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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Spinnenseide

Schon seit Urzeiten verwendet der Mensch naturliBtedymere zu unterschiedlichsten
Zwecken. Baumharze dienten als Klebstoffe, Natudawk als Isolierung gegen
Feuchtigkeit, Seide und Wolle zur Herstellung voteiung. Synthetische Materialien
erweiterten das Spektrum an Werkstoffen durch reeartigen Materialeigenschaften und
die relativ einfache Produktion in groRen Mengeacibtrotz der unbestrittenen Vorzige von
synthetischen Materialien gibt es zahlreiche bigldge Materialien, die den kunstlich
erzeugten Stoffen ebenblirtig oder sogar Uberleigein Bines der eindrucksvollsten Beispiele
fur ein solches biologisches Supermaterial ist Sgmseide (Vollrath 1999). Insbesondere die
Tragfadenseide stellt mit ihrer Verbindung aus t#ét und Zugfestigkeit einen vielseitigen
potentiellen Werkstoff dar, doch sind auch andepeni@®nseidenarten von technischem
Interesse (Hayashi und Lewis 2001; Tian und LeW352 Hayashi et. al. 2004).

Spinnenseide ist ein Sammelbegriff fir eine Anzeanschiedener Fasern, die von Spezies der
OrdnungAranaea zu ebenso verschiedenen Zwecken zumeist in Abdddriisen produziert
werden (Abb. 1). Eine Ausnahme ist die Produktiam \Seidenfaden an den Fuf3en von
Taranteln zur Fortbewegung auf glatten Oberflaq@orb et. al. 2006).

Obwohl sich die sieben Arten der abdominalen Spisegle stark voneinander
unterscheiden, gibt es einige Gemeinsamkeiten. 8sieben alle Spinnenseiden aus
Proteinen, die nahezu irreversibel von einer exti@shchen in eine extrem unlésliche Form
Ubergehen. Ebenso bestehen die meisten bekannieneB8geidenproteine (Spidroine oder
Fibroine) groRtenteils aus Alanin, Serin und Glysowie in geringerem Umfang Glutamin,
Tyrosin, Leucin und Valin. Wahrend der Herstelludes Netzes werden verschiedene Faden
miteinander kombiniert, um schliel3lich das fertiMgtz zu bilden.

Die groRe ampullenférmige Drise und die darin dtghan Proteine wurden besonders
intensiv untersucht, da diese Drise aufgrund iGmé&f3e und Lage leichter zu praparieren ist
als die ubrigen Spinndrusen. Dartber hinaus isPdadukt dieser Driise die bereits erwahnte
Tragfadenseide, die aufgrund ihrer einzigartigechmaischen Eigenschaften hochinteressant

fur jede materialtechnische Untersuchung ist.
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Abb. 1: Vereinfachte Darstellung vowranaeus diadematus mit hervorgehobenen
Netzdrisen und der Funktion der zugehodrigen Spseidan (variiert aus
Vollrath 2000).

Abgesehen von der erwahnten dorsalen Seidenproduléi Taranteln werden von Spinnen,
insbesondere natlrlich von Webspinnen, bis zu siefeeschiedene Seidenarten produziert,
die nach der korrespondierenden Drise benannt wyiickbelle 1). Jede dieser Seidenarten
erfullt wichtige Funktionen. So wird die Seide dgol3en ampullenférmigen Drise oft auch
nach ihrer Funktion als Tragfadenseide bezeichietsie als ,Rettungsleine® der Spinne
dient, aber auch ein elementares StrukturelementSggnnennetzes darstellt (Foelix 1996).
Andere Seidenarten, die dem elastischen Abstoppeh Einfangen von Beute dienen

(flagelliforme Seide), werden wahrend der Konstiuktides Netzes als ,Arbeitsgerist”

verwendet (Seide der kleinen ampullenférmigen Dyiogker konservieren gefangene Beute
(aciniforme Seide) und Spinneneier (tubuliformed8gials Bestandteile von Kokons (Hu et.

al. 2006b).



1 Einleitung
Tab. 1: Funktionen von Spinnenseidenarten (vamach Hu et. al. 2006b).

Bezeichnung de| Funktion Strukturelement Basisproteine

Spinndrise/seide

Grol3e Ampullendrise | Fortbewegung, Tragfaden, MaSpl u. 2
(mayor ampullate) Beutefang Sicherheitsfaden

Kleine Ampullendrise | Beutefang Konstruktionsspirale,| MiSp1 u. 2
(minor ampullate) (Netzkonstruktion) | Netzverstarkung

Geil3elformige Drise Beutefang Fangspirale Flag

(flagelliform)

Traubenformige Drise | Beuteverwahrung, | Beutekokon, AcSpl
(aciniform) Fortpflanzung Samennetz

Birnenformige Driise Beutefang Netzbefestigung, Unbekannt
(pyriform) Verbindungsfaser

Rohrenférmige Druse | Fortpflanzung Eierkokon TuSp1,
(tubuliform) ECP-1, ECP-2
Clusterférmige Drise Beutefang Klebstoff flr Unbekannt
(aggregate) Fangspirale

Die Tragfadenseide der groBen ampullenférmigen ®ridesteht aus zwel
Hauptkomponenten: Major ampullate spidersilk pro@@laSp) 1 und 2 im Falle vddephila
clavipes, bzw. Araneus diadematus fibroin 3 bzw. 4 (ADF-3 bzw. ADF 4, entsprechend
MaSp2) undAraneus diadematus fibroin 2 (ADF-2, entsprechend MaSp1), mit einegb&e
von 180 bis 720 kDa (Jackson und Obrien 1995; daadend Cintron 1981; Mello et. al.
1994; Guerette et. al. 1996). Das Verhaltnis dedreKomponenten zueinander variiert von
Spezies zu Spezies, jedoch ist zumeist MaSp1l iBegei Mengen vorhanden als MaSp2. Die
charakteristischen Motive der Tragfadenproteine pa8nd 2 sind poly-Alanin-Blocke (in
Abb. 2 rot markiert), multiple Wiederholungen demp&ptids Glycin-Alanin (in Abb. 2 gelb
markiert) sowie das Tripeptid Glycin-Glycin-X (inbA. 2 griin markiert), wobei ,X* eine
beliebige Aminosaure darstellt. Diese Motive bilden unterschiedlicher Anzahl eine
sogenannte Ensemblewiederholung, die zwischen peni&s eine hohe Ahnlichkeit aufweist
(Abb. 2). Diese sich wiederholenden Sequenzen mildee zentralen Elemente der

Spinnenseide und sind fir die mechanischen Eigeftechverantwortlich. Tragfadenproteine

-3-



1 Einleitung

enthalten Uberdies nichtrepetitive N-und C-Termil@iren genaue Funktion noch zu klaren ist

(Motriuk-Smith et. al. 2005; Challis et. al. 2006).

Nephila clavipes GGA--GOGGYGGLGXQGH GGO-GA--GAAAAAA
Nephila madagascariensis GGA~ -GOGGYGGLGEOGA - GGY - -GGOQ-GA :AAAAAR
Nephila senegalensis GGA--GQOGGYGCGLGGQCA R — - GAAAARA——-
Tetragnatha kauaiensis  GGLGGGQ-GAGOGGQOGAGOGGYGSGLEGXGO -~ ~~GAGQGASAMARAAAAR
Tetragnatha versicolor GGLGGGQRGGRY -~~~ —— e e e == GOGGQOGAGOGAARAAASARR
Latrodectus geometricus GGA- S GOGRE - =< GOGGA-~-—-—--GAAAAAAAR -
Argiope aurantia GGO-GGXGGYGGL! --GOG GAAAARARARA -
Argiope trifasciata GGQ-GGOGGYGGL GGY GAAAAAAAA
Araneus disdematis GGX-GGXGGOGGLGS IGGY! GAAAAAAAA

Abb. 2: Vergleich der Ensemblewiederholungen vorSptaProteinen aus verschiedenen
Spinnenspezies, bzw. ADF-2 afisaneus diadematus (Gatesy et. al. 2001).

Allerdings deuten erste Ergebnisse darauf hin, des€-Termini eine wichtige Rolle bei der
Steuerung des Ldslichkeitsverhaltens von Tragfazldasspielen (Huemmerich et. al. 2004)
oder in den Prozess der Polymerisierung und daeritFéserbildung aus Seidenproteinen
involviert sind (Sponner et. al. 2005).

Die zweite wichtige Komponente von Fangnetzentstid flagelliforme Seide dar, aus der
die Fangspirale des Netzes besteht. Damit stesediKomponente den funktionellen
Hauptteil des Netzes dar. Flagelliforme Seide lest@s einem Hauptprotein, dem Flag
Protein (Hayashi und Lewis 1998).

Ocpeaix), loox foses) |
Charakteristische Motive des Flag-Proteins

l

L s seee TN LTI TN TN AL

1 J

Ensemblewiederholung
\
Michttegttirimerd=Tenminns B wicderholtes Intron mwiederholtes Exon Nlchtrepltltlver
| j C-Terminus

A | .

(== e I o o o o e e e e

Abb. 3: Schematischer Aufbau des Flag-Proteins besonderer Betrachtung der
charakteristischen Ensemblewiederholungen (Hayashiewis 2000).
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Dieses Protein hat eine Grof3e von ca. 500 kDan idieser Hinsicht also mit Proteinen der

Tragfadenseide vergleichbar. Das strukturelle Haogt der flagelliformen Seide ist das
Pentapeptid Glycin-Prolin-Glycin-Glycin-X (in Abb3 blau markiert), welches eine
Ahnlichkeit zum Pentapeptid des Elastin ahnlichatyeptids (ELP) besitzt. Zahlreiche
Wiederholungen dieses Pentapeptids umgeben zwelergeiMotive: das bereits aus
Tragfadenseide bekannte Tripeptid Gly-Gly-X (in ABbgrin markiert) und eine glycinarme
Spacerregion von 28 Aminosauren Lange (in Abb.&hge markiert). Diese Motive bilden
eine Ensemblewiederholung, die, unterbrochen varons, die Struktur des Flag-Proteins
ausmachen, wie es bereits aus den Proteinen dgia@iemseide bekannt ist. Ebenso wie diese
Proteine besitzt das Flag-Protein nichtrepetitiverld C-Termini.

Auch die Proteine der kleinen ampullenférmigen BridiSpl und 2, wurden untersucht. Sie
unterteilen sich in zwei Bereiche, eine repetifRegion und einen nichtrepetitiven Spacer am
C-Terminus. Die repetitive Region enthalt Motivée denen von MaSp1l ahneln, allerdings
sind die sich wiederholenden Einheiten in MiSp1 @rstarker konserviert (Colgin und Lewis
1998). Die GroRRen von MiSpl und MiSp2 liegen bd BPa bzw. bei 250 kDa.

Tubuliforme Seide dient dem Schutz der Spinnengidform eines Kokons. Diese Seide
bestent aus tubuliformem Spinnseidenprotein (TuSp$pwie den sogenannten
Kokonproteinen (egg case protein) ECP 1 und 2. Eglevdie Vermutung geaul3ert, dass
tubuliforme Seide die urspriungliche Form der Spisegéde war, aus der sich die Ubrigen
Seidentypen entwickelt haben (Tian und Lewis 2005).

Aciniforme Seide dient der Verpackung von Beute isosler Herstellung von Samennetzen
(Foelix 1996). Sie unterscheidet sich in ihren Emnslewiederholungen zum Teil erheblich
von den Ubrigen Spinnenseiden. Obwohl sie aufgibrel Eigenschaften (hohe Elastizitat
und geringe Bruchfestigkeit) eher Gemeinsamkeitérflagelliformer Seide aufweist, zeigen
genetische Untersuchungen des C-Terminus der aomin Seidenproteine neben
Ahnlichkeiten zur Sequenz des Flag-Proteins eblenfathwache Ahnlichkeiten mit den
Sequenzen von MaSp und MiSp (Hayashi et. al. 2004).

Uber die pyriforme Seide ist relativ wenig bekarsu. liegt fur diese Seide bisher noch keine
cDNA-Sequenz vor. Bisher ist lediglich sicher, dpgaforme Seide die Aminosauren Serin,
Asparagin, Glutaminsaure, Threonin, Lysin und Amgienthalt (Vollrath und Knight 2001).
Auch das Produkt der clusterférmigen Drise (agdeeggland) ist noch weitgehend
unerforscht. Allerdings ist die Funktion bekann&miich Klebstoff fir die Fangspirale zu
bilden (Vollrath und Edmonds 1989).
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Tab. 2: Aminosauremotive der verschiedenen Spidr@tu et. al. 2006b).

Spinnenseidenprotein Charakteristische Motive
MaSp1 GGX, (GA), poly(A)-Blocke,
MaSP2 poly(A)-Blocke, GPGXX
MiSpl GGX, (GA), poly(A)-Blocke, Spacer
MiSp2 GGX,(GA), poly(A)-Blocke, Spacer
Flag GGX, GPGG(X), Spacer
AcSpl GGX, poly(S)-Blocke
TuSpl poly(S)-Blocke, GX, AAQAASAA,
AAAQA, AASQAA, SQ,
ECP-1 Kurze poly(A)-Blocke, GA-Wiederholungen
ECP-2 Kurze poly(A)-Blocke, GA-Wiederholungen

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sl bisher identifizierten
Spinnenseidenproteine durch charakteristische Asdim@motive auszeichnen. Diese Motive
sind bei den verschiedenen Arten der Webspinnereitberiber extreme Zeitrdume
konserviert, im Falle von TuSpl existieren diesersehr als 125 Millionen Jahre (Gatesy et.
al. 2001). Dies verdeutlicht die enorme Bedeutursgeat Motive fur die korrekte Funktion
und fur die beeindruckenden Eigenschaften diesetelde und der daraus produzierten
Spinnfaden.

