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(57) Zusammenfassung: Die Zelloberflachenstrukturen des
naturlich vorkommenden, kélteliebenden SM1 Euryarchae-
ons besitzen eine auflergewodhnlich hohe, bei Prokaryon-
ten bisher nie entdeckte Komplexitat mit einer genau defi-
nierten Basis-Spitze Organisation. Jedes Filament (Lange
ca. 2 ym) zeigt eine stacheldrahtéhnliche Morphologie und
tragt einen dreizahligen, mit Widerhaken besetzten "Enter-
haken" an seinem Ende (@: 60 nm). Aufgrund der offen-
sichtlichen Neuheit dieser Nanostruktur wurde die Bezeich-
nung "Hamus" (lat. Haken, Widerhaken, Angel; plural: Ha-
mi) vorgeschlagen.

Neben der morphologischen Einzigartigkeit besitzen die
Hami extreme Adhasivitat gegeniiber Oberflachen unter-
schiedlichster chemischer Natur und weisen eine enorme
Festigkeit gegeniber physikalischen Kraften auf. Die drei-
dimensionale Struktur ist extrem pH-(pH 0,5-11) und tem-
peraturstabil (bis 70°C).

Das Hamus-Hauptprotein besteht aus einem 120 kDa-Pro-
tein, dessen zugehdriges Gen identifiziert wurde. Die Se-
quenz codiert fir ein 40 kDA-Protein, was auf einen trime-
ren Charakter schlieRen lasst. Das 40 kDA-Protein wurde
in einen Expressionsvektor kloniert und in E. coli exprimiert.
Mit den Hami hat die Natur ein perfektes mechanisches Na-
no-Werkzeug geschaffen, welches aufgrund seiner aulRer-
gewohnlichen Eigenschaften fiir vielfaltige Anwendungen
interessant ist. Als mogliche Einsatzgebiete waren z. B. An-
wendungen im Bereich Nano-Stacheldraht, Nano-Faden,
Klebstoffe, Medizin (Wundverband; schneller Verschluss
von Blutgefalien), ...
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Beschreibung
1. Einleitung

[0001] Nanostrukturen zeigen einzigartige physikalisch-chemische Eigenschaften, welche man sich fir viele
wichtige technologische Anwendungen zunutze machen kann (Roukes, 2002). Fur die Nanotechnologie ist das
Synthetisieren solcher nanostrukturierter Oberflachen von grundlegender Bedeutung. Dabei werden die kom-
plexesten funktionalen Strukturen im NanomafRstab effizient von Biomolekulen in biologischen Systemen ge-
bildet, besonders von Nukleinsduren, Polysacchariden und Proteinen. Vorwiegend Mikroorganismen besitzen
neue und interessante Strukturen, die fur eine technologische Verwendung benutzbar sind. Auch auf der Zel-
loberflache eines neuartigen, bisher im Labor unkultivierten Mikroorganismus (SM1 Euryarchaeon) wurde eine
ungewohnliche Struktur entdeckt, welche moglicherweise neue Felder im wachsenden Gebiet der Nanobio-
technologie erdéffnet.

Stand der Technik
2. Rahmenbedingungen flr die Entdeckung des auflergewdhnlichen mikrobiellen Nanowerkzeugs

[0002] Im Rahmen 6kologischer und molekularbiologischer Untersuchungen besonderer Mikrobenpopulatio-
nen in kalten Schwefelquellen (10°C) des bayerischen Raumes, wurde von der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Ro-
bert Huber, Lehrstuhl fir Mikrobiologie, Universitat Regensburg, ein neuartiger, ungewdhnlicher Mikroorganis-
mus identifiziert. Dieses sogenannte SM1 Euryarchaeon, ein Vertreter der wenig analysierten kalteliebenden
Archaeen(Archaeen (Archaea) sind einzellige Organismen, die eine der drei Domanen bilden, in die alle zellu-
laren Lebewesen eingeteilt werden. Sie unterscheiden sich in vielen Merkmalen von den Bakterien (Bacteria)
und den Eukaryoten (Eucarya). Mit letzteren sind sie jedoch naher verwandt als mit den Bakterien. Bis vor we-
nigen Jahren wurden diese Mikroorganismen 'extremen' Lebensrdumen zugeordnet, jedoch sind sie, wie mo-
lekulare Untersuchungen zeigen, auch in gemagigten Biotopen weit verbreitet.), kommt in verschiedenen Le-
bensformen in Quellen des Regensburger Gebiets vor (Rudolph et al., 2001, Rudolph et al., 2004). Im Fliel3-
wasser der Quellen bildet es zusammen mit filamentartigen Bakterien die sogenannte 'Perlenkettengemein-
schaft': makroskopisch sichtbare, kleine, wei3e Perlen (& ca. 3 mm) sind an einem mikrobiellen Faden anein-
ander gereiht (Rudolph et al., 2001, Moissl et al., 2002). In tieferen, sauerstoffarmen Bereichen von Quellen
bildet das SM1 Euryarchaeon schleimartige Biofilme, ohne erkennbaren bakteriellen Partner.

