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Artifizielle Eierstiele, hergestellt aus rekombinant produziertem

Florfliegenseidenprotein**

Felix Bauer und Thomas Scheibel*

Seit Jahrzehnten hat Seide Wissenschaftler wegen ihrer me-
chanischen Eigenschaften (Kombination aus Zugfestigkeit,
Dehnbarkeit und Zihigkeit), ihrer Biokompatibilitdt und
Bioabbaubarkeit inspiriert. Mogliche Anwendungen von
Seide reichen vom Fahrzeugbau (beispielsweise Airbags) bis
zu medizinischen Anwendungen (Nervenleitungen oder
Wirkstofftransport).'® Florfliegen (Abbildung 1 A) verwen-
den Seidenfasern als Eierstiele. Im Unterschied zu den
meisten anderen Seiden hat FEierstiel-Seide eine Cross-f3-
Struktur, die schon 1957 entdeckt wurde.” Seitdem wurden
nur wenige zusitzliche Cross-p-Seiden gefunden.'”! In der
Art Chrysopa carnea enthilt die Spinnlosung hauptséchlich
fiinf Proteine (Abbildung 1B), und in der Art Mallada signata
wurden zwei Serin- und Glycin-reiche Proteine (MalXB1
(86 kD) und MalXB2 (55.5 kD)) gefunden. Beide MalXB-
Proteine haben hochrepetitive Kernsequenzen, flankiert von
kleinen terminalen Dominen.""! Die vermeintliche Sekun-
darstruktur der Kernsequenz beider Proteine ist 3-Faltblatt-
reich, mit einer Strangldnge von vier Aminoséduren, gefolgt
von P-Schleifen (Abbildung 1 der Hintergrundinformatio-
nen). Um einen Eierstiel zu produzieren, platziert die Flor-
fliege einen Tropfen Spinnlosung auf einer Oberflidche und
driickt ein Ei in den Tropfen. Durch einfaches Ziehen am Ei
wird ein Faden gezogen, der innerhalb weniger Sekunden
aushértet. In ihrer natiirlichen Umgebung héngen die Eier-
stiele unter Blittern, aber wenn man sie umdreht, verbiegen
sie sich nicht unter dem Gewicht des Eis (Abbildung 2B).
Allerdings sind Eierstiele bei hoher Luftfeuchtigkeit bis zu
600 % dehnbar.[']

Um biomimetisch einen Eierstiel mit identischen Eigen-
schaften zu produzieren, haben wir ein artifizielles Eierstiel-
protein entworfen und rekombinant produziert. Durch den
repetitiven Charakter der bekannten Eierstielproteine war es
moglich, eine Konsensussequenz des Kernbereichs von
MalXB2 zu ermitteln, die wir [AS] nannten. Die Sequenz
umfasst 48 Aminosduren (Abbildung 1D; Abbildung 1 der
Hintergrundinformationen). Wie beim Herstellen von hoch
repetitiven Spinnenseidenproteinen!"* ' wurde DNA, die fiir
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dieses Modul kodiert, mithilfe einer nahtlosen Klonierungs-
technik™ multimerisiert, um die repetitive Sequenz nachzu-
ahmen. Um ein fiir die Expression in E. coli optimiertes Gen
zu erhalten, wurden die Sequenzen, die fiir die terminalen
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Abbildung 1. Natirliche und rekombinante Florfliegenseide. A) Florflie-
ge Chrysopa carnea. B) Spinnlésung aus der Driise einer weiblichen
Chrysopa carnea, durch SDS-PAGE getrennt und mit Silberfirbung vi-
sualisiert; M: Proteinmarker; G: Florfliegendriisen Extrakt. C) Gereinig-
tes rekombinantes N[AS]sC-Protein; P: gereinigtes N[AS]sC. D) Artifizi-
elle Module.

A

Abbildung 2. Vergleich von natiirlichen und artifiziellen Stielen.

