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Bildung von Mikrokugeln eines rekombinanten Spinnenseiden-

proteins**

Ute K. Slotta,* Sebastian Rammensee, Stanislav Gorb und Thomas Scheibel*

Nativ entfaltete, d.h. intrinsisch unstrukturierte Proteine
enthalten spezielle Aminosduresequenzen und sind durch
eine niedrige Hydrophobie und das Fehlen definierter lokaler
Strukturen charakterisiert.!! Hier beschreiben wir die Un-
tersuchung eines Spinnenseidenproteins, das in hohen Kon-
zentrationen im Lumen der grofen Ampullendriise der
Spinne als teilweise nativ entfaltetes Protein vorliegt.”! Der
komplexe Prozess der Fadenbildung beginnt im Spinnkanal.
Dort werden die chaotropen Ionen Natrium und Chlorid
durch die mehr kosmotropen Ionen Kalium und Phosphat
ersetzt. Die Seidenproteinlosung wird durch Resorption des
Losungsmittels weiter aufkonzentriert und leicht angesduert.
Der pH-Wert 4ndert sich von 6.9 auf 6.3.°1 Um die mecha-
nischen Einzelheiten der dadurch bedingten Faltungs- und
Assemblierungsschritte aufzukldren, wurde der Einfluss der
Losungsbedingungen auf das intrinsisch entfaltete und re-
kombinant hergestellte Spinnenseidenprotein eADF4(C16)
(MW 47.7 kDa) untersucht. Die Primérstruktur dieses Sei-
denproteins basiert auf der bekannten Aminosduresequenz
eines Seidenproteins aus der grolen Ampullendriise der
Spinne Araneus diadematus.*

Ionen konnen generell Proteine aussalzen und in unge-
falteten Proteinen eine Strukturbildung induzieren. Die
Aussalzeigenschaften sind in der Hofmeister-Serie beschrie-
ben.*”! Da Kaliumphosphatpuffer eine wichtige Rolle im
natiirlichen Spinnprozess spielt,®”) wurde sein Einfluss auf
die Strukturbildung von eADF4(C16) untersucht, und die
Morphologie der entstandenen Aggregate wurde durch Ras-
terkraft(AFM)- und Rasterelektronenmikroskopie (REM)
analysiert. Niedrige Phosphatkonzentrationen (<300 mm)
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neutralisieren die Coulomb-Abstoung zwischen den negativ
geladenen Glutamaten und fithren zur Selbstorganisation von
eADF4(C16) zu Nanofasern mit Durchmessern zwischen 2
und 10 nm. Die Thermodynamik der Faserbildung wird nicht
nur durch die Ionenstirke, sondern auch durch Faktoren wie
Proteinkonzentration, Molekulargewicht und pH-Wert be-
einflusst (siche Hintergrundinformationen). Hohe Salzkon-
zentrationen (>400 mM) induzieren die Bildung von sphéri-
schen Mikropartikeln (Mikrokugeln), indem die Wechsel-
wirkungen zwischen Protein und Wasser beeinflusst werden
(Abbildung 1).
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Abbildung 1. Nanofasern und Mikrokugeln: Niedrige Kaliumphosphat-
konzentrationen fithren zur Selbstorganisation von Nanofasern. Bei
hohen Salzkonzentrationen bilden sich Mikrokugeln. In einem Uber-
gangsbereich liegen beide Spezies vor.

In dieser Studie wurde ausschlieflich die Bildung von
Mikrokugeln aus e ADF4(C16) untersucht. Die Mikrokugeln
sind gegeniiber Denaturierungsmitteln wie 8 M Harnstoff oder
6M Guanidiniumchlorid genauso stabil wie natiirliche Spin-
nenseidenfiden,'” sodass diese Eigenschaft genutzt wurde,
um die Thermodynamik des Aussalzens und der Strukturbil-
dung genauer zu untersuchen.

Das Aussalzen von e ADF4(C16) kann als Fliissig-fliissig-
Phasentrennung in eine losungsmittelreiche und eine dichte
proteinreiche Phase betrachtet werden. Dies wurde schon
frilher fiir andere Proteine beschrieben."!! Im Fall von
eADF4(C16) fiihrt die Zugabe von 1M Kaliumphosphatpuffer
zu einer Steigerung des Lichtstreusignals, das nach ca. 5 Se-
kunden ein Plateau erreicht (Abbildung?2), was darauf
schlieBen ldsst, dass die Phasentrennung in die 16sungsmit-
telreiche und die proteinreiche Phase abgeschlossen ist. Es
wurde beobachtet, dass die Verdiinnung der Kaliumphos-
phatpuffer-Konzentration unter eine fiir die Phasenseparati-
on kritische Ionenstdrke zur Auflosung der Phasentrennung
fihrt. Lediglich Mikrokugeln, die eine definierte Sekundér-
struktur haben, sind stabil, wihrend unstrukturierte Aggre-
gate bei Verringerung der Kaliumphosphatpuffer-Konzen-
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Abbildung 2. Zeitabhingigkeit und Reversibilitdt der Phasentrennung
von eADF4(c16)-Lésungen. Gemessen wurde die Lichtstreuung nach
Zugabe von 1M Kaliumphosphatpuffer (pH 8.0) und schneller Durch-
mischung in einem Stopped-Flow-Gerit. Das Streusignal erreicht nach
5 s ein Plateau (die Nachweisgrenze des Gerats wurde nicht erreicht).
Nach dieser Zeitspanne ist die Trennung in eine proteinreiche und
eine wissrige Phase beendet. Um die Reversibilitit der Phasentren-
nung zu untersuchen, wurde die Probe mit Wasser an bestimmten
Zeitpunkten verdiinnt. Die Menge an 18slichem Protein ist gegen den
Zeitpunkt der Zugabe von Wasser aufgetragen.