Spinnenseide ist bereits im nativen Zustand eifseiigges Material und erfullt zahlreiche
Aufgaben, vom Beutefang bis hin zur Fortpflanzuiigh 1). Die positiven Eigenschaften
dieses Materials sind bereits seit vielen Jahrhiedebekannt und daher ist es nicht
verwunderlich, dass die ersten Vorschlage zur imghlien Nutzung von Spinnenseide bereits
aus dem 18. Jahrhundert stammen (Floericke 19p@)n&nseide wurde allerdings schon im
antiken Griechenland als Wundauflage verwendet. Aufigen Sudseeinseln wurden
Spinnenfaden zur Herstellung von Fischkeschern taenDer geringe Durchmesser von
Spinnenseide machte das Material geeignet zur Adwen als ,Fadenkreuz” in optischen
Geraten, so zum Beispiel in Mikroskopen, Zielfetmem und ahnlichem (Gertsch 1979). Bis

zum Zweiten Weltkrieg fanden Spinnenfaden hierféarvendung.



1 Einleitung
Zahlreiche weitere Anwendungen sind moglich. Allegd ist dazu die Herstellung von

Spinnenseide in gro3en Mengen no6tig. Sehr naheliegst die Verwendung von

Spinnenseide als technische Faser in direkter Kmweka zu synthetischen Fasern, wie zum
Beispiel aromatische Polyamide, bekannt unter demkbhnamen Kevlar oder Nomex der
Firma DuPont. Diesen synthetischen Fasern ist diiven Spinnenseide sowohl an
Bruchfestigkeit als auch an Dehnungsfahigkeit @ggh (Tab. 3 aus Tirrell 1996; Hinman et.
al. 2000; Vollrath und Knight 2001). Die Zugfestagkbezeichnet die maximale Spannung,
der ein Material vor dem Zerreil3en widerstehen k&ia ergibt sich aus der Zugkraft im

Moment des ZerreiBens bezogen auf den urspringlidechmesser des Werksticks.
Tragfadenseide ist hinsichtlich der Zugfestigke#tr dechnischen Faser Kevlar zumindest
ebenblrtig. Beim Vergleich der Bruchenergie, alser dEnergie, die eine definierte

Materialmenge aufnehmen kann, bevor sie zerreifrtieffen sowohl Tragfadenseide als
auch flagelliforme Seide die bekannten synthetisddaterialien um wenigstens 200%. Im
Gegensatz zur Tragfadenseide, die ihre Stabildg&hlich Kevlar, aus der Zugfestigkeit

bezieht, ist die flagelliforme Seide eher mit Gumrargleichbar. Beide Materialien besitzen
sowohl eine hohe Bruchenergie als auch eine Ei@dgtizon mehreren hundert Prozent und

kénnen sich also auf ein Vielfaches ihrer urspridhgn Lange ausdehnen.

Tab. 3: Vergleich der Materialeigenschaften vom8gnseide mit technischen Materialien
(Tirrell 1996).

Material Zugfestigkeit Dehnung [%] | Bruchenergie [J k§
[N m?]
Tragfadenseide 4x30 35 1x10
Flagelliforme Seide 1xto >200 1x10
Kevlar 4x10 5 3x1d
Gummi 1x16 600 8x10
Tendon 1x10 5 5x10
Nylon (Typ 6) 4x10 200 6x10

Betrachtet man diese Eigenschaften, ist es nutazywarum eine groldtechnische Produktion
von Spinnenseiden o©6konomisch interessant ist. dihgs missten zu diesem Zweck

Spinnenseidenproteine in einem weitaus gré3ererstdbhergestellt werden, als es bisher
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1 Einleitung
moglich war. Ebenso ist das Problem der Polymetisg von einzelnen Proteinen zur

fertigen Spinnenseide zu lI6sen, um die Verspinraingrmdaglichen und damit eine technisch
verwendbare Faser zu erhalten. Spinnenseidenpeoteiarden bereits erfolgreich als
Aufwuchsflache fir Chondrozytenzellkulturen (Kndgmtlen) verwendet (Scheller et. al.
2004). Dabei zeigte sich, dass Chondrozyten awdrdiatrix aus Spinnenseidenproteinen
sowohl weniger dedifferenzieren als auch in gemegeMalie absterben als auf Kulturmedien
ohne Serum oder ohne weitere Hilfsstoffe. Weiterhinrde native Tragfadenseide der
Gattung Nephila als Stitzstruktur fur Schwannsche Zellen beim Aufbkinstlicher
Nervenfasern eingesetzt (Allmeling et. al. 2006)ei Bliesen Experimenten konnten
erfolgreich einfache Nervenverbindungen hergesteditden. Ein ganzlich anderer Ansatz
basiert auf der veranderlichen Kontraktion von 8pmseide. Dabei wurden
Spinnenseidenfasern verwendet, um BlutgefaRe ¢ezielverengen und so verschiedene
ischamische Krankheiten im Mausmodell simuliererkédaonen (Zhou et. al. 2006). Fur die
meisten hier aufgefihrten medizinischen Applikagilonvon Spinnenseide missten die
Spinnenseidenkonstrukte direkt in den Organismus HBatienten eingebracht werden.
Aufgrund der geringen immunogenen Wirkung von Seiseide (Vollrath et. al. 2002) ist
dies nicht nur problemlos mdéglich, sondern es érgich eine weitere grundlegende
Anwendung, namlich als Beschichtung fur Implantatke unbeschichtet zu starken
AbstoRRungsreaktionen fuhren wirden.

Im Bereich der Nanotechnologie wurden SpinnenfaségrStitzstrukturen fir Nanopartikel
aus Gold eingesetzt (Singh et. al. 2007). Dabeinteaman ebenfalls die polaritdtsabhangige
Langenanderung von Spinnenseide nutzbar, die, aneite erwdhnt, fir die Verengung von
BlutgefalRen eingesetzt werden kann. Durch die Alolstanderung der auf die Spinnenseide
aufgebrachten Goldschicht wird die Leitfahigkeit danopartikel veréandert. Somit kénnen
Konzentrationsanderungen verschiedener Lésungsmitie zum Beispiel Chloroform oder
Methanol, in der Nahe der beschichteten Spinneasgednessen werden. Die hohe Stabilitat
der Spinnenfaden ist auch bei dieser Anwendungcleaitdend, um trotz des notwendigen
geringen Durchmessers der wiederholten mechanisdBeanspruchung wahrend der
Langenanderungen widerstehen zu kénnen.

Im Gegensatz zur Seide des SeidenspinnBosnifyx mory) kann Spinnenseide nicht in
gréReren Mengen von der Spinne direkt gewonnen emerdla Spinnen ein starkes
Territorialverhalten besitzen und bei der Jagd armhArtgenossen nicht halt machen. Daher

ist die Haltung von Spinnen in groRerer Stuckzalfl engem Raum kaum mdoglich, bzw.
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1 Einleitung
extrem kostenintensiv. Ein weiteres Problem istrchevendige Versorgung der Spinnen mit

Lebendfutter. Ebenso unpraktikabel fur eine grdfdtesche Verwertung stellt sich die
Gewinnung einzelner Seidenarten dar. Da die vezdelmen Spinnenseidenarten im fertigen
Spinnennetz bereits miteinander kombiniert sinddis Gewinnung einer einzelnen Seidenart
kaum ohne Kontaminationen oder grof3e Mengenverlogiglich. Die einzige bisherige
Alternative stellt das ,Melken“ der Spinne (,forcetking“) dar, wie es auch zur Gewinnung
von kleinsten Probenmengen zu Analysezwecken hisehiéblich ist. Bei dieser Methode
werden allerdings die mechanischen Eigenschaftgindert, sodass die Qualitdt von nativer
Spinnenseide nicht erreicht wird (Vollrath et.2001).

Erste Versuche zur technischen Gewinnung von Spfaden unternahm der Missionar Paul
Camboué (1849-1929). Er spannte weibliche Spinnen @attung Nephila in hohle
Korkstticke, wobei der Hinterleib hervorragte. Umnndie Spinne zum Absondern von
Seidenfaden zu veranlassen, hielt er der SpinreeFdiage vor. Die so abgesonderten Faden

wickelte er auf einer Haspel auf (Abb. 4).

Abb. 5: Erweiterte Halterung mit verbesserter Hagpleericke 1919).
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1 Einleitung
Das Prinzip dieser primitiven Vorrichtung wurde hulceim Nachfolgemodell verwendet

(Abb. 5). Allerdings konnte das Problem der Lebéttdfung der Spinnen nicht
wirtschaftlich gelést werden und so wurde eine ereitindustrielle Verwendung von
Spinnenseide flr unmdoglich gehalten (Floericke )918us diesen Griinden ist die
biotechnologische Herstellung von Spinnenseideetheige Moglichkeit, diesen wertvollen
Rohstoff in technisch relevanten Mengen herzustellgste Ansétze zur biotechnologischen
Herstellung von  Spinnenseide beinhalteten  Versuclmr  Produktion von
Spinnenseidenproteinen in Bakterienkulturen (Prieiceal. 1995), Hefekulturen (Fahnestock
und Bedzyk 1997), Insektenzellkulturen (Miao et.2006) und Saugetieren (Lazaris et. al.
2002).

Bei der Herstellung ift. coli ist sowohl die Gesamtgrof3e der exprimierten Spidrais auch
die Produkthomogenitat durch Terminierungsfehlehne@id der Proteinbiosynthese stark
limitiert (Fahnestock et. al. 2000). Dieser Nadhtait bei der Produktion in Hefezellen
(Pichia pastoris) nicht auf (Fahnestock und Bedzyk 1997), allerdingt dieses System,
ebenso wie die erwahnten tierische Zellkulturenr dastenintensiv und nur mit hohem

Aufwand an veranderte Produktionsmengen anzupdbteet. al. 2005).

1.2  Pflanzen als Produktionsplattform fir transgene Prdeine

Im Gegensatz zu den oben angefihrten Limitierungiedie VergroRerung der Anbauflache
von Pflanzen relativ problemlos, was einen enorrivemteil in Bezug auf Kosten und

Planungsflexibilitat bedeutet (Raskin et. al. 200®)dere Vorteile der Proteinproduktion in
Pflanzen sind die allgemein niedrigeren Produk#osten im Vergleich zu transgenen
Tieren, Bioreaktoren und Fermentern und die gublietden Infrastrukturen fir Produktion

und Ernte von Kulturpflanzen. Die meist korrektelttiag und nur leicht abweichende
Glykosilierung von eukaryotischen Proteinen in R4len (Lerouge et. al. 2000) und die
Mdoglichkeit zur Einlagerung von exprimierten Prot in Lagerkompartimente, die die
Stabilitat der Proteine gewahrleisten sind weilogeteile (Horn et. al. 2004). Ebenso ist die
Herstellung von pharmazeutischen Proteinen in B8annicht mit dem Risiko einer

Kontamination durch humane oder tierische Virenraaledere Krankheitserreger behaftet,
wie es im Falle von entsprechenden Zellkulturenrdbd@nsgenen Tieren der Fall ware
(Commandeur et. al. 2003). Es wurden bereits zahkepharmazeutische Proteine in

Pflanzen hergestellt, so zum Beispiel Impfstoffe £Zowendung bei Hepatitis B (Richter et.
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al. 2000), Diarrhoe (Tacket et. al. 1998) und wall (Yusibov et. al. 2002), Antikorper

gegen Karies (Ma et. al. 1998) und gegen bosakygephknotengeschwire (McCormick et.
al. 1999). Daruber hinaus wurden zahlreiche weiengrendungen aus dem Bereich der
Medizin (Ubersicht u. a. bei Ma et. al. 2005 undyfivan et. al. 2003) und der Tiermedizin
publiziert (Ubersicht bei Floss et. al. 2007). Boiches weiteres Beispiel ist die Herstellung
von Einzelkettenantikorperfragmenten (scFv) in kpiblanzen (Owen et. al. 1992).
Insbesondere die Expression von scFv's in TabaksafiRedler und Conrad 1995) ist
aufgrund der Lagerstabilitat bei Raumtemperaturveeversprechender Ansatz. So kénnten
Pflanzen zu einer zuverlassigen und schnell eibaetn Quelle fir monoklonale Antikorper
werden. Die Produktion in transgenen Saugetierémzaum Beispiel in der Milch von Kiihen
oder Ziegen, setzt neben den bereits erwahntenrdrdlkosten langfristige Wartezeiten von
funf bis zehn Jahren von der Klonierung des Gesszhr erstmaligen Proteinexpression
voraus (Fischer und Emans 2000). Seit der erstanlest Transformation einer hdoheren
Pflanze (Fraley et. al. 1983), namentlithicotiana tabacum, sind zahlreiche transgene
Proteine in Pflanzen exprimiert worden. Die erstdieser Proteine, die explizit aus
kommerziellen Griinden in Pflanzen hergestellt waordearen Avidin (Hood et. al. 1997,
Glucuronidase (Witcher et. al. 1998) und Trypsino@fard et. al. 2003) in Mais. 100 kg
Samen aus transformierten Maispflanzen enthieleg 2vidin, eine Menge, die in etwa 900
kg Huhnereier enthalten ist. Erste Kostenabschgemurergaben einen Kostenriickgang um
den Faktor zehn bei der Herstellung des unbehard&bhmaterials. Flir eine endgultige
Kostenberechnung muss die Isolierung des Avidirssdain Maiskdrnern im grol3technischen
Mal3stab mdglichst kostengunstig und verlustarmsieabar sein, ein Punkt, der bei nahezu
jeder Produktion von Proteinen in Pflanzen zu bkdenst. Lediglich bei der Herstellung von
Impfstoffen in essbaren Pflanzen kann die Reinigund die damit verbundenen Kosten
vermieden werden, sofern die Impfstoffe bei der maime mit der Nahrung eine
ausreichende Immunantwort bewirken (Daniell et2@01; Boehm 2007).

