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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Protein-basierte Materialien

Proteine bilden durch ihre zahlreichen Funktionen die Grundlage allen Lebens. Neben der
Katalyse biochemischer Reaktionen (Enzyme) und der Fahigkeit zu gezielten Rezeptor
Ligand-Interaktionen dienen sie zum Transport und dgn&iransduktion. Dartber hinaus
ermoglichen sie aktive Bewegusrgund stellen als Strukturproteine die strukturelle und

mechanische Integét von Zellen und Gewebe sicher

Seit einigenJahren werden Proteine zunehmend auch als Ausgangsstoffe zur Entwicklung
innovativer technischer Materialien wahrgenommextrazellulare Strukturen wielie der
Diatomeen oder Schwammsowie biologische Superklebstoffe von Muscheln oder auch
mechanischélochleistungsfasern widie derSeiden oder Muschelbyssusfadi#ianen dabei
aufgrund ihrer perfekt auf den jeweiligen Zweck angepassten Funktionalitat und Effektivitat
als Vorbilder fur Proteinmaterialien

Im Mittelpunkt des Interessegon Materialwissendwaftlern stehen dabeviele natirliche
Proteinfasernwelchesich durch aul3ergewdhnliche mechanische Eigenschaften auszeichnen
(Buehler & Yung, 2009 Untersuchungen der zugrundeliegenden StrektunktionsBezie
hungen in solchen Faserproteinen eréndteispielsweise eine Verknupfung deolekularen
Zusammensetzungit der Mechanikdesbiologischen Materials. Diese Kenntraemdglicht

eine potentielle Nutzung nattrlicher und rekombinant hergestaitiérieller Proteineoder
Peptideflr newartige Materialien mitentsprecheneinstellbaren Eigenschaft¢@ranford &
Buehler, 2010Zelzer & Ulijn, 2010 Kushner & Guan, 2011

Intrinsische Eigenschafteme die Biokompatibilitat und Abbaubarkeit der (meisten) Proteine
bei einem relativ geringen spezifischen Gewicht sowiiee einfache Proesierbarkeit
(Widheet al, 2011 Kushner & Guan, 20)lwerden insbesondere in der Mediziesghéatzt.
Darlber hinaus zeichnen sich Proteins enaterialwissenschafther Sichim Gegensatz zu
synthetschen Polymererdurch Monodispersitat der Moleklile und deren Fahigkeit zur
Selbstassemblieruraps(van Hest & Tirrell, 2001Sanford & Kumar, 2006 Dies ermdglicht
eine Kontrolle der chemischa Zusammensetzungber auch desupramolekulam Ordnung

in einem System.




Einleitung

1.1.1 Anwendungsbeispiele und-orschungsaktivitaten

Eine bereits seit Jahrhunderten vom Menschen in der Textilindustrie genutzte Proteinfaser ist
die aus dem Kokon des Maulbeerspinn@smbyx morigewonnene Seide. Um die
vielfaltigen Eigenschaften dieser und weiterer Strukturproteiive nbue Materialien zu
nutzen,kénnendie Proteine entweder aus dem Naturstoff gewonnen und direkt bzw. in
modifizierter Form verwendewerden Alternativ kbnnen davon abgeleitete oder inspirierte
Proteine rekombinant oder auch synthetisch hergestellt ewerdvas eine gezielte
Kombination und Modifikation spezifischer Eigenschaften ermégli@anford & Kumay

20095. Verschiedene Assemblierungsprozessmaoglichen die Bildungdiverser Morpho

logien aus den jeweiligen Ausggsproteinenpeptiden. Zusatzlich bieten chimare Proteine,
Blends oder Hybridmaterialien wie PepiwlymerAmphiphile (zusammengefaszstB. in

Zelzer & Ulijn, 2010 Versluis et al., 2010vielfaltige Anwerdungsnoéglichkeiten. Diese
reichen dabei von biomedizinischen Applikationen Uber die Nahrungsmittelindustrie bis hin
zu biologisch vertraglichen elektronischen Sensoren und leiteBttelturen. Tabelle 1.1

gibt einen Uberblick tber ausgewahlte Proteine bzw. Peptide, deren jeweils gewahite
Prozessierungsform sowie potentielle oder bereits etablierte Anwendungsfelder gemanr dem

Stand der aktuellen Forschung.

1.1.2 Strukturelle Grundlagen mechanischer Eigenschaften

Viele Strukturproteinezeigen eine hierarchische Zusammensetzun®. (Quartarstruktur,
Fibrillen/Filamente, Fasern) sowie einen modularen Aufbau aus repetitiven, meist wenig
komplexen Wiederholungseinheit@lushner & Guan, 2031Csete & Doyle, 2002 Lineare
mechanische (ZuyBelastungvon Proteinfaseriiihrt einerseits zum Entfalten oder Gleiten

von Molektlketten und andererseits zum Aufbrechen von Bindungdrofide sind dabei
Wasserstoffbrickenbindungen, quervernetzende kovalente Bindungen sowie intermolekulare
Verschlaufunger{Buehler & Yung, 2009 Die jeweiligen mechanischen Eigenschaften
Proteirfasen, die sich zB. in ihrer Elastizitat, Festigkeit oder Energiespeicherkapazitat
unterscheiden, lassen sich oftmals gut mmiterschiedlichen Sekundarstrukturelementen
korrelieren. Im Folgenden werden beispielhaft Prdés@rnvorgestellt, welche sich durch
unterschiedliche mechanische Charakteristika auszeichnen und von unterschiedlichen

Sekundarstrukturen dominiert werden.
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Tabelle1.1: Ubersicht iiber ausgewéhlte Protbimsierte Materialien und potentlAnwendungsfelder.

Protein/Molekul Prozessierungsform  Anwendungsfelder Referenzen
Elastin
Tropoelastin(solubilisiert) Vliese Tissue Engineering (Weichteilgewebe) (Li et al, 2009

Elastin (solubilisiert)

Mikrokapseln(Lyophili-
somen)

Bioaktive Kapseln

(Daameret al., 2007

Elastinmimetische Block Beschichtungen GefaRpratesen (Jordaret al, 2007 Woodhouseet al,
Copolymere 2004
Hydrogele Stimulierbare Materialien (Temperatur/pH/lonel  (Moriharaet al, 2005 Lao et al, 2007
abhangig, z. B. Wirkstofftransport Meyeret al, 200 Dreheret al, 2003
Nano/Mikropartikel WirkstoffverkapselungGentherapie (Wright & Conticello, 2002Chenet al,,
2008
Blends mit PLGA', Gelatin Vliese Tissue Engineering (Li et al, 2008
SF (Peptide) Hydrogek Gerichtete Gentherapie (Haideret al, 2005 Megeedet al, 2009
SF Pordse Filme BiomaterialienZellsupport (Huetal, 2019
Keratin
extrahiert aus Haar Hydrogek Arterienklemme(Hemostat) (Aboushwaretet al, 2009
Hydrogek Tissue EngineerindNervenregeneration (de Guzmaret al, 2011 Sierpinskiet al,
2009
HydrogelpordseScaffolds Tissue Enginering (Hill et al, 201Q Srinivasaret al, 2010
Blend mit SF Filme Tissue EngigeringWirkstofftransport (Vasconcelogt al, 2009
Kollagen
Gelatin Hydrogek Wirkstofftransport(z. B. Knochenregeneration)  (Sakaiet al, 2009 Younget al, 2005,
Hwanget al, 2011 Kempenet al, 200§
HautersatzWundabdeckung (Sheila, 2008Boatenget al, 2009
ausZellkultur bzw. Peptide Hydrogele Kosmetik (Baumanret al, 2006 Sadick &
Sorhaindo, 2007
Blends mit Chitosan/PLGA/ Vliese Hautersatz (Francoet al, 2011

Polycaprolacton

MuschelbyssudProteine(z. B. ausMytillus edulig

Mefp-1 rekombinant

+ PEG

Kleber (z.B. fur Weichteilgewebe)

Antifouling (Schutz vor Biokorrosion)

(Ninanet al, 2003 Frank & Belfort, 2002

(Dalsinet al, 2003

Seidenproteine

Seidenfibroin (SF) 8mbyxmori
gereinigt(Sericinfrei)
regeneriert bzw. rekombinant

Block-Copolymere

Fasern

Vliese, Fasern, Partikel,
Membranen, Schaume,
Hydrogele

Textilien, Tissue Engineering
Biomedizinische Applikationen (Tissue
EngineeringWirkstofftransport Gentherapie

Biosensorik, Biophotonikiikrofluidik -
Einheiten

Zusammengefasst (Hardyet al, 200§
(Numata & Kaplan, 20L,0vepari,2007
Altmanet al, 2003 Wanget al, 200§
(Rabotyagovaet al, 201)

(Filme s. Tabelle 1.3 und 1.4)

SF ausAntheraeapernyi, A. mylitta, Samia cynthia ricini

Film, Vliese, porése
Matrizes

TissueEngineering, Wirkstofftransport

(Kunduet al,, 2019

Spinnenseidenproteine
natirlich

rekombinant
rekombinant
rekombinant
rekombinant  + Polylysin/ RGDB Y

rekombinant  +Silaffin (RS
Peptid)

rekombhnant

Faden

Mikropartikel

Kapseln

Fasern, Filme, Vliese,
3D Scaffolds
Komplexe/Vesikel

Fasern, Filme

Filme

Nervenregeneration

Wirkstoff-Freisetzung

Verkapselung

Zellwachstum (potentiell Tissue Engineering)
kunstliche Gefalze

Gerichtete Gentherapie

Biomineralisierung

v. a. Zellwachstum

(Allmeling et al, 2008 Radtkeet al, 2011
(Lammelet al, 2019
(Hermansoret al, 20073

(Widheet al, 201Q Fredrikssoret al,
2009 Agapovet al, 2009 Xianget al,,
201)

(Numataet al, 2012 Numataet al, 2011
(Fooet al, 2009

s. Tabelle 1.5

Soja Protein, Zein
isoliert

Film/Membran

Essbare Verpackungahrungsmittelindustrie

(Guerreroet al, 2010 Prunedeet al., 200§

Amyloide
Diphenylalanin aus Amyloid

Nanoréhren

Fibrillen

Nanodrahte, eletrochemische Biosensoren

Nanodrahte

(Adler-Abramovichet al, 2006 Reches &
Gazit, 2003Reches & Gazit, 200&/emini
et al, 2009

(Scheibekt al, 2003

Nanoréhren

Mizellen

Nanoréhren, Vesikel

Mizellen

Sup35
Hybridmaterilalien /PeptidPolymer Amhiphile
Polylysin + F’oly-THFA
Polylysin + PEG/Poly-
Butadien
7-8 mer + Aspartat
Peptid
Octreotide +DOTAY/
+ Alkylkette

Gentherapie

Wundabdeckung, Wirkstofftransport,
Implantatbeschichtung

Biologische Detergenzien (lipiftei)

Bildgebung

(Tianet al, 2008
(Denget al, 2007 Gebhardet al, 2007

(Vautheyet al, 2009

(Moriscoet al, 2009

"PLGA: Polylactidco-Glycolid, YSF: Seidenfibroin*PEG: Polyetylenglycol? RGD: Zelladésionssequenz (A@ly-Asp),
ATHF: Tetrahydrofurart,DOTA: 1,4,7,10Tetraazacyclododecah4,7,10tetraessigsaure
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1.1.2.1 b-Schleifen elastische Struktur gezeigt am Beispiel Elastin

Elastirfasernzeichne sich durch eine extrem hohe Elastizitdt und Resilienz aus, d. h. das
Material kann bei Verformung viel Energie speichern, ohne dass diese verlorgb et

al., 2002. Diese Eigenschaft wird hauptsachlich auf in der Struktur vorhano&uahleifen

zuruckgefuht.

Tropoelastin, die l8sliche Vorstufe des extrazellularen Elastins, besteht aus alternierende
hydrophoben Domanen und quervernetzenden Einheiten. Letztere sind reich an Alanin und
Lysin und bilden vermutlich}Helices aug(Gray et al, 1973. Durch Desaminierung der
Lysinreste verschiedener Molekille entstehen koval€niervernetzungen zwischen den
Ketten, welche das extrazellular gebildete, polymere Elh&timwerk stabilisierenAbb. 1.1)
(Brown-Augsburgeret al, 1995 Keeleyet al, 2002 Vrhovski & Weiss, 1998 Die hydre
phoben Domanen bestehen hauptséchlich amsekuWiederholungseinheiten der Amino
sauren Glycin, Prolin, Leucin und Valin, angeordnd.2n dem Pentapeptid VPGXG (wobei

X haufig V entspricht), dem Hexapeptid GVGVAP und dem Tetrapeptid VE&a@Gdberget

al., 1985 Yeh et al, 1987%. CD- und NMRUntersuchungn an synthetischen Ppaden
ergaben, das/PGVG), bei Uberschreiten einer kritischen Temperatur Typ-8chleifen

mit einer Wasserstoffbriicke zwischen Position 1 urildet (Reierseret al, 1998 Cook et

al., 1985 Urry et al, 1975 Urry et al, 1985. Dem Modell von Urryet al. zufolge ordnen

sich diese b-Schleifen zu regelmaligdnSpiralen anUrry et al, 2002 Venkatachalam &

Urry, 198), einer Struktur, die oft als molekulare Springfeder bezeichnet wird und
beispielsweise auch in der elastischen Spinnenseideathgspirale postuliert wil@eckeret

al., 2003 Hayashi & Lewis, 1998

a) b) ¢
é\))‘(\c

@ QQ s Abb. 1.1: Aufbau von Elastin.
2 M v P (a) Schematische Darstellung des Aufbs
- | ¢ aus alternierenden hydrophoben und ¢t
\/j:{: - y vernetzenden Einheiten. Die kovaler
/ C&R’ Quervernetzung erfolgt Ubdrysin-Reste,
— " wobei typischerweise vier Lysinres
Pyridinstrukturen wie Desmosin und is
5;—/ \ desmosin bilden. (b) Fir das Pegreptid

\/K (VPGVG), postulierte Struktur derb-

— Spirale.

(Abbildung erstellt mit SwissPdWiewer
anhand einer Struktur vohi et al (Li et

— al., 2001).
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Der zugrundeliegende Mechanismus der Elastizitat wird in der Literatur kontrovers
diskutiert, jedoch wird bei alleArbeiten einEntropieelastisches Verhalten favorisiert. Dies
konnte auf der Exposition verborgener hydrophober Reste bei mechanischer Streckung
basieren was zu eineVerminderungder Entropie des umgebenden Wassers f(hitis

Fogh & Anderson, 1970 Urry et al. postulieren die Dampfung oder Einschrankung der
Ketterrinternen Dynamik unter ugbelastung als Ursprung der Elastizi&d. wurden iir die
Aminos2ur en, wel c he di-Spiral& eehbindenOkzdlationenmacke r h a |
gewiesen, deren Amplitude bei mechanischer Streckung stark aljahyn& Parker, 2002

Henze & Urry, 198h

1.1.2.2 Coiled-coil Struktur: Enthalpie -elastisches Verhaltergezeigt an Intermediar

filamenten
Im Gegensatz zu Elastin zeigen die Intermediarfilar®enteine Vimentin oder Keratin eher
Enthalpieelastisches Verhalten. Neben mechanischer Stabilitdt zeichnen sie sich durch eine

hohe Toleranz gegeniber Defekten im Systen(Aacisbarow & Buehler, 2009

Beide Proteine be s thaikalemstaachesforndgem Mitteldoméne gnd n L
nicht-helikalen Termini(Fuchs & Weber, 1994J e we i | delikale Stidng&winden sich
umeinander und bilden so eine dimeagled-coil-Struktur aus . Abb. 1.2). Typischerweise

tritt dabei eine heptamere i@derholungseinheitapcdefg in der Primarsequenz auf, wobei

die Positioena undd von unpolaren/hydrophoben Resten eingenommen wefddn 1.2 a)
(O'Sheaet al, 1992 Strelkov et al, 2003. Auf gr uhelikaled 6gometde mit

3,6 Aminosauren pro Windung treffen diese an einer Seite der Helix zusammen und stellen
die Interaktionsflache zur Ausbildung der superhelikalen Struktur dar. In der weiteren
Hierarchie von Vimentin lagern sich zwei solcher dimepgeiled-coils zu einem ati-

parallelen Tetramer zusammgStrelkovet al, 2003.

b)
0A
j—80A—] 140 A | [ 160 A

1A L1 1B L12 2A L2 2B
ottt oot R o eore ol B e et

Abb. 1.2: Coiled-coil Strukturen. (a) Schematische Darstellung der Anordnung der typischen heptameren
Wiederholungseinheif{abcdefd in der Aufsicht Die Reste an den Positionen a und d bilden dabei eine
hydrophobe I nteraktionsfl&che. (' b )helikalenf skthlachenfovmagen Vi me
Mitteldoméane und nichbelikalen Termini. Gezeigst die daraus gebildete dimeeeiled-coil-Struktur A und B

bezeichnen individuelle Doméanen, welatwled-coils ausbhilden. Diese sind durch kurze Linker (L) verbunden.

(Qin et al, 2009a doi/10.1371/journal.pone.0007294.g002, mit Genehmigung durch die Creative Commons
Attribution Licensé.
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MD Simulationen des mechanischen Verhaltens von Vimentin unter Zugbelastung zeigen in
Ubereinstimmung mit experimentellen Daten drei Abschii¢teplaket al, 2008 Qin et al,

2009a Qin et al, 2009). Extern angelegte Zugkraft fihrt zunachst zur Ausrichtung und
Dehnung dercoiled-coil Segmente, wobei ein linearer Kraftanstieg beobachtet wird. Die
superhelikale Quartarstruktur ermoglicht dabei eine Dehnung um fast das doppéke als
eing einzelne UHelix (Qin et al, 20093. AnschlieBend erfolgt durch Aufbrechen von
intrahelikalen Wasserstoffbriicken (meist in Clustern va@) 8ine schrittweise Entfaltung der
Uhelikalen Segmente, worth Energie dissipiert wirdAckbarow et al, 2007. Die
Streckung der Helixwindungen ist hierbei die Grundlage fiir die beobachtete Dehnbarkeit auf
Uber 100%. Im Fall von Vimentin und Keratin konnte gezeigt werden, dass die mechanisch
induzierte Entfaltung superhelikaler Bereiche zur anschlielenden Auspildm

i nt er mo | Edthidtteaarr féhnt, was einen entscheidenden Gewinn an Festigkeit im
Ver gl ei ch zHelices dacsteli{Ginret a, 20094 Fudgeet al, 2003 Kreplak et

al., 2009. Bei weiterer Dehnung schlie3lich gleiten die Tetrameren angeordneten Dimere
aneinander bevor das Material vers@gn et al, 2009a.

1.1.2.3 b-Faltblatt -reiche Proteine

Fasern aus St r ukt urFaltblattArdeil rzedchnen nsicht durbhodufem b
gewohnlich hohe Zugfestigkeiund eiren hohen E-Modul sowie Stabilitit gegentuber
Umweltfaktoren aus, besitzen dafiir aber nur begrenzte Dehnb#8«eith et al, 2006

Smith, 2010 Keten & Buehler, 2008a Beispiele hierfir sind Amyloid@hnliche)
Proteinfasern, im Muskel vorkommende Titinfasern oder Seidenfaden. Bemerkenswert ist
dabei, dasslie Festigkeit dieser Fsrn die von Stahl erreichen kaf®mith et al, 2006,
obwohl die Molekulinteraktion auf Wasserstoffbriicken beruht, einer mit et@@kd/mol
(Sheuet al, 2003 Xu & Buehler, 2010 per seschwachen, nichtovalenten Bindung. Einen
wichtigen Beitrag liefert allerdings die Anisotropie des Mater{@sockwell et al, 2003:

Die zur Entfaltung eines antiparallelen Faltblatts aus zehn Alaninresten bendétigte Kraft
variiert um eine Zehnerpotenz zwischen longitudinaler und ortradgo BelastungRohset

al., 1999.

Die auRergewohnlichste Kombination von mechanischen Eigenschaften weisen Seidenfasern,
und insbesondere der von einigen Spinnen produzierte Abseilfadagliie Seide) auf
(Tabelle1.2). Die Faden sind einerseits sehr zugfest, dabei jedoch noch leisvaB0 %
dehnbar, wodurch eine Zahigkeit erreicht wird, welche die von technischenelstueigs

fasern wie Kevlar sogar tbertrifiGoslineet al, 1999.
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Tabelle 1.2: Vergleich mechanischer Eigenschaften ausgewahlter Materigéah Goslineet al, 1999. LF:
relative Luftfeuchtigkeit

Material Dichte Zugfestigkeit ( SEth::XIf?gdkl:ali ) Dehnbarkeit Zahigkeit
glem® GPa GPa % MJI/m®

(AAb_s;g;‘grigtu; 13 1,1 10 27 160
g"ggﬁeme 13 0,6 7 18 70
Elastin 1,3 0,002 0,001 150 1,6
Wolle (bei 100% LF) 1,3 0,2 0,5 50 60
Kollagen 1,3 0,15 1,5 12 7,5
Kevlar 49 1,4 3,6 130 2,7 50
Hochfester Stahl 7,8 15 200 0,8 6
Carbonfaser 1,8 4 300 1,3 25

I m Ver gl ei c hFaltblattreiehendRrotemfaserm weisen Seiden einigsoBder-
heiten auf. Zum einesindd i eFaltblattBereichehieri n ei ne f |l exi bl er e
eingebettet (Kapitel 1.2.1, Abb. 1.3), zum anderen uatliegt ihre Assemblierung einem

komplexen Spinnvorgang.

1.2 Spinnenseide

Als Seiden werden generell Proteine mit hochrepetitiver Aminosauresequenz (reich an
Glycin, Alanin und Serin) bezeichnet, welche in flissiger Form gespeichert werden und durch
Extrudieren oder Verspinnen, ¢ unter Aufwenden von Scherkraften, zu Fasern
assemblieren(Craig, 1997. Seidenproteine werden vonmerschiedenen Klassen der
Arthropoda (Gliederfu3ey produziert (Craig, 1997. Am umfassendsten charakterisiert
wurden bisher zwei Seidenarten: 1. Die Seide des MaulbeerspBmeosi, welche aus einer
schweren (Mw-390kDa) und einer leichten Kette (Mw26kDa) des Seidenfibroins soavi

dem Protein P25 (M@5kDa) zusammengesetzt Rfepari, 2007 Inoueet al, 200Q. Der
daraus gebildete Doppelfaden ist zudem von einer Hille aus-rgsairen Proteien, den
Sericiren,umgeben(Inoueet al, 200Q Shao & Vollrath, 2002Takasuet al, 2002. 2. Der
Abseilfaden dragline Seidg von Radnetdildenden Spinnen. Neben seiner Rolle als Abseil
und Retungsfaden dient er zur Fertigung der Rahmenkonstruktion sowie der Speicasn
Radretzes(Vollrath, 200Q. Entsprechend seiner Funktion weist er die grol3te mechanische

Belastbarkeit (Zahigkeit) unter den bekannten Seidentypen auf
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1.2.1 Aufbau und Struktur von dragline Seide
Ein draglineSeidenfaden zeigt einen hierarchischen Aufb@ob( 1.3) (Heim et al, 2010.

Makroskopisch lasst sich eine Hille und ein Kernbereich unterschigdeoheet al, 1998

Li et al, 1999, wobei die Hulle aus einer Lipidschicht, Glykoproteinen sowie der in der
kleinen Ampullendrisenfinor ampullatg gebildeten Seide besteht. Diesélld bietet Schutz
gegen Austrocknung sowie gegen Befall mit Mikroorganisifigun et al, 2005 Sponneret

al.,, 2007. Im Kernbereich finden sichi vergleictbar zu anderen Strukturproteinén
Fibrillen, die entlang der Faserrichtung ausgerichtet sind undhagestengwei Proteinen
bestehen(Augstenet al, 200Q van Beeket al, 2002. Typischerweise werden Spinnren
seidenproteine als Spidroine (abgedtisturch Sp) bezeichnet, wobei sich der Name von der
Drise ableitet, in der sie gebildet werden. Die beiden Proteindragiine Seide, welche in
der grof3en Ampullendrisengor ampullate glandl gebildet werden, werden daher MaSp1l
und MaSp2 genannt. Beid&oteirklassenunterscheiden sich in ihrer Hydrophobizitat sowie
ihrem ProlinGehalt. Gemal3 der Einteilung bezlglich des Prdghahalts stellen die ent
sprechenden Proteine der Européischen Gartenkreuzspraneus diadematuhier ADF3

und ADF4 genanngntsprechend. diadematud=ibroin) mit etwa 18% Prolin beide MaS{2
ahnliche Vertreter dafGatesyet al, 2001 Gueretteet al, 1996. Allerdings weisen sie
Unterschiede in ihrer Hydrophobizitat agHuemmerichet al, 2004f). Mdglicherweise
stellen weitere Proteine, wie etwa das bislang der KokonseidA.\hadematuszugeordnete
ADF2, ein MaSpiHomolog dafHayashiet al, 1999.

Neben diesen Unterschieden weisen MaSpl und MaSp2 charakteristische Gemeinsamkeiten
auf. Ihr Molekulargewicht liegt bei etwa 2850kDa (Hinman & Lewis, 1992Ayoub et al,
2007, sie bestehen zu Uber $®aus den Aminosauren Glycin und Alanin und sie zeigen den
Aufbau einesMultiblock-Copolymers(Heim et al, 2009 Humeniket al, 2011 Hayashiet

al., 1999. Dabei wird eine hochrepetitive Kernregion von kurzen,-180 Aminosauren
umfassenden, nicliepetitiven Termini flankiert, welche hochkonserviert s{Riking et al,

2006 Eisoldtet al, 2011; Challis et al, 2006 Motriuk-Smith et al, 2005. Die 3D-Struktur
dieser Termini wurde kirzlich aufgeklgiagnet al, 201Q Askariehet al, 201Q Hagnet

al., 201). Bei beiden Termini handelt es sich um globuldre Domé&nen, besteheffidhfius
UHelices. Beide terminalen Domanen koénnen dimerisieren, wobetatioxyterminale
Domane zusatzlich durch Ausbildung einer intermolekularen Disulfidbriicke stabilisiert wird
(Eisoldtet al, 2011 Huemmerichet al, 20044.

Die repetitive Kerndoménsetzt sich aus kurzen Modulen von etwa4®0Aminosauren

zusammen, welche sich bis zu hundert Mal wiederholen kéf#yaub et al, 2007 Hinman

8



Einleitung

& Lewis, 1992 Gueretteet al, 1996. Die darin wiederkehrenden Konsensusmotive
umfassen Alanisreiche Regionen (meist Polyalarffy, mit n=4-12), seltener in Kombination
mit Glycin (GA),), sowie die Motive GGX (mit X=Y,L,Q) und GBXX (mit X=Q,G,Y)
(Hayashiet al, 1999 Goslineet al, 1999. NMR- und Rontgenbeugungsanalysergaben,
dass die PolyalaniB8 e g u e n z e n -BaéblatStrakiurgbildenb die sich teilweise zu
hochgeordneten Nanokri st al |-%rangea mausamraenlagerp ar a
(Riekel et al, 1999 Parkheet al, 1997 Simmonset al, 1994 Simmonset al, 1996
Kummerlenet al, 1996 Grubb & Jelinski, 1997 Das GPGXXMotiv hingegen bildet

v e r mu t-Schledem, wblche sicli ahnlich wie fur Elastin angenomménzu Spiralen
anordnen(Hayashi & Lewis, 2001Hayashiet al, 1999. Die Struktur des Motiv&GX ist
nicht eindeutig geklart. Aufgrund von NMBtudien wird jedoch vomveniger geordneten,
helikalenStrukturen ausgegangenie etwa 3-Helices(Strukturen mit drei Aminosiuren pro
Windung, welche keine intraamolekuaren H-Bricken aushil den, wie etwa Polyprolin I1- oder
Polyglycin I1-Heliceg (Jenkinset al, 201Q Hollandet al, 2008avan Beeket al, 2002.

Kernbereich: MaSp1 + MaSp2

Glyko-  MiSp a
proteine // \ [
B-Faltblatt amorphe/ flexible
" Nanokristalle Bereiche
Hulle
b) NRy Repetitive Kerndoméne NR

MaSp1/MaSp2 N Ou_[u_]]uJONCOOH

n=20-100

Aminosauremotiv A,/(GA), GPGQQ/GPGGX GGX

Vermutete Sekundarstruktur B-Faltblatt B-Spirale 3;-Helix

Abb. 1.3: Hierarchischer Aufbau einefragline Seidenfadens. (d)ragline Seide dientals Abseilfaden sowie

zur Konstruktion vorRahmen und Speichen eines Radnetzes. Makroskopisch gliedert sie sich in eine Hillle,
bestehend aus LipiderGlykoproteinen und Seidenproteinen der kleinen Ampullendris@of ampullate
Spidroin, MiSp), sowie den Kernbereich. Dieser zeigt Fibrillen, welche aus (mindestens) zwei Proteinen der
groRen Ampullendrise (MaSpl und MaSp2) aufgebaut sind. Auf mikreskeayi Ebene finden sich
Nanokristall e afakblattkeincodie tn eigee Matrix dus flexibleren Strukturen eingebettet sind.
(b) Schematische Darstellung des modularen Aufbaus von MaSpl bzw. MaSp2. Eine hochrepetitive
Kerndoméane wird an beidel ermini von nichirepetitiven Doméanen (NRund NR;) flankiert. Die Kerndoméne
umfasst bis zu 16€ach auftretende Wiederholungseinheiten, welche wiederum aus kurzen Aminosaurenmotiven
zusammengesetzt sind. Einzelnen Motiven konnten bestimmte Sekurldéestraugeordnet werden (s. Text).
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1.2.2 Hierarchischer Aufbau als Grundlage mechanischer Eigenschaften

I m Seidenfaden | iegen die hochgeordneten, kr
FaltblattStrukturen in einer Matrix aus weniger orientierten, losscreankten/verwobenen
Proteinketten vor(Abb. 1.3) (van Beeket al, 2002 Termonia, 1995 Diese Anordnung

liefert einen wichtigen Beitrag zum aufl3ergewdhnlichen mechanischen Verhalten der Seiden
fasern.Rontgenbeugungsalysen ergaben eine Grof3e der Kristalle von etwd&® 2 7 nm

(Riekel et al, 1999 Grubb & Jelinski, 199) Ihr Anteil am Gesamtvolumen des Fadens

betragt 1535 % (Grubb & Jelirski, 1997 Jenkinset al, 201Q Lefevreet al, 20078. Wie bei

anderen semikristallinen Materialien wirken die starren Kristalle als physikalische
Quervernetzung, was dem Faden mechanische Stabilitat véXdeibtet al, 2009 Rief et al,

1997 Eometal., 2003 Buehler & Yung, 200Q Der Grad delSteifigkeit (E-Modul) variiert

dabei in Abhangigkeit des Anteils kristalliner Strukturen sowie deren Ausriciungt al,

2006 Roussealet al, 2007 Sinsawatet al, 2002 Teuléet al, 201). Auch f ¢r- ander e
Faltblattreic he Pr ot eine ( z. B. Ti tin) w dFBlidlatt beschr
Regionen den Zusammenhalt zwischen verschiedenen Molekulketten vermitteln, diese
verstarken und bei Beanspruchung zur Verteilung der Kraft fi(Ketenet al, 201Q Rief et

al., 1997. Der Zusammenhalt innerhalb der Faltblatter ist dabeihdWasserstoffbriicken

gegeben. MD Simulationen ergaben, dass unter homogener Scherbelastung bis zu vier
Wasserstoffbriicken kooperativ aufbrechen, was zu dem Schluss fuhrte, dass dies der
max i mal en S t-Ralblattsientspricht nd eineZageviinn @ug)Festigkeit nicht

dur ch [|-Stnrg%emrege ,b sondern eher duRaltblhttBéachebi nat i o
erreicht werden kanr{Keten et al, 201Q Keten & Buehler, 200§a Somit bietet die
Anordnung vi el er -HaRblatestruktarén inbeehgly des Seidenfaderfs die
Voraussetzung fur hohe Reil3festigkeit. Zudem erlaubt die dreidimensionaldnngrder

Kristalle eine wesentlich bessere Dissipation von Energie als beispielsweise amyloide
Strukturen, da die Ableitung in den Kristallen in transversaler Richtung erfolgen(Xaréa

Buehler, 201D

Einen weiteren entscheidenden Beitrag zu den mechanischemsé&hgéten, welche neben

einer hohen Festigkeit auch eine gute Dehnbabi@ithalte (Tabellel.2), liefert die Matrix

aus ungeordnet en StSpialknt Wie bereits fUH Eldstindesshrienen,d b
verleihen letztere hohe Elastizitéilayashi & Lewis, 200l Auch 3-Helices gelten als

flexible Strukturen,die jedoch gleichzeitig eine vergleichsweise hohere Stabilitdt als rein
amorphe Ketten bietefdelinskiet al, 1999 Kushner & Guan, 2091 Zum Verstandnis der

Eigenschaften der amorphen Matrix wurden basierend auf denwesog:like chainrModell,

10
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welches zur Beschreibung isotroper, flexibler Molekile angewendet wird, Simulationen
durchgefuihrt. Mit diesem Modell konnte teilweise gute Ubereinstimmung des mechanischen
Verhaltens mit experimentellen Daten erreicht werden, jedoch nur in einermnitegre
Kraftbereich. Dies wurde dadurch erklart, dass bei hoherer angelegter kBxficken
aufbrechen, was in dem verwendeten Modell nicht berlcksichtigt (Kieten & Buehler,
2008h. Verschiedene Studien zeigten, dass diatrix Bereiche unterschiedlicher
Orientierung aufweist und teilweise Udd+Briicken quervernetzt igvan Beeket al, 2002
Jelinskiet al, 1999. Daraus leitet sich eiDreiphaserModell der hierarchischen Zusanen
setzung vondragline Seide ab, welches neben den hoch i e n t -Fa#biattkeistalleb

eine relativ ungeordnete Matrix sowie teilweise orientierte Polypeptidketten unifasst
Beeket al, 2002 Simmonset al, 1996 Papadopoulost al, 20091). Aus detaillierten, zeit
aufgeldsten FTIRAnalysen wurde zudem abgeleitet, dass einige der Ketten (entsprechend
einer Gaus¥/erteilung) unter Vorspannung steh@Papadopoulogt al, 2009 Eneet al,

2009.

1.2.3 Fadenassemblierung der natirliche Spinnprozess

Die Proteine derdragline Seide (MaSp) werdenin der groRen Ampullendrise von
hochspezialisierten Epithelzellen gebildet und mit Hilfe von Vesikeln in das Lumen der Drise
sekretiert(Plazaola & Candelas, 199X Eine entsprechende Sekretionssequenz konnte in den
aminoterminalen nichtepetitiven Domanen nachgewiesen werdising et al, 2009. Im

Lumen werden die Proteine als hoch viskose Spinnlésung mit Proteinkonzentrationen von bis
zu 50% (w/v) gespeichert, bevor sie bei Bedarf durch einddri@igen Spinnkanal zum
Ausgang des Spinnapparates, der Spinnwarze, geldhijerda et al, 1996 Vollrath &

Knight, 200). Im Verlauf cer drei Abschnitte des Kanals erfolgt durch Zusammenwirken
verschiedener physikalischer und chemischer Trigger der Ubergang von einer hoch
konzentrierten Losung in einen festEaden Abb. 1.4) (zusammengefasé Heim et al,

2009 Humeniket al, 2011J).

Untersuchungen der Sekundarstruktur der MaSp in der Driiseeargatdom coil- sowie
dynamische helikale Konformationen, darunter PolypribliHelix-ahnliche Strukturen
(Lefevreet al, 20073. Letztere zeigen die Eigenschaft, dass sie die Loslichkeit der Proteine
durch extensive Ausbildung von Wasserstoffbriicken zu umgebdniimgsnittelmole-

kilen erhdher(Hijirida et al, 19969. Zum anderen erméglichen die dabei eingenommenen

Di eder wi nkel ei ne ener g eRaliblatStukigen(Blanthietgage U ml
2004, welche einergrof3en Anteil der Struktur (etwa 50) im fertigen Faden darstellen
(Simmonset al, 1999 .
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Es wird vermutet, dass sich die MaSp aufgrund ihrer amphiphilen Eigenschaften in der Driise
Mizellen-artig arrangiererJin & Kaplan, 2008 Dies wird gestitzt durch die Beobachtung
tropfchenformiger Strukturen in der Drugénight & Vollrath, 1999 sowie durchin vitro
Untersuchungen an rekombinanten, von MaSp abgeleiteten Pro{&aemmenseest al,

2008 Exler et al, 2007 Hagn et al, 2010. Wie auch fir andere Biopolymere bei -ent
sprechend hohen Konzentrationgurden der Spinnlésung Eigenschaften flidgigtalliner
Systeme zugeschriebéwollrath & Knight, 2001 Willcox et al, 1996 Knight & Vollrath,

2002. Dazu gehort die FlieRRfahigheder Losung, welche durch erleichterten Transport
entlang der FlieRrichtung innerhalb des Spinnkanals gekennzeichnet ist. Gleichzeitig weist der
Flussigkeitsfilm eine erhdhte Stabilitat auf, die ein Rei3en des Stromes verhindert. Durch die
Geometrie desich stetig verjingenden Spinnapparats wird bis zum Erreichen des letzten
Abschnitts ein gleichmafiger Elongationsfluss erzeugt, welcher die Ausrichtung der Molekule
unterstutz{Knight et al, 200Q Lefevreet al, 2008 Knight & Vollrath, 1999.

Driise Spinnkanal Spinnwarze ‘ aulen

< |

——H* mechanischer Zug
( .............. >
L —~t

T Seidenfaden

H,0 Dehnstrﬁml’angl
Scherkrifte

Abb. 1.4: Schematische Darstellung des Spinnprozesses zur Herstellung eines Spinnenseidenfadens
(Abseilfaden). Die Spidroine werden idas Lumen dergroRen Ampullendriise sezerniert und dort als
hochkonzentrierte Spinnldsung gespeichert. Durch verschiedene phpsikosche Parameter entsteht
innerhalb des Spinnkanals bis zum Austritt an der Spinnwarze ein fester Faden

(nachSpiesset al, 2010a mit Genehmigungles Verlagsohn Wiley & Sonk

Im Verlauf des Kanals wird durch verschiedene Faktoren eine Phasenseparation induziert,
welche schlussendlich zur Bildung eines festen Fadens fiihrt. Ein Faktor ist dabei der
kontrollierte Austausch von Natriunund Chloridlonen gegen kosmotropere Kaliumnd
Phosphatonen, wodurch hydrophobe Wechselwirkungen verstarkt werden kdkmeght

& Vollrath, 200]). Einen weitere Beitrag stellt die Anséduerung des Milienst Hilfe von
Protonenpumpen dar, was vermutlich intermolekulare Interaktionen durch Protonierung
negativ geladener Aminosaugeitenketten erleichte(€henet al, 2002 Dicko et al, 2004.
Zusatzlich treten durch eine veranderte Geometrie des Spinnkiénagkt & Vollrath, 1999
Scherkréafte auf, welche die Ausbildung von ProfeinteinKontakten und intermolekularen,

di cht g efnltblatiBereianen Bordern(Chen et al, 2002 Knight et al, 200Q.
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Vervollstandigt wird der Spinnprozess durch Wasserentzug. Dieser erfolgt aktiv durch
Epithelzellen im finalen Teil des Spinnkanals, sowie passiv durch Abstreifen am Ausgang
und letztendlich Trocknundes Fadens an Lyf¥ollrath & Knight, 200J.