[0003] Bisher ist die Kultivierung des Archaeons im Labor ohne Erfolg geblieben, jedoch konnte eine in si-
tu-Kultivierung entwickelt werden, welche dessen Zucht im naturlichen Biotop und die anschlieRende physika-
lische Abtrennung von Begleitorganismen erlaubte (Moissl et al., 2003). Dadurch kann dieser Mikroorganismus
nun periodisch in gleich bleibender Qualitat und Menge direkt aus der Natur gewonnen werden. Dies ermog-
lichte bisher schon eine detaillierte biologische Analyse, wobei der Fokus (auch) auf der strukturellen Charak-
terisierung des SM1 Euryarchaeons lag.

[0004] Die strukturellen Analysen wurden vorwiegend auf Basis elektronenmikroskopischer Methoden durch-
geflhrt. Bereits die Betrachtung schwermetallbedampfter Zellen zeigten ungewdéhnliches: Die Zellen waren
Uber und Gber mit diinnen, fadenartigen Filamenten bedeckt (etwa 100 pro Zelle). Diese waren deutlich diinner
als die fur Mikroorganismen typischen Fortbewegungsorgane (‘Geil3eln’; Fig. 1, Moissl et al., 2004, Manuskript
akzeptiert). Sie erinnerten mehr an Pili( Pili: vorwiegend aus Proteinen bestehende, fadenartige Anhangsel,
welche der Anheftung, in geringem Male der Fortbewegung, der Phagen-Infektion und dem Gentransfer die-
nen.)-dhnliche Oberflachenstrukturen, wie sie vorwiegend bei den Bakterien entdeckt, flir Archaeen aber nur
aulerst selten beschrieben wurden. Da die in der Elektronenmikroskopie zur Kontrastierung biologischer Pra-
parate Ubliche Schwermetallbedampfung feinere Strukturen nur unzureichend auflést, wurde fir weitere Stu-
dien eine Negativkontrastierung mit Uranyl-Acetat bevorzugt.

[0005] Bei der genaueren elektronenmikroskopischen Betrachtung der Zelloberflachenstrukturen des SM1
Euryarchaeons stellte sich bald heraus, dass diese eine auRergewdhnlich hohe, bei Prokaryonten bisher nie
entdeckte Komplexitat mit einer genau definierten Basis-Spitze Organisation aufwiesen. Jedes Filament zeigt
eine stacheldrahtahnliche Morphologie und tragt einen dreizahligen, mit Widerhaken besetzten Enterhaken an
seinem Ende (Fig. 2, 3; Moissl et al., 2004, Manuskript akzeptiert). Aufgrund der komplexen Architektur und
der offensichtlichen Andersartigkeit bezlglich aller bekannten bakteriellen und archaeellen Zellanhangsel wur-
de die Bezeichnung 'Hamus' (Plural 'Hami', lateinisch fir Haken, Widerhaken, Angel) fir diese neue Klasse
von Oberflachenstrukturen vorgeschlagen.
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3. Strukturelle Beschreibung des mikrobiellen Nanowerkzeugs

[0006] Generell kann jedes Zellanhangselfilament (& 7-8 nm) in zwei Abschnitte gegliedert werden (Fig. 3,

Moissl et al., 2004, Manuskript akzeptiert):
a) den zentralen Teil, die sogenannte Stachelregion ('Prickle-region'), welcher aus einem komplexen, sta-
cheldrahtahnlich aufgebauten Filament besteht: In regelmaRigen Abstanden von ca. 46 nm treten wieder-
kehrende Einheiten von drei Stacheln aus dem Filament hervor; diese sind dinner als das Filament (etwa
4 nm) und durchschnittlich 30 nm lang. Ausgehend von der Zelloberflache bilden bis zu 60 dieser 46
nm-Einheiten ein Filament.
b) den etwa 152 nm langen, endstandigen Teil, die sogenannte Hakenregion (‘Hook-region'), welcher aus
einem nackten Filament mit einem dreiteiligen Ende besteht und eine komplexe, einzigartige Struktur auf-
weist. Das Filament teilt sich in drei einzelne Arme mit je 4 nm Durchmesser und 50 nm Lange. Dabei formt
jeder Arm einen charakteristischen 180°-Bogen, so dass seine Spitze wieder in Richtung Zelle gewandt ist.
Am Ende jedes Arms sitzt eine hakenformige Verdickung, weshalb die gesamte endstandige Struktur einem
mit Widerhaken besetzten Enterhaken ahnelt.

[0007] Die strukturellen Daten wurden aus kombinierten transmissions-elektronen-mikroskopischen und
cryo-elektronen-tomographischen Untersuchungen gewonnen. Letztere Methode erlaubt die dreidimensionale
Darstellung der Hami (Fig. 4; Moissl et al., 2004, Manuskript akzeptiert).