Die Expression von Poly3-hydroxybutyrat (PHB) irartsgenen Pflanzen zielt auf die
Herstellung von technischen Polymeren ab (Poirieragé 1992). Allerdings muss die
Produktivitat der pflanzlichen Expression starktdthwerden, da die Kosten fur 6lbasierte
Kunststoffe immer noch deutlich unter denen vonpkistik liegen. Der Weltmarktpreis fur
konventionelle Kunststoffe liegt bei unter einemrdypro Kilogramm. Nach ungefahren
Schatzungen ware es notwendig, den Anteil des [geei Biopolymers auf 15% der

geernteten Trockenmasse zu erh6hen, um mit dieserstdungspreis konkurrieren zu
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konnen (Scheller und Conrad 2005). Bei der Herstgllvon PHB in Zuckerrohrhybriden

(Saccharum spp.)konnte ein maximaler PHB-Anteil von etwa 2% derckenmasse erreicht
werden (Petrasovits et. al. 2007). Bei der Expogssi RapssamerB(fassica napus) wurde
hingegen eine Konzentration von bis zu 8% erreighbumiel et. al. 1999). Bereits
Konzentrationen in dieser GrofRenordnung fuhren aft Wachstumshemmungen und
Fehlbildungen der Pflanzen (Bohmert et. al. 200@&)s zu einer geringen Erntemenge und
damit zu einer niedrigen absoluten Ausbeute an RHB. Induzierbare Systeme stellen eine
Moglichkeit dar, diese Schwierigkeit zu umgehen.rdbu Induktion mit einem nicht-
steroidartigen Ecdyson-Analogon (Retnakaran et2@D3) konnten imArabidopsis thaliana
Mengen von bis zu 14,3% des Trockengewichts erreisdrden (Kourtz et. al. 2006),
allerdings nur in jungen Pflanzen, was wiederumne ejeringe absolute Menge bedeutet. In
alteren Blattern wurde lediglich ein Trockengewastteil von 7% erzielt.

Die Suche nach Méglichkeiten, die Ausbeute in @lehen Expressionssystemen zu steigern
wird standig fortgesetzt. Die Stabilisierung gedreoteolyse kann durch die Expression des
Proteins mit einem geeigneten Fusionspartner étréerden (Jacquet et. al. 1999; Miyano
et. al. 2003). Eine Gruppe solcher stabilisierenBasionspartner sind Elastin ahnliche
Polypeptide (ELP).

1.3 Elastin ahnliche Polypeptide (Elastin-like-polypepides)

ELPs sind Polypeptide mit einer stark repetitivérul8ur, die auf Sdugetier-Elastin basieren
(Urry 1988). ELP-Fusionsproteine, die verschied8panenseidenproteine oder Interleukine
als Fusionspartner enthielten, wurden im pflangichExpressionssystem durch ELP
stabilisiert, wodurch die effektive Ausbeute dersiBasproteine erhoht werden konnte
(Scheller et. al. 2004; Patel et. al. 2007). Disi&n von ELP mit scFvs erhohte die Ausbeute
sogar um das 40-fache, so dass ein Mengenanteil288fm TSP erreicht werden konnte

(Scheller et. al. 2006). Neben der Stabilisierueg Busionsproteins sind ELPs auch fur die
Reinigung aus Pflanzenmaterial interessant.

Die Reinigung von Spinnenseidenproteinen aus pitarem Material muss insbesondere mit
Blick auf die Herstellung wirtschaftlich lohnenswesrProteinmengen betrachtet werden.

Die im Laborbetrieb tblichen Saulenreinigungsvengahsind fir eine Mal3stabsvergrof3erung
aus ersichtlichen Kostengriinden nicht geeignet wwedbst fir eine Reinigung im

Labormal3stab ergeben sich Probleme, da zahlreisimaeéhseidenproteine nur schwer vom
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Saulenmaterial eluierbar sind. Ein Alternativvertah das erfolgreich bei der Reinigung von

Spinnenseidenproteinen aus Tabakblattern eingeseitzie, nutzt die temperaturabhangige
Loslichkeit von ELPs. Unterhalb einer bestimmtermperatur (Transitionstemperatur) ist
ELP stark hydrophil. Wird die ELP-L6sung jedoch fideese Temperatur hinaus erhitzt, fallt
ELP aus. Diese Fallung wird durch Zugabe von Na@énrstiitzt und ist nahezu vollstandig
reversibel, was Reinigungsmethoden auf ELP-Basigglicht. Bereits seit mehreren Jahren
wird diese Methode des Inverse Transition CyclingC) zur Reinigung von ELP-
Fusionsproteinen eingesetzt. Eine ELP-Einheit isin ePentapeptid mit der
Aminosauresequenz Val-Pro-Gly-Xaa-Gly (Xaa kanrejé&minoséure aul3er Prolin sein).
Die freie Aminoséure wird je nach gewilnschter Anserg gewahlt, ebenso die Anzahl an
ELP-Einheiten im vollstandigen ELP-Gen. Neben dieBaktoren beeinflusst auch das mit
ELP fusionierte Protein die Transitionstemperaturd udamit das Reinigungsverfahren
(Trabbic-Carlson et. al. 2004). Um die Ausfallung werstarken und auf diese Weise die
Ausbeute zu erhéhen, kann nicht fusioniertes ELRJImerschuss zugegeben werden und so
als Interaktionspartner fir gering exprimierte BE#sionsproteine dienen (Christensen et. al.
2007). Proteine mit His-Tag wurden erfolgreich abhPEmit metallbindenden Liganden
assoziiert (Stiborova et. al. 2003). Ebenso wumd@rELP-Varianten Quecksilber, Arsen und
Cadmium aus wassrigen Lésungen entfernt (Kostale2003; Kostal et. al. 2004; Kostal et.
al. 2005), spezifische Antigene gereinigt (Kim ak. 2005) und lektinbindende Polymere
erzeugt (Sun et. al. 2005).

Neben der Reinigungsfunktion sind auch medizinis@éinevendungen fir ELP und ELP-
Fusionsproteine denkbar. ELP-Varianten wurde belispeise mittels rekombinanter
Gewebetransglutaminase zu einem Hydrogel vernetat, Knorpelgewebe zu ersetzen
(McHale et. al. 2005). Dazu wurden Chondrozytenawiéi ELP-Varianten gemischt, die an
der Position der vierten Aminosaure in jedem siel®entapeptid die Aminosauren Lysin
bzw. Glutamin enthielten, um an diesen Stellen \d&netzung mit Transglutaminase zu
ermoglichen. Auf diese Weise wurden die Zellen rtha#b des sich bildenden ELP-
Hydrogels eingeschlossen, was eine Verbesserungnumhanischen Belastbarkeit der
Gewebematrix zur Folge hatte.

Ein interessanter Ansatz ist die Fusion von ELPphéarmazeutischen Wirkstoffen. Durch die
prazise Kontrolle der Ldslichkeit ware es mogliemen Wirkstoff in bestimmten Geweben
mittels einer lokal induzierten Hyperthermie ausleh und so in diesem Gewebe den
Wirkstoff anzureichern (Meyer et. al. 2001a; Mewtr al. 2001b). Dieses Verfahren wird
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auch fur die Krebstherapie getestet. So soll derk$bff Doxorubicin gezielt in Tumore

geschleust und dort angereichert werden, da eiseemmische Erhohung des Wirkstoffs zu
starken Nebenwirkungen fihrt (Bidwell et. al. 20p7burch die Fusion mit ELP konnten
sogar Krebszellen, die gegen den verwendeten Wifksesistent waren, erfolgreich
abgetotet werden. Dabei blockierte ELP offenbar deansport des Wirkstoffs aus den
resistenten Krebszellen (Bidwell et. al. 2007a).

Aufgrund der exakt kontrollierbaren Loslichkeit érglichen ELP-Varianten ebenfalls die
Entwicklung von Biosensoren. Uber eine Anderung Temperatur oder des Salzgehaltes
kann ELP gezielt mittels hydrophober Wechselwirkemgan Oberflachen gebunden und
ebenso wieder gelost werden. Somit konnen dieseebd?arameter im umgebenden Medium
anhand eines mit ELP fusionierten Markers bestinveriden (Frey et. al. 2003a; Frey et. al.
2003b).

1.4 Proteinmodifikation

Neben den Strukturelementen der Spinnenseiden+ksmioteine ist auch die Gesamtgrolle
der Proteine von enormer Bedeutung, namentlich dig@ Ausrichtung wahrend des
Spinnvorganges (Kojic et. al. 2006). Daher ist dmschenswert, die GroRe der nativen
Spinnenseidenproteine zu erreichen. Die im Rahniesed Arbeit in Pflanzen hergestellten
Spinnenseiden-Fusionsproteine erreichen bereits @ndl3e von Uber einhundert kDa. Eine
weitere VergroRerung auf genetischer Basis, algoKdonierung eines grol3eren nativen
Spinnenseidenproteins ist mit enormen Stabilitétsemen verbunden (Hinman et. al. 1992).
Insbesondere wahrend der Klonierungeircoli ist die Instabilitat von transgenen Sequenzen
durch Rekombination gut dokumentiert (Nakamura ]19P#rce und Gutteridge 1985;
Bzymek und Lovett 2001). Ahnliche ProzesseAmrobacterium tumefaciens wurden zwar
bisher nicht publiziert, doch ist anzunehmen, dheshrepetitive Sequenzen in dieser
GroRRenordnung auch in diesem bakteriellen Systestabil werden kdnnen.Eine
Moglichkeit zur Uberwindung dieser GroRenbegrenzuig die posttranslationale
Modifikation bzw. Polymerisierung der Proteine.

Ein geeignetes Werkzeug fir die posttranslation&ledifikation der Spinnenseiden-
Fusionsproteine, insbesondere fur die Polymerisggruist Transglutaminase (Protein-
Glutaminy-Glutamyltransferase). Transglutaminase bildet épdplbindungen zwischen der

e-Aminogruppe der Aminoséaure Lysin und deGlutamylgruppe der Aminosaure Glutamin
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(Pisano et. al. 1968). Diese kovalenten Bindung&mkn durch Proteasen nicht gespalten

werden, sind biochemisch also sehr stabil, wasdiérVerkntpfung von Strukturproteinen
notwendig ist, um die Gesamtstabilitat nicht zuileachtigen. Transglutaminasen sind weit
verbreitet. So wurden sie bereits unter andereBaumgetieren (Sarkar et. al. 1957), Bakterien
(Kanaji et. al. 1993), Pflanzen (Serafini-Fracassinal. 2002) und in Amphibien (Zhang und
Masui 1997) gefunden. Calciumabhéngige Transglutasen, die auch im menschlichen
Organismus nachgewiesen wurden, erfullen Funktiomen der Blutgerinnung, dem
Knochenwachstum und der Ausbildung von ZellstrudtuLorand und Graham 2003).
Obwohl bereits diese Enzyme flr die Verknipfung YRvateinen geeignet sind, konnte erst
an eine industrielle Verwertung gedacht werden, estee calciumunabhangige bakterielle
Transglutaminase irgreptoverticillium mobaraense entdeckt wurde (Ando et. al. 1989).
Diese bakterielle Transglutaminase wird in das Wubedium der Bakteriensuspension
sekretiert, wodurch eine kostengunstige Massengtamu moéglich wurde. Das primare
Anwendungsgebiet der Transglutaminase ist die Lsbételindustrie. Mittels
Transglutaminase werden strukturabhangige Eigeftech&on Nahrungsmitteln verbessert,
wie zum Beispiel die Bindung von Wasser, ViskosiEastizitat oder Textur. Dartber hinaus
kann mittels Transglutaminase die Ausbeute an wdparen Fleischprodukten erhoht
werden, indem ansonsten unbrauchbare Fleischrasteussehen und Textur verbessert
werden und so anschlieRend fur den Konsum geegjndt(Muguruma et. al. 1990.) Aber
auch die Verbesserung der Backeigenschaften vozenieiehl (Tseng und Lai 2002) oder
die erhohte Haltbarkeit von Obst und Gemise (Tdkagad al. 1991) wird durch die
Behandlung mit bakterieller Transglutaminase ehteiEine extrem interessante Anwendung,
insbesondere im Hinblick auf die Nutzung von Spisedenproteinen, ist die Bearbeitung
von Wollfasern mittels bakterieller Transglutamima€ortez et. al. 2004). Dabei wurden
Wollfasern entweder untereinander mit Transglutasénverknipft oder mit Seidenproteinen
der SeidenraupBombyx mori verbunden (Cortez et. al. 2005; Cortez et. al.720Dadurch
konnte in beiden Fallen die Farbechtheit, die meische Belastbarkeit und
Widerstandsfahigkeit der Wollfasern gegen Abnutzimeg chemischer und enzymatischer
Behandlung (z.B. durch Reinigungsmittel) verbesserden.