A) Schematisches Bild der Stielproduktion: 1) Stiel mit Pinzette aus
dem Tropfen auf die Aluminiumfolie ziehen; 2) Entspannen des Stiels
durch Verschieben der Aluminiumfolie; 3) der Stiel kontrahiert wah-
rend der Nachbehandlung bei 60°C und 70% relativer Luftfeuchtigkeit.
B) Bild eines artifiziellen Stiels mit einem Stiick Aluminiumfolie auf
der Spitze (links) und ein natiirlicher Stiel mit Ei an der Spitze
(rechts).
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Doménen kodieren, mit dem Konstrukt ligiert. Das artifizi-
elle Protein N[AS]sC enthélt acht Wiederholungen des
Moduls [AS], beide natiirlichen Termini und hat ein Mole-
kulargewicht von 53 kD, was dem des natiirlichen Proteins
MalXB2 entspricht.'!! Zwar zeigte eine SDS-PAGE-Analyse
ein hoheres Molekulargewicht als fiir N[AS];C berechnet an,
jedoch wurde die korrekte Masse mithilfe von Massenspek-
trometrie bestétigt (Abbildung 2 der Hintergrundinforma-
tionen).

Wegen der schlechten Loslichkeit von N[AS];C in wiss-
rigen Losungen wurde das Protein (10% (w/v)) in Hexaflu-
oraceton (HFA) aufgenommen. Im Allgemeinen induziert
HFA in geldsten Proteinen a-helikale Struktur;!! im Fall von
N[AS]sC wurde diese Sekundirstruktur durch Circulardi-
chroismus(CD)-Spektroskopie bestitigt (Abbildung 3 der
Hintergrundinformationen). Die Stielbildung aus Seide
nachahmend, wurde eine Pinzette in einen Tropfen N[AS],C-
Losung gedippt und eine Faser aus dem Tropfen gezogen. Das
Ende des Stiels wurde auf ein Stiick Aluminiumfolie geheftet,
und anschlieBend wurde der Stiel getrocknet (Abbil-
dung 2 A). Zur Nachbehandlung wurden die Stiele in einem
Klimaschrank iiber Nacht bei 60°C und 70 % relativer Luft-
feuchtigkeit inkubiert. Weitere mogliche Nachbehandlungs-
methoden wiren das Uberschichten mit kosmotropen Salz-
16sungen, Ethanol, Methanol, Isopropanol oder das Anlegen
hohen Drucks.!"*!®]

Die kiinstlichen Fierstiele haben eine glatte Oberfldche
wie die natiirlichen Stiele (Abbildung 4 der Hintergrundin-
formationen). Allerdings treten bei den natiirlichen Stielen
Einschniirungen auf, die durch Belastung unter hoher Luft-
feuchtigkeit (>30%) oder unter Wasser auftreten. Dieses
Phénomen fiihrt zu einem Verlust der Biegesteifigkeit in den
eingeschniirten Bereichen, begleitet von einer Umformung
von einer Cross-f- zu einer Parallel-B-Struktur.”) Solche
Einschniirungen wurden nicht bei artifiziellen Stielen beob-
achtet.

Die Sekundérstruktur der artifiziellen und natiirlichen
Stiele wurde mit FT-IR-Spektroskopie analysiert (Abbil-
dung 3). Fourier-Selbstdekonvoluierung  der  Amid-I-
Region!!”! ergab einen niedrigeren B-Faltblatt-Anteil in den
artifiziellen als in den natiirlichen Stielen (Tabelle 1). FT-IR-

Tabelle 1: Durchschnittliche Sekundarstruktur von natirlichen und
kiinstlichen Eierstielen vor (vZM) und nach Zugmessungen (nZM), mit
FT-IR-Spektroskopie gemessen und durch Fourier-Selbstdekonvoluie-
rung der Amid-I-Bande quantifiziert."”

