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Silicatein

Von evolutionar uralten Schwammge-
nen zu biotechnologischen Materialien
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Conventional synthetic methodologies mostly bar access to the fabri-
cation of innovative silica- or metal oxide-based materials with an
expanded property spectrum. However, nature represents an inex-
haustible source of inspiration for the synthesis of multifunctional
materials with tailored attributes. Particularly the low-energy catalytic
pathways of poriferan biosilicification, with the enzyme silicatein at
their heart, have been inspiring recent biotechnological approaches.
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B Die Herstellung multifunktionaler Mate-
rialien auf der Basis von Siliziumdioxid
(Si0,) ist im Rahmen konventioneller Pro-
duktionstechniken kostenintensiv und ver-
lauft gewohnlich unter extremen Produk-
tionsbedingungen. Umso verbliiffender sind
die Hornkiesel- und Glasschwdmme (Tier-
stamm Porifera), die iiber ein Skelett aus
biogenem Glas (Biosilica) verfiigen. Uber

Jahrmillionen der Evolution haben Schwam-
me die im Tierreich einzigartige Fahigkeit
entwickelt, enzymkatalysiert und unter mil-
den Bedingungen hydratisiertes Silica zu
bilden. Die resultierenden Nanopartikel wer-
den von den Schwammen zu vielschichtigen,
hierarchisch-strukturierten Skelettelemen-
ten (Glasnadeln, Spicula) assembliert. Aus-
gewachsene Spicula haben eine genetisch

A Abb. 1: Skelette und Spicula der Glasschwamme. A, Farrea sp. B, Euplectella aspergillum.

C, Monorhaphis chuni. D, Wahrend die Schwammarten A-C Bewohner der Tiefsee sind, lebt
Suberites domuncula (Einsiedlerschwamm) in flachen Gewassern. E, F, Mikroskalige Glasnadeln
der Hornkieselschwamme S. domuncula (E) und Geodia cydonium (F) verdeutlichen die Vielfalt
filigraner Glasstrukturen der Schwamme.

festgelegte Morphologie und sind nicht
immer, wie der Name vermuten lasst, nadel-
formig. Ihre Lange liegt je nach Schwammart
im Bereich von Mikrometern bis zu Metern,
bei einem bis zu strohhalmdicken Durchmes-
ser (Abb. 1). Das biogene Glas (Biosilica), aus
dem die Spicula bestehen, ist ein bioorga-
nisch-anorganisches Hybridmaterial aus
amorphem SiO, und Proteinen. Es sind des-
sen vielfdltige Eigenschaften, die fiir Mate-
rialforscher so interessant sind. Beispielswei-
se sind sie auBerordentlich flexibel und kon-
nen fast verknotet werden, bevor sie bersten
[1]. AuBerdem verfiigen Spicula tiber vorziig-
liche lichtleitende Eigenschaften, vergleich-
bar mit denen industrieller Glasfasern [2].
SchlieBlich fordert Biosilica die Mineralisati-
onsaktivitat knochenbildender Zellen des
menschlichen Korpers und kann so zur Rege-
neration von Knochendefekten beitragen [3].
Neben den vielfdltigen Materialeigenschaf-
ten des Biosilica ist auch seine enzymbasier-
te Synthese unter physiologischen Bedingun-
gen sehr attraktiv. In Schwammen beginnt
diese Synthese intrazelluldr mit der Bildung
eines Proteinfilaments, das aus dem Enzym
Silicatein und dem Geriistprotein Silintaphin
besteht [4, 5]. Silicatein katalysiert die Poly-
kondensation von Kieselsdure zu Biosilica-
Nanopartikeln, die sich konzentrisch um das
Proteinfilament anordnen. Jeweils alternie-
rende Schichten aus Silicatein/Silintaphin
und Biosilica vermitteln dann das Dicken-
wachstum der Spicula, die ab einer bestimm-
ten GroBe in den extrazelluliren Raum ent-
lassen werden. Die resultierenden Glas-
skelette der Schwamme sind im Tierreich
genauso einzigartig wie ihre enzymkataly-
sierte Bildung.