Alle aufgefihrten Beispiele verdeutlichen eine wet Eigenschaft der bakteriellen
Transglutaminase, namlich eine geringe SubstrafggeZDeJong und Koppelman 2002),

was zahlreiche weitere Anwendungen ermoglicht.
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1.5 Zielsetzung

Eine Herausforderung auf dem Weg zur technischeduRtion von Spinnenseidenproteinen
in Pflanzen ist deren kostengtinstige Produktiogrofien Mengen. Bereits im Labormalf3stab
werden mehrere Gramm gereinigtes Spinnenseidemprdiendtigt, um eine maoglichst
vollstandige mechanische Testung zu ermdglichene Brfolgreiche Expression von
Spinnenseidenproteinen in Tabakblattern und dddieti® Reinigungsverfahren bieten eine
gute Ausgangsbasis fir die Herstellung und mecbheis Testung weiterer
Spinnenseidenproteine. Allerdings stellt sich dasbm der langfristigen Lagerung der
Tabakblatter, was im Labormal3stab ein organisatoes Problem ist und bei grol3eren
Produktionsmengen den noétigen Aufwand fur die Noggzudes Expressionssystems
Tabakblatt Uber ein tolerierbares Mal3 hinaus steige

Im Rahmen dieser Arbeit werden verschiedene Spswidenkonstrukte in Samen von
Nicotiana tabacum exprimiert und das Samensystem mit der ExpressimoBlatt verglichen,
insbesondere die produzierbaren Mengen sowie dieeAdbarkeit und moglicherweise
notwendige Adaption des ELP-basierten Reinigundakiezns. Im Hinblick auf das erwahnte
Lagerungsproblem wird die Langzeitstabilitdt deotPine im Samen bei Raumtemperatur
Uber einen Zeitraum von einem Jahr untersucht, ignsdmenexpression als unkompliziertes
Produktionssystem fir den Laborbedarf zu etablidBamiiber hinaus kénnten diese Versuche
Aufschluss Uber die Lagerungsstabilitat von Spiseatenproteinen in anderen pflanzlichen
Systemen geben, die fur eine kommerzielle Herstgllvon Spinnenseidenproteinen in
Pflanzen zuklnftig verwendet werden konnen.

Die Reinigung des transgenen Proteins wird, wieeitererwdhnt, mittels der etablierten
Inverse Transition Cycling-Methode durchgefiihrt. e Dikritischen Parameter dieser
Reinigungsmethode sind die Transitionstemperatar die Salzkonzentration wahrend der
Fallung. Diese Parameter muissen gegebenenfalls digs neue Expressionssystem
Tabaksamen optimiert werden. Dabei sind selbstwedéth eine moglichst niedrige
Transitionstemperatur und eine ebenfalls moglichsiedrige  Salzkonzentration
wunschenswert, da dies erstens eine Reduzierungealeigungskosten bedeuten wirde und
zweitens die Reinigung im groReren Mal3stab starin@chen wirde. So ist die Entfernung
des Salzes nach der Fallung mittels Dialyse eitiskher Schritt der Reinigung, der mit
hohen Ausbeuteverlusten einhergeht. Eine gerindgek@mentration konnte die Dauer der

abschliel3enden Dialyse reduzieren und so die Reatsbeute erhdhen.
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Die im Rahmen dieses Projektes verwendeten repgtitspinnenseidenkonstrukte liegen in

einem Grol3enbereich oberhalb von einhundert kDastébil transformierten Pflanzen
konnten derartige Proteine ohne nennenswerten Abzptdmiert werden (Scheller et. al.
2001; Scheller et. al. 2004). Allerdings ist es flie Materialeigenschaften oder fir eine
etwaige spatere Fasergewinnung der Spinnenseidemgoninschenswert, die Grof3e der
Fusionsproteine weiter zu erhéhen. Dazu werdenchiezdene Spinnenseidenkonstrukte mit
Dimerisierungsmarken versehen und in Tabak expriminschlielend soll die
posttranslationale Dimerisierung mittels bakteeieTransglutaminase durchgefihrt werden.
Neben der reinen Vergrof3erung der Produkte solhfabs diein-vitro Verkniupfung von
Spinnenseidenproteinen mit ELP-Blocks untersuchtde® um so das Protein nachtréaglich
mit einer Reinigungskomponente versehen zu kondesétzlich muss Uberpriuft werden, ob
die Verknupfung der Glutamin- und Lysinmarken sfpieain eine Heterodimerisierung
darstellt, oder ob ebenfalls unspezifische Verkoiigén zwischen den Spinnenseiden-
Fusionsproteinen auftreten. Dies ware zwar intargs$ur neue Materialeigenschaften,
konnte aber auch ein Problem fir die Reinigungetsitinverse Transition Cycling bedeuten,

da heterogene Produkte mdglicherweise unterschiediiransitionstemperaturen aufweisen.

Zusammenfassend betrachtet soll im Rahmen diesdieitArdie Produktion von
Spinnenseiden-Fusionsproteinen in Tabaksamen umit éane mogliche Alternative fir die
Produktion in Blattern etabliert werden. Dartberehis soll anhand dieses Modellsystems das
Potential von Samen zur Herstellung und Lagerung @pinneseiden-Fusionsproteinen

bewertet werden.

Der zweite Teil dieser Arbeit zielt auf die postistationale Verkniipfung von Proteinen zur

Steigerung der Maximalgré3e ab.
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2 Material und Methoden
2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Bakterienstamme

Escherichia coli:

XL1Blue (StratageneyecAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F~ proAB

laclgZAM15 Tn10 (Tetr)] (Bullock et. al. 1987)

Agrobacterium tumefaciens:
pGV 2260 in C58C1 (Deblaere et. al. 1985)

2.1.2 Vektoren

PRTRA 7/3 Amp (Artsaenko et. al. 1995)
pCB301 (Xiang et. al. 1999) mit KgiScheller et. al. 2004)

2.1.3 Pflanzenmaterial
Die im Rahmen dieses Projektes verwendeten Spierdarkonstrukte wurden in Blattern
von Nicotiana tabacum (Varietdt Samsun NN) unlicotiana benthamiana, sowie in Samen

von Nicotiana tabacum (Varietat Samsun NN) exprimiert. Blattmaterial ader bis zur

Reinigung bei -80°C, Samen sowohl bei -80°C, athdei Raumtemperatur aufbewabhrt.
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2.1.4 Oligonukleotide, Primer

Tab. 4: Verwendete Oligonukleotide bzw. Primer

2 Material und Methoden

Name | Sequenz (5" > 3") Hersteller Funktion
MaSp1l-| gacggtaccgaaattgtttcagctttggta Metabion | Nachweis von  MaSpl
for (Martinsried) | mittels PCR
MaSp1-| gacagtacttgagaatgcttggtttatag Metabion | Nachweis von  MaSpl
rev (Martinsried) | mittels PCR
LeB4- | actcatgtggagtggcaggt Metabion | Nachweis des LeB4-
for (Martinsried) | Promotors mittels PCR
LeB4- | cacgtgtgacagaacgtgtg Metabion | Nachweis des LeB4-
rev (Martinsried) | Promotors mittels PCR
USP- | gcaggtcgacctgcagca Metabion | Nachweis des USR-
for (Martinsried) | Promotors mittels PCR
USP- | gtcgagatctgctggctatga Metabion | Nachweis des USR-
rev (Martinsried) | Promotors mittels PCR
GIn- gatccggctctggaatggctgaaacggecgBiomers.net | Linker mit Glutamin-Tag
for agcggctttcgaaagacagcatatggattgtguim)
GIn- gatccagaatccatatgctgtctttcgaaagcBiomers.net | Linker mit Glutamin-Tag
rev gctgcggcecgtttcagccattccagagecg (Ulm)
Lys- gatccggctctggaatgaaggaaacggcciomers.net | Linker mit Lysin-Tag
for agcgagattcgaaagaaaccatatggattc{@ylm)
Lys- gatccagaatccatatggtttctttcgaatctcdiomers.net | Linker mit Lysin-Tag
rev ctgcggccgtttecttcattccagageecg | (Ulm)

2.1.5 Medien

2.1.5.1 Pflanzenmedien

MS-Medium: 4,3g/l Murashige und Skoog-Medium mad@| MES,
1% Saccharose, pH mit 1N KOH auf 6,0 einstellen
MS-Agar: Zugabe von 0,8% (w/v) Agar
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2 Material und Methoden

MG-Medium: MS-Medium, 169/l Glukose, 1mg/l BAP, :8/| NES,
500mg/I Cefotaxime, 50mg/l Kanamycin

MG-Agar: Zugabe von 0,9% Agar

2.1.5.2 Bakterienmedien

LB-Medium: 10g/l Trypton, 5¢g/l Hefeextrakt, 0,17MaRI, 0,1%(v/v) 1IN NaOH
YEB-Medium: 1g/l Hefeextrakt, 5g/I Fleischextraky/l Trypton, 15mM Saccharose,
2mM MgSQ, pH7,0

SOB-Medium : 20g/l Trypton, 5¢g/l Hefeextrakt, 8,5mMaCI, 2,5mM KCI

mit 5M NaOH auf pH7,0 einstellen

SOC-Medium: SOB-Medium, 100mM MgCI (steril), 50mMukose (sterilfiltriert)

2.1.6 Puffer

4xMarvelpuffer: 80mM TRIS (pH7,8), 720mM NacCl

Marvelmilch: 5% (w/v) Milchpulver in 1xMarvelpuffer

5xTBE: 0,44M TRIS HCI, 12mM EDTA, 0,44M Borsaurd]®,0

Infiltrationspuffer: 210mM MES-NaOH (pH5,5), 10mM @,

10xPBS: 0,02M KHPQ,, 0,08M NaHPO, x 2H,0, 1,5M NacCl, pH7,6
Samenextraktionspuffer : 50mM TRIS (pH8,0), 200mMAl 5mM EDTA (pH8,0), 0,1%
(v/v) Tween 20

SDS-Elektrophoresepuffer: 0,025M TRIS, 0,25M Gly@hi8,3, 3,5mM SDS
SDS-Probenpuffer: 36mM TRIS-HCI (pH6,8), 35mM SO35mM Bromphenolblau,
0,68M Glycerin, 0,36M3-Mercaptoethanol

SDS-Sammelgelpuffer: 28mM SDS, 1M TRIS-HCI (pH6,8)

SDS-Trenngelpuffer: 28mM SDS, 2,7M TRIS-HCI (pH8,8)

Coomassie-Farbelosung (Variation nach Maldener RO@}1M Isopropanol, 1,75M
Essigsaure, 0,6mM Coomassie-R250

TE-Puffer: 10mM TRIS-HCI (pH8,0), 1mM EDTA

Transferpuffer: 2000ml Methanol, 4000ml| SDS-Elegtroresepuffer

-20 -



2 Material und Methoden

2.1.7 Enzyme

Ajinomoto Foods Deutschland GmbH (Hamburg): ActW Transglutaminase

Boehringer (Mannheim): Restriktionsendonukleasen

Fermentas (Burlington, Kanada): Restriktionsendtgagen, Shrimp alkalische Phosphatase
Gibco-BRL (Gaithersburg, USA): Restriktionsendoraaiden, T4-DNA-Ligase, Shrimp
Alkalische Phosphatase

Invitrogen (Paisley, UK): Agarose, Restriktionsnedkleasen, T4-DNA-Ligase

N-Zyme BioTec GmbH (Darmstadt): rekombinante baktler Transglutaminase

2.1.8 Antibiotika

Die hier aufgeflihrten Antibiotika wurden als Seleksmarker fur Bakterienkolonien bzw.

fur transgene Pflanzen verwendet.