Sekundarstruktur natiirlicher Eierstiel kuinstlicher Eierstiel
VZM [%]  nZM [%] VZM [%]  nZM [%]
B-Faltblatter 40+6 3945 32+3 39+4
a-Helices 6+4 7+1 9+2 7+1
B-Schleifen 2443 2241 30+3 2441
Random Coils 30+4 32+2 2941 30+2

spektroskopische Messungen vor und nach Zugmessungen
zeigten keine Anderung bei natiirlichen Stielen und einen
leichten Anstieg des B-Faltblatt-Gehalts bei reduziertem f3-
Schleifen-Gehalt bei artifiziellen Stielen. Der o-helikale
Anteil ist in beiden Stielen mit 6-9 % relativ gering. Auffal-
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Abbildung 3. FT-IR-Absorptionsspektrum von natiirlichen und artifiziel-
len Stielen vor den Zugmessungen; Einschiibe: Fourier-Selbstdekonvo-
luierung der Amid-1-Region von natiirlichen und artifiziellen Stielen.

lenderweise war der helikale Anteil vor und nach Zugmes-
sungen gleich. Die mithilfe polarisierter FT-IR-Spektroskopie
gemessene Poly(L-alanin)-NCa-Streckschwingung!™®! von na-
tiirlichen Eierstielen bei einer Wellenzahl von 1167 cm™ im
Winkel zur Stielachse zeigt eine starke Orientierung der Po-
ly(Ala)-p-Faltbldtter im Winkel von 0 und 90° zur Stielachse
(molekularer Ordnungsparameter™ S§™!: —0.44; Abbil-
dung 5 der Hintergrundinformationen). Das kiinstlich her-
gestellte Protein hat keine Poly(alanin)-Sequenz, weshalb
dessen Orientierung nicht detektierbar war. Dies zeigt, dass
bisher unbekannte, Poly(alanin)-reiche Proteine, moglicher-
weise eines der drei zusédtzlich in C. carnea vorkommenden
(Abbildung 1B), stark am Proteinausrichtungsprozess in na-
tiirlichen Stielen beteiligt sein konnten. Deshalb ist unser
derzeitiger Ansatz nicht geeignet, die Eigenschaften von na-
tiirlichen Eierstielen vollstindig nachzuahmen.

Sowohl der natiirliche als auch der kiinstliche Stiel zeigen
Doppelbrechung (Abbildung 4 A,B), die auf struktureller
Anisotropie basiert. Die Doppelbrechung bei den natiirlichen
Stielen ist stark, da hoch geordnete kristalline Bereiche mit [3-
Faltblatt-Struktur, angeordnet im rechten Winkel zur Faser-
achse, vorhanden sind. Kiinstliche Stiele zeigen schwéchere
Doppelbrechung, was auf weniger stark geordnete Strukturen
hinweist.

A

Abbildung 4. Vergleich der Doppelbrechung von natirlichen und
kiinstlichen Stielen. A) Mikroskopisches Bild eines natiirlichen Florflie-
gen-Eierstiels. B) Mikroskopisches Bild eines kiinstlichen Stiels. Oben:
Hellfeld; unten: mit gekreuzten Polarisatoren; Maf3stab: 50 um.
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Die kiinstlichen Stiele haben
einen  dhnlichen  Durchmesser
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Tabelle 2: Zugmessungen von natiirlichen (C. carnea) und kiinstlichen Eierstielen. Die Versuche wurden
bei 30% RH und 70% RH und bei einer Temperatur von 22 °C durchgefiihrt.