[0008] Aus Fourier(Eine Fourier-Analyse dient der Darstellung und Visualisierung periodischer Funktio-
nen.)-Spektren wurden Hinweise auf eine helikale Architektur der Hamus-Filamente gewonnen (Fig. 5, Moissl|
et al., 2004, Manuskript akzeptiert). Die aus der Filterung resultierenden Abbildungen deuten auf einen Twist
des Filaments hin und zeigen, dass die helikale Periodizitat mit der regelmafigen Anordnung der Stacheln am
Filament korreliert.

[0009] Die kleinste, sichtbare strukturelle Einheit wurde mit 4,6 nm angegeben; 46 nm entspricht den Abstan-
den der repetitiven Stachelanheftungsstellen. Jeweils 10 aneinander gereihte Einheiten bilden also ein Seg-
ment eines Protofilaments. Drei Protofilamente bilden den filamentésen Kern des Hamus. 46 nm entsprechen
damit der Ganghoéhe der Tripel-Helix.

[0010] Die Hami aller, Uber einen langeren Zeitraum in verschiedensten Experimenten untersuchten Zellen,
zeigten die gleiche grundlegende Architektur, die gleichen Abmessungen und Proportionen. Die einzige detek-
tierbare Variation war die Gesamtlange der Hami, welche von etwa 1 bis zu 3 ym reichte und durchschnittlich
2 ym betrug. Alle Beobachtungen und Daten wurden zur Erstellung eines Hamus-Modells verwendet (Fig. 6,
Moissl et al., 2004, Manuskript akzeptiert).

4. Naturliche Funktion des mikrobiellen Nanowerkzeugs

[0011] Die auf den ersten Blick offensichtliche adhasive Funktion der Hami wurde experimentell durch Versu-
che mit der optischen Pinzette(Die optische Pinzette (geblindeltes Laserlicht) dient der berihrungslosen, un-
behelligenden Manipulation von Objekten im dreidimensionalen Raum (Ashkin und Dziedzic, 1987; Ashkin et
al., 1987; Huber et al., 1995; Huber und Stetter, 2001).) nachgewiesen. Sie vermitteln eine starke Anheftung
einzelner Zellen aneinander und an Oberflachen verschiedener chemischer Natur (Beschichtungen mit: Poly-
lysin, Polyglutamat, Gelatine, Rinderserumalbumin, Laminin, Fibronektin, Bind-Silan). Aufgrund der wohl vor-
wiegend mechanischen Adhasion der Hami durch ein 'Verhaken', scheint die Anheftung mehr oder weniger un-
abhangig von der Oberflachenbeschaffenheit sowie von der Wachstumsphase der Zellen zu sein. Das Ha-
mi-Nanowerkzeug ist also perfekt angepasst, in stromenden Umgebungen eine feste und stabile Verbindung
zu anderen Zellen oder Oberflachen einzugehen.

5. Physikalisch-chemische Eigenschaften des mikrobiellen Nanowerkzeugs

[0012] Eine weitere bemerkenswerte Eigenschaft der Hami ist die Stabilitat der dreidimensionalen Struktur
innerhalb eines sehr breiten pH- und Temperaturspektrums. Sie sind erstaunlicherweise sogar noch bei einer
Temperatur von 70°C stabil, obwohl sie bei einer Temperatur von 10°C, der nattirlichen Wachstumstemperatur
des SM1 Euryarchaeons, synthetisiert worden waren. Auch zwischen pH 0,5 und 11,5 blieben die Hami in ihrer
Struktur unbehelligt. Auch gegentiber physikalischen Kraften, wie die Experimente mit der optischen Pinzette
bewiesen, zeigt sich die Festigkeit der Hami.
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6. Molekularer Aufbau

[0013] Wie durch SDS-PAGE und immunologische Experimente mit Hami-spezifischen Antikérpern(Die spe-
zifischen Antikérper wurden im Rahmen der biologischen Charakterisierung des SM1 Euryarchaeons gewon-
nen (Moissl et al., 2003). Durch eine Affinitatsreinigung wurde die Hami-Spezifitat erreicht.) gezeigt wurde,
scheinen die Hami aus einem Hauptprotein, dem 120kDa Protein, zu bestehen. Durch die Gewinnung von Pep-
tidsequenzen des 120kDa Proteins konnte ein zugehdriges Gen erfasst werden. Mit groRer Wahrscheinlichkeit
konnten auch das Start- und Stop-Codon identifiziert werden. Ein Datenbankvergleich mit der identifizierten
Sequenz liel3 keine Homologien zu bisher annotierten Genen und Proteinen entdecken. Diese Sequenz kodiert
fur ein 40kDa-Protein, was auf einen trimeren Charakter des Hamus-Proteins hindeuten kénnte. Offensichtlich
liegt das Gen fir das Protein in mehrfachen Kopien im Genom des SM1 Euryarchaeons vor. Das 40kDa-Pro-
tein konnte bereits erfolgreich in einen Expressionsvektor kloniert und in Escherichia coli exprimiert werden.