Tab. 5: Verwendete Antibiotika

Antibiotikum | Stammlésung Endkonzentratior] Hersteller

[ug/ul] [ug/mi]
Kanamycin | 50 50 Duchefa (Haalem, Niederlande)
Carbenicillin | 100 500 Duchefa (Haalem, Niederlande)
Ampicillin 10 100 Duchefa (Haalem, Niederlande
Rifampicin 50 50 Duchefa (Haalem, Niederlande)
Tetracyclin 5 12,5 Duchefa (Haalem, Niederlande)

2.1.9 Antikorper

GE Healthcare/Amersham (Braunschweig): Anti-MauS-BOD (mit Meerrettichperoxidase
konjugierter Sekundarantikorper aus Kaninchen, gédgaus-1gG gerichtet)

2.1.10 Pflanzenhormone

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA): 6-BenzylaminopufiBAP), Naphtylessigsaure (NES)
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2.1.11 Chemikalien, Reagenzien und Kits

Amersham Life Science (Braunschweig): ECL Westdotting analysis system

Appligene (Heidelberg): Ampicillin

BioRad (Richmond, USA): BIO-RAD-Protein Assay (Bfadl Reagenz)

Difco Laboratories (Detroit, USA): Hefeextrakt, Ba®-Agar, Bacto®- Trypton, Bacto®-
Pepton

Duchefa (Amsterdam, Niederlande): Murashige-Skootinvedium

Eurogentec (Seraing, Belgien): DNA-SmartLadder (DhNsfgenstandard)

Gibco-BRL (Gaithersburg,USA): Ethylendiamintetraate(EDTA), Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan (TRIS)

Merck (Darmstadt): Natriumhydroxid, Natriumchloridagnesiumsulfat, Magnesiumchlorid,
Polyethylenglykol (PEG), Cystaminiumdichlorid, Gdthion (reduziert), Eisen(lll)chlorid-
Hexahydrat, Hydroxylammoniumchlorid

N-Zyme BioTec GmbH (Darmstadt): Carbobenzoxy-L-Giainylglycin

Qiagen (Hilden): QlAprep Spin Miniprep Kit, Qiaqui6Gel Extraction Kit

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim): Complete Pretéaisibitor

Roth (Karlsruhe): Acetosyringon, Chloroform, Ethlidibromid, Ethanol, Essigsaure,
Fleischextrakt, Formaldehydlosung (37%), GlycinyZgkin, Isopropanol, Kaliumcarbonat,
Phenol/Chloroform, Methanol, Natriumacetat, SalesauNatriumthiosulfat, Roti-Hybri-
Quick (Hybridisierungslésung), Rotiphorese Gel 3Bcriflamid/Bisacrylamid 37,5:1),
Silbernitrat

Serva (Heidelberg): Tween-20, Natriumdodecylsul&dS), , Bovines Serumalbumin (BSA),
2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure (MES), TRIS(hydymethyl)-aminomethan (TRIS),
Quarzsand, Dinatriumhydrogenphosphat, R-Mercapaoeth Kaliumdihydrogenphosphat,
Natriumdihydrogenphosphat

Sigma (St. Louis, USA): Dimethylsulfoxid, Kaliumrat, Triton X-100, DEPC, Saccharose,

Bromphenolblau

2.1.12 Software

DNASTAR Inc. (Madison, USA): Computerprogramm Lagave, Version 6.00
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2.1.13 Laborgerate

Applied Biosystems (Foster City, USA): PE Geneamp®PCR-System

Beckman Coulter (Fullerton, USA): GS-15R Zentrifugdegra X-15R Zentrifuge

BioRad (Minchen): Gene Pulser (Elektroporationdyer®lini-PROTEAN 3 und Tetra
Proteinelektrophorese- System, Mini Trans-blot Cell

DuPont (Wilmington, USA): Sorvall RC-5B Refrigerdt8uperspeed Centrifuge

Eppendorf (Hamburg): Concentrator 5301, Kuhlzeng® 5402, Thermomixer 5436,
Tischzentrifuge 5415 C, Tischzentrifuge 5415 D ziianspipetten

Gilson (Abimed Langenfeld): Prazisionspipetten

Heraeus Instruments (Hanau): Sepatech Suprafuge 22

Keutz (Reiskirchen) : Consort E835 Electrophor@siwer Supply

Hyco Vakuumtechnik (Krailling): Vakuumpumpe

IKA-Werke (Staufen): Magnetthermorihrer IKAMAG RMA&sic, Ruhrwerk Eurostar Digital
Infors-AG (Bottmingen, CH): Schuttelinkubatoren flie Bakterienkultivierung

Intas (Gottingen): Gel Jet Imager

Kern & Sohn GmbH (Balingen-Frommern): Elektronisélrealysenwaage

Liebherr (Ochsenhausen): Kuhlschranke, TiefkihEscke

Milton Roy (USA): UV/VIS Spektralphotometer Genesys

Qiagen(Hilden): TissueLyser (hergestellt von ReXsch

Sanyo (Bad Nenndorf): Ultratiefkiihlschréanke

Schott (Mainz): Vakuumexsikkator

SPEX Certiprep (Metuchen, USA): Kugelmthle Genai@Ger 2000

Stovall Life Science (Greensboro,USA): Schittlee Belly Dancer

Thermo Scientific (Waltham, USA): Sorvall Evolutidh RC Superspeed Refrigerated
Centrifuge, Jouan GT4i Centrifuge

2.1.14 Verbrauchsmaterial

Amersham (Braunschweig): Nylonmembran (Hybond N+)

NalgeneTM (Rochester NY.,USA): Spritzenfilter 2 Celluloseacetat

Schleicher und Schiill (Dassel): NitrocellulosemeanhbiCellulosenitratmembran BA 85),
Blotting Papier GB 002, Rundfilter (Durchmesser "dm
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2.2 Methoden

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefii&tandardmethoden wie die Anzucht
von Bakterien, die Plasmidisolation abscoli Stammen, Restriktionsspaltungen, Agarose-
Gelelektrophorese und Proteinanalyse mittels Wedtiet wurden nach den von Sambrook et
al. (1989) beschriebenen Protokollen durchgefihrt.

2.2.1 Klonierung

Samtliche Konstruktionsschritte erfolgten im pRTRA3-Vektor. Nach der Spaltung und
Dephosphorylierung des Plasmids wurde das mit isidmn kohdsiven Enden versehene
Fragment (Spinnenseidengen bzw. Dimerisierungsmamkitels T4-DNA-Ligase eingefligt.
Nach der Transformation mittels EleptroporationEncoli und der Kultivierung einzelner
Klone wurden deren Plasmide aus den Bakterienlarntuamittels des QIlAprep Spin Miniprep
Kits prapariert und anschlie3end sequenziert. Ndehtifizierung eines geeigneten Klons
wurde das entsprechende Plasmid mit der Restrdgimionukleasélindlll gespalten und
Uber ein Agarosegel (0,75%-1,5% in TBE) mittelseBetltophorese aufgetrennt. Das gesuchte
Fragment wurde anhand eines Grol3enstandards fidenti Die durch interkalierendes
Ethidiumbromid fluoreszierenden DNS-Banden wurdes dem Gel ausgeschnitten und mit
dem Qiaquick Gel Extraktions-Kit von Qiagen UbeneeiSilica-Matrix gereinigt. Das so
erhalteneHindll1-Fragment wurde in den ebenfalls rHiindlll gespaltenen bindren Vektor
pCB301 Kanligiert.

Die Ausgangskonstrukte wurden von Dr. Jurgen Sehelir Verfligung gestellt.

2.2.2 Bakterienkultivierung

Der verwendet&. coli-Stamm XL 1 Blue wurde in LB-Flissigmedium beziepsweise auf
LB-Agar nach Sambrook und Russel 2000 unter Zugdbs jeweiligen selektiven
Antibiotikums bei 37°C kultiviertAgrobacterium tumefaciens wurde in YEB-FIlssigmedium
bzw. auf YEB-Agarplatten ebenfalls unter Zusatz eetsprechenden Antibiotika bei 28°C

kultiviert.
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2.2.3 Transformation mittels Elektroporation

2.2.3.1 Herstellung elektrokompetent&r coli-Zellen (XL1Blue)

5ml Ubernachtkultur kompetenter Zellen wurden in-MBdium angesetzt. Nach 16 h
Inkubation bei 37°C und 260 rpm wurde das Inokulumb00 ml LB-Medium gegeben und
weiter bis zu einer OD von 0,5-0,8 inkubiert. AngsRend wurden die Zellen jeweils 15 min
bei 5000 rpm und 4°C zentrifugiert und das Pellet500 ml sterilem ddiD (4°C)
resuspendiert. Die Pelletierung wurde unter derageten Bedingungen wiederholt und das
Pellet nacheinander in 250 ml sterilem d@H(4°C), 10 ml 10% Glycerin (4°C) und
schlielich in 1-1,5 ml 10% Glycerin (4°C) resusgient und in Aliquots von 4@l bei -70°C

eingefroren.

2.2.3.2 Transformation

Die Transformation vonAgrobacterium tumefaciens erfolgte nach dem Protokoll von
Mersereau et. al. 1990), die Transformation #oioli nach dem Protokoll von Inoue et. al.
1990) Ein Aliquot elektrokompetenter Zellen wurde aufsEaufgetaut und 10
tropfendialysierter Ligationsansatz oder Plasmigiiis zugegeben. Die Mischung wurde in
eine Elektroporationskivette gefillt und mit ein&wRad Gene Pulser bei 26-, 1,8 kV
und 200Q transformiert. Anschlie3end erfolgte die Zugaba tml gekiihltem LB-Medium.
Die transformierterk. coli-Bakterien wurden 1 h bei 37°C inkubiert und absfiénd auf
selektiven LB-Agarplatten ausgebrachgrobacterium tumefaciens wurden bei 30 min 28°C

inkubiert und auf YEB-Agarplatten ausplattiert.

2.2.4 Pflanzenanzucht

Die Kultivierung der TabakpflanzemNicotiana tabacum) unter sterilen Bedingungen erfolgte
nach der Methode von Murashige und Skoog 1962Vé&&HMedium. Der pH-Wert von 5,8
des Mediums wurde vor dem Autoklavieren eingestBit Aussaat von Tabaksamen erfolgte
auf MS-Agar nach Oberflachensterilisation der Samen80% Ethanol (2 min) mit

anschlieBenden Waschschritten (4x in gdHund 30-minutiger Quellung. Nach dervitro
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Anzucht wurden die Pflanzen in Erde dberfiuhrt und Gewdachshaus bei einem
Belichtungsrhythmus von 16 h Belichtung und 8 h Erlheit kultiviert.
Sowohl im Falle der transienten als auch der stabilransformation von Tabakpflanzen

erfolgte die Ubertragung der DNS vermittélgr obacterium tumefaciens-Infektion.
2.2.5 Stabile Tabaktransformation

Die Transformation vorNicotiana tabacum erfolgte nach einer variierten Methode von
Horsch et. al. 1985):

Blattmaterial von unter sterilen Bedingungen kuditen Nicotiana tabacum-Pflanzen
(Varietat Samsun NN) wurde in Blattscheiben von tanf GroRe geschnitten. Fir die
Transformation wurden diese in eine Suspensiontrarsgenemgrobacterium tumefaciens
(UN-Kultur mit MS-Medium 1:10 verd.) tberfihrt unih dieser Losung 10 mirbei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlielBend wurden dlatt&uckchen von lberschussiger
Bakteriensuspension befreit und fir die Kokultivieg auf MS-Agarplatten ausgelegt. Die
Kokultivierung erfolgte tber Nacht im Kulturraum ten Lichtabschluss. Anschliel3end
wurden die Blattsticke auf MS-Agarplatten mit 0,9/mNES, 1 mg/l BAP, 50mg/l
Kanamycin und

500 mg/l Cefotaxime transferiert und die Kultiviegumit einem 16 h / 8 h-Licht/Dunkel-
Rhythmus fortgesetzt. Die nach etwa 5-8 Wochen Idefein Sprosse wurden zur
Wurzelbildung auf MS-Medium mit 50 mg/l Kanamycindu500 mg/lI Cefotaxime tberfihrt.
Die regenerierten Pflanzen wurden in Erde gesetadt im Gewéachshaus bis zur

Samenbildung kultiviert.

2.2.6 Transiente Tabaktransformation

Die transiente Infiltration vom\grobacterium tumefaciens in Bléatter vonNicotiana tabacum
und Nicotiana benthamiana wurde lokal mittels Spritzeninfiltration (variienach Yang et. al.

2000) und fur die Behandlung ganzer Pflanzen msitdhkuuminfiltration (variiert nach
Kapila et. al. 1997) durchgefihrt.
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2.2.6.1 Spritzeninfiltration

Das zu infiltrierende Spinnenseidenkonstrukt wurmlel0 ml YEB-Medium unter Zugabe
selektiver Antibiotika (5Qug/ml Rifampicin, 50ug/ml Carbenicillin, 50ug/ml Kanamycin)
fur 24 h bei 28°C und 170 rpm inkubiert. Anschlie@evurden folgende Stammlésungen
zugegeben: 0,2 M Acetosyringon (Endkonzentrationd), 1 M Glukose (Endkonzentration
10 mM) und 1 M MES (Endkonzentration 10 mM). Dikubation wurde fur weitere 24
fortgesetzt. Abschlie3end erfolgte die Einstelludey optischen Dichte (Qfgy) auf 1 mit
ddH,O und 2xInfiltrationspuffer sowie die finale Zugaben 0,2 M Acetosyringon
(Endkonzentration 20@M). AnschlieBend wurde die Suspension mit einert&prin die
Unterseite der Tabakblatter injiziert und die PZkam 4 Tage bei ca. 22°C und 16 h/Tag Licht

inkubiert.