Eine wichtige Rolle bei der gerichteten Assemblierung fallt dabei den-maphtitiven
Termini zu. Dies wurde vorab vermut@ttah et al, 2007, jedoch erst kurath anhand
verklrzter, rekombinant hergestellter Proteine sowohl fir den Amai® auch fur den
Carboxyterminus gezeidiAskariehet al, 201Q Landrehet al, 201Q Eisoldt et al, 201Q
Hagnet al, 201Q Hagnet al, 201]). Die lange repetitive Sequenz der Proteine erschwert
deren Sequenzierung, so dass die komplette Sequenz der Aminotermini nur fir einige
Spinnenarten bekannt ist. Aufgrund deeobachteten hohen Konservierung der bisher
bekannten Sequenzen zwischen verschiedenen Spinmeh Seidenarten ist es jedoch
wahrscheinlich, dass sich die Funktionen bei unterschiedlichen Arten entsp{Bcieg et

al., 2009.

Einerseits stabilisieren beide Termini die Proteine bei den in der Driise vorliegenden
Bedingungen in Lésung und verhindern so unerwiinschte Aggregation. Andererseits
ermoglichen sie durch definierte Dimerisierungsoberflachen die getechnordnung der
Proteine(Hagn et al, 201Q. Aggregationsanalyse rekombinanter Seidenproteine mit bzw.
ohne den Carboxyerminus ergab, dass nur bei Anwesenheit des Terminus Fibrillen gebildet
werden, wahrend sonst amorphe Aggregatftraten (Hagn et al, 201Q. Beide Termini
reagierten zudem sensitiv auf die physdtemischen Anderungen wéhrend des Spinn
prozesses. So wird der Carbekgrminus unter Scherkraften und bei sinkender Kéalz
zentration (NaCl) destdisiert (Eisoldtet al, 201Q Hagnet al, 201Q. Vermutlich werden
dadurch hydrophobe Aminosaureseitenketten exponiert und molekulatagddimgen

erl eichtert, wodur ch i nn edtlldtd audgehildetrwergea t i t
kénnen. Zudem fihrt das Absenken desWWHrtes (auf den beobachteten Wert von 6,3) zur
Dimerisierung der aminoterminalen Doméane, welche bei dem neutrale,Hri Lumen

der Spinndriise monomer vorlig@tskariehet al, 201Q Hagnet al, 201). Wahrend fir den
CarboxyTerminus eine parallele Ausrichtung des Dismbeschrieben wurd@Hagn et al,

2010, erfolgt die Dimerisierung der aminoterminalen Domé&ne in antiparalleler Ausrichtung
(Askarieh et al, 201Q. Dies gqilt als Voraussetzung zur Ausbildung gerichteter, héher

molekularer Oligomere.

Der Spinnprozess stellt einen entscheidenden Faktor fur die Eigenschaften des gebildeten
Fadens dar. So variieren die mechanischen Eigenschaften beispielsweise mit der Geschwin

digkeit, mit der der Faden gezogen w(iRlousseatet al, 2007. Ein als Rettungsleine im
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freien Fall oder bei vertikalem Abstieg gebildeter Faden ist zugfester als ein zum Netzbau
verwendeter Fade@PerezRigueiro et al, 2005. Auf molekularer Ebene wurden Unter
schiede in der Gr°Ce und Aus d-Eahbiattengpwiedier v or h
deren Ausrichtung entlang der Fadenachse beoba(Riekel et al, 200Q. Zusatzlich

beeinflussen passive Parameter, wie die Umgebungstemperatur, Luftfeuchtigkeit oder
Ernahrung, die Qualitat des Fad€hkdsenret al, 1999 Vollrath & Porter, 200%h

Ausreichend hohe Luftfeuchtigkeit oder der Kontakt des Fadens mit Wasser fuhrt zu einer fur
Seiden typischen Reaktion, der Superkontrak{i@erezRigueiro et al, 2003 Shaoet al,

1999 Liu et al, 2005. Hierbei kommt es zu eineleutlichenVerkirzung des Fadendie bei
dragline Seide am starksten ausgepragt ist und bis 26 8oreiclen kann Gleichzeitig steigt

der Fadendurchmesséer zugrundeliegende Mechanismus beruht auf Weeirkehg der
Wassermolekile mit der intermolekularen Vernetzung der Seidenproteine in den amorphen
Bereichen, wodurch deren Vernetzung und Vorspannung gelést wird und so entropisch
getriebene Umlagerungarmdglicht werder(Eneet al, 2009 Eneet al, 2011, Liu et al,

2005. Dies wurde va. auf Prolirreiche Kettenabschnitteurtickgefuihrt, da eine direkte
Korrelation zwischen Proli&ehalt und Superkontraktiorerhalten bei unterschiedlichen
Spinnenrund Seidentypen festgestellt wur@eu et al, 200§ Savage & Gosline, 2008b
Savage & Gosline, 200BaDiese Bereiche wirden von einem metastabilen, teilweise
geordneten Zustand in ungeordnetere Konformationen tibergehen. Als weiterer Faktor wurden
kurzlich molekulareRelaxationsvorgange beschrieben, welche durch erhéhten Wassergehalt
induziert wurden und einem Glasubergang entspre¢eran et al, 201]). Molekulare
Grundlage sind hier vermutlich GGi¢iche MotiveDi e di ¢ ht -Faltldattlaristdle e n b
hingegen werden von den eingetretenen Wassermolekideitestgehend nicht beeinflusst
(Hollandet al, 2008h Eneet al, 2010 Hollandet al, 2004.

1.3 Rekombinante Spinnenseidenproteine

Im Gegensatz zuSeide dedaulbeerspinnexB. mori, dessen Kokonseide durch Haltung der
Raupenrauf riesigen Farmen gewonnen wird, gestaltet sich die Gewinnung vameSpéiden

in grollem Malstab schwieri@pie meistenSpinnen sind aufgrund ifseterritorialen und
kannibalschen Verhaltens nicht zur Zichtung geeigfek, 1975. Zudem misste der Faden
entweder aus Netzen gesammelt werden,athier unterschiedlichste Zusamensetzung an
Seiden aufweisen, oder durch direktes Melken der Spinnen gewonnen werden, was in grof3em

Malf3stamichtzu realisieren ist.
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Daher wurden verschiedene Ansatze entwickelt, um die gewinschten Spinnenseidenproteine
rekombinant herzustellgivendrely & Scheibel, 200 Heim et al, 2009 Risinget al, 2010.

Die naturlichen Gengé oder Teile davoi wurden in unterschiedlicheWirtsorganismen, wie

E. coli, Tabakpflanzen, Insektenzellen oder Saug&tedllinien exprimiert. Eukaryotische
Systeme galten aufgrund der anspruchsvollen MolekilgroRe, der repetitiven Zusammen
setzung sowie der verwendetendonsder kodierenden GendsavielversprechenddRising

et al, 201Q. Als dem naturlichen System &ahnlichste Variante wurden transgemeri
hergestellt, deren Kokons neben Seidenfibroin auch Spinnenseidenproteine (MaSpl)
enthielten(Wenet al, 2010. Eine erfolgreiche Produktion in einem kaoyotischen System

(E. coli) gelang vor kurzem durch &expression bestimmter tRNAs, welche aufgrund des
ungewohnlich hohen Glycinund AlanirAnteils einen limitierenden Faktor darstellgfia et

al., 2010.

Weitaus mehr Strategien befassen sich jedoch mit der Herstellung neuer, von den bekannten
Proteinen abgeleiteter Proteine. Aufgrund des repetitiven Aufbaus aus kurzen, sich
wiederholenden Aminosauremotiven kann dafim enodularer Ansatz verfolgt werden
(Rising et al, 201Q Vendrely & Scheibel, 20Q7Teuleet al, 2009. Durch reverse Trans

lation wird das gewiinsaltMotiv unter Berticksichtigung desodon usageles gweiligen
Expressionssystems in eine Oligonukleotidsequenz Ubersetzt, welche synthetisch hergestellt
wird. Durch Kombination unterschiedlicher Sequenzmotive und gezielte Multimerisierung
kénnen hierdurch unterschiedliche Gene und somit Proteine genegielt¢ny die entweder

direkt bestimmten Abschnitten der natirlichen Proteine entsprechen oder aber véllig neue

Kombinationen enthalten.

Das in dieser Arbeit verwendete Spinnenseidenprotein eADF4(Gh§)n€ered ADF4)
wurde mittels solcher Strategie entiatt und kann irE. coliin hoher Ausbeute produziert
und anschlieRend daraus gereinigt werddnemmerichet al, 20043. Es stellt eine re
kombinante Variante der repetitiven Konsensussequenzirdgéine Seidenproteins ADF4

dar. Das 3%Aminosduren umfassende Konsensusmotiv wurde als Modul C bezeichnet,
welches in eADF4(C16) ltach wiederholt wird. Somit entspricht es einer verklrzten
Variante (Mw 4,7 kDa) von ADF4 ohne nichepetitive Termin{Abb. 1.5) (Huemmerichet

al., 2004a.
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Natiirliches
Spinnenseidenprotein NR, Repetitive Kerndomane NR,

ADF4 ran \o l_J[l_erl_J O—VCOOH

/ =220

Modul ¢ B  GSSAAAAAAAAS GPGGY GPENQGPS GPGGY GPGGP

Rekombinantes Protein

eADF4 (C16) e \-[-]- ~—COOH

n=14

Abb. 1.5: Schematischer Aufbau des rekombinanten Proteins eADF4(Ghgjnéered ADF4). Aus dem
repetitiven Kernbereich defragline Proteins ADF4 der Europaischen Gartenkreuzsphnéiadematusvurde

ein KonsensudViederholungsmotiv abgeleitet (Modul C). Durch reverse Translation, Herstellung synthetischer
Oligonukleotide und Verwendung einer nahtlogdonierungsstrategie wurde daraus @assprechende Gen fiir

das rekombinante Protein eADF4(6)Lgenerier{Huemmerichet al, 20043. Das Proteirumfasst 16 @lodule

sowie einen aminoterminalen &g undhatein Molekulargewicht von 47 kDa.

1.3.1 Assemblierung des rekombinanten Spinnenseidenproteins eADF4(C16) in

verschiedene Morphologien

Wie bereits beschrieben, basiert die Fadenassemblierung natuipimmenseidenproteine

auf einer Phasenseparation und einem flagsg Phasentbergang, was wahrend des
Spinnprozesses durch verschiedene physil@mische Parameter induziert wird. Analog
dazu kann das rekombinante Protein eADF4(C16) aus Losung in feakeomolekulare
AnordnungerassemblierenAbb. 1.6) (Hardy et al., 2008 Die Morphologie, d. h. Form und
strukturelle Beschaffenheit, variiert dabei mit den gewahlten Parametetiscik sind ua.

die Ausgangd’roteinkonzentration, das Loésungsmittel sowie evtl. ein die Phasenseparation
induzierendes Additiv bzw. Fallungsmittét. B. Phosphat oder Methano(Hardy et al.,

2008 Spiess et al., 201Da

Uber verschiedene aus der Polymerchemie bekannte Spinnverfahren (wiedéasSlektre

spinnen) kann eADF4(C16) in Fasern uberfuhrt werden. Auch mittels eines biomimetischen
Ansatzes, welcher auf den im naturlichen Prozess auftretenden Parametern basiert, kdnnen
fibrillare Strukturen generiert werdgieerl et al.,, 2010Rammensee et al., 200®isper

sionsysteme aus unterschiedlich polaren Losungsmithingegen kdnnen benutzt werden,

um dinnwandige Kapseln aus dem Protein zu gener{efermanson et al., 2007 Lieb et

al., 2005. Hi er bei kommt es an der Phas¢dalthglatenze zu
reichen, intermolekularen Netzwerkes. Partikel entstehen durch Aussalzen von eADF4(C16)
auswassriger Losung, beispielsweise mit Kaliumphosp(tibtta et al., 2008.ammel et al.,

2008. Die Roteinkonzentration sowie die Mischparameter entscheiden dabei Uber die Grolie

und Polydispersitat der gebildeten Kug@lammel et al., 2008 Ohne Zusatz von Additiven
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erfolgt in Lésung bei ausreichend hoher Ausgangsprkbnzentration zeitabhangig eine
Selbstassemblierung von eADF4(C16) zu Fibrillen von einigen Mikrometern [(Stajéa et

al., 2007 Slotta et al.,, 2008 Die Kinetik der Assemblierung kann uber verschiedene
Parameter (wie Salz, Temperatur oder pH) kontrolliert we(&otta et al., 2008 Wird

dabei durch eine hohe Ausgangsproteinkonzentration ein Netzwerk aus Fibrillen gebildet, so
kann darin Wasser eingeschlossen werden. Die daraus resultierenden Hydrogele lassen sich
durch Wahl der Ausgangsparameter oder zusatzliGheervernetzung der Molekile in ihren
rheologischen und mechanischen Eigenschaften sowie in ihrer mikroskopischen Struktur
beeinflussen(Schacht & $heibel, 2011 Proteinfiime entstehen durch Verteilung einer
Proteinlésung (meist durch GielRen, Rotationsbeschichgmg @ating), Sprihbeschichtung
(spray coating oder Rakeln) und anschlieBendem Abdampfen des LOsungsmittels
(Huemmerich et al., 2008/etwalli et al., 2007Spiess et al., 20108lotta et al., 2006

Mikrokugeln  Kapseln Filme Fasern Hydrogele
(elektrogesponnen)

Abb. 1.6: Verschiedene Morphologiemebildet aus dem rekombinanten Spinnenseidenprotein eADF4(C16).
Durch unterschiedliche Prozessierung lassen Miidtrokugeln oder Kapseln sowie Film¥liese/Fasermatten
oder Hydrogele herstellen (verdndegch Spiesset al, 2010a mit Genehmigungles VerlagslohnWiley &

Sons Foto Hydrogel: freundlicherweise von Kristin Schacht zur Verfligung géstellt

1.3.2 Seidenfilme

Fur Filme aus Seidenproteinen wurden bereits vielfaltige Anwendungsbereiche beschrieben.
Die meisten Arbeén konzentrieren sich dabei auf das seit langerer Zeit in groRen Mengen
verfigbare Seidenfibroin auB. mori, welches hierfur regeneriert, k. nach Auflésen des
Fadens neu verarbeitet, wifdlitman et al., 2003Vepari, 2007 Murphy & Kaplan, 2009 Im

Fokus stehen dabei & biomedizinischeAnwendungen(s.Tabelle 1.3). Hier werden
Seidenfilme z. B. als biokompatible Tragersystenfér kontrollierten Wirkstofftransport

und -freisetzung oder als Wundabdeckung eingesetzt. Viele Untersuchungen konzentrieren
sich zudem auf derBereich des Tissue Engineerung, besonders zur Regeneration von
Knochen, Knorpel sowie ddfornea 6. Tabelle1.3). Hierflr erwies sich eine Funktionali
sierung der Filme mit zusétzlichen ECaktoren (wie RGD oder BMR) oder Bie
mineralisierung mit zB. Hydroxyapatit als vorteilhaft. Weitere Anwendungesind

biokompatible Beschichtungen vonE. Implantaten, um die Adhasion von Zellen entweder
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zu fordern oder zu minimieren. Kirzlich wurden Implantate mit elektronischer Steuerung zur

Anwendung im Gehirn vorgestellt, wobei-FHme als Tragersystem furegen Tabellel.4).

Tabelle 1.3: Biomedizinische Anwendungsfelder von Filmen aus Seidenfibroin\&fB mori.

Molekdl Funktionalisierung Anwendung (getesteter Zelltyp) Referenz

SF (regen.) / Drug delivery/ WirkstoffTragersysteme (Wanget al, 2007aHines & Kaplan, 2011
Hofmannet al, 2006 Wanget al, 2007h
Wenket al, 2009

SF (regen.) / Wundabdeckung/Hautersatz (L929 (Liu et al, 201Q Sugihareet al, 200Q
Fibroblasteh Cassinelliet al, 200§
SF (regen.) Sulfonsaure Tissue Engineering/ artifizielle ECM (Wenket al, 2010
Hyaluronsaure (GarciaFuentest al, 2009
SF (regen.) Calicuimsilikat Tissue Engineering (Knochen), (MG63] (Zhuet al, 201])
SF (regen.) Silica-Partikel Tissue EngineeringKnochen), (h(MSC)  (Mieszawskaet al, 20102
SF (regen.) RGD Tissue Engineering (Knochen), (BMSC: (Sofiaet al, 2001, Chenet al, 2003
BMP-2 Saos?) (Karageorgiotet al, 2004
SF (regen.) -/IRGD Tissue Engineering (v.&ornea) (Gil et al, 2010aGil et al, 2010h Lawrenceet
al., 2009
SF (regen.) IGF-1 Knorpelregeneration, Biosensorik (Uebersavet al, 2009
SF (regen.) PEG Antiadhésiv, Antikoagulation (Vepari, 2009
(Fibroblasten)
SF (rekom Kollagen/Fibronectin Zelladhasion (BMSCHepG2) (Yanagisawat al, 2007 Lv et al, 2009
binant)
SF (regen.) Keratin Zelladhasion (L92&Fibroblasten) (Vasconcelogt d., 2009
Polylaktonsaure (PLA) (Zhuet al, 2009
SF (regen.) Adenosin Wirkstofftrager, Implantate (Gehirn) (Uebersacet al, 2006 Wilz et al, 2008

Szybaleet al, 2009 Pritchardet al, 2011
SF (regen) Ultraduinne Filme (48@m) biokompatible Implantate, Hautersatz ~ (Jianget al, 2007

regen.. regeneriert, RGD: Zelladhasionssequenz -(ygAsp), BMP2: bone morphogenetic proteir2, PEG:
Polyetylenglycol, IGFL: Insulin-like growth factorl, hMSC:human mesenchymal stem ceB8/SC: bone marrow stromal
cells

Die Kombination von Seidenfilmen mit darin eingeschlossenen bzw. immobilisierten oder
komplexierten Enzymen oder Metallionen kann dazu genutzt werden, biochemische Sensoren
oder spezische Katalysatoren (8. durch Komplexierung von Palladium) zu erzeugen.
Durch Pragung/Strukturierung der Filme im Nanom&ereich konnten zudem neue
magnetische, elektronische und optische Eigenschaften generiert werden, was Anwendungen

im Bereich dePhotonik und Biosensorik eréffnet. Eine Ubersigitt Tabellel.4.

18



Einleitung

Tabelle 1.4: Ubersicht iiber Anwendungen von SeidenfibsBilmen mit neuen elgronischen, magnetischen
oder optischen Eigenschaften sowie als Biosensoren.

Molekdl

Beschreibung

Anwendungsfelder

Referenz

SF (regen.)
SF (regen.)

SF

SFFilm

SFFilm

SF (regen.)

SF (regen.)

SF (regen.)

SF (regen.)

SF (regen.)

mittels Abformungerzeugt

Einschlusaund Stabilisierungon
GlukoseOxidasebzw. HRP

Komplexierung von Palladiurals
Katalysator

Film als biokompatibler Trager fur
Transistoren/Steuelektronik

Film als Tragemembrarin
Brennstoffzelle

(nano)lithographisch gepragt

Blend mit GFP(Zwei-Photonen
Absorption)

(nano) Strukturiert (tthographig
Strukturiert(Lithographie- Lochmaske)

Strukturiert (ithographie- Lochmaske)

Mikrofluidik -Einheiten

Biosensorik

Katalysatoren

elektronische Implantate

Brennstoffzellen

Biophotonik:(biokompatible)
Wellenleiter/optische Hohlleiter
(Sensoren, Bildgebung, mikro
elektromechanische Systeme)

Photonik
Biosensorik (optische Aktivitat)
Metamaterialien

Biosensorenil vivo)

Biosensorik (Nahrungsmittel)

(Bettingeret al, 2007

(Lu et al, 2009 Hofmannet al,
2006

(Ikawa et al, 2005 Sajiki et al,
2003a Sajiki et al, 2003b

(Kim et al, 2009 Kim et al, 2010
(Liu et al, 2012
(Amsdenet al, 201Q Parkeret al,

2009
(Mondiaet al, 2010

(Putthanaraét al, 2009
(Amsdenet al, 2009 Domachuket
al., 2009 Lawrenceet al, 2009
(Taoet al, 201Q Taoet al, 201])

(Taoet al, 2012

Auch rekombinant hergestellt8pinnenseidenproteindarunter beispielsweiseADF4(C16),

kénnen zu transparenten Filmen verarbeitet we(#éumge et al, 2008 Slottaet al, 2006

Huemmerichet al, 2009. Von dem vonB. mori produzierten Seidenfibroin untersitien

sich diese Proteine trotz dhnlicher Primarsequenz und hierarchischem AuBan mren

mechanischen Eigenschaften. Zudem ermdglicht die rekombinante Produktion die Herstellung

monodisperser Proteine in reproduzierbarer Qualitat, wahrend nag8rlidaterial Qualitats

schwankung

en unterworfen

is(Ramsden,

2008 sowie vielfaltigere Optionen der

Funktionalisierung oder Kombination gewtnschter Eigenschatesher veroffentlichte

Arbeiten konzentrieren sich auf grundlegende Untersuchung der Biokompatibilitat der

jeweiligen Filme und Nutzung der Filme als nisfitale GenvektorenTabellel.5).

Tabelle 1.5: Ubersicht tibeAnwendungerbzw. Interaktionen vorFilmen aus rekombinanten Spinnenseiden

proteinen.

Molekdl

Funktionali -
sierung

Anwendung (getesteter Zelltyp)

Referenz

4RepCT E. australis

MaSp1l)

N. clavipesMaSp1
15 mer (. clavipesMaSp1)

15 mer WN. clavipesMaSp1)

pNSR16, pNSR3
Block-Copolymer

Elastinlike Peptid
RGD

R5YRGD

Fibroblasten (human)

Chondrozyten (Knorpel)
hMSCs, MC3T23E1

Biomineralisation/Knochenregeneration

(hMSC)

2 RGD

Wundabdeckundig vivo, Ratte)

Beschichtungen

(N. clavipesMaSp1)

Block ausN. clavipes

MaSp1l

Polylysin

Gentherapie (nichtirale Genvektoren)

(Widheet al, 2010

(Schelleret al, 2004

(Bini et al, 2006 Morganet
al., 2009

(Mieszawskeet al, 2010h
Fooet al, 2009

(Baoyonget al, 2010
(Krishnajiet al, 201)

(Numataet al, 2009

RGD: Zelladhasionssequenz (A@Jy-Asp), “R5-Peptid Silaffin hMSC:human mesenchymal stem cells
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Filme aus eADF4(C16) wurden bereits aus Lésung in Hexafluoroisopropanol gegossen
(Slottaet al, 2006 Junghans, 2006Vietwalli et al, 2007 Huemmerichet al, 200§. Diese

Filme wurden hinsichtlich ihrer Sekundarstruktur analysiert, wobei sich zeigterittasamit

eing v 0 nHelides dominierte Strukturnachinkubation mit Methanol oder Kaliumphosphat
eine b-Faltblattreiche Strukturaufweisen Réntgenbeugungsind SAXSAnalysen lieferten
Hinweise auf kristalline Bereiche mit einer Ausdehnurwischen 240nm, wobei der
Grol3teil bei etwa -B nm lag(Metwalli et al, 2007. Dies wurde analog zu dem Seidenfaden

h o c h g e o rFdltblettBereicheb zugeordnet.

1.4 Zielsetzung

Seidenproteine stellen aufgrund ihrer Eigenschafteeneurelversprechende Ausgangs
werkstoff fir verschiedenste Materialien und Anwendungsbereiche dar. Durch rekombinante
Herstellungstechniken sind von Spinnenseiden abgeleitete Proteine in ausreichenden Mengen

verfluigbar und kénnen idiverse Morphologien assembliert werden

In dieser Arbeit sotenFilme aus eADF4(C16), welches ein rekombinant produziéntetein

auf Basisder repetitiven Kerndoméne desagline Seidenproteins ADF4 darstellt, umfassend
charakterisert werden. Im Mittelpunkt standbbei eine systematische Analyse des Einflusses
verschiedener Parameter bei der Filmherstellung. Die dabei variierten Parametetemmfass
das gewahlte Losungsmittel, verschiedene chemisddephysikalische Nadbehandungs
methoden sowie Umgebungspaedar. Die resultierenden Filme geh dabeihinsichtlich
materialanalytischre Aspekte untersucht werden. Hierzu gehdren die mechanischen
Eigenschaften der Filmeand ihre thermische und chemische Bestandigkeit. Ein weiteres
Augenmerk sollte auf der Charakisierung der Filmoberflache im Hinblick auf deren
Topographie sowie Benetzbarkdiégen. Zum Verstandnis zugrundeliegender molekularer
Vorgange/Voraussetzungerusde die Sekundarstruktur der Proteine in den jeweiligen Filmen
detailliertanalysiert

Ein Vorteil Proteirbasierter Materialien liegt in ihrer Modifizierbarkeit bzw. Funktionali
sierbarkeit mit weiteren Molekulen. Im Rahmen dieser Arbalte dafir die Moglichkeitler
posttranslationalen, chemischen Kopplung mit diversen Molekilen genetdew. Um eine
einfache, spezifische und kontrollierte Kopplung zu ermdglichen, wurde hierfir ein Cystein in
die Sequenz von eADF4(C16) integriert. Es wurden drei verschiedene Proteinvarianten
hergestellt, welche hinsichtlighrer biochemische Eigenschatn, wie Sekundarstruktur und
Dimerisierungsverhaltenihrer Assemblierung und Modifizierbarkeit mit Moddélolekilen

untersucht werden sollten.
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Einleitung

Schliel3lich sollte die potentielle Eignung von eADF4(CEbnen fir verschiedene
Applikationsfelder gepruft welen. Zum einen wurdedie Beschichtung unterschiedlicher
(technischer)Substrate und daraus resultierende Oberflacheneigensclgdtestet, zum
anderen sollte die Interaktion mit biologischem Material, speziell dxologische
Vertraglichkeit des Material und sein Potential fir die Kultivierung von Saugetierzellen

untersucht werden
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Oligonukleotide, Peptide und Linker

2.1.1.1 Oligonukleotide

In dieser Arbeit wurden synthetische Oligonukleotide (hergestellt von MBé€ch AG,
Ebersberg) verwendet, dswohl als Matrizen zum Assemblieren eines DN@éppelstrangs
(ntad™>-fwd, ntad”>rev) als auch in der Polymerasekettenreaktion (pCSwajtpCSC>2°%

rev) eingesetzt wurden. Fur die Sequenzierung wurden Standardprimer eingesetzt (GATC,

Konstanz).
Oligonukleotid Basensequenz (¥ 3°) Bemerkung
ntag®’*-fwd GATC CATG GGTTGC GGT GGC TCT GGTGT GGC  (ygiert fiirAS-Sequenz
GGG TCC GGA GGC GGTGC TAATGA A MGCGGSGGGGSGEGG
ntag®*-rev AGCTT TCA TTA GCC ACC GCC TCC GGA CCC GCI (ntad™:
ACC ACC AGA GCC ACC GCAACC CATG
pCSmut-fwd CACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGA erzeugt Modul C*
pCSC%rev  CTCTTAAGCTTTCATTAGCCTGGACCACCTGGACCG (mit S25Q
TAGCCGCCCGGGCCGCAAGGACCCTGG
2.1.1.2 Peptide und Linker
Name Beschreibung Quelle

Die Aminosaurereste sind durch den Einbuchstabencode darges AG Prof. Kessler, TU
c(RGDfK) wobei Grofl3buchstaben und Kleinbuchstaben Aminosauren Minchen
kennzeichnen (Katlehner, Schaffner et al., 2000). Zusétzlich wurc (Pr- Monica Lopez)
Uber den Linker SMCC eine Maleimkeunktionalitdt angebracht.

Zur Detektion wurde zusétzlich Fluorescein angefigt.

(s.Abb. 3.23)

Invitrogen GnbH,
SMCC Succinimidyl transd-(maleimidylmethyl)cyclohexad-carboxylat Darmstadt,
Deutschland

NHS-PEO; -

o Heterobiunktioneller Crosslinker, Spadeinge: 5,34m Pierce, IL, USA
Maleimide

2.1.2 Plasmide

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Vektor pAZL in Kombination mit dem von

D. Himmerich etablierten Klonierungssystem verwengi&iemmerichet al, 20044. Als
Ausgangsvektor wurde dabei pAZL eingesetzt, welcher bereits die fur einMGdul
kodierende Gensequenz enthalt. Zur Genexpression wurden die Vektoren pET2la sowie

pET29a verwendet, je nach gewunschter Resistenz gegenuber Ampicillin (AmpR) bzw
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Kanamycin (KanR). Eine Subklonierung in pET29a erfolgte ausgehend von pET21a, so dass

alle in dieser Arbeit erzeugten Konstrukte einen aminoterminaleéad#ugen.

pAZL-C pFastbacimit zuséatzlicher (Huemmerictet al, 20043
Klonierungskassettend einem @vodul

pET21a AmpR, T7, HisTag (N), TZTag (N), fL Novagen, Madison, WI, USA
ori, lacl

pPET29a Kan®, T7, HisTag (C), S:Tag (N), f1 Novagen, Madison, WI, USA
ori, lacl

2.1.3 Organismen

2.1.3.1 Bakterien

Zur Klonierung und Vermehrung von PlasridNA wurde der Bakterienstami&scherichia

coli DH10B verwendet, zur Proteinproduktion der Stamm HMS174(DE3).
E. coliDH10B F- mcrA gmrr-hsdRMS-mcrBC)
(i80dacZqiM15 lacX74 recAl endAl
araD139qqaraleu) 7697galU galK rpsL
nupG a- tonA

F recAl hsdRi, Myi2") (DE3) (RifR)

Invitrogen GnbH, Darmstadt,
Deutschland

E. coliHMS174(DE3) Novagen, Madison, WI, USA

2.1.3.2 eukaryotische Zelllinie

MC3T3-E1 Murine fibroblastenartige Zellen (aus der

Calvaria einer C57BL/6 Mau&mbryo))

Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und

(DSMZ: ACC 210)

2.1.4 Enzyme und Antikorper

Restriktionsenzyme

T4 DNA Ligase

Lysozym

SAM (S-Adenosylmethionin)

Humanes Serum Albumin G8)

shrimp alkaline phosphatasSAP

UT7-tag Antikdrper (monoklonal, Maus)
U-MauslgG-HRP forseradish peroxidagéonjugat(Ziege)
StreptavidinAP (Alkalische Phosphatase) Konjugat

2.1.5 GroRenstandards und Kits

Precision Plus Protein Standards Dual Color
ColorPlus Prestained Protein Markefr1(75 kDa)
DNA-Langenstandard (1 kb Ladder)
DNA-Langenstandard (100 bp Ladder)

ZellkulturenGmbH (DSMZ),
Braunschweig, Deutschland

NEB, Frankfurt a. M., Deutschland
Promega, MadisoWI, USA
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
NEB, Frankfurt aM., Deutschland
SigmaAldrich, Seelze, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Novagen, Madison, WI, USA
Sigma, St. LouisMO, USA

Sigma, St. LouisMO, USA

BioRad, Minchen, Deutschland

NEB, Frankfurt a. M., Deutschland
NEB, Frankfurt a. M., Deutschland
NEB, Frankfurt a. M., Deutschland
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Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification System

Wizard SV Gel and PCR Cleddp System
ECL-Western Blot Detektionssystem

2.1.6 Chemikalien und Biochemikalien

Substanz

1,1,1,3,3,3 Hexaflue2-PropanolHFIP)
2-Amino-2-hydroxymethyil,3-propandiol (TRIS)
2-Mercaptoethanol

Acrylamidlésung Rothiphorese Gel 40
Ammoniumperoxodisulfat (APS), p. a
Ampicillin Natriumsalz, >99 %

Brillant Blau G 250
di-Kaliumhydrogenphosphat

Dul beccobés Modi fied
Dul beccodés Phosphate
Einfriermedium

Ethanol

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Fotales Kélberserum

Fluorescein 8Vialeimid

Formaldehyd, 37 %, p. a.
Glycin

Glyzerin

GoldenhancB'-EM
Guanidiniumthiocyanat
HCI

Humanes Serum Albumin (HSA)
Kanamycinsulfat
Kaliumdihydrogenphosphat
L-Lysin

Maleimid PEQ-Biotin

Methanol
Monomaleimido Nanogold

N-(2-Hydroxyethyl}piperazinN'-2- ethansulfonsaure (HEPES)

N,N,N",N’- Tetramethyldtylendiamin (TEMED)
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS), > 85 %

Penicillin (10000 U/ml) /Streptomycin (10 mg/mbésung

Trifluoressigséaure (TFA)

Tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochlorid (TCHERI)

TrypsinEDTA (0,05 %)
Tween 20, molecular biology grade
WST-1 (water soluble tetrazonium)

Eagl e
Buf fer

M

Promega, MadisoWI, USA
Promega, MadisoiWI, USA

Amersham Biosciences,Piscataway, NJ,
USA

Firma

Merck, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe,Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
SigmaAldrich, Steinheim, Deutschland
Gibcolinvitrogen, Darmstadt, Deutschlanc
VWR, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

Piercemhermo Scientific, RockfordL,
USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
SigmaAldrich, Steinheim, Deutschland
Nanoprobes, Yaphank, NY, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
SigmaAldrich, Steinheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
SigmaAldrich, Steinheim, Deutschland

PiercemThermo Scientific, RockfordL,
USA

SigmaAldrich, Steinheim, Deutschland
Nanoprobes, Yaphank, NY, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
SigmaAldrich, SteinheimDeutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
SigmaAldrich, Steinheim, Deutschland
Invitrogen, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
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Weitere verwendete Chemikalien stammen, falls nicht anders vermerkt, von der Firma Merck

in Darmstadt oder Firma Roth inaksruhe und hatten den Reinheitsgrad p.a.. Alle L6sungen

und Puffer wurden mit ultrareinem Wasser aus einer {@dAnlage von Millipore (Billerica,

MA, USA), hergestellt.

2.1.7 Sonstige MaterialienMerbrauchsmaterialien

Aluminiumoxid-Tiegelchen fir TGA
Aluminiumtiegel fur DSC

Neubauer Zahlkammer

Petrischalen

Multiwell-Platten (96well, 24-well) - Nunclon™

Multiwell-Platten (9éwell, 24-well) i fur Suspensionszellen

Zellkulturflaschen

Quarzglas Suparasil Kuvetten (unterschiedliche Ausfiihrunge

Gelfiltrationsséule Superdex 200 10/300 GL
Membranfilter (0,22 em
Membranfilter (0,1 pm)

Micro Cantilever OMCLI" AC 160 TSW2

Leitsilber

Plastik Modellbaukleber

REM-Probenhalter

TEM-Netzchen (grids, vergoldetDO mesh)
Thermanox® plastic coveslips

SERVAGel ROTG 4

2.1.8 Geréate und technische Hilfsmittel

Gerat Modell
Absorptionsspektrophotometer Cary 50 Bio
Blotapparatur Fastblot B44
Brechungsindexdetektor RI-71
Brutschrank Heracell 150i
WB 560 K
CD-Spektrometer J715
Dynamisch mechanische Analys TA DMA 2980
FedBatch Reaktor Minifors
Fluoreszendmager Ettan DIGE
Fluoreszenzspektrometer FP-6500
FTIR-Spektrometer FTS6000

Detektor:MCT

Mikroskop: UMA 500
Filter: ZnSePolarisationsfilter

(motorbetrieben)

Klimakammer:ZnSeFenster,
Temperaturund RfKontrolle

KraftsensorBurster 841110

Mettler Toledo, Gi&en, Deutschland
Mettler Toledo, Gien, Deutschland

Lo Laboroptik, Friedrichsdorf, Deutschlanc
Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland
Nunc,Roskilde, Danemark

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland
Corning Lifesciences, NY, USA

Hellma, Mihlheim, Deutschland

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Millipore, Billerica, MA, USA

Olympus, Tokyo,Japan

Plano, Wetzlar, Deutschland

UHU GmbH & Co. KG, Buhl, Deutschland
Agar Scientific Ltd., Essex, UK

Plano, Wetzlar, Deutschland

Nalge Nunc Int., Rochester, NY, USA

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelber
Deutschland

Firma

Varian, Darmstadt, Deutschland
Biometra, Gottingen, Deutschland
Shodex, Tokyo, Japan

Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA

mytron Bio- und Solartechnik GmbH,
Heilbad Heiligenstadt, Deutschland

Jasco;Tokyo, Japan
TA Instruments, Newcastle, DEJSA
Infors HT, Bottmingen, Schweiz

GE Healthcare, Miinchen,
Deutschland

Jasco, EssexJK
Varian,Darmstadt, Deutschland

Burster,GernsbachDeutschland
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FTIR-Spektrometer

Geldokumentation
Hochdruckhomogenisator
HPLC System

HPLC System

Kalorimeter (DSC)
Klimakammer

Konfokales LasefScanning
Mikroskop

Kontaktwinkelmessung
Lichtmikroskop
Lichtstreudetektor
Lyophylle
Massenspektrometer

Ofen

pH Meter
Platereader

Rasterelektronenmikroskop

Rasterkraftmikroskop

Sterilwerkbank
Thermocycler

Thermogravimeter (TGA)
Thermomixer

Transmissionselektronen
mikroskop

Uberkopfschuttler
Ultrzentrifuge

Waagen

Zentrifugen

Zugmaschine

Tensor 27 IRSpektrometer
Detektor:MCT

MesseinheitMIRacle
GermaniumATRKristall

GelDoc XR&System
MZL10S

Series 1100
(Pumpe, Entgaser, UDetektor,
Probengeber, Temperiereinheit

PU 2080Plus
UV 2075Plus
FP 2020Plus

SDTA 821e System
Eigenbau (Gregor Lang)
LuftbefeuchteModell 5462
LSM 710

OCA System

DMIL LED mit DFC 295Farb
kamera

DAWN EOS (statische LS)
QELS (dynamische LS)

Alpha 1:2 LD plus
Bruker Reflex Il
Heraeus Function Line UT 20

Lab 860
Mithras LB 940

1540EsB Cross Beam

DimensionTM3100
ausgestattet mit Nanoscope IV
SPM Controller

HERAsafe KS
Primus

SDTA 861e
Thermo Compact/comfort
100 CX

Optima MAX-XP
Rotor: TLA-55

CPA 225D (Feinwaage)
Acculab ALCZ100.2
Acculab ALG4100.1
Heraeus primo R
Heraeus Fresco 17
Heraeus Pico 17
Sorvall RC 6 plus
Optima MAX-XP
Universal Tester 5565

Bruker, Rheinstetten, Deutschland

BioRad, MiinchenDeutschland
Niro Soavi, Liibeck, Deutschland

Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
USA

Jasco, Tokyo, Japan

Mettler Toledo Giel3en, Deutschland
Universitat Bayreuth, Deutschland
ets®, Glenside, PA, USA

Zeiss, Jena, Dutschland

Dataphysics Intruments GmbH,
Filderstadt Deutschland

LeicaMicrosystems GmbHWetzlar,
Deutschland

Wyatt Technology Europe, Dernbact
Deutschland

Christ, Osterode, Deutschland
Bruker, Bremen, Deutschland

Thermo Scientific Inc.Waltham,
MA, USA

Schott AG, Mainz, Deutschland

Berthold Technologies, Sprendlinger
Deutschland

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Veeco Instrumestinc., Plainview,
NY, USA

Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA

MWG Biotech AG, Ebersberg,
Deutschland

Mettler ToledoGief3en, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Jeol, Tokyo, Japan

Heidolph, Schwabagtbeutschland

Beckmann Coulter IncBrea CA,
USA

Sartorius, Géttingen, Deutschland

ThermoScientific, Waltham, MA,
USA

BeckmanCoulter,Brea, CA USA
Instron, Norwood, MAUSA
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2.1.9 Computerprogramme

Astra 5.3.4.14 Wyatt Technology EuropeDernbach, Deutschland

ExXPASYy- SIB Bioinformatics Resource Portal http://expasy.org/

GENtle Magnus Manske, Kéln, Deutschland

Nanoscope 6.14r1 Veeco Instruments Inc. N.Y., USA

Opus 6.5 Bruker Optics Corp., Billerica, MAUSA

OriginPro 8.1G OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA

SwissPdB-Viewer Deep View v.0.4 Swiss institute of bioinformatics,
http://www.expasy.org/spdbyGuex & Peitsch, 1997

Advantage Universal Analysis v5.4 TA Instruments, Newcastle, DEJSA

Vector NTI Advance 10 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Anzucht von Eschericia coli

Ausstrichkulturen vorE. coli auf LB-Agarplatten wurderiiber Nacht UN) bei 37°C oder
2-3Tage bei RT inkubiert. Zum Animpfen von Flussigkulturen wurden Einzelkolonien
verwendet, bei Volumina groRer als ®0 dienten atsprechende Vorkulturen zur
Inokulation. Sowohl den Agarplatten als auch dem Flussigmedium wurden entsprechende
Antibiotika zur Selektion des jeweiligen Plasmids zugesetzt. Volumina bis zu 4 ml wurden im
Reagenzglasroller inkubiert, Kulturen Gber 10 mlUmluftschittelinkubator. Das Wachstum

der Bakterien wurde photometrisch Uber die optische Dichte der Kultur b&in®@®Dso0)
verfolgt. Nach(Sambrook & Russell, 200Zkrgeben etwa 8 10° Zellen pro ml eine OB

von 1.

