
Heterologe Expression hochmolekularer repetitiver Spinnenseiden-basierter Proteine 

in planta sowie deren mechanische und immunologische Charakterisierung 

 Dissertatio  

zur Erla gu g des 

Doktorgrades der Natur isse s hafte  Dr. rer. at.  

der 

Natur isse s haftli he  Fakultät I 

-Bio isse s hafte -

der  Marti -Luther-U i ersität 

Halle-Witte erg, 

orgelegt 

o  Valeska Haupt a  

ge . a  . .  i  Wippra 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gutachter 1. Prof. Dr. Udo Conrad 

  2. Prof. Dr. Karsten Mäder  

  3. Prof. Dr. Eva Stöger 

Tag der öffentlichen Verteidigung: 13.11.2015 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

„Die e hte Geduld zeugt o  großer Elastizität“ 

No alis 



Inhaltsverzeichnis 

I halts erzei h is ………………………………………………………………………………………………………….. I 

A ildu ge  u d Ta elle  …………………………………………………………………………………………….. III 

A kürzu ge  …………………………………………………………………………………………………………………. IV 

 Ei leitu g 

.  Die Spi e seide – ei  faszi iere des Biopol er ...............................................  

.  Die Spi e seide der große  A pulle drüse ........................................................  

.  Die Flagellifor -Seide.................................................................................................  

.  Die iote h ologis he Herstellu g des Biopol ers Spi e seide ....................  

.  Posttra slatio ale Modifizieru ge  zur Herstellu g o  ho h olekulare  

Protei e   ...................................................................................................................  

  . .   Posttra slatio ale Multi erisieru g it gespalte e  I tei e …..…………....  

  . .   Posttra slatio ale Multi erisieru g it ikro ieller Tra sgluta i ase.....  

)ielstellu g der orliege de  Ar eit ......................................................................  .  

 Erge isse 

.  Pu likatio sü ersi ht zu dieser Ar eit ..................................................................  

. .   Weitere Pu likatio e  .......................................................................................  

.  E pressio  o  Spi e seide protei e  ati e  Molekularge i htes i  

Pfla ze  dur h I tei - asierte Multi erisieru g ................................................  

. .     )usa e fassu g ..............................................................................................  

. .  Artikel ....................................................................................................................  

. .  

.  

    Ergä ze de Erge isse: I tei - asierte Multi erisieru g o  Glute i ... .  

Tra sgluta i ieru g er ögli ht die Produktio  u d Charakterisieru g o  

ELP lierte  Spi e seide protei e  ati e  Molekularge i htes aus 

tra sge e  Pfla ze  .................................................................................................  

. .  )usa e fassu g ...............................................................................................  
I 



. .  Artikel ....................................................................................................................  

.  Die Produktio  o  ELP lierte  Spidroi - asierte  Protei e  in planta führt zu 

i ht- toto is he  Biopol ere  .........................................................................  

. .  )usa e fassu g ...............................................................................................  

Artikel ....................................................................................................................          . .  

 Diskussio  

.  Auf au u d Bedeutu g der Pri ärstruktur der Spidroi - asierte  

Biopol ere ...............................................................................................................  

.  Effekti ität der a ge a dte  Multi erisieru gsstrategie ...............................  

.  I u ologis he A al se  auf de  Weg zu  Bio aterial ................................  

.  Te h is he A forderu ge  a  io edizi is he  Applikatio sfor e  aus 

Spi e seide ..............................................................................................................  

. .  C toko pati ilität o  reko i a t hergestellte  Spidroi e  ...................  

. .  Aus li k: Weiter erar eitu g o  reko i a te  Spidroi e  für 

io edizi is he ) e ke .....................................................................................  

     Zusa e fassu g/Su ary………………………………………………………………………………….  

 Literaturverzei h is ......................................................................................................  

 A ha g .........................................................................................................................  

 .   Ergä ze de Date  zu Artikel . . …………..………………………………………………….....  

 .   Ergä ze de Date  zu Artikel . . ………………………………………………………………....  

  .   Ergä ze de Date  zu Artikel . . ………………………………………………………………....  

Da ksagu g .........................................................................................................................  

Le e slauf ............................................................................................................................  

Eidesstattli he Erkläru g .....................................................................................................  

II 



Abbildungen 

A ildu g .   Der s he atis he Auf au ei es Spi e etzes ...............................................  

A ildu g .   Ko se sus-Moti e ei es ensemble repaet des Protei s Flag ...........................  

A ildu g .   Protei spleiße  i  trans it ei e  gespalte e  I tei  .................................  

A ildu g .  Dreidi e sio ale Protei struktur der ikro ielle  Tra sgluta i ase .........  

A ildu g .  Multi erisieru g o  Glute i e  dur h trans-Protei spleiße  ....................  

Tabellen 

Ta elle .   Die e ha is he  Eige s hafte  o  Spi e seide  ..........................................  

Ta elle .   Ü ersi ht o  atürli he  u d s thetis he  Spidroi e  aus prokar otis he  
u d eukar otis he  E pressio ss ste e  ...........................................................  

III 



Abkürzungen 

AFM 
B. mori

DNA
DNA
ELISA
ELP
ER
et al.
Flag
Gl.
GPa
IgG
I tC/I tN
ITC
Kd 
kDa 
LeB  
MaSp  

ITC 
MJ 
N. clavipes

N. tabacum

OD
PAGE
PBS
PCR
s.
SDS
ssp.
TNF
tRNA

Ei u hsta e -A i osäure ode 

atomic force microscope, Rasterkraft ikroskop 
Bombyx mori 

complementary DNA 

Deso ri o u lei säure 
E zy e Li ked I u osorbe t Assay 
elasti äh li hes Pol peptid 
E doplas atis hes Retikulu  
u d a dere 
Flagellifor -Seide 
Glandulae, Drüse  
Gigapas al 
I u glo uli  G 
I tei  C/I tei N 
inverse transition cycling 

Dissoziatio sko sta te 
Kilodalto  
Legu i  B  
major ampullate spidroin 1 

membrane-based ITC 
Megajoule 
Nephilia clavipes 

Nicotiana tabacum 

optis he Di hte 
Pol a r la idgelelektrophorese 
phosphate buffered saline 

Pol erase-Kette reaktio  
siehe 
sodium dodecyl sulfate 

Su spe ies 
Tu or ekrosefaktor 
Tra sfer-DNA 

X= alle A i osäure  außer Proli  
A i osäure Ei u hsta e ode A i osäure Ei u hsta e ode 

Ala i  A Leu i  L 
Argi i  R L si  K 

Asparagi  N Methio i  M 
Asparagi säure D Phe lala i  F 

C stei  C Proli  P 
Gluta i  Q Seri  S 

Gluta i säure E Threo i  T 
Gl i  G Thr ptopha  W 

Histidi  H T rosi  Y 
Isoleu i  I Vali  V 

IV 



Einleitung 1 
1.1 Die Spinnenseide – ein faszinierendes Biopolymer 

Das aus Proteinen bestehende Biomaterial Spinnenseide weist eine einzigartige 

Kombination aus Zugfestigkeit und Elastizität auf, die von keinem industriell gefertigten 

Material erreicht wird. Neben Spinnentieren (Arachnida) sind auch die zu den 

Gliederfüßern (Arthropoda) gehörenden Klassen der Insekten (Insecta) und Tausendfüßer 

(Myriapoda) in der Lage, Seiden aus den in speziellen Drüsen produzierten 

Seidenproteinen zu bilden. Definitionsgemäß spricht man bei den natürlich 

vorkommenden Seiden von fibrillären Proteinen mit einer hochrepetitiven 

Aminosäuresequenz (Craig, 1997). Sie gehören zu den biologisch abbaubaren 

Biopolymeren tierischen Ursprungs (Endres et al., 2009).  

Im Fokus dieser Arbeit stehen die Spinnenseiden der Goldenen Radnetzspinne Nephila 

clavipes (N.clavipes), deren weiblichen Vertreter mit den in ihrem Hinterleib lokalisierten 

vielgestaltigen und umfangreichen Spinndrüsen bis zu sieben verschiedene Arten von 

Seide produzieren, welche für die jeweilige Anwendung optimierte Eigenschaften 

besitzen (Foelix, 1992; Gosline et al., 1999). Einen Überblick über die Seidenarten und 

ihrer Verwendung gibt die Abbildung 1.1. Ein Spinnennetz besteht hauptsächlich aus den 

reißfesten Fäden der Major-Ampullate-Seide (MA-Seide), auch Tragfadenseide genannt, 

welche die strahlenförmig aufgebauten Rahmen und Speichen bilden und aus der in 

diesem Gerüst integrierten Fangspirale aus der dehnbaren Flagelliform-Seide. Beim Bau 

der Fangspirale orientiert sich die Radnetzspinne an einer Hilfsspirale, welche sie zuvor 

aus der Minor-Ampullate-Seide (MI-Seide) konstruiert hat. Abschließend wird die 

Fangspirale mit der klebrigen Aggregat-Seide beschichtet (Vollrath et al., 1989). 
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Zur Befestigung des Spinnennetzes wird die Pyriform-Seide verwendet. Diese 

Kombination aus den genannten verschiedenen Spinnenseiden ermöglicht die 

Konstruktion eines kompletten, sogenannten Radnetzes (Vollrath, 2000). Weitere 

Funktionen erfüllen die Spinnenseiden bei der Fortpflanzung (s. Abbildung 1.1 B).  

    

 

Seidentyp Sekretionsort Lokalisation, Funktion 
Major-Ampullate-Seide 
(MA-Seide) 

große Ampullendrüsen  
(Gl. ampullaceae majoris) 

Rahmen des Netzes (Tragfaden), 
Abseilfaden 

Minor-Ampullate-Seide 
(MI-Seide) 

kleine Ampullendrüsen  
(Gl. ampullacea minoris) 

Hilfsspiralfaden 

Flagelliform-Seide Geißelförmige Drüsen  
(Gl. flagelliformes) 

Fäden der Fangspirale 

Aggregat-Seide Aggregatdrüsen 
(Gl. aggregates) 

klebrige Beschichtung auf 
Fangfäden 

Piriform-Seide birnenförmige Drüsen 
(Gl. piriformes) 

Haftpunkte zur Befestigung des 
Netzes 

Tubulinform-Seide* zylindrische Drüsen 
(Gl. tubiliformes) 

äußere Kokonhülle 

Aciniform-Seide* aciniforme Drüsen 
(Gl. aciniformes) 

Beutekokon, innere Kokonhülle 

                Referenzen: Foelix, 1992; Hu et al., 2006; Gl. = Glandulae; *nicht im Schema abgebildet 

Abbildung 1.1 (A) Der schematische Aufbau eines Spinnennetzes der Goldenen Radnetzspinne 
(Nephila clavipes) zeigt die Verwendung der verschiedenen Seidentypen. Ein weibliches Exemplar 
der Art hängt am Abseilfaden. (B) Auflistung der in (A) dargestellten Seidentypen (farblich 
zugeordnet) sowie ihrem Sekretionsort und der Verwendung. Jede Drüsenart sekretiert eine 
bestimmte Spinnenseide. 

 

A 

B 
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Natürliche Spinnenseiden sind für ihre herausragenden mechanischen Eigenschaften 

bekannt. Beispielsweise verfügt die Tragfadenseide im Vergleich zu synthetischen 

Polymeren über eine außerordentliche Zähigkeit (Gosline et al., 1999). Diese 

Materialeigenschaft beschreibt die Energie, die ein Material pro Volumen aufnehmen 

kann, bevor es reißt. Auf das Gewicht bezogen ist die Tragfadenseide um das Dreifache 

zäher und zugfester als die Hochleistungsfaser Kevlar. Spinnen nutzen zum Bau der 

Fangspirale in ihren Netzen die Flagelliform-Seide. Diese ist aufgrund der hohen Elastizität 

und Dehnbarkeit in der Lage, den Aufprall der Beute abzufangen (Vendrely et al., 2008). 

Die Dehnbarkeit der Flagelliform-Seide ist der von Nylon überlegen (s. Tabelle 1.1). 

 

Tabelle 1.1: Die mechanischen Eigenschaften von Spinnenseiden im Vergleich zu anderen 

biologischen und synthetischen Polymeren. 

Material Zugfestigkeit 
(GPa) 

Zähigkeit 
(MJ/m3) 

Dehnbarkeit 
(%) 

MA-Seide (Tragfaden)* 1.1 160 27 

Flagelliform-Seide* 0.5 150 270 

Insektenseide (B. mori) 0.6 70 18 

Elastin 0.002 2 150 

Nylon 0.95 80 18 

Kevlar 3.6 50 2.7 

Stahl 1.5 6 0.8 

Carbon-Faser 4.0 25 1.3 

Werte übernommen von Gosline et al. (1999) und Heim et al. (2009), *Daten für Araneus 
 

Die Proteine, aus denen die Spinnenseiden hauptsächlich bestehen, werden als Spidroine 

(spider fibroin) bezeichnet. Bei der Art N. clavipes erfolgt die Nomenklatur nach dem 

Drüsentyp, z.B. bedeutet MaSp1 „Major Ampullate Spidroin 1“. Spinnenseidenproteine 

bestehen aus einer stark repetitiven Kerndomäne, welche von nichtrepetitiven N- und C-

terminalen Bereichen flankiert wird. Die im hochrepetitiven Kernbereich wiederkehrende 

Sequenzelemente werden als Konsensus-Motive bezeichnet (Gatesy et al., 2001).  
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.  Die Spi e seide de  g oße  A pulle d üse 

Die MA-Seide de  Golde e  Rad etzspi e zählt zu de  a  este  u te su hte  

Spi e seide  Be k itt et al., ; a  Beek et al., ; Spo e  et al., ; Gai es 

et al., . Die Hauptp otei ko po e te  si d MaSp  u d MaSp , de e  Mo o e e 

ei e ati e G öße o  je eils ü e   kDa auf eise  Le is, . 

E ste Se ue zdate  o  de  pa tielle  DNA ei es fü  MA-Seide odie e de  Ge s de  

A t Nephila clavipes u de   e öffe tli ht u d das Spid oi  MaSp  so it e st als 

es h ie e  Xu et al., . Na h Ide tifizie u g ei es P oli -haltige  Peptids i  de  

MA-Seide, el hes i ht du h MaSp  odie t u de, ko te i  ei e  eite e  pa tielle  

DNA das Spid oi  MaSp  ide tifizie t e de  Hi a  et al., . A ou  et al. 

es h ie e   e st als die Spi e seide ge e MaSp  u d MaSp  de  S h a ze  

Wit e Latrodectus hesperus  i  olle  Lä ge ei s hließli h de  fla kie e de  Regio e . 

De a h e de  die ho h epetiti e  Pol peptide je eils du h ei  Ge  odie t, el hes 

aus ei e  iesige  E o  >  Base paa e  esteht A ou  et al., . 

I  de  P i ä st uktu e  de  eide  Spid oi e de  MA-Seide t ete  die Ko se sus-Moti e 

A  MaSp  u d MaSp  so ie GA  MaSp  auf. Diese Ala i - ei he  Regio e  ko e  

i  de  Seku dä st uktu  als ß-Falt lätte  o  Pa khe et al., ; Holla d et al., . 

Diese St uktu e  ilde  ei e A t K istallge üst, el hes fü  die hohe )ugfestigkeit de  MA-

Seide e a t o tli h sei  soll Hu et al., . Auße de  t itt das Ko se sus-Moti  GGX 

X = Y, L, Q  i  Spid oi  MaSp  auf. Die da aus folge de Seku dä st uktu  kö te ei e 

-Heli  sei , el he als Bi deglied z is he  de  k istalli e  Be ei he  auft itt. I  

Spid oi  MaSp  t ete  e e  de  Ala i - ei he  Regio e  i  de  P i ä st uktu  o h die 

Ko se sus-Moti e GPGGX z . GPGQQ auf. Die da aus e tstehe de Seku dä st uktu  

ei e  ß-Spi ale e leiht de  Spi e seide  ih e Elastizität Le is, . 

Die häufige  Wiede holu ge  de  Ko se sus-Moti e i  de  P i ä se ue z füh e  zu 

ei e  hohe  A teil de  A i osäu e  Gl i , Ala i , Gluta i , P oli  u d Se i  i  de  

Spid oi e  de  g oße  A pulle d üse. 
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.   Die Flagellifo -Seide 

Sie esteht aus de  Spid oi  FLAG, desse  ati es Molekula ge i ht u d  

kDa et ägt Le is, . E ste Se ue zdate  ei es Flag DNA-Klo s o  N. clavipes 

u de  o  Ha ashi u d Le is  e öffe tli ht. ) ei Jah e späte  folgte  

Date  zu  ge o is he  Se ue z aus de sel e  A t Ha ashi et al., . 

Das fü  das Spi e seide p otei  odie e de Ge  Flag  hat ei e G öße o  

a ähe d  k  u d zeigt ei  Muste  aus si h iede hole de  I t o s u d E o s. 

Diese  Auf au ist u t pis h, da Spi e seide p otei e oft als du h ei  g oßes E o  

odie t e de  Be k itt et al., . Ei  Ge  Flag esteht aus i sgesa t d eizeh  

E o s. Da o  odie t das e ste E o  de  i ht epetiti e  N-te i ale  Be ei h des 

a h de  T a slatio  o liege de  Spi e seide p otei s u d Teile des d eizeh te  

E o s de  i ht epetiti e  C-Te i us. Die epetiti e Ke do ä e o  FLAG i d 

folgli h du h elf E o s odie t, o  de e  jedes je eils ei e  soge a te  

ensemble repeat ga ze Wiede holu gsei heit  e s hlüsselt Ha ashi et al., . 

A ildu g .  zeigt die t pis he  Ko se sus-Moti e, aus de e  si h ei  ensemble 

repeat des Spi e seide p otei s Flag zusa e setzt. 

Abbildung .  Ko se sus-Moti e ei es ensemble repeat des P otei s Flag o  Nephila clavipes. 
Die A i osäu e  si d i  Ei u hsta e ode iede gege e  Le is, . 

De  Gl i - ei he epetiti e Hauptteil esteht de a h aus ei e  P i ä st uktu , el he 

it de  d ei e s hiede e  Ko se sus-Moti e  GPGGX, GGX u d ei e  i ht 

seide t pis he  Spacer die G u dlage fü  die auße ge öh li he  Eige s hafte  de  

Flagellifo -Seide ilde . Wiede holu ge  des Moti s GPGGX  e ge e  i  de  

Seku dä st uktu  ei e ß-S hleife T p II , el he a ei a de ge eiht ei e  Sp u gfede  i  

Na ofo at äh el  kö te Ha ashi et al., ; )hou et al., . )usa e  it de  

Seku dä st uktu ele e t -Heli , ge ildet aus de  Ko se sus-Moti  GGX, si d diese 

Ele e te e a t o tli h fü  die e o e Elastizität u d Fle i ilität de  Flagellifo -Seide 

Ohgo et al., .  
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Die Funktion des Spacers war lange Zeit nicht bekannt. Da er hauptsächlich aus geladenen 

und hydrophilen Aminosäuren besteht, wurde angenommen, dass er zur Unterteilung der 

einzelnen ensemble repeats beiträgt (Hu et al., 2006). Adrianos et al. (2013) konnten mit 

der Untersuchung von artifiziell erzeugten Fasern aus vier verschiedenen rekombinanten 

Proteinen, die eine unterschiedliche Zusammensetzung von bis zu drei typischen Motiven 

von FLAG aufwiesen, zur Aufklärung der Funktion beitragen. Die mechanischen Analysen 

zeigten, dass Fäden, die nur das GGX-Motiv enthielten, am dehnbarsten waren. 

Enthielten die Fasern zusätzlich das Spacer-Motiv, konnte zusätzlich eine erhöhte 

Festigkeit ermittelt werden. Die Fasern bestehend aus Wiederholungen aller drei Motive 

zeigten im Vergleich zu den Fasern aus den anderen drei Proteinen die höchste Festigkeit 

und eine moderate Dehnbarkeit. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass der Spacer als 

eine Art „Festigkeits-Motiv“ fungiert (Adrianos et al., 2013).  