(10 um) wie die natiirlichen und

Dehnbarkeit [%]

Zugfestigkeit 0, [MPa] Elastizititsmodul [MPa] Zzhigkeit [M)m™

zeigen auch Biegesteifigkeit (Ab-
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bildung 2B). Die mechanischen 659 RHI 381 310

Eigenschaften wurden bei einer re-  g59, Ry 249 ca. 375

lativen Luftfeuchtigkeit (RH) von

30 und 70% sowie bei einer Tem- natlirliche Eierstiele

peratur von 22°C gemessen. Das 30% RH 241 68+19 5777+£1257 1.2+0.72
Kontrollieren der Luftfeuchtigkeit 70% RH 210£100 155£75 3175+1016 87+49

ist sehr. wichtig fiir. Zugmesstimge.n kinstliche Eierstiele

von Seiden.!” ! Die Zugfestigkeit 309, g 542 55414 23304850 176409
von natiirlichen Eierstielen 709 RH 6+3 25411 10124252 1.0940.59
(C c.arnea) ist un.ter den gewihlten (2] Fiir M. signata und C spec.

Bedingungen mit 68 MPa (30%

RH) und 155 MPa (70% RH) re-

lativ gering gegeniiber den publizierten Werten von 186—

375 MPa, gemessen bei 65% RH (Mallada signata und A

Chrysopa spec.:"*3 Tabelle 2). Bei 30% RH reiBen die Stiele 120 e ———
bei einer Dehnung von 2%, wihrend sie bei 70% RH bei . s kinstlicher Stiel
einer Dehnung von 211% reiflen (Abbildung 5 und Tabel- 100 B o

le 2). Der Elastizititsmodul von natiirlichen Eierstielen bei
30% RH betrigt 5.7 GPa, bei kiinstlichen Stielen hingegen
nur ca. 40 % dieses Wertes (2.3 GPa). Die Zugfestigkeit von
natiirlichen Stielen betrdgt 68 MPa und die der kiinstlichen
Stiele 55 MPa (Tabelle 2). Wenn man die Porositdt der
kiinstlichen Stiele mit einbezieht, kann sogar eine Zugfes-
tigkeit von ca. 63 MPa errechnet werden (30% RH). Inter-
essanterweise liegt die Zahigkeit von kiinstlichen Stielen bei
30% RH bei 1.76 MIm~ und damit leicht hoher als die der
natiirlichen Stiele mit 1.2 MJm ™.

Das artifizielle und rekombinant hergestellte Eierstiel-
protein der Florfliege konnte zu kiinstlichen Stielen verar-
beitet werden, die bei 30% RH annéhernd gleiche Eigen-
schaften aufweisen wie die natiirlichen Eierstiele. Die Stiele
sind wie die natiirlichen Stiele biegesteif, was sie fiir An-
wendungen, bei denen Steifigkeit in transversaler Richtung
von Bedeutung ist, interessant macht. Des Weiteren ermog-
licht es der rekombinante Ansatz, das molekulare Struktur-
Funktions-Verhiltnis in Eierstielen besser zu verstehen. Als
nédchstes ist es wichtig, die Poly(alanin)-reichen Proteine zu
identifizieren und wiéssrige Spinnlosungen zu erzielen, was
notig ist, um eine Vorstrukturierung zu erhalten. Eine vor-
strukturierte Spinnlosung ist der Schliissel fiir Fiden mit
Cross-f-Struktur.

Experimentelles und Methoden

Alle Genmodule (N, [AS] und C) wurden mit einer 5'-BamHI- und
einer 3'-HindIlI-Restriktionsschnittstelle konstruiert und bei Gene-
art bestellt. Die Module wurden mithilfe der Enzyme Bsal, Bsgl und
BseRI geschnitten und anschlieBend ligiert."” Das vollstindige
N[AS];C-Konstrukt wurde mithilfe von BamHI und HindIII in einen
pET28-Vektor kloniert.

BL21(DE3)-Zellen wurden mit pET28-N[AS]sC transformiert
und in einem Fermenter (Infors Minifors 2.5 L) nach einer zuvor
beschriebenen Vorschrift kultiviert.”’! Bei einem ODjg-Wert von 72
wurden die Bakterien drei Stunden mit 1 mm Isopropyl-B-p-thio-
galactopyranosid (IPTG) induziert. Im Anschluss wurden die Zellen
geerntet und dreimal gewaschen.
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Abbildung 5. A) Spannungs-Dehnungs-Diagramm (Maximalwerte) von
natiirlichen und kiinstlichen Eierstielen bei 30% RH. Die Unterschiede
im Rauschen sind durch die kleineren Durchmesser der kiinstlichen
Stiele zu erkldren. B) SEM-Bilder von Querschnittsflichen von natiirli-
chen (links) und kiinstlichen Stielen (rechts).

