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Abb. 1: Rekombinante Fusionsproteine. Ein
Zielprotein wurde mit verschiedenen Deri-
vaten des griin-fluoreszierenden Proteins
(v.l.n.r.: cyan-, gelb- und griin-fluoreszierendes
Protein) fusioniert und in E. coli exprimiert.
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Abb. 2: S-Layer Proteine als Mediatoren der
hochdichten Anbindung von Zielproteinen an
Oberflachen. Das Fusionsprotein, bestehend
aus einem S-Layer Anteil (grau) und dem Ziel-
protein (grin), wird rekombinant erzeugt und
zur Oberflachenfunktionalisierung verwendet.
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Abb. 3: Hefeganzzellsensor fiir Stickstoff.
Gentechnisch modifizierte Hefezellen bilden
bei Stickstofflimitation griin-fluoreszierendes
Protein (links ohne, rechts mit Limitierung;
VergréBerung 1000x).

(Fotos: TUD, Institut fiir Genetik)
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Ein interdisziplinires Team von Mitarbeitern des Instituts fiir Genetik
und des Max-Bergmann-Instituts fiir Biomaterialien (MBZ, Institut fir
Werkstoffwissenschaft IfWW) hat im Rahmen eines vom BMBF gefor-
derten regionalen Wachstumskerns eine Technologieplattform zur Bio-
funktionalisierung von Werkstoffoberflichen entwickelt. Diese umfasst
den Gesamtprozess der Entwicklung biologischer Funktionsschichten
von der gentechnischen Erzeugung von Biomolekiilen und Mikroorganis-
men iiber die Herstellung geeigneter physikalisch oder chemisch struk-
turierter Substrate und die funktionserhaltende Immobilisierung der Bio-
molekiile und Mikroorganismen bis hin zur Ausarbeitung anwendungs-

orientierter Demonstratoren.

Aus Forschung und Entwicklung am Dresdner Innovationslabor

Molecular Designed Biological Coating -

Intelligente Beschichtungen

Das Innovationslabor ,Molecular Designed
Biological Coating”, zu dem kiinftig auch das Kurt-
Schwabe-Institut Meinsberg gehdren wird, bietet wei-
terflihrende Forschungen und Entwicklungen mit
interessierten Partnern aus der Wirtschaft an. Die
folgenden Beispiele geben Einblick in laufende Ar-
beiten des Innovationslabors.

Generierung maBgeschneiderter Proteine fiir die
Technik

Eine Kerntechnologie des Innovationslabors ist die
Konstruktion und Erzeugung von rekombinanten
Proteinen (Abb. 1), die fiir den jeweiligen Applika-
tionszweck maBgeschneidert werden. Um beispiels-
weise Proteine oder Proteindoménen hochdicht und
gerichtet auf Oberflachen zu immobilisieren, wer-
den sie auf DNA-Ebene mit selbst-assemblierenden
Proteinen fusioniert. Besonders bewdhrt haben sich
dabei die sog. Surface (S)-Layer Proteine, die sich
natirlicherweise bei vielen Bakterien finden. Diese
Proteine sind in der Lage, sich in vivo und in vitro -
ausgehend von monomeren Untereinheiten - an
Oberflichen zu hochgradig symmetrisch geordne-
ten Membranen anzuordnen. Nach der Verknip-
fung mit Zielproteinen und deren Expression in
geeigneten Wirtssystemen wie Escherichia (E.) coli
oder Hefen kénnen die Fusionsproteine hoch geord-
net, mit hoher Dichte auf Oberflaichen immobili-
siert werden (Abb. 2).

Gentechnisch modifizierte Hefezellen als Ganzzell-
sensoren

Im Innovationslabor werden Hefezellen gentech-
nisch so verdndert, dass sie auf bestimmte Umwelt-
signale mit der Bildung eines fluoreszierenden
Proteins reagieren. So wurden z.B. Hefen generiert,
bei denen die mangelhafte Versorgung mit Stick-
stoff einen genetischen Schalter aktiviert, der zur
Bildung von fluoreszierenden Proteinen fiihrt
(Abb. 3). Durch die Kombination verschiedener

genetischer Schalter mit unterschiedlichen fluores-
zierenden Proteinen kdnnen verschiedene Analyte
von den Sensorzellen gleichzeitig erfasst werden.
Ganzzellsensoren weisen gegeniiber konventionel-
len Sensoren eine Reihe von Vorteilen auf, etwa das
Erfassen biologisch relevanter Signale und ihre
natiirliche Regenerationsbefdhigung. Kombiniert
mit der Option, lebende Zellen in Keramiken einzu-
betten, stellen Ganzzellsensoren, und hier insbeson-
dere die robusten Hefen, eine viel versprechende
Option einer neuen Sensorgeneration dar.
Metallische Nanoteilchen fiir biosensorische
Anwendungen