 

1.4 Die biotechnologische Herstellung des Biopolymers Spinnenseide  

Die herausragenden mechanischen Eigenschaften der Spinnenseide (Zugfestigkeit, 

Dehnbarkeit, Zähigkeit, s. Abschnitt 1.1) bedingen ein großes Interesse an diesem 

Biopolymer. Im Bereich Technik könnten Spinnenseiden in die Außenhülle von Flugzeugen 

oder Autos integriert werden, was zu einer Minimierung des Gewichts führen und sie 

gleichzeitig unempfindlicher gegen wechselnde Umwelteinflüsse machen würde (Kluge et 

al., 2008; Hardy et al., 2009). Auch für Anwendungen in der Medizin kann die 

Spinnenseide aufgrund weiterer charakteristischer Eigenschaften eingesetzt werden. Zum 

einen sei hier die Biokompatibilität genannt, d.h. die Spinnenseiden wirken auf 

biologische Systeme nicht toxisch oder haben keine schädlichen Effekte auf sie. Ein 

weiterer Vorteil ist, dass sie biologisch abbaubar sind. Diese Eigenschaften, in 

Kombination mit ihren mechanischen Eigenschaften, machen z.B. eine Verwendung in 

Wundauflagen und Bandagen interessant (Gatesy et al., 2001). Spidroine als 

Wirkstoffträgersysteme oder als Gerüst- und Trägermaterialien in der Gewebezüchtung 

sind bereits untersucht worden (Altman et al., 2003; Widhe et al., 2010; Hofer et al., 

2012). In der Chirurgie könnten Spinnenseiden als Nahtmaterial eingesetzt werden (Spiess 

et al., 2010). All diese potenziellen Anwendungen erfordern eine Produktion im 

Großmaßstab für die Erzeugung industriell relevanter Mengen.  
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Die Ge i u g atü li he  Spi e seide fü  die U setzu g diese  A e du ge  ist i ht 

effizie t. Spi e  e teidige  ih  Te ito iu  seh  agg essi , sodass ei e Fo  de   

Masse tie haltu g it g oße  Platz eda f u d hohe  Koste  e u de  ä e Kluge et 

al., . Beispielhaft sei a  diese  Stelle das P ojekt o  Si o  Pee s u d Ni holas 

Godle  zu  He stellu g ei es U ha ges aus atü li he  Spi e seide  de  Golde e  

Rad etzspi e Nephila madagascariensis  ge a t. Die Seide fü  dieses Kleidu gsstü k 

u de aus u gefäh  ,  Millio e  Spi e  ge o e , el he i  de  Natu  gesa elt 

u d a h de  Melke  ei es -  Mete  la ge  Spi e seide fade s iede  i  ih e 

atü li he U ge u g ausgesetzt u de . Die He stellu g dieses ei ziga tige  P oduktes 

it ei e  Ge i ht o  ,  kg daue te  Jah e Chu g et al., . Auße de  gi t es 

Hi eise da auf, dass si h die )usa e setzu g atü li he  Spi e seide du h 

E äh u g u d Ei i ke  o  U eltei flüsse  e ä de t C aig et al., . )ude  

p oduzie e  Rad etzspi e  e s hiede e Spi e seide t pe . Bei  Melke  de  

Spi e , o ei de  Spi e seide fade  aus de  Spi düse gezoge  i d, ka  u  MA-

Seide ge o e  e de . A de e Va ia te  o  Spi e seide , o  alle  it defi ie te  

)usa e setzu g, si d auf diese  Weg i ht p oduzie a . 

De  e o e Beda f a  Spi e seide p otei e  o  glei h lei e de  Qualität ka  a h 

de  heutige  Sta d de  Te h ik u  it Hilfe iote h ologis he  Ve fah e  gede kt 

e de . Die hete ologe E p essio  zu  E zeugu g eko i a te  Spid oi e ist dafü  die 

Methode de  Wahl. )u  ei e  u de  it diese  Methode atü li he Spid oi e z . 

de e  pa tielle Se ue ze  i  e s hiede e  Wi tso ga is e  p oduzie t, z.B. MaSp  i  

E.coli. Das Molekula ge i ht des eko i a te  Spid oi s et ug ledigli h  kDa 

A idia o o et al., . Aufg u d des epetiti e  Auf aus de  g oße  P otei e t ete  

ei de e  T a slatio  zahl ei he P o le e auf. Die e e dete  Codo s o  Spi e u d 

Wi tso ga is us si d u te s hiedli h u d du h die ei seitige 

A i osäu ezusa e setzu g u d de  da aus folge de  E s höpfu g des tRNA-Vo ats 

ka  es zu  A u h de  T a slatio  ko e  Gustafsso  et al., . E e so si d die 

odie e de  epetiti e  Ge e i  Wi tso ga is us oft als i sta il, sodass it 

zu eh e de  G öße des Ge s die E p essio seffizie z a i t Hei  et al., ; 

Hu e ik et al., . )u  a de e  e de  fü  die hete ologe E p essio  s thetis he 

Ge e e e det, el he esse tielle Besta dteile ei es Spid oi s e thalte , z.B. die 

Ko i atio  e s hiede e  Ko se sus-Moti e. Bei de  eko i a te  He stellu g 
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s thetis he  Spid oi e ka  die T a slatio seffizie z du h Adaptio  de  e e dete  

Codo s a  de  Wi tso ga is us e höht e de .  

E e so e ts heide d fü  die eko i a te He stellu g o  Spid oi e  ist das 

e e dete E p essio ss ste . Ei e seits kö e  Spid oi e i  p oka otis he  

E p essio ss ste e  p oduzie t e de , hie fü  i d oft als E.coli e e det 

Ra ot ago a et al., ; A  et al., . Dieses ist lei ht a ipulie a , hat ku ze 

Ge e atio szeite , die P oduktio skoste  si d elati  ge i g u d ei e 

Maßsta s e g öße u g de  P oduktio  ist ögli h Toka e a et al., . A de e seits 

eise  die sta k epetiti e  Ge e, el he die Spid oi e odie e , i  diese  

E p essio ss ste  ei  hohes Maß a  ge etis he  I sta ilität auf. Häufig ko t es zu 

Ve ä de u ge  i  de  Nukleotidse ue z du h ho ologe Reko i atio , I se tio e  

u d Deletio e . Die He stellu g ei es s thetis he  MaSp  ati e  G öße gela g it 

Hilfe ei es eta olis h odifizie te  E.coli-Sta es. Du h Ü e e p essio  de  tRNAGl  

ko te  Spid oi e is zu ei e  G öße o  .  kDa s thetisie t e de  Xia et al., 

. Weite e p oka otis he E p essio ss ste e, die zu  He stellu g eko i a te  

Spid oi e e e det u de , si d Salmonella typhimurium Wid aie  et al.,  u d 

Bacillus subtilis Fah esto k et al., .  

Da ü e  hi aus kö e  Spid oi e i  euka otis he  E p essio ss ste e , z.B. Hefe  

Agapo  et al., , Pfla ze  S helle  et al., ; Ba  et al.,  u d Säuge zelle  

Laza is et al.,  he gestellt e de . Diese e füge  i  Ve glei h zu p oka otis he  

E p essio ss ste e  ü e  ei e  ko ple e e  T a sk iptio s- u d 

T a slatio s e ha is us so ie zusätzli he )ellko pa ti e te. Dahe  si d sie i  de  

Lage, P otei e it eso de e  Eige s hafte  hi si htli h G öße u d auf e dige  Faltu g 

zu p oduzie e  so ie postt a slatio al zu odifizie e . Ei e Ü e si ht zu  

eko i a te  He stellu g atü li he  u d s thetis he  Spid oi e i  e s hiede e  p o- 

u d euka otis he  E p essio ss ste e  ist i  Ta elle .  zu fi de . 
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Ta elle . : Ü e si ht o  atü li he  u d s thetis he  Spid oi e  aus p oka otis he  u d euka otis he  E p essio ss ste e .
Ursprungsorganismus Spinnenseidenprotein Klon Wirtsorganismus MW (kDa) Referenz 

   prokaryotisch   
Nephila clavipes MaSp /MaSp  s thetis h Escherichia coli -  P i e et al.,  
Nephila clavipes MaSp  atü li h Escherichia coli - .  Da s-Kozlo ska et al.,  
Nephila clavipes MaSp  s thetis h Escherichia coli  Wi kle  et al.,  
Nephila clavipes MaSp  s thetis h Escherichia coli -  Le is et al.,  
Araneus diadematus ADF /ADF  atü li h Escherichia coli . - .  Hue e i h et al.,  
Nephila clavipes MaSp  atü li h Escherichia coli  A idia o o et al.,  
Nephila clavipes MaSp  s thetis h Escherichia coli -  A  et al.,  
Nephila clavipes MaSp /MaSp  s thetis h Escherichia coli -  Fah esto k u d I i ,  
Nephila clavipes MaSp  s thetis h Escherichia coli . -

.  
Xia et al.,  

   eukaryotisch   
Nephila clavipes MaSp /MaSp  s thetis h Hefe Pichia pastoris  -  Fah esto k u d Bedz k,  
Nephila madagascariensis MaSp  F / 

MaSp  E  
s thetis h Hefe Pichia pastoris  -  Bogush et al.,  

Araneus ventricosus Flag atü li h I sekte zelle   
Spodoptera frugiperda  

 Lee et al.,  

Nephila clavipes  Flag atü li h I sekte  Bombyx mori   Miao et al.,  
Nephila clavipes MaSp  atü li h I sekte  Bombyx mori   We  et al.,  
Nephila clavipes MaSp  SO  s thetis h Pfla ze Nicotiana tabacum u d  

Solanum tuberosum  
. - .  S helle  et al.,  

Nephila clavipes MaSp /MaSp  s thetis h Pfla ze Nicotiana tabacum  . / .  Me assa et al.,  
Nephila clavipes MaSp  DP B  s thetis h Pfla ze Arabidopsis thaliana   Ya g et al.,  
Nephila clavipes MaSp -Fusio sp otei   

SO - ELP  
s thetis h Pfla ze Nicotiana tabacum u d  

Solanum tuberosum  
.  S helle  et al.,  

Nephila clavipes MaSp  s thetis h Säugetie  Mus musculus  -             Xu et al.,  

- -



I  Rah e  diese  A eit u de  eko i a te Spid oi e aus Pfla ze  Nicotiana spp.  

e e det. E st als u de die E p essio  s thetis he  Spi e seide p otei e i  planta 

o  S helle  et al.  es h ie e . Dafü  u de  fü f e s hiede e s thetis he 

Ge e aus Ko se sus-Moti e  o  MaSp  he gestellt. Das s thetis he Spid oi  SO  eist 

ei e Äh li hkeit o  % zu  atü li he  MaSp  auf. Na h u i uitä e  E p essio  i  

Pfla ze  Ta ak, Ka toffel  ko te  die s thetis he  Spid oi e is zu ei e  

Molekula ge i ht o   kDa i  Blatte t akte  detektie t e de . Mit ei e  

Ko i atio  aus Hitze-, Säu e- u d A o iu sulfatfällu g u de  die Spid oi e aus 

de  Blatt ate ial ge ei igt S helle  et al., . Die Rei igu g ko te du h die 

E zeugu g ei es Fusio sp otei s aus de  s thetis he  Spid oi  u d Elasti -äh li he  

Pol peptide  ELP, elastine like polypeptide  e ei fa ht e de . ELP´s eise  e e falls 

ei e sta k epetiti e St uktu  auf u d si d aus de  Pe tapeptid VPGXG X = alle 

A i osäu e  auße  P oli  aufge aut U , . Bis zu  Wiede holu ge  o  ELP 

u de  als Fusio spa t e  ge utzt. )u  ei e  ko te dadu h die Akku ulatio  de  

e p i ie te  P otei e i  e doplas atis he  Retikulu  e höht e de  S helle  et al., 

. )u  a de e  u de das Inverse Transition Cycling ITC  e ögli ht. Dieses 

Rei igu gs e fah e  e uht auf de  Eige s haft o  ELP´s, u te hal  ei e  

ha akte istis he  Ü e ga gste pe atu  Tt  i  Wasse  lösli h zu sei  u d o e hal  o  Tt 

ei s hließli h des Fusio spa t e s zu agg egie e . Dadu h i d die ko t ollie te u d 

e e si le Ausfällu g o  ELP lie te  P otei e  e ögli ht Me e  et al., ; Floss et 

al., . 

 

.  Postt a slatio ale Modifizie u ge  zu  He stellu g o  ho h olekula e  P otei e  

Die ishe  a hge iese e  ati e  G öße  ei es Spid oi -Mo o e s o  is zu  kDa 

lasse  e ute , dass die e o e G öße ei  e ts heide de  Fakto  ei de  Aus ildu g 

de  e ha is he  Eige s hafte  spielt Le is, . U  die atü li he  Spi e seide  

est ögli h a hzuah e  sollte  ih e  die eko i a t he gestellte  Spi e seide  

ezügli h des Auf aus u d de  G öße so äh li h ie ögli h sei . Die eko i a te 

P oduktio  i  p oka otis he  u d euka otis he  E p essio s ste e  stellt o e ta  

ei e  li itie te  P ozess hi si htli h de  G öße o  P otei e  da . Ei e Aus ah e ildet 

die e eits e äh te eko i a te He stellu g ei es s thetis he  MaSp  i  ei e  
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eta olis h odifizie te  E. coli Sta  Xia et al., . Da ü e  hi aus stelle  

postt a slatio ale Modifizie u ge  ei e Mögli hkeit da , u  eko i a te P otei e it 

ei e  G öße o  eh e e   kDa he zustelle . 

 

. .  Postt a slatio ale Multi e isie u g it gespalte e  I tei e  

)u  P oduktio  ho h olekula e  P otei e ka  aus de  Tool o  o  postt a slatio ale  

P ozessie u ge  das I tei - e ittelte P otei spleiße  a ge e det e de  Pe le , 

. I  diese  autokatal tis he  Reaktio  i d aus ei e  p otei öse  

Vo läufe olekül, estehe d aus I tei e  u d E tei e , das I tei  he ausges h itte  

u d die e lei e de  E tei e ko ale t du h ei e Peptid i du g itei a de  e k üpft. 

Bei de  eso de e  Fo  des trans-P otei spleiße s liegt ei e gespalte e I tei do ä e 

split intein , ezei h et als I tei N u d I tei C, auf sepa ate  Pol peptide  o  Wu et al., 

; Saleh et al., . Na h Assoziatio  de  eide  I tei f ag e te u d 

Reko st uktio  zu  akti e  I tei  füh t das P otei -Spleiße  in trans zu  Ve k üpfu g 

de  E tei e A ildu g . . Gespalte e  I tei e u de  i  ielfältige  Weise zu  

Ve k üpfu g o  P otei e  e e det, z.B. u de  Tag-Se ue ze  it ei e  

gespalte e  I tei f ag e t fusio ie t, eko i a t e p i ie t u d a h he is he  

Modifikatio  ittels P otei spleiße  in trans auf ei  )ielp otei  t a sfe ie t S hutz et al., 

. 

 

 

Abbildung 1.3 P otei spleiße  in trans it ei e  gespalte e  I tei . Na h Assoziatio  de  
Do ä e  des gespalte e  I tei s I tei sN I tN  u d I tei C I tC  i d die akti e I tei st uktu  
eko st uie t u d i  P ozess des P otei spleiße s he ausges h itte  e ä de t a h Mootz, 

. 
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. .  Postt a slatio ale Multi e isie u g it ik o ielle  T a sgluta i ase 

Ei e eite e Mögli hkeit zu  postt a slatio ale  Modifizie u g stellt die Ve etzu g o  

P otei e  ittels T a sgluta i ase P otei -Gluta i -γ-Gluta lt a sfe ase, EC 

. . . , el he zu  E z klasse de  T a sfe ase  gehö t, da . Dieses E z  katal sie t 

ei e A l-T a sfe eaktio . Da ei eagie t die γ-Ca o a id-G uppe ei es 

p otei ge u de e  Gluta i estes it p i ä e  A i e . Ha delt es si h ei de  

p i ä e  A i  u  die ε-A i og uppe ei es L si estes, so ko t es zu  Ve etzu g de  

P otei e u te  Aus ildu g ei e  Isopeptid i du g, odu h ho h olekula e Multi e e 

e tstehe  kö e . Die ik o ielle T a sgluta i ase aus Streptomyces mobaraensis 

A ildu g .  i d outi e äßig i  de  Le e s itteli dust ie zu  Ve etzu g o  

P otei ge is he  in vitro a ge e det )hu et al., ; Ma i iello et al., ; Ma i iello 

et al., .  

 

Abbildung 1.4 A  D eidi e sio ale P otei st uktu  de  ik o ielle  T a sgluta i ase g ü  aus 
Streptoverticillum mobaraense, e ä de t a h Kashi agi et al.  auf G u dlage des pd -Files 

IU . Die fü  die Katal se esse tielle  A i osäu e  C s , Asp  u d His  si d i  Rot da gestellt. 
B  Die T a sgluta i ase-katal sie te Reaktio  de  Seite kette  o  Gluta i  u d L si  füh t zu  

Aus ildu g ei e  Isopeptid i du g. 
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.   )ielstellu g de  o liege de  A eit 

Alle eka te  Seide p otei e aus de  Sta  de  Arthropoden ha e  ei  

hohes Molekula ge i ht a   kDa  ge ei sa . Diese e olutio ä e Ko e ge z 

u te  e tfe t e a dte  Seide -spi e de  A te  lässt e ute , dass die e o e 

G öße diese  P otei e o  g oße  Bedeutu g fü  die he aus age de  

e ha is he  Eige s hafte  de  Spi e seide ist A ou  et al., . Bishe  

e tsp a h die eko i a te P oduktio  o  Spi e seide p otei e  u d 

Spi e seide -äh li he  P otei e  o  u d  kDa de  Sta d de  Te h ik. Das 

)iel diese  A eit a  die E t i klu g ei e  Methode, el he die hete ologe 

E p essio  o  Spid oi e  in planta it u te s hiedli he  Molekula ge i hte  

e ögli he  sollte. Da ei sta d die eko i a te P oduktio  o  

epetiti e  Spid oi e  e tsp e he d de  Molekula ge i ht des atü li he  

Vo ildes i  Fokus. Na h eko i a te  P oduktio  de  e s hiede e  Spid oi e 

sollte it Hilfe e ha is he  u d i u ologis he  Cha akte isie u g folge de 

Aspekte F age  ea t o tet e de : 

• Si d Spid oi e o  ati e  Molekula ge i ht e fo de li h, u  die e ha is he

Eige s hafte  de  atü li he  Spi e seide p otei e zu e halte  ode  ist ei e

esti te A zahl o  ha akte istis he  Ko se sus-Moti e  aus ei he d?

• Si d diese eko i a te  Spid oi e aufg u d de  e ha is he  u d

i u ologis he  Eige s hafte  i  de  Lage atü li he Spi e seide  zu

e setze ?
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Ergebnisse 

.  Pu likatio sü e si ht zu diese  A eit 

• Ve öffe tli hu ge  zu Kapitel .

Hauptmann V., Wei he t N., Me zel M., K o h D., Paege N., S helle  J., Spoh  U., Co ad 
U., Gils M.: Nati e-sized spide  silk p otei s s thesized i  pla ta ia i tei - ased 

ulti e izatio . Transgenic Research 2013, 22, , - . 

Hauptmann V., Gils M., Co ad U., Pha  H. T.: Method of p odu i g a d pu if i g  
pol e i  p otei s i  t a sge i  pla ts. Pate t Appli atio  EP , 2011. 
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Eige a teil: Pla u g, Du hfüh u g u d Aus e tu g de  Klo ie u g o  I tei C-
Flag -I tei N, o tsge i htete Mutage ese, t a sie te E p essio , Bea eitu g des 
Ma usk iptes, de  A ildu ge  u d des Pate ta t ages 

• Ve öffe tli hu g zu Kapitel .

Wei he t N., Hauptmann V., Me zel M., S hallau K., Gu kel P., He tel T.C., Pietzs h M., 
Spoh  U.,  Co ad U.: T a sgluta i atio  allo s p odu tio  a d ha a te izatio  of 

ati e-sized ELP lated spide  silk p otei s f o  t a sge i  pla ts. Plant Biotechnology

Journal 2014, , , -  

Eige a teil: Bea eitu g de  Rei igu g u d de  Ve etzu g, A fe tigu g u d Bea eitu g 
des Ma usk iptes 

• Ve öffe tli hu g zu Kapitel .

Hauptmann V., Me zel M., Wei he t N., Rei e s K., Spoh  U., Co ad U.: In planta 
p odu tio  of ELP lated spid oi - ased p otei s esults i  o - toto i  iopol e s. 
BMC Biotechnology 2015, :

Eige a teil: Pla u g alle  E pe i e te, Du hfüh u g u d Aus e tu g de  Klo ie u ge , 
i di ekte ELISAs, Aus e tu g de  sta ile  T a sfo atio  u d ko petiti e  ELISAs, 
A fe tigu g u d Bea eitu g des Ma usk iptes u d de  A ildu ge  
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. .  Weite e Pu likatio e  
 

Hauptmann V., Wei he t N., Rakhi o a M., Co ad U.: Spide  silks f o  pla ts - a 
halle ge to eate ati e-sized spid oi s. Biotechnology Journal 2013, 8, - . 
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G., Mie s h O., Waste a k C., Hause B.: Role of is- -o o-ph todie oi  a id i  to ato 
e o de elop e t. Plant physiology 2012, , , - . 
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Qui t M.: Natu al a iatio  of t a s iptio al au i  espo se et o ks i  A a idopsis 
thalia a. The Plant Cell 2010, , , - . 
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2.2 Expression von Spinnenseidenproteinen nativen Molekulargewichtes in Pflanzen 

durch Intein-basierte Multimerisierung 

 

. .  )usa e fassu g 

Die Li itie u g i  de  eko i a te  P oduktio  o  Spi e seide p otei e  hi si htli h 

ih es Molekula ge i htes ist i  de e  ho h epetiti e  St uktu  eg ü det. Die Deletio  o  

epetiti e  Se ue ze  i  Spi e seide ge  per se ie au h Fehle  äh e d T a sk iptio  

u d T a slatio  e s h e e  die hete ologe E p essio . Beso de s das häufige Auft ete  

esti te  A i osäu e , z.B. Gl i  u d Ala i , edi gt die Depletio  des tRNA-Pools u d 

füh t zu fehle hafte  P odukte , ge i ge  P oduktio s ate  z . zu  A u h de  

P otei s these Chu g et al., .  