Zur langfristigen Lagerung von Bakterienstammen wurden prOeiner sich in der
exponentiellen Wachstumsphase befindlichen Bakterienkultur mituB@lycerin (50%)

versetzt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und-&@FC gelagert.

LBoaVedium: 1049/l Bacto Trypton
54/l Hefeextrakt
54/l NaCl
fur LBo&latten: Zugabe von 15 g/l BaZkgar
Antibiotikum: 100e g / ml Ampicillin (Amp)

35¢ g/ ml Kanamycin (Kana)

2.2.2 Praparation, Reinigung und Sequenzierung von PlasmiDNA

Zur Isolierung und Reinigung von PlaspriddNA aus E. coli wurde derWizard Plus SV
Miniprep Kitlaut Herstellerangaben verwendet, welcher auf dem Prinzip der alkalischen Lyse
und selektiver Adsorption von DNA verschiedener Gréf3e beruht. Die Reinigung von DNA
Fragmenten aus Agarosegelen sowie die Reinigung von/Afkifikaten erfolgte mitels

Wizard SV Gel and PCR cleaip Systemmach Angaben des Herstellers.
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Die Sequenzierung der erhaltenen Plasmide wurde durch die Firma GATC Biotech
(Konstanz, Deutschland) durchgefuihrt. Wenn mdglich, wurden dazu Standardprimer von

GATC Biotech verwendesonst wurden entsprechende Primer bereitgestellt.

2.2.3 Transformation chemisch kompetenterE. coli

Zur Transformation wurden 5000pul chemisch kompetentetellen (nachManiatis et al,

1982 mit 1l PlasmidDNA bzw. 20ul Ligationsansatz vermischt. Nach-dbnutiger
Inkubation auf Eis folgte ein einminutiger Hitzeschritt bei°@2 AnschlielRend wurde der
Ansatz kurz auf Eis abgekuhlt, mit 26800l LB, versetzt, und h bei 37°C inkubiert. Im
Anschluss wurde die Bakterierspension auf entsprechenden Selektionsplatten ausgestrichen
und UN bei 37C kultiviert.

Die Transformation erfolgte dabei fur die Vervielfaltigung von PlasBiA in den
Klonierungsstamm DH10B bzw. zur Expression in SIM4(DE3).

2.2.4 AgaroseGelelektrophorese

Zur Analyse bzw. anschlieRender Praparation wurden Pkoben einer Agarose
Gelelektrophorese unterzogen. Die Auftrennung verschiedener Fragmente erfolgt dabei in
Abhangigkeit der Lange des Fragments, der Form der DNA, der PorengrofRe deowiels

der angelegten Spannung. Ein gleichzeitig aufgetragener {@Renstandard, bestehend
aus doppelstrangigen linearen DNAagmenten definierter Lange, ermdglicht die
Abschatzung der GréRe der untersuchten Probe.

Zur Herstellung 42 %-iger (w/v) Agarosegele wurdedie entsprechende Menge Agarose in
TAE-Puffer durch Aufkochen gelost. Vor dem Giel3en des Gels wurde der auf efi@a 60
abgekuhlten Agaroselosung 0% (v/v) Ethidiumbromid bzw. 0,0% (v/v) SybrSafe
zugesetzt. Beide Agenzien ermdglichen eine Detektion addgetrennten DNAanden
mittels Anregung mitUV-Licht (Anregung: 302ym, Emmission: > 508m).

Die DNA-Proben wurden vor dem Auftrag mit 10x Auftragspuffer versetzt, die Auftrennung
erfolgte bei 120/ fir 30-45 min. Fir praparative Ansatze erfolgte eimeschlielende
Reinigung des DNAFragments mittelsVizard SV Gel and PCR cleap Systen(s.2.2.2)

50 x TAE: 2M Tris/Acetat, pH 8,0
50mM EDTA

10 x Auftragspuffer: 50 % (v/v) Glycerin
10 mM EDTA

0,2 % (w/v) Bromphenolblau
0,2 % (w/v) Xylencyanol
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2.2.5 Hybridisierung synthetischer Oligonukleotide

Um kurze doppelstrdngige DNAragmente zu erhalten, wurden zwei komplementare
synthetisch hergestellte Oligonukleotide hybridisiert. Eine Ldsung mipnkl/ul je
Oligonukleotid in 10mM Tris pH 8,5 wurde 5 mi bei 95°C inkubiert. AnschlieRend wurde
mit einer Rate von 0,3C/s auf 20°C abgekuhlt. Zur Optimierung der Hybridisierung wurden
eventuell fehlgepaarte Doppelstrénge fimih bei 70°C denaturiert. Die LOsung wurde wie
oben beschrieben abgekihlt. ieZyklus erfolgte jezehnmalbei einer Temperatur von
70°C, 65°C sowie 60°C.

2.2.6 Amplifikation von DNA mittels PCR

Die Polymeras&ettenreaktion polymerase chain reactiopn PCR) ermdglicht die
Amplifikation einer doppelstrangigen DNMatrize durch eine #rmostabile DNA
Polymerase. Ein zugegebenes spezifisches Primerpaar definiert dabei den zu amplifizierenden
Abschnitt und stellt mit den 3'OHnden die Startpunkte fur die Anheftung der
Desoxynukleotide dar. In dieser Arbeit wurde durch Verwendung desipaares pGS
C>%%rev (63 Basen) und pCSmifwd (28 Basen) die Mutation S25C in der fiir das Modul C
kodierenden Sequenz erzeufts Matrize diente das Plasmid pAZL, welches die fur ein
C-Modul kodierende DNASequenz tragtUm die Ausbildung stabiler andéarstrukturen

des langen Primers p@&%%rev zu minimieren, wurden zudem einige stille Mutationen im
Bereich der Primersequenz erzeugt. Der verwendete Reaktionsansatz sowie das
Denaturierung, PrimeAnlagerung sowie DNASynthese umfassende Amplifikatis

programm sind im Folgenden zusammengefasst.

Reaktionsansatz:
template DNA 100g
dNTP-Mix (10 mM/Base) 24
Vorwartsprimer (10@mol/pl) 14
Ruckwartsprimer (10@mol/pl) 14
Reaktionspuffer (10 x, inkl. &atM MgCly) 54
Pwo-Polymeraség2,5 U/ul) 0,54l
H,O ad 50l
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Temperaturprogramm:
Temperatur  Zeit Zyklen ~ Vorgang
95°C 5 min 1 initiale Denaturierung
95°C 30s Denaturierung
65°C 45s 35 PrimerAnlagerung
72°C 70 s Elongation
72°C 7 min 1 verlangerte Extension

4°C gehalten Lagerung

2.2.7 Enzymatische Modifikation von DNA

2.2.7.1 Spaltung mittels Restriktionsendonukleasen

Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen kann DNA sequenzspezifisch an Restrktions
schnittstellen gespalten werden. Der Verdau erfalgitevom Enzymhersteller angegebenen
Reaktionspuffer und Enzymkonzentration standardmaRig in eingihtAQ@satz. Die likuba
tionsdauer richtete sich dabei nach dem jeweiligen Enzym bzw. Ansatzatiredte von 1h

bis UN. VerdawAnsatzemit mehreren Enzymen wundéei gleichen Reaktionsbedingungen

simultan durchgefiihrt, ansonsten erfolgten sie sequentiell.

2.2.7.2 Dephosphorylierung der 5-Enden der Vektoren
Um wahrend der sich anschlieenden Ligation eine Religation der Vektorenden nach einem
Restriktionsverdau zu verhindern, wurden die freieiBden mittels alkalischen Phosphatase

aus Garnelersfirimp alkaline phosphatas8AP) nach Herstellerangaben dephosphoryliert.

2.2.7.3 Ligation

Ligation von DNAFragmenten ermoglicht die kovalente Verknupfunfyeier
5°-Phosphatenden mit 3'GHnden. Dazu wurden ca. 189 VektorDNA in einem 20ul-
Ansatz eingesetzt. Die Menge des zugegebenen Inserts variierte je nach GroREOwon 1
molarem Uberschuss. StandardméaRig wurden Ligationen mit daridase fir 15min bei RT

in Quick Ligation Bufferdurchgefiihrt. Anschlief®el erfolgte die Transformatiochemisch
kompetenteE. coli-Zellen (DH10B).

Quick Ligation Buffer (2x) 132 mM Tris-HCI, pH 7,6
20 mM MgCl,

2mM DTT

15% PEG 6000

2 mM ATP (frisch zusetzen)
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2.2.7.4 Klonierung rekombinanter Spinnenseidenproteine

Um CysteinMutantendes rekombinanten Spinnenseidenproteins eADF4(C16) zu erhalten,
wurde entweder ein mutiertes-Modul an das aminobzw. carboxyterminale Ende von
eADF4(C16) angefugt oder eine 14 Aminogiuumfassende Sequeam Aminoterminus

integriert.

Zur Klonierung des jeweiligen DN&Konstrukts wurde das von drmmerich et al.
(Huemmerich et al, 20043 beschriebene Klonierungssystem verwendet. Die durch
MutationsPCR hergestellte veranderte Sequenz fir das Modul C*fCwelches eine
Mutation von Serin an Position 25 zu Cystein beinhaltet) wurde tUber Verd&amkilund
HindlIl in den Vektor pAZL kloniert und als pAZC* bezeichne(s. Anhang, Abb. 10.7)

Die Hybridsierung der komplementaren synthetischen Oligonukleotigef*fwd und
ntad™¥*rev (s. 2.1.1und 2.2.5 erzeugte doppelstrangige DNA nzit den Schnittstellen von
BamHI und Hindlll komplementareniberhagenden EinzelstrangerKlonierung in den

entsprechend gespaltenen Vektor pAZL generierte das Plasmid piagt’

Zum Anfugen der jewégen Konstrukte an die fur eADF4(C1Bpdierende Sequenz (pAZL
Cl6) wur de d atermirthle sragment dunch \erdabl des Vektors Bsid und
Bsder zeugt . Der Ve k-terminalemkragmehtemrdesniistRl wnd Bsa3 6
gespalter(s. Anhang, Abb. 10.7)Durch Ligation beider Fragmente wird eine nahtlose Ver
knipfung der Ausgangssequenzen erreicht. Zudem wird das disdh geshnittene
Ampicillinresistenzgen wieder ligiertvas die Selektion positiver Klone erleichtéktif diese
Weise wurden die Plasmide pAZL16C*, pAZL-C*C16 und pAZLl-ntad”5C16 erzeugt.

Die so erzeugten Gene wurden unter VerwendungBamHI und Hindlll in den Vektor
pET21a eingefugt. Dadurch erhalten die Konstrukte aminoterminal eine Sequenz, welche fur
den T#Peptidtag (MASMTGGQQMGR) kodierind zum spezifischen Proteinnachweis
verwendet wurd€Kroll et al, 1993, sowie einAmpicillinresistenzgenZur Expression im
Bioreaktor wurden die Konstrukte aus pET21a in den Vektor pEKR$hiert, welcher ein

Gen fur Kanamycinresistenz tragt und somit besser fur langere Adauehtgeeignet isDie
Vektorkarten der drei Konstrukte sind im Anhang (Abb. 10.8) gezeligt, jeweilige

Proteinsequenz in Kapit&éD.5.
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2.2.8 Expressionsynthetischer Spinnenseidengene i. coli und Reinigung rekombi-

nanter Spinnenseidenprotene

2.2.8.1 Expressionskinetik und Ldslchkeitsbestimmung

Um die optimalen Kulturbedgungen zur Expression ddir die CysVarianten von
eADF4(C16) kodierenden DNAKonstrukte zu bestimmen, wurden zunachstpEsions
kinetiken in kleinem Maf3stab durchgefuhrt. Hierzu wurden rBDQB-Flissigmeium mit
entsprechendem Antibiotikum versetzt und mit einer-KINtur beimpft, wobei die optische
Dichte ODyo0 zwischen 0,05 und 0,1 eingestellt wurde. Die Inkubation erfolgte bstivier

denen Temperaturen (2&, 30°C, 37°C), aulerdem wurde die Kongeation an IPTG zur
Induktion der Expression variiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben genommen,
welche mittels SDFAGE analysiert wurden. Das Pellet vomll Bakterienkultur wurde

dazu mit 16Qul 1x Auftragspuffer(nach Lammli, wahlweise mitzw. ohne Zusatz vobh-

Mercaptoethangls. 2.3.1.1je 1 ODgoo aufgenommen.

Um zu Uberprifen, ob die Proteine Ioslicher Form vorlagen wurden die jeweiligen
Bakterienpellets in 200l Lysepuffer resuspendiert und durch drei Einferftau-Zyklen (in
flissigem N) aufgeschlossen. Durch Zentrifugation H&000 rpm fir 30min bei 4°C
wurden l6sliche und unlésliche Zellbestandteile getreDas resultierende Pellet wurde in
250l 1x Auftragspufferaufgenommen, dem Uberstand (200 ul) 50 pl&xftragspuffer
zugesetztDie weitere Analyse erfolgte durch SBPAGE und Immunoblot.

Lysepuffer: 20 mM HEPES pH 7,5
100 mM NaCl
0,2 mg/ml  Lysozym

2.2.8.2 Fed batch-Fermentation

Zur Fermentation im LiteMal3stab (241) wurden zunachst 5@ LB-Medium mit
Antibiotika-Zusatz mit einer Einzelkolonie angeimpft und UN bei°G7inkubiert. Diese
Vorkultur diente zur Inokulation des Fermentationsmediums in einem Minifors Bioreaktor
(Infors). Antibiotikum (Kanamycin, Endkonzentration 3§/ml) wurde frischunter sterilen
Bedingungenzugegeben. Durch Zusatz eines Antischaummittels (Breox FMT 30) sollte

tuberméRige Schaumbildung innerhalb des Reaktors vermieden werden.

Bis zum Erreichen einer OFo zwischen 40 und 45 wurde die Kultur bei €7 und einer
Ruhrerdrehzahvon 803900rpm inkubiert.Der pHWert des Mediums wurde durch Zugabe
von 2,5M H3PO, bzw. 2,5M NaOH im Bereich zwischen 6,5 und 7,5 stabilisiert und der
Sauerstoffgehaltlurch Zufitterung entsprechender Mengenk@selosung (406 w/v) bei

einer Sattigung von 280 % gehaltenDie Expression wurde durch Zugabe vomY IPTG
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induziert. Je nach fermentiertem Protein wurde die Kultur bei verschiedenen Temperaturen
fur 3h inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Ernte der Zellen durch Sedati@mt bei
6000rpm fur 15min bei 4°C. Nach dreimaligem Waschen des Pellets mit Aufschlusspuffer
wurde es in Aufschlusspuffer (etwa 2%0 je 100g Biomasse) resuspendiert und bis zur

Reinigung bei20 °C gelagert.

Expressionsbedingungen: Protein Temperatur
ntad”*C16 25°C
cilecC* 30°C
C*C16 30°C
Fermentationsmedium: 1,62 %(w/v) Trypton/Pepton
2,48 %(wiv) Hefeextrakt
15,8 mM KH,.PO,
40,7 mM (NH4),S0O,
0,75 mM CaCb x 2H,0
4,38 mM MgSO,
pH 7,0
Aufschlusspuffer: 50 mM Tris-HCI pH 7,5
100 mM NaCl

2.2.8.3 Reinigung rekombinanter Spinnenseidenproteine

Die Reinigung der Cy¥arianten erfolgte weitgehend nach dem fir eADF(C16) etablierten
Protokoll (Huemmerichet al, 20043. Der nach der Ernte der Zellen b&0°C gelagerten
Bakteriensuspension widg nach dem Auftauen der Protesadgbitor PMSF (1:200
verdiinnt aus eer 100mM Stammidsung in Isopropanol) zugesetzt. Zudem wurden alle
Schritte (bis zur Fallung der Proteine) zigig und soweit moéglich gekuhlt durchgefihrt. Der
Zellaufschluss erfolgte ittels Hochdruckhomogenisator (4 Durchlaufe mit jeweils B&g).
Anschlie3end wurden l6sliche Bestanldtelurch Zentrifugation bei 20000 rpm @08g) fur

30 min bei 4°C von Zelltrimmern abgetrenner Uberstand, welcher die Gysrianten
enthalt,wurde fir 20 min bei 8CC inkubiert,wobei die Spinnenseidenproteine durch ihre
hohe Temperaturbestandigkeit in Losung verbleiben, wéahrendGenfiteil der E. coli
Proteine gefallt wird. Die prazipitierten Proteine wurdiemch Zentrifugatiorbei 10000rpm
(17696¢9) fur 30min bei 4 °C aus der LOosung entfernt. AnschlieBend wurden die Seiden
proteine durch Zugabe von Ammoniumsulfat (Endkonzentration in der Losu¥4g géfallt

und nach 4@60min durch Zentrifugation bei D®O0 rpm fir 30min sedimentiert. Das
erhaltenen Pellet wurde einmal mitM8 Urea und anschlielend dreimal ntit;Omg
gewaschen. Zur Lagerung wurden die Proben anschteffenflissigem Stickstoff
schockgefroren und UN (oder tm@ar Trocknung) lyophyllisiert.
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2.3 Proteinanalytische Methoden

2.3.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Um Proteine ihrer GroRe entsprechend aufzutrennen, wurden sie in Polyaci@lelerd

einer Elektrophorese unterzogen. Hierbei werden die Proteine durch die Maschengréf3e des
verwendeten Gels in ihrem Laufverhalten bésichtigt, so dass die Groed Formder
Molekule ihre Laufgeschwindigkeit beeinflusst. Wahrend in der NRAGE Proteine in
nativer Form aufgetragen werddmdet die SDSPAGE unter denaturierenden Bedingungen
statt. Das zugesetzte Sb#idet unspeziéch an Proteine und maskiert deren Eigenladung, so
dass hier eine Auftrennung nach Molekilgrof3e ohne Beeinflussung durch weitere Faktoren
(Ladung, Tertiarstruktyetc.) erfolgt.

2.3.1.1 SDSPAGE

StandardmaéRig erfolgte die Analyse mittels SEXSGE, wobeiGele mit10% Polyacrylamid
sowie kommerzielleTris/Glycin Gradientengel(ServaGel™) mit 4-20% Acrylamid eimge-
setztwurden Die Probenvurdenvor Auftrag auf das Gel in 1&uftragspuffer(nach Lammli)

fur 5min auf 95°C erhitzt wurden. Die Elektrophorese mda bei einer konstanten
Stromstarke von 2BA je Gel (bzw. 30nA bei Gradientenglen) fir 50min (bzw. 60
75min) durchgefuihrt. Als Referenz zum Abschatzen des Molekulargewichts wurden

zusatzlich Proteinstandards aufgetragen.

Zur Analyse der Disulfidverliickung wurde wahlweise Auftragspuffer ohrieMercapo-
ethanolverwendet und auf das Erhitzen der Proben verzichtet,Temperatwinduzierte

Oxidation zu vermeiden

Trenngel: 1 x Trenngelpuffer; 106-15% Acrylamid, 0,26 SDS,
0,065% (w/v) APS 0,033% (v/v) TEMED
Sammelgel 1 x Sammelgelpuffer; 3o Acrylamid, 0,26 SDS, 0,136 (w/v)
APS 0,066% (v/v) TEMED
Losungen:
Acrylamid (Rotiphorese): 38 % (w/v) Acrylamid, 2% Bisacrylamid

Auftragspuffer (5x_ammili): 300 mM Tris/HCI (pH 6,8), 50 % (v/v) IBzerin, 10% (w/v) SDS, 0,096
Br omphenol BMemmaptpethandl (ophiorfal)

Trenngelpuffer (4x): 1,5 M Tris/HCI (pH 8,8), 0,8 % (w/v) SDS
Sammelgelpuffer (2x): 250 mM Tris/HCI (pH 6,8), 0,4 % (w/v) SDS
Laufpuffer (10x): 250 mM Tris/HCI (pH 8,8), 2 Mlycin (v/v), 1 % (w/v) SDS

2.3.1.2 Nativ-PAGE

Um eventuell auftretende Dimerisierd@digomerisierungiber nichtkovalente Interaktionen

zu detektieren, wurde eine PAGE der Proteine in nativem Zustand durchgéfignzu
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wurde ein 412% GradientengelServaGel™) verwendet und die Auftrennung erfolgte bei
einer konstanten Stromstarke vonri® tUber 5h. Der Auftragspuffer sowie der Laufpuffer
entsprachen dabei den oben angegebenen deiPBBE, allerdings ohne Zusatz von SDS

und b-Mercaptoethanol

2.3.1.3 Silberfarbung
Um die Proteine nach Auftrennung mittels PAGE sichtbar zu machen, wunde e
Silberfarbung durchgefuhrt.i® Nachweisgrenzikegt dabeibei etwa 510 ng.

Die Silberfarbung wurde wie folgt durchgefiihrt: Die Proteine wurden im Gel-20 rBin
mit Fixierlésing| und anschlieRend fur 30in (wahlweise UN bei 4C) in Fixierlosungl
fixiert. Nach Waschen und Rehydratisierung des Gels 40vd (4 x 5min) wurde die
SilbernitratLosung zugesetzt und das Gel fur-8Dmin unter Lichtausschlusskubiert.
Nach kuzem Waschen mitH,Oug wurde as Gel mit Entwicklerlosung behandelt, bis die
gewilnschte Farbeintensitat erreicht war. Die Reaktien der Silbernitrat zu elementarem
Silber reduziert wirdwurde durch Zugabevon 50mM EDTA durch Komplexierung der

restlicren Silberionen gestoppt

Fixierlésung I 30 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Essigsaure

Fixierldsung Il 0,4M NatriumacetatpH 6,0, 0,5 (v/v) Eisessig, 306 (v/v) Ethanol; auf
100 ml frisch zugefiigt: 0,% (w/v) NaS,03

Farbeldsung: 6 mM AgNOQOs, 0,025% (v/v) Formaldehyd

Entwicklerlésung: 235mM NaCQ0;, 0,36 % (v/v) Formaldehyd

Stopploésung: 50mM EDTA pH 7,5

2.3.1.4 Fluoreszenzimaging
Um Fluoresceirmarkierte Proteine nach Auftrennung mittels PAGE zu detektieren, wurde
ein Fluoreszenimager Ettan DIGE GE Healthcarg verwendet. Die Anregung von

Fluorescein erfolgte bei 48tn, die Emssion wurde bei 53@Gm detektiert.

2.3.2 Immunoblot (Western Blot)

Zur ldentifikation der Proteine wurde eirmmunologischer Nachweis des durch den
ExpressionsvektopET21laangefugen T7#tags durchgefuhrtHierzu wurden diein einer
SDSPAGE elektrophoretisch aufgetrennmt@roteinedurch Anlegen einer Spannung aus dem
Gel auf eine PYDF-Membran Ubertragentn einer Sembry Western BlottingApparatur
wurden folgende Lagenubereinandergeschichtet Whatman®Papier (4 Stiick), PVDF
Membran, GelWhatman®Papier(4 Stiick) Als Vorbehandlung wurde die Membran durch

10s Inkubation in Methanol aktiviert und anschlie3end rehydriert, alle weiteren Lagen kurz in
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WB-Inkubationspuffer getrankt. Dd°roteintransfer wurde bei einer konstanten Stromstéarke

von 100mA pro Gel Gber 60 min durchgefihrt.

Fiar den anschlieRenden immunologischen Nachweis wurden freie Bindungsstellen auf der
Membran durch Schwenken in %iger MilchpulverLosung fir mindestens30min
abgesattigt. Danach wurde die Membran entweder UN b@iader 90min bei RT mit einer
geeigneten Verdinnung des primaren Antikérpers inkubiexth daeimaligem Waschen mit
PBS0,03% Tween20 wurde der Peroxidag®njugierte Sekundarantikdrpetirf 45min
zugegeben. NaclerneutemWaschen (soben) wurden gebundene Antikdrgéomplexe
mittels einer lichtemittierenda Reaktion mit dem ECL western blot detection kit

entsprechend ddrerstellerangabesichtbar gemacht

Ldsungen:
WB-Inkubationspuffer: 50 mM Tris/HCIpH 8.0, 50mM Glycin, 1mM SDS, 20% (v/v) Methanol
PBS: 4 mM KH,PQ, 16 MM NgHPO, 115mM NacCl, pH 7,4
Blocking Reagenz 5% (w/v) Magermilchpulver in PBS
Antikdrperldsung: Antikorper entsprechend verdinntdrb% (w/v) Magermilchpulver/

0,01% Tween 20 ilPBS

PriméarantikbrperMaus antiT7 tag (Verdinnung 1:1000)
SekundarantikdrpeZiege antiMaus IgGHRP (Verdiinnung1:5000)

2.3.3 Grolenausschlusschromatographie (SEC)

Die GroRenausschlusschromatographieg exclusion chromatograph$EC) ermoglicht das
Auftrennen von Proteinen entsprechend ihrer Gré3e, genauer gesagt, ihres hydrodynamischen
Radius. Unterschiedliche Permeation der Analyten in das portse Tragermaterial mit
kontrollierter Porengréf3e flhrt zu einer verzogerten Elution éddifolekile im Vergleich zu

groRererPartikeln welche von den Poren ausgeschlossen werden.

Zur Analyse der Dimerisierung wurden je 3§ (1 nM) eADF4(C16) sowie seine Cys
Varianten auf eine Superdex 200 10/300 HR Gelfiltrationssaule aufgetragen. Dan Elut
erfolgte mit 10mM Tris/HCI pH 8, 100nM NaCl bei einer Laufgeschwindigkeit von
0,9ml/min. Die Detektion erfolgte mittels U¥\bsorption und Refraktometer zur Kzerira-

tionsbestimmung sowie statischer und dynamischer Lichtstreuung.

2.3.4 Lichtstreuung

Die Messung der statischen Lichtstreuueidolgte mittels DAWN EOSder dynamischa
Lichtstreuung mittels QELS Detektor (beidédyatt Technology Die Datenaufnahme und
Auswertung erfolgte Uber das Programm Astra 5.3.4Mya(t Technology
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2.3.4.1 Statische Lichtsteuung

Statische Lichtstreuung ermdglicht die Bestimmung der absoluten molaren Masse und des
absoluten mittleren quadratischen Radilgi@heitsradiusohne den Einsatz von Standards
(Zimm, 19483. Die Menge des Streulichtes, oder genauer das RayEdhaltnis R (fur

dY 0)ist dabei proportional dem Produkt aus molarer Masse und Konzentration.

Y —=x b (Gl. 2-1)
mit |4 Streulichtintensitat bei Winkel
I4-5: Streulichtintensitat des Lésungsmittels bei Wingel
lo: Intensitat des eingestrahlten Lichts
r: Abstand zwischen Streuzentrum und Detektor
V: Volumen der Messzelle
Mw: molare Masse

Die Bestimmung der molaren Masse erfolgt nach der ZGleichung defRayleighDebeye
GansModells der Lichtseuung verdunnter Polymerlésungéimm, 19481):

=2 cH A (Gl. 2-2)

o)

mit K =4 %dn/dcfny®Naan* (ny: Brechungsindex des Losungsmittels,: N\vogadreKonstante,
o Wellenlange des eingestrahlten Lichts)
c: Konzentration des Polymers (g/ml)

'Y : RayleighVVerhéltnis
Mw: molare Masse

A, zweiterVirialkoeffizient
0 : Formfaktor (s. unten)

Aus der Winkelabhangigkeit der Lichtstreuung lasst sich zudem ein Formfakésr od
Streufunktion Rf) bestimmen(Abb. 2.1) Aus dieser wird der mittlere quadratische Radius
berechnet, welcher durch Gleichung32beschrieben wird. Eine Winkelabhéangigkeit der
Streuung tritt allerdings nur bei sog. anisotropen Streuern, ekst ab i@er bestimmten
Partikelgrof3e, auf. Die Grenzd dabei abhéangig von der verwendeten Wellenlangdieg
bei dem hier ve6@mmbeietveldmLaser (&

Streufunktion P(8)

1 [ <> Abb. 21: Streufunktion R{) der
100m Winkelabhangigkeit der Streulichtintensit
von dem absoluten mittleren quadratisct
Radius <§*>.
. B O
05 i (Gl. 2-3)
<rg2>
100nm
0 1 > sin2(8/2)

0 0,5 1
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Die bendtigte Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des angeschlossendbetditors bzw.
Refraktometers unte®Verwendung der jeweiligen theoretischen molaren Extinktions
koeffizienten (s2.5.1) bzw. des Brechungsinddwrkrements (dn/dcermittelt Als tblicher

Wert von Proteinen imassriger Losung wurde ein dn/dc von 0,185 angenommen.

2.3.4.2 Dynamische Lichtstreuung

Im Gegensatz zur statischen Lichtstreuung wird durch dynamische oderetpstisiche
Lichtstreuung der hydrodynamische Radien Molekulenermittelt. Dies beruht auf der
Messung derBewegung der Teilchen im Rahmen d&raunschen Molekularbewegung
Abhangigvon derDiffusionsgeschwindigkeit der Teilchemerden Interferenzemynd damit
Unterschiede in der Intensitat des Streulicletzeugt.Daraus lasst sich unt&enntnis der
Viskositat des Losungsmittels der hydrodynamische Radius bestiniBtekesEinstein-

Gleichung)

> (G, 2-4)

mit k: BoltzmannKonstante
T: absolute Temperatur
d: Viskositat der L°sung
D: Diffusionskoeffizient

2.3.5 Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)

Die Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLE} ein Flussigchromatographie
Verfahren, bei der eine mobile Phase unter hohem Druck uber die stationdare Phase
transportiert wird. Die Trennung erfolgt durch die Verteilung der Analyten zwischen mobiler
und stationarer Phase. In der vorliegenden Arberdeeine Umkehrphasenchromatographie
durchgefuhrt,d. h. es wurde eine unpolare Saulenmatsrwie eine polare mobile Phase
verwendet. Durch Gradientenelution mit steigendem Gehalt an organischem L&sungsmittel
werden die Wechselwirkungen der Probe mit dédwilenmaterial geschwécht und die Probe

bei Uberschreiten einer kritischen Konzentratvon der Matrix abgeldst.

Die Messung erfolgte an eine@ASCO HPLC System (PRO80Plus, UV Detektor
UV 2075Plus und Fluoreszenzdetektor FP 2020Rhisginer Phenomeax Séaule (Jupiter 5u
C-4 300A, 250x4.6 mm)Eluiert wurde mit einer Flussrate vornl/min fir 5min mit 2 %
Puffer B gefolgt von einem linearen Gradienten voi®®% Puffer B Gber 20min. Die
Detektion erfolgte mittels Absorptionsmessung 280 nm, sowie Messung deFluoreszenz
(Fluoresceimmarkierter Proteinepei einer Anregungswellenlange von 490 nm und einer

Emissionswellenlange von 530 nm.

PufferA: 0,1% (v/v) Trifluoressigsaure in $©
Puffer B: 0,1% (v/v) Trifluoressigsaure in 9% Acetonitril

39



Material und Methoden

2.3.6 MALDI -TOF Massenspektrometrie

Zur massenspektroskopischeAnalyse von Proteineneignet sich das MALDITOF
Verfahren. Es setzt sich zusammen aus der lonisierungart MAiratrig-assisted laser
desorption and ionizatignund der Massenanalyse mittdlme-of-flight (TOF). Die Proteine
werden dabei in eine Matrix eingebettet. Durch Anregung mit Laserstrahlung (verwendet wurde
ein StickstoffLaser mit einer Wellenlange von 38w, Beschleunigungsspannung 20)k&ffolgt

ein Phasenubergang, bei dem Molekile deatr©, sowie des darin eingebetteten Proteins
explosionsartig herausgelost werd@rottspeich & Zorbas, 1998 Durch die in der Matrix
vorhandene Saure werden Proteiniomg@bildet, welche nach der initialen Beschleunigung in
einem elektrischen Feld ohne Anlegen weiterer Krafte driften. Die Flugzeit der lonen ist
proportional zu dem Quotienten aus Masse/Ladwas die Bestimmung dévlasse dedonen
ermoglicht.

Fur die Analyse mittels MALBITOF wurden die rekombinanten Spinnenseidenproteine
gegen SmM Tris-HCI pH 8 dialysiert und mit der Matrixlésun@@dmg/ml Singinsaure,
50% Acetonitril, 0,1% Trifluoressigsaure) vermischt (Endkonzentration des Proteins:
20 uM).

2.4 Proteinpraparative Methoden

2.4.1 Dialyse

Da die in dieser Arbeit hergestellten Proteine nach Reinigung und Gefriertrocknung nicht
direkt in wassriggn Puffernl6slich sind, wurden die Proteine inMb Guanidinuimthocyanat
denaturiert und anschlieRend durch Dialyse in den gewlnschten Puffer Uberfihrt. Die dazu
verwendeten Dialyseschlauch{&pectra/Poy MWCO 60008000 Da) wurden in Wasser
aufgekocht, in20% Ethanol aufbewahrt und vor Benutzung mehrmals miOl, gespuilt.
Dialysiert wurde gegen 1068000faches Volumen des gewtinschten Puffers flirligi RT

(wobei der Puffer dreimal erneuert wurde), bzw. UN (mit zweimaligem Pufferwechsel). Der
letzte Dialyseschrit wurde hier bei 4C durchgefiihrt. Je nach Anwendung wurden
verschiedene Puffer verwendet,B. 10 mM Tris/HCI pH 8 (fur Analysen), 1énM HEPES

pH 7 fur ThiokKopplung bzw. 5mM NH4HCO; zum Giel3en von Filmen ausassrigr

LOsung.

2.4.2 Reduktion und Carboxymethylierung

Zur Reduktion der teilweiseDisulfid-verbriickt vorliegenden Cy#roteine KitagYC186,
C*C16 und C16C*) wurde sowohl DTT als auch TCEP verwendet. Die optimalen
Reaktionsbedingungen wurden empirisch ermittelt, wobei jewetlad@er bzw 100facher
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molaren Uberschuss an Reduktionsmittel (in Puffer mit pi#8) 7zugesetzt und fir
verschiedene Zeit bei RT inkubiert wurde. Der Erfolg der Reduktion wurde mittels SDS

PAGE ohne Zusatz vdm:Mercaptoethanol Uberpruft.

Um das (WiedejAusbilden wn Disulfidbriicken unabh&ngig vom Redoxpotential der
Umgebung zu verhindern, wurden freie Thiolgruppen carboxymethyliert. Hierzu wurde
lodacgamid verwendet(Gurd, 1972. Durch nukleophile Substitution des lod durch ein
Thiolation wird dabei ein Thioether ausgebildet, welcher unter neatiaédingungen stabil

ist. Nach erfolgter Reduktion (meist firhlmit 10x Uberschuss an TCEP bzw. 20x
Uberschuss DTT) wurden 1@0M lodacetamid zugegeben. Die Reaktion et®liir 1h bei

RT. Je naclsich anschlieBender Anwendung bAmalyse wurden digugesetzten Agenzien

gegebenenfalls durch Dialyse entfernt.

2.4.3 Bestimmung freier Thiolgruppen mit Ellmans Reagens (DTNB)

Zur Bestimmung freier Thiolgruppen nach Reduktion der -Bydeine wurde das
Reduktionsmittel durch eine Entsalzungsséaule-®DGE Healhcarg entfernt. 75Qul der
erhaltenen Proteinlésung (0;25mg/ml in 20 mM HEPES, pH 7) wurden mit 30 pl DTNB
Lésung (4mg/ml DTNB (5,5-Dithio-bis(2nitrobenzoeséaurg)in 100mM Tris/HCI pH 8,

1 mM EDTA) versetzt und 1&in bei RT inkubiert. AnschlielRendurde die Absorption bei
412nm bestimmt und um den Absorptionswert des Kontrollansatzes ohne Protein (10 mM
HEPES pH7 mit DTNB-L6sung) korrigiert.

Die Anzahl freier Thiolgruppen pro Proteinmolekil ergab sich aus-&l. 2

(Gl. 2-5)

mit c: Proteinkonzentratiomol/l)
Uiznmone-sy 13 600 M cmi™; Grgnmiag " o165 47 680 M it

2.4.4 Redoxtitration

Mit Hilfe einer Redoxtitration wurde das Redoxpotential der Cystine deiMayisnten von
eADF4(C16) abgeschéatzt. In Anlehnung an das fir die Cystine ddRdgidonen von ADF3

und ADF4 entwickelte Protoko{Huemmerich, 2004wurde dazu einw DTT basierendes
RedoxPuffersystem verwendet. Das Standardpotential bei pH& YE | i e g #332dn¥ b e i
(Cleland, 196% In einer zweistufigen Reaktion wird das Cysfiiber die Zwischenstufe
eines gemischten Disulfilsdurch DTT zu 2 Cysteinen reduziert, wobei dewreite
Reaktionsschritt mit einer um den Faktor® I®heren @ichgewichtskonstante ablauft
(Cleland, 196 Dadurch verlauft die Reduktion quantitativ, was die Auswertung der

Redoxtitration erleichtert, da mogliche Zwischenprodwiemnacléssigt werden kdnnen
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Die Proteine wurden in einer Konzentration von 0,5 mg/mlemgastenLésungen mit
verschiedenen Redoxpotentialen fir lbei RT inkubiert. Das Potential der Ldsung
berechnete sich dabei aus dem Mischungsverhaltnis vonOQir&ns4,5Dihydroxy-1,2-
dithian) und DTTeq (Dithiothreitol) nach der Nernstschen Gleichung (s. unten). Anschlie3end
wurden freie Thiole carboxymethyliert, die Proben mit Hilfe ein&026-igen Tricine Gels

(ServaGe™) aufgetrennt und die Proteinbandiirch Silberfarbung sichtbar gemacht.

Aus der NernsGleichung abgeleitet entspricht das Potential derjenigen Lésung, in der die
Proteine zu gleichen Teilen als Monomer und Dimer vorlagen, dem StaiRddockpotential

ihres Cystins.