Die Reinigung erfolgte nach einer Vorschrift, die fiir rekombi-
nante Seidenproteine beschrieben worden war.?! Nach Zelllyse,
Ansiuern und Zentrifugieren wurde der Uberstand fraktionierend
mit Ammoniumsulfat gefillt (1.5 und 2.5M). Das gefillte Protein
wurde mit Wasser gewaschen und lyophilisiert.

Zur Analyse des produzierten Proteins wurden 3 mgmL™
NJ[AS]sC in 6M Guanidiniumthiocyanat gelost und auf eine End-
konzentration von 2M Guanidiniumthiocyanat verdiinnt. Vor dem
Auftragen der Proben wurden diese mit ZipTip-C4-Pipettenspitzen
entsalzt und mit Matrixlosung eluiert. MALDI-TOF-Massenspek-
trometrie erfolgte mit einem Bruker Reflex III, ausgeriistet mit
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einem 337-nm-N,-Laser, im Linearmodus und mit 20 kV Beschleu-
nigungsspannung. Als Matrix wurde Sinapinsiure (20 mgmL™) in
50% CH;CN und 0.1 % Trifluoressigsdure in H,O verwendet.

Die Stiele wurden aus seiner 10-proz. (w/v) Losung von N[AS];C
in HFA gezogen und bei Raumtemperatur getrocknet. AnschlieBend
wurde die Spannung aus den Stielen durch Anndhern der beiden
Auflagepunkte entfernt, und die Proben wurden bei 60°C und 70 %
RH iiber Nacht in einem Klimaschrank nachbehandelt.

Fiir die Rasterelektronenmikroskopie (SEM) wurden die Proben
durch Sputtern mit Platin beschichtet (Dicke 2 nm). Die SEM-Bilder
wurden mit einem Zeiss-1530-Gerdt unter der Verwendung des
inlens-Detektors aufgenommen.

Fourier-transformierte Infrarotspektroskopie wurde an einem
Bruker tensor 27/pike MIRacle unter Verwendung der Hyperion-
Einheit durchgefiihrt. Die Datenprozessierung und Fourier-Selbst-
dekonvoluierung der Amid-I-Region erfolgten mit der Opus-6.5-
Software.'”! Polarisierte FT-IR-spektroskopische Messungen und
Prozessierung der Daten wurden gemdfl Hagenau et al. durchge-
fiihrt.”!

Mikroskopische Aufnahmen erfolgten an einem Mikroskop
(Leica DMI 3000B), das mit Polarisatoren ausgestattet war.

Proben fiir die Zugmessungen wurden mit Plastikklebstoff auf
Plastikrahmen mit einem Spalt von 2 mm geklebt. Spannungs-Deh-
nungs-Kurven wurden mit einer Zugmaschine (Bose Electroforce
3220), ausgestattet mit einer 0.5-N-Kraftmessdose und einer Klima-
kammer zur Einstellung der relativen Luftfeuchtigkeit, aufgenom-
men. Die Stiele wurden mit einer Geschwindigkeit von 0.01 mms™!
bis zum Reiflen gedehnt.

CD-Spektren wurden von 250 bis 195 nm an einem Jasco-J-815-
CD-Spektrometer mit einem Intervall von 0.1 nm, einer Bandbreite
von 1 nm, einer Scangeschwindigkeit von 50 nmmin ', einer Digital
Integration Time (D.I.T.) von 1 s und drei Akkumulierungen aufge-
nommen.

Eingegangen am 20. Januar 2012,
verdnderte Fassung am 10. April 2012
Online veroffentlicht am 16. Mai 2012
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