U  diese Fehle uelle  auszus hließe  u de ei e o o e e Ei heit [I tei C-Flag -

I tei N], estehe d aus ha akte istis he  Ko se sus-Moti e  des Spi e seide p otei s 

Flag so ie C- u d N-te i ale  I tei se ue ze  u d ku ze  E tei a s h itte  des Ge s 

DnaB o  Synechocystis sp., ko st uie t. Ei e Beso de heit ist hie ei, dass de  N-Te i us 

des P otei s it de  C-te i ale  I tei do ä e fusio ie t u de u d de  p otei öse C-

Te i us it de  N-te i ale  I tei do ä e, da it u te  Ve e du g des trans-

P otei spleiße s ei e u eg e zte Multi e isie u g e ögli ht e de  ka . Da ei ist 

das Vo ha de sei  de  ku ze  E tei a s h itte o  DnaB esse tiell, da si h a  de  

I tei /E tei -Bi du ge  fü  de  Me ha is us des P otei spleiße s ko se ie te 

A i osäu e  efi de . )usätzli h u de  i  Ve lauf de  S these des odie e de  Ge s 

das Codon Usage a  de  Wi tso ga is us N. tabacum adaptie t, u  die Effizie z de  

P otei s these zu e höhe .  

E st a h T a slatio  de  o o e e  Ei heit ,  kDa  i  E p essio ss ste  Pfla ze ka  

es zu  postt a slatio ale  P ozess des trans-P otei spleiße s, ei de  si h die I tei e 

autokatal tis h aus de  o o e e  z . ulti e isie te  Vo läufe p otei e  

he ausges h itte  ha e  u d die e lei e de  Flag-E tei e u te  Bildu g ei e  

Peptid i du g iede  itei a de  e k üpft u de . Mit Hilfe o  E p essio sa al se  

via Weste  Blot ko te die Bildu g o  Spi e seide - asie te  Multi e e  it ei e  

Molekula ge i ht o  eh  als  kDa gezeigt e de  s. A s h itt . . , A ildu g .  
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Ei e o tsge i htete Mutage ese, ei de  esse tielle  A i osäu e  a  de  I tei /E tei -

Bi du ge  ausgetaus ht u de , esultie te i  de  P otei e p essio  o  o o e e  

Ei heite  des Spid oi - asie te  P otei s I tei C-Flag -I tei N. Dieses E ge is zeigt 

ei deutig, dass die Multi e isie u g du h das trans-P otei spleiße  e folgte. 

Ei e eite e Va ia te des P otei s Flag it I tei do ä e  u d ei e  His-Tag [I tei C-

Flag His -I tei N] ko te a h t a sie te  E p essio  i  Pfla ze  ittels 

Affi itäts h o atog afie ge ei igt e de . U te su hu ge  des Bio ate ials a  

Raste elekt o e ik oskop zeigte , dass das ulti e e Flag fi illä e St uktu e  

aus ildet.  

So it u de ittels de  I tei - asie te  Multi e isie u g e st als in planta die 

hete ologe E p essio  o  Spid oi e  g öße  als  kDa gezeigt. Dieses Ve fah e  ka  

au h zu  Multi e isie u g a de e  epetiti e  P otei e a ge e det e de  s. A s h itt 

. . .  

. .  A tikel  

zusätzli he Date  efi de  si h i  A ha g, A s h itt .  
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Native-sized spider silk proteins synthesized in planta via intein-based multimerization 

Valeska Hauptmann, Nicola Weichert, Matthias Menzel, Dominic Knoch, Norman Paege, 

Jürgen Scheller, Uwe Spohn, Udo Conrad, Mario Gils 

Transgenic Research 2013; 22, (2), 369-377; doi: 10.1007/s11248-012-9655-6 

Abstract 

The synthesis of native-sized proteins is a pre-requisite for exploiting the potential of spider 

silk as a bio-based material. The unique properties of spider silk, such as extraordinary tensile 

strength and elasticity, result from the highly repetitive nature of spider silk protein motifs. 

The present report describes the combination of spider silk flagelliform protein (FLAG) 

production in the endoplasmic reticulum of tobacco plant leaf cells with an intein-based 

posttranslational protein fusion technology. The repeated ligation of FLAG monomers resulted 

in the formation of large multimers. This method avoids the need for highly repetitive 

transgenes, which may result in a higher genetic and transcriptional stability. Here we show, 

for the first time, the production of synthetic, high molecular weight spider silk proteins larger 

than 250 kDa based on the assembly of protein monomers via intein-mediated trans-splicing 

in planta. The resulting multimeric structures form microfibers, thereby demonstrating their 

great potential as a biomaterial. 
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2.2.3 Ergänzende Ergebnisse: Intein-basierte Multimerisierung von Glutenin 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Intein-basierte Multimerisierung von Spinnenseiden-

ähnlichen Proteinen gezeigt werden (s. Abschnitt 2.2.2). Um die Anwendung dieser 

Multimerisierungsstrategie auf andere, in der Natur vorkommenden repetitiven 

Proteinen zu überprüfen, wurde ein synthetisches Gen konstruiert, welches für eine 

monomere Einheit eines Glutenins (GSW) codiert und mit C- und N-terminalen 

Inteinsequenzen fusioniert wurde. Glutenine sind Speicherproteine in Weizen und 

können als pflanzlicher Rohstoff für die Herstellung erneuerbarer und biologisch 

abbaubarer Materialien eingesetzt werden (Saumonneau et al., 2011). Die repetitive 

Kerndomäne des resultierenden Proteins Intein-GSW (90,6 kDa) setzt sich aus einer 

Vielzahl von den für Glutenin charakteristischen Peptiden GYYPTSLQQ, PGQGQQ und 

GQQ zusammen (s. Abschnitt 6.1.1). Nach transienter Expression in Tabak konnten 

monomere Einheiten und Multimere mit einem Molekulargewicht von ca. 250 kDa 

detektiert werden (s. Abbildung 2.1). Dieses Ergebnis verdeutlicht das Potential der 

Intein-basierten Multimerisierungsstrategie zur posttranslationalen Polymerisierung von 

repetitiven Protein.   

Abbildung 2.1 Multimerisierung von Gluteninen durch trans-Proteinspleißen. Nachweis der 
transient exprimierten monomeren und multimeren Glutenine in Tabakblättern nach 
Agrobakterium-Injektion (Tag 3- Tag 11, ausgenommen Tag 5). Blätter wurden in 72 mM Tris (pH 
6,8), 10% (v/v) Glycerin, 2% (w/v) SDS, 0,25 μM Bromphenolblau und 5% (v/v) β-Mercaptoethanol 
gekocht und gleiche Volumina (5 µl) der löslichen Proteine für die Visualisierung pro Gelspur 
aufgetragen. Die Proteine wurden auf einer 10 % SDS-Page aufgetrennt, auf eine Nitrocellulose 
Membran transferiert und mit einem anti-cmyc-Antikörper detektiert. K+ = Positivkontrolle anti-
TNFα-ELP (2 ng). 
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2.3 Transglutaminierung ermöglicht die Produktion und Charakterisierung von 

ELPylierten Spinnenseidenproteinen nativen Molekulargewichtes aus transgenen 

Pflanzen 

. .  )usa e fassu g 

Ei e eite e Mögli hkeit zu  postt a slatio ale  Modifikatio  o  P otei e  stellt die 

Multi e isie u g ittels T a sgluta i ase  da . Diese E z e katal sie e  die Bildu g 

ei e  Isopeptid i du g z is he  Pol peptidkette , o ei die A i osäu e  L si  u d 

Gluta i  fü  die Ve etzu g edeute d si d Ba die a, .  

Auf ge etis he  E e e u de i  o o e e ELP lie te Ei heite  des 

Spi e seide p otei s MaSP  o  N. clavipes soge a te L si - z . Gluta i -Tags 

ei gefügt, da gezeigt e de  ko te, dass die Effizie z de  Ve etzu gs eaktio  du h 

Be eitstellu g diese  A i osäu e  i  de  e tsp e he de  Tags e höht e de  ka  

Ta aka et al., . Die esultie e de  o o e e  Ei heite  L si -MaSp - ELP K-

MaSp - ELP  u d Gluta i -MaSp - ELP Q-MaSp - ELP  u de  hete olog i  

N. tabacum e p i ie t. Als E p essio ss ste  die te  iede u  Pfla ze , da diese i

Ve glei h zu akte ielle  E p essio ss ste e  aufg u d de  lä ge e  Ge e atio szeite

i ht so sta k o  de  Li itie u g des t-RNA Pools u d de  A i osäu es these et offe

si d. Die eko i a te  ELP lie te  Spid oi e u de  ittels mITC ge ei igt u d in vitro

du h I ku atio  it ik o ielle  T a sgluta i ase e etzt. So it ko te  it diese

Multi e isie u gsst ategie Spi e seide -äh li he P otei e it ei e  Molekula ge i ht

e tsp e he d de  de  atü li he  Spi e seide p otei e  ge e ie t e de  s. . . ,

A ildu g .

Aus de  o o e e  Ei heite  u d de  Multi e  Q/K-MaSp - ELP u de  

P otei fil e he gestellt, el he ittels Raste k aft ik oskopie AFM  u d AFM- asie te  

Na oi de tatio  ha akte isie t u de , u  die A hä gigkeit de  e ha is he  

Eige s hafte  o  Molekula ge i ht e ittel  zu kö e . De  Elastizitäts odul de  

Multi e e a  i  Ve glei h zu de  de  o o e e  Ei heite  e höht, as ei e Te de z 

zu  e höhte  Festigkeit des Bio ate ials ei steige de  Spid oi gehalt du h die 

T a sgluta i ie u g zeigt.  

. .  A tikel zusätzli he Date  efi de  si h i  A ha g, A s h itt .  
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Abstract 

In the last two decades it was shown that plants have a great potential for production of 

specific heterologous proteins. But high cost and inefficient downstream processing are a 

main technical bottleneck for the broader use of plant-based production technology especially 

for protein-based products, for technical use as fibres or biodegradable plastics and also for 

medical applications. High-performance fibres from recombinant spider silks are, therefore, a 

prominent example. Spiders developed rather different silk materials that are based on 

proteins. These spider silks show excellent properties in terms of elasticity and toughness. 

Natural spider silk proteins have a very high molecular weight, and it is precisely this property 

which is thought to give them their strength. Transgenic plants were generated to produce 

ELPylated recombinant spider silk derivatives. These fusion proteins were purified by Inverse 

Transition Cycling (ITC) and enzymatically multimerized with transglutaminase in vitro. Layers 

produced by casting monomers and multimers were characterized using atomic force 

microscopy (AFM) and AFM-based nanoindentation. The layered multimers formed by mixing 

lysine- and glutamine-tagged monomers were associated with the highest elastic penetration 

modulus.  
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2.4 Die Produktion von ELPylierten Spidroin-basierten Proteinen in planta führt zu nicht-

cytotoxischen Biopolymeren 

. .  )usa e fassu g 

Ne e  de  auße ge öh li he  e ha is he  Eige s hafte  i d fü  die Spi e seide 

ei e ge i ge I u oge ität a ge o e  u d de  odula e Auf au de  P i ä se ue z 

aus epetiti e  Ei heite  e ögli ht das Desig  o  Bio ate ialie  a gepasst fü  

edizi is he ) e ke B ooks et al., .  

I  Rah e  diese  A eit u de das s thetisie te Ge  VSO1, el hes die fü  )ugfestigkeit 

u d Hä te e ittel de  Seku dä st uktu e  o  Spi e seide  odie t, e e det. 

Vie  e s hiede e ELP lie te Biopol e e it a iie e de  Spid oi gehalt u de  in 

planta hete olog e p i ie t u d it Hilfe de  mITC ge ei igt. )u  A al se de  

A hä gigkeit de  e ha is he  Eige s hafte  o  Molekula ge i ht de  Spid oi -

haltige  Biopol e e u de  aus VSO - ELP, VSO - ELP u d 

VSO - ELP P otei fil e he gestellt u d die Hä te diese  Bio ate ialie  

ittels auf Raste k aft ik oskopie asie te  Na oi de tatio  ha akte isie t. De  

it a steige de  Spid oi gehalt zu eh e de Elastizitäts odul zeigt te de ziell, 

dass ho h olekula e  eko i a te  Spid oi e e fo de li h si d, u  die 

e ha is he  Eige s hafte  o  atü li he  Spi e seide  a hzu ilde .  

U  de  Ei fluss des steige de  Spid oi gehaltes ge aue  zu a al sie e  u de  z ei 

G uppe  o  Mäuse  je eils it de  fü  diese Studie a  klei ste  zu  Ve fügu g 

stehe de  Biopol e  VSO - ELP  kDa  z . it de  g ößte  Biopol e  

VSO - ELP  kDa  i u isie t. I  i di ekte  ELISA u de ei e sta ke 

I u a t o t de  A tikö pe  i  de  pol klo ale  Mäusese e  gege  das je eilige 

A tige  detektie t. Weite füh e de i u ologis he A al se  zeigte  kei e Hi eise fü  

ei e i u oge e Akti ität des Spid oi a teils, so de  zeigte  die I u oge ität des 

ELP-Tags. Du h ko petiti e ELISAs u de gezeigt, dass de  Ko petito  ELP die 

spezifis he  A tikö pe  zu % e d ä gt. Dahe  ist die hu o ale I u a t o t i  

Wese tli he  gege  ei e du h de  Fusio spa t e  ELP ge ildete St uktu  ge i htet. 
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A ha d ei es C toko pati ilitätsassa s, ei de  de  Ei fluss o  VSO - ELP u d 

VSO - ELP auf u i e e o ale Fi o laste  a al sie t u de, ko te 

u a hä gig o  Molekula ge i ht kei e toto is he Wi ku g festgestellt e de . Das ist 

ei  i htige  Hi eis, dass die i  Pfla ze  e p i ie te  Biopol e e fü  io edizi is he 

A e du ge  e e det e de  kö e . 

Folgli h hat das Molekula ge i ht de  eko i a te  Spid oi e ei e  Ei fluss auf die 

e ha is he  Eige s hafte  de  a al sie te  Bio ate ialie , jedo h kei e  Ei fluss auf 

die I u oge ität u d C toto izität de  auf Spid oi e  asie e de  Biopol e e.   

. .  A tikel 

zusätzli he Date  efi de  si h i  A ha g, A s h itt .  
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In planta production of ELPylated spidroin-based
proteins results in non-cytotoxic biopolymers
Valeska Hauptmann1, Matthias Menzel2, Nicola Weichert1, Kerstin Reimers3, Uwe Spohn2 and Udo Conrad1*

Abstract

Background: Spider silk is a tear-resistant and elastic biopolymer that has outstanding mechanical properties.

Additionally, exiguous immunogenicity is anticipated for spider silks. Therefore, spider silk represents a potential

ideal biomaterial for medical applications. All known spider silk proteins, so-called spidroins, reveal a composite

nature of silk-specific units, allowing the recombinant production of individual and combined segments.

Results: In this report, a miniaturized spidroin gene, named VSO1 that contains repetitive motifs of MaSp1 has

been synthesized and combined to form multimers of distinct lengths, which were heterologously expressed as

elastin-like peptide (ELP) fusion proteins in tobacco. The elastic penetration moduli of layered proteins were analyzed

for different spidroin-based biopolymers. Moreover, we present the first immunological analysis of synthetic

spidroin-based biopolymers. Characterization of the binding behavior of the sera after immunization by competitive

ELISA suggested that the humoral immune response is mainly directed against the fusion partner ELP. In addition,

cytocompatibility studies with murine embryonic fibroblasts indicated that recombinant spidroin-based biopolymers, in

solution or as coated proteins, are well tolerated.

Conclusion: The results show that spidroin-based biopolymers can induce humoral immune responses that are

dependent on the fusion partner and the overall protein structure. Furthermore, cytocompatibility assays gave no

indication of spidroin-derived cytotoxicity, suggesting that recombinant produced biopolymers composed of

spider silk-like repetitive elements are suitable for biomedical applications.

Keywords: Spider silk, Immunogenicity, Synthetic spidroin, Biomaterial, Biocompatibility, Atomic force microscopy

Background
Recent biomedical developments in the field of tissue

engineering require protein-based biomaterials as scaf-

folds that have been optimized for substantial extensibil-

ity, long-term stability, self-assembly and low energy loss

[1]. Further important properties are biocompatibility

and economical production, as well as purification sys-

tems, which could be provided by plant-based production

of elastin-like peptide (ELP) fusion proteins, referred to as

ELPylated proteins [2,3]. Since ancient times, spider silk

has been known for its extraordinary properties. Bygone

cultures used the secretory product of the spider spinning

glands. For example, Ancient Greeks were aware of the

boosting effect for wound healing and used spider webs to

cover bleeding lesions [4]. Today, spider silk is known to

promote the regeneration of nerves [5], and supports the

proliferation of fibroblasts and keratinocyte cell lines [6].

In addition to these fascinating features, the lightweight

and flexible biopolymer spider silk joins mechanical prop-

erties such as high toughness, tensile strength and stiffness

that competes with man-made polymers [7].

Spider silks produced by orb-web-weaving spiders are

composed of proteins that are commonly termed spi-

droins. An intensively investigated silk is the major ampul-

late silk, which is used by spiders as a structural element

to build the web frame and the safety line; therefore, it

is also called dragline silk. The well-known structure of

major ampullate silk consists of two proteins called major

ampullate spidroin 1 (MaSp1) and major ampullate spi-

droin 2 (MaSp2) [8]. The first partial sequence informa-

tion from MaSp1 of Nephila clavipes was published in

1990 and revealed a high repetitive primary structure

[9]. The protein consists of poly(A) blocks alternating

with GGX (X = Y, L, Q) and (GA)n sequence motifs
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[10]. Currently, the high number of repetitive peptide

motifs in the core sequence is known as the key feature

of spidroins. Clearly there is a strong relationship between

the secondary structure, based on the unique motifs in the

primary protein structure, and the outstanding properties

of spider silks. The alanine-rich peptide regions form a

β-sheet that provides remarkable strength to major ampul-

late silk [11]. Conversely, the high toughness arises from

the glycine-rich peptide motifs, which likely induce the

formation of β-turns and 310 helices [7,12]. For the spi-

droin MaSp1, a molecular weight of up to 320 kDa is

reported [13]. It is assumed that the size of spider silk

proteins is a key factor in defining their mechanical prop-

erties, because all characterized native spider silks consist

of proteins with high molecular weights [13].

The usage of native spider silk on a larger scale is not

economically profitable. Currently, heterologous spidroin

production is the method of choice to satisfy the demand

of recombinant spider silk for research. For this purpose,

the most widely used host system is the gram-negative

bacterium Escherichia coli. Here, spider silk protein

modules of mainly a low molecular weight, approximately

50 kDa, were produced [14-17]. However, heterologous

expression of recombinant spider silk proteins in E. coli

was found to be rather inefficient owing to the low pro-

duction rate and instability of the spider silk gene [18]. Be-

cause of the highly repetitive nature of the proteins, DNA

deletion in the spider silk gene, as well as transcription

and translation errors were often observed during the

reproduction of recombinant E. coli harboring the gene

[19]. Furthermore, translational errors of proteins were

caused by a depletion of the t-RNA pool owing to the high

alanine and glycine content. Recently, expression of high

molecular weight spider silk derivatives up to 285 kDa has

been achieved by optimizing the glycyl-tRNA amount and

glycine synthesis [20]. Other expression systems used for

heterologous spidroin production are yeast [21], plants

[22,23], insects [24] or mammalians [25].