7. GroRenvergleiche

[0014] Mit den Hami hat die Natur im Lauf der Evolution ein perfektes mechanisches Nano-Werkzeug ge-
schaffen, das schon allein durch seine Winzigkeit beeindruckt: Im Vergleich ist ein menschliches Haar etwa
15.000x dicker als das Hamus-Filament, ein typischer Angelhaken 250.000x gréR3er als der Nano-Enterhaken
des SM1 Euryarchaeons. In seiner Dicke liegt ein Hamus etwa zwischen der eines DNA-Stranges (2 nm) und
dem Aktin-Filament des Muskels (9-10 nm) (Fig. 7).

8. Bionische Aspekte

[0015] Die Hami erinnern in ihrer Hakenregion stark an handelstibliche Fisch- bzw. Enterhaken oder Anker
und implizieren eine Funktion fur die Zellverankerung oder Adhasion (Fig. 8).

[0016] Die Stachelregion der Hami weist verbliiffende Ahnlichkeiten zu einem herkémmlichen Stacheldraht
auf (Fig. 9).

[0017] Diese morphologischen Parallelen machen die winzigen Hami-Filamente auch fiir die wissenschaftli-
chen Felder der Bionik und Biomimetrik interessant.

9. Eignung fir die Nanobiotechnologie

[0018] Aufgrund der Winzigkeit, Komplexitat, Stabilitat, Form und sonstigen physikalischen und chemischen
Eigenschaften sind die Hami fir vielféltige Anwendungen interessant. Als mdgliche Verbindung von High-Tech
und 'High-Nature' erdffnet die Entdeckung der ungewdhnlichen Hami méglicherweise neue Felder im wach-
senden Gebiet der Nanobiotechnologie. Diese neue Disziplin beschaftigt sich mit der technologischen Anwen-
dung biologischer Nano-Strukturen (Wevers und Wechsler, 2002). Dabei macht sie sich die von der Natur ge-
bildeten molekularen Architekturen gréBter Prazision und Flexibilitdt zu Nutze (Lowe, 2000). Der Bedarf an Na-
no-Werkzeugen ist gro und bietet viele, auch industrielle Anwendungsmaéglichkeiten. So kénnen biologische
Nano-Strukturen in elektronischen Systemen, der Computer- und Sensoren-Technologie und medizinischen
Instrumenten Anwendung finden (Lowe, 2000; Merkle, 1999).

[0019] Im Gegensatz zu diesem, auf biologischen Strukturen basierenden Untersuchungsgebiet, sei hier die
Nanotechnologie erwahnt, welche sich mit der technologische Produktion von Nano-Systemen aus kinstlichen
Materialien beschaftigt, jedoch unterliegt sie in den meisten Fallen einigen Nachteilen (s. Tab. 1). Haufig ist die
Herstellung von solchen Nano-Strukturen kompliziert, aufwandig und teuer, so dass die Produktion im Grof3-
malstab bisher nicht mdglich ist. Aufgrund der Resistenz dieser Materialien gegenliber extremen pH-Werten,
Temperaturen und Drucken sind sie biologisch aulerdem nur schwer abbaubar.

10. Stand der Technik: Nanobiotechnologie
[0020] Im Rahmen der allgemeinen Entwicklung hin zur Miniaturisierung von Bauteilen und deren Funktiona-
lisierung wurden in den letzten Jahren auch in der Nanobiotechnologie einige Fortschritte erzielt, die anhand
folgender Beispiele vorgestellt werden sollen.

'Nano-Velcro' (Nano-Klettverschluss), biologische Nano-Anheftungsstrukturen

[0021] Normalerweise basiert die Anheftung biologischer Nano-Strukturen (ausschlief3lich) auf physikoche-
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mischen Wechselwirkungen (z.B. Van-der-Waals-Kréafte, elektrostatische Krafte) mit einer geeigneten Oberfla-
che (Fletcher und Decho, 2001). Der Kontakt ist dabei auf meist fadenférmige Mikro- oder Nano-Strukturen
zurlickzufiihren, die, je feiner sie ausgebildet sind, eine stabilere Adhasion erlauben.

[0022] Die Untersuchung der Ahasionsstrukturen(Geckos besitzen an ihren Fiflen sogenannte Setae; jede
Seta ist 30—130 pm lang und besitzt Hunderte von 200-500 nm dicken Spatula, welche aufgrund elektrostati-
scher Wechselwirkungen die starke Anheftung ermdéglichen (Autumn et al., 2002).) von Geckos (Gecko gecko)
sollen bald zur Entwicklung des sogenannten 'Gecko-Tapes' fiihren. Eine synthetische Nachbildung dieser Ge-
cko-Anheftungsstrukturen konnte bereits erfolgreich durchgefihrt werden: die 3-10 ym langen und 30-500 nm
dicken Kunststoff-Harchen zeigten sich aufderst stabil und reif3fest (Sitti und Fearing, 2002). Aufgrund der auf-
wandigen und komplizierten Herstellung dieser Harchen ist jedoch die Produktion im groReren MafRstab bisher
nicht gelungen.

