zellwandpolymer, das ein Heteropolysaccharid darstellt, als biomimetischer
Linker genutzt. Durch chemische Modifikation des reduzierenden Endes gelang es, isoliertes
Zellwandpolymer kovalent an verschiedene feste Tragermaterialien, bzw. Giber Schwefelbindungen an
Goldoberflachen (Abb. 1) zu binden (Mader et al., 2004; Pleschberger et al., 2003; 2004). Nach dem
Prinzip der Lektin-Kohlenhydrat-Wechselwirkung erkennen S-Schicht-Proteine spezifisch einen
bestimmten Typ von Zellwandpolymer und kristallisieren somit in vorgegebener Orientierung. Dadurch
wird gewabhrleistet, dass die eingebaute funktionelle Sequenz an der S-Schicht-Aul3enseite exponiert
bleibt und fir weitere Bindungs- oder Reaktionspartner zur Verfiigung steht. Durch Herstellung von
Lipid-Zellwandpolymer-Konjugaten soll eine orientierte Rekristallisation der S-Schicht-Fusionsproteine
an Lipidfilmen, Liposomen oder Lipid-Plasmid-Partikeln erzielt werden. Zuséatzlich zur Einbringung von
Funktionen auf dem Wege des "genetic engineering" steht die Mdglichkeit der chemischen
Modifikationen offen. So kann das Proteingitter durch homobifunktionelle Crosslinker stabilisiert
werden, ohne dass es zu einer Beeintrachtigung der Funktion der Fremdsequenzen kommt.

Lipidmolekule, Zellwandpolymere und S-Schicht-Fusionsproteine stellen demnach die Bausteine eines
molekularen Bausatzes dar, mit dem gezielt gerichtete, funktionelle monomolekulare Proteingitter
aufgebaut werden kénnen, deren Oberflaicheneigenschaften bis in den Subnanometerbereich definiert
sind. Die Dichte der eingebauten Funktionen kann Gber die Zahl der fusionierten Sequenzen pro S-
Schicht-Subeinheit kontrolliert gesteuert werden. Darliber hinaus ist die Korekristallisation von S-
Schicht-Fusionsproteinen mit unterschiedlichen Funktionen méglich, was besonders im Falle von
fusionierten Enzymen, die in Reaktionsketten arbeiten, neue Losungsansétze bringen kénnte. Die auf
festen Tragern aufgebauten monomolekularen Proteingitter werden flir Anwendungen im Bereich der
Affinitatstrenntechnik, der Biokatalyse, bzw. fiir markierungsfreie Detektionsverfahren und Biochips
entwickelt. Mit S-Schicht-Fusionsproteinen belegte Liposomen stellen als biomimetische Virushiillen
vielseitige Transportvesikel zur gezielten Abgabe von Pharmazeutika dar (llk et al., 2004). Neben den
oben angefiuhrten Anwendungen kdnnen in S-Schicht-Proteinen attraktive Systeme fiir den Non Life
Science Bereich gesehen werden, wie etwa fur die Entwicklung von bioinspirierten Nanomaterialien.

In der Nanobiotechnologie sind die Grenzen zwischen Bio- und Materialwissenschaften nicht mehr
streng getrennt, sodass insbesondere an den transdisziplindren Schnittstellen grof3e Fortschritte
erwartet werden. Gerade die Universitat fir Bodenkultur, an der traditionell eine harmonische
Vernetzung zwischen Biologie, Chemie und Technik gegeben ist, stellt auf Grund ihrer Vielseitigkeit
das ideale Umfeld fiir die Nanobiotechnologie dar.
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