The knowledge of the molecular structure of spider

silk has inspired researchers to use the repeated modules

of silks to develop synthetic spidroins. In addition, an ap-

proach using a synthetic gene can avoid the abovemen-

tioned difficulties during heterologous expression of spider

silk proteins. The adaption of the codon usage to the t-

RNA pool of the intended host system is a considerable

advantage of synthetic genes. Furthermore, restriction

sites necessary for cloning into expression vectors can

be attached during gene synthesis and, therefore, prevent

additional PCR reactions that often cause errors with

highly repetitive genes. In previous studies, the synthetic

spider silk protein SO1, which shows a 94% homology

to MaSp1 of the golden silk spider, was successfully

expressed in plants (Nicotiana tabacum, Solanum tubero-

sum) [22]. For further investigations, this synthetic spidroin

was fused to 100 repeats of ELP to facilitate the purifi-

cation of plant-produced spider silk-like proteins [26]. In

addition, for other spider silk proteins ELPylation is a power-

ful technology for easy and economical purification [27].

In general, low immunogenicity is anticipated for highly

repetitive proteins such as spider silk derivatives and ELP

[28]. Here, we designed various synthetic spidroin-based

fusion proteins consisting of several repetitive motifs of

SO1 and accordingly MaSp1 termed (VSO1)n-100xELP.

We have designed these artificial fusion proteins to

produce material for tissue engineering with suitable

mechanical properties, low immunogenicity and cyto-

compatibility. After heterologous expression in plants,

the spidroin-based fusion proteins were purified by a

scalable and economical downstream processing proced-

ure. Furthermore, these synthetic spidroins were used to

analyze their mechanical properties and immunogenicity.

By producing recombinant spider silks in different for-

mats, the main requirements for biomedical applications,

including biocompatibility, sufficient mechanical proper-

ties in terms of elasticity, hardness and stiffness, and low

or even no immunogenicity, are met. Biocompatibility is

defined as the quality of the biomaterial as not being toxic

or having injurious effects on biological systems [19]. In

the present paper we have measured the cytocompatibility

with murine embryonic fibroblasts as an approach to esti-

mate biocompatibility. Finally, we discuss the suitability of

the different recombinant synthetic spider silk proteins for

biomedical applications.

Results
Recombinant production of synthetic spidroin-based

fusion proteins

Four different plant expression vectors coding for spidroin-

based fusion proteins varying in the spidroin content

have been designed to assess the mechanical properties,

immunogenicity and cytotoxicity in relation to the protein

size. Therefore, we created the synthetic spidroin gene

VSO1 containing characteristic repetitive motifs of MaSp1

and SO1, respectively, which were used as model proteins

for the blueprint. The synthesized gene was flanked by

compatible but non-regenerative restriction sites (BamHI

and BglII) to enable the insertion of further synthetic

genes for extension of the spidroin content. The resulting

recombinant proteins contained the typical sequence

motifs GGX, (GA)n and polyA blocks of MaSp1 in the

primary sequence (Figure 1A). Additionally, the synthetic

spidroin genes were combined with the gene encoding for

the biopolymer 100xELP in an expression vector to facili-

tate ubiquitous expression in transgenic tobacco. For the

retention of the recombinant proteins in the endoplasmic

reticulum (ER), the expression cassette also contained the

signal peptide (SP) LeB4 [29] and the ER retention signal

KDEL [30] (Figure 1A). Thus, four different synthetic
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spidroin-based biopolymers were designed with calculated

molecular weights of 56 kDa (1xVSO1-100xELP), 69 kDa

(2xVSO1-100xELP), 83 kDa (3xVSO1-100xELP) and

96 kDa (4xVSO1-100xELP). Initially, each expression

vector was individually transformed into Agrobacterium

tumefaciens (A. tumefaciens), followed by the generation

of transgenic tobacco (Nicotiana tabacum) by leaf disc

transformation. After selection of kanamycin-resistant

tobacco plants, expression of fusion proteins was proven

by immunoblotting. Analyzed leaf extracts showed the

appropriate size increase from 1xVSO1-100xELP to

4xVSO1-100xELP (Figure 1B). The molecular weights

were determined by SDS-PAGE and, accordingly, im-

munoblotting. Protein sizes appeared higher than the

calculated masses, a phenomenon that was also observed

for other ELP fusion proteins [31,32].

The principal reason for fusion of the synthetic spidroins

to 100 repeats of ELP was to enable the chromatography-

free purification by inverse transition cycling (ITC) [26,33],

a low cost method for recovery of biopolymers. Here, syn-

thetic spidroin-based fusion proteins were purified from

tobacco leaves of transgenic plants via an advanced mem-

brane based ITC [34], which was optimized for spider silks

and performed according to Weichert et al. [27]. A heat

incubation step at the beginning of the purification

procedure leads to denaturation of the majority of the

proteins. In the following cooling step (4°C), all fusion

proteins became soluble and were separated by centrifu-

gation and enriched by filtration after several temperature

shifts. For further investigations purified proteins were

analyzed as casted layers or in solution.

Mechanical investigation of synthetic spidroin-based

biopolymer layers

Based on freshly prepared and smooth layers of the syn-

thetic biopolymers 1xVSO1-100xELP, 2xVSO1-100xELP

and 4xVSO1-100xELP, we performed Atomic Force

Microscopy (AFM) based nanoindentation experiments

to examine the relevance of the increasing spidroin

content. Figure 2 shows the corresponding topographic

images with the z-ranges of 9.6 nm (1xVSO1-100xELP),

7.4 nm (2xVSO1-100xELP) and 11.4 nm (4xVSO1-100xELP),

Figure 1 Expression of spidroin-based fusion proteins (VSO1)n-100xELP in transgenic tobacco plants. A) Protein sequence of VSO1 and

schematic representation of the plant expression cassette for (VSO1)n-100 × ELP. In the protein sequence, repetitive motifs are highlighted in red

and blue. Heterologous expression of synthetic spidroin (VSO1)n fused to 100 repeats of elastin-like peptide (100xELP) was controlled by the CaMV

35S promoter. SP: legumin B4 signal peptide; KDEL: ER retention signal; c-myc: detection tag. B) Immunoblot of leaf extracts from transgenic tobacco

expressing spider silk fusion proteins of different sizes. Samples of 5 μg of total soluble protein were applied to the gel and separated by 8% SDS-PAGE,

blotted and detected with an anti-c-myc antibody. WT: wild type N. tabacum cv. SNN. C+: 1 ng c-myc immunoblot standard anti-TNF-VHH-100xELP.

Figure 2 AFM topographic images of spidroin-based biopolymer layers. Surfaces have been taken in the intermitting tapping mode using

2.5 × 2.5 μm2 scan sizes of A) 1xVSO1-100xELP, B) 2xVSO1-100xELP and C) 4xVSO1-100xELP.
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respectively. All surfaces appeared homogenous with

amorphous regions. It should be emphasized here that

the roughness of the examined layers is very low, with

roughness values < 2 nm (Table 1), fulfilling the pre-

sumption for AFM-based nanoindentation to examine

the elastic penetration modulus E and therefore, the

characterization of the stiffness of the biopolymer layers. In

former studies we showed on the basis of layers prepared

from a monomeric tagged spider silk protein (MaSp1)

fused to 100 repeats of ELP in comparison to layers

consisting of multimers of this protein that the elastic

penetration modulus E increased by multimerization [27].

In this mentioned experiment, the mass relation between

the spider silk part and ELP remains unchanged during

the multimerization process. In the present study, the

determination of the elastic penetration modulus E of

biopolymer layers varying in the spidroin content en-

abled a more detailed characterization of the relation

between the molecular weight of the whole biopolymer

and the spidroin content. Experiments were performed

at thin layers of each casted layer with a thickness of at

least 1 μm and a mean surface roughness smaller than

2 nm for 2.5 × 2.5 μm2 grids (Table 1). The E values

presented in Table 2 are significantly different, as tested

by the differential t-test [35]. It is important to notice

that the E values of 2xVSO1-100xELP and 4xVSO1-

100xELP were found to be considerably higher than

this of 1xVSO1-100xELP. In comparison, AFM-based

nanoindentation analyses of the fusion protein 100xELP

revealed an E value of 2.74 GPa [27]. The differences

between all mean values of the penetration modulus E

are highly significant. It can be assumed that the increase

of the spidroin content in the fusion proteins leads to an

ascending E value, and therefore represents a higher

stiffness of these materials.

To study in greater detail the influence of the increasing

spidroin content in these ELPylated recombinant proteins,

analyses of immunogenicity and cytotoxicity were per-

formed and related to their potential use as biomaterials.

Immunogenicity of synthetic spidroin-based fusion

proteins 1xVSO1-100xELP and 4xVSO1-100xELP

The use of spider silk variants for the production of pro-

tein scaffolds for tissue engineering or for engineering of

drug delivery systems requires spidroin-based derivatives

that do not induce immune responses. Natural spider

silks do not cause an inflammatory response [36]. A low

immunogenicity for 100xELP is anticipated [28], and has

been shown experimentally by studying the T-cell re-

sponse [32]. In this report, we ask the question whether

different-sized fusion proteins of synthetic spidroins and ELP

can induce a humoral immune response and if the increas-

ing spidroin content in addition to the higher molecular

weight has an influence. For the determination of the im-

munogenicity elicited by heterologous synthetic spidroin-

based biopolymers one group of C57BL/6 J mice (animals

1–4) was immunized with 1xVSO1-100xELP and another

(animals 5–8) with 4xVSO1-100xELP. After the fourth

immunization, the immune responses in mice were deter-

mined by an indirect ELISA against the injected antigen

(Figure 3A and B). All sera showed a strong immune re-

sponse against their antigen, but the antisera raised against

the 4xVSO1-100xELP showed binding at higher dilutions,

indicating a stronger immune response. Cross-reactivity

against the other antigen with a different molecular weight

was detected; however, this was very low (Figure 4). We

next asked the question if this relative specificity is due to

specific structural epitopes formed by the different fusion

proteins and we also wanted to explain cross-reactivity.

For further immunological analyses, serum 1, which was

isolated from a mouse immunized with 1xVSO1-100xELP,

and serum 5, which was from a mouse that had been

immunized with 4xVSO1-100xELP, were selected. First

we analyzed whether the immune response was directed

against the spidroin region (VSO1), against the c-myc tag

and/or against ELP. For this purpose 1xVSO1-100xELP,

4xVSO1-100xELP, 100xELP and the recombinant protein

anti-TNF-VHH [37], containing a c-myc tag, were in-

cluded into the immunoblotting analyses. Additionally,

the immune response to the fusion protein anti-TNF-

VHH-100xELP [37], which also contained the c-myc tag,

was analyzed. All proteins were synthesized in planta.

After developing immunoblots with the appropriate mouse

serum, synthetic spidroins were detected, along with anti-

Table 1 Surface roughness of various synthetic

biopolymer layers

Substance Mean surface
roughness sa (nm)

Squared surface
roughness sq (nm)

1xVSO1-100xELP 0.70 0.89

2xVSO1-100xELP 0.78 1.03

4xVSO1-100xELP 0.34 0.55

Defined grids of 2.5 × 2.5 μm2 were analyzed.

Table 2 Elastic penetration moduli of recombinant

spidroin-based fusion protein layers

Substance Elastic penetration modulus E (GPa)

1xVSO1-100xELP 2.73 ± 0.02

2xVSO1-100xELP 3.85 ± 0.02

4xVSO1-100xELP 4.51 ± 0.03

LDPE Riblene®FL30 0.172 ± 0.001

GPa: Gigapascal; ELP: elastin-like peptide.

Values were obtained by AFM-based nanoindentation under the following

conditions: temperature = 23°C, relative humidity = 35%, system sensitivity =

22.5 nm/V, spring constant = 59.3 N/m, tip radius = 112 nm, setpoint control = 500

nN, relative setpoint = 2500 nN, z-closed loop active, z-length= 1 μm, retract delay =

10 ms, grid size = 25 × 25 μm2, data point 35 × 35 per run with an orthogonal and

lateral inter-sampling point distance of at least 715 nm. Low density polyethylene

(LDPE) Riblene® FL30 foil was used as reference.
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TNF-VHH-100xELP and 100xELP proteins (Figure 5A

and B). Anti-TNF-VHH was not recognized by sera iso-

lated from immunized mice, but it was detected by im-

munoblotting with the anti-c-myc antibody, implicating

that the c-myc tag did not induce an immune response

(Figure 5A-D). All other proteins mentioned here con-

tained a c-myc tag and were detectable via immuno-

blotting using an anti-c-myc antibody (Figure 5C and D).

After incubation with mouse normal serum, no nonspe-

cific reaction was detectable (Figure 5E and F). The

relative specificity for the proteins used for immunization

could not be seen after immunoblotting. Serum 1 and

serum 5 showed comparable binding behavior (Figures 5

and 6). With serum 1 against 1xVSO1-100xELP it was also

possible to detect 4xVSO1-100xELP. Analogous antigen-

antibody recognition occurred for serum 5 and 1xVSO1-

100xELP. The epitopes responsible for relative specificity

against the injected proteins in the indirect ELISA are

possibly destroyed by denaturation during SDS-PAGE.

Figure 3 Specific immune response of mouse sera determined by indirect ELISA. Samples of 500 ng per well of A) 1xVSO1-100xELP and B)

4x VSO1-100xELP were coated to a microtiter plate and the reaction against mouse sera was analyzed for different dilutions. The antigen-antibody

complex was detected using goat anti-mouse IgG conjugated with alkaline phosphatase. Extinction was measured at 405 nm (ordinate).

Figure 4 Determination of the cross-reaction of mouse sera by

indirect ELISA. Antigens 1xVSO1-100xELP and 4xVSO1-100xELP were

coated and the cross-reaction against the other antigen was analyzed.

Mouse sera specific against 1xVSO1-100xELP were applied at a dilution

of 1:2000 and mouse sera specific against 4xVSO1-100xELP were

diluted at 1:5000. Extinction was measured at 405 nm (ordinate).
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Additionally, both sera analyzed in more detail showed

significant binding to 100xELP in immunoblotting ana-

lysis and to anti-TNF-VHH-100xELP (Figure 6A and B).

Here, we analyzed the binding to ELP in more detail. Poly-

clonal antibodies are a mixture of different antibodies by

nature, with their own respective kinetic characteristics

and, in many cases, with differences in epitope specificity.

Based on this heterogeneity, the rate constants derived

and affinities calculated based on such measurements

should be regarded as a mean of different subpopulations.

In the case of ELP, the number of different epitopes is lim-

ited, because it is a highly repetitive protein consisting

of pentamers of very similar if not equal amino acid se-

quences. Therefore, the complexity is also limited and

calculation of a mean dissociation constant Kd is a useful

tool to characterize the immune response against ELP-

based epitopes. For the selected sera, optimal antigen

concentrations were predetermined in dilution analyses

and further evaluation of the immunogenicity of ELP

was performed by a competitive ELISA. For this purpose,

1xVSO1-100xELP and 4xVSO1-100xELP, respectively, was

adsorbed to the polystyrene surface and the binding of the

relevant antisera was measured. This binding was inhibited

by competition with 100xELP. The calculated mean dis-

sociation constant Kd for the complex 1xVSO1-100xELP-

anti 1xVSO1-100xELP from animal 1 and the competitor

100xELP was 25 nM (Figure 7A) and the mean Kd for

4xVSO1-100xELP-anti 4xVSO1-100xELP from animal 5

and 100xELP was 374 nM (Figure 7B). In the immuno-

genic 1xVSO1-100xELP, the relative ELP content is much

Figure 5 Comparative immunoblots of the immune response of plant-expressed biopolymers to different antibodies. Recombinant proteins

were separated on 12% SDS-PAGE, electrotransferred and detected with A)mouse serum number 1, B) mouse serum number 5, C) and D) anti-c-myc

monoclonal antibody, and E) and F) mouse normal serum.
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higher; thus, in the antiserum a stronger binding (higher

affinity) to ELP was induced. However, we cannot exclude

that the position of the ELP part in the resulting protein

structure of the fusion protein is different in 1xVSO1-

100xELP and 4xVSO1-100xELP. The competition curves

showed that binding to 1xVSO1-100xELP and to 4xVSO1-

100xELP could be completely inhibited (Figure 7). This

implicates that the humoral immune response is mainly

directed against 100xELP. An overview of all analyzed

immune responses is given in Table 3.

In vitro cytotoxicity assays of the synthetic spidroin-based

biopolymers 1xVSO1-100xELP and 4xVSO1-100xELP

At first, cytotoxicity of the synthetic spidroins fused to

ELP was assayed with soluble and coated proteins. In gen-

eral, cell metabolic activity is determined as an indirect

measure for cell vitality and proliferation. This is done by

adding a compound to the culture medium, which is me-

tabolized by the living cells to a fluorescent end product.

Here, the influence of a recombinant spider silk protein

on the metabolism of murine embryonic fibroblasts was

tested by adding the protein to the cell culture medium

or by coating the culture surface. In both cases an influ-

ence could be observed. 1xVSO1-100xELP and 4xVSO1-

100xELP significantly stimulated the cells when metabolic

activity was determined 24 hours after the addition of the

protein (Figure 8A). The same trend was observed on day

three; however, now the only statistically significant differ-

ences were between 100xELP and 1xVSO1-100xELP and

4xVSO1-100xELP, respectively (Figure 8B). The results

for cells grown on protein-coated surfaces were similar

(Figure 9A and B), although a significant effect was detect-

able later (Figure 9B).

Figure 6 Immunoblots for the characterization of the capability for cross-reaction of antigens with serum from other spidroins. Both

spidroin-based biopolymers, 1xVSO1-100xELP and 4xVSO1-100xELP, and the control proteins, anti-TNF-VHH, anti-TNF-VHH-100xELP and 100xELP,

were separated using 12% SDS-PAGE, electrotransferred and detected with A) mouse serum 1 or B) mouse serum 5.

Figure 7 Characterization of the immune response to ELP by

competitive ELISA. Analyses for a complex consisting of A)

1xVSO1-100xELP and mouse serum 1 competing to 100xELP and

B) 4xVSO1-100xELP, and mouse serum 5 competing to 100xELP.
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In addition, a surface for hemocompatibility of the

fusion protein 100xELP was evaluated by direct hemolysis

testing. The possible destruction of the erythrocyte mem-

brane was measured by determining the amount of

free plasma hemoglobin (Hb). The results showed that

100xELP was not hemolytic when covered on glass cover-

slips. While 100% relative hemolysis could be achieved in

the samples containing catheters as a positive control the

relative hemolysis observed in the samples with protein-

coated glass coverslips were in the same range as the

samples obtained by testing blood on high density poly-

ethylene films used as the negative reference material

(Figure 10). In general, the results of these cytotoxicity

analyses examining cytotoxicity and hemocompatibility

provided a positive preliminary indication for the use of

the investigated synthetic spidroin-based biopolymers in

medical applications.

Discussion
The high molecular weight of spider silk proteins is as-

sumed to be a key factor that underpins their outstanding

mechanical properties, because all characterized native

spider silks consist of proteins with high molecular

weights [13]. In this study, we analyzed the relation of

the spidroin content in recombinant spidroin-based bio-

polymers and the corresponding mechanical properties.

The elastic penetration modulus E was found to range

from 2.7 GPa for 1xVSO1-100xELP to 4.5 GPa for

4xVSO1-100xELP; the synthetic biopolymer with the

highest molecular weight that was used in this study.

The significant increase of the elastic penetration modulus

E, which correlates in a first approximation with the

Young’s modulus, appears to be due to the increase in

the spidroin content. E values were also comparable to

ELPylated MaSp1 derivatives, which were previously in-

vestigated [27]. One must take into account that the re-

combinant spidroin-based biopolymers analyzed here

has approximately one-third of the molecular weight of

the native MaSp1 and that protein layers were exam-

ined. In comparison, for native dragline silk a Young’s

modulus of approximately 12 GPa was determined [20].

Additionally, the mechanical characterization of a fiber

made from native-sized recombinant spider silk protein

showed a Young’s modulus of 21 ± 4 GPa; however, in

the same study it was also noted that proteins of lower

molecular weight did not yield similar material proper-

ties [20]. Therefore, for further intended projects the

production of native-sized spidroin containing biopoly-

mers is commendable and has already been successfully

performed in planta with an intein-based post-translational

protein multimerization technology [38].

Low immunogenicity is anticipated for natural spider

silks; this feature was exemplarily proven for major ampul-

late dragline silk collected from Nephila clavipes [39].

Table 3 Overview of analyzed immune responses

antibody serum
1

serum
5

anti-c-myc
antibody

mouse
normal
serum

antigen (MW)

1xVSO1-100xELP (56 kDa) + + + -

4xVSO1-100xELP (96 kDa) + + + -

anti-TNF-VHH (15 kDa) - - + -

anti-TNF-VHH-100xELP (57 kDa) + + + -

100xELP (42 kDa) + + + -

A positive reaction is labeled with a plus sign and no reaction is marked with

a bar.