tration (Endkonzentration 166 mm, was unter der benotigten
Ionenstirke zum Aussalzen liegt) zerfallen. Die zeitaufge-
loste Analyse des wieder in Losung gebrachten Proteins
ergab, dass die Strukturbildung der Mikrokugeln nach 120
Sekunden abgeschlossen ist (Abbildung 2).

Die Untersuchung der Morphologie und Struktur der
Mikrokugeln ergab, dass sie eine glatte Oberflache haben,
Vollkugeln sind und keine ersichtliche innere Mikrostruktu-
rierung aufweisen (Abbildung 3a,b). Die Sekundérstruktur
der Mikrokugeln wurde durch FTIR-Spektroskopie analy-
siert (Abbildung 3¢). Ein Maximum bei 1625 cm ™' deutet auf
einen signifikanten Anteil an $-Faltblattstrukturen hin (der
durch Dekonvolution bestimmte Anteil entspricht 64%).
Interessanterweise sind die Sekundirstrukturanteile von
Nanofasern und Mikrokugeln, die von demselben Protein
gebildet werden, vergleichbar."? Daraus kann geschlossen
werden, dass die Bildung von Mikrokugeln und Nanofasern
strukturell dhnlich verlduft, sich aber in der Bildungskinetik
unterscheidet.

Es ist davon auszugehen, dass die Bildung der Nanofasern
nach der Keimbildungs-Aggregations-Theorie erfolgt, wie sie
fiir amyloide Fasern beschrieben wurde (Abbildung 4). Im
ersten Schritt entsteht aus gelostem, ungefaltetem Protein ein
Keim, der mit weiterem Protein interagiert und letztendlich
Fasern bildet.['>**]

Fir die Anordnung von Proteinen zu kugelférmigen
Strukturen wurden in der Literatur verschiedene Modelle
diskutiert. Unter anderem wurden von Bohr et al. zwei Mo-
delle fiir die Bildung von kugelformigen Strukturen aus
Lysozym und Ribonuclease beschrieben. Das ,,Bulk-
Growth“-Modell beschreibt das Wachstum von Kugeln aus-
gehend von einem Nucleationspunkt, an den sich weitere
Proteinmolekiile kugelféormig anlagern. Im ,,Sheet-Growth*-
Modell lagern sich Proteine nacheinander zu Schichten an,
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Abbildung 3. Morphologie und Struktur von eADF4(C16)-Mikrokugeln.
REM-Bilder von a) intakten und b) gefriergebrochenen Mikrokugeln
zeigen eine glatte Oberfliche und ein massives Grundgeriist. c) FTIR-
Spektren weisen auf einen groflen Anteil an -Faltblattstrukturen hin.
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Abbildung 4. Prozesse bei der Bildung von Nanofasern und Mikroku-
geln. Der erste Schritt bei der Bildung von Nanofasern ist die Bildung
eines Keims. Protein lagert sich an diesen Keim an, die Sekundarstruk-
tur dndert sich, und die Faser beginnt zu wachsen. Der erste Schritt
bei der Bildung von Mikrokugeln ist eine salzinduzierte Phasentren-
nung. Ein Keim wird in der proteinreichen Phase gebildet, dieser be-
wirkt einen Strukturiibergang im angelagerten Protein, und die Mikro-
kugeln beginnen zu wachsen.
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deren Kriimmung von thermodynamischen Parametern vor-
gegeben wird, was zur Bildung einer Hiille fiihrt, in der sich
weitere Hiillen befinden.