Edelmetall-Nanopartikel besitzen wegen ihrer be-
sonderen optischen, elektrischen und katalytischen
Eigenschaften ein bemerkenswert breites Anwen-
dungspotenzial, z.B. in optischen Filtern, Abgaskata-
lysatoren, als Elektrodenmaterial in Brennstoffzel-
len, in Gassensoren, als Biomarker und in Biosenso-
ren. Im fWW wurden nasschemische Reduktions-
verfahren zur Erzeugung von exakt gréBen- und
formkontrollierten Gold- und Silber-Nanopartikeln
ausgearbeitet, die fiir einen Einsatz in der Biosen-
sorik besonders interessant sind.

Goldnanopartikel mit einem Durchmesser von etwa
1 nm weisen charakteristische Fluoreszenzspektren
auf. Mit groBeren Nanopartikeln (Abb. 4) lassen
sich Plasmonenresonanzen erzeugen, deren spektra-
ler Bereich mafRgeschneidert durch die Teilchen-
groBe und -form sowie die Legierungszusammen-
setzung definiert eingestellt werden kann. Mit einer
zusdtzlichen Anbindung von Biomolekiilen (z.B.
Antikorper, Rezeptoren, DNA) kdénnen die Nano-
partikel als Sonden in den unterschiedlichsten Bio-
assays sowohl in vitro als auch in vivo eingesetzt
werden. Fiir in vivo Anwendungen wurden spezielle
Transfektionsverfahren ausgearbeitet. In einem pa-
tentrechtlich geschiitzten Verfahren werden die
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Abb. 4:
Goldnanopartikel. Rasterelektronische Aufnahme von sphérischen (a) und stdbchenférmigen Goldnanopartikeln (b);
(c) Anderung des Plasmonenspektrums der Goldnanopartikel mit der TeilchengroBe und -form. (Fotos: TUD IfWW)

Plasmonenresonanzen fiir die Signalwandlung in
Ganzzellsensoren auf Basis gentechnisch modifizier-
ter Hefezellen angewendet.

Biocere fiir die Wassertechnologie und Biover-
fahrenstechnik

Das Innovationslabor tragt dem wachsenden Bedarf
an innovativen Wasserreinigungstechnologien Rech-
nung. Native und gentechnisch verdnderte Mikro-
organismen oder Biomolekiile in Kombination mit sili-
katischen Sol-Gel-Keramiken (Abb. 5) werden als
kostengiinstige Filtermaterialien zur selektiven Ent-
fernung von Schadstoffen aus belasteten Waéssern
entwickelt.

Dabei werden sowohl passive als auch aktive biologi-
sche Entgiftungsstrategien genutzt. Ausgehend von
einem grundlegenden Verstandnis der Biosorptions-
und Biotransformationsprozesse konnen der jeweili-
gen Anwendung genau angepasste Materialien
erzeugt werden. Diese dienen z.B. dazu, gezielt ein-
zelne Schadstoffe, wie Uran-, Arsen- oder Cyanidver-
bindungen, aus einem komplex belasteten Abwasser
zu filtern. Der Einsatz dieser Materialien zur selekti-
ven Entfernung relevanter Schadstoffe im Trinkwasser
wird ebenso angestrebt. Ein weiteres, zunehmend
wirtschaftlich interessantes Anwendungsfeld ist der
Einsatz entsprechender Filter zur Riickgewinnung von
Edelmetallen aus Industriewdssern. Zur Losung dieser
Aufgaben arbeitet das Innovationslabor eng mit der
Arbeitsgruppe ,Funktionelle Schichten" der GMBU
und der Nachwuchsforschergruppe ,NANO Bio" im
Institut fir Radiochemie des Forschungszentrums
Dresden-Rossendorf zusammen.