Figure 8 Metabolic activities of murine embryonic fibroblasts in contact with soluble synthetic biopolymers. The cells were cultured in

medium supplemented with the indicated recombinant protein for 24 hours (A) or 72 hours (B). The graphs depict a representative result of

three independent repeats (n = 8, mean and SEM).
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Here, we presented the first results of a specific anti-

body response to a spidroin-based biopolymer, which

was enabled by a collection of various mouse sera that

were prepared after immunization of mice with soluble

spidroin-ELP fusion proteins. The spidroin-based pro-

teins additionally contain the c-myc tag. An immune

response against the c-myc-tag could not be detected

by immunoblotting. All the antigens used in the im-

munological analyses were produced in plants to allow

comparisons in all experiments. The data found by

indirect ELISA showed a relative specific reaction

against the immunogen, either 1xVSO1-100xELP or

4xVSO1-100xELP. This data provides no insight into

whether these specific antibodies in the sera bind to

ELP- or spidroin-based epitopes or new overall struc-

tures in the different fusion proteins. After denatur-

ation of the antigens and SDS-PAGE, the specific

reactions were not observed in the immunoblotting ex-

periments. Competitive ELISA data showed clearly that

binding is completely inhibited by 100xELP. We conclude

that the humoral immune response against the spidroin-

based polymers is directed against epitopes involving

100xELP. The sera raised against 1xVSO1-100xELP bind

to 100xELP with a > 15-fold higher mean dissociation

constant. These differences in the affinity against ELP

support the view (see above) that 1xVSO1-100xELP and

4xVSO1-100xELP induced antibodies against different

epitopes. These antibodies with higher mean affinity could

be induced either by the higher ELP proportion in the

fusion protein compared with 4xSO1-100xELP or by spe-

cific structures occurring in the 1xVSO1-100xELP fusion

protein. We conclude that, in general, spidroin-based bio-

polymer variants have to be tested according their im-

munogenicity in each single case. The structure of fusion

proteins could lead to the induction of several new im-

mune responses even if standard basic sequences are used.

Cytocompatibility is a prerequisite for the biomedical

application of a material. Therefore, in vitro cytotoxicity

assays are typically one of the first assessments carried

out in the biological evaluation of biopolymers. Recom-

binant spider silk proteins have been tested in a number

of different settings. In previous studies, it was shown that

a plant-produced synthetic spidroin derived from MaSp1

and fused with hundred repeats of elastin-like peptides

(ELP) resulted in a non-cytotoxic biopolymer that sup-

ported the proliferation of mammalian cells [26]. An

Figure 9 Metabolic activities of murine embryonic fibroblasts in contact with coated synthetic biopolymers. The cells were cultured on

surfaces coated with the indicated recombinant protein for 24 hours (A) or 72 hours (B). The graphs depict a representative result of three

independent repeats (n = 8, mean and SEM).

Figure 10 Hemolysis of human erythrocytes incubated with

100xELP. The biopolymer was coated on glass coverslips. Free Hb

was determined and expressed as percent of the positive control (n

= 3, mean and SEM).

Hauptmann et al. BMC Biotechnology  (2015) 15:9 

- -



example of a recombinant spider silk protein consisting

of five glycine-rich segments alternating with four poly-

alanine stretches connected to a non-repetitive globular

C-terminal domain by a serine- and alanine-rich linker

produced in E. coli was tested with primary human fi-

broblasts. The cells attached to the material and grew

on different matrices such as meshes and foams [40].

3T3 fibroblasts adhered to porous scaffolds of recombin-

ant protein based on spidroin 1, even filling the deeper

layers after 14 days [41]. However, a recombinant protein

based on the silk of the European garden spider prevented

adhesion and cell proliferation of BALB/3 T3 fibroblasts

when coated on silicone surfaces [42]. Here, we found a

positive stimulation of cellular metabolism, which indi-

cates higher growth rates. This effect was dependent on

the composition of the protein. Interestingly, we could

even enhance the positive effect when the proteins were

freely available in the medium. Although, we cannot

rule out that this effect is based on the nutritive value

of the proteins, this is rather unlikely owing to the neg-

ligible concentration of the protein present.

Biomaterials in contact with blood must show good

hemocompatibility, which is often improved by coating.

Sulfated silkworm fibroin has been used for this pur-

pose in a study to enhance the hemocompatibility of

poly(lactic-co-glycolic) acid vascular grafts [43]. Never-

theless, it has been discussed that larvae from two pyra-

lid moths express silk proteins in their guts, their fat

body and their hemocytes. It is assumed that these pro-

teins also take part in immunity and coagulation [44].

We observed no hemolytic effect in the examined sam-

ples, indicating that they may serve as biocompatible

coatings of blood-exposed implants.

Synthetic spidroins as biomaterials that are produced

in biotechnology processes have potential use in a wide

range of biomedical material applications. Prominent

examples are scaffolds for tissue engineering (films,

sponges, hydrogels) and drug delivery systems that trig-

ger an effective immune response after vaccination with

particle bound antigens [45,46]. In this study, we partially

worked with casted proteins. Since the surface of the

resulting films showed a very low roughness, applications

as a coating or a wound dressing device is conceivable. Fi-

nally, the molecular weight of spidroin-based biopolymers

did not influence the cytocompatibility of the casted films.

Conclusion
The main goal of the present study was the assessment

of the immunological properties and cytotoxic effects

of synthetic spidroin-based fusion proteins expressed in

planta. Considering the rising elastic penetration modulus

determined by AFM-based nanoindentation with increas-

ing spidroin content, we assume additionally a first rela-

tionship between spidroin size and mechanical properties.

All available antibody detection systems were used to

determine epitope regions, including detection of the c-

myc tag, characterization of mouse sera after immunization

with the synthetic spidroin-based biopolymers and per-

formance of competitive ELISA with the competitor

ELP. Furthermore, analyses of cross-reactivity experi-

ments gave no hint of an immunogenic region in the

synthetic spidroin part of the fusion constructs. In the

end, cytocompatibility studies provided no indication of

spidroin-derived cytotoxicity. This implies that these

plant-derived synthetic biopolymers are suitable for use

as biomaterials.

Methods
Design of plasmids

Synthetic 1xVSO1 was produced by Geneart (Life Tech-

nologies, CA, USA) and contained repetitive gene mo-

tives from Nephila clavipes cDNA [GenBank: M37137.2].

In the course of the synthesis, the codon usage of syn-

thetic 1xVSO1 was adapted to N. tabacum. After restric-

tion digest with BamHI and BglII the gene fragment was

ligated into the vector 100xELP-pRTRA [47]. Further in-

sertion of synthetic genes was facilitated with an additional

restriction digest of the vector (VSO1)n-100xELP-pRTRA

with BamHI and ligation of a BamHI/BglII digested

1xVSO1 gene fragment. After ligation, a functional BamHI

restriction site was retained at the 5′-prime end of the

synthetic gene. The resulting plasmid (VSO1)n-100xELP-

pRTRA contained a plant expression cassette consisting of

the Cauliflower Mosaic Virus (CaMV) 35S promoter [48],

the legumin B4 signal peptide (LeB4) [29], the synthetic

gene (VSO1)n, a c-myc tag [49], 100 repeats of the fusion

protein ELP [26] and the ER retention signal KDEL [50].

The expression cassettes were excised with the restriction

enzyme HindIII and inserted individually into the binary

vector pCB301-Kan [51], resulting in the plant expression

vectors (VSO1)n-100xELP-pCB301-Kan.

Production of plant-expressed synthetic spidroin-based

fusion proteins

The binary vectors were transformed into the A. tumefa-

ciens strain C58C1 (pGV2260) [52] by electroporation.

For stable transformation of tobacco (N. tabacum cv. SNN),

the leaf disc transformation method reported by Horsch

et al. [53] was performed. The transgenic plants were

cultured on Murashige-Skoog agar containing 50 mg/L

kanamycin and analyzed by immunoblotting using an

anti-c-myc antibody [54]. High expressing plants were

cropped into soil and grown in a greenhouse for 4 to

6 weeks prior to harvesting the leaves. The fusion of the

synthetic spider silks to 100xELP enabled protein purifica-

tion via membrane-based inverse transition cycling (mITC)

[34]. Therefore, frozen leaf material (−80°C) was crushed,

added to preheated (85°C) 50 mM Tris–HCl (pH 8.0)
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and cooked for 1 hour. Further purification and

desalting was performed as described [27]. For deter-

mining protein weight and storage, the purified proteins

(VSO1)n-100xELP were lyophilized (ALPHA2-4LSD;

Christ, Osterode, Germany).

SDS-PAGE and immunoblotting analysis

For analysis of transgenic plants, leaf material was ground

in liquid nitrogen. Sample buffer (72 mM Tris, 10% v/v

glycerol, 2% w/v SDS, 5% w/v 2-mercaptoethanol and

0.0025 mM bromphenol blue, pH 6.8) was added and the

homogenate was incubated for 10 min at 95°C. After

centrifugation (30 min, 4°C, 12,000 rpm), the extract

(supernatant) was kept and the protein concentration

was determined by Bradford assay (Bio-Rad, Germany).

Plant extracts or purified proteins, which were also ana-

lyzed by immunoblotting, were separated on reducing

SDS-PAGE and electroblotted to a nitrocellulose mem-

brane (Whatman GmbH, GE Healthcare, Germany) using

25 mM Tris, 0.1% w/v SDS, 192 mM glycine and 20% v/v

methanol. For detection of the transgenic product, the

membranes were blocked for 2 hours in 5% w/v fat-free

dry milk dissolved in 180 mM NaCl and 20 mM Tris,

pH 7.8. The primary antibody was either an anti-c-myc

(9E10) supernatant [54] or an anti-(VSO1)n-100xELP

mouse serum. Therefore, two groups of four mice each

(C57BL/6 J) were immunized with 1xVSO1-100xELP or

4xVSO1-100xELP. For the first immunization, 50 μg anti-

gen and complete Freund’s adjuvants (Difco, USA) were

used. In the following three immunizations animals were

boosted with 20 μg antigen and incomplete Freund’s

adjuvants (Difco, USA). Titers from blood samples were

evaluated by ELISA and sera were collected one week

after the fourth immunization. For immunoblotting analysis

the secondary antibody used was a horseradish peroxidase-

(HRP-) conjugated anti-mouse IgG from sheep (GE Health-

care UK Ltd., UK). Synthetic spidroin-based fusion proteins

were detected by ECL (Amersham ECL Plus TM, GE

Healthcare UK Ltd., UK).

Mechanical Testing of (VSO1)n-100xELP

Protein layers for AFM imaging and AFM-based nanoin-

dentation were casted by the drop to drop technique.

Therefore, proteins were solubilized in water to a concen-

tration of 1 mg/mL, successively dropped in 20 μL droplets

onto glass slides and dried in a vacuum (Vacuum Concen-

trator 5301; Eppendorf, Germany) at room temperature

until achieving layers of required thickness [27]. Measure-

ments of protein layer thicknesses and topographical

imaging were performed by an atomic force microscope

Nanowizard®II (JPK Instruments, Germany) using either

the Contact Mode with an MLCT silicon nitride cantilever

(Bruker Cooperation, USA) or silicon cantilevers PPP-

NCHR (NANOSENSORS™, NanoWorld AG, Switzerland)

with tip radii below 7 nm for the Intermittent Contact

Mode. Based on topographical information, roughness data

were evaluated. AFM-based nanoindentation was per-

formed to assess the elastic penetration modulus E. For

that reason, the same AFM instrument was used to record

and evaluate load penetration curves according to an ad-

vanced Hertzian model for spherical indenter geometry

[27,55] as a course of the load dependent on a penetration

depth between 10 to 15 nm. E-values were calculated from

a large series of 1225 indentations, which were performed

for each protein layer with an orthogonal and lateral inter-

sampling point distance of 715 nm and this enabled the

statistically evident calculation of E for each material

(Additional file 1). Elastic penetration moduli E were

calculated from the recorded load penetration curves. Here,

a diamond-coated cantilever DT-NCHR #1 (NanoWorld

AG, Switzerland) calibrated by the Thermal Noise Method

was used. The exact geometry of the diamond-coated canti-

lever tips was checked by scanning electron microscopy

(SEM) before and after indentation measurements.

Indirect and competitive ELISA

For evaluation of the antibody titer against the specific

antigen and to examine the cross-reaction, an indirect

ELISA was performed. Ninety-six-well plates (MaxiSorp™

Surface, Thermo Scientific Nunc A/S, Denmark) were

coated overnight at room temperature with 500 ng of

synthetic spidroin dissolved in 100 μL phosphate-buffered

saline for phages (PPBS; 32 mM Na2HPO4 × 2 H2O,

17 mM NaH2PO4 ×H2O, 100 mM NaCl, pH 7.2). Bovine

serum albumin (BSA, 3% w/v) in phosphate-buffered

saline (PBS; 8 mM Na2HPO4 × 2 H2O, 2 mM KH2PO4,

150 mM NaCl) supplemented with 0.05% (v/v) Tween-

20 (PBS-T) was used as the negative control. Blocking

was done with 130 μL/well using 3% (w/v) BSA in PBS-T

(pH 7.6) for 2 hours at room temperature. Mouse sera

were diluted with 3% BSA in PBS-T as indicated in the re-

sults section and applied in triplicate using a volume of

100 μL/well on the coated plates for 1.5 hours at 25°C.

After five washing steps with PBS-T, a goat anti-mouse

IgG conjugated with alkaline phosphatase (Sigma, USA)

was added in a dilution of 1:2,000 in 1% (w/v) BSA-PBS-T.

Plates were incubated for 1 hour at 25°C followed by

five washing cycles with PBS-T. Bound antibodies were

detected after the addition of the substrate p-nitrophenyl

phosphate (1 mg/mL in 0.1 M diethanolamine-HCl,

pH 9.8). The reaction was incubated at 37°C and the

absorbance was measured at 405 nm within of 1 hour

of the reaction being initiated.

For the competitive ELISA, antigens were dissolved in

PPBS and 50 ng/well (1xVSO1-100xELP) or 100 ng/well

(4xVSO1-100xELP), respectively, were coated to the micro-

titer plates. Blocking and washing were performed as men-

tioned above. Various concentrations of the competitor
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100xELP (1 nmol to 4 μmol and without ELP) were pre-

mixed for 30 min at room temperature with either a

1:7,500 dilution of mouse serum 1 (against 1xVSO1-

100xELP) or a 1:4,000 dilution of mouse serum 5

(against 4xVSO1-100xELP). Both competition partners

were diluted in 3% (w/v) BSA in PBS-T. This premix

was added in quintuplicates to the coated plates followed

by incubation at 25°C for 1.5 hours; 3% BSA in PBS-T was

used as negative control. Further processing of the assay

was performed as described above.

Coating of the cell culture material for cytotoxicity tests

The synthetic spidroin-based biopolymers were diluted

to a concentration of 50 μg/mL with phosphate-buffered

saline without calcium and magnesium (PBS, Life

Technologies). Glass coverslips for direct hemolysis assay,

coated on both sides, and black microtiter plates for the

determination of cell metabolism were coated with the

protein by applying the protein solution at 4°C overnight.

The liquid was then removed and cell culture plates were

dried at room temperature. The coated materials were

kept at 4°C or used immediately. PBS without the biopoly-

mer was used as a control.

Cell metabolism assay

Murine embryonic fibroblasts were obtained from the

ATCC (ATCC® SCRC-1045™) and cultured in Dulbec-

co’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) high-glucose

(Biochrom, Berlin Germany) with 1% penicillin/streptomycin

(Biochrom, Berlin Germany), 1% sodium pyruvate

(Biochrom, Berlin, Germany) and 10% fetal bovine

serum (Biochrom, Berlin, Germany). The cultures were

split thrice weekly and kept in a humidified atmosphere at

37°C and 5% CO2. For the measurements, the cells were

diluted to 5 × 104 cells/mL and seeded onto microtiter

plates. All test samples were done either on surface-coated

wells as indicated above or the protein was added to a

final concentration of 50 μg/mL to the culture medium.

After the indicated time points, 20 μL of CellTiter-Blue® solu-

tion (Promega, USA) was added to each well and incubated

at 37°C for 2 hours. Fluorescent resorufin was measured by

using 560 nm excitation and 590 nm emission filters. All

tests were repeated at two independent times and performed

at octuplicates. The data were analyzed by one-way ANOVA

followed by Tukey’s multiple comparisons test.

Preparation of blood

The blood was obtained from the Institut für Transfu-

sionsmedizin, Medizinische Hochschule Hannover. The

blood donors subscribed a declaration, that they agree that

small amounts of their blood could be used for research

proposals. Human blood was collected in S-Monovette

tubes (Sarstedt, Germany) with citrate and used within

4 hours after collection by pooling equal amounts of

blood. The Hb value of the pooled blood was measured 

and the blood was diluted with PBS to a total blood Hb 

concentration of 10 ± 1 mg/mL.

Direct hemolysis assay

The samples were covered with PBS resulting in a surface-

to-PBS ratio of 3 cm2/mL in screw-cap polypropylene 

tubes. Subsequently, pooled blood was added at a ratio of 

1:7 and incubated at 37°C for 3 hours. During this time, 

the tubes were inverted carefully twice every 30 minutes. 

A sample of 1.8 ml was removed from the test tubes and 

centrifuged at 700–800 g for 15 minutes. Drabkin’s so-
lution (Sigma, Germany) was added to the samples at 

equal volumes and incubated at room temperature for 

15 minutes. Two aliquots of each sample were transferred 

to a microtiter plate and the absorbance was measured at 

540 nm. All measurements were done in triplicates and 

catheters (ARROWg + ard Blue, Arrow international) and 

high density polyethylene films (RM-C, Hatano Research 

Institute) were used as hemolytic and non-hemolytic 

controls, respectively.

Additional file 

Additional file 1: Statistical distribution of elastic penetration moduli

E for layers of synthetic biopolymers. Load penetration curves (n = 1225)

were determined per protein sample layer with a thickness of at least 1 μm

and a mean surface roughness smaller than 2 nm for a 2.5 × 2.5 μm2 grid.
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Diskussion 3
Mit der Intein-basierten Multimerisierung wurde erstmals eine Methode entwickelt, um 

Spidroine in Pflanzen mit einem Molekulargewicht entsprechend dem der natürlichen 

Spinnenseidenproteine heterolog zu exprimieren. Ebenfalls konnten mit Hilfe weiterer 

Multimerisierungsstrategien (Vernetzung mit Transglutaminase, klassische Klonierung) 

hochmolekulare Spidroin-haltige Biopolymere biotechnologische hergestellt werden und 

anhand daraus prozessierter Proteinfilme eine tendenzielle Abhängigkeit der 

mechanischen Eigenschaften vom Molekulargewicht gezeigt werden. Im Folgenden wird 

die Zusammensetzung der verwendeten rekombinanten Spidroin-basierten Biopolymere, 

deren Immunogenität und die angewandten Methoden zur Multimerisierung diskutiert. 

Außerdem werden Möglichkeiten zur Verwendung der analysierten Spidroine erörtert.  

3.1 Aufbau und Bedeutung der Primärstruktur der Spidroin-basierten Biopolymere 

Ein einzigartiges Strukturmerkmal im molekularen Aufbau aller Spinnenseidenproteine von 

Arthropoden ist die Abfolge charakteristischer Konsensus-Motive in der repetitiven 

Kerndömane (Bini et al., 2004). Im Mittelpunkt dieser Arbeit standen verschiedene 

Spinnenseidenproteine von N. clavipes, welche hinsichtlich ihrer Primärstruktur zu den am 

besten untersuchten zählen. Die rekombinante Herstellung von repetitiven Spidroinen in 

planta mit einem Molekulargewicht entsprechend dem der natürlichen Spinnenseiden 

konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden. Für das Design des Spidroin-basierten 

Anteils in den verwendeten Biopolymeren wurden jeweils charakteristische repetitive 

Einheiten aus den Kerndomänen verschiedener  Spinnenseidenproteine gewählt.  

Die für ihre herausragende Zugfestigkeit bekannte Tragfadenseide von N. clavipes besteht 

unter anderem aus dem Spinnenseidenprotein MaSp1. Diesem nachempfunden sind die 

Spidroinanteile VSO1 in den Biopolymeren nxVSO1-100xELP. VSO1 besteht aus den Alanin-

reichen Motiven A(n) und GA(n). Für diese Primärstruktur wurde die daraus resultierenden 
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β-Falt lattst uktu e  e ittelt u d kö te  dahe  fü  die Festigkeit des Bio ate ials 

e a t o tli h sei  Si o s et al., . Dafü  sp i ht au h die a ha d de  

ha akte isie te  P otei fil e zu eh e de Festigkeit ei a steige de  Spid oi gehalt 

de  Biopol e e. Die e e so i  VSO  auft ete de  GGX Moti e kö te  a  de  Aus ildu g 

helikale  Ko fo atio e  eteiligt sei  Risi g et al., . Diese ha akte istis he  

Ko se sus-Moti e si d e e falls i  de  Biopol e e  K-MaSp - ELP u d Q-MaSp -

ELP o ha de . Des Weite e  u de  fü  das Desig  des epetiti e  Mo o e s fü  

die I tei - asie te Multi e isie u g die Ko se sus-Moti e GPGGX des 

Spi e seide p otei s Flag e e det. Diese Gl i - ei he  Se ue ze  ilde  β-

S hleife , el he hi te ei a de  auft ete d ei e β-Spi ale ilde  u d it de  elastis he  

Eige s hafte  i  Ve i du g ge a ht e de  Ohgo et al., .  