[0023] Weitere Bemihungen betreffen den kiinstlich hergestellten sogenannten Nano-Klettverschluss (Na-
no-Velcro). Diese feinen Haken (wenige nm im Durchmesser) verhaken sich ineinander und erlauben 30x star-
kere Adhasionen als konventionelle Anheftungsmaterialien. Bisher ist die Massenproduktion jedoch schwierig,
v.a. die gerichtete Ausbildung auf Oberflachen ist kompliziert (Ball, 2003; in Anlage). Zur Anwendung soll die-
ser Nano-Klettverschluss bei der Anheftung von Nano-Robotern kommen. Weiterhin sollen so mechanische
und elektronische Nano-Komponenten auf Oberflachen befestigt werden (Berber et al., 2003).

Biologische Oberflachen

[0024] Aufihrer Zelloberflache bilden viele Mikroorganismen sogenannte S-Layer (ca. 5-10 nm dick). Dabei
handelt es sich um zweidimensionale Schichten von regelmaRig angeordneten, selbstorganisierenden Prote-
inkristallen, welche fir die Prazipitation von Mineralien (Schultze-Lam und Beveridge, 1994), als Trager fur An-
tigene (Sleytr und Sara, 1997), als nur wenige Nanometer dicke Widerstande in der Halbleiter-Technologie
(Pum und Sleytr, 1999) oder auch in verschiedensten Bereichen von Diagnostik, Sensor- und Biotechnologie
eingesetzt werden kénnten (Sleytr und Sara, 1997; Pum und Sleytr, 1999; Lowe, 2000).

Biologische Nano-Filter

[0025] Ubliche Ultrafiltrationsmembranen besitzen haufig unregelméRige PorengréBen. Biologisch herge-
stellte S-Layer-Ultrafiltermembranen (SUM) kénnten aufgrund ihrer konstanten Porengrofe zu Dialysezwe-
cken und zur Wasseraufbereitung verwendet werden (Sara und Sleytr, 1999).

Biologische Linear- und Rotations-Motoren im Nanomalstab

[0026] Linear-Motoren, wie Actin-Myosin bzw. Mikrotubuli-Kinesin, und DNA-assoziierte Proteine konnten
Transportaufgaben innerhalb von Nano-Systemen ibernehmen (Wevers und Wechsler, 2002; Cui und Gao,
2003), wahrend Rotationsmotoren, wie die genauer studierte F1-ATPase (10 nm breit) fir den Antrieb von Mi-
ni-Propellern in Betracht gezogen werden (Wevers und Wechsler, 2002; Soong et al., 2000)

Anwendung biologischer Nano-Pumpen
[0027] Das durch Licht angetriebene Bakteriorhodopsin transportiert Wasserstoffionen (Protonen) Gber die
Zellmembran. Durch diesen gebildeten Protonengradienten wird eine ATP-Synthase angetrieben, welche
ATP-Molekule als Energiequelle fur den jeweiligen Organismus synthetisiert (Wevers und Wechsler, 2002).
Dieser Mechanismus kénnte fur die direkte Energieumwandlung von Sonnenlicht in Energie und Strom genutzt
werden (Eisenbach et al., 1977). Weiter Untersuchungen beschéaftigen sich mit der Herstellung eines Bakteri-
orhodopsin-Displays (Hampp, 2000)
Anwendung biologischer Nano-Strukturen in Computer- und Kommunikationstechnologie

[0028] Die elektronische Datenverarbeitung auf Basis des DNA-Molekiils wurde unter dem Begriff
-DNA-Computing" bereits in Betracht gezogen (Wevers und Wechsler, 2002; Cui und Gao, 2003).

Medizinischer Einsatz biologischer Nano-Strukturen

[0029] Die Anwendung wird z.B. in folgenden Bereichen visiert: Nanostrukturierte Oberflachenbeschichtung
von Implantaten zur Verhinderung einer Abstof3ungsreaktion (Cui und Gao, 2003), Nanopartikel mit Aufgaben

5/17



DE 10 2005 008 102 A1

zum Medikamententransport (Bogunia-Kubik, 2002).
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11. Vorteile des mikrobiellen Nanowerkzeugs

[0030] Im Allgemeinen erlaubt die Nanobiotechnologie die Konstruktion neuer molekularer Strukturen mit gro-
Rerer Prazision und Flexibilitdt und zu niedrigeren Kosten, als traditionelle technologische Prozesse (vgl. Tab.
1). Weiterhin zeichnen sich biologische Strukturen durch ihre Fahigkeit zur Selbstorganisation aus (Zhang,
2003).