Mit der erfolgreichen Herstellung von
rekombinantem Silicatein in gentechnisch
verdnderten Bakterien wurde die Entwick-
lung neuartiger Hybridmaterialien (Werk-
stoffe aus mehreren Komponenten unter-
schiedlicher Eigenschaften) moglich. Unter-
stiitzt wurde diese Entwicklung durch mole-
kularbiologische Modifikationen des Enzyms
mit Protein-Tags. Solch angefiigte Affinitats-
sequenzen erlauben die Immobilisierung des
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rekombinanten Silicateins auf Oberflachen,
ohne einen etwaigen Verlust seiner Funktio-
nalitat. So konnten, vermittelt durch die kata-
lytische Aktivitit des immobilisierten
Enzyms, Oberflichen mit Biosilica beschich-
tet werden, wodurch Materialien neuartige
Funktionalititen erhielten. Uberraschend
war die Entdeckung, dass Silicatein auch
Substrate umsetzt, die nicht im Lebensraum
eines Schwamms vorkommen. So ist das
Enzym in der Lage, verschiedene Prakurso-
ren zu nicht biologischen Oxiden umzuset-
zen, z. B. Titandioxid (TiO,) [6].

Mikrokontaktdruck und Selbst-
assemblierung rekombinanter
Schwammproteine

Der Transfer von Molekiilen durch das litho-
graphische Verfahren des Mikrokontakt-
drucks ist ein haufiges Verfahren zur Modi-
fizierung und Strukturierung von Oberfla-
chen. Hierfiir werden Stempel aus elasti-
schem Polymer und mit mikrostrukturierter
Oberflache eingesetzt. Nach ihrem Beladen

mit den zu transferierenden Molekiilen (, Tin-
te“) werden die Stempel auf der Zieloberfla-
che plaziert. Damit das aufgedruckte Muster
bestandig ist, miissen die Molekiile der Tinte
schnell und fest an die Oberfliche binden.
Sollen auf diese Weise Enzyme auf eine Ober-
flache gedruckt werden, muss zusatzlich
gewahrleistet sein, dass deren katalytische
Aktivitat infolge der Oberflichenimmobilisie-
rung nicht verlorengeht.

Fiir eine Anwendung im Mikrokontakt-
druckverfahren wurde rekombinantes Silica-
tein hergestellt, das im Vergleich zum Wild-
typ einen terminalen Protein-Tag trug. Dieser
bestand aus Aminosédureresten mit hoher
Bindungsaffinitit zu Goldoberflachen. Nach
dem Mikrokontaktdruck mit dem getaggten
Silicatein wurde die bedruckte Oberfliche
mit einem TiO,-Prékursor inkubiert. Durch
die katalytische Aktivitat des Silicateins ent-
standen daraus innerhalb kurzer Zeit tiberall
dort Mikrostrukturen aus TiO,, wo sich das
aufgedruckte Silicatein befand (Abb. 2 A-C).
TiO, ist ein Halbleiter und Photokatalysator,
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der in der Lage ist, bei Lichtbestrahlung orga-
nische Materialien zu zersetzen. Diese Eigen-
schaft wird z. B. fiir die Selbstreinigung von
TiO,-beschichteten Oberflichen oder auch
zur Luftreinigung genutzt. Die photokataly-
tische Wirksamkeit der infolge des Mikro-
kontaktdrucks mit Silicatein erhaltenen
TiO,-Mikrostrukturen wurde durch den
Abbau eines gelosten Farbstoffs, der bei-
spielsweise die Verschmutzung von Wasser
simulierte, bestatigt [7].

Durch den Mikrokontaktdruck des Silica-
teins wurde die zukiinftige Struktur des Pho-
tokatalysators zwar schnell und zuverlassig
bestimmt, allerdings nur in Form einer zwei-
dimensionalen Oberfldchenbeschichtung. Ins-
piriert von den biologischen Vorgangen der
Spiculabildung wurde daher ein alternativer
Ansatz entwickelt, der die Bildung dreidimen-
sionaler Strukturen mit photokatalytischer
Aktivitat erlaubte. In diesem Ansatz wurde
der Prozess der Selbstassemblierung genutzt,
um analog der biologischen Bildung der
Axialfilamente aus Silicatein und Silintaphin
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A Abb. 2: Strategien zur Herstellung neuartiger biotechnologischer Materialien. Mikrokontakt-
druck von getaggtem Silicatein auf eine Goldoberflache und anschlieBende Bildung von TiO -
Mikroleisten. A, Prozessschema. B, immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahme des gedruckten
Silicateins. C, elektronenmikroskopische Aufnahme des mikrostrukturierten TiO,-Photokatalysa-
tors. D, Kultivierung von Primmorphen im Bioreaktor in Anwesenheit von fluoreszierenden, mag-
netischen Kern-Schale-Nanopartikeln. E, Aus Primmorphen extrahierte, fluoreszierende Spicula,

die sich im Magnetfeld ausrichten.