Nernst-Gleichung: 0 %0 —z1 I— (Gl. 2-6)

mit E6: Redoxpotenti al bei pH 7
Eb: Standardpotential bei pH 7
R: Gaskonstante
T: absolute Temperatur
n: Anzahl der Elektronen
F: Faradaykonstante
[red], [0x]: Konz. der reduzierten bzw. oxidiert&pezies

Titrierldsung(entgast) 0,5 mg/ml Protein
100mM MOPS pH 7
1mM EDTA
20 mM DTT (oxidiert bzw. reduziert)

Tabelle 2.1: Mischungsverhéltnissevon von DTT, (trans4,5-Dihydroxy-1,2-dithian) und DTTeqy
(Dithiothreitol) sowie das darausseltierende Redoxpotential

DTTred DTTOX Redoxpotential [V]
0.18 99.82 -0.25
0.39 99.61 -0.26
0.86 99.14 -0.27
1.87 98.13 -0.28
4.04 95.96 -0.29
8.51 91.49 -0.30
17.03 82.97 -0.31
31.18 68.82 -0.32
50.00 50.00 -0.33
68.82 31.18 -0.34

2.4.5 Filmpraparation

Proteinflmewurdendurch Giel3en einer Proteinldsuagf ein Substrat und anschliel3endes
Abdampfen des Losungsmittels hergestellt. Bei Wahl geeigneter Parameter elaiséelatus
rekombinanten Spinnenseidenproteinen ein stabiler, transparenter Film,jederach

verwendetem Substrat und Filmdi¢ck@n dem Substrat abgezogen werden ké@e.Dicke
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des entstehenden Films kann dabei Uber die verwendete Proteinkonzerimtionlie

Proteinmenge pro Flache eingestellt werden

In dieser Arbeit wurden Filme aus eADF4(C16) sowie der-Rygeinentag”<C16, C16C*

und C*C1l6 aus Losungen in HFIP, Ameisensaure und Puffer hergestellt. Die
Proteinkonzentration betrug dabei in Puffer 3 mg/ml ,3w/v)), in den organischen
Lésungsmitteln wurde sie je nach Verwendungszweck und Substrat variiert. Zur Herstellung
di c ker JIArgkm evurdelts-4 %-ige (w/v) Losungen verwendet, fiir dinne Filme
(z.B. 0,15mgfen?) 0,31 %-ige (W/v) Lésungen. Um eventuell wéahrend der Dialyse in
wassriggn Puffer entstandene Aggregate aus der Losung zu entfernen, wuéderige
Proteinlésungen direkt vor Giel3ensdeilmes flr 1h bei 10°C mit 55.000rpm zentrifugiert.

In den organischen Losungsmitteln waren alle Proteine direkt 16slich.

Als Substrate kamen Polystyrolin Form von Petrischalen und Zellkulturplatténsowie

Teflon und Glas zum Einsatz.

Um die Bedigungen der Filmherstellungtrocknung sowie-lagerung mdoglichst konstant
und reproduzierbar zu halten, wurden die Filme in einer Kammer mit kontrollierbarer
Luftfeuchtigkeit hergestellt. Soweit nicht anders angegeben, wurde die relative
Luftfeuchtigkeit CF) bei 30% gehalten. Die Trocknung der Filme erfoldte mindestens

4 h, meist UN.

Zur (optionalen) Nachbehandlung wurden die Filme UN mit der entsprechenden Losung
(Methanol oder Ethanol abs. bzW0% oderl M Kaliumphosphat pH 8) tberschichtet und
UN bei kontrollierter LF inkubiert. Um ein vorzeitiges Verdampfen des Alkohols zu

vermeiden, wurden die Uberschichteten Filme leicht abgedeckt.

2.4.6 Kopplung an Thiole der CysVarianten von eADF4(C16)
Zur Modifizierung der Cysteine imtag™C16, C16C* sowie C*@6 wurden Maleimid

funktionalisierte Agenzien verwendet. Die Reaktion von Maleimid mit Thiolen ist sowohl
spezifisch als auch effekti{Heitz et al, 1968 Partiset al, 1983, wobei de Spezifitdt der
Reaktion pHWert abhangigst. Bei pH7 beispielsweisést die Reaktividt gegentber Thiolen
etwa 10@-fach hoher als gegenuber primaren Amin@rewer & Riehm, 196)( Bei
Erhéhung des pHVerts steigt die Nukleophilie des Amjnsnd die Spezifitdt der Reaktion
fur Thiole sinkt dementsprechender Reaktionsmdmnismus besteht in einAddition des
Thi ol s a-ungedtitigie Sybterh des Maleimidster Ausbildungeines stabilen
Thioethes (Michaelanaloge Addition)wie im Folgenden fiir die Reaktion vartag™<C16

mit Fluoresceirb-Maleimid gezeigt ist.
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ntag”’C16

Fluorescein-5-Maleimid

~
ntag®¥sC16
Abb. 2.2: Reaktion von Fluoresceii-Maleimid mitntag™<C16

Rekombinante CyP®roteine wurden sowohl in Losung als auch nach Assemblierung zu
Filmen mittels Reaktion mit MaleimiGruppen modifiziert.

2.4.6.1 Kopplung in Lésung

In Losung wurde FluoresceBrMaleimid sowie mit SMCC Succinimidyl trans4-
(maleimidylmethyl)cyclohexaii-carboxylat und Fluorescein modifiziertes RGD-Peptid
c(RGDfK) (Abb. 3.23a und 21.12) an ntag”<C16 angefiigt. Analog dazu erfolgte die
Kopplung des analogen, Fluorescéigien, zyklischenRGD-Peptids.

Nach Dialyse und Reduktion des Proteinsnig/ml in 20mM HEPESpH 7) mit 18fachem
molarem Uberschuss an TCEP fiih Wurde das zu koppelnde Maleimid aus einem®0
Stammlésung in DMF in *@5fachem molaren Uberschuss zugegeben und unter-Licht
ausschluss fiur B bei RT inkubiert. Um das (modifizierte) Protein von Uberschissige
Maleimid zu trennen, wurde es durch Zugabe von Kaliumphogpgta& (Endkonzentration

1 M) gefallt. Bei dieser quantitativen Fallung bilden eADF4(CE6wie seine Cy&arianten
b-Faltblattreiche, wasserunlosliche Mikrokuge{Blotta et al, 2008. Diese wurden durch
dreimaliges Waschen (Zentrifugation jeweils rith bei 13300 rpm) mit pDug von
restlichem Reagens abgetrenAnschliel3end konnte das Protein lyophilisiert und gelagert
werden oder wurde zur weiteren Analyse iM68Guanidinumthiocyaat gelést und gegen
10 mM TrisHCI pH 8 dialysiert.

Die Kopplungseffiziem wurde aus der Absorption bei 286 und 493 1m nachGleichung
2-7 berechnet:

(Gl. 2-7)

. . .= 0]
mit Proteinkonzentratiod ——  ; Korrekturfaktor# & — 1io

u76nm(ntagcy5016): 47680 M*cmt; ug3nm(FIuoresceiH\/IaIeimid): 70000 M* cmi*
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2.4.6.2 Kopplung an assemblierte Filme

Zur Modifikation bereits zu Filmerassemblierter CysADF4(C16)Proteine wurden die
Filme standardmallig aus eine¥l(w/v) Proteinldsung in HFIP hergestellt. Je nach weiterer
Verwendung wurden sie in 24ell Platten (Flacheler Kavitatl,1cnv, Material: Polystyro)

bzw. 96well Platten (Flache 0,387, Material: Polystyrol) gegossen. Durch Metharais-
Behandlung wurden die Filme wasserunldslich gemacht. Zur Reduktion der Disulfide wurde
TCER-L6sung(4 mM in 200mM HEPES pH Y zugegeben. Nach 1fbbei RT wurde das zu
koppelnad MaleimidKonjugat aus einer Stammldsung (bei Fluorescein in DMF, ansonsten
im jeweiligen Puffer) in die TCEROsung pipettiert (L& molarer Uberschuss) und4h bei

RT oder UN bei 2C auf einer Schwenkplatte inkubiert. Unmgebundeneigenzien zu
entfanen, wurden mehrere Waschschritte durchgefuhxtq2 M HEPESpH 7, 0,1 % (v/v)
Tween20; 1x 0,1M HEPES pH7; 1x 0,1M HEPES pH7, 1M NaCl; 2x 0,1M HEPES
pH7; 2x H20mq). Durch TweerR0 werden hierbei hydrophobe und durch Natriumchlorid
elektrosatische Wechselwirkungen unterbunden.

Zur Analyse wurde die erfolgte Kopplung entweder direkt auf den Filmen oder nach Lésen in
6 M Guanidiniumthiocyanat und anschliel3ender Dialyse untersuchtreSkhain (Florescein
X5-Maleimid sowie Fluoresceimarkieres c(RGDfK)) wurde mittels eineBluoreszenz
Imagers Ettan DIGE, GE Healthcare Anregung: 48Gvm, Emssion: 530nm) oder im
Fluoreszenzspektromete¥ascoFP-6500; s. 2.5.2) detektiert. Gebundenes MaleirfiREG-

Biotin wurde sowohl auf dem Film als aushch Auflésen des Films und Durchfiihren eines
Westernblots Uber die spezifische Reaktion mit Streptasi@innachgewiesen. Nach
Waschen (soben) wurde gebundene alkalische Phosphatase (AP) durch Zugabe einer
BCIP/NBT-Substratlésung visualisiemvobei einblaulichrlila Niederschlagyebildet wird

Kopplung von Nanogold

Zur Kopplung von GoldpartikelnMonomaleimideNanogold,Nanoprobeswurden dinnere
Filme aus ul 0,1% (w/v) Proteinlésung in HFIP direkt auf unbeschichtete FE®zchen
(400mesh,vergoldet Plano) gegossen. Bei dickerer Proteinschicht konnten die Goldpartikel
im TEM aufgrund der hohen Absorption des Proteins nicht selektiv detektiert werden. Die
Kopplung erfolgte direkt auf deNetzchen wobei diese auf Gefal3e mit der jeweiligen
Inkubationgsungmit der Oberflache nach unten aufgelegirden. Nach Vorbehandlurdgr

Filme wie oben beschrieben erfolgte die Kopplungsreaktion mM2 Natriumphosphat

pH 6,5 0,1mM EDTA, 15mM NaCl, 1mM TCEP bei £C. Wiederum wurde grindlich
gewaschen, um unbgendenes Nanogold zu entfernen. Immobilisierte Partikel wurden durch

Inkubation mit Goldenhanc® (Nanoprobes nach Herstellerangaben verstarkt. Je nach

45



Material und Methoden

Inkubationsdauer lagert sich dabei eine unterschiedlich dicke Goldschicht spezifisch an den
Goldpartikén ab. Verstarkung fiur giin lieferte beispielsweise Partikel mit-52am
Durchmesser. Die Analyse der modifizierten Filme erfolgte mittels Transmissions

elektronenmikroskopies( 26.3).

Kopp!l un@alaktosidaseb

Das Enzymb-Galaktosidasewurde Uber eien heterobifunktionellenCrosslinker (NHS
PEQMaleimid, s. 2.1.1.2 an Spinnenseidenfilme gebundéhHydroxysuccinimidEster
reagieren unter Freisetzung vbhHydroxysuccinimidhauptséchlich mit primaren Aminen.
Dabei bilden sich stabile Amidbindungans. Um sterische Hinderungen bei der Kopplung

zu minimieren, wurde mit PE@ein langer Spaceayewahlt.

In einem ersten Reaktionsschritt wufel&alaktosidasg10 mg/ml in PBSpH 7,5) flr 2h bei

4 °C unter Rotieren mit Rl Crosslinker inkubiert. Uberschiissiger Linker wurde anschlieRend

mittels einer Entsalzungssaule (Sephadex Gz, Healthcar¢ entfernt. Zur Elution des

Enzyms wurde 10thM HEPESpH 7 verwendet. Diese Losung wurde auf bereits liediez

Filme gegeben und unter Zusatz vorm®l TCEP UN bei 4#C geschwenkt. Die
nachfolgenden Waschschritte erfolgten analog zu den oben beschriebenen. Um die
Enzymaktivitat deb-Galaktosidasenachzuweisen, wurde-%al (5Brom-4-chlor-3-indoxyl-
b-D-galactepyranosid in Inkubationspuffer (s. untenals Substrat zugegeben. Durch
enzymati sche Spaltung -Dvidromd , -di@nlorandigo gebidst. t 1 ef bl a

Inkubationspuffer fir XGal: 100mM NatriumphosphapH 7
10 mM KCI
1 mM MgSQ,
50 mM b-Mercaptoethanol
0,2 mg/ml X-Gal (aus Stammlésung in DMSQO)

2.5 Spektroskopische Methoden

2.5.1 UV-Vis Absorptionsspektroskopie

Die Methode der UWis-Absorptionsspektroskopie wurde zur Konzentrationsbestimmung
der Proteine in Loésung sowie von Fluoresceerwendet. Der Zusammenhang zwischen
Konzentration, wellenlangenabhangigem Extinktionskoeffizienten und gemessener Extinktion

ist im LamberiBeerschen Gesetz beschrieben:
0 RrR A (Gl. 2-8)

mit E.; Extinktion bei der Well enl&nge @&
C: molarer Extinkionskoeffizient beWellenlanges-
c: (Proteinj)Konzentration(mol/l)
d: Schichtdicke der Kivetteif)
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Der Extinktionskoeffizient lasst sich fur Proteine ausedePrimarstruktur ermittelnDen
Hauptbeitrag zur Absorption inProteinspekurm liefern dabeiTryptophan undTyrosin
sowie in geringerem AusmatichPhenylalanin und Cysti(Cartor & Schimmel, 1980Pace

& Schmid, 1997. Fur die verwendeten rekombinanten Spinnenseidenproteine wurde der
Extinktionskoeffizient basierend auf der Methode n&gh und Hippelbzw. Paceet al. mit

Hilfe des Programms ProtParam (http://www.expasy.org/tools/protparam.html) nach
folgender Formel bestimniGill & von Hippel, 1989 (Paceet al, 1995:

- 01 €0QREY YN - YOI YOI - 6 oi 0308 wi 0 Q¢ (Gl 2-9)

Tabelle 2.2: Extinktionskoeffizienten der in der Arbeit verwendeten rekombinanten Spinnenseidenproteine
Protein Molarer Extinktions
koeffizient (M* cm?)

eADF4(C16) G76nm= 46400
ntad¥C16 Gr6nm= 47680
C*C16, C16C* G76nm= 50680

2.5.2 Fluoreszenzspektroskopie

Die Fluoreszenzspektroskopie basiert auf der Anregung von Elektronen eines Fluorophors
durch Licht bestimmter Wellenlange und anschlieRender Emission elektromagnetischer
Strahlung bei Rlckkehr der angeregten Elektronen in ihremd2ustand. Dabei ist die
emittierte Strahlung energiearmet, h. langwelliger, als die des Anregungslichts (Stokes
Verschiebung). In dieser Arbeit wurde einerseits die auf den aischen Aminosauren
Tryptophan undl'yrosin beruhende intrinsische Fluoresz von Proteinen zur Abschatzung

der Reinheit der akombinanten Proteine verwendet, da dikean Tryptophanbesitzen.
Andererseits wurde die spezifische Fluoreszenz des Farbstoffs Fluorescein eingesetzt, um
anhand einer aufgenommenen Standardgeraddviahige an Fluorescein in einer Prpbed

damit die Kopplungseffizienz bei Markierung der G3i®teing zu bestimmen.

Die Parameter der Anregung und Emissionsaufnahme wurden wie folgt gewahlt:

Detektion von Anregungswellenldnge Aufnahme der Emission
Tyr/Trp 275 nm 290400 nm
Trp 295 nm 310400 nm
Fluorescein 492 nm 500-550 nm

Die Anregungsbandbreitbetrug 3 nm, die Enissionsbandbreités nm, und die Dampfung

0,5s.Alle Spektren wurden um die Pufferfluoreszenz korrigiert.
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2.5.3 Zirkulardichroismus (CD)-Spektroskopie

Als Zirkulardichrosimus (englcircular dichroism CD) versteht man die unterschiedliche
Absorption links und rechtszirkular polarisierten Lichtslurchoptisch aktive Substanzen. Je
nach Wellenlange des eingestrahlteohtes wird zwischen NakhUV-Bereich (326250nm)

und FerrUV-Bereich (250170nm) unterschiedenin der vorliegenden Arbeit wurde die
FernUV CD-Spektroskopie angewendet, welche Informationen tber die Sekundarstnuktur
Proteinenliefern kann. Angegeben wird die Elliptiat (mit der Einheit Milligrad, mdeg) in
Abhangigkeit der Wellenlange. Verschiedene Strukturelemente erzeugen dabei typische
Minima und Maxima im CBSpektrum, welchean Modellstrukturen wie B. Polylysin
bestimmt wurden undm Folgenden zusammengefassad (Schmid, 1997 Lottspeich &
Zorbas, 1998Rathet al, 2005:

Sekundarstruktur Minima Maxima
U-Helix 208 und 222 nm 192 nm
b-Faltblatt 218 nm 196 nm
unstrukturiert andom coi) 195 nm 212 nm
Poly-Prolin 1l Helix 200205 nm 217225 nm

Um einen konzentrationsunabhangigen, fur ein Protein spezifischen Wert zu erhalten, wird

meist die molare Elliptizitgbro Aminosaureresfyrw angegeben:

Oh
— == (Gl. 2-10)
mit:  Uwrw: molare Elliptizitat (deg cidmol™)
: gemessenkElliptizitat (mdeg)
(Protein}Konzentration nol/1)
Schichtdicke der Kivette (cm)
Anzahl der Peptidbiiungen

=20

Zur Analyse der Sekundarstruktur von rekombinanten Spinnenseidenproteinen mittels Fern
UV CD-Spektroskopie wurden Lésungen ndfuM Protein im jeweiligen Ldsungsmittel
(10mM Tris/HCI pH 8, 5mM NH4HCO; pH 8, HFIP) eingesetzt. Die Messung erfolgte in
Quarzkiuvetten mit 0,&m Schichtdicke an einem Jasc&1lb SpectropolarimeterJdscq
Japan) bei 20C. Gemessen wurde im Wellenlangemeh von 256190nm mit einer
Geschwindigkeit von 5@m/s. Die Auflésung betrug Orim, dieDampfung 1s. Es wurden

jeweils finf Spektren gemittelt urahs jeweiligePufferspektrum subtrahiert.

2.5.4 Fouriertransformierte Infrarot - (FTIR -) Spektroskopie

Bei der Infrarotspektroskopie wird die Absorption von elektromagnetischer Strahlung im

mittleren InfrarotBereich (bei Wellenlangen zwischen etwa &fd 2,5um, entsprechend
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Wellenzahlen von 208000cm™) gemessen, welche spezifische Schwingungsiibergange von
Molekulbindungen induziert. Die Fouriertransformierte-SRektroskopie wird verwendet,
um ein deutlich verbessertes SigRauschVerhaltnis bei kurzer Messzeit zu ermdglichen.
Mit Hilfe eines Michelsorinterferometers wird dabei ein Interferogramm erzeugiches

durch anschlielRende Four€ransformation in ein Spektrum umgerechnet wird.

Im Fall von Proteinen kann die FT48pektroskopie Informationen tber die Sekundarstruktur
liefern. Auch die Zuordnung einzelner Aminosaurereste zu bestimmten Konformatsbnen
teilweise mdoglich(Papadopoulo®t al, 2007. Der Hauptanteil des Spektrumsrd durch
Schwingungmoderdes Polypeptidriickgrads erzeugt, welches neun charakteristische Banden
aufweist (AmidA und B sowie Amid-VIl) (Krimm & Bandekar, 1986 Zur Bestimmung

der Sekundarstruktur werden meist die Ariidnd |- Bande herangezogen, da hier fur
verschiedene Sekundarstrukturen sensitive Schwgegun der Peptgruppe des
Proteinriickgrats auftreten. So wird die AmiBande (bei 1600700cm™) zu 80% durch
Streckschwingungen der Carbonylgruppe (C=0) hervorgerufen. Die WBiande (1500
1580cm™) hingegen représentiert Biegsowie Streckschwingngen von NH bzw. N-Cy
Bindungen. Die Starke der bei den verschiedenen Sekundarstrukturen ausgebildeten
Wasserstoffbriicken beeinflusst die Intensitat und Schwingungsfrequenz-Banéen und
ermdglicht somit die Zuordnung spezifischer Absorptionsbereice individuellen

Sekundarstrukturen.

FTIR-Spektren von Spinnenseidenfiimen wurden auf demt Trockenluft gespulten
GermaniuraKristall eines Bruker Tensor 27 {Bpektrometers im ATRModus @ttenuated

total reflectance abgeschwachte Totalreflexipnaufgemmmen. Dabei wurden jeweils
100Einzelmessungen im Spektralbereich zwischen-4@Wcm™ mit einer Auflésung von

2cm’ zu einem Spektrum addiert. Die erhaltenen Spektren wurden einer atmospharischen
Kompensation durch die Software Opus @Euker OpticsCorp.) unterzogen, um ein jeweils

aufgenommenes Hintergrundspektrum korrigiert und gegebenenfalls Grundtlomrenert.

2.5.4.1 Fourier-Selbstdekonvolution (FSD)

Zur quantitativen Analyse der AmieBande wurde eine Fouri&elbstdekonvolution (FSD)
nach dervon Huetal. fur Filme ausB. mori Seidenfibroin beschriebenen Vorgehensweise
durchgefuhrt(Hu et al, 2006. Alle Schritte erfolgten dabei mittels der Opus 6.5 Software
(Bruker Optics Corp. Das Grundlinierkorrigierte und geglattete Spektrum (Gber 9 Punkte
wurde einer automatischen FSD unterzogen, wdblgiende Parametergewahlt wurden
LorentzFit, Rauschunterdriickun@,3, Bandenweite23-26. Dabei wird das Interferogramm

bei grol3en Spiegelauslenkungen starker gewichtet, was zu einer hoheren Feindesiktu
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Spektrums mit scharferen Banden fuhrt. Das erhaltene Spektrum wurde mit Hilfe von Gauss
Oszillatoren aufgelost und aus den normalisierten Integralen der einzelnen Kurven der
prozentuale Anteil verschiedener Sekundarstrukturelemente berechnet. Bhsdebei
individuelle Fits wurden jeweils gemittelt. Die Zuordnung erfolgte anhand folgdratelle

(Hu et al, 2008 Slottaet al, 2006 Tamm & Tatulian, 199)

Tabelle 2.3: Ubersicht charakteristischer Absorptionsbereiche, die bestimmten Proteinsekundéarstrukturen
zugeordnet werden kénnen

Sekwndarstruktur Amid | (cm'?) Amid Il (cm™)
Uhelix 16561663 15401550
b-Faltblatt 16161637 und 1694703 15201530
b-turn (b-Schleife) 16641696

Ungeoraet (fandom coi) 16381655 15201545

Sonstiges (Tyr, Arg Seitenketten, Aggregate 16051615

2.5.4.2 Polarisierte FTIR-Spektroskopie

Durch zusatzliche Verwendung von Polarisationsfiltern kann zudem die Ausrichtung
bestimmter Ubergangsmomentindungen in der zu untersuchenden Probe analysiert
werden. Entsprechende Messungan rekombinanta Spinnenseideilimen wurden in
Kooperation mit Roxana Ene, AG Prof. Friedrich Kremer, Institut flir Experimentelle Physik
der Universitat Leipzig, durchgefuhrt. Zuséatzlich wurde der Einfllissarer, externer
mechanischer Belastung auf die Orientierung bestimmter Bimsungtersucht. Hierzu
wurde der inAbb. 2.3 gezeigte Messaufbau verwenddty bereits in mehreren Publikationen
der Arbeitsgrupp€Eneet al, 2009 Papadopoulost al, 20093 prasentiert wurde.

Detektor

Mikrometer-
schraube

Rotierender
Polarisator

Abb. 2.3: Verwendeter Messaufbau zur Messung von pataten FTIRSpektren bei gleichzeitiger linear
mechanischer Belastung von eADF4(GE@men. (Erklarung s. Text)
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Spinnenseidenfilme wurde dazu in Streifen ved m Breite geschnitten und mit einem
Zweikomponenten Epoxileber an der Apparatur (s.Abb. 2.3) befestigt. Mit Hilfe
angebrachter Mikrometerschrauben wurde der Filme schrittweise ge@®bimtittweite
~0,5%). Die dabei aufgewendete Kraft wurde mit ein®urster 841110 Kraftsensor
(Burster GmbH max. 10N) detektiert. Nach Relation der Probed. h. ab Erreichen eines
Plateaus in der Kraftkurve (nach etwari) wurden TransmissiorsTIR-Spektren mit
einemVarian FTS6000 FTIR Spektrometer, ausgestattet mit einem UMA 500ikKRyskop
und einem photovoltaischen MEetektor (KMPV50, Kolmar Technologigs auf
genommen. Es wurden 1024 Einzelspektren zwischen 750 und cBO0Gmit einer
nominellen Auflésung von ém™* akkumuliert. Ein motorbetriebener KRBIR-Polarisations
filter diente zur Aufnahme von HSpektren bei Polarisationswinkeln zwischen 0° un@®18
(Schrittgrol3e 13.

2.5.4.3 Auswertung

Der Effekt der angelegte@ugbelastung wurde fiir die Absorptionsbande b&64cm™
anal ysiert, w e FStrukter zuReotdryet wesdeni kaifRapaopouioset al,

2007). Extern aufgebrachte, lineare mechanische Belastung kann bis auf Molekilbindungen
wirken, wasi je nach Eigenschaften der jeweiligen Schwingungeru Anderungen der
Form und Frequenzlage der zugehérigerAlisorptionsbande fluhremann (Papadopoulost

al., 2007 Schwabl, 2002 Dementsprechend wurde die Lage des Absorptionsmaximums
analysiert und al gspgdari jdwkilgeneWweltenzahl von der des Maxims vor

Belastung angegeben

Als zweiter Parameter wurde aus den bei verschiedenen Polarisationswinkeln auf
genommenen Spektren ein Or dnRolpapsinpAbsoptiorest e r
bande) bestimmt.

Grundlage dafur ist, dass anisotrope Matiema eine richtungsabhangige Dipmbment
anderung einzelner Schwingungen zeigen. Somit variiert die Absorption bei verschiedenen
Polarisationswinkeln, woraus sich auf die Orientierung der jeweilig angeregten Bindung
schlieRen lasst. Bei Polarisation sesttt zu der Ausrichtung der Ubergangsmomente kann
beispielsweise keine Absorption erfolgen. Diese Abhangigkeit kann mit der folgenden

Gleichung bschrieben werden:

0 — GEPT DEH— pm i Q& (Gl. 2-11)
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Dabei entsprechen ,Aund A, den Absorptionswerten bei Polarisation parallel (x) bzw.
senkrecht (y) zur Richtung der definierten

Polarisationswinkel (relativ zur-Achse).

Der molekulare Ordnungsparametef®Sbeschreibt die Ausrichtung unden Grad der
Orientierung einer Schwingung. Dieser wird bei zylindrischer Probengeometrie mit folgender

Gleichung bestimmit:
Y — (Gl. 2-12)

Sind alle Ubergangsdipolmomente entlang dekckse ausgerichtet, ergibt sich darais
Wert S = 1. Isotrope Proben hingegen sind durch einen Wert von 0 gekennzeldeget.
der Wert zwischen 0 und,5, sind die Schwingungen senkrecht zu#chse ausgerichteDa
die analysierten Filme eine abweichende Geometrie aufwiesen, sinthalteren 3°-Werte

als Naherungen zu verstehen.

Zur Berechnung von "' sowie des Absorptionsmaximsnder Bande bei etwa 96
wurde eine gerade Basislinie (zwischen rechtem und linkem-Meakhum) abgezogen und
die Absorptionsbande durch Gaiusss beschrieben. Dies wurde mit Hilfe eines von Dr.
Perikles Papadopoulo$nétitut fir Experimentelle PhysikJniversitat Leipzig, jetzt: Max
Plancklinstitut fur Polymerforschung, Mainz) entwickeltégorithmus fir alle Polasa

tionswinkel bei den einzekn Dehnungsschritten berechnet.

2.5.4.4 Temperaturabhangige FTIR-Messungen

Temperaturabhangige Strukturuntersuchungen der Filme wurden auf zwei Arten
durchgefiihrt. Einerseits wurden die Proben fur-820nin in Glaspetrischalen bei
verschiedenen Temperaturen ime®finkubiert und zu verschiedenen ZeitpunktedR-T
Spektren im ATRModus (Bruker Tensor 27 HSpektrometer) aufgenommen. Andererseits
wurden Filme in einer temperierbaren Kammer, welche kontinuierlich mit Stickstoff gespult
wurde, direkt in de Strahlengag des Varian FTS6000 FTIR Spektrometer platziert
(durchgefihrt wiederum in Kooperation mit Roxana Ene, Universitat Leipzig). Die
Temperatur wurde dabei in 2Q Schritten bis auf 280C erhoht und anschlieRend wieder
schrittweise auf 30C abgekuhlt. Beigdem Schritt wurden Transmissionsspektren mit einer

Akkumulation von 518pektren und einer nominellen Aufldsung voord® aufgenommen
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2.6 Mikroskopische Methoden

2.6.1 Lichtmikroskopie

Lichtmikroskopische Analyse wurde zur Uberprifung tkorphologieeukaryotisckr Zellen
eingesetz(s. 2.8) Hierbei wurde eirlLeica DMIL LED Mikroskop mit Phasenkontrast und
Modulationskontrast verwendet, die Aufnahmen erfolgtah einer DFC 295 Farbkamera
(Leicad). Des Weiteren wurde die Dicke von Filmen zur mechanischen Analyse -licht

mikroskopisch bestimmt.

2.6.2 Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Die Rasterkraftmikroskopie (AFM) wurde verwendet, um die Oberflache der verschiedenen
Spinnenseidenfilme abzubildeBei dieser Methodevird die Probenoberflache mit einer an

einer Blattfederdem sog.Cantilever befestigten, feinen Spitze Zeile fir Zeile abgetastet.
Relevant sind dabei sowohl anziehende als auch abstoRende Krafte zwischen der Spitze und
der ProbgBinnig et al, 1989. Die relative Bewegung zwischen Spitze und Probe wird Uber
Piezo-Stellelemente realisiert. Wahrend des Scannens Uber die Probe wird die Auslenkung der
Nadel durch die Reflexion eines Lasers detektiert und in ein Signal verwandelt. Dieses Signal
wird wiederum verwendet, um den Abstand der Probenoberflache zur sitilpaler Spitze

mit Hilfe des so genannten-Riezokristalles zu korrigiereer daraus bestimmte Weitir

den ZPiezo (Hb6he) kann wie die Auslenkung abgebildet werden und vermittelt so einen

optischen Eindruck von der Probe.

Es gibt verschiedene Methadelie Probe abzutasten. BelontaktModus €ontact mode

steht die Spitze mit konstanter Kraft in standigem Kontakt zur Probenoberflache. Bei dem in
dieser Arbeit verwendetetapping modewird die Spitze an einem oszillierend@antilever

Uber die Probedwegt. Die Spitze steht hierbei nicht in standigem Kontakt mit der Probe, was
meist zu einer hoéheren lateralen Auflosung und weniger Beschadigung der Probe fihrt
(Garcgn& P®ez, 2002).

Die zu untersuchenden Filme wurden aus demeiligen L&sungsmittel auf Polystyrol
(Petrischalen) sowie Teflon und Glas gegossen (Bd.5Protein/crf), bei kontrollierter
Luftfeuchtigkeit von 3®6 UN getrocknet und anschlieRend der jeweiligen Nachbehandlung
unterzogen (ebenfalls UN). Die ARMufnahmen erfolgten an getrockneten Filmen an Luft
mit StandareSilicon-Cantileven bei einer Aufnahmegeschwindigkeit von €144z an einem

Dimensiod™ 3100 ausgestattet mit Nanoscope IV SPM Controlleeto Instrument Inc
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Zur 3D-Darstellung der Aufnahmen wee zur Ermittlung demittleren Rauheit R, und der
Rautiefe wurde die Softwaléanoscope 6.14rMgeco Instruments Ifjoverwendet. Pro Film
wurden mehrere Scans mit Flachen zwischemi und 1600um? an 3-5 zufallig gewahlten,
unterschiedthen Stelleraufgenommen. Zur Bestimmung der Rauheitswerte wurden mehrere
Ausschnitte (mit bzw. 25pum?) gemittelt. Diemittlere Rauheit R entspricht dabei dem
arithmetischen Mittel der Abweichungdes einzelnen Messpunktgsen der Mittellinie,
wéhrend die Rautfe den maximalen Abstand zwischen hdchsten und niedrigstekt Ben

untersuchten Flache abgi

2.6.3 Transmissionslektronenmikroskopie (TEM)

Zur Detektion gekoppelter NanogeRhrtikel auf Spinnenseidenfilmewurden diese wie
unter 24.6.2 beschrieben auf Goldhez ¢ hggidsi, 40@mesh Plano) prapariert und mittels
Transmissionsel@ronenmikroskopie (TEM) analysiert. Dabei wird die Probe von Elektronen
durchstrahlt und auf einem Leuchtschirm bzw. Film abgebildet. Die Messungen erfolgten an
einem 100CX Trarsmissionselktronenmikroskop Jeol) bei einer Anodenspannung von
100kV und wurden freundlicherweise von Bettina Richter (AG Prof. Johannes Buchner,
Lehrstuhl fur Biotechnologie, TU Miunchen) durchgefihrt.

2.6.4 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Mittels Rasterelekonenmikroskopie (REM) kann ein plastisches Abbild einer Proben
oberflachelber einen weiten Vergrol3erungsberemit hoher Tiefenscharfe und erhalten
werden. Das Messprinzip beruht auf einem fein gebilndelten Elektronenstrahl, der Zeile fur
Zeile Uber dieOberflache einer Probe gefuhrt wird und im Hochvakuum mit dieser
wechselwirkt. Dabei kdnnen verschiedene Signale mit unterschiedlichem Informationsgehalt
detektiert werden. So liefern Sekundéarelektronen, welche durch den auftreffenden
Elektronenstrahl auder Probenoberflache herausgeschlagen werden, Informationen tber die
Topographie der untersuchten Oberflache. Zurlckgestreute Elektronen hingegen haben
hohere Energie und bilden hauptsachlich Unterschiede der Materialzusammensetzung
(hinsichtlich der Ordangszahlepab.

Zur Analyse biologischer Proben werden diese durch Aufdamgfauitérr) einer Schicht

aus typischerweise Kohlenstoff, Gold oder Platin leitfAhig gemacht. RlktEonen
mikroskopischen Aufnahmen von mit Gold bedampften Spinnenseidenfi{gegossen auf
Polystyrol) wurden am Lehrstuhl Metallische Werkstoffe der Universitat Bayreuth an einem
1540EsB Cross Beam Rasterelektronenmikrogigagisg von Claudia Blim sowie Hendrik
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Bargel, beide Lehrstuhl Biomaterialien, Universitat Bayreathgdertigt. Die Beschleuni-

gungspannung betrug typischerweis® RV bei einem Arbeitsabstand vors4dnm.

Um die Adhéasion und Morphologie von Zellen auf Spinnenseidenfilmen zu untersuchen,
mussten die Zellen zunachst fixiert werden. Die Probenpraparmatiolyte in Zusammen
arbeit mit Dr. Rainer Detsch am FriedrBlaurForschungsinstitut (FBI) fur Biomaterialien

der Universitat Bayreuth. REMufnahmen wurden freundlicherweise von. Bainer Detsch

sowie Andreas Schmidt (Lehrstuhl Biomaterialien, Univatdayreuth) angefertigt.

Nach zweimaligem Waschen in PBS wurden die Proben zuné&chst 4 GJttaraldehye
Lésung in PBS (mehrere Stundamd anschlieBend furHin 0,3% Glutaraldehyd, 0,
Natriumcacodylat, 3% Paraformaldehyd fixiert. Nach Dehydrigr der Proben in einer
aufsteigenden AceteReihe (30100% Aceton) wirden die Proben KritiseRunkt
getrocknet. Hierbei wird das Aceton schonend durch tberkritisches@Stituiert(Bozzola

& Russell, 1999 Anschlief3end konnten die Proben mit Kohlenstoff und Gold bedampft und
rasterelekibnenmikroskopisch (bei Beschleunigungsspannung zwischebb kW) unter

sucht werden.
2.7 Materialanalytische Methoden

2.7.1 Thermogravimetrische Analyse (TGA)

Um die thermische Bestandigkeit der Spinnenseidenfilme zu untersuchen, wurden sie einer
thermogravimetrideen Analyse (TGA) unterzogen. Bei dieser Methode wird als Messgroi3e
die Massednderung der Probe in Abhangigkeit der Temperatur und der Zeit bestimmt
(Ehrensteiret al, 1998. Vorgange wie Verdampfen, Sublimation oder Zersetzung der Probe
fuhren dabei zeinem Gewichtsverlust, wohingegen aus chemischen Reaktionen (Oxidation)

oder Adsorgbn eine Massezunahme resultieren kann

Die Messungen wurden am Lehrstuhl fur Polymere Werkstoffe der Universitat Bayreuth von
Ute Kuhn an einem TGA/SDTA 861e Thermograeter Mettler Toledd durchgefiihrt. Die
Messgenauigkeit der Mikrowaage liedtier bei 1pg. 35mg des jeweiligen unter
kontrollierter Luftfeuchtigkeit hergestellten Films wurden in einen Aluminiumdietel
eingewogen und anschlielBend mit einer konstarttleizrate von 10C/min auf 800°C
erhitzt. Um Oxidationsvorgdnge zu verhindern und die Vergleichbarkeit der Messung mit

DSGUntersuchungen zu gewahrleisten, wurde der Ofen mit Stickstoff gespit/(Bhh).

Das gemessene Gewicht der Proben wurde jewelativ zum Ausgangsgewicht in % ange

geben. Der Beginn einer Temperaturabnahme wurde durch den Schnittpunkt der jeweiligen
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Tangenten bestimmt. Als Temperatuy @iner Masseabnahme wurde diejenige Temperatur
angegeben, bei der 80 des jeweiligen Gewichterlusts auftreten. Die Messwamgaller

Filme wurde als Duplikat (teilweise als Triplikat) durchgefuhrt.

2.7.2 Dynamische Differenzkalorimetrie (DSC)

Die dynamische Differenzkalorimetriedifferential scanning calorimetryDSC) dient der
Bestimmung der belUmwandlungsprozessen freiwerdenden oder verbrauchten Energie.
Gemessen wird der Warmestrom Qy d. h. die Warmemenge pro Zeiteinheit und Masse, in
Abhéangigkeit der Temperatur und Z@ghrensteiret al, 1999. Hierzu werden die Probe und

eine Referenz dweiner warmeleitenden Tragerscheibe in einem Ofen erhitzt. Finden in der
Probe endotherme bzw. exotherme Prozesse statt, so resultiert dies in einer Differenz der

Temperatur bzw. des Warmestroms gegeniber der Referenz.

Zu den endothermen Vorgangen zah&ehmelz und Verdampfungsprozesse sowie Glas
Ubergange. Letztere erzeugen typischerweise einen endothermen Versatz in der Messkurve.
Exotherme Signale hingegen werden beispielsweise durch Kristallisation oder Zersetzung

hervorgerufen.