Wichtig ist, dass e ADF4(C16)-Mikrokugeln nur ab einer
bestimmten Kaliumphosphatpuffer-Konzentration gebildet
werden. Der Mechanismus des Aussalzens kann als Fliissig-
fliissig-Phasentrennung betrachtet werden, wobei der Aus-
gangszustand einphasig ist und aus einer Losung von mono-
meren, intrinsisch entfalteten Proteinmolekiilen besteht.
Durch die Anderung der Ionenstirke, z. B. durch Zugabe von
kosmotropen Ionen, dndert sich die freie Energie des Sys-
tems, was zur Trennung in eine proteinreiche und eine 16-
sungsmittelreiche Phase fiihrt. Dieser phasengetrennte Zu-
stand ist energetisch begiinstigt, und die Proteinkonzentrati-
on in der proteinreichen Phase steigt auf ein kritisches Niveau
an. Sobald die Keimbildungskonzentration erreicht ist, bilden
sich gleichzeitig mehrere strukturierte Keime in der protein-
reichen Phase. Die Ergebnisse der Stopped-Flow-Experi-
mente und der Kryo-REM-Untersuchungen belegen, dass es
sich um Vollkugeln handelt, was eine Erkldarung nach dem
,,Bulk-Growth“-Modell am wahrscheinlichsten macht. Nach
dieser Theorie wachsen die Keime kugelférmig, indem sie mit
zusdtzlichen Monomeren interagieren. Das Wachstum ist
beendet, wenn das Loslichkeitsgleichgewicht erreicht ist.
Danach verédndert sich der Kugeldurchmesser nicht mehr.
Dieses Modell wird durch die Beobachtung, dass die Kugel-
grofle von Proteinkonzentration und Mischungsbedingungen
abhingt, gestiitzt."”

Welcher der beschriebenen Assemblierungswege fiir den
natiirlichen Spinnprozess und die Fadenbildung relevant ist,
kann zu diesem Zeitpunkt noch nicht eindeutig geklart
werden. Jedoch wurden bereits Nanofasern und nanofasrige
Strukturen in der B-Zone der Spinndriise von Spinnen'®!
sowie in Kokonseide von Insekten und Spinnen"”! gefunden.
Auch wurde gezeigt, dass die Thermodynamik der Assem-
blierung von eADF4(C16)-Nanofasern stark von Faktoren
wie pH-Wert, Salzkonzentration und Proteinkonzentration
beeinflusst wird, was dafiir sprechen konnte, dass die Bildung
von Nanofasern ein erster Schritt zur Anordnung von struk-
turell iibergeordneten Féden ist. Allerdings ist es auch mog-
lich, dass die schnellere Kinetik der Phasentrennung, wie sie
bei der Kugelbildung beobachtet wurde, ebenfalls einen ent-
scheidenden Beitrag zur Fadenbildung leistet.

Experimentelles
Probenpréparation: Herstellung und Reinigung von eADF4(C16)
wurden wie beschrieben durchgefiihrt.’l Fiir wissrige Losungen
wurde lyophilisiertes Protein in 6M Guanidiniumthiocyanat gelost
und anschlieBend gegen Puffer dialysiert. Die Proben wurden bei
125000 g zentrifugiert, um verbliebene Aggregate zu entfernen.
Stopped-Flow-Messungen: Die Bildung von Mikrokugeln wurde
durch Messung der Lichtstreuung nach Durchmischen in einem
Stopped-Flow-Gerit (Bio Sequential SX.18MMmV, Applied Photo-
physics, GroBbritannien) untersucht. e ADF4(C16)-Proteinlosungen
(1 mgmL™") und Kaliumphosphatpuffer (1M, pH 8.0) wurden in auf
30°C temperierte Spritzen gefiillt. Nach schneller Durchmischung

gleicher Volumina beider Losungen wurde zeitabhidngig das Licht-
streusignal bei 500 nm aufgenommen. Das erreichte Plateau ist un-
abhéngig von Limitierungen der Photodiode und spiegelt den End-
punkt der Reaktion wider.

REM: Proben fiir die REM-Untersuchungen wurden nach drei-
maligem Waschen mit zweifach destilliertem Wasser zur Entfernung
von Salzen auf Thermanox-Plittchen aufgetragen und an der Luft
getrocknet. Nach Sputtern der Proben mit Gold wurden diese in
einem Rasterelektronenmikroskop (JSM 5900 LV, JEOL, Japan)
analysiert.

Kryo-REM: Mikrokugeln wurden auf Metalltrdger aufgetragen
und in flissigem Stickstoff eingefroren. Die gefrorenen Proben
wurden in eine Gefrierbruchkammer (Gatan ALTO 2500, Gatan Inc.,
Grofbritannien) tibertragen und mit einer kalten Metallklinge ge-
schnitten, bei einer Temperaturdifferenz von 50 °C sublimiert (Probe:
—90°C, Halter: —140°C), mit Gold-Palladium besputtert und in ge-
frorenem Zustand in einem Kryo-REM (Hitachi S-4800, Hitachi,
Japan) bei 3 kV Beschleunigungsspannung und —120°C untersucht.

FTIR-Spektroskopie: Absorptionsspektren von Fasern in einem
Bereich von 700 bis 6000 cm™' wurden bei Raumtemperatur mit
einem Bruker IFS 66 s (Bruker, Deutschland) mit einer Auflosung
von 4 cm™! aufgenommen. Die Proben wurden auf CaF-Scheiben
aufgetragen und luftgetrocknet.
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