Tabelle 1: Vergleich technische und biologische Produktion von Nano-Strukturen (Aus: Wevers und Wechsler,

2002)

Verfahren oder Eigenschaft

Typische Realisierung in technischer

Typische Realisierung in biologischen

vergleichsweise geringe Wirkungsgrade, Verlust

durch Abwirme

Systemgebung Systemen

Herstellungsprozess Top down; grofitechnische Fertigung mit | Bottom up; Selbstorganisationsproz'esse, langsames
makroskopischen Geridten; technische Verfahren | Wachsen funktioneller Einheiten auf molekularer
fir groBe Mengen Ebene, Verbindung zu grofleren Systemen

Kontrollierbarkeit Nur in kleinen Ausschnitten auf molekularer bzw. | Durch Vielzahl spezialisierter und in einem
atomarer Ebene moglich oder als statistisches | Netzwerk zusammenarbeitender Nanomaschinen
Ensemble auf molekularer Ebene

Materialien Generalisierter  Bausatz  (breite  Palette an | Flexibler Grundbausatz (wenige Klassen von
Elementen und Verbindungen mit | Biomaterialien, fiir unterschiedliche Funktionen
unterschiedlichsten Eigenschaften optimierbar); Biokomposite auf der Nano- bzw.

Mikroskala
Energieaufwand Hoch (oft Hochtemperaturbereich), | Gering (hochst effiziente Umwandlungskette mit

chemischen Tragerstoffen, dadurch aber auch
molekulare Abfallprodukte)

Umweltvertriglichkeit

Haufig problematisch

Biologisch abbaubare Produkte, unter natiirlichen

Bedingungen i.d. R. kein Problem

Haltbarkeit,

Verinderbarkeit

Stabilitit,

Uber einen sehr breiten Bereich von (extremen)
Umgebungsbedingungen (Temp., Druck, pH, etc)

existieren technische Losungen; i.d.R.

Vergleichsweise empfindlich; aber: nachwachsend,
flexibel,

prozesse, selbstkorrigierend

regenerationsfahig, natirliche Abbau-

langzeitstabil, aber keine Selbstreparatur und eher

unflexibel

[0031] Auch fiir das hier beschriebene mikrobielle Nanowerkzeug gelten diese Vorteile. Die Hami kdnnen, so-
bald ihre biotechnologische Herstellung moglich ist, billig und in grof’en Mengen produziert werden. Fir mog-
liche Anwendungen kommen die unter Punkt 10 genannten Aspekte in Frage. Jedoch kann die Hauptaufgabe
im Bereich der Anheftung gesehen werden. Zusatzlich zu der elektrostatischen Anheftung, wie sie auch fiir bis-
her beschriebene Anheftungsstrukturen nachgewiesen wurde, bieten die Hami auch eine mechanische Adha-
sions-Komponente. Durch das stabile Verhaken der Hami ineinander wird vermutlich eine héhere Anheftungs-
kraft und -stabilitat als bei bisher untersuchten Strukturen erreicht. Dariiber hinaus ist die Ausrichtung der Hami
auf Oberflachen vermutlich nicht so kompliziert wie flr ahnliche, synthetische Strukturen, da sie sich mit einem
lipophilen Teil in der Membran verankern und somit eine ,Richtung" besitzen.

[0032] Zusatzlich zu den oben genannten Anwendungsbeispielen, kann eine technologische Nutzung der
Hami in folgenden Bereichen angedacht werden: Nano-Stacheldraht, Nano-Faden (Verwendung der Ha-
mus-Stachelregion als Faden, kein Zuriickrutschen, da Widerhaken; biologisch abbaubar), Klebstoffe (z.B. fur
die Produktion billiger, wieder ablosbarer Klebstoffe mit starker Haltekraft auch bei niedrigeren Temperaturen),
Wundverband (schneller, stabiler Verschluss von Wunden, atmungsaktiv, gewahrleistet Schutz vor Austrock-
nung, biologisch abbaubar), Schneller Verschluss von Blutgefalien (Direkte Applikation in betroffenen Blutge-
faken), Medizin allgemein (samtliche lokal begrenzende Applikationen von Medikamenten oder Pflegestoffen;
z.B. lokal begrenzte Tumorbehandlung) Nano-Manipulation (gerichtetes mechanisches Fassen und Bewegung
von Nano-Partikeln und Zellen, evtl. Anwendungen in der Biotechnologie), Biofiltration (Herstellung von biolo-
gisch abbaubaren Filtern unterschiedlicher Ausschlussgrenze), Nano-Roboter und Nano-Maschinen (Aufga-
ben rund um das Thema Adhasion).
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<210> 2 Se@ O we: 2
<211> 363
<212> PRT