Die Messungen wurdesn einem DSC/SDTA 821e SysteMd(ttler Toled9, ausgestattet mit
einer keramischen Sensorplatte mitfa6hem AuAuPd Temperaturfihler, am Lehrstuhl far
Polymere Werkstoffe (Universitat Bayreuth) von Ute Kuhn durchgefuihrt. Die Proben wurden
in verschlieBare AluminiumTiegel eingewogen (8 mg) und unter Stickstoffatmosphare
(20ml/min) mit einer Rate von 8C/min aufgeheizt. Als Referenz diente ein entsprechender
leerer Tiegel. Die Proben wurden entweder kontinuierlich votC2auf 400°C oder zyklisch
erhitzt, um bestimmte Prozesse besser aufzulésen. So wurde zunéchst dfethibzt, um
freies Losungsmittel zu verdampfen, und nachniiQutiger Isotherme auf40°C gekihilt.
Optional schloss sich daran ein weiterer Heizschritt bis°€2@n, bevor naclerneutem
Abkuhlen der Probe au#20°C bis auf 400C geheizt wurde. FUr jede untersuchte
Filmvariante wurden -3 unabhangige Messungen durchgefuhrt. Zur Auswertung der

erhaltenen Messkurven wurde eine Basislinie subtrahiert.

2.7.3 Zugmessung

Zur Bestimmung mehanischer Eigenschaften der Filme wurde Zugversuche durchgefihrt.
Die Messung erfolgte an Lufil. h. mit trockenen Filmen, welche unter kontrollierten
Bedingungen (306 relative Luftfeuchtigkeit) hergestellt wurden, bei einer Luftfeuchtigkeit
von 41+1% und 20+1°C. Die Filme wurden mit einem Skalpell oder einer scharfen

Rasierklinge in Streifen von EB5mm x 20 mm geschnittenUm Verletzungen der Probe
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durch das Einspannen in die Klemmbacken der Zugmaschine zu vermeiden, wurden die
Filmstreifen mitHilfe eines ZweikomponenteBpoxy-Klebers auf Probentrager aus stabilem
Papier befestigtAbb. 2.4 a).

Die Aussparung des Probentragers betrughr@ was der Anfangsmesslange entspricht. Fur

die Messung wurde der Probenhalter in den Klemmbacken eines Universal Tester 5565
(Instron) befestigt, der Papiersteg vorsichtig durchtrennt und anschlieend die Probe durch
einen Motor mit einer konstanten Geschaligkeit von 0,2nm/min auseinander gezogen.

Die dabei aufgewendete Kraft wurde mit einer Krefsslose mit einer Maximalbelastung

von 10N gemessen, deren Abwei chu©8% betmug. Diel ev a
gemessene Kraft wurde auf den Querschuhdtt jeweiligen Probe bezogen und somit als
Spannung gegen die Dehnung (Langenanderung relativ zur Anfangslange) aufgetragen. Um
die dafur bendtigte Dicke der Filme zu bestimmen, wurde diege auch die genaue Breite

des Streifens fir jede Probe lichtmkroskopisch bestimmt. Die Dicke der Filme variierte

v. a. bei Streifen, welche aus dem Randbereich des urspriinglich gegossenen Films stammten,
wahrend sie in den Ubrigen Streifen nur geringe Abweichung zeigte und bei dem Grol3teil der

untersuchten Probemvischen 1012 pym lag.

a) b)

Zugfestigkeit
------------------------------------ ReilRen

-
N

Pa)

-

Spannung o (M

Linear- Plastische Deformation

elastisch

Dehnung € (%)

Abb. 2.4: Probenpraparation (a) und typisches SpanmDemungsDiagramm (b) des Zugversuchs an
rekombinanten Spinnenseidenfilmeik: E-Modul (Steigung im lineaelastischen Bereich)Spannung:
Kraft/Querschnittsflache; Dehnung: Langenénderung/Anfangstéagé

Aus den typischerweise erhaltenen SpannibgjsnungsDiagrammen Abb. 2.4 b) wurde
die Zugfestigkeitd. h.die maximal erreichte Spannudgsowie die Bruchdehnung ermittelt.
Aus der Steigung im lines| asti schen Bereich wurde der

berechnet, welcher ein Mal3 fiir die Steifigkeit der Probe darstellt.

Filme, die bei mikroskopischer Betrachtung vor der Messung Verlgeéruaufwiesen oder
die wahrend der Messurg B. an der Klemmbacke rissen, wurden aus der Auswertung

ausgenommen, so dass pro Filmtyp (Losungsmittel, Nachbehandlungsmethode) die Werte aus
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8-14 Einzelmessungen gemittelt wurden. Im Fall MethdmeblandelteHFIP-Filme lag die
Zahl aufgrund der hohen Bruchigkeit nur bei 5 Proben.

Die Messungen wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Rainer Gikeabor fir Polymer

verarbeitung, Makromolekulare Chemie |, Universitat Bayredtinghgefuhrt.

2.7.4 Dynamisch mechanische Analys(DMA)

Bei der dynamisch mechanischen Analyse (DMA) wird die Probe einer sinusférmigen
dynamischen Belastung ausgesetzt, welche in Abhéangigkeit der Temperatur, Frequenz
und/oderder Zeit beobachtet wirdEhrensteinet al, 1999. Messgrof3en sind dabdie
Amplitude der auf gewendeten Kraft und der Ve
beider Schwingungepb. 2.5). Rein elastisches Verhaltah,h. keine Verschiebung, tritt in

der Regel bei Festkorpern auf. Ein Phasenwinkelvan2 = 90A kennzeichnet
Verhalten. Visko-elastische Materialien schlie3lich zeigen Winkel zwischen beiden

Extremen.

Aus den Messungen lasst sich demplexe Moduli bei Zugbelastung der Elastizitats

moduli bestimmen. Er setzt sich zusammen aus dem Realteil, dem Speichermodul E°, und

dem Imaginarteil, dem Verlustmodul E™". Der Speichermodul ist ein Maf3 fur die Steifigkeit

bzw. Festigkeitdes Materialsund entspricht der elastisch gespeicherten Energie. Der
Verlustmodul hingegen spiegelt dimwiederbringlich in anderer Form abgegebene Engergie

wie z.B. Warme oder plastische Verformung, wider. Als MalR fur das Verhéltnis beider
Komponenten dient der Mestfaktortani . Messt echni sche Vorausset z

Probe im lineakelastischen Bereich beansprucht wird.

a) b)
— Spannung o

o — Verformung &

o | _Ofen

=

S . Filmzug-
£ klammer
Q

2 4

)

1]

c

3>

c

c

©

n . . .

wn Sinusférmige

Belastung

Abb. 2.5: (a) Sinusférmige Schwingung (Spannung) und Antwortsignal (Verformung) e#eslastischen
(grau), rein viskosen (rot) bzw. visla@astischen (grin) Materialgl: Phasenwinkel. (b) Schematischer
Messaufbau der DMA. Filmstreifen wurden in eine Filmzugklammer eingespannt, wobei der untere, bewegliche
Teil die Probe mit einer konsteen Amplitude bei vorgegebener Frequenz beansprucht. Der Messaufbau
befindet sich in einem Ofedje Heizrate betrug °C/min.
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Zur Analyse wurden die Filme in Streifen mi2Imm Breite geschnitten und in die Filmzug
Klammer einer DMA 2980TA Instrumerd) eingespanntAbb. 2.5b). Zunachst wurde ein
Frequenzdurchlauffiequency swegpdurchgefiihrt. Bei Frequenzen < 4%z wurde ein
FlieRverhalten beobachtet, wahrend sich ab etkla &eine signifikanten Anderungemehr
ergaben. Dementsprechend wurden die folgenden temperaturabhéngigen Messungen bei
1 und 5Hz durchgefuhrt. Um die Filme zu strecken und in geringe Vorspannung zu bringen,
wurde eine statische Anfangskraft von B%&ngelegt. Die Amplitude der Auslemkg wurde

auf 0,080,1% der bestimmten Anfangslange festgesetzt. Mit Hilfe eines Ofens, welcher den
Messaufbau umgab, wurde mit einer konstanten Heizrate vQ@indn auf 300°C geheizt.

Fur alle Filme erfolgte eine Zw4izw. Dreifachbestimmung. Die zuruBwertung benétigte
Filmdicke wurde fir jeden Streifen individuell bestimmt. Die Messungen erfolgten am
Lehrstuhl furWerkstoffverarbeitung der Universitat Bayreuth

2.7.5 Kontaktwinkelanalyse

Die Methode der Kontaktwinkelanalyse ermdglicht die Bestimmung derfl@bhenenergie

fester Materialien. Um Aussagen Uber die Hydrophobizitat der Filmoberflachen zu treffen,
wurde in dieser Arbeit der Benetzungswinkel mit Wasser (liegender Tropfen) gemessen.
Hierzu wurde am Ende einer Kanile, welche senkrecht Gber dentetsuchenden Probe
angebracht war, ein Tropfen erzeugt. Die Probe wurde mit Hilfe eines Tragertisches nach
oben gefahren, um den Tropfen von der Kanile abzunehmen. Mit einer Kamera wurde das
Bild des Tropfens sofort nach dessen Absetzen auf der Oberflféshgehalten. Die
Auswertung des Kontaktwinkels erfolgte nach Setzen einer Basislinie an der Grenzflache

zwischen Tropfen und Oberflache mittels LapiaringFit.

Als Kontaktwinkeld wird der Winkel zwischen dem Rand des Meniskus des Tropfens und
der Grazflache fesflissig bezeichnet. Betrachtet wird dabei der Dreiphasenpunkt, in
welchem die Phasen gas/flissig/fest aneinandezgnenand im Gleichgewicht steh@dwok

& Neumann, 199P Die Summe aller angreifenden Kréafte muss an diesem Punkt gleich Null

sein und es ergibt sich die You@leichung

v wh wi AT-O (Gl. 2-13)

mit Us,g Oberflachenspannung der festen Phase
0;s: Oberflachenspannung der flissigen Phase
014 Grenzflachenspannung zwischen beiden Phasen

Die Messungeerfolgten am Lehrstuhl Physikalische Chemie Il der Universitat Bayreuth.
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a)

Olg

b) - O g 0 Ly
L

Abb. 2.6: Kontaktwinkelanalyse. Foto eines TropfensOglo auf einem Methanebehandelten eADF4(C16)
Film auswassrigr Losung gegossexuf verschiedenen Substraten: (a) Glas, (b) PolystmoKontaktwinkeld
und zugehdorige Grenzflachenspannungen (s.-@&8) 2ach Youngdmodifiziert nachvelzenbergeet al, 2009.

-cos 6

2.8 Zellkulturtechniken

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Zellen der Linie MCEHB (s. 2.1.3.2 verwendet. Dabei
handelt es sich uimurine embryonale Zellen der Schadeldecke, welche fibroblastenartig
sind, aber auch zu Osteoblasten differenzieren kéribas.Wachstum erfolgt adharent als

Monolage.

Alle Zellkulturarbeiten wurden an einer Sicherheitskbank (Klasse 2HeraSafe KS
Thermo Scientificunter sterilen Bedingungen ausgefiihrt. Zentrifugationsschritte wurden bei
01000 rpm und RT durchgefiihrt, alle verwendeten Lésungen @ 8@rgewarmt.

2.8.1 Auftauen, Kultivierung und Einfrieren von Zellen

Die Lagerung der Zellen erfolgte bdi96°C in flissigem Stickstoff. Aus Kultur kommend,

wurden sie nach Zentrifugieren fim@in zu einer Dichte von £ 10’/ml in Einfriermedium

resuspendiert. Hierzu wurde dem Medium DMEPI(| becc o 6s Mi niiumga | Essel
20 % fotales Kalberserum KS) sowie 1% DMSO zugesetzum intrazellularer Eiskristall

bildung entgegenzuwirken. Alternativ wurde ein Fertigprodukt mit d&hnlicher Zusammen

setzung Gibco) verwendet. Nach Uberfilhren der resuspendierten Zellen in teiiles

Kryogefal wurden sie UN in einem mit Isopropanol gefiillten EinfriergefaR-8fiC

gelagert. Der Alkohol gewahrleistet dabei eine langsame Abkihlung (@/niin.

Anschlie3endvurden sie in fllissigen Stickstoff Gberfuhrt.

Um bei-196 °C gelagerte &len in Kultur zu nehmen, wurden sie im Wasserbad (b&C37
aufgetaut undziigig mit PBS verdinnt, um im Einfriermedium enthaltenes DMSO zu
verdunnen. Nach Pelletieren durchl®minitige Zentrifugation wurden die Zellen im
Kulturmedium resuspendiert uma Zellkulturflaschen ausgesat (Inhalt einesllKryogefafl’

pro 25cnt Wachstumsflache).
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Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 3 und 5% CO, in gesattigter Wasserdampf
atmosphare. Da es sich um adharent und in Monolage wachsende Zellen handeit, siur

bei Erreichen von 790% Konfluenz passagiert. Nadintfernen von Serumrickstanden
durch Waschen mit PBS wurden die Zellen mit einer O®Hen Trypsin/EDTALGsung
(Invitrogen fur 2-5 min bei 37°C abgel6st, die Reaktion durch Zugabe von Kultamam
(3-5-facher Uberschuss) gestoppt, die Zellen nach Zentrifugation auf neue Zellkulturflaschen

verteilt und mit frischem Medium aufgefillt. Gesplittet wurde dabei im Verhéltnis 1:3 bis 1:5.

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde ein Aliqudellen mit TrypanblauLdsung (0,3% in

PBS) versetzt und mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer ausgezabhit.

Kulturmedium: DMEM (Dul becco6s Mini mal Essential Medium
10% FKS (fotales Kalberserum)
1 % Penicillin/StreptomycirLdsung (Endkonzentration 1@0'ml Penicillin,0,1 mg/ml
Streptomycin)

PBS: DPBS Dulbecco's PhosphatBuffered Salingohne Kalzium und Magnesium

2.8.2 Vitalitats -Test WST (water soluble tetrazoniupal

Zur Bestimmung der Vitalitat der Zellen nach Aussaen undltiferung auf
Spinnenseidenfilmen wurde dertditatstest WST1 (Roch@ verwendet. Das Prinzip dabei

ist die Umsetzung des Tetrazoniumsalzes W$4-[3-(4-lodophenyl)2-(4-nitrophenyl}2H-
5-tetrazolio}l,3-BenzotDisulfonat) durch das Enzym mitochondriale Succihetrazolium
Dehydrogenase zu waskrslichem Formazan. Dies geht mit einem Farbumschlag der Lésung
einher (von rétlich nach orange), dphotometrischdurch Messung der Absorption bei
450nm quantifiziert werden kanrDa das Enzym aus der mitochondrialen Atmungskette
stammt, gibt der Test uskunft Uber die Mitochongknaktivitatder Zellen, was als ein Mal3

fur deren Vitalitat verwendet wird

Die Messung erfolgte in 9@&ell-Zellkulturplatten. Vor der Analyse wurde das alte Medium
vorsichtig abgenommen, 1Q0 frisches Medium und 10l WST-1 Losung zugegeben. Nach
3-4 h Inkubation bei 37C erfolgte die Absorptionsmessung bei 450 mit einemMithras

LB 940 Platereader(Berthold Technologiés Als Referenz wurde der Absorptionswert bei
630nm abgezogen und alle Werte um die Absorption eMegativkontrolle korrigiert,
welche einen entsprechenden Film, Medium und Y¥¢Santhielt, jedoch keine Zellen. Alle

Messungen wurden in Vierfachbestimmung durchgefihrt.

2.8.2.1 Filmpraparation

Die zu untersuchenden Filme wurden direkt aus der jeweiligen Losuoigi(fkonzentration

3mg/ml; Filme 0,15mg/cnf) in unbehandelte Zellkulturplatten (fir Suspensionszellen,
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Sarstedt Material: Polystyrol) gegossen und nach Trocknung UN mit der jeweiligen Losung
nachbehandelt. Bei nachtraglicher Kopplung des zyklischen-R&ilids c(RGDfK) wurde
die Reaktion wie unte2.4.6.2 beschrieben durchgefihrt.

Vor Aussaden der Zellen wurden die Filme zweimal mit PBS und einmal mit

Zellkulturmedium gewaschen, um Rickstande der Losungsmittel zu entfernen.

2.8.2.2 Adhasionstest

Zur Bestimmung deZelladhasion, welche in den ersten Stunden nach Ausséen stattfindet,
wurden 4x 10* Zellen prowell in 96-well Zellkulturplatten mit dem jeweiligen Film gegeben.

Da im Serum enthaltene Komponenten die Adhasion beeinflussen und so die Aussage Uber
die direkte Interaktion der Zellen mit den Seidenfilmen verfalschen kénnen, wurde der Test in
Medium mit bzw. ohne Zusatz von FKS durchgefihrt. In diesem Fall wurde dem Medium
1% HSA (humanes Serumalbumin) zugesetzt. Die Anzahl der fest adhéarierten Zellen wurde
nach vierstiindiger Inkubation bei 3Z bestimmt. Hierzu wurde der Uberstand abgenommen
und zweimal mit PBS (je 20@) gewaschen, um lose Zellen zu entfernen. Anschliel3end
wurden 10Qul frisches Medium zugesetzt und der Vitalitatstest \WlSAurchgefuhrt.

2.8.2.3 Proliferationstest

Die Proliferation der Zellen auf verschiedenen Filmen wurde Gber mehrere Tage verfolgt. Die
Anfangszellzahl betrug $10° Zellen prowell. Nach jeweils 4& wurde das Medium
gewechselt, wobei aufgrund der langen Inkubationsdauer nuurdas 28.1 angegebene
Zellkulturmedium mit FKS verwendet wurde. Nach verschiedenen Inkubationszeiten wurde

die Zellvitalitat mittels WSTL Assay bestimmt.

Als Kontrollen fur den Adhasiorsowie Proliferationstest dienten unbeschichtete Zellkultur
platten in welche die Filme gegossen wurdéno.) als Negativkontrolle sowie fir gute

Zelladhasion optimierte Zellkulturplatten (Nuncl8hNund als Positivkontrolle.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung von eADF4(C16) Filmen

Um Spinnenseidenfilmals Materialienfiir konkreteAnwendungen eisetzen zu kénnerist
zunéachst ihreCharakterisieung notwendig Fur Seidenfolienaus Fibroin, dem Seidenprotein
des MaulbeerspinneBombyx motiwurde bereits beschrieben, dass verschiedene Parameter
bei der Filmherstellungdie Eigenschaften des daraus resultierenden Fitresinflussen
konnen(Murphy & Kaplan, 2009Jin et al, 2005 Lawrenceet al, 201Q Lu, 2009 Hardy et

al., 2008 Vasconcelo®t al, 200§.

Die in der vorliegendenArbeit verwendeten Filme aus dem rekombinanten Spinen
seidenprotein ADF4(C16) wurden durch GieRReginer Proteinldsung aufinterschiedliche
Substratéhergestellt. Durch Abdampfen des Losungsmittels entsteht dabei ein in sich stabiler,
transparenter undabhangig von der Dicke}elbsttragender Film, debpei Bedarfvom
jeweiligen Substrat abgezogen werden kabie Dicke des entstehenden Films kann dabei
uber die verwendete Proteinkonzentration bzw. die Proteinmenge pro Flache eingestellt
werden.Optional kann der Filneiner nachfolgenden Behandlung unterzogen werstanie

mit weiteren Molekllen funktionalisiert werdemm bestimmte Eigenschaften anzupassen

oder neue zu erzeugédchemeB.1).

a)
. Evaporation/
GielRen /apo atio Nachbehandlung
\ Filmbildung
o, A A Ablésen
e S N \,g
w |:> W Optional | — Y
- Funktiona-
- Lésungs- - Trocknung - Alkohol lisierung
mittel (Luftfeuchtig- - Salze/ Wasser
keit, Temp. ) - Temperatur
- Substrat
b)

Schema3.1: (a) Herstellung rekombinanter Spinnenseidenfilme. Das geldste Protein eADF4(C16) wurde auf ein
Substrat (standardmafig PolystiyPetrischalen) gegossen. Nach Abdampfen des Ldsungsmittels bleibt ein
Proteinfilm zurtick, der optionalachbehandelt und/oder mit externen Effektormolekilen weiter funktionalisiert
und schlie3lictabgezogen werden kaningegeben sind die bei dem jevigdn Schritt untersuchten Parameter.

(b) Fotographie (links) bzw. rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen (Mitte und rechts) von eADF4(C16)
Filmen.
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In dieser Arbeit wurde der Einfluss des verwendeten Ldsungsmittels, eines Umgebungs
parameters (Luftfeuctgkeit), sowie verschiedener Nachbehandlungsmethoden (Methanol,
Ethanol, Kaliumphosphat und Temperatur) auf verschiedene Eigenschaften der jeweiligen
Filme untersucht. Analysiert wurde die Auswirkung aig Sekundarstruktuder Proteine

sowie auf die therrmische, chemische undhechanische Stabilitdder Filme Ein weiteres
Augenmerk lag auf der Oberflachenbeschaffenheit der Filme. Soweit nicht anders angegeben,
wurden die Filme in Petrischalen (Polystyrol) gegossen. Auf Beschichtung anderer Substrate
wird zudem in Kapitel 3.3 eingegangen.

3.1.1 Analyse der Sekundarstruktur

Viele makroskopische Materialeigenschaften wieB. die chemische und thermische
Stabilitdt sowie mechanische Kenngrol3en lassen sich auitdiesischen Eigenschaften der
Komponenten sowie auf diéerknupfung und Interaktion dezinzelnenMolekiile zuriick
fuhren.Im Falle von aus Proteinen bestehenden Materialien entsglies der Sekundgr
Tertiar- und Quartdstrukturder Proteindzw. itrer hierarchische Anordnung Im Folgenden
wird daher zunéchstder Einfluss verschiedener Prozessparameter (L&suittgl,
Nachbehandlungsmethode uhdftfeuchtigkeit) auf die Sekundarstruktur der Proteine im

Film untersucht.

3.1.1.1 Einfluss verschiedener Lésungmittel

Als Losungsmittel zur Herstellung von Filmen aus Sqideteinenhaben sictHexafluoraso-
propanol (HFP), Ameisensaure (AS), Trifluessigsaure sowie Wassdabliert(Vasconcels

et al, 2008 Zhaoet al, 2003 Ha et al, 2005 Um et al, 2003. Letzteres ist besonders im
Hinblick auf mdgliche Anwendungen im biomedizinischen Bereiot zur Vermedung von
schadlichen Losungsmittebrei der Prozessfuhrungn Interesselin dieser Arbeit wurden als
Lésungsmittel HFIP, feisensaursowie wassrigg Puffefosung(wL) verwendet. Wahrend
das Protein eADF4(C16) direkt in den organischen Lésungsmittelnt geddden kann, ist es
in wassriggn Systemen grof3tenteils unldslich und wurde zun&chst IM 6
Guanidinuimthiocyanat (GAmSCN) gelést und anschlieRend gegen den gewilnschten Puffer
dialysiert. Als Puffersystem kamen &tM Tris-HCI (pH 8) und 5mM NH4HCO; (pH 8) zum

Einsatz.

Obwohl die Sekundarstruktur von Proteindrauptséchlich durchihre Primarstruktur
vorgegeben istAnfinsen, 1973 Anfinsenet al, 1961, konnen sie in Wechselwirkung mit
Losungsmitteln unterschiedliche Konformagmnannehmen.Die verschiedenen Protein
I6sungen wurden mittel€D-Spektroskopiem FernUV Bereichuntersucht. IrPufferlésung
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(wL) zeigt eADF4(C16) CDBSpektren miteinem starken Minimununterhalb von 20@0m,

was typischeweise auf unstrukturierteProteinebzw. Polyprolinll-Helices hindeuté (Abb.

3.1) (Chenet al, 2005 Rathet al, 2009. Die Messkurve nimmt jedoch bereits ab 280
negative Elliptzititswerte an, was adinen gewissen Anteil ab-Helices undb-Faltblatt
Struktur hirdeutet Die Spektren des Proteins ieidlen verwendeten Puffeystemen gleichen
sich und entsprechen dem5mM Natriumphosphat (pH 8Huemmerichet al, 2006. Im
Gegensatz dazu weist das Spektrum des in HFIP geldsten Proteins einen deutlich héheren
Anteil an U-Helices aufworauf diestarker ausgeprag®chulterum 220nm hinweist (Abb.

3.1). Die Sekundarstruktur in Aeisensaure konnte aufgrund der starken Eigenabsorption des

Lésungsmittels nicht ermittelt werden.

deg cm” dmol ™) x 10°
A

mrw
L4
N o
1 1

\ X == NH,HCO, 1
—HFIP

[©]

'

L

=
1

190 200 210 220 230 240 250 260
Wellenlange (nm)

Abb. 3.1: FernUV CD-Spektren voreADF4(C16)in 10mM Tris-HCI (pH 8), 5mM NHHCO; (pH 8) oder
HFIP. Die Proteinkonzentration betr@gM.

Da keine Unterschiede der getesteten Puffersysteme auf die Sekundarstruktur von
eADF4(CL6) in Losung beobachtet wurdand auch erste Untersuchungen an Filmen keine
Auffalligkeiten zeigten, wurdém FolgenderAmmoniumhydrogencarbonadls Puffersystem
verwendet. Im Vergleich zu TrBufferbietet esden Vorteileines fliichtigen Systemsodass

beim Eintrocknen der Losung keine (sichtbaren) Salzkristalle zueiblebl

Die Analyse der Sekundarstruktuon rekombimnten Spinnenseidenfiimesrfolgte mittels
Fouriertransformierter Infrarotspektroskopie (FTIRQur Bestimmung der Sekundarstruktur
werden meist die Amitt und IFBanden herangezogenda hier flr verschiedene
Sekundarstrukturen sensitive Schwingungen d&ptidbindung des Proteinrickgrats
auftreten.So wird de Amid I-Bande (bei 160A700cm™) zu 80% durch Streclschwin
gungen der Carbonylgruppe (C=®prvorgerufen. Die Amid {Bande (15001580cm™)
hingegen repientiert Biegesowie Streckschwingungen voiH bzw. N-Cy Bindungen(Hu

et al, 2006 Barth, 2007 Rabotyagovat al, 2010.
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Zur Analyse wurde di€roteinldsungaus den verschiedenen Losungsmitteln auf Petrischalen

gegossendie Filmenach vollstandiger Trocknung vom Untergrund abgezogen und auf dem

GermaniuraKristall des FTIRSpektrometers im ATRModus @ttenuatedtotal reflectior)
gemessenAbb. 3.2a zeigt de erhaltenen Spektren im Bereich der Amidunhd Amid Ik
Bande. DieAbsorptionsnaxima liegerbei Filmen aus HFIP bei654cm™ und 1548cm?,
was auf einen hohen Anteil diHelices und unstrukturiertBereiche imProtein hinweist
(Slottaet al, 2006 Hu et al, 200§. Ameisenséare-Filme hingegen erzeusn ein zuséatzliches
Maximum im fir b-FaltblattStrukturen charakteristischen Bereich H#27cm* bzw.

1520cm™.

)

[

IR Absorption (A.U.)

2

FSD Absorption (A.U.)

Abb. 3.2: Einfluss verschiedener Lésungsmittel (HFIPméisensaur¢AS) und Pufferlésung WL)) auf die
Sekundarstruktur von eADF4(C16) Filmen. (a) FASRektren im Bereich der Amid | (16a000cm-1) und

(e}
~—
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Amid Il (1500-1580cm-1) Bande. (bd) Dekonvolution der Amid-Bande der in (a) gezeigten Spektren: (b)

HFIP, (c) AS, ¢) wL Typ Il. Die eingesetzte Proteinkonzentration betrugmi@mL in den organischen

Losungsmitteln und 8g/mL in Puffer.Eine prozentuale Auswertung ist in Tabelle 3.1 zusammengefasst.

(A. U.

wi | | k¢ r Hurng h eBF & ibnh h k-BEdlixe RC; ranfomddil S:sonstigewL Typ | und

II: entsprechen unterschiedlichen Bereichen innerhalb eineBilwies, s. Text
(nachSpiesset al, 2011mit freundlicherGenehmigung des Verlags Royal SocietyChemistry

Fur Filme auswassriger Pufferlosung wurden unterschiedliche Spektren erhalten, je nach

untersuchteRegion eines FilmesS i e

assen sich in zwei

ATypen

Absorption der Amid 4Bande entweder dem in HFIP Filmen gleicht (mit einem Maximum

bei etwal654cm™) i im Folgenden als Typ | bezeichnitoder in Richtung niedrigerer
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Wellenzahlen verbreitert ist (Typ Il)Solch strukturelle Inhomogenitat wurde ausschlief3lich

bei diesen Filmen beobachtet, nicht jedoch bei Filmen aus den organischen Lésungsmitteln.
Moglicherweise treten durch das im Vergleich zu HFIP und Ameisenséeasentlich
langsamere Abdampfen des Wasderscknungsartefakte auf, welchegionaleUnterschiede

in der Proteinkonzentration erzeugen und so vermutlich Awsbildung lokal

unterschiedlicher Sekundarstruktarteilungfiihren.

Die Amidl-Bande spiegelt die Summeicls Uberlagernder Kurven verschiedener
SekundarstruktuElemente wider. dr quantitativen Bestimmung der einzelneAnteile
wurde daherdie Methode der Fourie€8elbstdekonvolution (FSD) eingeseta. Kapitel
2.5.4.1. NachanschlieRendekuflésung der Amid-Bande mit Hilfe von Gaus®szillatoren
(Abb.3.2b-d) lasst sich aus den normalisierten Integralen der prozentuale Anteil einer
spezifischen Sekundarstruktan der GesamtstrukturerechnenDie erhaltenen Ergebnisse
sind in Tabelle 3.1 zusammengefassGrundsatzlich bestatigen sie die aus der qualitativen
Analyseder Spektrergetroffenen Aussagerlle Filme zeigen ahnliche Anteile aslandom

coil und b-turn Konformation, wohingegen sie sich in inrem GehaltUHelices undb-
Faltblattern unterscheiden. Filme aus HFIP besitzen nfit 1@w. 21% den hochsten Anteil
Urhelikaler und den niedrigsten Anteil BsFaltblattStruktur. Mit 3032 % enthalten ASund

Typ Il PufferFilme den héchsten Anteil amFaltblatten, wahrend ein Anteil attHelices
von 1%}13% berechnet wurdeTyp| wL-Filme unterscheiden sich von Typ Il Filmen
hauptséachlich durch ihren niedrigeffefraltblatt Anteil, der bei etwa 2 liegt.

Tabelle 3.1: Sekundarstrukturanteile von eADF4(C16) Filmen gegossen aus verschiedenen Losungsmitteln. Die
prozentualen Anteile wurden Uber FSD bestimmtAbb. 3.2 und Kapite2.5.4.1). Die angegebenen Werte
wurden jeweils aus mindestens drei FA3Rektren gemigit.

wass. Losung
Typ | Typ Il

Sekundarstruktur HFIP Ameisensaure

i -Faltblatt [%]

0 0 0 0
(16161637 cnt- und 16971703cnY) 21,1+ 2% 31,7 £ 1% 25,3+ 3% 30,2 +2%

h -Helix [%)]

(16531662 cri) 18,7 £ 2% 115+ 2% 14,0 £ 3% 13,7+ 2%

2?2370?2;5(:2(2:11[?] 27,7+1%  247+2%  275+3%  26,8%2%
andere [%] 4.2+ 2% 42+ 1% 4,7 + 2% 4,3+2%

(15951615 cnt)
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Nachweis voif-Polyalanin

Neben Aussagen uber diekundarstruktuin Proteinenenthaltein FTIR-Spektrum auch
Informationen Uber spezifische Aminoséauseitenketten So kdnnen in der sogenannten
fingerprint Region €a.800-1200cm™, Abb.3.3) spezifische Absorptionsbanden einzelnen
Polyaminosaureroder Polydipeptidenzugeordnet werde(Papadopoulogt al, 2007. Eine
strukturelle Bsonderheit von Spinnenseidenproteinen ist das Bilden regelm&gédtblatt
Strukturen ausPolydanin-Sequenzen Eine charakteristische Absorptionsbande bei ca.
964cm’ konnte spezifisch der 48y Streckschwingungder Alanine innerhalbsolcher
Strukturen (im Folgendeb-Polyalanin genannt) zugeordneterden (Papadopoos et al,
2007). In den Filmen mit Bherem b-FaltblattAnteil, gegossen aus Puffewl( Typ II) oder
AS, ist diese spezifische Bande im FF8&pektum deutlich zu erkennerfAbb. 3.3 b).
Hingegen zeigen TypRuffer-Filme sowie aus HFIP gegossene hier keine odemrmnimale

Absorption.
a) b)
0,204 s Iy 1= 1 005{—HFIP —wLIj
~ |z /| —as wL i
. E /
= 0,15 < i ’
< /
] - ,
§ o.10- < = = ]/ 0,010/
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Abb. 3.3: (a) FTIRSpektrum eine®ADF4(C16)Films aus Ameisensaure (ASinit Zuordnung charaktes-
tischer Banden. Hervorgehoben simtle Amid | und Il Bande, sowie defingerprint Bereich. Die
Absorptionsbande bei 9@&#n* kann spezifisch Polyalanin irb-Faltblattstruktur zugeordnet werden
(b-Polyalanin). (b) Fokus auf den Wellenzahlenbereich von@xm™ in IR-Spektren von eADF4(G)-
Filmen gegossen aus verschiedenen Losungsmiien.Spektren wurden hierfir Gber den Amidund II-
Bereich vektornormalisiert.

3.1.1.2 Einfluss verschiedener Nachbehandlungsmethoden

Neben dem verwendeten Losungsmitteirde der Einfluss verschiedener Nadiandungs
methoden auf die Sekundarstruktur der Prot@meFilm untersucht.n friheren Arbden
wurde gezeigt, dass reingthanol(Methanolabs.)sowie Kaliumphosphat die Struktur von
Seidenproteinen inHFIP-Filmen hin zu einem hohen Anteil af-Faltblattern &ndert
(Huemmerichet al, 2006 Slotta et al, 2009. Im Rahmen dieser Arbeit wurde neben
Methanolabs. und Kaliumphosphat.6sung (1IM) auchdie Wirkungvon Ethanolabs.und

70 %-iger Methano! und EthanclL6sungeruntersucht.
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FTIR-spektroskopische Analysen zeigbei allen Nachbehandlungsmethoden elneahme

an b-FaltblattStruktur. Dies ist durcheine Versctebung des Peakmaximunder Amid F
Bandezu ~1625m’ gekennzeichnetAbb. 3.4 a) und besonders deutlich iden jeweiligen
Differenzspektreer Amidl-Bande(relativ zum jeweils unbehandelten Film) zu sehsiob(

3.4b). Unabhangig vom verwendeten Losungsmittel und der Nachbehandlungsmethode
zeigen die Spektrenbehandelte Filme eine starke Abnahme des Signals bei 1687
(spezifisch fur-helikale und ungeordnete Strukturen) und eine Zunahme der Absorption um
1625cm* (b-Faltblatt) gegeniiber dem Spektrum des jeweiligen Films vor Behandlung
Besonders ausgepragt ist diese Zunahme bei -HHifen, die vor Behandlung den

niedrigsten Anteil aif-Faltbktternbesitzen.
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Abb. 3.4: Einfluss verschiedener Nachbehandlsmgthodenauf die Sekundarstrukt der Proteine in
eADF4(C16) Filmeraus verschiedenen Losungsmittelie Filme wurden UN in den angegebenen Losungen
inkubiert und nach Trocknung (b80% LF) mittels FTIRSpektroskopieanalysiert.(a) Spektren von HFHP

Filmen im Bereich der Amid-Banck. (b) Differenzspektren der jeweiligen nachbehandelten Filme, erhalten
durch Subtraktiondes Spektruns des jeweiligen Films vor Behandlung. (£)u n a h me  Pelyalanin ¢ r b
spezifischen Absorptionsbande, exemplarisch gezeigt fur Filmellaliis undAmeisensaure (8). (d) Quotient

der Absorptionswerte bei 16281 und1657cm™.
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Betrachtet man das Verhéltnis der Absorptionswerte bei ¢628ind 1657cm’™, so ergeben

sich fur die unterschiedlich nachbehandelten Filme aus allen zum GielRen verwendeten
Losungsmitteln ahnliche WertéAl§b. 3.4 d). Da dies den tatsachlichen Kurvenverlauf der
Amid I-Bande gut widerspiegelt, wird dieser Quotient im Folgendls qualitativer Indikator

fur die Verschiebung vorlthelikaler zu b-FaltblattStruktur verwendet, wobei hohere

Quotienten einem hoher@&rFaltblattAnteil entsprechen.

Da nur minimale Unterschiede zwischen den verschiedenen Nachbehandlungsartem auftrat
sind die Ergebnisse der mittels FSD analysie¥terteilung vonSekundarstruktuElementen

in Tabelle 3.2 stellvertretend fir mit reinem Methanol nachbehandelte Filme zusammen
gefasstHier bestatigt sich, dagslme gegossemus den verschiedenen Losungsmittetime
signifikanten Unterschiedaufweisen Trotz unterschiedlicher Zusammensetzung den
unbehadelten Filmennimmt der b-FaltblattAnteil der Proteinein allen Filmen nach
Behandlung auf etwa 4% zu.Dies geht mit einer Abnahme veandom coilund b-turn-
Strukturen einher. Der Anteil abtHelices verringert sich in eisensaureund Puffer
Filmen kicht, in HAP-Filmen dagegemit 10% am starkstenTyp | PufferFilme stellen
eine Ausnahme damit einem geringeren Anteil ab-FaltblattStruktur (37%) und der
gr°Cten verbl ei-Heiceden Fraktion an U

Bei allen Filmen nimmt unabhangig von dem puigglichen Loésungsmittel und der
Nachbehandlungsmethode mit steigendeRaltblatt Gehalt der flib-Polyalanin spezifische

Peak zuozw. wird im Fall vorHFIP-Filmen induziert{Abb. 3.4 c). Die relative Peakhthe der
individuellen Nachbehandlungen weisen leichte Schwankungen auf. Da die Werte jedoch bei
wiederholten Messungen ebenfalls leicht schwanken, spiegelt dies velmaxierimentelle
Variationen wider.

Tabelle 3.2: Sekundérstrukturanteilen mit Methanol abs. behandeltenaus verschiedenen Lésungsmitteln
gegossenen eADF4(C16) FilmeDie prozentualen Anteile wurdesurch FSD bestimmt(s. 25.4.1). Die
angegebenen Werte wurden jeweils aus mindestens drei&ddRren gemittelt.

wass. Losung

Sekundarstruktur HFIP Ameisensaure

Typ | Typ Il
tlgfgfégt; ee oorrosen’y  A23%36  425%2%  37,053%  42,0%2%
'ﬁg‘;;g’fgm_l) 77+1% 94+2%  121+2% 84 +2%
Ei‘ggf{gs‘;‘l‘g’{‘)’] 17+2%  21,1+2%  214+3% 23,6 +3%
j(l'gég‘fts[g/glcm.l) 21,9+2%  220+1%  23,3+3% 22,0+ 2%
andere [%] 4,7+ 2% 4,6 + 2% 47+2%  4,8+2%

(15951615 cni)
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Die Zunahme deb-FaltblattStruktur korreliert dabei mit der Stabilitat der Filme gegenlber
Wasser und DenaturierungsmittelnWahrend HFIPFilme ohne Nachbehandlung
wasserloslich sind, sind alle nachbehandelten Fibestandig (> 24) gegenlber Wasser,

8 M Harnstoff und &M GdmHCI und I6sen sich nur noch inM6 GAMSCN (Tabelle 3.3).
Ameisensaur&ilme mit einen mittlerenb-Faltblatt Anteilhingegersindunléslich in Wasser

und 8M Harnstoff, jedoch I6slich in M GdmHCI. Unbehandelte Filme aus Pufferldsung
zeigten kein eindeutiges Ergebnis, was vermutlich auf die heterogene strukturelle

Zusammensetzung zurlckdfen ist.