2.2.6.2 Vakuuminfiltration

Der Agrobacterium-tumefaciens-Stamm mit dem zu infiltrierenden Spinnenseidenkoiks
wurde in 10 ml YEB-Medium unter Zugabe selektivertiBiotika (50pug/ml Rifampicin,

50 pg/ml Carbenicillin, 50ug/ml Kanamycin) fir 48 h bei 28°C und 170 rpm iniawb
Anschliel3end wurde diese Vorkultur in 500 ml YEB-dilen (50 ug/ml Carbenicillin, 50
ug/ml Kanamycin) gegeben und weitere 24 h unter gimannten Bedingungen inkubiert.
AnschlielRend erfolgte die Zugabe folgender Stamuamigen: 0,2 M Acetosyringon
(Endkonzentration 20uM), 1 M Glukose (Endkonzentration 10 mM) und 1M MES
(Endkonzentration 10 mM). Nach weiteren 24 h Inkidmabei 28°C und 170 rpm wurde die
optische Dichte (OB mittels ddHO und 2xInfiltrationspuffer auf den Wert 1 eingdste
(ca. 2 I Volumen) und 0,2M Acetosyringon (Endkortzation 200uM) zugegeben. Fir die
eigentliche Infiltration wurden die Pflanzen vadlietlig in die Bakteriensuspension
eingetaucht und mittels einer Pumpe und eines Eagks ein starker Unterdruck angelegt.

Die infiltrierten Pflanzen wurden vier Tage bei 22°C und 16 h Licht/Tag inkubiert.
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2.2.7 Herstellung von Proteinproben

2.2.7.1 Proteinproben aus Tabakblattern

Die Extraktion der Proteine aus Blattern von Talbiakzen fiur die Western-blot-Analyse
erfolgte durch Homogenisierung von ca. 30 mg Blatanal in einem Reaktionsgefald mit
Hilfe eines konischen Rulhrstabes (IKA Eurostar Djteu Zugabe von 10Qul SDS-
Probenpuffer. Die Proben wurden anschlie3end fimitObei 100°C denaturiert und bei rcf =
15000 g fur 20 min bei 4°C zentrifugiert. Nach dgstimmung des Proteingehaltes im
Uberstand (Bradford 1976) mit BSA als Standardpnoteurden jeweils 20ug TSP

gelelektrophoretisch aufgetrennt.

2.2.7.2 Proteinproben aus Tabaksamen

Fur die Selektion der Samen wurde eine Probenmeogeca. 80 mg reife Tabaksamen mit
Quarzsand in flissigem Stickstoff gemorsert undnl &roteinextraktionspuffer zugegeben.
Nach dem Auftauen wurden die Rohextrakte in 1,Redktionsgefal3e tUberfthrt und bei 4°C
und rcf = 15000 g fir 20 min zentrifugiert. Der Wit@nd wurde abgenommen und die
Konzentration der I6slichen Proteine in diesem &ktibestimmt (Bradford 1976). Fiur die
Analyse im Western blot wurden die Extrakte mit BPE&SProbenpuffer auf eine

Konzentration von Lig/ul TSP eingestellt und 10 min bei 100°C denaturiert.

2.2.8 Western blot

Die Proteine (je Proteinprobe @&§ul TSP) wurden in einem SDS-Polyacrylamidgel
(Konzentration zwischen 7,5% und 12%) in SDS-Elgitioresepuffer aufgetrennt (Laemmli
1970). Nach der Elektrophorese wurden die aufgeteen Proteine durch Elektrotransfer
(blotting) (~1,2mA/cm, 16h) in einer mit Transferpuffer gefiilliten Elekmansferapparatur
auf Nitrozellulose (Schleicher und Schuell) Gbeyéra AnschlielRend wurden unspezifische
Bindungsstellen der Nitrozellulosemembran mit 5%ridrockenmilch in Marvelpuffer far
2h bei RT abgesattigt. Die Bindung des monoklon&letikdrpers 9E10 (Evan et. al. 1985)
an dasc-myc-Peptid der nachzuweisenden Proteine wurde dunghzaveistindige Inkubation

der Membran bei RT in einer 1:60 verdinnten Losung 9E10-Konzentrat in 5%-iger
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Marvelmilch erreicht. Danach wurde der Filter drainilr jeweils 5 min mit 0,5%iger
Marvelmilch bei RT gewaschen und anschlieBend ftir i@ einer Verdinnung des
Sekundarantikérpers (Anti-mouse IgG horseradishoxpdase) von 1:2000 in 5%-iger
Marvelmilch bei Raumtemperatur inkubiert. Nach fi@igenden Waschschritten (je zweimal
5 min in 5%-iger Marvelmilch, Marvelpuffer und PB8)folgte der Nachweis der Proteine
durch Chemolumineszenz der antikorpergekoppeltereroxitlase mit einem ECL-Kit
(Western blotting analysis system, GE-Amershamy. \Bewendete Primarantikdrper wurde
als Konzentrat nach Ammoniumsulfatfallung und Dsal\gegen PBS aus dem Uberstand der
Hybridomazellen 9E10 (Evan et. al. 1985) gewonnelie im Zellzuchtlabor der
Arbeitsgruppe ,Phytoantikdrper” kultiviert wurdedas Epitop umfasst einen Bereich des

humanen Proto-Onkogens p62, c-myc (Bernard et 283, Hilpert et al., 2001).

2.2.8.1 Protein Dot blot

Die Protein Dot blot-Methode ist eine methodischeréihfachung der Western blot-Analyse.
Im Gegensatz zu dieser Methode werden die Protadeor nicht auf einem Polyacrylamidgel
aufgetrennt, sondern direkt auf Nitrozellulose (8ciher und Schuell) aufgetragen (Allen
und Parsons 1979). Nach 30 min Trocknung bei Raunpéeatur wird analog zur Western

blot-Methode verfahren.

2.2.9 Coomassiefarbung

Obwohl Spinnenseide-ELP-Fusionsproteine nicht éffeklurch Coomassie-Brillant-Blau

R250 angefarbt werden, konnte diese Methode bemdmien, um Kontaminationen durch
Proteine aus Tabak wahrend der Proteinreinigunzaeeisen. Dazu wurde das SDS-Gel
Uber Nacht in einer variierten Coomassieldsung (elaér 2004) gefarbt. Die anschlieRende

Entfarbung erfolgte fur ca. 2 h in 10% (v/v) Essige.

2.2.10 Proteinreinigung aus Tabakblattern

Zur Reinigung der Spinnenseiden-Fusionsproteinerabakblattern wurde eine Variation der
Inverse Transition Cycling-Methode angewandt (Meyad Chilkoti 1999; Scheller et. al.
2004). Dazu wurden Tabakblatter bei -80°C eingefiound in einem Mixer in PBS (ohne
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NaCl) zerkleinert (pro Gramm Tabakblatter 1,5 mISPBGroere Blattteile wurden tber ein
Sieb abgetrennt. Der so erhaltene Rohextrakt waide Stunde bei 100°C erhitzt und
anschlieBend auf 60°C abgekuhlt. Die Zentrifuga@dolgte fur eine Stunde bei 4°C und rcf
= 10.000 g. Der abgenommene Uberstand wurde mitheaKal versetzt und auf 50°C erhitzt.
Die nun folgende Zentrifugation wurde fur eine Steidei 8000 rpm durchgefihrt, allerdings
bei 40°C, um die ausgeféllten ELP-Fusionsproteiicatrerneut zu I6sen. Das Proteinpellet
wurde bei RT in 80 ml PBS (ohne NaCl) resuspendied sterilfiltriert (Spritzenfilter 0,2m
PorengroRe). AbschlieRend erfolgte die Dialyse ge@S (ohne NaCl) mit anschlieRender
Trocknung des Proteins (Vakuumtrocknung oder Lyligarung).

2.2.11 Proteinreinigung aus Tabaksamen

Die Reinigung der Proteine aus Tabaksamen bassnso wie die Reinigung aus
Tabakblattern, auf der Inverse Transition Cyclingthbde. Dazu wurden jeweils 0,06 g reife
Tabaksamen mit Quarzsand in flissigem  Stickstoff masert und 0,8ml
Proteinextraktionspuffer zugegeben. Nach dem Aeftawwurden die Rohextrakte in
Zentrifugenréhrchen tberfuhrt und bei 4°C und rctG:000 g fur 30 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen, 10 min bei 100°C uritereel0 min bei 4°C inkubiert.
Anschlie3end wurde der Extrakt 30 min bei 4°C ud€.800g zentrifugiert, um denaturierte
Proteine abzutrennen. Der Uberstand wurde mit 2MCINgersetzt und 30 min bei RT
inkubiert. Die hierbei ausgefallten ELP-Fusionspno¢ wurden mittels Zentrifugation bei RT
und rcf = 10.000 g fur 30 min pelletiert und angaBénd in PBS (ohne NaCl) resuspendiert
und sterilfiltriert (Spritzenfilter 0,2um Porengrdl3e). Abschlie3end wurde die Proteinldsung

gegen PBS dialysiert und lyophilisiert.

2.2.12 Bestimmung der Enzymaktivitat von Transglutaminase

Der Nachweis der Transglutaminaseaktivitat basieftdem Verfahren von Grossowicz et. al.
1950). Dabei wird durch das Enzym der Einbau vordrdyylamin in das synthetische
Substrat Carbobenzoxy-L-Glutamylglycin (Z-GIn-GIyHD katalysiert und die dabei

abgespaltene Hydroxamsaure mit Eisen(lll)-lonen fexiert und photometrisch bei einer

Wellenlange von 525nm nachgewiesen. Dazu wurdgefale Reagenzien bendtigt:
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Reagenz 1:

30 mM Z-GIn-Gly-OH, 10 mM Glutathion, 0,1 M Hydrotaymin, 0,2 M TRIS pH 6,0

Reagenz 2:

1,1 M HCI, 0,24 M FeGl(angesetzt in 0,1 M HCI), 0,1 M Trichloressigsaure

500 ul Reagenz 1 wurden in einem 1,5 ml Reaktionsgefé§elegt und 10 min bei 37°C
temperiert. Anschlielend wurden 50 Probenflissigkeit (Transglutaminaseldosung) bzw.
Nullprobe (PBS) zugegeben und weitere 10 min b&C3ikubiert. Durch Zugabe von 500
Reagenz 2 wurde die Reaktion beendet und die Abisnrgegen die Nullprobe bestimmit.

2.2.13 Dimerisierung von Proteinen mittels Transglutamenas

Fur die Transglutaminase-vermittelte Verknitpfungrdem Proteine mit Lysin- bzw.
Glutamin-Marker verwendet. Die verschiedenen Pnetevurden transient bzw. stabil in
Tabakblattern exprimiert und gereinigt. Anschlie®emurden verschiedene Kombinationen
dieser Proteine zusammengegeben und mit Transghaaeninkubiert (variiert nach Tanaka
et. al. 2004). Sowohl die Inkubationsdauer (2h-I#k)auch die Inkubationstemperatur (4°C-
25°C) wurden im Verlauf der Experimente variiertls Akompetitiver Inhibitor zur
Negativkontrolle diente Cystamin (Lorand und Cont884).
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3 Ergebnisse

3.1  Expression von Spinnenseiden-Fusionsproteinen in Baksamen

Ein Hauptziel der vorliegenden Arbeit war die Ewalung von Tabaksamen als
Produktionssystem flir Spinnenseiden-Fusionsprateine SO1-100xELP (Scheller et. al.
2001). Dazu wurden zunachst Spinnenseidenkonstrukie den samenspezifischen
Promotoren LeB4 und USP verwendet, die urspringfith die Expression in Erbsen
vorgesehen waren. Das zu exprimierende Spinnemgeitein SOL1 ist ein synthetisches Gen
mit einer mehr als 90%-igen Sequenzhomologie zeneider Proteine der Tragfadenseide der
goldenen Radnetzspinridephila clavipes (MaSpl: Mayor ampullate spidersilk protein 1).
Das Protein wurde mit 100 Wiederholungen des Hia#tnlichen Polypeptids fusioniert, um
die Reinigung mittels der Inverse Transition CygiMethode (ITC) zu erméglichen (Meyer
und Chilkoti 1999). ER-Retention ist heute genededl Methode der Wahl, um rekombinante
Proteine in transgenen Pflanzen zu produzieren. Dasrde sowohl fir
Immunglobulinfragmente (Ubersicht bei Conrad uneldiér 1998) und komplette Antikorper
(Ubersicht bei Twyman et. al. 2003, Fischer et.26104) als auch fir Vakzine gezeigt
(Ubersicht bei Floss et. al. 2007). Diese Methodarde daher auch bereits bei
Spinnenseidenproteinen angewandt (Scheller et2@1). Daher enthalten die in dieser
Dissertation verwendeten Konstrukte das LeB4-Spgatid und ein ER-Retentionssignal

(KDEL), um die Lagerung der Spinnenseidenprotemeendoplasmatischen Retikulum zu

gewabhrleisten.
LeB4 ER Retenti
- SIgnalpeptlde SNdro'n _E
LeB4 ER Retention |

Abb. 6: Schematische Darstellung der verwendetémn8pseidenkonstrukte mit und ohne
100xELP.

3.1.1 Konstruktion der Spinnenseiden-Fusionsgene mit sapezifischen Promotoren

Die urspringlichen Samenkonstrukte wurden von Digehn Scheller zur Verfiigung gestellt.