<213> SM1 Euryarchaeon

<400> 2
Met Gly Ser Asn Glu Tyr Phe val Asn Gly Leu Asp Lys Thr Tyr Ile
1

val Leu Ala 5%5 Gly Glu Lys Leu ggs Ile Ser Ser Ala ggy Ala Thr

Glu Pro gga Leu Ser GIn Leu ggn Gly Tyr Lys Phe kgs Leu Leu Lys

Thr ITe GIn Ala Tyr Gly Asn Asp Ala Gly val Ile Ile Glu Ile Glu
50 55 60

Arg Pro Asp Gly Thr Thr Ile GIn Ala Thr Ala Ser Lys GIn Ala Gly
65 70 75 ’ 80

Ala Ser Leu Gly Thr Asp Ala Asn Gly His Lys Ile GIn Ile GIn Ala
85 _ 90 95

Phe His val Ile Gly Asn Lys Ala Ser Ile Ile val Tyr Asp Met Ser
100 105 110

Thr Arg Tyr Lys Leu Glu Asn Asn Glu Lys GIn Asp Gly Trp Arg val
115 120 125

Lys Ile Asn Asn Ala Lys Cys Asn Asn val Gly Ile Glu Asp Tyr Leu
130 135 140

val Pro Asn Ala Ala Asn Lys Tyr Cys Leu Thr Lys Leu Thr Leu Thr
145 150 155 160

GIn Glu Asp Ala GlIn Thr Leu Asn val Gly Asp Thr val Tyr Phe Pro
165 170 175

Thr Lys Ala val Lys Phe Ser Phe Lys Gly Phe Lys Asn Glu Asp Phe
180 185 190

Gly Asp Met val Cys Ser Gly Gly Ser Asp Lys Ile Lys Ile Glu Thr
195 200 205

Ser Asp Asn Arg Lys val Met Leu Ser Phe Thr Thr Arg Asp Gly Glu
210 215 220
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Arg Leu Asn Asn val Arg Leu Asp Glu GI G1y Tyr Glu Leu Asp Glu
225 230 Y 35 Y P 240

Leu Phe Leu Ile Gly Asn Thr val Tyr Lys Phe Arg Gly Thr Glu Asp
245 250 255

Ile Asn Asn Asp Glu Asn His val Lys Leu Leu Leu Thr Asp val Ser
260 265 270

Asn Ala Asn Asp Phe Glu Ala Thr Leu Thr Lys Leu Ser Thr Ser Phe
275 280 285

Ala Gly Phe Asn Tyr Thr Tyr Phe Asp His Tyr Ser val Ser Lys Glu
290 295 300

Asn GlIn Cys Ser Pro Pro Cys Ser Thr Tyr Asn Ala Thr val Leu Gly
305 310 315 320

val Met Ala Tyr phe His Glu Gly Lys Leu Trp Met Asp Thr Gly Asn
325 330 335

Asp Ser Lys Ile Gly Leu Asn Asn Ile Ala Leu Lys Asp Ile GIn Asn
340 345 350

Asp Asn Cys Asn Ala Thr Leu Thr Pro Phe Ala
355 360 -

Patentanspriiche

1. Polynucleotid ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus
(a) einem Polynucleotid mit einer Nucleotidsequenz, die mindestens die reife Form des Polypeptids mit der ab-
geleiteten Aminosauresequenz wie in SEQ ID NR: 2 gezeigt codiert;
(b) einem Polynucleotid mit der codierenden Sequenz wie in SEQ ID NR: 2 gezeigt, die mindestens die reife
Form des Polypeptids codiert;
(c) einem Polynucleotid mit einer Nucleotidsequenz, die ein Fragment oder Derivat eines Polypeptids codiert,
das von einem Polypeptid nach einem der Punkte (a) oder (b) codiert wird, wobei in dem Derivat, verglichen
zum Polypeptid, ein oder mehrere Aminosaurereste konservativ ersetzt sind, und das Fragment oder Derivat
ein Zelloberflachenanhangsel mit einer Hamus-ahnlichen Struktur codiert;
(d) einem Polynucleotid mit einer Nucleotidsequenz, die mindestens 70% identisch zu einem Polynucleotid ist,
wie in einem der Punkte (a) bis (c) definiert, und die ein Zelloberflachenanhangsel mit einer Hamus-ahnlichen
Struktur codiert;
(e) einem Polynucleotid mit einer Nucleotidsequenz, deren komplementarer Strang mit einem Polynucleotid
wie in einem der Punkte (a) bis (d) definiert hybridisiert, und die ein Zelloberflichenanhangsel mit einer Ha-
mus-ahnlichen Struktur codiert; und
(f) einem Polynucleotid mit einer Nucleotidsequenz, die zu der Nucleotidsequenz des Polynucleotids nach ei-
nem der Punkte (a) bis (e) degeneriert ist;
oder der komplementéare Strang eines solchen Polynucleotids.

2. Polynucleotid nach Anspruch 1, das DNA, cDNA, genomische DNA, RNA oder PNA ist.

3. Polynucleotid nach Anspruch 1 oder 2, das mit einem heterologen Polynucleotid verbunden ist.

4. Polynucleotid nach Anspruch 3, wobei das heterologe Polynucleotid ein heterologes Polyeptid codiert.
5. Vector, der das Polynucleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4 enthalt.

6. Vector nach Anspruch 5, in dem das Polynucleotid funktionell mit einer Expressions-Kontrollsequenz
verbunden ist, welche die Expression in archaebakteriellen, prokaryontischen oder eukaryontischen Wirtszel-
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len ermdglicht.

7. Wirtszelle, die unter Verwendung gentechnischer Verfahren mit dem Polynucleotid nach einem der An-
spriche 1 bis 4 oder dem Vector nach Anspruch 5 oder 6 hergestellt ist.

8. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids, das ein Zelloberflachenanhangsel mit einer Hamus-ahnli-
chen Struktur ist, umfassend: Zuchten der Wirtszelle nach Anspruch 7 und Gewinnen des Polypeptids, welches
durch das Polynucleotid codiert wird.

9. Verfahren zur Herstellung von Zellen, die ein Polypeptid exprimieren kdnnen, welches ein Zelloberfla-
chenanhangsel mit einer Hamus-ahnlichen Struktur ist, umfassend Herstellen von Zellen in vitro mit dem Vec-
tor nach Anspruch 5 oder 6 unter Verwendung gentechnischer Verfahren, wobei das Polypeptid von einem Po-
lynucleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4 codiert wird.

10. Polypeptid mit der Aminosauresequenz, die von einem Polynucleotid nach einem der Anspruche 1 bis
4 codiert wird, oder gemaf} dem Verfahren nach Anspruch 8 erhaltlich ist.

11. Antikorper, der das Polypeptid nach Anspruch 10 spezifisch bindet.

12. Nucleinsauremolekiil, welches spezifisch mit ein Polynucleotid nach einem der Anspriiche 1 bis 4 hy-
bridisiert.

13. Zusammensetzung, welche die Polynucleotide aus einem der Anspriiche 1 bis 4, das Polypeptid nach
Anspruch 10 oder den Antikérper nach Anspruch 11 umfasst.

14. Zusammensetzung nach Anspruch 13, die ein Arzneimittel ist, weiterhin umfassend einen pharmazeu-
tisch vertraglichen Trager.

15. Verwendung des Polynucleotids nach einem der Anspriiche 1 bis 4, das ein Zelloberflachenanhangsel
mit einer Hamus-ahnlichen Struktur codiert oder das Polypeptid nach Anspruch 10, zum Beschichten von Ma-
terialien.

16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei das Material biologisches Material ist.
17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei das biologische Material ein medizinischer Faden ist.

18. Verwendung des Polynucleotids nach einem der Anspriiche 1 bis 4, das ein Zelloberflachenanhangsel
mit einer Hamus-ahnlichen Struktur codiert oder das Polypeptid nach Anspruch 10, als Nano-Klettverschluss.

19. Verwendung des Polynucleotids nach einem der Anspriiche 1 bis 4, das ein Zelloberflachenanhangsel
mit einer Hamus-ahnlichen Struktur codiert oder das Polypeptid nach Anspruch 10, als Arzneimittel zur Wund-
heilungsférderung.

20. Verfahren zur Wundheilungsférderung, das die Verabreichung einer therapeutisch wirksamen Menge
des Polynucleotids nach einem der Anspriche 1 bis 4 oder einer therapeutisch wirksamen Menge des Poly-
peptids nach Anspruch 10 an ein Individuum umfasst.

21. Verfahren zur Isolierung einer Verbindung, die an das Polypeptid nach Anspruch 10 bindet, umfassend
(a) Inkontaktbringen einer Wirtszelle, die das Polypeptid nach Anspruch 10 exprimiert, mit einer Verbindung;
(b) Nachweisen der Anwesenheit der Verbindung, die an das Polypeptid bindet; und
(c) Bestimmen, ob die Verbindung an das Polypeptid bindet.

Es folgen 5 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Fig. 2. Ultrastruktur der Hami des SM1 Euryarchaeons, Negativkontrastierung. MaBstab: 100 nm.
A: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Enterhaken am distalen Ende der Hami. Die Pfeile zeigen auf die Widerhaken.
B: Elektronenmikroskopische Aufnahme von hochstrukturierten SM1- Hami. Die Pfeile zeigen auf Stacheln (schwarz) und Enterhaken (weil3).
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Fig. 4: Cryo- Elektronentomogramm eines SM 1- Hamus.

A, B: Longitudinale Schnitte durch die Haken- bzw. Stachelregion eines dreidimensional rekonstruierten Hamus (A) vor und (B) nach
Entrauschen der tomographischen Daten. Die Breite jeder Abbildung entspricht 110 nm. C: 3D- Darstellung der Hamus- Struktur, visualisiert
durch Oberflichenrendering der entrauschten Daten.

Fig 5 Fourier- Filterung eines Hamus in der Stachelregion.

A: Originalabbildung einer negativkontrastierten Priparation (MaBstab: 20 nm).

B: Rauschreduzierte, gefilterte Abbildung derselben Hamus- Region.

C: Stirker gefilterte Abbildung des zentralen Filaments; die helikale Anordnung der strukturellen Einheiten ist gut erkennbar.

D: Fourier- Spektrum mit den Reflexen (Pfeile)
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Fig 6: Vorschlag eines Hamus- Modells mit GréBenangaben und Verhiltnissen.
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Fig. 7: Grofenvergleich des Hamus- Filaments (vgl. Whitesides, 2003)
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T,

L

F ig. 8. Vergleich eines Hamus (Hakenregion) mit einem herkmmlichen Fischhaken (rechts)

Fig. 9: Vergleich eines Hamus (Stachelregion) mit einem herkémlichen Stacheldraht (rechts)
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