filamentose Templates fiir den Photokatalysa-
tor zu erhalten. Zu diesem Zweck wurde ein
neuer Protein-Tag mit Bindungsaffinitit zu
TiO, entwickelt. Nach der Selbstassemblie-
rung von getaggtem Silicatein und Silintaphin
wurden die resultierenden Proteinfilamente
wieder mit dem TiO,-Prakursor inkubiert. Die
anschlieBend durch die enzymatische Aktivi-
tat des Silicatein in situ gebildeten Nanoparti-
kel blieben an der Oberflache der Filamente
haften. Wie auch im vorherigen Mikrokontakt-
druckverfahren bestétigte der abschlieBende
Abbau eines Farbstoffs die photokatalytische
Wirksamkeit der Beschichtung [8].

Sowohl Mikrokontaktdruck als auch
Selbstassemblierung von Silicatein und
Silintaphin sind also Moglichkeiten, enzyma-
tisch aktive Mikrotemplates zu entwickeln.
Durch die biokatalytische Aktivitit des
getaggten Silicateins konnen dann die gebil-
deten Nanopartikel immobilisiert werden. So
lassen sich unter milden Bedingungen
beschichtete bioorganisch-anorganische
Hybridmaterialien mit einer neuartigen
Kombination von Eigenschaften herstellen.
Diese Materialien konnten z. B. als Bauele-

mente im Bereich der Optoelektronik oder
Biosensorik eingesetzt werden.

Einsatz von Schwammazellen fiir die
Entwicklung neuartiger
Hybridmaterialien

Rekombinante Schwammproteine sind fun-
damental fiir die Entwicklung und in vitro-
Fabrikation neuer Materialien unter milden
Bedingungen. Die Morphologie der Materia-
lien ist dabei zwangslaufig durch die Kombi-
nation einzelner Proteine auf eine zweidi-
mensionale Beschichtung von Oberflachen
bzw. auf dreidimensionale filamentdse Tem-
plates beschréankt (s. 0.). In einem kiirzlich
entwickelten Ansatz wurden die in Schwim-
men natiirlicherweise vorkommenden Syn-
thesewege der Spiculabildung mit nicht-
biogenen, nanoskaligen Bausteinen kombi-
niert, um wachsenden Spicula in vivo neue
Funktionalitdten zu verleihen [9]. Der Hin-
tergrund dieses Ansatzes der synthetischen
Biologie war, dass Schwamme nicht nur dazu
neigen, fremdes Material (z. B. Sandkdrner)
in ihrer extrazellularen Matrix zu deponie-
ren, um so ihre Skelettstruktur zu verstarken

[10]. Sie konnen auch nicht-biogene Partikel
in ihre Zellen aufnehmen [11]. Unbekannt
war allerdings, ob fremdes Material wahrend
der Spiculabildung in die wachsenden
Nadeln eingebaut werden kann. Daher wur-
den Schwammzellen in einem Bioreaktor in
Anwesenheit von Kern-Schale-Nanopartikeln
kultiviert. Da bis heute keine immortalisierte
Schwammzelllinie etabliert werden konnte,
wurden hierfiir Primmorphe eingesetzt: Bei
dieser besonderen Form der 3D-Zellkultur
entstehen kugelige Zellaggregate durch den
Zusammenschluss dissoziierter Primirzel-
len. Das Ergebnis dieser Selbstorganisation
enthdlt proliferierende und differenzierte
Schwammzellen mit der Fahigkeit zur Spicu-
labildung. In einem Bioreaktor wurde daher
dem Kulturmedium wéhrend der Prim-
morphbildung Kern-Schale-Nanopartikel
zugesetzt. Diese bestanden aus einem Mag-
netitkern, einer umgebenden Schicht eines
Fluorophors und einer negativ geladenen
Polysaccharidhiille. Innerhalb kurzer Zeit
wurden die Partikel durch die Schwammzel-
len effektiv aufgenommen und lagerten sich
dann mit zunehmender Inkubationszeit an
die Oberflachen wachsender Spicula an. Hier
bildeten sie schlieBlich eine stabile, multi-
funktionale Beschichtung, die dazu fiihrte,
dass die aus den Zellen extrahierten Spicula
fluoreszierten und sich im Magnetfeld aus-
richteten (Abb. 2 D, E). Diese Studie hat bei-
spielhaft gezeigt, dass in lebenden
Schwammzellen wachsende Spicula als Tem-
plate fiir die Synthese von bioorganisch-anor-
ganischen Hybridmaterialien mit neuartigen
Oberflachenfunktionalititen genutzt werden
konnen.
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