Sie wurden auf der Basis von ubiquitar exprimiertéonstrukten fur die Expression in
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Tabakblattern hergestellt. Dazu wurde der dort eaete CaMV-35S-Promotor mittels der
RestriktionsenzymeHincll und Ncol ausgeschnitten und der entsprechend geschnittene
Samenpromotor (USP bzw. LeB4) mittels T4 DNA-Ligasggeflgt (Abb. 7).

Abb. 7: Plasmidkarte pPRTRA-SO1-ELP.
Darstellung des Spinnenseidengens SO1 mit 100xH&H-@sionskonstrukt im
Klonierungsvektor pRTRa 7/3 unter Kontrolle des easpezifischen Promotors
LeB4. Der Austausch des ubiquitéaren Promotors Ca888-(blau markiert) gegen
den samenspezifischen Promotor LeB4 erfolgte mittRlestriktion an den
SchnittstellerHincll undNcol (rot markiert).

Tab. 6: Funktionale Bestandteile der samenspelisprimierten Konstrukte.

Promotor | Signalpeptid | Spidroin | Fusionsprotein| Marker

USP LeB4 SO1 - c-myc
USP LeB4 2xS01 | - c-myc
USP LeB4 3xS01 - c-myc
LeB4 LeB4 2xS01 - c-myc
LeB4 LeB4 SO1 100xELP c-myc

-33-



3 Ergebnisse

Anschlie3end wurde die gesamte Expressionskasaéttds des RestriktionsenzyriBndil|

aus dem Konstruktionsvektor getrennt und in den spathend geschnittenen
Transformationsvektor pCB301Karingefiigt (Abb. 8). Die weiteren Konstukte (Tab. 6
basieren ebenfalls auf dem Spinnenseidenprotein, $0drdings wurden sie nicht mit
100xELP fusioniert. Stattdessen enthielten dieseskakte jeweils ein, zwei bzw. drei

Wiederholungen der SO1-Sequenz unter Kontrolle stesenspezifischen USP-Promotors
(Abb. 9) sowie 2xSO1 unter Kontrolle des bereitggeftihrten LeB4-Promotors (Abb. 10).

pCB 301-Kan LeB4-SO1-ELP
11.030 kb

Abb. 8: Plasmidkarte pCB301-Kan-LeB4-SO1-ELP.
Darstellung deHindllI-Expressionskassette mit dem Spinnenseidengen SO1 m
100xELP als Fusionskonstrukt unter Kontrolle desiesaspezifischen Promotors
LeB4 im Transformationsvektor pCB 301-Kan. Die Eegsionskassette wurde
mittelsHindlIl Restriktion (rot markiert) und Ligation in das §tad eingefugt.
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pRTRa Leb4-2xS0O1

8104 bp

Abb. 9: Plasmidkarte pRTRa LeB4-2xSO1.
Darstellung des Spinnenseidengens 2xSO1 im Klongswektor pRTRa 7/3 unter
Kontrolle des samenspezifischen Promotors LeB4. Bigressionskassetten
wurden mittels eineHindlll Restriktion ausgeschnitten (rot markiert) und @md
Transformationsvektor pCB 301-Kan kloniert.

pRTRa-USP-S01: 5627 bp

pRTRa-USP-2xS01: 7502 bp
pRTRa-USP-3x501: 9377 bp

Abb. 10: Plasmidkarte pRTRA-USP-SO1/ 2xS01/ 3xSO1.
Darstellung der Spinnenseidengene SO1, 2xSO1 undSOBx im
Klonierungsvektor pRTRa 7/3 unter Kontrolle des sagpezifischen Promotors
USP. Die Expressionskassetten wurden mittels eiHendlill Restriktion
ausgeschnitten (rot markiert) und in den Transftionavektor pCB 301-Kan
kloniert.
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3.1.2 Test von Konstrukten mittels transienter Expression

Nach der Klonierung und Sequenzierung der Spinnéeiskonstrukte ist es insbesondere bei
Konstrukten mit einem derart hohen Anteil an hopbtgiven Motiven hilfreich, die
vollstandige Expression im pflanzlichen System berfirifen. Zu diesem Zweck wurde die
Technik der Agroinfiltration benutzt (Kapitel 2.2.5nd 2.2.6). Hier standen zwei
unterschiedliche Methoden zur Verfigung: Das Eitsgn von rekombinanten
Agrobakterien in die Blattspreiten sowie die Vakunififtration. Die erste Methode diente zur
Konstruktkontrolle, die Vakuummethode ermdglichte khfiltration in vollstandige Pflanzen
und damit die Herstellung von ausreichenden Protengen fir weiterfihrende Versuche.
Auf diese Weise standen uns neue Proteinvariargegitt Monate vor der Ernte der ersten

stabil transformierten Pflanzen zur Verfiigung.

3.1.2.1 Transiente Expression von samenspezifisch expriemdfonstrukten

Im Gegensatz zur transienten Expression von kamistiexprimierten Proteinen werden die
Konstrukte unter der Kontrolle der samenspezifiacReomotoren LeB4 und USP aul3erhalb
des Samengewebes kaum transkribiert. Um eine Atdedurch die DNA-abhéangige RNA-
Polymerase zu ermdglichen, ist die Anwesenheit seinesamenspezifischen
Transkriptionsfaktors notig, der an den samensisebén Promotor bindet und so die
Transkription initiiert. Daher wurden samenspezliis Konstrukte mit dem
Trankriptionsfaktor FUSCA3 (Baumlein et. al. 1988umlein et. al. 1994) koinfiltriert. Die
Bindung dieses Faktors an samenspezifische Proamiorvitro und in vivo ist bekannt
(Mo6nke et. al. 2004, Reidt et. al. 2001). Es wurderi Agrobacterium tumefaciens-Kulturen
(GV 2260) jeweils mit einem samenspezifisch expemen Spinnenseidenkonstrukt bzw. mit
dem FUS3-Gen unter Kontrolle eines ubiquitaren Pflanzenmtors nach dem
Standardverfahren flr Spritzeninfiltration in diebBkpflanzen injiziert. Entgegen dem
Standardverfahren wurden die Pflanzen jedoch 6deTas zur Probennahme bzw. Ernte
inkubiert, da zunachst der Transkriptionsfaktor BIAS unter Kontrolle des CaMV 35S-
Promotors exprimiert wurde, woraufhin die Transkadp des samenspezifischen Konstruktes
folgte. Daher war eine verlangerte Inkubationsz®itig. Die transiente Expression der
samenspezifischen Konstrukte wurde sowohINintabacum als auch inN. benthamiana
erfolgreich durchgefihrt (Abb. 9A). Die verwendetafonstrukte beinhalteten das
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synthetische Spinnenseidengen SO1 sowie zwei bmv.VWdiederholungen von SO1 (Abb.
9B). SO1 (ca. 51 kDa) und 2xSO1 (ca. 99 kDa) kamregolgreich transient exprimiert
werden. Die Proteinbanden im Western blot (Abb. ZEhtsprachen den erwarteten
ProteingroRen (Tab. 7). Im Falle von 3xSO1 (ca. kB@) waren nur vereinzelte Banden

unterhalb von 72 kDa sichtbar.

&N 5,
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Abb. 11: Western blot-Analyse von transient expeirtgn Proteinen aus Tabakblattern.
Markierung mittels c-myc-Antikérper und Anti-Mausafkorper, Detektion
mittels ECL-Kit. Die Auftrennung erfolgte durch SBRAGE (10% PAA).

A: Proteinbanden erwarteter Groéf3e (51 kDa, rot meddk sowie einige
Abbaubanden sind sowohl in Proben ausbenthamiana als auch ausN.
tabacum bei gleichzeitiger Infiltration des Spinnenseidamsionskonstrukts
und desFUS3-Gens sichtbar. Schwache Proteinbanden sind eksesfehtbar
bei alleiniger Infiltration des Spinnenseidengens.

B: Infiltration von SpinnenseidenproteinenNh.tabacum liefert Proteinbanden
bis zu 99 kDa (2xSO1). Die Infiltration von 3xSCGrwWartete Grof3e bei ca. 147
kDa) lieferte nicht das vollstandige Protein, sandidiglich Abbaubanden
unterhalb von 72 kDa.

Fast alle Konstrukte unter Kontrolle des samen$igehen USP-Promotors konnten
erfolgreich transient exprimiert werden. Ledigldas Konstrukt mit drei Wiederholungen der
SO1-Sequenz konnte nicht exprimiert werden. Es nvavear Proteinbanden sichtbar, diese
lagen aber deutlich unterhalb der erwarteten Gré@e 147 kDa und sind somit aller

Wahrscheinlichkeit nach ein Zeichen von Instabilides Proteins. Die Konstrukte unter
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Kontrolle des LeB4-Promotors (LeB4-2xS01, LeB4-SIMDXELP) wurden nicht transient

getestet, da diese Proteine bereits erfolgreidflamzen exprimiert werden konnten (Scheller

und Conrad, unverdoffentlicht).

Tab. 7: Erwartete Grol3e der samenspezifisch exeriemn Spinnenseiden-Fusionsproteine.

Transgen Proteingrol3e [kDa]
USP SO1 51

USP 2xSO1 99

USP 3xS0O1 147

LeB4 2xS0O1 99

LeB4 SO1-100xELP 94

Nach der erfolgreichen transienten Expression v@1 $Iind 2xSO1 unter Kontrolle des
samenspezifischen USP-Promotors wurden beide Kdistfir die stabile Transformation
von TabakpflanzenNicotiana tabacum) ausgewahlt. Trotz der unvollstandigen Expression
von 3xSO1 wurde auch dieses Konstrukt fur die kabiansformation ausgewahlt. In der
Analyse der mit 3xSOL1 infiltrierten Tabakblatter reta, wie bereits erwahnt, deutlich zu
kleine Proteinbanden nachweisbar. Dies kann authAdefakt der transienten Expression
sein und ist nicht zwangslaufig auf ein defektesns#toukt zurtickzufiihren. Die bereits
erprobten Konstrukte unter Kontrolle des LeB4-Proor®® wurden ebenfalls zur

Transformation verwendet.

3.1.3 Produktion stabil transformierter Tabakpflanzen saitnenspezifischen Konstrukten

Ziel der weiteren Experimente war die Erzeugung @idarakterisierung von transgenen
Tabaksamen und die Entwicklung eines geeignetenidreigsverfahrens zur Gewinnung der
Spinnenseiden-Fusionsproteine aus diesen Samen.

Nach den erfolgreichen transienten Tests wurderaKahattstiicke Nicotiana tabacum) mit
den erwéhnten Konstrukten (Tab. 6) vermiti&dgobacterium tumefaciens transformiert und
jeweils 50 Pflanzen aus den Blattstlicken regerieiii@e regenerierten Pflanzen wurden in
Gewachshausern bis zur Samenernte auf Erde kultiA@schlielend wurden die Samen
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getrocknet und mittels Nachweis der c-myc-Marke \iMestern blot auf Expression der

Spinnenseidenproteine getestet (Abb. 12-16).

3.1.3.1 Nachweis der samenspezifisch exprimierten Proteine stabil transformierten

Pflanzen mittels Western blot-Analyse

Von 50 transgenen oIPflanzen konnte im Western blot je nach Konstrb&t zwei bis

maximal 10 Pflanzen die Proteinexpression des shams nachgewiesen werden (Tab. 8,

Abb. 11-16). Je Konstrukt wurden 2 Linien zur weste Vermehrung ausgeséat, wahrend die

Ubrigen Linien fur erste Reinigungsexperimente wamhet wurden.

Tab. 8: Anzahl der transformierten Pflanzen mit easpezifisch exprimierten
Konstrukten.
Konstrukt Regeneriertg Spinnenseidenprotein | Bezeichnung der
Pflanzen exprimierende Pflanzer] vermehrten Linien
USP-SO1 50 6 34, 50
USP-2xS0O1 50 2 5,8
USP-3xSO1 50 2 (1 unstabil) 3
LeB4-2xSO1 | 50 5 24,32
LeB4-SO1- 50 10 14,18
100xELP
USP-S01 +K
KDy 456 8 4 1 11WI36 224912 50 7 2 WT 48 3 45 5nglong
I I A O 2 (S N '
170—
130—
100—
7R
55— @0 e &b -
40—
A=

Abb. 12: Expressionsnachweis in transgenen Linigrdem Konstrukt USP-SOL1.
Je 2@ug TSP pro Probe wurden aufgetragen. Sieben pogiiven (Nr. 1, 6, 34,
45, 49 und 50) wurden mittels c-myc-Antikorper uadti-Maus-Antikorper
markiert und mittels ECL-Kit detektiert. Die Auftreung erfolgte durch SDS-
PAGE (10% PAA).
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In den Samen der 50 regenerierten USP-SO1-Pflakaenten sieben Linien (Nr. 1, 6, 34,
45, 49 und 50) anhand der c-myc-Marke als ExprasbBioen fur das Spinnenseiden-
Fusionsprotein identifiziert werden. Die Abschaiguhes Molekulargewichtes im Western
blot ergab einen Wert von ca. 51 kDa. Dies ent¢pder erwarteten Grol3e (Tab. 7)und ein
proteolytischer Abbau war nicht erkennbar. Wahreasl Saatgut der Linien 34 und 50 weiter
vermehrt wurde, um gentgend Samen fir die MaRstadpiRerung der Reinigungsmethode
und die Etablierung einer stabilen Linie zu gewmne&vurden die Ubrigen Samen fir

Reinigungsexperimente verwendet.