Tabelle 3.3: Loslichkeit vonaus verschiedenen Lésungsmitteln gegosseddd-4(C16) Filmenvor und nach
Behandlung miMethanolabs Die Filme wurderin das jeweiligen Denaturierungsmittel bzwa®éer tberfuhrt
und nach 24h Inkubation makroskopisch beurteibwie der Uberstand U\spektroskopisch untersughim

gelostes Protein nachzuweisen léslich, -: unldslich n. b.: die Werte konnten nicht bestimmt werdemb.:

unbehandelt

o HFIP AS wass. Losung
Inkubation in
unb. Methanol unb.  Methanol unb. Methanol
Wasser + - - - n.b -
8 M Urea + - - - n.b -
6 M GdmHCI + - + - n.b -
6M GdmSCN + + + + + +

3.1.1.3 Einfluss der relativen Luftfeuchtigkeit

Bei der Filmherstellung kdnnenueh Umgebungparameterwie Temperatur,Druck oder
Luftfeuchtigkeit eine Rollebei der Ausbildung von Sekundarstrukipielen sei es durch
Beeinflussung der Abdampfund Trocknungsgeschwindigkettder durch die Menge an
vorhandenem Wasser als potentiellem Interaktionsparthier.den Einfluss der relativen
Luftfeuchtigkeit (LF) zu untersuchemeyfolgte dieHerstellungfrocknungund Lagerungler
Filme in einer Kammer mit kontrollierbarem Feuchtigkgéhaltbei 30%, 50 % sowie 5 %
LF.

Wassergehalt

Zunachst wurde Uberprift, wie viel Wasgdie unterschiedlicherFilme enthalten. Dazu
wurdendie Prober(je ca. 10mg) in einem Ofen auf 141 erhitzt und das dabei austretende
Wasser mittels KatFische-Titration quantifiziert.Tabelle3.4 gibt einen Uberblick tiber die
erhaltenen Wertéwobei es sich meist nur um Einfachbestimmungen hande&dt)vuden
jeweils aus HFIP, Aneisensaureder wL gegossene Filme umbehandeltesowie nach
behandelteFormgetestet. Stellvertretend wurde als Nachbehandlungsmethode Metbanol

sowie im Fall von HFIFFilmen zuséatzlich Kaliumphosphiatsung gewahlt
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Tabelle 3.4: Wassergehalt von eADF4(C16) Filmedie bei verschiedener relativer Luftfeuchtigkeit (LF)
hergestellt und gelagert wurdetnbehandelte(unb.) sowie mit Methanol abs. oder Kaliumphoghat
nachbehndelte Filmewurden auf 140C erhitzt und ihr Wassergehalt (angegeben in % (w/w)) mittels Karl
FischerTitration bestimmt. (nb.: die Werte wurden nicht bestimmi)ie Werte rerasentieren groéf3tenteils
Einfachbestimmungen.

HFIP AS wass. Losung
LF [%]
unb. Methanol Phosphat unb. Methanol unb. Methanol
30 4.6 85 8,3 6,1 7,3 8,4 8,3
50 7,9 9,8 11,5 n.b. n.b. 10,3 n.b.
75 10,8 9,7 12,7 9,1 9,8 10,2 n.b.

Mit einem prozentualen AnteNon 4,6 % bzw. 6,1 % bei 30% LF weisen unbehandelte
Filme aus organischen Losungsmitteln den niedrigsten Wassergehaltwabfend der
Vergleichswert vorwL-Filmen bei 8,44 liegt Durch Nachbehandlung mit Methanol erhéht
sich der Wassergehalt was moglicherweise auf eine Verdrdngung des organischen
Losungsmitted sowie im Methanol enthaltenes Wasser zuriickzufihreresstv(rde kein
getrocknets Methanol verwendet). Der Wassergehalt erreicht bei allen Metiehaindelten
Filmen Werte, die im Bereich des unbehandelten Filmesndissriger LOsung liegen. Mit
steigender LF steigt auch der Gehalt an Wasser vor8 5,30 bei 30% LF auf10-12% bei

75% LF. HFIP-Filme wurden zudem nach KaliumphospBa&thandlung untersucht. Dies
ergab in Abhéangigkeit von der LF &hnliche oddwaserhdohte Wertem Vergleich zu

Methanotbehandelten Filmen

Sekundarstruktur

Des Weiteren wurden die entsprechenden Filme mittels FIpektroskopie untersucht.
Wahrend die Luftfeuchtigkeitur einen geringekinfluss auf die Sekundarstruktur in Filmen
aus HFIP zu habescheint, weisen Filme aus Ameisenséure und PQffej eine deutliche
Abhéngigkeit auf. Mit steigender LF steigt dabei der AnteiltaRaltblattStruktur,zu sehen
an der deutlicherVerschiebung des Maximums vori650cm™ zu 165 cmi* (Abb. 3.5 ).
Als Vergleich ist zudem das entsprechende Spektrum nach MetfBahahdlung gezeigt.
Differenzspektrenvon Ameisensaure und wL-Filmen zeigen dabei eine Zunahme der
Absorpton bei1625cm* (b-FaltblattStruktur) sowie eine deutliche Abnahme bei 165"
(U-Helicestingeordnetim Vergleich zu den bei LBO% gegossenen Filmef\bb. 3.5 b).
Der Effekt nimmt dabei mit steigender LF zwi b5 % LF unterscheiden sich die Spektren
dieser Filme kaum von mit Methanol nachbehandellenGegensatz dazu tritt bei HFIP
Filmen mit zunehmendekF lediglich eine leichte Verschiebung des Maximums hin zu

~1637cm’ auf. Entsprechend zeigt das Verhaltnis der Absorptionswerte beict62%ind
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1657cm* hier nur eine leichte Zunahme, wahrend bei Filmen angigensiurend wL ein

deutlicher Anstieg zu erkennen (gtbb. 3.5 c).

Ein ahnliches Muster ist bei der férPolyalanin spezifischen Absorption um 988" zu
sehen.Mit zunehmendenAnteil an b-Faltblattern steigtliese anwahrend in HFIFFilmen
durch erhohte LF im Gegensatz zu Alkoholen keine Induktion degseziellenb-Faltblatt
Struktur zu sehen igAbb. 3.5 ¢).
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Abb. 3.5: Einfluss der Luftfeuchtigkeit (LF) auf die Sekundarstruktur von eADF4(C16) Film&ie Filme
wurdenbei der jeweils angegebenen QgEgossen, getrocknet und bis zur Analyse mittels FSpBktroskopie
gelagert. (a) Amid | Bande der jeweiligen Filgegossen aus A%h) Differenzspektren im Vergleich zu bei LF
30% gegossenen Filmen. (c) Quotient der Absorption bei t625und 1657cm™ (oben) und Zunahme der fiir
b-Polyalanin spezifischen Absorptidsende (unten) Zur Auswertungder b-PolyalaninBande wurden die
Spektren vektornormiert und die erhaltenen Absorptionswerte betriSanschlieBendauf den Wert des
jeweiligen Methanohbs:behandelten Films normiert.

Da sich dierelative Luftfeuchtigkeitals ein kritischer Parameter zur Herstellung reproduzier
barer Filmeerwieserhat, wurden die Filme in alleiolgenden Untersuchungérsoweit nicht

anders vermerkt bei einer LF vor80 % hergestellt und gegebenenfalls gelagert.

Zusammenfassend ist zu erkenneass das verwendete Losungsmittel sowohl in Losung als
auchim assemblierten Film Einfluss auf die Sekundarstruktur vaDFeC16) nimmt. HFIP
induziertstabilisiert dabei die Bsbildung vorl}Helices und dieesultierenderfFilme weisen

den geringstef-FaltblattAnteil auf Bei Filmen aus Aeisensaureind Puffer(wL Typ II)

liegt dieser deutlich (ca. 1) hoher.Die IR-Absorptionssignaleder beidenorganischen
Lésungsmittelinterferierendabei nichtmit den Proteirspezifischen Amid | und 4Banden.

Das FTIR-Spektrum von HFIP zeigt mehrere charakteristische Absorptionsbanden (s. Abb.
3.8), wahrend Ameisenséure ein Signal bei etwa t#tberzeugt (s. Abb. 3.3).
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b-Faltblatt Struktur wird zudem in Filmen aller Losungsmittel durch Nachbehandlung mit
Alkoholen Kaliumphosphat und mit Ausnahme von HFHFilmeni durch erhdhte Luft
feuchtigkeit induziertGleichzeitig wurde dabei in allen Féllen eine Zunahme def-foioly-

alanin speifischen Signale beobachtet, so dass an der Stumktagerung(zumindest
teilweis@ Alaninreste beteiligt sind Mit dem Gehalt anb-Faltblattern korreliert die
Bestandigkeit der Filme gegenuber Wasser, so dass alle nachbehandelten Filme

wasserunldsliclsind.

3.1.2 Thermische Stabilitat

TemperaturabhangigeAnderungen in  eADF4(C16) Filmen wurden mittels Thermo
gravimetrie (TGA) und dynamischer DifferenzkalorimetrigDSC) untersucht. Neben
Informationen tber Vorgangeauf molekulare Ebene ist die thermische Bestifgkeit der
Filme auch fur technische Anwendungen sowie ihre Sterilisierbarkeit von Interesse.
direkten Nachweis struktureller Anderungen wurden zusattéintperaturabhangigeTIR-

Analysen durchgefuhrt.

3.1.2.1 Thermogravimetrische Analyse

Mittels TGA wird de Massendnderung einer Probe inhAbgigkeit der Temperatur
gemessen. Es wurden sowohl unbehandelte als auch mit Metthenohchbehandelte Filme
aus HFIP, Aneisensaurend Puffer untersuchDie erhaltenen Messkurven sindAib. 3.6
gezeigt. Die daraus bestimnmtgrozentualemnderungenin der Massesind in Tabelle 3.5

zusammengefasst.

—=— HFIP unb
—o— HFIP MeOH
*— AS unb
— AS MeOH
—v— wL unb
—v— wL MeOH

T T T T T T T T

0 100 200 300 400 500 600 700 800
Temperatur (°C)

Abb. 3.6: Thermogravimetrische Analyse (TGA) vambehandelten (unb.) sowie mit Methamadis.(MeOH)
behandelten Filmen aw$FIP, Ameisensaure (8), und Puffer (wL). Geheizt wurde dabei von Raumtemperatur
bis 800°C mit einer Rate von 1C/min unter Stickstoffatmosphéar®er Temperaturbereich bis 258G ist
zusatzlich vergroRert dargestefiezeigt sind reprasentative Spektr®n jeweils 3 individuellen Messungeh.

2, 3 bezieht sich auf die im Text und Tabelle 3.5 zugeordneten Prozesse. Pfeil: Erklarung s. Text
(nachSpiesset al, 2011mit freundlicherGenehmigung des Verlags Royal SocietyChemistry
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In allen Filmen kann im Temperaturbereich zwiscBOrfC und 100 °C eine Abnahmeler
Masse um 4-7,0% beobachtet werdefTabelle 3.5, Prozesd). Die Mittentemperatur J
(bei der 50% des beobachteten Masseverlusiises Prozessesrreicht sind)variiert von
53°C bis 69°C. Bei diesem Masseverlusaindelt es sich vermutlich um freigesetztes Wasser,
eventuell in Kombination miResten vonorganischen LésungsmitteliDie Werte liegen
dabei im selben Gréf3enbereich wie deftels KartFischerTitration ermittete Wassergehalt.
Ab etwa 280 °C tritt ein Masseverlust von %68 % auf, der auf thermische Zersetzung des
Materials zurickzufihren ist,, liegt dabei bei allen Filmen im gleichen Bereich um 335
die Masseabnahnsetzt sich jedoch in verminderter Form B800°C fort. In unbehandelten
Filmenaus HFIP tritt zwischen 141 und 226°C ein weiterer Masseverlusbn 16,8% auf
(Prozes®, Tabelle 3.5), was auf Freisetzung gebundertezw. eingeschlossendrbsungs
mittels hindeutet (s3.1.2.3). Auch Aneisensaur&ilme zeigen eine zusétzlich Abnahme um
5% im Bereich von 17@80°C. Dahingegentritt bei Methanotbehamelten Filmen kein
entsprechende Massenverlustauf. Im Fall des behandelten ASIms beginnt die
Massenabnahmd(ozess3, Tabelle3.5) allerdingsschon bei etwas niedrigerer Temperatur
verglichen zu den anderen Filmés Pfeil in Abb. 3.6) was auf zwei sich Uberlagernde
Effekte hindeuten kdnnteMdglicherweise handelt esich hierbei um verbleibendes
Losungsmittel, dgsanders als bei HFIRIurch die nachfolgende Methar®éhandlung nicht
komplett verdrangt wurde.

Tabelle 3.5: Uberblick tber die mittels TGA bestimmte Masseabh me (e&m) von eADF4(Cl1
bestimmten Temperature®ngegeben sind jeweils die Temperatur des halben Masseverlysisviie (in
Klammern) der relevante Temperaturbereich des jeweiligen Proz@sses.unbehandelMethanol: abj.

. Prozess 1 Prozess 2 Prozess 3 ubrige
Losungs  Nachbe 2 2 2 Masse bei
mittel handlung ° m o m o m .
TmlCl o TECL gy TECl 1o 800°C [%]
unb 57 49 183 168 332 598 185
HEIP (32-82) (141-226) (282:381)
Methanol 53 335
(32-77) 6.7 (284382) 67.5 258
unb 64 197 334
AS (32-97) 7.0 (169282) 50 (282-388) 65.0 230
Methanol 69 334
(37-105) 6.6 (281-388) 66.9 26,5
unb 68 336
(41-97) 5.9 (286:387) 653 288
wL
Methanol 56 334
(30-80) 7.1 (287-387) 68,0 24,9
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3.1.2.2 Analyse mittelsdynamischer Differenzkalorimetrie

Eine Analyse der Filme mittels dynamischer Differenzkalorimetrie (DSC) zeigte bei allen
Proben Uberlagernde Effekte. Um diese Uberlagerungen zu minimieren und zusatzliche
Informationen Uber den jeweilig stattfindenden sz zu erhalten, wurden die Proben
zyklisch geheizt. Nach Aufheizen auf 10 in einem ersten Schritt wurden die Proben bis zu
einer Temperatur vor0 °C abgekuhlt und anschlielend in einem zweiten Schritt autf@00
geheizt. Die dabei erltehen Spektre sind inAbb. 3.7 b fir den zweiten Heizschrigezeigt.

In einem weiteren Experiment wureén zusatzlicher Heizzyklus bis 22C eingefuhrt und

nach erneutem Abkuhlen der Probe erst in einem dritten Schritt adC4@€heizt. Die dabei

erhaltenen Kurven sind iAbb. 3.7 aexemplarisch fur untbeindelte HFIFFilme dargestellt.

Alle Proben zeigerein endothermes Signal unterhalb von 2@0(Abb. 3.7 ). Der in der
TGA beobachtete gleichzeitigdasseverlust deutet dafain, dass hier freies Wasser bzw.
Losungsmittel verdampfZudemweisen alle Filme einedominanten endothermen Peak bei
etwa 320°C mit einerunterschiedlichstark ausgepréagten Schulter bei ca.-288°C auf
(Abb. 3.7 b, grater Rahmeh Dies ist charakteristisch fur einen zweistufigen Schietav.
Zersetzungsvorge (Vasconcelost al, 2008 Gotohet al, 1997. Unbehandelte Filmaus
den organischen Losungsmittelreigen zusatzlich wesentlich kleinewand verbreiterte
endotherme Signale im Bereich zwisch&0 1C und 185°C (HFIP) sowie 135L95°C (AS)
(Abb. 3.7 b, blauer RahmgnZusammen mit der auftretenden Masseabnahne) (st dies
ein Hinweis auf Verdampfen von gebundenader eingeschlossenemdsungsmittel.
Einfuhren eines weiteren Heigklus (bis 220°C) bekraftigte diese Vermutung, dieses
Signalnicht reproduzierbar wardpb. 3.7 a, graueund blaueKurve). Im Fall von HFIP kann
das Austreten des Losungsmittelsudem mittels FTIRSpektroskopie verfolgt werden
(s.Kapitel 3.1.2.3.).In guter Ubereinstimmunmit dieser ErklarungeigenPufferFilme und
Methanotbehandelte Filme&eine oder nur sehr geringeergleichbare SignaleDurch de
Nachbehandlung wird das urspriingliche Losungsmittel grof3tenteils (oder komplett) aus dem

Film verdrangt.
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Abb. 3.7: Untersuchung thermischer Eigenschaften von eADF4(C16) Filmen mittels DSC. Filme aus HFIP,
AmeisensaurdAS) sowie Puffer (wL) wurden vor (unb.) bzw. nach (MeOH) Methaale$-Behandlung in
StickstoffAtmosphére analysiert. Die Proben wurden in Zyklen geheizt, die Heizrate betrug debeiirs In

(a) sind die individuellen Zyklen exemplariséir unbehandelte HFHFilme gezeigt.Im 3. Heizzyklus tritt
anstelle eines endothermen Peaks ein endothermer Kurvenversatz auf(fBfeilsammenfassung der DSC
Kurvenaller Filme, wobei der 1. Zyklus dem in (@) entsprach und in einem 2. Zyklus disek0®°C geheizt
wurde. Der Ubersichtlichkeit halber ist nur der 2. Heizschritt dargestellt. (LM: LosungsniiteGlas
Ubergangemperatuy

(nachSpiesset al, 2011mit freundlicherGenehmigung degerlags Royal Societgf Chemistry

In allen unbehandelten Filmen treten exotherme Signale auf, bei Filmen aus HFIP -bei 200
210°C, aus AS bei etwa 2% und aus Puffer bei 22 (Abb. 3.7b, griner Rahmen)
Wiederum zeigt wiederholtes Aufheizen, dags sich um einen nicheversiblen Prozess
handelt. Fiimregenerierte®. mori Seidenfibroin wurden entsprechenSiginaleUbergéanga

in der Sekundarstruktur zugeschriehgtu et al, 2006 Motta et al, 2003. Ungeordnete
Strukturen oder UHelices werden dabei inb-FaltblattStruktur umgelagert. Diese
Interpretationstimmt gut mit dem Fehlen solcher exothermer Signale in nachbehandelten
Filmen Uberein Da diese bereits durch die Nachbehandlung infeiraltblattreiche Struktur

Uberfuhrt wordersind, ist hier keine weitere Strukturumlagerung zu beobachten.

Weiterhin ist in den DS&urven der Methanebehandelten Filme ein Versatz im Bereich
von 195°C bis 210°C zu seher(Abb. 3.7b, roter Rahmen)in Anlehnung an Studien mit
B. mori Seide kanrdies als eine Art Glastbergang interpretiert wer(Matta et al, 2002
Vasconcelot al, 2008 Hu et al, 2009, bei dem sih die Bewegthkeitfreiheitsgrade der
Molekule erhohtDie entsprechenden Messkurven \lilmen ohneNachbehandlungeigen
keinen deutlichen Versatz (Abb. 3.7 b). Bei Heizen in mehreren individuellen Zyklen tritt
jedoch auch hier eitdbergangauf (Pfeil in Abb. 3.7 a), so dass vermutlich die Evaporation
von Losungsmittel sowie die stattfindende strukturelle Uetlaigg diesen Effekt i\bb.
3.7 b Uberlagern.
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3.1.2.3 Einfluss der Temperatur auf die Sekundarstruktur

Da die Untersuchung mittels DSC agimperaturabhangigdnderungen in der Sekundar
struktur hindeutete, wurde®TIR-Spektren der Filme bei verschesten Temperaturen
aufgenommenDie jeweilige Probe wurde dazu in einer verschlossenen heizbaren Apparatur

(welche mit N gespult wurdedlirekt in den Strahl des Spektrometers platziert.

Dabei zeigt sich bei allen unbehandelten Filmen eine Verschiebem@laximuns der

Amid I-Bande hin zu Wellenzahlen spezifisch fifirFaltblattStrukturen (168cm?) bzw.

eine Zunahme des Quotienten 1625%/1657cm™* (Abb. 3.8). Diese Zunahme amFaltblatt

Struktur beginnt bei Filmen aus HFIP bei etwa 2C0Bei Filmen aus Aneisensaurend wL

tritt eine entsprechende Zunahme ab 22®zw. 230°C auf. An Spektren von unbehandelten
HFIP-Filmen kénnen zudem weitere Bffe beobachtet werde\l§b. 3.8 a). Zum einen ist

im Temperaturbereictier Verschiebung der AmidBandeeine Induktion de$§-Polyalanin

Peaks zu erkenneiZum andererkann ein Rickgang der fur HFIP spezifischen Absorp
tionsbanden beobachtet werden. Dieser korreliert dabei gut mit den beiden genannten

Strukturanderungen.

In durch MethaneBehandlung bereitsb-Faltblattreichen Filmen hingegenwar kein

signifikanter Einfliss erhdhter Temperatur etkenner{Abb. 3.8 ).

Die Temperatuinduzierte Strukturdnderung ist dabei weesibel und bleibt nach Abkihlen
der Probe erhalten. Das Maximum bei 1868%" war sogar nach Abkiihlen starker ausgepragt
(Abb. 3.8 b). Vermutlich is dies allerdings auf kinetische Effekte zurlckzuflihi2ie oben
gezeigten Messungewurden in Schritten von 1T durchgefiihrt, wobei die Spektren
innerhalb 25 min nach Erreichen der Temperatur aufgenommen wurdem.kinetische
Einflisse aufzuklarenwurden Filme zudem bei verschiedenen Temperatydo0°C,
150°C, 200°C, 240°C) in einem Ofen 260 min inkubiert.Hierbei trat unterhalb 20TC
auch nach 60 min keine Strukturanderung auf. Bei Inkub&i2®0°C hingegerreigte sich
eine zei und temperaturabhéngige Verschiebung des Maximums im -BigRal. Die
Verschiebung war jeweils etwas ausgepragter als bei der Vergleichsmessung bei
kontinuierlichem Heizen und erreichte ihr Maximum nach Inkubation der Filme bé(240
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Abb. 3.8: Anderung der Sekundarstruktur von eADF4(C16) Filmen in Abhangigkeit der Temperatur. Die Filme
wurden in einer verschliebaren Heizapparatur im &rahlengang des FTiRpektrometergplatziert und
wahrenddes Aufheizens analysiert. Gezeigt sind die SpektrenebiabdelterHFIP-Filme im Bereich 1780
800cm™ (a), die Amidl-Bande unbehandelter wEilme (b) sowie der Quotient der Absorptionswerte bei
1625cm?/ 1657cm*(c). Stellvertretend fir Methandlehandite Filme ist ein wkFilm gezeigt. (MeOH:
Methanol abs.c-30 °C: FTIR-Spektren nach anschlieRendem Abklhlen der Probe)

(nachSpiesset al, 2011mit freundlicherGenehmigung des Verlags Roicietyof Chemistry

Insgesamt erwiesen sich alle eADF4(GE@ne bis zu Temperatureéd280°C als stabil. Die
erhaltenen FTIRSpektren deuten auf strukturelle Integritat der Filme hin, wobei allerdings in
unbehandelten Filmen eine Strukturanderung hin zu ehd Faltblatt Anteil auftritt. Auch

TGA- und DSCMessungen zeigen ab 285 den Beginn thermischer Zersetzung, die bei

330°C zueinem erheblicheMasseverlust fuhrt.
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3.1.3 Mechanische Charakterisierung

Neben der Analyse ihrer Sekundarstruktur und ihresmtisehen Verhaltensvurden die
rekombinanten Spinnenseidenfiime hinsichtlich ihrer mechanischen Eigenschaften
charakterisiertDas mechanische Verhalten v{Bio-)Polymeren wird unter anderem von der
Struktur undVerknipfung ihrer Monomere bestimmt. Da dasrwendete Losungsmittel
bereits einen deutlichen Einfluss auf die Sekundarstruktur der Proteine in den Filmen gezeigt
hatte, wurde im Folgenden ein daraus resultierender Einfluss auf das mechanische Verhalten
der Filme untersucht. Neben den verschieddrimungsmitteln (HFIP, ASyL) wurde auch

die Auswirkung einer Nachbehandlung mit Methanol betrachtet.

3.1.3.1 Zugbelastung

Mittels Zugversuch wurdedie maximale Zugfestigkeifi der Fi lihreeBrucko wi e
dehnundd ermittelt. Aus der Anfangssteigung der erhaltefSgannung®ehnungsKurve

kann zusatzlich deE-Modul ermittelt werden der Aufschluss Uberesh Widerstanceines
Materialsgegen irreversible Verformungjbt. Die Integration der Kurvergibt die Zahigkeit

der Probe.

Die bei 30% LF hergestellten Filme wurden in Streifen vo thm Breite geschnitten, die
Ausgangkinge betrug 1@nm. In die Berechnung der Zugfestigkdéizw. desE-Moduls aus

der aufgewendeten Kraft gehedQuerschnittsflache der Filmen (s. Kapitel 2.7.3). Da bei

dem in dieser Arbeit verwendeten Gussverfahren nicht absolut sichergestelén kann

dass die resultierenden Filme nach ihrer Trocknung eine homogene Dicke besitzen, wurde
diese fur jede einzelne Probgesondert unter dem Lichtmikroskopsbhenmt. Dabei zeigte

sich, dass die Filmdickes. a. in den Randbereichen schwankte, wohl bedingt durch
Konvektiorsprozesse. Im Inneren jedoch wiesen die Filme eine homogene Ricke

11+1 ym auf Die Zugmessungn wurden (aufgrund der raumlichen Gegebenasjt bei

41+1 % LF durchgefuhrt.

Abb. 39a zeigt reprasentative Spannurigshnungskurven von Filmengegossen aus
Losungen irHFIP, Ameisensaurand Puffer(wL), jeweilsunbehandelsowienach Methanol
BehandlungEinzelne Proben desL-Films ergaben unterschiedliche Ergebnisse, so dass sie
wiederum in zwei Gruppen zusammengefasst wurd&TIR-Analyse ergab eine
unterschiedliche Zusammensetzunghirer Sekundarstruktur, die den Typeh | und Il aus
Abb. 3.2. (Kapitel 3.1.1.) entsprach.
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Abb. 3.9: Mechanische Eigenschaften von eADF4(C16) Filmen. (a) Typische SparDahgsngsKurven von
Filmen aus unterschiedlichen Lésungsmitteln vor (gefiillte Symbole) bzw.Beldindlungmit Methanolabs.
(ungefille Symbolg. Die Filmdicke betrug dabei 11 +pm. (b-e): Aus den Spannundg@ehnungsKurven
erhaltene mechanische Parameter. (bByidglul, (c) Zugfestigkeit, (d) Bruchdehnung, (e) Z&higkéinb:
unbehandelt, AS: Ameisensaure, wiAssrig Losung

(nachSpiesset al, 2011 mit freundlicherGenehmigung deVerlags RoyaSocietyof Chemistry

Die Spannung®ehnungsKurven unbehandelteAmeisensaureund Typ Il wL-Filme weisen

bis zum Reil3en (zu sehen in einem abrupten Abfall der Spannung) einen annahernd linearen
Anstieg auf(Abb. 3.9). Der abgeflachte initiale Kurvenverlauielcher bei einigen Proben
beobachtet wurdeist auf die Streckung lose eingespannter Filme zurtckzufihréa. A
nachbehadelten Filme zeigereinen den unbehandelten Probemtsprechende Kurven
verlaufund reiRen somit innerhalb des linedastischen Bereichs. Die SpannuiEhnungs

Kurven von unbehandelten HFIRInd wL Typ |- Filmen hingegen flachen nach einer
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Dehnung vori,7-2 % ab und erreichen ein Plateau, was auf eine plastische Verformung des
Materials hindeutet. Die aus den Messkurven erhaltenen und gemittelten mechanischen
KenngroRenAbb. 3.9 b-e) zeigen, dass diese Filme zudem deutlich geringere Zugfestigkeit
und Steifigkeit als die anderen Filnbesitzen, wa$ zumindest im Fall des HFIP Filnis

aber mit einer um ca. % hoéheren Bruchdehnung einhergeht. Diachbehandlung mit
Methanol fihrte in allen Fallen zu einer Erhdhung deMa@tuln und Zugfestigkedn
verglichen mit ihrem unbehandelten Pendant aus dem jeweiligen Losungsmittel. Gleichzeitig
verringert sich dabei die Bruchdehnung. Filme aus Ameisensaisenagurch Kombination

ihrer spezifischen Zugfestigkeit und Bruchdehnsogiohl mit als auch ohne BehandIuitig
hdchste Zahigkeit auf.

In Abhangigkeit der Luftfeuchtigkeitvariierten die absoluten Werteler mechanischen
Kenngroen So wurden in einem semten Versuch niedrigere-Moduln in Kombination

mit erhdhter Bruchdehnung gemessen. Die maximale Zugfestigkeit variierte hingegen kaum.
Die generellen Tendenzedes Einflussesunterschiedliche Lésungsmittel sowie der
MethanotBehamlung waren jedoch umvandert.Insgesamt zeigt sich, dass Filme mit

hoherenb-FaltblattAnteil steifer sind und eine h6here Zugfestigkeit besitzen.

3.1.3.2 Dynamisch mechanisches Verhalten

Um zu Uberprifen, inwiefern sich das mechanische Verhalten der Filme in Abh&ngigkeit der
Temperatur &ndert, wurden sie mittels dynamisch mechanischer Analyse (DMA) untersucht.
Mit dieser Methode kann der komplexe Modul eines Matefiaigsammengesetzt aus dem
Speichermodul sowie dem Verlustmodubestimmt werden und erlaubt damit Ruckscleiiss

auf Veranderungen auf molekularer Ebene.

Die erhaltenenErgebnissealler Filme gleichen sich in ihren Hauptmerkmaleles
Kurvenverlaufs(s. Abb. 3.10) Der Speichermodul Hiegt bei allenetwaeine Zehnerpotenz
hoher(Faktor 2535) als der VerlustmodubDaraus ergibt sich ein Phasenwinkelon 1-2°,
was auf ein festeMaterial hindeutetBis ca.90 °C steigtE" leicht an was einergeringen
VersteifungVerfestigungder Filmeentspricht Dies l&sst sich vermutlich auf den Verlust von
Wasser zuriickfuhremnschlie3end bleibt der Speichermodulvieitgehend unveréndert, bis
er schlieBlich bei der Temperatur &uf etwa 10 des Anfangswertesteil abfallt Abb.
3.10). Damit einher geht ein starker Anstieg des Verlustmodulsder beiT ™ ein Maximum
erreicht. Dieser Bereich kann Anlehnung an Polymertheor@s Glasiibergangstemperatur
interpretiert werden, da sich die Reaktion des Films und der dativaltenen Molekile auf
die angelegte Kraft verandert. Der Film reagiert hier nicht mehr (&ei$tisch) sondern es
kommt zu einer irreversiblen Streckung, was sich in einer LA&ngendnderung deéifbene
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Im Fall von Aneisensaur&ilmen betrugdieseetwa25 % (Abb. 3.10). Unbehandelte HFIP
Filme dehnten sich dabei niiber100% am starksten.

3J unbehandelt T -30
fl

L0,4

20 Abb. 3.10: Dynamisch mechanische Analy:

von eADF4(C16) Filmen, exemplarisc
gezeigt an Filmen aus nmAeisensaure

tos

102 10 %': Dargestellt sind der Speichermodul °

] ! <Q (schwarz) der Verlustmodul E (grau) sowie
™ 101 | o die Langenanderung der Prob@rin in
% | | -0 3 Abhéngigkeit der Temperatuf~ markiert die
= 07 N T 30 & Temperatur der Abnahme in E, T  d
0l 3{MeOH . S : . e
i P 3 Temperatur des Maximums in E 'Die
i =3 Messungen wurden mit einer Heizrate v

2 °C/min und einer Frequenz vonHxz bei
einer Amplitude von 0,086 der uspring
lichen Lange durchgefuhrtDie Filmdicke
betrug bei HFIPFilmen 9+ 1 pum, bei allen
anderen Filmen 1% 1pum. Die erhaltenen
Werte fur Tund T aller Filme sind ii
Tabelle 3.6 zusammengefasst.

T T T T 1
50 100 150 200 250

Temperatur (°C)

Die Temperatuil ', ab welcher der Speichermodul abnimesigt eine deutliche Abhéangig

keit von dem vewendeten Losungsmittgls. Tabelle 3.6). Wiederum fuhrten die bereits
beschriebenen zwei Typen awL-Filmen (vgl. Kapitel 3.1.1.1 und 3.1.3.) zu
unterschiedlichen Ergebnissen. Bedingt durchgeiengeProbengréf3e (die Filme wued in
Streifen von ca. Inm Breite geschnitten) kommen hier die lokalen Unterschiede innerhalb
eines solchen Films zum Tragen. In unbehandelten Filmen steighTFilmen gegossen aus
HFIP GberwL Typ | und Ameisensaurbis hin zuwL Typ Il von 150°C auf185°C an. Auch

T nimmt in derselben Reihenfolge zBezogen auf den Gehalt dnFaltblattStruktur
nimmt T von Filmen mit 20% b-Faltblatt Anteil (HFIP) zu Filmen mit 3% (WL Typ Il) um

35°C zu.

Durch Behandlung der individuellen Filme mit Methanekrschieben sich beide
Temperature@” und T " zu héheren WertefAbb. 3.10 unten) Die Verschiebung ist dabei
bei Behandlung mit Methanol abs. starkesgepragt als nach Inkubation mit%QaVethanol
(gemessen an HHPilmen). Wie auch bei den unbehandelten Filmeterscheidet sich Te
nach verwendetem L&sungsmittel, wahrendbei allenuntersuchten Filmedenselben Wert
annimmt. Im Gegensatz zu hehandelten Filmen kann hier jedoch kein direkter
Zusammenhang mit der Sekundarstrildusammensetzurtgergestelliverden.
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Tabelle 3.6: Zusammenstellung von mechanischen Parametern eADF4(C16) Filmerbestimmt mittels
dynamisch mechanischer Analyse. Angegeben sind die Temperatur T  (Beginn der Abnahme des
Speichermoduls E”), sowie die Temperatur des Maximums des Verlustmoduls E™ (T™) (3.18pDie Filme

wurden sowohl unbehandelt (uplals auchhach Behandlung mNethanol abs. odef0 % (MeOH) analysiert.

(n. b.: Die Werte konnten nicht bestimmt werden)

HFIP Ameisensaure wass. Losung
MeOH MeOH MeOH MeOH | MeOH Il
Unb. (abs)  (70%) Unb. (abs.) Unb.l  Unb. I (abs.) (abs.)
T [°C] 151,8 2045 198,6 1745 193,5 163,7 185,3 171,1 198,6
6,0 6,5 1,7 0,3 0,6 1,7
" o 163,0 213,5 2133 193,5 212,2 178,3 2134
T" [°C] 84 38 15 n.b. n.b. 38

3.1.3.3 Orientierung der Molekile unter Zugbelastung

PolarisierteFTIR-Messunge@n ungestreckten Filmen

FTIR-spektroskopische Messung unter verschiedenen Polarisationswinkeln kann Aufschluss
Uber die Ausrichtung chemischer Gruppen geben. Im natirlichen Seideniegiem die
Praeinmolekule stark ausgerichtet vor, was durch den komplexen Vorgang des -Spinn
prozesses ermoglicht wird. Einige Studien zeigten, dass dieamischerkEigenschaften des
Fadens mit dem Grad derolekularen Ausrichtung korrelierefPapadopoulost al, 2009h
Glisovicet al, 2008 Chenet al, 2006 Riekel et al, 200Q PerezRigueiroet al, 2003.

Keiner derhier untersuchten Filmeeigte bei FTIR-Messung unter verschiedenen Pelari
sationswinkelnDichroismus Wie Abb. 3.11 am Beispiel von unbehandelten Filmans
wassriger Losung(a) sowie Methanotbehandelted®meisensaurg&ilmen (b) zeigt sind keine
signifikanten Unterschiedewischenparallel (0°) oder sdmech (90°) polarisierten Mes
sungenzu erkennenDaraus kann geschlossen werden, diiesStrukturmerkmale in den
Filmen isotrop verteilt sind, unabhangig vo verwendeta Losungsmittel odeder Nach
behandlungEine Ausrichtung der Molekile wére bei dearwendeten Herstellungethode
auchnicht zu erwarten, d hier kein auf3erer Druck ausgetibt wurde (sei es dumhim

Spinnpozess auftretende Scherkrafte)
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Abb. 3.11: FTIR-Spektren von eADF4(C16) Filmegegossen ausvassrigr Pufferlésung (wL) ohne
Nachbehandlung (a) und ausm@isensaurenit Methanol abs:Nachbehandlung (b). Die Spektren wurden

jeweils unter @ und 90° Polarisation aufgenommebie Vergroferungi n ( b)) z e iPgialanid i e f ¢
spezifiscle Absaptionsbande.

Kombinierte mechanische und FFéRektroskopische Messungen

Um zu untersuchen, ob sich Molekulgruppen in den Filmen unter Zugbelastung ausrichten,
wurde die polarisierte FTHMessung mit mechanischem Zug kombiniéte Messungen
wurden in Kooperation mit Roxana Ene, AG Prof. Friedrich Kremer, Institut fr
Experimentelle Physik der Universitat Leipzig, durchgefiibié Filmewurden dazun einer
Apparatur befestigt, mit der die Filme mit Hilfe von Mikrometerschrauben prézise gestreckt
werden konnten und die dabei aufgewendete Kraft gemessen wukagi(el 2.5.4.9. Diese
Apparatur wurde direkt inBtrahlengang des Spektrometers platziert. Fir die Messungen
wurden die Filmeschrittweisegedehnt(Abb. 3.12). Nach Relaxation der Probeach dem
jeweiligen Schrittwurden FTIRSpektren beelf Polarisationswinkelzwischen 0° und 180
aufgenommen. Die erhalteneBpannundgsurven sind in Abb.3.12 exemplarisch fur
Ameisensaur&ilme dargestellt die der restlichen Filmeind im Anhanggezeigt(Kapitel

10.1). Auffallendist dabei der qualitative Unterschied der Relaxation: wahrend diese bei den
unbehandelten Filmen gering ausfiel, waich MethaneBehandlungein starker Riuickgang

der Kraft bzw. Spannungsofort nach der Streckung zu beobachtéwufgrund der
unterschiedlichen experimentellen Durchfiihrung weichen diebkieschrittweiser Dehnung
auftretenden Spannungsowie Bruchcehnungwerteetwasvon denen der kontinuigzrhen

Zugmessung (vgl. 3.1.3.ab.
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Abb. 3.12 Auftretende Spannung bei schrittweiser Dehnung von eADF4(EiliBen im zeitlichen Verlauf

Die jeweils aufgebrachte Dehrmi(in % der urspringlichen Filmlangéest ebenfalls angegeben. Exemplarisch

ist die Messung eines unbehandelten (a) sowie eines Methahahdelten (b) keisensaurEilms gezeigt. Das
Experiment wurde wie folgt durchgefihrt: Die Probe wurde mittels Miletenschraube um eine definierte
Lange gedehn{0,3-0,5% der urspriinglichen Filmlangey)aszu einem steilen Signal im Kraftsensor fuhrt (1).
Nach anschlieRender Relaxation der Probe (2) wurden polarisiéite-Messungen durchgefihrt (3Die
Spannung espricht der gemessenen Kraft pro Querschnittsflache des Filmes, welche fir jeden Film individuell
bestimmt wurde.