Mikrofluidische Komponenten fiir die Biosensorik

Im Rahmen des Wachstumskerns MBC wurde eine
neuartige Plattformtechnologie fiir den Aufbau von
Protein- und DNA-Chips auf der Basis von Ober-
flachenplasmonenresonanz (engl. surface plasmon
resonance = SPR) fiir Anwendungen in der Medizin,
Forensik und Umwelttechnologie entwickelt. Diese
Arbeiten betreffen verschiedenste Basistechnologien
von Sensoren einschlieBlich der Transducersysteme,
der Gestaltung der Grenzflache zwischen Transducer
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und biologischer Fangerstruktur sowie der mikroflui-
dischen Manipulation des Analyten. Um Analyten in
geringsten Konzentrationen hochspezifisch und hoch-
parallel nachzuweisen sowie schnell reproduzierbare
Sensorsignale zu erzielen, sind zwei Aspekte ent-
scheidend: (i) eine hohe Oberflichendichte der im-
mobilisierten Sondenmolekiile; diese ist Gber funktio-
nelle Basisschichten und die chemischen Bedingun-
gen beim Aufbau der Fangerschicht kontrollierbar;
und (ii) eine schnelle Reaktionskinetik, die den ra-
schen Transport des Analyten zur Transducerober-
flache erfordert. Gemeinsame Untersuchungen mit
dem Fraunhofer IWS Dresden haben gezeigt, dass
durch Dielektrophorese eine wesentliche Beschleu-
nigung der Kinetik erreicht werden kann.

Niederdimensionale Biosensoren auf Basis von
biofunktionalisierten Kohlenstoffnanoréhren und
Siliziumnanodrahten

Biofunktionalisierte halbleitende Nanodréhte ermog-
lichen potenziell den Bau von Biosensoren mit einer
extremen Empfindlichkeit. Der nur in einer Dimension
erfolgende Stromtransport kann durch ein einzelnes
angebundenes Biomolekiil stark verdndert werden,
wodurch interessierende Zielmolekiile elektrisch de-
tektierbar werden. Als biologische Erkennungsstruk-
turen konnen DNA oder Proteine an Nanodrdhten
(Kohlenstoffnanoréhren (CNT) oder Siliziumnano-
drahte) immobilisiert werden. In Kooperation mit der
Siemens AG Miinchen wurden in den vergangenen
Jahren am MBZ auf dieser Basis hochsensitive
Gassensoren entwickelt (Abb. 6). Die experimentel-
len Arbeiten wurden begleitet von Simulations- und
Modellierungsrechnungen, die es gestatten, Materia-
lien skaleniibergreifend, ausgehend von den nanosko-
pischen molekularen Bestandteilen bis zur atomisti-
schen Basis zu untersuchen. Diese in silico-Experi-
mente leisten einen enorm wichtigen Beitrag fir ziel-
genaue Entwicklungs- und Konstruktionsansatze fir
die komplexen Bauelemente einer molekularen
Elektroniktechnologie von morgen.

Zu den hier dargestellten Forschungsergebnissen
wurden Schutzrechte angemeldet. |
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Abb. 5 a: Biocere. Rasterelektronenmikros-
kopische Aufnahme einer Siliziumoxid-Gel-
Schicht mit immobilisierten Zellen von B.
sphaericus NCTC 9602.

5b: Stereomikroskopische Aufnahme von
Biocerpartikeln (GroRe 355 - 500 um) mit
immobilisierten Zellen von B. sphaericus
JG-A12 nach Beladung mit Uran.

P4_C105201 . 01,1206, 1,0kV, 4mm, 10000x —2pm —
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Abb. 6: Biokonjugierter CNT-Feldeffekt-
transistor. Rasterelektronenmikroskopische
Aufnahme eines Feldeffekttransistors, dessen
Leitungskanal aus einer Kohlenstoffnano-
réhre besteht. Der Transistor wurde durch
Kombination verschiedener biologischer und
physikalischer Selbstorganisationsprozesse
aufgebaut. Das An-Aus-Schaltverhdltnis ist
groRer 10 Millionen. Der Leitungskanal ist
mit einzelstrangigen DNA-Sonden funktiona-
lisiert und erlaubt gas- und biosensorische
Anwendungen.
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