)u  ei e  u de  fü  das Desig  u  ha akte istis he Ko se sus-Moti e aus de  

je eilige  P i ä st uktu  de  aufgefüh te  Spi e seide p otei e e e det, da diese fü  

die Aus ildu g esti te  Seku dä st uktu e  e a t o tli h si d. Ih e A folge 

eei flusst äh e d de  Asse lie u g die A o d u g de  Spi e seide p otei e u d 

eei flusst dadu h die e ha is he  Eige s hafte  des Bio ate ials Suthe la d et al., 

. U  die e t i kelte  Methode  zu  Multi e isie u g zu e aluie e  u d u  die 

St uktu -Fu ktio s-Beziehu g de  epetiti e  Ei heite  zu u te su he  u de  

eko i a te P otei e, u te  a de e  estehe d aus epetiti e  Ko se sus-Moti e  aus 

de  Ke do ä e, ei gesetzt. Mit ei e  a steige de  Gehalt a  epetiti e  Ei heite  o  

MaSp  i  de  Spid oi - asie te  Biopol e e  ko te ei e A ähe u g a  die 

e ha is he  Eige s hafte  de  Spi e seide hi si htli h de  Festigkeit gezeigt e de . 

)u  a de e  a  eka t, dass die h d opho e  Be ei he de  epetiti e  Ke do ä e 

die Fähigkeit zu  Asse lie u g esitze  Hedha a  et al., .  

Die ho h epetiti e P i ä st uktu  aus elati  ku ze  Ko se sus-Moti e  hat e e so zu  

Folge, dass die Spi e seide p otei e ei e  hohe  A teil a  de  A i osäu e  Gl i , 

Ala i  u d Se i  ha e . Dieses St uktu e k al hat eso de e Bedeutu g fü  die 

hete ologe E p essio  o  Spi e seide p otei e . Ei  eso de s häufig auft ete des 

P o le  si d die ge i ge  E p essio s ate  o  eko i a te  Spi e seide p otei e , 

da de  Wi tso ga is us die e ötige  tRNAs fü  die P otei s these i ht i  

aus ei he de  Me ge zu  Ve fügu g stelle  ka  Wi kle  et al., . Oft als i d diese  

Effekt du h das u te s hiedli he Codon Usage des Wi tso ga is us i  Ve glei h zu  

- -



Spi e o h e stä kt. Die hie  e e dete  Spid oi - asie te  A teile VSO  u d I tC-

Flag-I tN u de  deshal  a  das Codon Usage o  N.tabacum a gepasst. E e so u de  

i  Rah e  de  Ge s these die Rest iktio ss h ittstelle  fü  das zu e e de de 

Vekto s ste  i teg ie t, u  späte e A plifikatio e  de  zuglei h epetiti e  Ge se ue z 

zu e eide . )ude  hat das E p essio ss ste  Pfla ze aufg u d des la gsa e  

Wa hstu s de  Vo teil, dass es die fü  die P otei s these e fo de li he tRNAs 

ko ti uie li he  zu  Ve fügu g stelle  ka , as ei e sta ile E p essio  o  epetiti e  

P otei e  is zu  kDa e ögli ht S helle  et al., .  

Ne e  de  ho h epetiti e  Ke do ä e estehe  die atü li he  Spi e seide p otei e 

aus ei e  i ht epetiti e  N-te i ale  Be ei h so ie ei e  C-Te i us u d si d, au h 

i e hal  de  e s hiede e  aus diese  P otei e  esultie e de  Seide t pe , sta k 

ko se ie t Risi g et al., . De  hohe Ko se ie u gsg ad ließ la ge )eit e ute , 

dass die Te i i i  atü li he  Spi p ozess ei e  äh li he  Effekt ha e .  

Die Te i i o  MaSp  Euprosthenos australis  si d i  ih e  Seku dä st uktu  du h α-

Heli es gep ägt Hedha a  et al., . I  atü li he  Spi p ozess ko t es i  

Spi ka al zu  E ied igu g des pH-We tes. U te  diese  Bedi gu ge  gehe  die 

St uktu e  de  a i ote i ale  Do ä e i te olekula e, i htko ale te 

We hsel i ku ge  ei , as zu  Di e isie u g de  MaSp -Mo o e e füh t Aska ieh et al., 

. Au h die C-Te i i ei zel e  Mo o e e i te agie e  it je ei e  α-Heli  u te  

Bildu g ei es Di e s, el hes du h die sta k ko se ie te Disulfid ü ke zusätzli h 

sta ilisie t i d Hag  et al., ; Eisoldt et al., . De a h i ke  die te i ale  

Do ä e  als olekula e S halte  u d eei flusse  die Lösli hkeit de  

Spi e seide p otei e u d de e  Asse lie u g äh e d des Spi p ozesses Eisoldt et 

al., . Weite füh e de U te su hu ge  de  Bedi gu ge  i  de  Spi d üse  o  N. 

clavipes it io e selekti e  Mik oelekt ode   zeigte  ei e  eitaus g öße e  pH 

G adie te  pH ,  – pH ,  als ishe  a ge o e  A de sso  et al., . 

E stau li he eise zeigte  die Te i i da auf ei e Reaktio  i  e tgege gesetzte  Weise. 

Wäh e d u te  de  A fall des pH-We tes die i te olekula e We hsel i ku g ü e  die 

N-Te i i e stä kt u de u d letzte dli h zu  Multi e isie u g de  Spid oi e füh te, ka  

es zu  Desta ilisie u g de  C-te i ale  Do ä e, as zu  Aus ildu g o  β-Falt lätte  

äh li h de  i  A loidfi ille  füh te u d die Fase ildu g auslöse  ka  A de sso  et al., 

. 
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Bei  Desig  eue  a tifizielle  Spid oi e z . Spid oi - asie te  Biopol e e sollte ei de  

Aus ahl de  Se ue zi fo atio e  au h die eite e P ozessie u g i  Fokus stehe . Die 

eueste  E ge isse zu  Fu ktio  de  Te i i zeige , dass ei e zukü ftige I ko po atio  

o  Se ue zi fo atio e  fü  i ht epetiti e  A i o- z . Ca o se ue ze  i  

eko i a te  Spid oi e  o  Vo teil ist, sofe  die P ozessie u g i  Seide fäde  

a geda ht ist. A ha d des i iatu isie te  Spid oi  RepCT, el hes aus Ko se sus-

Moti e  de  epetiti e  Ke do ä e so ie de  C-te i ale  Do ä e des MaSp  o  

Euprosthenops australis esteht, ko te die Asse lie u g des P otei s i  ak oskopis he 

Fase  gezeigt e de  Sta k et al., ; Hedha a  et al., . 

Die fü  diese A eit s thetisie te  Spid oi - asie te  Ge e e thielte  aufg u d de  

E aluie u g de  Multi e isie u gs ethode per se kei e Se ue zi fo atio e  fü  die 

te i ale  Be ei he. Die e ha is he Cha akte isie u g de  aus de  Spid oi - asie te  

Biopol e e  VSO - ELP is VSO - ELP z . o o e e  ode  

ulti e isie te  Ei heite  o  K-MaSp - ELP u d Q-MaSp - ELP he gestellte  

P otei s hi hte  zeigte  ei e Te de z zu e höhte  Festigkeit it zu eh e de  

Spid oi gehalt du h Se ue zi fo atio e  de  epetiti e  Ke do ä e o  MaSp . 

Dieses E ge is zeigt iede u  die Bedeutu g de  auf de  P i ä st uktu  asie e de  

Seku dä st uktu e  fü  die he aus age de  e ha is he  Eige s hafte  o  

Spi e seide . 

 

.  Effekti ität de  a ge a dte  Multi e isie u gsst ategie  

Wäh e d die eko i a te E p essio  o  Spi e seide p otei e  it ei e  

Molekula ge i ht is zu  kDa ittle eile outi e äßig du hgefüh t e de  ka , 

stellte die P oduktio  de  ho h epetiti e  P otei e it ei e  Molekula ge i ht ge äß 

de  atü li he  Vo ild la ge ei e He ausfo de u g da . I  Rah e  diese  A eit u de  

e st als in planta Spid oi - asie te Biopol e e, de e  Molekula ge i ht de  de  

atü li h o ko e de  Spi e seide p otei e e tsp i ht, s thetisie t. Dies u de 

du h die I tei - e ittelte Multi e isie u g e ei ht, ei de  P otei e is zu ei e  G öße 

o   kDa hete olog e p i ie t u de  s. Kapitel . . Auße de  ko te  it Hilfe de  

Ve etzu g o  Mo o e e  du h T a sgluta i ase ELP lie te Spid oi e it ei e  

Molekula ge i ht o   kDa in vitro he gestellt e de  s. Kapitel . . I  ei e  
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weiteren Ansatz wurden durch klassische Klonierung Spidroin-basierte Biopolymere auf 

genetischer Ebene um weitere repetitive Einheit ergänzt (s. Kapitel 2.4). Diese Methode ist  

sehr zeitaufwendig und aufgrund der häufig wiederkehrenden Transformationsereignisse 

sehr fehleranfällig (Chung et al., 2012). Das mit dieser Methode größte produzierbare 

Protein hatte ein Molekulargewicht von 96 kDa und ist vergleichbar mit dem 

Molekulargewicht anderer in Pflanzen exprimierten Spinnenseidenproteine (Scheller et al., 

2001; Scheller et al., 2004). Mit einer Multimerisierungsstrategie entsprechend der hier 

durchgeführten klassischen Klonierung konnten Xia und Mitarbeiter die Produktion eines 

bakteriell exprimierten Spinnenseidenproteins mit einem Molekulargewicht von 284,9 kDa 

zeigen. Für die heterologe Expression wurde ein metabolisch veränderter E.coli Stamm mit 

einem erhöhten Vorkommen von Glycyl-tRNA verwendet (Xia et al., 2010). 

Hinsichtlich der erreichten Proteingröße stellt die Intein-vermittelte Multimerisierung die 

effektivste Methode zur Herstellung von repetitiven Spidroinen mit hohem 

Molekulargewicht dar. Der hier angewandte Mechanismus des trans-Proteinsspleißens mit 

der umgekehrten Anordnung von InteinN und InteinC an den jeweiligen Termini der 

Vorläuferproteine lässt vermuten, dass die Spidroine linear nach einem end-to-end Prinzip 

multimerisiert werden. Dagegen liegen nach der Vernetzung mittels Transglutaminasen 

ungerichtete Multimere vor. Die entwickelten Multimerisierungsstrategien sind von großer 

Bedeutung für die rekombinante Produktion von hochmolekularen Spidroinen, welche 

aufgrund ihrer Größe das Potential haben, die mechanischen Eigenschaften der natürlichen 

Spinnenseiden nachzuahmen. 

 

3.3. Immunologische Analysen auf dem Weg zum Biomaterial 

Natürliche Spinnenseide gilt als nicht bzw. schwach immunogen. Aus früheren Studien ist 

bekannt, dass die Immuntoleranz natürlicher Tragfadenseide, subkutan implantiert in 

Schweinen, vergleichbar war zu Polyurethan oder Kollagen (Vollrath et al., 2002; Lewis, 

2006). Eine artifizielle Nervenfaser, bestehend aus natürlicher Tragfadenseide besetzt mit 

Schwannschen Zellen, wurde gut toleriert und es konnte außerdem gezeigt werden, dass 

diese die Regeneration peripherer Nerven bei der Substitution des Hüftnervs unterstützt 

(Allmeling et al., 2008).  
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Ge e ell i d a ge o e , dass ho h epetiti e P otei e, eso de s e  si h die 

iede hole de  Ei heite  aus ei e  klei e  A zahl a  A i osäu e  zusa e setze , 

aufg u d de  A ese heit o  pote tielle  Epitope  kei e I u eaktio  auslöse . 

U te  a de e  u de  i  Rah e  diese  A eit p otei öse Biopol e e VSO -

ELP – VSO - ELP  eko i a t he gestellt, el he ei e  u te s hiedli he  

A teil a  de  ha akte istis he  epetiti e  Ele e te  des Spid oi s MaSp , estehe d 

aus de  Ko se sus-Moti e  pol A , u d GGX X = A, Y, L, Q , e thielte . Dadu h ko te 

e st als die I u oge ität o  Spid oi - asie te  ELP lie te  Biopol e e  

ha akte isie t e de . Da ei u de zu  ei e  a al sie t, o  diese auf Spi e seide 

asie e de  Biopol e e ge e ell ei e I u eaktio  auslöse . )u  a de e  sollte de  

Ei fluss des Molekula ge i htes auf ei e ögli he I u eaktio  a al sie t e de . 

Dafü  u de  die Spid oi - asie te  Biopol e e VSO - ELP it ei e  

Molekula ge i ht o   kDa u d VSO - ELP it ei e  Molekula ge i ht o  9  

kDa e e det. )u  A al se de  i u oge e  Akti ität u de  z ei G uppe  o  Mäuse  

je eils it ei e  de  Spid oi - asie te  Biopol e e i  lösli he  Fo  i u isie t u d 

die isolie te  pol klo ale  Se e  i  i di ekte  ELISA gege  das je eilige A tige  

ei gesetzt. I te essa te eise ko te ei e sta ke spezifis he I u a t o t o  a ti-

VSO - ELP gege  das A tige  VSO - ELP z . o  a ti- VSO - ELP gege  

VSO - ELP a hge iese  e de  s. Kapitel . . Die eide  A tige e e fügte  

ü e  ide tis he Se ue zi fo atio e , u  die A zahl de  epetiti e  Ei heite  

u te s hied si h i  de  Spid oi - asie te  A teile  de  P otei e. Bei i u oge e  

Akti ität de  Spid oi - asie te  Regio  ä e zu e a te  ge ese , dass die 

K euz eakti ität glei h e tig zu de  I u eaktio  gege  das spezifis he A tige  ist. 

Weite e A al se  zeigte  jedo h ei e ge i ge K euz eakti ität - % i  Ve glei h zu  

spezifis he  I u a t o t . Dahe  ist da o  auszugehe , dass die I u oge ität du h 

ei e a de e P otei ko po e te e u sa ht i d. Ge au ge o e  e folgt ei e hu o ale 

I u eaktio  i ht gege  die P i ä st uktu  ei es P otei s, so de  ei e 

O e flä he st uktu , esultie e d aus ei e  A s h itt de  P i ä st uktu , i kt 

i u oge .  

Die fü  die U te su hu ge  ei gesetzte  Biopol e e estehe  aus eite e  

Ko po e te , el he fü  die eko i a te He stellu g esse tiell si d. Bishe  a e  kei e 

Date  ü e  de  Ei fluss o  Fusio sp otei e  auf die I u oge ität o  eko i a te  
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Spinnenseidenproteinen bzw. von rekombinanten spinnenseidenähnlichen Proteinen 

verfügbar. Für das ebenso hochrepetitive Fusionsprotein 100xELP konnte gezeigt werden, 

dass es keine T-Zell-Antwort auslöst (Floss et al., 2010). Die Spidroin-basierten Biopolymere 

beinhalteten neben den hochrepetitiven Spidroinanteil und dem ELP-Tag ein LeB4-

Signalpeptid, welches für den Transport der Proteine in das ER essentiell ist, aber nach dem 

Transportvorgang abgespalten wurde. Zur Retention der Proteine im ER verfügten die 

Biopolymere über das KDEL Motiv, welches aufgrund des geringen Molekulargewichtes 

wahrscheinlich kein immunogene Aktivität aufweist. Durch Western Analysen mit den 

polyklonalen Mäuseseren und dem anti-cmyc-Antikörper konnte auch der cmyc-Tag als 

Immunogenität auslösender Bereich ausgeschlossen werden (s. Abschnitt 2.4.2,    

Abbildung 5). Hierfür wurden die Biopolymere und andere pflanzlich exprimierte Proteine 

in die Untersuchung einbezogen.  Das Protein anti-TNF-VHH, welches über einen cmyc-Tag, 

aber weder über einen Spidroin-Anteil oder einen ELP-Tag verfügte, konnte nicht mit den 

Mäuseseren anti-1xVSO1-100xELP oder anti-4xVSO1-100xELP nachgewiesen werden. Die 

Detektion von anti-TNF-VHH mit dem anti-cmyc-Antikörper war hingegen erfolgreich. Die 

Western Analysen mit den Mäuseseren zeigten aber eine starke Immunantwort gegen alle 

ELPylierten Proteine sowie gegen 100xELP. Weiterführende kompetitive ELISAs zeigten, 

dass die Bindung der Antikörper gegen 1xVSO1-100xELP bzw. 4xVSO1-100xELP zu 100% 

durch den Kompetitor 100xELP verhindert wurde, was zeigt, dass die humorale 

Immunantwort gegen eine Proteinstruktur im ELP-Bereich gerichtet ist. Die 

unterschiedlichen Dissoziationskonstanten Kd von 25 nM (für den Komplex 1xVSO1-

100xELP-anti-1xVSO1-100xELP) bzw. 374 nM (4xVSO1-100xELP-anti-4xVSO1-100xELP) 

können durch strukturelle Unterschiede oder einer unterschiedlichen Anzahl an 

zugänglichen Epitopen begründet sein. Die beiden hier verwendeten Biopolymere können 

aufgrund der ELP-Fusion oder des variierenden Spidroingehaltes unterschiedliche 

räumliche Strukturen des gesamten Proteinkomplexes aufweisen. Bereits eine minimale 

Veränderung in der Primärstruktur kann sich auf die Sekundär- und Tertiärstruktur (und 

davon ausgehend auch die Quartärstruktur) auswirken und zur Auslösung einer 

Immunreaktionen führen. Das betrifft auch die Fusion von nicht immunogenen Partnern, 

welche als Fusionsproteine immunogene Strukturen ausbilden können. Eine 

modellbasierte Berechnung der zu erwartenden Proteinstruktur ist aufgrund nicht 

vorhandener kristallografischer Daten bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht möglich. Hinsichtlich 
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der Gesamtstruktur der Proteine sollte beachtet werden, dass i.d.R. bei Untersuchungen 

mit natürlichen Spinnenseiden, welche keine bzw. geringe Immunogenität zeigten, Fasern 

verwendet wurden. Für die hier gezeigten Untersuchungen wurden lösliche Proteine 

eingesetzt, worin ebenso strukturelle, Immunogenität auslösende Faktoren begründet sein 

können. Schließlich zeigen diese Ergebnisse die Bedeutung von immunologischen Analysen  

bei Fusionsproteinen, auch wenn die einzelnen Komponenten nicht immunogen sind.  

Für einen weiteren Nachweis der Immunogenität des Fusionsproteins würde zum einen die 

Immunisierung von Mäusen mit 100xELP die Untersuchungen ergänzen. Zum anderen 

könnte mit rekombinanten Spidroinen ohne Fusionspartner die Immunogenität direkt 

überprüft werden. Dams-Kozlowska et al. (2013) konnten die Proteinreinigung, basierend 

auf der thermischen Stabilität und der Resistenz gegenüber organischen Säuren der 

Spinnenseiden, von zwei bakteriell exprimierten Tag-freien Spidroinen (16 und 39,5 kDa) 

zeigen. Nach Inkubation von murinen Makrophagen mit diesen Spidroinen bis zu einer 

Konzentration von 100 µg/ml konnte keine Freisetzung des TNF-α detektiert werden, bei 

einer Konzentration von 1000 µg/ml war die Konzentration von TNF-α im Vergleich zu nicht 

stimulierten Zellen erhöht. Da keine bzw. minimale Makrophagenaktivierung 

nachgewiesen werden konnte, schlussfolgerten die Autoren dieser Studie, dass die Tag-

freien Spidroine keine immunogene Aktivität aufweisen (Dams-Kozlowska et al., 2013).  

 

3.4 Technische Anforderungen an biomedizinischen Applikationsformen aus Spinnenseide 

Natürliche Spinnenseide vereint neben herausragenden mechanischen Eigenschaften eine 

Vielzahl von weiteren Voraussetzungen, die für eine biomedizinische Anwendung 

notwendig sind, beispielsweise gute Biokompatibilität und Bioabbaubarkeit (Rising et al., 

2011). Das Produkt des Spinnprozesses, der Spinnenseidenfaden, gilt seit langem als ein 

biologisch sicheres Material mit Wundheilung fördernder Wirkung. Kürzlich zeigten 

Schäfer-Nolte et al. (2014) die erfolgreiche Behandlung von Hernie mittels eines 

handgewobenen Netzes aus der Tragfadenseide von Nephila ssp. in einem in vivo Modell. 