(nachSpiesset al 2011mit freundlicherGenehmigung des Verlags Roicietyof Chemistry

Da die erhaltenen FTHSpektren im Bereich dehmid |- und I-Bande teilweise zu stark
streuten und damit keine Analyse maoglich war Abb. 3.11b), konzentrierte sich die
Auswertung der polarisiten Spé&tren auf dieflir b-Polyalanin spezifischAbsorptionsbande

um 965cm’™. Diese Auswertug bietet zudem einige Vorteile. Wahrend bei der AmiBhhde
einegenaueZuordnung beobachteter Effekte durch die Uberlagerung mehrerer Schwingungen
erschwertwird, ist die Zuordnung im Fall ddr-Polyalanin Bande eindeutig. Dé#/eiteren
gelten PolglaninKristalle im natirlichen Spinnenseidenfaden &lssache der hohen
Festigkeitund Steifheit(Buehler & Yung, 2009 Dementsprechengeigte diese Bande bei
Untersuchungen an Spinnenseidenfaden die starksten Anderungen bei mechanischer
Beansprubung. Mit Hilfe eines quantenmechanischen Modells konnte zudem gezeigt
werden, dassine Verschiebunglieser Bande direkt mit einer extern angelegten Kraft

korreliert(Papadopoulost al, 2007%.

Bei Betrachtung dieser Absorptionsbande zeigt sich in Filmerwassrigr Losung (ohne

bzw. mit Nachbehandlung) und unbehandelten Ameisee$dmen mit zunehmender
Dehnung des Films eine leichte Verschiebung des Peakmaximums hin zu niedrigeren
Wellenzahlen Abb. 3.13a). Im Falle des ubehandelten wiFilmes tritt diese Verschiebung

ab einer Dehnung von 4% auf, in den beiden anderen Filmen bereits ab Uberschreiten von
1% Dehnung. In Anlehnung an Messungen an naturlichen Spinnenfaden kann dies als
Ubertragung der extern angelegten Kiaff b-PolyalaninStrukturen interpretiert werden, die

bei den Filmen jedoch anders als im Fadénnicht sofort, sondern erst nach einer gewissen

Dehnung erfolgi{Papadopoulogt al, 2007 Papadopoulogt al, 2009h Eneet al, 2009.
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Mit einer Verschiebungles Absorptionsmaximums um @2 cm erscheint die Anderun
zunachst klein; unter Einbeziehung der dabei aufgewendeten Kraft ergibt sich jedoch
beispielsweise im Fall des ASIms eine Anderung von-8cmY/GPa, und liegt damit in
einem ahnlichen Gro3enordnungsbereich wie der am natiurlichen Faden beobachtete Effe
(Eneet al, 2009 Papadopoulogt al, 2007. Allerdings muss dabei beachtet werderssda

das aufgestellte Modell der Kraftiibertragung in der Molekilgeometrie limitiert ist. Da diese
in den Filmen mdglicherweise abweicht, kann an dieser Stelle nur ein qualitatingeich

zum Seidenfadearfolgen. In den Methanddlehandelten Filmen aus HFund AS hingegen

ist keine solche Verschiebung zu erkennen.
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Abb. 313 Anal yse +ayalanii gpezifisbhen HRbsorptionsbande (96Em™) bei schrittweiser
Dehnung von verschiedenen eADF4(C16) Filmene(angegeben). (a) Verschiebung des Rdakimums
relativ zur Position im ungedehnten Film. (b) Aus polarisierten HWH8sungen berechneter
Ordnungsparameter™® in Abhangigkeit der Dehnung. (c) Originalspektren desAlBsorption bei 0 und 90°
Polarisdion, jeweils vor bzw. nach Dehnung der Filme. Exemplarisch fiir Filme ohne signifikante Anderung ist
ein Methanolbehandelter AFilm (links) dargestellt, wahrend bei unbehandelten Piffienen Anderungen
auftreten (rechts).

(nachSpiesset al.2011mit freundlichertGenehmigung des Verlags Rogdcietyof Chemistry

Aus der unter verschiedenen Polarisationswinkeln erhaltenen Flache des Peaksn&ann
Aussage Uber die Orientierung der angeregten Bindung getroffen wétdpite( 2.5.4.3.
Der dabeberechnete molekulare Ordnungsparamet8tesgab fiir alle Filme vor Streckung
einen Wert ~0. Dies bedeutet keinerlei Orientierung der Bindung und bestatigt somit die oben
fur das gesamte ProtelR-Spektrumgetroffene Aussage. Mit zunehmender Dehnung der
Filme erhoht sich &' in den unbehandein Filmen (aus Meisensaurandwassrigr Losung
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wL) (Abb. 3.13b). Der Effekt beginnt wiederum erst nach esirgewissen Dehnungje mit

der Verschiebung des Absorptionsmaximums tbereinstimmt. Danach <t&idin&ar mit
zunehmender Dehnung an und erreicht einen Endwertdem Reif3en des Filmes) von 0,18
bzw. 0,22. Da ein Wert von +1 bei einer vollstandigersrichtung aller Bindungeparallel

zur Probenachserreicht wird, deutet dieses Ergebnis auf eine teilweise Ausrichdeng
N-CygBindungen vorb-Polyalanin-Strukturenin Richtung der Zugkraft hirDer Vergleichs
wert der hoch ausgerichtetdnPolyalanine in natirlichedragline Seide liegt bei 0,9
(Papadopoulost al, 200%). Hingegen war bei keinem der Filnmeach Behandlung mit
Methanol eine Zunahmevon S™ zu sehen, was darauf hindeutet, dass hier keine

Ausrichtung/Umorientierung volrPolyalaninen stattfindet.

Da in HFIP Filmen ohne Behandlung keine entsprechende piismsbande bei 966m™
auftritt, konnten fur diesen Film keine Aussagen getroffen werderf-all des Filmesaus
wassriger Losungwurde hier nur an einer Stelle des Films gemessen, wodurch eventuelle

regionale Unterschiede (wie oben beschrieben) ni¢assrwurden.

Die erhaltenen Ergebnisse deuten somit (in einigen Filmen) auf eine teilweise Ausrichtung
der b-Polyalanine hin, nicht jedoch auf eine ZunahmebaRaltblattStruktur. So trat in
keinem der Filme eine Erhdhung der Absorptlei etwa965cm™ auf, noch wurdesine

Anderung der Amid-Bande beobachtetpfern es die AuflosunzulieR

3.1.4 Charakterisierung der Filmoberflache

Die Natur der Filmoberflachest bei derinteraktion mit angrenzendePhaser(biologisches
oder andere Material) von entschelender BedeutungWichtige Parameter sind dabei die
Topographie sowie die Hydrophilie der Oberflache. Wiederum wuFdeme gegossen aus
den verschiedenen Losungsmitteln mit bzw. ohne Nachbehandlung vergheligrund der
Relevanz hinsichtlich spateremfendung der Filme in der Kultivierungon Zellen wurde
neben Methanalnd Ethanol absauch der Effekt voialiumphosphaBehandlung und 7%

Methanol bzw. Ethanalntersucht.

3.1.4.1 Topographie

Untersuchung verschiedener Filme mittels REMb geinen ersten Ubelibk tiber die
Filmoberflache AusgewahlteBeispiele sindn Abb. 3.14 gezeigt, die restlichen Aufnahmen
sind in Kapitel 10.2 (Anhang) zu findenDie untersuchterFilme besal3en eine Dicke von
1-2 um (Abb.3.14 A und B).
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Abb. 3.14: REM-Aufnahmen verschiedener eADF4(C16) FilmeCAHFIP-Filme nachbehandelt miflethanol
abs. (A), 1M Kaliumphosphdbsung (B) oder 706 Methanol (C); D: Methanol(abs)-behandelter
AmeisensaurEilm; E und F:unbehandelté-ilme auswassriger Lésung Die Dicke der Filme betrug dabei 1
2um (s. Aund E).

Unbehandelte Filme aus HFIP stellen sich glatt und ohne erkem@bar@achensuktur dar
was sich auch durcBehandlung mit Methanalicht signifikant &ndertlm Querschnitt sind
sowohlBlaseneinschlissals auch geschichtete Strukturen erkenrfBdr Nach Behandlung
mit Kaliumphospha(B) treten vermehr¥ertiefungenund Lécher mitDurchmessern bis zu
0,51 um auf. 70% Methanol (C)hingegenfihrt zu einerinhomogenenStrukturierungmit
regionalen UnterschiedeBei Filmen aus Aneisensauréingegen singowohl vor also auch
nach MethaneBehandlung viele Loécher bzw. Vertiefungen zu sehen (D), welche
madglicherweise durch Aufplatzen vosingeschlossenehdsungsmittelBlasen entstehen.
REM-Aufnahmen von Filmen ausvasseriger Bsung (wL) zeigen eine teilweise glatte
Oberflche (E), aber auclunebeneBereiche(F). Die fur HAP-Filme beschriebenen Effekte
unterschiedlicher Nachbehandlungen treffen qualitativ auctad@r Ameisenséure und wL
gegossengilme zu(s. Anhang, Kapitel 10.2)

Zur detailliertere Analyse der Oberflachentopographiairden die Filme mitteldRaster
kraftmikroskopie AFM) untersucht(Abb. 3.15). Neben einer qualitativen Beurteilung der
Topographie wurden die Aufnahmen ZBestimmungder mittlerenRatheit R, sowie der
Rauiefe verwendet (Abb.3.16. R, entspricht dabei dem arithmetischen Mittder
Abweichungjedes einzelnen Messpunktesn der Mittellinie wohingegerdie Rautiefeein
Mal fur die maximale Rauheit darstellt.

Generell zeigen all&ilme in den gewahlten Ausschnitten von (11 x 10 um eine gewisse

Strukturierung ihrerOberflache, welche sich aus homogeneren Flachen irBemeich
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zusammensetziApb. 3.15). Dementsprechend steigt die Rauheit mit der analysierten Flache
an (Abb. 3.16). Ubereinstimmend mit den REMufnahmen weisemuch hier unbehandelte
Filme aus HFIP mit einer Mittelrauheit vonntn (bestimmt tber 26m?) die glatteste
Oberflache auf, wobei die Rautiefe etwarzf betragt. lhre leicht wellige Struktur geht durch
Methanolabs:Behandlung in eine homogenere Oberfiahit &hnlicher oder leicht erhéhter
Rauheit tUberAbb. 3.15). Eine Behandlung mit Phosphatlésung oder%%MMethanol fuhrt

wie schon im REM beobachteuch auf dieser Grof3enskala zu einer Zunahme der Rauheit,
die bei der Alkoholbehandlung besonders stark ausgepragt istin@dnittiere Rauheit R

von 17nm ergab Damit einher geht ein Anstieg der Rautiefe auf dasfatbe des

unbehandelten Films.

In den ansonsten glatterAmeisensauréilmen (unbehandelt) mit Rauheitswerten
vergleichbar zu unbehaelten HFIRFilmen wurden Locher bzw. Vertiefungdobachtet.

Mit Durchmessern von O;2um entsprechen sie den bereits mittels REM detektierten
Strukturenlhre Tiefebetrug etwéb0-70 nm. Durch MethaneBehandlung nimmR, auf etwa

5nm zu und die Oberflache erscheint welliger.

Um zu uUberprifen, ob die starke Aufrauhung der Filmoberfliche bei Behandlung mit
Kaliumphosphat und besonders %0 Methanol (sHFIP-Filme) auf das darin enthaltene
Wasser zurtickzufihren sein kénnte, wurdemeisensauré-ilme, die im Gegensatz zu HHP

Filmen per seunl6slich in Wasser sindmit Wasser inkubiert und nach anschlieRender
Trocknung analysiert. Auch hier zeigt sich einerks@aZzunahme der Rauheit auf48 nm

(Abb. 3.15, Abb. 3.16). Moglicherweise fuhrt das Wasser zu ungleichmaRigem Quellen der
Filme oder erlaubt lokale Umlagerungen der Moleklleerschichtung bereits Metharol
behandelter Filme mit Wasser resultierte dagegen nur in einer geringen Zunahme der Rauheit
(Abb. 3.16).

AFM-Aufnahmen von wtFilmen weisen stark unterschiedliche Ergebnisse auf. Die Filme
erscheinen teils &hnlich glatt wie die aus den orghaisd.dsungsmitteln, weisen an anderen
Stellen aber eine stark gewellte Oberflache mit der héchsten beobachteten Rauheit auf.
Hierbei handelt es sich vermutlich um die ebenfalls im REM detektierten aufgerauten
Bereiche. Auch nach Behandlumgt reinem Methaol bleiben Bereiche unterschiedlicher

Rauheit detektierbar.
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HFIP unbehandelt MeOH

40 nm
0
10 pm

Phosphat

40 nm
0 4
10um

AS unbehandelt MeOH

40 nm
0 -
10 pm =

Wasser

10 nm 300 nm
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wL unbehandelt

40 nm
Region | 0
10 pm
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unbehandelt

300 nm
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Abb. 3.15: Einfluss verschiedener Losungsmittel und Nachbehandlungsmethoden auf die Topographie von aus
HFIP, Ameisensaure (8) und wassriggr Losung (wL) gegossenen eADF4(C16) FilmeiGezeigt sind
reprasentative AFMAufnahmen mit 1 bzw. 1QAm Kantenlange. Alle Messungen wurden an Filmen nach
Trocknung und Lagerung bei 36 LF imtapping modealurchgefihrt.
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Die Rautiefe folgt insgesamt bei allemoBen den Trends der Mittelrauheif Bnd variiert
zwischen ~20nm bei unbehandelten HFHImen und 40600nm bei mit Wasser

behandelten Aeisensaur&ilmen sowie Filmen ausassrigr Losung

a) b)

HFIP \ AS | wlL HFIP | AS | wlL
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Abb. 3.16. Mittelrauheit R (a) und Rautiefe (b) von eADF4(C16) Filmen in Abhangigkeit des Lésungsmittels
und der Nachbehandlung. Beide Parameter wurden ausAlfNahmen der jeweiligen Filme Uber eine Flache
von 1pm? (hellblau) bzw. 25um? (dunkelblau)ermittelt, wobei die Werte aus stichprobenartig aufgenommenen
Aufnahmen gemittelt wurden(unb.:unbehandeltMeOH: Methanol abs.| und IlI: stark unterschiedliche
Bereiche auf wL Filmen

3.1.4.2 Benetzbarkeit/Hydrophobizitat

Die Hydrophobizitat der Filmoberflaeh wurde (ber Messung ihrer Benetzbarkeit mit
Wasser bestimmt. Kontaktwinkel zwischen Oberflache und Wassertropfe® 90hgelten
dabei als hydrophgbwéhrend hydrophile Oberflachen durch kleinere Kontaktwinkel
charakterisiert sind. Methanbkehandelte ifme variieren in ihrem Kontaktwinkel je nach
verwendetem LosungsmitteMit einem Messwert von 385 + 6,9° (HFIP) bzw.48,2° £ 5,8°
(wL) sindHFIP- undwL-Filme als hydrophil einzuordnen, wahrendhéisensaur&ilme mit
65,7°+ 2,0 etwas hydropholer sind (Tabelle3.7). Vor der Behandlung ergaben
Ameisensauréilme einen leicht geringeren Messwert (563°), ebenso wiewlL-Filme
(43°£5°). Allerdings kann bei Filmeauswassriger Losungnicht ausgeschlossen werden,
dassdie KontaktwinkelMessung dadurch beeintrachtigt wird, dass sich die Riheeisein
Wasser losen. HFHWilme konnten dementsprechend gar nicht olechkehandlung
untersucht werderv.0 % Methanol und Ethanol fihrten genau wie Kaliumphospkatllen
Filmen zu einer starken Verringerung des Messegrauf11° bis 30°. Die Messwerte
schwankten dabei allerdings stark, da der abgesetzte Tropfen meist nichvatabdndern
sich schnell auf dem Film verbreitert®araus kann geschlossen werden, dass die
Filmoberflacha stark hydrophil sind Jedochist auch die Oberflachentopographie dieser

Filme soweit verandert (s.), dass kein direkter Vergleich mit den anderen Filmen mdglich
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ist. Insgesamt zeigtealle untersuchten Filme einen deutlich kleineren Kdktvinkel als die
PolystyrolOberflache selbst (8% +1,1°). ~12

Tabelle 3.7: Kontaktwinkel von WasseH,0yq) auf verschiedenen eADF4(C1Bjimen (015 mg Protein/crf
gegossen auf Polystyr{fPetrischale).

Nachbehandlung HFIP Ameisensdure  wass.Losung
unbehandelt n.b. 56,0° +3,0° (43,5° £ 4,6°
MeOH &bs) 38,4°+6,9° 65,7°+x2,0° 48,2° +5,8°
MeOH (70%) ~11-20°
Kaliumghosphat (IM) ~12-30°

3.2 Modifizierung und Funktionalisierung von eADF4(C16)

3.2.1 Herstellung und Charakterisierung von CysteinVarianten von eADF4(C16)

Zur Erweiterung dekinsatzspektrusivon auf eADF4(C16) basierenden Materialien ist eine
Funktionalisierung miexternenEffektormolekilen von gro3emmteresseUm einer®its eine
schnelle und einfache Modifikation des Proteins mit unterschiedlichsten Molekilen zu
ermoglichen, dabei aber andererseits die Position Qudntitatder Modifikation genau
kontrollieren zu kénnen, wurdeuf molekularbiologischem Wegjn Cystein m eADF4(C16)
eingebrachtDa das Protein urspringlich keine Thiole enthéigllt die Thiolgruppe des

eingebrachte Cysteirs eineneue spezifische Kopplungssteltar.

3.2.1.1 Design, Expression und Reinigung

Konzeption und Klonierung

Zwei Strategien wurderverfolgt, um jeweils ein Cystein in die Primarsequenz von
eADF4(C16) zu integrierenn dem ersten Ansatz wurden Cysteinhaltiges Modul C*
generiert, in dem das Serin des urspringlicheévidduls an Position 25 durch Cystein ersetzt
wurde @Abb. 3.17). Durch Anfiigen dieses Moduls am Aminbzw. Carboxyterminusvon
eADF4(C16) ergaben sich dreun aus ingesamt 17 Modulen bestehendermteine C*C16
bzw. CL6C* (s. Anhang, Kapitel 10.5)

Der zweite Ansatz bestand darin, das Cystein aul3erhalb-tsd@s zu platzieren. Dafur
wurde es in eine 14 Aminosauren umfassende Seqtagantegriert Abb. 3.17), welche im
Folgenden alstag™°bezeichnet wird, da sie am aminoterminalen Ende des Pratejesiigt

wurde.Das daraus resultierende Protein wurdentds™“C16 bezeichnet.
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Module Aminosduresequenz
o ) GSSAAAAAAAAS GPGGY GPENQGPS GPGGY GPGGP
ISH
C* (Ser25Cys) [ | GSSAAAAAAAAS GPGGY GPENQGPC GPGGY GPGGP
SH
ntag®s \IJ GCGGSGGGGSGGGG

Engineerte Proteine

H,N
\
eADF4 (C16) COOH
HN — SH
eADF4 (C16C*) “i‘ J\’ COOH
n=14
eADF4 (C*C16)

N SH
~ I _
> Jiig\, COOH
6 H.N SH
eADF4 (ntag®sCl16) \‘\I«)iﬁ —coon

n=14

Abb. 3.17: Cysteirhaltige Varianten von eADF4(C16). Um jeweils ein Cystein in die Sequenz des Cystein

freien eADF4(C16) einzubringen, wurden zwei Strategien verfolgt. Zum einen wurde das Modul C* generiert, in

welchem Ser 25n der uspringlichen Sequenz zu Cys mutiert wurde. In einem zweiten Ansatz wurde ein
Cystein in einer 14 Aminos?aumiadgd’fiumf Ss e hdend8d'S ad wse nazu ci
wurden als eigenstandige Module entweder an aaso-oder caboxyteminale Bde der Sequenz von

eADF4(C16) angaracht. fiachSpiesset al, 2010bmit freundlicherGenehmigung degerlags Royal Societgf

Chemistry

Die fur das Modul C* codierende DNB8equenz wurde mittel§utagenesd®CR unter

Verwendung der PrimepCSmutfwd und pCSC3°%

rev (s. Kapitel 2.1.1) hergestellt. Als
Matrize diente das Plasmid\@L (C), welches die fiurie C-Modul codierende DNASequenz
enthalt(Huemmerichet al, 20044. Die fir ntag™® codierenda DNA-Sequenz wurde durch
Hybridisierung zweier komplementarersynthetisierter Oligonukleotid¢ntad™fwd und
ntad”¥*rev, s. Kapitel 2.1.11) erzeugt. Diese waren so konzipiert, dassbeiden Enden
komplementare Uberhdnge zugeschnittenerZielvektor vorlagen Nach Klonierungdes
jeweiligen Konstrukts in den Vektor pZL standen somit fur beide Strategien DNA
Sequenzen zur Verfugung, die in einem etablieren Klonierungssystem zur nahtlosen

Oligomerisieung (Huemmerichet al, 20044 eingesetzt werden konnten.

Hintergrund beider Strategien war, funktionelle Charakteristika von eADF4(C16), wie
beispielsweise seine Assemblierungseigenschaften, moglichst nicht zu beeintrachtigen. So
wurde fur die erste Strategie der AustauS&bC aufgrund der chemischen und sterischen
Ahnlichkeit beider Aminosaur@ gewahlt. Zudem zeigte ein Vergleich der Hydro
pathizitatsblots nach Kyte und Dooliti{&yte & Doolittle, 1983 fiur die jeweiligen Proteine

an dieser Stelle die geringsten Veranderur{geAinhang, Kapitel 1(®).

94



Ergebnisse

Mittels Strategie Antad™9 sollte das Cystein als Kopplungs#tehn einer flexiblen und
maoglichst nicht mit der Ausbildung hydrophober (intermolekularer) Wechselwirkungen
interferierendenStelle bereitgestellt werden und ist daher durch einige Aminosauren
bestehend aus Glyeirund Serinrestervon der urspringlichen Sequenz von eADF4(C16)

getrennt.

Proteinproduktiorund-Reinigung

Die Expression dermittels Sequenzierung verifizierteKonstrukte erfolgte in einem
Bioreaktorim Expessionsstamri. coli HMS174DE3). Alle drei rekombinanten Proteine
C*C16, C16C* sowiatag™*C16 konnten weitgehend nach der fiir eADF4(C16) entwickelten
Reinigurgsstrategie gereinigt werden. Die Ausbeute betrug daf#2,3 mg/g Biomase,
wobei vonntag™C16 die héchsten Mengen erhalten wurd@ie. Reinheit und Identitader
Proteine konnte mittels SDSPAGE, Westernblot(Abb.3.18 und Massenspdrometrie
(s.Kapitel 10.3 Abb. 10.5) Uberpriftund bestétigt werden

a) b)

kba S 1 2 3 411 2 3 4

| kDa 1 3 4 2
175 — w-— | —D

FE 175 —

| - " -—D
58 — | .O -
46—? |
30 — . '
23— - : 1: eADF4(C16)  3:C*C16
17 — | 2: ntag®°C16 4: C16C*
7—% S: Standard

nicht-reduzierendI reduzierend

Abb. 3.18 Analyse der gereinigten Cyarianten von eADF4(C16) mittels SEFFAGE (a) und WesternBlot

(b). (a) Die Proteine wu r-Meeaptoethanol inkubiert, mittelhh SEBAGEZ u s at z
aufgetrennt und anschlieBend eirsiiberfarbung unterzogen. (Kmmunoblot der Proteine unter nieht
reduzierenden Bedingungen. Die Detektion erfolgte Uiber diedeam Expressionsvektor pETI2kodiertenT 7-

tag welcher am Aminoterminus der Proteine lokalisiettN&tMonomer, D: Dimer

Beim Vergleich mit dem aufgetragem GroRenstandard in der SIPAGE fiel auf, dass die
Laufstrecke der Proteine nicht ihrem theoretischen Molekulargewicht vonkB28,5
(ntag™<C16) bzw. 50,&Da (C*C16 und C16C*) entspricht (Fabelle 3.8). Dieses
Phanomen tritt jedoch auch bei eADF4(C16) auf, welches eine Molmasse vokD47,7
besitzt, und griindet sich vermutlich auf dessen spezielle Aminosaurezusammensetzung. Die
massenspekmetrische Analyse bestatigte zudem in allen Féllen das erwartete Molekular
gewicht(s. Anhang,Abb. 10.5). Bei Analyse unter nichteduzierenden Bedgungen zeigte

sich bei allen drei CysteiWarianten eine zusatzliche Proteinbande, die dem jeweiligen Dimer

entspricht.
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3.2.1.2 Analyse der Sekundarstruktur

Um zu Uberprifen, ob die Veranderungen der Primarstruktur von eADF4(@&3en
Sekundarstruktur beeinflsts wurden die CysteiVarianten CDBspektroskopisch untersucht.
Die Spektren aller drei Proteine (gelost in M Tris-HCI, pH8) gleichen dem von
eADF4(C16) Die auftretenden Unterschiededer absoluten minimalemolarenElliptizitat
zwischen 19803nm (Abb. 3.19a) spiegeln vermutlich Messartefakte wid&omit liegen
auch diese Proteine groR3tenteils umgeordneterbzw. Polyprolin IFKonformation vor
(s.Kapitel 3.1.1.1). DaAbb. 3.18 die Anwesenheit von Dimeren zeigt, wurden die Proteine
zudem in reduziertem Zustand untersucht. Auch hier st keinesignifikante Anderung
des KurvenverlaufsAbb. 3.19b).

a) b)
0:9 2 T 1 ] :("9 2

x 0+ . x 01
% -2 4 "E 2

S -4 1 © 41

§ 67 1 5 1

D .84 - o 8

3 — eADF4(C16) B

=107\, ntagC16 | =107 —  eADF4(C16)
62-12- ' — C*C16 { =121 _ - C16C*

\ J— * / — *
= 4] C16C 1 @ 1] v C16C* - red.
190 200 210 220 230 240 250 190 200 210 220 230 240 250
Wellenlange (nm) Wellenlange (nm)

Abb. 3.19: Analyse der Sekundarstruktur Clyaltiger Varianten von eADF4(C16) wassriger Losungl0 mM
Tris-HCI pH 8) mittels FeraUV CD-Spektroskopie. (a) Vergleich aller Gyarianten zum Originalprotein
eADF4(C16). (b) Vergleich von nictitehandeltem sowie rediertem(red.) Protein, exemplarisch gezeigt fur
C16C*. (hachSpies=t al, 2010bmit freundlicherGenehmigung des Verlags Roygdcietyof Chemistry

3.2.1.3 Charakterisierung des Dimerisieungsverhaltens

Wie bereits inAbb. 3.18 zu sehen ist, lagen die Cystdialtigen Proteine nach Reinigung
teilweise als Disulfid-verbricke Dimerevor. Zur genaueren Analyse wurden die Proteine
entwederohne weitere Zugze sowie nach Reduktion nTICEP mittels Grof3enausschluss
Chromatographie (SEC) aufgetrenrfAbb.3.20. Als Referenz wurde eADF4(C16)
aufgetragen, welches zum direkten Vergleich ebenfalit dem Reduktionsmittel versetzt
worden war.Die Detektionerfolgte neben UVVAbsorptiorsmessungnittels statische sowie
dynamische Lichtstreuung. Statische Lichtstreuung ermdoglicht eine Bestimmung der
absolden molaren Msse ohne Verwendung von Gréfandardsowiedes Tragheitsradius,
wahrend mit dynamscher Lichtstreuung der hydrodynamische Radius der Probe ermittelt

wird.
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Abb. 3.20: Analysevon eADF4(C16) sowie seiner Gy&rianten mittelsGrol3enausschlusschromatographie.
Die Proben wurden ohne bzw. nach Reduktion mit TCEP auf eine Supe&f#x /300 HR aufgetragen. Als
Laufpuffer wurde 10nM Tris-HCI pH 8, 100mM NaClverwendetdie Laufgeschwindigkeit betrug Op8l/min.
Dinne Linien repsentieren das U¥Absorptionssignal, dicke Linien das astatischer Lichtstreuung ermittelt
Molekulargewicht Aus den Messungen bestimmte Werte sind in Tabelle 3.8 zusammengefasst.

In dlen Probenwurde nach einer Retentionszeit von mi® ein Peak dekgiert. Die
ermitteltenzugehoérigemmolaren Massen und der Vergleich mit eADF4(C16) zeigen, dass es
sich dabei um monomeres Protein handEdtbglle3.8). In den nichtreduzierten Proben der
Cysteinhaltigen Proteine zeigt sich zusatzlich ein Peak nach mih5 welcher dem
jeweiligen Dimer entspricht und in den reduziarf®oben vollstandig fehlT eilweise ist eine
weitere minimale Absorption nach ner Retentionszeit von min zu erkennen. Das
berechnete Molekulargewichion 0,72 x 10’ Da deutet darauf hin, dass es sich hier um
hohere oligomere Proteinspezies handelt. Da diese Signale jedoch auch bei eADF4(C16)
auftraten, scheint es sich dabei nidmt CysteirabhangigeSpezies zu handelZuséatzlich

trat bei eADF4(C16) ein Tailing des Signals auf, was vermutlich auf verkirzte oder

proteolytisch bedingtBroteinfragmente zurtickzufthren ist.

Aus dem Verhéltnis der Flachen der jeweiligenséiptionspeles wurde der Anteil an
Monomer bzw. Dimefiir die einzelnen Proteine bestimmEabelle3.8). Ntag*T16 besitzt

in nativem Zustand mit c&1 % den hochsten Monomémteil, wahrend er bei C*C16 und
C16C* etwas niedrigefl7-20 %) liegt. Durch Zugabe von TCEP konnten alle drei Rnate

vollstdndig monomerisiert werden.

Die Bestimmung de$ragheitsradiugy aus statischer Lichtstreuung ist erst ab einer gewissen

Partikelgrof3e moglich, wobei die Gren@des hier verwendeten Systent®i etwa 10hm
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liegt. Fur die Monomere konnte dahezin verlasslicher Wert erhalten werden. Im Fall der
Proteindimereergaben sich Werte zwischen 1thd 13nm (Tabelle 3.8). Der hydre
dynamischeRadius R, von eADF4(C16)betragt3-5nm, wobei der Fehler von ca. 20

vermutlich auf die niedrige Protdianzentration zurtickzufihren ist. Dimere Proteine ergaben

einen R, von etwa &m. Aus dem Verhaltnis vorR; zu R, ( AFor mf akt or i) k ©°
Informationen Uber die Molekilform erhalten werdeSo weisen geflllte Kugeln
typischerweise einen Formfaktor von 0, Hghlkugelnvon ~1,und stabformige Molekile

von 1,7 auf (Rizoset al, 2003 Adolphi & Kulicke, 1997. Fur die Dimere der Cy¥arianten

von eADF4(C16)ergibt sich ein Formfaktor von ca. Obwohl die jeweiligen Werte eine

gewisse Fehlerbreite aufweiserkann daraus auf eine elongierte stéabchenaige

Moleklilgeometriggeschlossen werden

Tabelle 3.8: Ubersicht uber das theoretische Molekulargewicht, MoneDierer-Verteilung und DimergroRe
der CysVarianten von eADF4(C16). Die jeweiligen Werte wurden aus Analyse mittels SEC kombiniert mit
statischer und dynamischer Lichtstreuung ermi¢etib. 3.20) In Klammern ist der jeweilige Fehler angegeben.

Molekulargewicht [kD] Anteil [%0] GroRRe (Dimer)
Protein
Monomer Dimer Monomer  Dimer R R Fgr_m‘aktor
[m]  [hm] " =R/Ruw
C16 47,7 i 100 0 4 (20%)
(Monomer)
ntag™T16 48,5 97 31 69 64 129 50
(10%) (1%)
C*C16 50,6 101,2 17 83 61 124 503
(9%) (1%)
c16C* 50,6 101,2 20 80 62 123 o9

(8%) (2%)

Bestimmung deRedoxpotential

Dadas Cystein in dedrei verschiedenen Protemgweils in anderer Umgebung platziert ist
wurde zuséatzlich das Redoxpotential der jeweiligen DisiBfitiungen/Cystine bestimmt.
Im Zuge der initialen Charakterisierung von relmmant hergestellten Spinnsgiden
proteinen wurde bereits eine Methode zur squantitativen Bestimmung des
Redoxpotentialg hier von denDisulfid-verbriicken nichtrepetitiven Regionen NR3 und
NR47 entwickelt(Huemmerich, 2004 Analog dazu wurden die Proteineag®YC16, C*C16
und C16C* in einem auf DTT basierenden Retuffersystem bei verschiedenen Redox
potentialenE 0 Poténtialbei pH7) inkubiert 6.Kapitel 2.44). Aus der NernsGleichung
abgeleitet etspricht das Potential derjenigen Losung, in derRii@einezu gleichen Teilen

als Monomer und Dimevorlagen, denStandareRedoxpotential ihreCystins.Der Einfluss
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der Cystire der eADF4(C16Yariantenauf das Redoxpotentialurdeaufgrund der geringen

Konzentration (ca.de M) v ersigtachl 2 s

E/mV 150 ,L@,G '),10 ,L%Q '29’0 o oA0 590 Abb. 3.21: Redoxtitration von Cy&arianten von

- oz oz s eADF4(C16). Die Proteine €0,5mg/ml) wurden Ih
D — W= ntag®°C16 in Loésungen mit verschiedenen Redoxpotentie
(eingestellt Uber das Mischungsverhaltagn DTTox
zu DTTred in 100mM MOPSpH7, 1mM EDTA)

M — o A A At inkubiert. Nach Carboxymethylierung wurden ¢
Cc16C* Proben mittels SD®AGE aufgetrennt und silbe
D — e mepy D W= ea= gefarbt. Das Potential der Losung, in der die Prote
zu gleichen Teilerals Monomer und Dimer vorliegen
M — entspricht denfRedoxpotential ihres Cystins.
el ol Al d (nach Spiesset al, 2010h mit freundlicher Geneh
C*C16 migung des VerlagRoyal Societyof Chemistry

D—'P-'v—-r——~

M— = . — . — W -

Das so ermittelt@otential liegt beintag™YT16 bei -250 bis-260mV, wahrend es bei C16C*
und C*C16 bei negativeren Werten zwisch@70 und-280mV liegt (Abb. 3.21). Dieser

Unterschied ist vermutlich die Ursache fiendbeobachteten hoheren Monomeranteil in
ntag”'"C16.

3.2.2 Kopplung in Lésung

Die Modifikation der eADF4(Cl6Yarianten sollte Uber Kopplung an die Thiolgruppe des
eingebauten Cysteins erfolgen. Hierzu wurde die spezifische Reaktion mit Ma&apgen
eingesézt, die bei neutralem pH ablaufa fir diese Reaktion freie Thiole notwendig sind,
mussten die zum Grol3teil iDisulfid-verbricktem Zustand vorliegenden @¥soteine
zunachst reduziert werden. Um eine moglichst quantitative Reaktiogewdhrleisten
wurden die optimalen Bedingungen der Reduktion empirisch ermitthstindige
Inkubation der Proteine mit ifdchem Uberschuss aReduktionsmittelerwies sich als
ausreichend. In einer (unter nigieduzierenden Bedingungen durchgefiihrten) $ASE
wurde mur Monomer detektiert Zudem ergab dieReaktion des vom Reduktionsmittel
abgetrennten Proteimsit Ellmans Reagens durchschnittliof®5 mol freis Thiol pro mol
Protein Als Reduktionsmittelwurde TCEP gewahlt, da es nicht die folgende Kopplungs
reaktionbeeintrachtigt und somit nicht entfernt werden musssaufgrund der beobachteten
schnellen Wiederausbildungpn Disulfidbriickenbei Entfernungdes Reduktionsmittel die

Kopplungseffizienzrhoht.

3.2.2.1 Kopplung von FluoresceinMaleimid

Zur Optimierung samtlickr Parameter wurde zunéchst Fluoresdéiteimid anntag™<C16
gekoppelt.Bei pH7 ist die Reaktion zwischen einer Malein@uppe und Thiolen etwa

99



Ergebnisse

1000fach gegentbeder Reaktion mit primaren Aminen (welche beiigsem pHWert
protoniert vorliegenbevoraigt, so dass durch Einstellen des-Wertesdie Spezifitat der
Reaktion beeinflusst werden kann. Sowohl die Reduktion des Proteins als auch die
anschlieBende Kopplung wurde daher inn#d@ HEPES pH7 durchgefuhrt. Nach R
Inkubation bei RT wurde das Prateidurch Zugabe von M KaliumphosphaPuffer
guantitativ prazipitiert Wie bei eADF4(C16) bilden sich dadurch stabile Mikrokugeln mit
hohem b-FaltblattAnteil (Slotta et al, 2008 Wohlrab, 201). Diese konnen durch
mehrmaliges Waschen oder dur®ialyse von nichgebundenem Fluorophor getrennt
werden. Analyse des gekoppelten Proteins mit&BSPAGE, Massenspektrometries. (
Anhang,Abb. 10.6) sowieHPLC unter Benutzung einer @4mkehrphasensaul@bb. 3.22)
verifizierte die kovalente Bindung des Fluoressein ntag™16. So wurde nach 148in

ein Fluoreszenzsignal erhalten, welches durch Vergleich mit deiSigivalenntag™<C16
zugeordnet werden kanmas Vorhandensein von ubrigerfreiem Fluorophor in dem
gereinigten Protein konnte mittels HPiADalyse ausgeschlossen wen @bb. 3.22), da
kein entsprechendes Signal (bei 1fiin) auftrat.Die Kopplungseffizienavurde GberUV-
Vis-Absorptiorsmessung der Losurgei 276nm sowie 493 im bestimmt (s.Kapitel 2.4.6)
undlag bei 7690 %.

17,7min { 4

B

o

1
-
P
o
2
>

— ntag®=C16 (UV)
— ntag®*C16-F (UV)

w

N
wupgs 'w3g
('n'y) zuazsalion|4

— ntag*C16-F (FL)
------ F (FL)

UV Absorption (A.U.)
A280nm

Zeit (min)

Abb. 3.22: Analyse der Kopplung von Fluoresceitaleimid (F) anntag™C16 mittels C4Jmkehrphasensaule.
Gezeigt sind die UMAbsorption bei 280im (UV) sowie die detektierte Fluoreszenz (FL) (Ex. 48§ Em.
530nm). ntagd”’"C16-F: gekoppeltes ProteirF: freies FluoresceiMaleimid. Der Detektorshift zwischen UV
und Fluoresenzsignal ist durch den instrumentellen Aufbau bedingt.

(nachSpies<t al, 2010h mit freundlichetGenehmigung des Verlags Rogdcietyof Chemistry

3.2.2.2 Modifikation mit zyklischemRGD-Peptid c(RGDfK)

Eine Modifikation mit RGDfindet haufig Anwendung zur spezifischen Verbesserdeg
Zelladhéasion (vgl. 3.3.4) (Herselet al, 2003. Die Aminosaurefolge aus Argini@lycin-
Aspartat(RGD) wurde als ein wichtiges Erkennungsmotiv zur Bindung von Integrinen in der
extrazellularen Matrix ECM) identifiziert (Pierschbacher & Ruoslahti, 198&uoslahti,
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1996. Das hier verwendete zyklische RGEeptid c¢(RGDfK) wurde speziell auf die

I nteraktion mi t | vhst optgnieit (Kantlehner ets al, 200® sind U
freundlicherweise von der Arbeitsgepe von Prof. Dr. Kessler (TU Munchen) synthetisiert
und zur Verfugung gestellum die spezifische Reaktion mit Thiolen zu ermdéglichen, wurde
zudem eine MaleimifGruppe angefligt, welche Uber einstarrenLinker (SMCC, Abb.
3.23a) mit dem Peptid verbunden ist. Da keine Antikérper zur Detektion dieses zyklischen
Peptids existieren, wurde fur erste Experimente zusatzlich Fluorescein angeflgt, auf das i

weiterfihrenden Arbeiten verzichtet wurde.

Die Modifikation von ntag”<C16 mit c(RGDfK) erfolgte aalog zur Kopplungmit

FluoresceirMaleimid. Hierbei wurde eine Kopplungseffizienxon 7590% erzielt.

Wiederum konnte die kovalente Kopplung mittdgssenspektrometriés. Anhang Abb.

10.6), SDSPAGE und HPLCunter Benutzung einer @4mkehrphasensauleachgewiesen
werden wobei der Peak bei 14t8in (UV) nichtgekoppeltem Protein entsprichflpb.

3.23b). Bei kovalenter Kopplung des RGPeptids verschiebt sich das Sigaalf 15,1 min

(UV) bzw. 15,2min (FL).

a) - b)

04[}*0 ntag®:C16 (UV) — ntag®*C16-RGD (FL)

¢(RGDfK) SMCC — ntag®C16-RGD (UV) - -. c¢(RGDfK) (FL)

50 1 -7

K MY — 15,1 min , 17,8 min

2 / v -6 I
" $ 40 14:8 ]'I g
HZN/y\ 9  Fluorescein c e m{: i 45 r3” ﬁ
COOH o c i 1" ‘N
R " O 2 ! 1488
== ) g 1 0 3 g N
O o 3 20- o 1° 3%
< 15,2 min ' :
. > o \\ / i 42 C
) _ [ ~

’ > NH ) J k 5 1.

] \ '
T<0 0 d T T T ‘: T ll l; T T = 0

COOH 14 15 16 17 18 19 20
Zeit (min)

Abb. 3.23: (a) Strukturformel des zyklischen RGeptids c(RGDfKMaleimid (zur Verfugung gestellt von
AG Prof. Kessler, TU MinchenDie Aminoséurereste sind dabei durch den Einbuchstabencode dargestellt,
wobei Grof3buchstaben-lund Kleinbuchstaben {Bminosauren kennzeichnekine MaleimidFunktionalitét
wurde Uber den Linker SMCC angebracht. Zur Detektion wurde zuséatzlich Fluorasgeitigt. (b)Analyse der
Kopplung von c(RGDfK)-Maleimid an ntag™16 mittels C4Umkehrphasenséule. Gezeigt sind die -UV
Absorption bei 280m (UV) sowie FluoreszenzsignalgL) (Ex. 490nm, Em. 53(hm). ntag”*C16-RGD:
gekoppeltes Protei(RGDfK): freies RGD-Peptid

D
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3.2.3 Moadifikation und Funktionalisierung von Filmen aus CysteirVarianten von
eADF4(C16)

3.2.3.1 Strukturelle Charakterisieru ng der Filme

Im Folgenden wurde untersucht, ob die eADF4(C16) bestimmtei©Charakteristika der
Filmbildung sowie der Filme selbsiei Verwendungler CysProteineerhalten bleibenEs
zeigte sich, dasdla drei Proteinezu Filmen prozessiert werdédnnen. Dabei traten keine
signifikanten Unterschiede zu eADF4(C16) auf, wederdee Filmherstellung nochei der
strukturellen Untersuchung dé&roteine in derFilmen. Exemplarisch sind=TIR-Spektren
von aus HFIP gegossendiiimen gezeigt Abb. 3.24). Sie weisen sowohl vor als auch nach
Behandlung mit Methana@bs. Charakteristika vergleichbar zu denentsprechesen
eADF4(C16)Filmen auf Unbehandelte Filmeeigen FTIRMaxima bei 1654m™ und eine
Schulter bei 1638m™ und bestein somitvornehmlichauseing Mischung aud)-Helices
und ungeordneten Struktureline fiirb-Polyalanin typische Absorption (um 96#Y) war
nicht zu erkennen. Diese Alrgption trat erst nach Methanddehandlung auf, welche auch in
den CysProteinen die Bildung vob-FaltblattStruktur induziertund zu einer Verschiebung
des Absorptionsmaximums zu 16@%* fiihrt (Abb. 3.24b). Genauso glichen Filme
gegossen aus AS und Puffer denes @ADF4(C16)Daten nicht gezeigt)

a) b)
a-HeliwRC.  a-HelixRC N o
' B-Faltblatt ' p-Faltblatt HFIP L) Lo HFIP
= AN Lo unb. - P MeOH
= | | 2 1 ) 1 I
< ' i < P A Ve
8 : 1 : 8 : I ‘
B | ™ ntag®°C16 = | ntag**C16
g- 1 / x -FL §- I I : I -FL
§ | 7~ = c16C* £ L P crec:
x : ™\ c'C16 x Lo .1\ " ntag=C16
Lo Lo ntag®C16 Lo Lo
Lo || “—eADF4(C16) Lo ' ! “-eADF4(C16)
1700 1650 1600 1550 1500 1700 1650 1600 1550 1500
-1 R
Wellenzahl (cm ') Wellenzahl (cm™)

Abb. 3.24: FTIR-Spektren Cyshaltiger Varianten im Vergleich zu eADF4(C16). Gezeigt st HFIP
gegosseneFiime ohne (a) bzw. mit Methan@ehandlung (b).ntag®*C16FL: mit FluoresceirMaleimid
gekoppeltemtag™<C16, RC: random coil

(nachSpiesset al, 2010h mit freundlichetGenehmigung des Verlags Roydcietyof Chemistry

Mit FluoresceinmodifiziertesntagY"C16 bildete Filme aus, dim ihrer Sekundarstruktur
denen ohne Fluorescein gleich@kbb. 3.24). Das kleine, hydrophobe FluoropHdolekil

scheint daher nicht signifikant die Ausbildung der intuad intermolekularen Wechsel
wirkungen des Spinnenseidenproteins zu beeintrachtigen, wedttzildung der typischen

Filmstruktur auftreten.Im Gegensatz dazu beeinflusst Fluorescein die Bildung vo
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Hydrogelen aus eADF4(C16) bzw. die Anordnung der darin enthaltenen Nanofibrillen
(Schacht & Scheibel, 20).1

Filme aus den Cysteiarianten entsprachersomit in ihrer Sekundarstruktur deneon
eADF4(C16). Auch ihre chemische Bestandigkeit gegeniber Wasser und Denaturierungs
mitteln waridentisch zu eADF4(C16filmen (vgl.Kapitel 3.1.2)

3.2.3.2 Filmmodifikation

Wie in Kapitel 3.2.3.1 beschrieben, kdnnen modifizierte Spinnensé€itiae prinzipiell

durch Assemblierung von in Losung modifiziertem Protein hergestellt werden. Diese
Maoglichkeit ist jedoch durch die Art des anzubringenden Molekiiigiert. Abhangig von

der chemischen Natur und der Grof3e ist eine Wechselwirkung bzw. Beeintrachtigung der
natirlichen Proteinassemblierung zu erwartBaher wurde die nachtragliche Kopplung
bereits gebildeterFilme untersucht. Zusatzlich bietet dies die Option, spezifisch die
Filmoberflache zu modifizieren (wiederum abhéngig von den Eigenschaften des zu
koppelnden Molekiils) sowie gegebenenfalis Menge an eingesetzteiffektormolekila zu
minimieren.Die Dichte der funktionellen Gruppen kann zudéunch Herstellung von Blends

gesteuert werden.

Um Fragen der grundséatzlichen Reaktion, wie die ZuganglichlezitTdhiole im bereits
assembligen Film, zu klaren, wurde zunéchst Fluorescéin die Kopplungsreaktion
verwendet. AnschlieBend wurden Filme mit verschiedé&tfiktornolekilen modifiziert.

Modifikation mit Fluorescein

Zur Modifikation wurden Filme auden Cysteifvarianten von eADF4(C16) aus Losung in
HFIP hergestellt und durch Methanalbs:Behandlung wassenloslich gemacht. Die
Kopplungsreaktion erfolgte analog zu der in Losung mit Fluoreddaieimid in
Anwesenheit von TCEP. Nach einer Inkubati@isaszon 2h wurde nicht gekoppeltes
Fluorescein durch mehrmaliges Waschen entfernt. Eine erste qualitative Einschatzung der
Kopplung konnte tber Aufnahmen der Filme mittels Fluorestevager erfolgen. Zur
weiteren Analyse wurden die Filme jedoch iMBGuanidiniumthiocyana{GdmSCN)gelost
undanschlieBengegen TrisPuffer (10mM Tris/HCI, pH8) dialysiert. SDSPAGE zeigte bei
allen drei CysProteinen eine erfolgreiche kovalente KoppluAbl. 3.25). Durch spezifische
Anregung von Fluoresceiim einem Fluoreszennager zeiten die CysProteine ein Signal

auf Hohe des ProteiMonomers, wahrend kein Signal bei der Kontrolle ohne Fluorescein zu
sehen ist Zudem wies eADF4(C16), welches zur Uberprifung der Kopplungsspezifiat
genutzt wurde, keinerlei Signalauf. Nach anschlieBender Silberfarbungireen neben
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ProteirMonomerauchDimere sichtbar.Dies deutet darauf hin, dass ein Grof3teil der Proteine
(vermulich im Inneren der Fihe) nicht fir Reduktion bzwKopplung zuganglich sindDa
nach der Kopplungsreaktion keinerlei Reduktionsmittel mehr zugesetzt wordge es sich
auch umDimerehandeln, die wahrend der sich anschlie3enden Dialyse neu gebitdetwu

a) b)

123 4,123 4 =
kDa [e) 15
| «—D e
97 — I 2
66— = —M © 101 .
Ex.:430hm, Em.:530 nm a
kDa | J 5S B :d” b g 51
97—'° g 2\ o
| o 3
66 — W — - B —M WL o5 : : ' .
c 0 25 50 75 100

. Silberfarbung
Fluorescein + -

1: eADF4(C16) 2: C16C* 3: C*C16 4: ntagCysC16

ntag®°C16 (%)

Abb. 3.25: Kopplung von FluoresceiMaleimid anFilme ausCysteinVarianten von eADF4(C16). Fluorescein
modifizierte Filme wurden UN in 8 GdmSCN gelést, gegen 1OM Tris/HCI pH8 dialysiert und
anschlieBend analysiert. (a) SIPAGE: Das Gel wurde im Fluoreszehmager (Ex.: 48Gim, Em.: 53(hm)
gescannt und nachfolgend einer Silberfarbung der Proteine unterzegemit bzw. €) ohne gekoppeltes
Fluorescein(b) Mittels HPLGAnNalyse der geldsteRilme bestimmte Menge an gebundenem Fluorescein pro
Film, wobei die Filme aus unterschiedlichen Mischungsverhaltnissemagi$C16 und eADF4(C16) gegossen
waren. Die Stoffmenge an Flusicein wurde durch Vergleich mit einer Standardgeraden ermittelt.
(nachSpiesset al, 2010h mit freundlichetGenehmigung des Verlags Rogicietyof Chemistry

Eine quantitative Bestimmung des gebundenen Fluoresceins Ubekb&brption war
aufgrund der geringeKonzentrationen nicht mdglich. Daher wurde zur Quantifizierung
Fluoreszenzspektroskopie in Kombination mit einer erstellten Standardgerade eingesetzt
(s.Kapitel 2.5.2). Durch Analyse mittels HPLC konnte zudem ein Beitrag von eventuell noch
vorhandenem fien Fluorescein ausgeschlossen werdim.ntag™<C16 ergab sich ein Wert

von 15,7pmol Fluorescein pro c¢mFilm (mit ca. 0,5um Dicke) (Abb. 3.25b, 100%).
Bezogen auf die gesamte Proteinmenge im Film entspricht dies etwa 0,004 mol Fluorescein

pro mol Protein.

Modifizierung von Filmen mit variierendem Anteil an eADF4(C16) und eingsRZoteins
(ntag™<C16)resultierte in steigender Fluorescéitenge in Abhangigkeit des Anteils an Cys
Protein, wobeiein linearer Zusammenhangeobachtet wurde. Dies stellt einen weiteren
Hinweis auf die Spezifitdt der Reaktion dar und ermdglicht dasigjez Einstellen eines
gewurschten Modifikationsgrad#\pb. 3.25b).

Bei Betrachtung der gekoppelten Filme im konfokalen Fluoreszenzmikroskop szaifte
diffuse Fluoreszenz im gesamten Film. Da dies auf Diffusion des Fluoresceins in den Film
hindeutet, wurden zur weiteren Analyse Diffusionsexperimente an Methahahdelten

HFIP-Filmen durchgefuhrtHierzu wurden Filme so befestigt, dass sie zwei énneiner
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Kammer voneinander trennt¢Abb. 3.26 a). Eine stattfindende Diffusion konntkirch U\~
bzw. fluoreszenzspektroskopische Untersuchung festgestellt wendeitere Analyse mit
Fluoreszenamarkierten Dextrane(FD) unterghiedlichen Molekulargewichtsergaben, dass
20kDaFD scheinbar frei durch den Film diffundieren kabextrane mi40 kDaund 70kDa
ergaben einen Messwert von etwa%0les Wertes, der bei kompletter Durchmischung zu
erwarten war€Abb. 3.26 b). Daher scheintlie Ausschlussgrolier Filme zwische20 kDa
und 40kDa zu liegen Dass FluoresceiMaleimid einen geringeren Wert ergab, konnte
moglicherweise darauf zisckzufuhren sein, dass dieses kleine Molediiich hydrophobe

Wechselwirkungeim Film gebunden bleibtvasweitere Diffusion verhindert.

a) b)
= : ] R

8

Diffusion [%]
5 8 &

N
o

RN M M

F-Mal. FD20 FD40 FD70

Abb. 3.26: Diffusion von FluoresceiMaleimid (FFMal.) und Fluoresceimarkierter Dextrane mit 20 kDa
(FD20), 40kDa (FD40) und 7&Da (FD70) Molekulargewicht durch eADF4(C16) Filme. Die Filmen({d/cnf)

wurden aus HFIP gegossen und rilethanol abs. nactbehandelt(a) Diffusion von F20 (links) bzw. von

FD40 (rechts) nach R Inkubation. (b) Gemessene Konzentration an FD in der unteren Kammer, angegeben in
% des Wertes, der bei optimaler Durchmischung erhalten wirde.

Funktionalisierung mitverschiedenen Effektornsddilen: RGDPeptid, Nanogal, Biotin und

b-Galactosidase

Mit Fluoresceirkonntenalle drei CysProteineerfolgreich modifiziert werderAufgrund der
hoherenAusbeutebei der Reinigungwurde fir die folgenden Versuche notag™’16

verwendet. Zuderzeigtees hthere Stabilitat gegentiber AggregatitsnC16C* und C*C16.
StandardméanRig wurden fir alle folgenden Modifikationen Methabstbehandelte Filme

aus HFIP eingesetzt.

a) RGD-Peptid
Das bereits in Losung gekoppelte c(RGDPaleimid (Abb. 3.23a) wurde alternativ auch
an bereits assemblientag™*C16 Filme gebunderpb. 3.27 8). Die Kopplung und Analyse

erfolgte wie fur FluorescetMaleimid beschrieben. Mit 158mol gebundenem Peptid pro
cn? Film ergab sich ein sehr dicher Wert wie bei FluoresceimAufgrund der geringen
GrolRe des Molekuls scheint eine teilweise Diffusion in den Film auch hier plau3ieeélber
beide Strategien hergestellten Filineinmal Kopplung vor und einmal nach Filmbilduhg

wurden im Weiteren in ZellkultdExperimenten eingesetXdpitel 3.3).
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a) c(RGDfK) b) Biotin c)B-Galak-  d) Nanogold
tosidase
M 1 2 1 2 1 ¥ ' gt ' .'
., 4 +
7= e 4 W A
66— : - | N Ty
45— : e
. . -
Silberfarbung Fluoreszenz Streptavidin-AP Detektion
M: Marker; 1/2: mit/ || Ex. 480 nm WesternBlot X-Gal TEM .
ohne c(RGDfK) Em. 530 nm 1: C16, 2: ntag™°C16 mittels

Abb. 3.27: Funktionalisierung rekombinanter Spinnenseidenfilmeraag™<C16.(a) Kopplung von c(RGDfK)
Maleimid, detektiert Uber Fluoreszenerdmittels SDSPAGE analysierten, geldsten Film@a) Gebundenes
Biotin, detektiert mittels BIP/NBT nachinkubation mit StreptavidiAP (blauwviolettes Signal)Der Nachweis
erfolgte direkt auf dem Filmréchtg sowie rach Auflésen des Films und anschlieendem Weg&&m(links).
(c) Die Aktivitat immobilisierterb-Galaktosidase wurde durch Reaktion mi#3al visualisiert, wobei ein blauer
Niederschlag entsteh{d) TEM-Analyse von mit Nanogold gekoppelten Filmen nacérstarkung dgold-
erhance fur 2min. Als Kontrolle ¢) ist ein eADF4(C16)Film gezeigt, welcher destben Kopplungsehand
lung unterzogen wurde (b und c) bzsin ntag”¥*C16-Film ohne Zusatz von Nanogold, jedoch mikubation in
Verstarkerlosungd). Messbalken: b und c: O¢sn, d: 50nm.

(nachSpiesset al, 2010h mit freundlichetGenehmigung des Verlags Rogicietyof Chemistry

b) Biotin

Biotin, ein kleines wasserl6sliches Vitamin, ist bekannt fiir seine hohe Affinitat zu Avidin und
Streptavidin. Die dabei ausgebildete Bindung zahlt zu therksten bekannten Interaktionen,
welche rein auf nichkovalenten Interaktionen basieren. Das Molekul wurde als Maleimid
Konjugat kovalent an Spinnenseidenfilme gebunden. Der Nachweis der erfolgreichen
Immobilisierung von Biotin erfolgte mit Streptavidimelches zur Detektion an Alkalische
Phosphatase gekoppeVar (Abb. 3.27b). Sowohl bei Durchfiihrung der Nachweisreaktion
direkt auf dem Film als auamach SDSPAGE und Westernblot des aufgelosten Films zeigte
sich eine spezifische Reaktion betag™16. eADF4(C16)ls Negativkontrollehingegen

liefertekein Signal.

c) b-Galaktosidase

Zusatzlich wurde ein Makromolekil auf den Filmen immobilisiert, tagispielsweisélr die
Entwicklung von Biosensoren einen wichtigen
Galaktosidasegewahlt (MW des aktiven Tetramers: ~4&ba), welchesglykosidishe
Bindungen spaltet. Die kovalente Anbindung an den Film wurde Uber einen hetero
bifunktionalen Linkerin einer sequentiellen Kopplungrreicht §.Kapitel 2.1.1.2 und
2.4.6.2).Dieser besal’ einen NHSster zur Reaktion mit primaren Aminen des Enzymseow

einen MaleimidGruppe zur Immobilisierung des LinkBnzymKomplexes auf dem Thiel

106

2~



Ergebnisse

haltigen Film. Nach einigen Waschschritten zur Entfernung von-getindenem Enzym
wurde dessen Anwesenheit sowie Aktivitat durch Zugabe v@aKXuberprift. Dieses wdr

durch aktives Enzym gespalten, wobei emdslichesblaues Produktentsteht. eADF4(C16)
Filme dienten als Kontrolle, ob die Waschschritte effektiv genug waren um unspezifische,
nichtkovalente Interaktionen zu verhinderkbb. 3.27 ¢ zeigt den positiven Nachweis von

aktivem Enzym.

d) Nanogold

Eine Funktionalisierung mit Goldlanopartikeln bietet die Mdglichkeit, durch anseRknde
Analyse im Transnsisionséektronenmikroskop (TEMEinblicke in die raumliche Anordnung
der gekoppelten Molekile zu erhaltdn. der Anwendung ist Gold besonders hinsichtlich
seing spezifischnen Chemie und Kkatalytischen Aktivitdtt sowie wegen der dadurch
ermoglichten Leitfalgkeit von Interesse. Die Kopplung erfolgte in Form von Mono
maleimideNanogold (mit einem Durchmesser von @&m) wie in Kapitel 2.4.6.2
beschrieben. Zur besseren Detektierbarkeit wurden die Goldpartikel anschlieRend einem
Verstarkungsschritt unterzogemei dem spezifisch weiteres Gold angelagert wird. Uber die
Inkubationsdauer deVerstarkung wird die Grol3e der erhaltenen Goldpartikel beeinflusst.
Nach zweiminttiger Inkubation waren Partikel vorRs 8m Durchmesser im TEM zu
erkennen(Abb. 3.27d). Die Signale waren dabenit 185fmol/cn? Uber die gesamte
Filmoberflache verteilt, ohne dass eMuster zu erkennen war. Aus desrhaltenen
Aufnahmen scheint eine zuféallige Anordnung der Molekile an der Flmerflache

wahrscheinlich

3.3 Untersuchungpotentieller Anwendungen von (modifizierten)
eADF4(C16)}Filmen

Filme aus dem rekombinanten Spinnenseidenprotein eADF4(C16) bzw. seiRdai@rgen
wurden im Hinblick auf zwei Anwendungsfelder analysiert. Eizeédt Richtung bio-
medizinische Bereicke, wozu zunachst die grundsatzliche VertraglichBsstkompatibilitat
der Filme getestet wurd&gpitel 3.3.1). Als zweites standen Oberflacheneigenschaléen
Filme bei Beschichtung technischer Materialien im Fok€epftel 3.3.2).

3.3.1 Analyse der Biokompatibilitat in Zellkultur -Untersuchungen

Eine Anwendung von auf Spinnenseide basierenden Materialien ist besonders im
medizinischen Bereiction grofiem Interess&/ahrend fir natirliche Spinnenseide eine gute
Vertraglichkeit bekannt isfRising et al, 201Q Altman et al, 2003 Allmeling et al, 2009,

lagen keine Daten zur Interaktion des rekombinant hergestellten Proteins eADF4(C16) mit
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biologischem Material vor. Erste Anhaltspunkte dafir lieferin dieser Arbeitin vitro

Zellkultur-Experimente.

3.3.1.1 Generelle Parameterder Filmpraparation und Zellkultiv ierung

Im Folgenden wrde daher die Kultivierung von Zellen auf Filmen rekombinanter Spinnen
seidenproteine untersucht. Als Zelllinie wurde MC&HZB verwende{ACC 21Q DSZM).

Dabei handelt es sich um murine embryonale Zellen der Schédeldeeksin& fibro-
blastenartig konnen sich jedoch bei entsprechender Stimulierung auch zu Osteoblasten
differenzieren. Diese Zelllinie findet breite Verwendung in der Untersuchung von
Zelladhasion undproliferation AuBerdemweid sie ein auf c(RGDfK) responsives éwufrin-

Expressionsmuster a(Kantlehneret al, 2000.

Die Zellkulturexperimente wurden zum einen auf eADF4(C16) Filmen durchgefuhrt, welche
aus verschiedenen Loésungsmitteln gegossen waren. Als weiterer Punkt wurde der Einfluss
verschiglener Nachbehandlungsmethoden untersucht. Zum anderen kamen mRdpGdD

modifizierte Filme zum Einsatz.

Alle Filme wurden direkt aus der jeweilig€hroteinbsung (3mg/ml) in Zellkulturplatten aus
(unbehandeltem) Polystyrol gegossen. Die Proteinmengegbdabei 0,18ng/cnf, wasin
Filmen von etwa 08 um Dickeresultiert Nach Nachbehandlung und Trocknung der Filme
wurden sie jeweils zweimal mit PBS und dem verwendeten ZellkiMliadium gewaschen,
bevor die Zellen darauf ausgeséat wurders Kbntrolle dienten jeweil$olystyrotPlatten
ohne FRinbesohichté bzw. speziell fir gute Zelladhasion entwickeleodifizierte
PolystyrotPlatten ( APo s i t i v Bawaitt niahtl &ndefis) vermerkt, wurde immer

Zellkulturmedium mit Zusatz von 1% Kalberserum (FKSyerwendet.

3.3.1.2 Einfluss des Losungsmittels

Zur Untersuchung, ob die Wahl des Ldsungsmittels die Interakiéondaraus gegossenen
Filme mit den Zellen beeinflusst, kamen mit Methamdis. nachbehandelte eADF4(C16)
Filme aus HFIP, Meisensdw undwassrigr Pufferlosung (wL)zum Einsatz Die Zellen
wurden Uber einen Zeitraum verebenTagenauf den Filmen kultiviert und zu verschiedenen
Zeitpunkten hinsichtlich ihreYitalitat untersucht. Diese wurde mittels W& Esaybestimmt
(s. Kapitel 2.8.2), welcher diemitochondriale Enzymaktivitanisst. Unter der Annahme, dass
alle vitalen Zellen eine vergleichbare Enzymaktivitat aufweisen, kann darausnaliretkt
auf die relative Zellzahl bzw. Zellvermehrung geschlossen werdBre gemessenen Werte

wurden jeweils auf die Positivkontrolle normiert.
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Abb. 3.28: Zellaktivitat von MC3T3Zellen auf eADF4(C16) Filmen in Abhangigkeit der Kultivierungsdauer.
Die Filme wurden aus dem jeweils angegebdriEgungsmittel gegossen und mlethanolabs.behandelt. Nach
24h, 48h, 4d sowie 7d Kultivierung der Zellenauf den Filmenwurde ihre Viabilitat mittels WSTFAssay
bestimmt und auf den erhaltenen Wert der Positivkontrddleltiierung in optimierten Zellkulturplatten)
normiert. Die Werte wurden jeweils aus Vierfachbestimmung erhalten (R&éd)die Analyse nach 24, 48h
sowie 4d wurden jeweils X 10° Zellen prowell ausgesat, fiir dendVersuch 2,5 10° Zellen prowell.

Pos.K.
AS
HFIP
wL
unb.

normierte Zellaktivitat (%)
NELUON

7d

Auf Ameisensaur&ilmen liggt die Zellvitalitat bereits nach 24 etwas hoéher als bei der
Positivkontrolle, wahrend auf HHPund wL-Filmen zuné&chst eine niedrigere Vitalitat
vergleichbar der aufinbeschichteterfPlatten ohne Filnbeobachtet wird Abb. 3.28). Mit
zunehmender Kultivierungsdaueteigt der Wertund betragtnach 4d 70% (HFIP) bzw.
100% (wL) im Vergleichzur Positivkontrolle Nach 7d weisen die Zellen auf allen Filmen
Werte tUber 1006 auf. Somit wirkt eADF4(C16) in Form der hier untersuchten Filme nicht
cytotoxisch sondern ermdglicht eine Kultivierung und Vermehrung der Zekeri Filmen
aus HFIP undwL scheint die Proliferation etwas verzogertauf Ameisensaurg&ilmen

hingegervergleichbar der Positivkontrolle.

Als weiteres wichtiges Kriterium wurde die Morphologie der Zellen auf den Spinnen
seidenfilmen betrachtet. Lichtmikroskopische AufnahmenAfib. 3.29 gezeigt nach 48
Kultivierung auf Seidenfilmenzeigen eingypischflache, ausgebreitete Zellmorphologief
allen Filmen, wobeikeine signifikanten Unterschiedas den Kontrollplatterzu erkennen

sind
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Abb. 3.29: Lichtmikroskopische Aufnahmen von MC3%Zllen nach 4&tindiger Kultivierung aufmit
Methanol abs. nachbehandelteADF4(C16) Filmen gegossen ausngisensauréA), HFIP (B) oderwL (C).

Als Vergleich dienten Zellen kultiviert in entsprechenden Platten ohne Film (unbeschichtet, E) sowie in speziell
behandelten Zellkulturplatten (Positivkontrolle, D). Messbalken: @0

Nach einer gewissen Inkubatia@e#t (meist ca. 4) l6sten sictdie Zellen auf allerSeiden

filmen im Gegensatz zu Zellkulturplatten ohne Film jeda@rstarkt alsZellverbundab.

Durch Ausséen einer geringeren Anfangszellzahl konnten die Zellen jedbeimd langer

auf den Filmen inkibiert werden, so dass der Grufid das Ablésemicht die zeitliche
Exposition, sondern die Konfluenz der Zellen zu sein scheint. Ab Erreichen einer gewissen
Zelldichte sind anscheinend die Krafte zwischen den Zellen starker als die Adh&sion auf dem
Protenfilm. Um eine stéarkere Adhésion auf den Filmen zu erreichen, wurden diese mit dem
bereits beschriebenen R@Eeptid modifiziert (sKapitel 3.3.14).

Um zu Uberprifen, ob moglicherweise restliches organisches Lésungsmittel Uber die Zeit aus
den Filmen abggeben wird und das Zellverhalten bestimmt, wurden Filme in einem
parallelen Ansatz 4 mit Medium allein inkubiert (bei 37C) und die Zellen nach Medien
wechsel ausgesat. Diese Behandlung filhrte jedoch zu keiner Veranderung des beobachteten

Zellverhaltens

3.3.1.3 Einfluss der Nachbehandlung

Wie in Kapitel 3.1.1.2 gezeigt, fihren die in dieser Arbeit getesteten Nachbehandlungsarten
alle zu einer vermehrten Ausbildung vérFaltblattStruktur, so dass sich die jeweiligen
Filme kaum in ihrer Sekundarstruktur untdreiden.Allerdings wurden in Abhangigkeit der
Nachbehandlung Unterschiede in der Oberflachenbeschaffenheit der Filme festgestellt
(s.3.1.4). Daher wurde im Folgenden Uberprift,soth dies auf die Interaktion mit Zellen
auswirkt Untersucht wurden Filmelie jeweils tber Nacht milkohol (70 % und abs.pzw.
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mit 1 M Kaliumphosphatinkubiert worden waren. Aufgrund ddroxizitat von Methanol
sowie derweitverbreiteten Anwendung von Ethanol in Zellkulturarbeiten wurde neben

Methanol auch Ethanol verwendet.

B

s

Hl MeOH abs.
MeQOH 70%
mm K-Phosphat
[ EtOH abs.
EtOH 70%

8.

normierte Zellaktivitat (%)
5. 8

g

AS HFIP wL

Abb. 3.30: Zellaktivitdat von MC3T3Zellen auf eADF4(C16) Filmen in Abhangigkeit der Nbehandlungs
methode. Die Filme wurden aus dem jeweils angegebenen Losungsmittel gegossen und UthanilNI@ %
und abg bzw.1 M Kaliumphospha{pH 8) behandeltHFIP-Filme wurden zusétzlich mit Ethanol (EtOH, 70%
und abs.) behandelach 48h Inkubation wurde die Zellaktivitat mittels WSASsay bestimmt (n=4) und auf
den erhaltenen Wert der Positivkontrolle ¢826) normiert

Abb. 3.30 zeigt, dass eine Nachbehandlung mit Alkoladls. oder Kaliumphosphat zu
ahnlichen Ergebnissen fuhrt, welche zwischen Filmerdaaserschiedenen Losungsmitteln
leicht variieren. Zwischen Methanol und Ethanol ist dabei kein skgmifer Unterschied
festzustellen. Dies giltuech bei Nachbehandlung mit #&igem Alkohol, wobei hier bei allen
Filmen die schlechtesten Werte erhalten wurdéarglichen mit der Positivkontrolle erreicht

die Mitochondrienaktivitdauf diesen Filmen nuwischen35 % (HFIP)und65 % (wL).

Um zu Uberprifen, oldiese niedrigen Werte bei Nachbehandlung mit%7Alkohol
madglicherweise durch noch vorhandenen Alkohol verursacht werden, wurden die Filme
zusatzlich zu den sonst angewendeten zwei WaschschrittendfiimitMedium inkubiert
(37°C) und die Zellen aschleRendnach Medienwechsel ausgesét. Diese Behandlung fuhrte
jedoch zu keiner Veranderung des beobachteten Effekts.

Lichtmikroskopische Untersuchueg der jeweiligen Probe bestatigt diese Beobachtung.
Wahrend die Zellen auf Filmen nachbehandelt mit Ethabsl und Kaliumphosphatldsung
gut ausgebreitet sindnd denen auf der Positivkontroktsprecher{Abb. 3.31 D-F), sind

auf den Proben mit 7% Ethandbzw. Methanohur wenig ausgebreitete Zellen zu erkennen.
Der Grol3teil der Zellen liegt hier in abgerundeterri und als Zellagglomerate vor, weisf
schlechte Adhasionsmoglichkeiten fur die Zellerdemtet(Abb. 3.31 A-C).
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As 2@ B ; C : ¢

L

Abb. 3.31: Lichtmikroskopische Aufnahmen von MC3%llen nach 4&tindiger Kultivierung auf
eADF4(C16) Filmen, welche unterschiedlich nachbehandelt wurdefE):(Aaus HFIP gegossene Filme
behandelt mit 706 Ethanol (A), 7046 Methanol (B) und (C), Ethanabs.(D) und 1M Kaliumphosphat (pH 8)
(E). (F): aus Ameisensaurgegossenefrilm, nachbehandelt mit ¥ Kaliumphosphat (pH 8). Messbalken:
100pm.

Zur genaueren Beurteilung der Zelladhasion umorphologie wurden Probemit HFIP-
Filmen zudem elektronenmikroskagmh untersucht. Aufgrund der schlechten Zellanheftung
auf Filmen mit 70% Alkohol-Behandlung konnten nach der Probenpréaparation keine Zellen
mehr analysiert werdenrAuf Filmen inkubiert mit Methanolabs. und Kaliumphosphat
hingegen weisen die MC372ellen @hnliche Charakteristika auf wie in der Kontrollprobe
ohne Film. Abb.3.32 zeigt eine typisch gespreitet®lorphologie der Zellen(A) mit
zahlreich@ Zellfortsatzen und breit®, flachen Adhasionsbereiche zwischen Zelle und
Untergrund. Als einziger Untersiegldl zur Kontrollprobe sind auf den Seidenfilmen teilweise

sehr lange Zellfortsatze zu erkenr(@).

Insgesamt ermdoglichten eADF4(C16) Filme aus allen Lésungsmitteln die Kultivierung/
Proliferationder Zellen, wobeauf Filmen aus HFIP und wL eine Adg-Phase beobachtet
wurde. Die Wahl der Nachbehandlungsmethode beeinflusste die Adhasion der Zellen. Auf mit
70 %-igem Alkohol (sowohl Methanol als auch Ethantighandelten Filmen traten deutlich
schlechtere und inhomogene Ergebnisse auf, wohingegen Behgndhit Kalium-

phosphatlésung sowidethanolEthanolabs.keinerlei negative Einflisse zeigten.
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Abb. 3.32 REM-Aufnahmen von MC3T&ellen nach 4&tlundiger Kultivierung auf eADF4(C16) Filmen.
Gezeigt ist dikontrollprobe ohne Film (A und D), sowie Proben mit HfHBmen welche mitMethanolabs.
(B und E) bzw. M Kaliumphosphat (pH) (C und F)nachbehandelivurden Die Analyse erfolgte im
Hochvakuum nach Fixierung, Dehydratisierung und Uberkritischer Tomckder Zellen.

3.3.1.4 Modifikation mit c(RGDfK) -Maleimid

Obwohl REMAufnahmen nach 4B Kultivierung prinzipiell eine gute Adhasion der Zellen
sowie eine Morphologie vergleichbar der KontroHleigen, I6sten sich die Zellen nach
langerer Inkubation verstarkt malen Filmen ab (8.3.1.2).Dies deutet darauf hin, dass die
Wechselwirkungen zwischen den Zellen gro3er sindial®\dh&sionskréfte zutdntergrund.
Um eine verbesserte Adhasion der Zellen an eADF4(C16) Filmen zu ermdéglichen, wurden
Filme der CysteifVariante ntag”C16 wie inKapitel 3.2.2.2. und 3.2.3.2. beschrieben mit
dem cyclischen RGIPeptid c(RGDfK)Maleimid modifiziert. Wie bereits beschriebestellt
dieses Peptid ein Erkennungsmotiv fir Inteigrvermittelte Zelladhasion darDie
Modifikation mit dem Peptid erfolgte entwedeor Assemblierungan Protein in Losung
(ntagRGD (Lsg)) oder an einen bereits assemblierten Film @R&P (Film)). Als
Vergleich dienten nichinodifizierte sowie in Losung mit Fluorescein modifizierte
ntag”’C16-Filme (ntagFL). Alle Filme wurden mit Methanadbs.nachbehandelt.

Um gezielt die Starke und Qualitat der Adhéasion zu testen, wird haufig ein Adhasionstest
durchgefuhrt, bei dem die Menge der fest angehefteten Zellen nddhn IRkubation
analysert wird. Durch zweimaliges Waschen werden dabei nur schwach adhérierte Zellen
entfernt, bevor wiederum mittels WSAssay die verbleibenden Zellen erfasst werden. Da in
dem ublicherweise dem Zellkulturmedium zugesetzten fotalen Kéalberserum (FKS) neben
Wachstumsfaktoren auch Bestandteile der EQMd somit RGBMotive, enthalten sein
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kénnen, wurde der Versuch ohne Zusatz von Serum durchgefihrt, um den spezifischen Effekt

einerRGD-vermittelteninteraktion zu untersucheAlfb. 3.33 a).

Abb. 3.33: Adhasion und Proliferation von MC372ellen aufntag™<C16 Filmenmodifiziert mit c(RGDfK)-
Peptid. Aufgetragen igie im Vergleich zur Positivkontrolle erhaltene Zellaktivitat (bestimmt mittels WST
Assay, = 4) in Prozent. Alle Filme wurden aus HFIP gegossen und mit Metlzdosobehandelt. Verglichen
wurden Filme aus in Losung mit RGPeptid (ntagRGD (Lsg.)) bzw. Riorescein (ntad-L) modifiziertem
Protein, nach Assemblierung modifizierte ("RGD (Film)) sowie nichimodifizierte (ntag) Filme. (A) Die
Analyse der Adhésion erfolgte nactih4nkubation der Zellen in Medium ohne FKS. (B) Die Zellaktivitat wurde
nach 4 h Kultivierung in Medium mit FKS bestimmt.

Dabei zeigt sich ein klarer Einfluss dgskoppelterRGD-Peptids. Auf der unbeschichteten
Zellkulturplatte und auf nichiodifiziertem Film (ntag) kbénnen kaum Zellen adharieren
(9-20% bezogen auf die Positiviatrolle). Auf nachtraglich modifiziertentag™<C16 Filmen

ist eine Verbesserung der Adhésion auf etw&o3verglichen zur Positivkontrolle erkennbar.
Allerdings fallt dabei auf, dass schon Fluorescein allein diesen Effekt verursachen kann. Eine
klare Zundme der Adhasion auf etwa 90 zeigen Filme aus in Losunmit c(RGDfK)

modifiziertem Protein.

Auch bei Untersuchung der Zellproliferation tberM&eigt sich ein Einfluss des RGD
Peptids, wenn auch wenigausgepragfAbb. 3.33b). Da fiur das Wachstum der Zelléber

diesen Zeitraumim Serum enthaltene Faktoren von Bedeutung sind, wiiidediesen
Versuchdem MediumFKS zugesetzt. Alle nbfizierten Filme weisen mit 13035% hohere

Werte als die Positivkontrolle auf. Wiederum zeigt in LOosung modifiziertes Protein den
starksten Effekt, wobei auch Fluorescein allein einen betrachtlichen Einfluss zu haben scheint.
Im Vergleich dazu lagen dientsprechenden nichtodifizierten eADF4(C16) Filme (aus
HFIP, Nachbehandlung Metharadbs) bei 6680 % (Abb. 3.28, Abb. 3.30).

Lichtmikroskopische Untersuchuegbestétigén die beobachteten Effekiend sind in Abb.
3.34 fur Zellen nach 24 Inkubation in Medium ohne FKS gezeigbowohl auf un
beschichteten Plattesls auch auf nichinodifizierten ntagC16 Filmen weisen die Zellen
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