Im Vergleich zu synthetischen Netz-Implantaten zeigte das Implantat aus Spinnenseide ein 

erhöhtes Dehnungsverhalten bei entsprechender Festigkeit und war vier Monate nach dem 

operativen Eingriff vollständig abgebaut unter Verbleib einer stabilen Narbe (Schafer-Nolte 

et al., 2014).   
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Die He ausfo de u g ei de  Ve e du g eko i a t p oduzie te  Spid oi e als 

Bio ate ial esteht da i , e e  de  e fo de li he  e ha is he  Eige s hafte , z.B. 

Elastizität u d Hä te, au h die hohe  A fo de u ge  fü  io edizi is he A e du ge  zu 

e fülle . De zufolge da f ei  ioko pati les Mate ial per se kei e gesu dheitss hädli he  

ode  to is he  Effekte auf ei  iologis hes S ste  ha e  Chu g et al., . Weite hi  

si d je a h E p essio ss ste  u d Rei igu gsst ategie ögli he Ko ta i atio e  zu 

ea hte . P o le atis h ei akte ielle  E p essio ss ste e  si d Ve u ei igu ge  it 

E doto i e , el he s ho  i  ge i ge  Ko ze t atio e  ei e i u ologis he Reaktio  

auslöse  Hedha a  et al., . Die hie  e e dete  Spi e seide -äh li he  

P otei e u de  auss hließli h i  sta il t a sfo ie te , pfla zli he  

E p essio ss ste e  p oduzie t, as diese Ko ta i atio s uelle so it auss hließt. I  

Allge ei e  gelte  pfla zli he E p essio ss ste e i  Ve glei h zu a de e  

euka otis he  ode  p oka otis he  E p essio ss ste e  als si he e  hi si htli h ei e  

pote tielle  Ko ta i atio  it Pathoge e  ode  To i e  Da iell et al., . E e so 

kö e  i  a hfolge de  Rei igu gsp ozess e doto is he Ve u ei igu ge  ei ge a ht 

e de  u d die Bioko pati ilität eei flusse  Go et et al., . )u  ei e  si d a h 

de  hie  a ge a dte  P otei ei igu g, Hitze- u d Filt atio ss h itte ei s hließe d, sol he 

Ko ta i atio  ei de  a al sie te  Spid oi -haltige  Biopol e e  i ht zu e ute , da 

die spezifis he I u eaktio  so ie die K euz eaktio  de  A tige e VSO - ELP u d 

VSO - ELP gege  die je eilige  A tikö pe  Mausse u   u d Mausse u   

u te s hiedli he I te sitäte  auf iese  siehe A s h itt . . )u  a de e  u de zu  

eite e  Beu teilu g de  Bioko pati ilität die To izität de  p otei öse  Biopol e e 

u te su ht. Diese i d i  Folge de  e läute t, u  i s eso de e e e  i u ologis he  

u d e ha is he  Eige s hafte  die Cha akte isie u g als Bio ate ial zu e ögli he .  

 

 

. .  C toko pati ilität o  eko i a t he gestellte  Spid oi e  

)u  E aluie u g de  C toto izität de  Biopol e e VSO - ELP u d VSO - ELP 

u de de  Ei fluss auf de  )ellstoff e hsel in vitro u te su ht. Dafü  u de zu  ei e  de  

Ei fluss o  gelöste  Spid oi -haltige  Biopol e e  auf u i e e o ale  

Fi o laste  u te su ht, zu  a de e  u de de  Effekt ei e  Bes hi htu g aus de  

je eilige  Biopol e e  i  Ko takt it de  )ellkultu  a al sie t. Ge e ell ko te ei e 
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positi e Sti ulatio  auf de  )ellstoff e hsel de  Fi o laste  gezeigt e de  i  Ve glei h 

zu de  Negati ko t olle  ELP u d PBS. Die sig ifika te Sti ulatio  des 

)ellstoff e hsels a  ei de  I ku atio  it de  P otei e  i  gelöste  Fo  a h ei e  

Tag detektie a  u d e stä kt i  Ve glei h zu  es hi htete  Mate ial; hie  a  ei  

sig ifika te  U te s hied i  de  Sti ulatio  des )ell eta olis us a h d ei Tage  

detektie a . Ei  G u d kö te die ögli he eise e i de te I te aktio  z is he  de  

Spid oi -haltige  Biopol e e  i  de  Bes hi htu g u d de  Fi o laste  sei . Diese 

E ge isse zeige  e e so, dass die hie  a al sie te  Spid oi - asie te  Biopol e e 

VSO - ELP u d VSO - ELP kei e toto is he Wi ku g in vitro ha e . Die 

P otei ko ze t atio e  de  ei gesetzte  Biopol e e a e  it je eils  µg/ L z a  

ge i g, jedo h ka  i ht ausges hlosse  e de , dass de  Wa hstu seffekt du h de  

Näh e t de  P otei e he o ge ufe  u de. )u  a s hließe de  Cha akte isie u g de  

Bioko pati ilität ist ei e in vivo A al se ot e dig; zu  Beispiel ä e die su kuta e 

I pla tatio  o  Fil e  i  Maus odell ögli h. A ha d histologis he  A al se  i  

esti te  )eit äu e  kö te a  die Deg adatio  de  Biopol e e e folge . 

Desglei he  kö te ittels Detektio  spezifis he  )ellt pe  die Akzepta z des I pla tats 

a al sie t e de , so ä e eispiels eise ei e E tzü du gs eaktio  du h A sa lu g 

o  L phoz te  u d Neut ophile  e ke a . 

F ühe e U te su hu ge  zeigte  e e falls ei e  positi e  Ei fluss o  eko i a te  

Spi e seide -äh li he  P otei e  auf die C toko pati ilität in vitro. Ei  pfla zli h 

e p i ie tes ELP lie tes Spid oi , el hes diesel e  epetiti e  Moti e i  höhe e  A zahl 

e thält ie die i  diese  A eit a al sie te  Spid oi -haltige  Biopol e e, zeigte ei e  

u te stütze de  Ei fluss auf die P olife atio  u d Adhäsio s ate o  Cho d o te  

S helle  et al., . Weite e Beispiele si d it akte iell e p i ie te  Spi e seide -

äh li he  P otei e  eka t. A  Mat i es aus de  Mi iatu -Spid oi  RepCT, estehe d 

aus ie  pol -Ala i -St et hes u d Gl i - ei he  Seg e te  so ie de  i ht epetiti e  

C-te i ale  Do ä e, a de  u d u hse  p i ä e hu a e Fi o laste  Widhe et al., 

. E e so a  kei e toto is he Wi ku g o  Fil e  aus e s hiede e  

Spi e seide p otei e , estehe d aus ei e  u te s hiedli he  A zahl o  epetiti e  

Moti e  de  Ko se sus-Moti e o  MaSp   o  N. clavipes, auf NIH T  )elle  

a h eis a  Da s-Kozlo ska et al., .  
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. .  Aus li k: Weite e a eitu g o  eko i a te  Spid oi e  fü  io edizi is he 

) e ke 

)u  Besti u g de  e ha is he  Eige s hafte  ittels AFM-Na oi te datio  u de  

aus de  eko i a te  t a sgluta i ie te  MaSp -De i ate  K-MaSp - ELP, Q-

MaSp - ELP, Q/K-MaSp - ELP  so ie aus de  s thetis he  Spi e seide -

äh li he  Biopol e e  VSO - ELP, VSO - ELP, VSO - ELP  

P otei s hi hte  he gestellt. De e  O e flä he  zei h ete  si h du h ei e seh  ge i ge 

Rauheit o  u te  ,   aus, o ei die We te fü  die Spid oi - asie te  Biopol e e 

soga  u te  ,   et uge . Diese A fo de u ge  a  die Rauheit de  P otei s hi hte  

si d ei e Vo aussetzu g fü  die Du hfüh a keit de  AFM-Na oi te datio . Ne e  de  

E fo de li hkeit ei e  esti te  O e flä he st uktu  zu  Du hfüh u g de  AFM-

Na oi de tatio  esti t die Rauheit de  O e flä he au h die Bioko pati ilität ei es 

Mate ials, da U te su hu ge  gezeigt ha e , dass u te s hiedli he Rauheit e s hiede  

ausgep ägte )ella t o te  he o ufe  Go es et al., . Hu a e K o he zelle  

MG  )elle  ildete  a  glatte  Na otopog afie  s h elle  fokale Ko takte als a  aue  

elo ie te  O e flä he  )i ge  et al., .  

Aufg u d de  gezeigte  C toko pati ilität de  Spid oi -äh li he  Biopol e e VSO -

ELP u d VSO - ELP ist ei e A e du g als sta ilisie e des z . 

a hstu sfö de des Age s i  )ellkultu e  ögli h. )usätzli h esteht du h die ge i ge 

Rauheit de  a al sie te  P otei fil e ei e pote tielle A e du g als Besta dteil o  

I pla tat es hi htu ge  ode  als die Wu dheilu g u te stütze des Additi  i  

edizi is he  Mullko p esse  ode  Pflaste sp a . Hie fü  ist jedo h ei e o he ige 

A al se de  i u oge e  Akti ität i  in vivo Modell u e lässli h, da du h das 

Fusio sp otei  ELP ei e hu o ale I u a t o t i duzie t e de  ka . 

Das Vo ha de sei  eko i a te  Spid oi e u d Spid oi -äh li he  P otei e i  lösli he  

Fo  hat de  Vo teil, dass sie du h ei e Vielzahl a  P ozessie u gs ögli hkeite  i  

e s hiede e Applikatio sfo e  z . Mo phologie  ge a ht e de  kö e . Ne e  

de  o e  ge a te  Fil e  e de  i  de  Lite atu  eispiels eise au h 

Weite e a eitu ge  zu Kapsel , Mik okugel , S häu e ode  H d ogele es h ie e  

Spiess et al., ; Hu e ik et al., . U te  Be ü ksi htigu g o  pH, Te pe atu , 

P otei ko ze t atio , Io e stä ke u d )usa e setzu g ka  die Asse lie u g de  
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Spid oi e a iie e , as ei e  u te s hiedli he  Gehalt a  Seku dä st uktu e  u d so it 

a  u te s hiedli he  Eige s hafte  i  e halte e  Mate ial zu  Folge hat Hu e ik . 

Diese aßges h eide te  Bio ate ialie  kö e  fü  e s hiede e edizi is he 

A e du ge  ei gesetzt e de . Bishe  ko te a ha d de  eko i a te  Spi e seide 

eADF C  gezeigt e de , dass diese als Bes hi htu g o  I pla tate  zu  Ve esse u g 

de  Bioko pati ilität u d O e flä he eige s hafte  eit ägt, da die Seide es hi htu g 

zu ei e  Ve i de u g de  Kapsel ildu g i  Ratte  füh t aufg u d de  I hi ie u g de  

A heftu g u d P olife atio  o  Fi o laste  so ie de  S these o  Collage  I )epli  et 

al., . I  Gege satz dazu e ögli ht ei  Ge e e aus e spo e e  eADF C  die 

A heftu g u d P olife atio  o  Fi o laste , as ei e seits das Pote tial dieses 

Bio ate ials als e t azellulä e Mat i  fü  das Tissue Engineering u d  a de e seits au h die 

Bedeutu g de  Applikatio sfo , el he die )ell-Mat i -I te aktio s ögli hkeite  

e ts heide d eei flusst, zeigt S ha ht et al., . Fe e  u de a  Modellp otei  

L soz  gezeigt, dass eADF C  als Wi kstofft a spo te  fü  i sta ile p otei oge e 

Wi kstoffe ei gesetzt e de  ka  Hofe  et al., .  

Ei  eite e  T e d geht zu  Fu ktio alisie u g o  O e flä he  aus Spi e seide. Ja sso  

et al.  e e dete  zu  He stellu g o  Fil e  das Spi e seide - asie te P otei  

RepCT, el hes e t ede  it IgG- i de de  Do ä e  ) ode  C , ei e  Al u i -

i de de  Do ä e ABD ode  de  Bioti - i de de  Do ä e M  fusio ie t a . Na h 

I ku atio  it Ka i he se e , hu a e  Plas a ode  ioti lie te  DNA ko te  die 

je eilige  I te aktio spa t e  a  die he is h u d the is h sta ile  P otei fil e 

i de . Diese E ge isse zeige  das Pote tial dieses Bio ate ials zu  Fu ktio alisie u g, 

da a h de  Ei füge  ei e  Affi itätsdo ä e auf ge etis he  E e e ei e Vielzahl a  

Bio oleküle  auf de  P otei o e flä he fu ktio ell p äse tie t e de  ka  Ja sso  et 

al., . Bei de  i  diese  A eit e e dete  Spi e seide -äh li he  Biopol e e  

esteht du h Genetic Engineering e e so die Mögli hkeit de  Fu ktio alisie u g ü e  das 

Ei füge  o  Affi itätsdo ä e  u d stelle  a h de  He stellu g o  Fil e  ei e 

pote tielle A e du g da . I  diese  A eit u de i di ekt i  ELISA e eits die Fähigkeit 

diese  Biopol e e zu  Bi du g o  IgGs a  si h gezeigt ei de  Detektio  des -Tags 

du h de  a ti- -A tikö pe .  

A s hließe d zeige  die E ge isse diese  A eit die Bedeutu g des Molekula ge i htes 

auf die e ha is he  Eige s hafte  o  Spid oi - asie te  Biopol e e . I  Gege satz 
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dazu zeige  die toto is he  A al se , dass die Sti ulatio  des )ellstoff e hsels o  

Molekula ge i ht de  Spid oi e u a hä gig ist. Dahe  sollte ei  Desig  o  

eko i a te  Spid oi e  a e du gsspezifis h a ge oge  e de , el he 

Mögli hkeite  zu  eko i a te  P oduktio  hi si htli h des Molekula ge i htes i  

e füg a e  E p essio ss ste s estehe . Die e t i kelte  Multi e isie u gsst ategie  

leiste  ei e  i htige  Beit ag fü  die P oduktio  o  eko i a te  epetiti e  

Spid oi e , el he aufg u d ih es Molekula ge i htes das Pote tial ha e , die 

he aus age de  Eige s hafte  de  atü li he  Spi e seide  a hzuah e . Du h die 

iote h ologis he He stellu g o  epetiti e  Spi e seide p otei e  i  g oße  

Maßsta  u d i  de  gefo de te  Qualität kö e  die e fo de li he  Me ge  p oduzie t 

e de , u  die Biopol e e i  e tsp e he de Mo phologie  zu ü e füh e , el he i  

u te s hiedli he  edizi is he  u d te h is he  Be ei he  A e du g fi de  kö e . 
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Zusammenfassung 4
Spinnenseiden sind ein aus Proteinen bestehendes Biomaterial mit herausragenden 

mechanischen Eigenschaften. Sie zeichnen sich durch eine extrem hohe Zähigkeit und 

Elastizität im Vergleich zu synthetischen Polymeren (z.B. Kevlar oder Nylon) aus. Aus 

diesem Grund sind sie von großem Interesse für Medizin und Technik. Natürliche 

Spinnenseidenproteine haben eine hochrepetitive Primärstruktur, bestehend aus 

modularen Konsensus-Motiven, und weisen ein Molekulargewicht von mindestens 250 kDa 
bis zu mehreren hundert kDa auf. Für mögliche Anwendungen ist die biotechnologische 

Herstellung von Spinnenseidenproteinen in ausreichender Menge entscheidend. Darüber 

hinaus ermöglicht der modulare Aufbau die rekombinante Produktion von Spinnenseiden-
ähnlichen Proteine mit einer definierten Zusammensetzung, um das Verhältnis der 

Proteingröße und der Zusammensetzung auf die morphologischen und strukturellen 

Eigenschaften zu untersuchen.  

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der heterologen Expression hochmolekularer repetitiver 

Spinnenseidenproteine von Nephila clavipes und davon abgeleiteter, mit Elastin-ähnlichen 
Polypeptiden (ELPs) fusionierten Proteinen in planta. Zu diesem Zweck wurden drei 

verschiedene Multimerisierungsstrategien angewendet. Zum einen wurden auf 

genetischer Ebene synthetische Spinnenseidengene durch klassischer Klonierung 

verlängert. Zum anderen wurden hochmolekulare Proteine mit Hilfe von 

posttranslationalen Multimerisierungsstrategien generiert. Hierfür konnten mittels 

Vernetzung durch bakterielle Transglutaminase Spinnenseiden-ähnliche Proteine in vitro 

mit einem Molekulargewicht entsprechend dem der natürlichen Spinnenseidenproteine 

hergestellt werden. Unter Verwendung einer weiteren Multimerisierungsstrategie wurden 

Spinnenseiden-basierte Monomere mit einem gespaltenen Intein fusioniert und nach der 

Translation durch trans-Proteinspleißen polymerisiert. Mittels der Intein-basierten 

Multimerisierung wurde erstmals die heterologe Expression von Spinnenseiden-basierter 

Proteine in planta mit einem Molekulargewicht größer als 250 kDa gezeigt. 

Ausgewählte, heterolog exprimierte Spinnenseiden-Fusionsproteine wurden aus 

transgenem Tabak gereinigt. Für die Charakterisierung der mechanischen Eigenschaften 

wurden Proteinfilme mittels Rasterkraftmikroskopie (AFM) und mit AFM-basierter 
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Na oi de taio  u te su ht. De  it a steige de  Spi e seide p otei gehalt 
zu eh e de Elastizitäts odul zeigt te de ziell, dass ho h olekula e  eko i a te  
Spid oi e e fo de li h si d, u  die e ha is he  Eige s hafte  o  atü li he  
Spi e seide  a hah e  zu kö e . Auße de  e de  e st alig i u ologis he 
A al se  o  Spi e seide -äh li he  Fusio sp otei e  gezeigt. Mit Hilfe ko petiti e  
ELISAs ko te gezeigt e de , dass ei e zu o  detektie te hu o ale I u a t o t i  
Wese tli he  gege  ei e St uktu  des ELP-Fusio sp otei s ge i htet ist. A ha d ei es 
C toko pati ilitätsassa s, ei de  de  Ei fluss o  Spi e seide -äh li he  P otei e  
auf u i e e o ale Fi o laste  a al sie t u de, ko te u a hä gig o  
Molekula ge i ht kei e toto is he Wi ku g festgestellt e de . 

Die E ge isse diese  A eit zeige  de  edeute de  Ei fluss de  p i ä e  
St uktu ele e te auf die e ha is he  u d iologis he  Eige s hafte  u d liefe  so it 

ähe e E ke t isse zu  St uktu -Fu ktio s-Beziehu g o  Spi e seide p otei e .  
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Summary  

Spide  silks ep ese t a p otei - ased io ate ial ith outsta di g e ha i al p ope ties. 
The  a e ha a te ized  high tough ess a d elasti it  i  o pa iso  to s theti  
pol e s e.g. Ke la  o  lo . The efo e, the  a e of g eat i te est fo  edi al a d 
te h i al appli atio s. Nati e spide  silks o o l  o sist of la ge a d epetiti e p otei s 
o posed of odula  o se sus otifs, sho i g a ole ula  eight f o  at least  kDa 

to se e al hu d ed kDa. Biote h ologi al p odu tio  of spide  silk p otei s is the a  to 
p e e t li itatio s i  all i te ded appli atio s. Mo eo e , the odula  st u tu e e a les 
the e o i a t p odu tio  of spide  silk-like p otei s i  o de  to e plo e the elatio ship 

et ee  le gth a d o positio  o  o phologi al a d st u tu al featu es. 

He e, the hete ologous e p essio  of high- ole ula  eight spide  silk p otei s o igi ated 
f o  Nephila clavipes a d spide  silk-de i ed p otei s fused to elasti -like peptides ELPs  
is p ese ted. Fo  that easo , th ee diffe e t ulti e izatio  st ategies e e applied. I  
o e app oa h, s theti  spide  silk ge es e e elo gated ith ea h othe   a lassi al 
lo i g st ateg . Fu the o e, postt a slatio al ulti e izatio  st ategies ith the 
ossli ki g e z e t a sgluta i ase a d a  i tei - ased pol e izatio  ith a split 

i tei  apa le of p otei  trans-spli i g e e used to p odu e ati e-sized spide  silk-like 
p otei s. B  the i tei - ediated ulti e izatio , the hete ologous e p essio  of ati e-
sized spide  silk-like p otei s in planta la ge  tha   kDa as sho  fo  the fi st ti e.  

Se e al sele ted spide  silk-like fusio  p otei s e e pu ified f o  t a sge i  to a o. Fo  
fu the  ha a te izatio , p otei  la e s e e p epa ed a d a al zed  ato i  fo e 

i os op  AFM  a d AFM- ased a oi de tatio . A  i eased o te t of spide  silk-
de i ed se ue es i  the e o i a t fusio  p otei s as o elated ith a isi g elasti  
pe et atio  odulus, i di ati g the eed fo  e o i a t spide  silks of high ole ula  

eight to i i  the e ha i al p ope ties of ati e spide  silks. I  additio , the fi st 
i u ologi al a al sis of spide  silk-like fusio  p otei s a e sho . Co petiti e ELISAs 
i di ated that the hu o al i u e espo se is ai l  di e ted agai st the fusio  pa t e  
ELP. Fi all , a to o pati ilit  assa  ith u i e e o i  fi o lasts ga e o i di atio  
fo  spide -silk de i ed toto it , i depe de tl  f o  the ole ula  eight of the spide  
silk-like p otei s.  

All i  all, the esults of this stud  p o ide a  i po ta t o t i utio  a out the i flue e of 
the p i a  st u tu e ele e ts o  the e ha i al a d iologi al p ope ties, thus 
fa ilitati g a o e detailed u de sta di g of the st u tu e-fu tio - elatio ship of spide  
silk p otei s. 
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Anhang 
.  E gä ze de Date  zu A tikel . .  

 

 

 

 

(A) IntC-FLAG-c-myc-IntN-KDEL-monomer

1 SPEIEKLSQS DIYWDSIVSI TETGVEEVFD LTVPGPHNFV

41 ANDIIVHNSI EQDGGGGSGG GGSGGGGSGP GGYGPGGAGP

81 GGYGPGGAGP GGYGPGGAGP GGYGPGGTGP GGYGPGGTGP

121 GGVGPGGAGP GGYGPGGAGP GGAGPGGAGP GGAGPGGAGP

161 GGAGPGGYGP GGSGPGGATI IEDLDITIDG ADGPPITISE

201 ELTISGAGGS GPGGVGPGGS GPGGVGPGSF GPGGVGPGGS

241 GPGGVGSGGS GQGGVRPSGS GPGGVEQKLI SEEDLNRESG

281 CISGDSLISL ASTGKRVSIK DLLDEKDFEI WAINEQTMKL

321 ESAKVSRVFC TGKKLVYILK TRLGRTIKAT ANHRFLTIDG

361 WKRLDELSLK EHIALPRKLE SSSLQLGSKD EL

(C) IntC-FLAG-c-myc-IntN-KDEL-dimer

1   SPEIEKLSQS DIYWDSIVSI TETGVEEVFD LTVPGPHNFV

41   ANDIIVHNSI EQDGGGGSGG GGSGGGGSGP GGYGPGGAGP

81   GGYGPGGAGP GGYGPGGAGP GGYGPGGTGP GGYGPGGTGP

121   GGVGPGGAGP GGYGPGGAGP GGAGPGGAGP GGAGPGGAGP

161   GGAGPGGYGP GGSGPGGATI IEDLDITIDG ADGPPITISE

201   ELTISGAGGS GPGGVGPGGS GPGGVGPGSF GPGGVGPGGS

241   GPGGVGSGGS GQGGVRPSGS GPGGVEQKLI SEEDLNRESG

281   SIEQDGGGGS GGGGSGGGGS GPGGYGPGGA GPGGYGPGGA

321   GPGGYGPGGA GPGGYGPGGT GPGGYGPGGT GPGGVGPGGA

361   GPGGYGPGGA GPGGAGPGGA GPGGAGPGGA GPGGAGPGGY

401   GPGGSGPGGA TIIEDLDITI DGADGPPITI SEELTISGAG

441   GSGPGGVGPG GSGPGGVGPG SFGPGGVGPG GSGPGGVGSG

481   GSGQGGVRPS GSGPGGVEQK LISEEDLNRE SGCISGDSLI

521   SLASTGKRVS IKDLLDEKDF EIWAINEQTM KLESAKVSRV

561   FCTGKKLVYI LKTRLGRTIK ATANHRFLTI DGWKRLDELS

601   LKEHIALPRK LESSSLQLGS KDEL

(D) SP-IntCmut-FLAG-c-myc-IntNmut-KDEL-monomer

1   MASKPFLSLL SLSLLLFTST CLASPEIEKL SQSDIYWDSI

41   VSITETGVEE VFDLTVPGPH NFVANDIIVH AAIEQDGGGG

81   SGGGGSGGGG SGPGGYGPGG AGPGGYGPGG AGPGGYGPGG

121   AGPGGYGPGG TGPGGYGPGG TGPGGVGPGG AGPGGYGPGG

161   AGPGGAGPGG AGPGGAGPGG AGPGGAGPGG YGPGGSGPGG

201   ATIIEDLDIT IDGADGPPIT ISEELTISGA GGSGPGGVGP

241   GGSGPGGVGP GSFGPGGVGP GGSGPGGVGS GGSGQGGVRP

281   SGSGPGGVEQ KLISEEDLNR ESGAISGDSL ISLASTGKRV

321   SIKDLLDEKD FEIWAINEQT MKLESAKVSR VFCTGKKLVY

361   ILKTRLGRTI KATANHRFLT IDGWKRLDEL SLKEHIALPR

401   KLESSSLQLG SKDEL

(E) IntCmut-FLAG-c-myc-IntNmut-KDEL-monomer

1   SPEIEKLSQS DIYWDSIVSI TETGVEEVFD LTVPGPHNFV

41   ANDIIVHAAI EQDGGGGSGG GGSGGGGSGP GGYGPGGAGP

81   GGYGPGGAGP GGYGPGGAGP GGYGPGGTGP GGYGPGGTGP

121   GGVGPGGAGP GGYGPGGAGP GGAGPGGAGP GGAGPGGAGP

161   GGAGPGGYGP GGSGPGGATI IEDLDITIDG ADGPPITISE

201   ELTISGAGGS GPGGVGPGGS GPGGVGPGSF GPGGVGPGGS

241   GPGGVGSGGS GQGGVRPSGS GPGGVEQKLI SEEDLNRESG

281   AISGDSLISL ASTGKRVSIK DLLDEKDFEI WAINEQTMKL

321   ESAKVSRVFC TGKKLVYILK TRLGRTIKAT ANHRFLTIDG

361   WKRLDELSLK EHIALPRKLE SSSLQLGSKD EL

(F) IntC-ELP-c-myc-IntN-KDEL-monomer

1   SPEIEKLSQS DIYWDSIVSI TETGVEEVFD LTVPGPHNFV

41   ANDIIVHNSI EQDGGGGSGG GGSGGGGSVP GVGVPGTGVP

81   GLGVPGFGVP GVGVPGHGVP GSGVPGAGVP GQGVPGCGVP

121   GVGVPGYGVP GGGVPGWGVP GVGVPGKGVP GIGVPGRGVP

161   GEGVPGDGVP GVGVPGNGVP GTGVPGCGVP GVGVPGHGVP

201   GAGVPGQGVP GRGVPGSGVP GVGVPGWGVP GNGVPGFGVP

241   GVGVPGGGVP GDGVPGEGVP GYGVPGKGVP GVGVPGLGVP

281   GIGVPGQGVP GVGVPGDGVP GWGVPGEGVP GYGVPGSGVP

321   GVGVPGHGVP GIGVPGAGVP GVGVPGGGVP GFGVPGKGVP

361   GLGVPGRGEQ KLISEEDLNR ESGCISGDSL ISLASTGKRV

401   SIKDLLDEKD FEIWAINEQT MKLESAKVSR VFCTGKKLVY

441   ILKTRLGRTI KATANHRFLT IDGWKRLDEL SLKEHIALPR

481   KLESSSLQLG SKDEL

Figure S1 Peptide se ue es of the 
a ious i tei  fusio  p otei s. 

I tN/I tC: N- a d C-te i al i tei  
do ai s, SP: legu i  B  sig al 
peptide, ELP: elasti -like pol peptide, 
- /His: p otei  dete tio  a d

pu ifi atio  tags. 

(B) IntC-FLAG-His-IntN-KDEL-monomer

1 SPEIEKLSQS DIYWDSIVSI TETGVEEVFD LTVPGPHNFV

41 ANDIIVHNSI EQDGGGGSGG GGSGGGGSGP GGYGPGGAGP

81 GGYGPGGAGP GGYGPGGAGP GGYGPGGTGP GGYGPGGTGP

121 GGVGPGGAGP GGYGPGGAGP GGAGPGGAGP GGAGPGGAGP

161 GGAGPGGYGP GGSGPGGATI IEDLDITIDG ADGPPITISE

201 ELTISGAGGS GPGGVGPGGS GPGGVGPGSF GPGGVGPGGS

241 GPGGVGSGGS GQGGVRPSGS GPGGVHHHHH HGGRSGRESG

281 CISGDSLISL ASTGKRVSIK DLLDEKDFEI WAINEQTMKL

321 ESAKVSRVFC TGKKLVYILK TRLGRTIKAT ANHRFLTIDG

361 WKRLDELSLK EHIALPRKLE SSSLQLGSKD EL

- -



Figure S2 Hete ologous p odu tio  of utated I tC-Flag-I tN 
o o e s i  E. coli.  

The utated intc::flag::intn se ue e as lo ed i to the 
e to  pET  a d e p essed i  the tosol of E. coli BL  
ells. Spe ifi  sig als e e dete ted afte  Weste  lot 

a al sis  ECL via the - -tag. Co pa iso  ith a sta da d 
ole ula  eight a ke  ladde  i di ated a size of the FLAG-

i tei  o o e  as  kDa. 

Figure S3 Hete ologous o e e p essio  of disti t His-tagged 
FLAG-i tei  ulti e s i  sta l  t a sfo ed to a o lea es. 
Weste  lot a al sis of e t a ts of to a o lea es 
o e e p essi g the I tC-FLAG-I tN p otei . Pla t leaf e t a ts 

e e sepa ated  - % SDS-PAGE, ele t o lotted, a d 
disti t FLAG ulti e s e e dete ted  ECL ased o  the 
p ese e of the His-tag. 

. . . P otei se ue z o  I tei -Glute i  

       1 MASKPFLSLL SLSLLLFTST CLASPEIEKL SQSDIYWDSI VSITETGVEE 

      51 VFDLTVPGPH NFVANDIIVH NSIEQDGGGG SGGGGSGGGG SEGEASRQLQ 

     101 CERELQESSL EACRQVVDQQ LAGRLPWSTG LQMRCCQQLR DVSAKCRSVA 

     151 VSQVARQYEQ TVVPPKGGSF YPGETTPLQQ LQQGIFWGTS SQTVQGYYPG 

     201 VTSPRQGSYY PGQASPQQPG QGQQPGKWQE PGQGQQWYYP TSLQQPGQGQ 

     251 QIGKGQQGYY PTSLQQPGQG QQGYYPTSLQ HTGQRQQPVQ GQQPEQGQQP 

     301 GQWQQGYYPT SPQQLGQGQQ PRQWQQSGQG QQGHYPTSLQ QPGQGQQGHY 

     351 LASQQQPGQG QQGHYPASQQ QPGQGQQGHY PASQQQPGQG QQGHYPASQQ 

     401 EPGQGQQGQI PASQQQPGQG QQGHYPASLQ QPGQGQQGHY PTSLQQLGQG 

     451 QQTGQPGQKQ QPGQGQQTGQ GQQPEQEQQP GQGQQGYYPT SLQQPGQGQQ 

     501 QGQGQQGYYP TSLQQPGQGQ QGHYPASLQQ PGQGQPGQRQ QPGQGQHPEQ 

     551 GKQPGQGQQG YYPTSPQQPG QGQQLGQGQQ GYYPTSPQQP GQGQQPGQGQ 

     601 QGHCPTSPQQ SGQAQQPGQG QQIGQVQQPG QGQQGYYPTS VQQPGQGQQS 

     651 GQGQQSGQGH QPGQGQQSGQ EQQGYDSPYH VSAEQQAASP MVAKAQQPAT 

     701 QLPTVCRMEG GDALSASQEQ KLISEEDLNR ESGCISGDSL ISLASTGKRV 

     751 SIKDLLDEKD FEIWAINEQT MKLESAKVSR VFCTGKKLVY ILKTRLGRTI 

     801 KATANHRFLT IDGWKRLDEL SLKEHIALPR KLESSSLQLG SKDEL 
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.  E gä ze de Date  zu A tikel . .  
 
K-MaSp - ELP 

       1 MASKPFLSLL SLSLLLFTST CLAGSGSGMK ETAAARFERN HMDSGSGPGA 

      51 AQGAGAAAAA AGGAGQGGYG GLGGQGAGQG GYGGLGGQGA GQGAGAAAAA 

     101 AAGGAGQGGY GGLGSQGAGR GGQGAGAAAA AAGGAGQGGY GGLGSQGAGR 

     151 GGLGGQGAGA AAAAAAGGAG QGGYGGLGNQ GAGRGGQGAA AAAAGGAGQG 

     201 GYGGLGSQGA GRGGLGGQGA GAAAAAAGGA GQGGYGGLGG QGAGQGGYGG 

     251 LGSQGAGRGG LGGQGAGAAA AAAAGGAGQG GLGGQGAGQG AGASAAAAGG 

     301 AGQGGYGGLG SQGAGRGGEG AGAAAAAAGG AGQGGYGGLG GQGAGQGGYG 

     351 GLGSQGAGRG GLGGQGAGAA AAGGAGQGGL GGQGAGQGAG AAAAAAGGAG 

     401 QGGYGGLGSQ GAGRGGLGGQ GAGAVAAAAA GGAGQGGYGG LGNQGAGRGG 

     451 QGAAAAAGGA GQGGYGGLGS QGAGRGGQGA GAAAAAAVGA GQGGYGGLGG 

     501 QGAGQGGYGG LGSQGSGRGG LGGQGAGAAA AAAGGAGQGG LGGQGAGQGA 

     551 GAAAAAAGGV RQGGYGGLGS QGAGRGGQGA GAAAAAAGGA GQGGYGGLGG 

     601 QGVGRGGLGG QGAGAAAAGG AGQGGYGGVG SGASAASAAA SRLSSPQASS 

     651 RLSSAVSNLV ATGPTNSAAL SSTISNVVSQ IGASNPGLSG CDVLIQALLE 

     701 VVSALIQILG SSSIGQVNYG SAGQATQIVG QSVYQALGVY QALGAGGQAA 

     751 AEQKLISEED LNGAVEMGHG VGVPGVGVPG GGVPGAGVPG VGVPGVGVPG 

     801 VGVPGGGVPG AGVPGGGVPG VGVPGVGVPG GGVPGAGVPG VGVPGVGVPG 

     851 VGVPGGGVPG AGVPGGGVPG VGVPGVGVPG GGVPGAGVPG VGVPGVGVPG 

     901 VGVPGGGVPG AGVPGGGVPG VGVPGVGVPG GGVPGAGVPG VGVPGVGVPG 

     951 VGVPGGGVPG AGVPGGGVPG VGVPGVGVPG GGVPGAGVPG VGVPGVGVPG 

    1001 VGVPGGGVPG AGVPGGGVPG VGVPGVGVPG GGVPGAGVPG VGVPGVGVPG 

    1051 VGVPGGGVPG AGVPGGGVPG VGVPGVGVPG GGVPGAGVPG VGVPGVGVPG 

    1101 VGVPGGGVPG AGVPGGGVPG VGVPGVGVPG GGVPGAGVPG VGVPGVGVPG 

    1151 VGVPGGGVPG AGVPGGGVPG VGVPGVGVPG GGVPGAGVPG VGVPGVGVPG 

    1201 VGVPGGGVPG AGVPGGGVPG VGVPGVGVPG GGVPGAGVPG VGVPGVGVPG 

    1251 VGVPGGGVPG AGVPGGGVPG GLAAAEPKDE L 

 

Q-MaSp - ELP 

       1 MASKPFLSLL SLSLLLFTST CLAGSGSGMA ETAAAAFERQ HMDSGSGPGA 

      51 AQGAGAAAAA AGGAGQGGYG GLGGQGAGQG GYGGLGGQGA GQGAGAAAAA 

     101 AAGGAGQGGY GGLGSQGAGR GGQGAGAAAA AAGGAGQGGY GGLGSQGAGR 

     151 GGLGGQGAGA AAAAAAGGAG QGGYGGLGNQ GAGRGGQGAA AAAAGGAGQG 

     201 GYGGLGSQGA GRGGLGGQGA GAAAAAAGGA GQGGYGGLGG QGAGQGGYGG 

     251 LGSQGAGRGG LGGQGAGAAA AAAAGGAGQG GLGGQGAGQG AGASAAAAGG 

     301 AGQGGYGGLG SQGAGRGGEG AGAAAAAAGG AGQGGYGGLG GQGAGQGGYG 

     351 GLGSQGAGRG GLGGQGAGAA AAGGAGQGGL GGQGAGQGAG AAAAAAGGAG 

     401 QGGYGGLGSQ GAGRGGLGGQ GAGAVAAAAA GGAGQGGYGG LGNQGAGRGG 

     451 QGAAAAAGGA GQGGYGGLGS QGAGRGGQGA GAAAAAAVGA GQGGYGGLGG 

     501 QGAGQGGYGG LGSQGSGRGG LGGQGAGAAA AAAGGAGQGG LGGQGAGQGA 

     551 GAAAAAAGGV RQGGYGGLGS QGAGRGGQGA GAAAAAAGGA GQGGYGGLGG 

     601 QGVGRGGLGG QGAGAAAAGG AGQGGYGGVG SGASAASAAA SRLSSPQASS 

     651 RLSSAVSNLV ATGPTNSAAL SSTISNVVSQ IGASNPGLSG CDVLIQALLE 

     701 VVSALIQILG SSSIGQVNYG SAGQATQIVG QSVYQALGVY QALGAGGQAA 

     751 AEQKLISEED LNGAVEMGHG VGVPGVGVPG GGVPGAGVPG VGVPGVGVPG 

     801 VGVPGGGVPG AGVPGGGVPG VGVPGVGVPG GGVPGAGVPG VGVPGVGVPG 

     851 VGVPGGGVPG AGVPGGGVPG VGVPGVGVPG GGVPGAGVPG VGVPGVGVPG 

     901 VGVPGGGVPG AGVPGGGVPG VGVPGVGVPG GGVPGAGVPG VGVPGVGVPG 

     951 VGVPGGGVPG AGVPGGGVPG VGVPGVGVPG GGVPGAGVPG VGVPGVGVPG 

    1001 VGVPGGGVPG AGVPGGGVPG VGVPGVGVPG GGVPGAGVPG VGVPGVGVPG 

    1051 VGVPGGGVPG AGVPGGGVPG VGVPGVGVPG GGVPGAGVPG VGVPGVGVPG 
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    1101 VGVPGGGVPG AGVPGGGVPG VGVPGVGVPG GGVPGAGVPG VGVPGVGVPG 

    1151 VGVPGGGVPG AGVPGGGVPG VGVPGVGVPG GGVPGAGVPG VGVPGVGVPG 

    1201 VGVPGGGVPG AGVPGGGVPG VGVPGVGVPG GGVPGAGVPG VGVPGVGVPG 

    1251 VGVPGGGVPG AGVPGGGVPG GLAAAEPKDE L 

Figure S1 Desig ed p otei  se ue es of e o i a t N-te i al tagged ELP lated spide  silk p otei s. 
The legu i e B  sig al peptide is a ked i  g e . The o espo di g l si e-tag as ell as the 
gluta i e-tag se ue e is u de li ed. 

Figure S2 S a i g ele t o  i og aphs of dia o d- oated a tile e  tips. Ca tile e  DT-NCHR #  
Na oWo ld AG, Neu hâtel, S h eiz  tips e e i aged to e aluate the e a t tip adius oth efo e a  

a d afte  AFM i de tatio  e pe i e ts . A tip adius of  ±   has ee  easu ed. 

Figure S3 Thi k ess of la e s f o  asted ELP lated spide  silk p otei s ep ese ted  topog aphi al 
oss se tio  diag a s. )-height a ge of p odu ed la e s is a ked  ed a o s, the al ulated 

thi k ess is itte  i  the diag a s. a  ELP.  K-MaSp - ELP.  Q-MaSp - ELP. d  Q/
K-MaSp - ELP. 

- -



Figure S4 H d opho i it  usi g K te-Doolittle s ale K te a d Doolittle,  of N-te i al l si e- a d 
gluta i e-tags of o o e i  ELP lated spide  silk p otei s. a  N-te i al K-tag egio  of K-MaSp -

ELP.  N-te i al Q-tag egio  of Q-MaSp - ELP. The app op iate tag is sho  ith a la k 
f a e. The a i o a id se ue e of oth tags is sho  elo  the f a e. I. H d opath  p ofile. II. 
H d opho i it . III. H d opho i  egio s. IV. H d ophili it . V. H d ophili  egio s. The p ofiles e e 
pe fo ed ith P otea  D Lase ge e® . .  soft a e suite, DNASTAR I ., USA . 

.  E gä ze de Date  zu A tikel . .  

Figure S1 Statisti al dist i utio  of elasti  pe et atio  oduli E fo  la e s of s theti  iopol e s. 
Load pe et atio  u es  =   e e dete i ed pe  p otei  sa ple la e  ith a thi k ess of at 
least  μ  a d a ea  su fa e ough ess s alle  tha    fo  a .  × .  μ  g id.  
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