USP-2x801 +K
KDa 212 6 36 8 49 16 5 3 3810 510ng2339 9 10 14 17

1 I I I I O
170 —

130—
100 — ) =y
7N
55—
40 —

35—

Abb. 13: Expressionsnachweis in transgenen Linigrdem Konstrukt USP-2xSO1.
Je 2@ug TSP pro Probe wurden aufgetragen. Zwei positiméeeh (Nr. 8 und 5)
wurden mittels c-myc-Antikdrper und anti-Maus-Ariiper markiert und mittels
ECL-Kit detektiert. Die Auftrennung erfolgte dur8DS-PAGE (10% PAA).
In den Samen der 50 regenerierten USP-2xSO1-Pfickaenten lediglich zwei Linien (Nr. 5
und Nr. 8) anhand der c-myc-Marke als Expressiomsii fir das Spinnenseiden-
Fusionsprotein identifiziert werden. Die Abschaiguthes Molekulargewichtes im Western
blot ergab einen Wert von ca. 100 kDa. Dies entspder erwarteten Grof3e (Tab. 7). Ein
proteolytischer Abbau war nicht erkennbar. Aufgraied geringen Menge an exprimierenden
Linien wurden beide Linien vermehrt und zunéchsh&dreinigungsexperimente mit diesem

transgenen Protein vorgenommen.
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USP 3x801 +K
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Abb. 14: Expressionsnachweis in transgenen Linigrdem Konstrukt USP-3xSO1.
Je 2@ug TSP pro Probe wurden aufgetragen. Zwei exprimagelinien (Nr. 2
und 3) wurden mittels c-myc-Antikorper und anti-Madintikérper markiert und
mittels ECL-Kit detektiert. Die Auftrennung erfoigtdurch SDS-PAGE (10%
PAA). In Linie 2 liegt das Protein in Fragmentemn.vo

L

In den Samen der 50 regenerierten USP-3xSO1-Pfidkaente nur eine Linie (Nr. 3) anhand

der c-myc-Marke als Expressionslinie fur das Spnseelen-Fusionsprotein identifiziert

werden. Die Abschatzung des Molekulargewichtes iesi&étn blot ergab einen Wert von ca.
150 kDa. Dies entsprach der erwarteten GroRRe (Malkin proteolytischer Abbau war nicht

erkennbar. Das Saatgut der Linie 3 wurde weitemeért, um genidgend Samen fur die
Etablierung der Reinigungsmethode und die Etabigreiner stabilen Linie zu gewinnen.

Linie 2 zeigt zwar ebenfalls Signale im Westerntblallerdings liegen 2 Banden von

vergleichsweise geringer GroRRe (ca. 55-60 kDa) Baher wurde die Linie aufgrund dieser

Instabilitéat nicht weiter verwendet. Dieses Ergsbreigt erneut das Stabilitatsproblem der
hochrepetitiven Struktur von 3xSO1, welches beieitsransienten Test zu beobachten war
(Abb. 11B).
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LeB4-2xS01 +K
kDa 37 27 23 19 5 26 34 32 22 45 S5/10ng 39 24 48 8 29 25 40 47 50 28WT 49 20 36 38 34 32 25 26 30
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Abb. 15: Expressionsnachweis in transgenen Linigrdem Konstrukt LeB4-2xSO1.
Je 2ug TSP pro Probe wurden aufgetragen. Auftrennungeaeém 10% SDS-
Polyacrylamidgel. Finf exprimierende Linien (Nr., 23, 25, 32 und 39) wurden
mittels c-myc-Antikdrper und anti-Maus-Antikérperarkiert und mittels ECL-
Kit detektiert. Die Auftrennung erfolgte durch SP&GE (10% PAA). Linie 23
exprimiert das Protein nur in vergleichsweise gggmMenge.

In den Samen der 50 regenerierten LeB4-2xSO1-Rftakonnten flunf Linien (Nr. 23, 24,
25, 32 und 39) anhand der c-myc-Marke als ExprasBioen fir das Spinnenseiden-
Fusionsprotein identifiziert werden. Die Abschaguthes Molekulargewichtes im Western
blot ergab einen Wert von ca. 100 kDa. Dies entépder erwarteten Grof3e (Tab. 7). Ein
proteolytischer Abbau war nicht erkennbar. Wahréasl Saatgut der Linien 24 und 32 weiter
vermehrt wurde, um gentigend Samen fur die Mal3stadpiRerung der Reinigungsmethode
und die Etablierung einer stabilen Linie zu gewmnevurden die Ubrigen Samen fir
Reinigungsexperimente verwendet.

Die letzten untersuchten Linien wurden mit dem Korg LeB4-SO1-ELP transformiert
worden. Von diesen Linien wurden ebenfalls 50 Pftan regeneriert und die daraus
gewonnenen Samen anhand der c-myc-Marke im Wes$leincharakterisiert (Abb. 16).
Dabei konnten zehn exprimierende Linien (Nr. 14, 2@, 21, 22, 29, 30, 38, 46 und 49)
identifiziert werden. Die Linien 14 und 18 wurdeur Ztablierung stabiler Linien und zur
Mal3stabsvergrofierung des Reinigungsverfahrens rmegemehrt, wahrend die Ubrigen

Linien fur erste Reinigungsexperimente verwendaten.
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Abb. 16: Expressionsnachweis in transgenen LinemTg-Generation mit dem Konstrukt
LeB4 SO1-ELP.
Je 2(wg TSP pro Probe wurden aufgetragen. Zehn posiiivierh. (Nr. 14, 18, 20,
21, 22, 29, 30, 38, 46 und 49) wurden mittels c-Aptkorper und anti-Maus-

Antikdrper markiert und mittels ECL-Kit detektiefDie Auftrennung erfolgte
durch SDS-PAGE (10% PAA).

Die Ergebnisse der Nachkommensanalyse der Linieant418 (T) sind in Abbildung 17

dargestellt.
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Abb. 17: Expressionsnachweis in transgenen LinemTg-Generation mit dem Konstrukt
LeB4 SO1-100xELP.
A: Linie 14/1-10; B: Linie 18/1-10; je 2@ TSP pro Probe wurden aufgetragen.
Markierung mittels c-myc-Antikdrper und Anti-Mausafikorper, Detektion
mittels ECL-Kit. Die Auftrennung erfolgte durch SBEAGE (10% PAA).

In Linie 14 wurde nur in wenigen Sublinien Transggoression in FNachkommen gezeigt.
Ob dies auf Silencing-Effekte zurtickzufihren waejli offen.

Tab. 9: Anteil der Kanamycin-resistenten Pflanzeasr @veiter vermehrten SO1-ELP
exprimierenden Linien (1) bei jeweils einhundert neu ausgesaten Samen.

Linie Getestete Pflanzel Kan' Pflanzen
14/1 98 84
14/4 100 68
18/1 103 98
18/2 100 71

In Linie 18 wurde in nahezu allen Nachkommen Trangsgpression nachgewiesen. Das galt
auch fur die 3-Generation (Abb. 18). Die bis zu diesem Zeitpuakgewandte manuelle
Aufschlussmethode mittels Morser war aufgrund derem Probenanzahl nicht praktikabel.
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Daher musste eine neue Aufschlussmethode fiir Talbeks mit hoherem Durchsatz etabliert
werden.

Nach der Ernte der ersten-$amen wurden dazu jeweils 0,06 g Samen mit Quadzsad je
zwei Stahlkugeln in 2ml Eppendorfgefal3e gefullt ued -80°C fir 24 Stunden gelagert.
Anschlie3end wurden je 32 Proben mittels eines &idRetsch) TissuelLyser (2 min Hubzahl
30 pro Sekunde) zerkleinert und je @0@amenextraktionspuffer zugegeben. Anschliel3end

wurde entsprechend der Standardmethode fir Protdiap aus Samen verfahren.

kDa 51 52 53 54 56 57 358 50 60 61 62 63 64 65WT+K
I A I R A A i

1770 m—

13()

100 m— T ———— -‘“—--b—--"——u

7l 3
55—
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Abb. 18: Expressionsnachweis in transgenen LinemTg-Generation mit dem Konstrukt
LeB4 SO1-100xELP.
Exemplarische Darstellung der Linien 18/1 Nr.51-§5;2Qug TSP pro Probe
wurden aufgetragen. Samenaufschluss erfolgte nad&uern Methode
(Retschmuhle). Markierung mittels c-myc-Antikérpeund  Anti-Maus-
Antikdrper, Detektion mittels ECL-Kit. Die Auftremmg erfolgte durch SDS-
PAGE (10% PAA).

Da in dieser Generation die Proteinexpression maiezelnen Sublinien variierte, wurde eine
Dot blot-Methode inklusive mechanisierter Probengeswng eingefihrt, um Sublinien mit
stark exprimierenden Samen zu identifizieren. Dalearden je 0,04 g Samen der zu
beprobenden Linien mit 0,01 g Quarzsand und je z8hlkugeln in einen 96-Well
Masterblock gefillt und bei -80°C Uber Nacht getag&nschlieRend wurde der Masterblock
bei 4°C 2 min bei 4750 rpm (rcf = 52519g) zentriey um die Samen zu konzentrieren.
Schlie8lich wurden die Samen in einer Geno/Grin2@d0-Kugelmihle 2 min bei einer
Hubzahl von 300 pro Minute aufgeschlossen, d@amenextraktionspuffer zugegeben und
der Masterblock bei 4°C und 4750 rpm (rcf = 525B§) min zentrifugiert, um die
Samentrimmer abzutrennen. Die Proteinproben wurdeh einer Mehrkanalpipette
entnommen und jeweils gDauf eine Nitrozellulosemembran aufgetragen. DacliNveis des

Spinnenseiden-Fusionsproteins erfolgte anschlieRand der Standardmethode fir Dot blot-
- 45 -



3 Ergebnisse

Analyse (Kapitel 2.2.8.1). Die Proteinproben wurdien drei Gruppen eingeteilt: stark

exprimierend, schwach exprimierend und nicht exgend. Stark exprimierende Samen

wurden wahrend der Mal3stabsvergréf3erung des Ragsgarfahrens verwendet.
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Abb. 19: Dot blot-Analyse der Linien LeB4 SO1-10Q¥E(T,-Generation).
Sublinien von 18/1; je 2@ TSP pro Probe wurden aufgetragen. Exemplarische
Darstellung der ersten 95 Proben (+Wildtyp-Kong&plim 96-well Masterblock;
Samenaufschluss erfolgte nach neuer Hochdurchsttades (Aufschluss im
Markierung mittels Anti-c-myc-Antikggr und Anti-Maus-
Antikorper, Detektion mittels ECL-Kit. Stark expnenende Linien wurden rot
markiert, schwach exprimierende Linien blau.

GenoGrinder).

In Abbildung 19 werden Samen von Sublinien von LeB@1-100xELP Linie 18/1 im

Einzelnen analysiert. Die hier eingefihrte Methedmdglichte eine effiziente Untersuchung

gréerer Probenzahlen, wie bei der Nachkommenssmaignsgener Pflanzen gefordert wird.

Die auf diese Weise analysierten transgenen Sanidetdm den Grundstock fur die

nachfolgend beschriebenen Untersuchungen.
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3.1.4 Analyse der Langzeitstabilitdt von Spinnenseidesidnsproteinen in Tabaksamen

Lagerstabilitat fur Samenproteine stellt eine deur@funktionen von Pflanzensamen dar.
Diese Eigenschaft von Pflanzensamen fiihrte auchawsgedehnter Lagerstabilitat fur
rekombinante Proteine in transgenen Samen, wie Bempiel rekombinante Antikorper
(Artsaenko et. al. 1995). Eine derartige Lager$itdbiwurde auch fir entsprechende
rekombinante Antikérper-ELP-Fusionen gezeigt (Sehelet. al. 2006). Doch die
Lagerstabilitat beschréankt sich nicht auf Tabaksamfuch in Kartoffelknollen konnten
rekombinante Antikdrper stabil gelagert werden ¢Aenko et. al. 1998), wahrend z.B. SO1-
100xELP in Knollen weder im Boden noch nach dert&stabil war und abgebaut wurde
(Mdnnich und Conrad, unvertffentlicht). Daher was &on grol3em Interesse, die
Lagerstabilitat von SO1-ELP in Samen zu untersucbezu wurden Proben von zwei Linien
(Leb4 SO1-100xELP 18/3 und 18/9) jeweils unmittelbach der Ernte genommen. Nach
sechs Monaten Lagerung bei Raumtemperatur wurderatiich Proben genommen, bis eine
Lagerzeit von insgesamt zwolf Monaten beendet War.die Vergleichbarkeit der Proben zu
gewahrleisten, wurden jeweils 100 Samen abgezahftiissigem Stickstoff gemdrsert und
gleiche Volumina (je 20ul) im Western blot analys{@bb. 20 und 21).

kDa 0 6 7 8 9 10 11 12 +K

Abb. 20: Western blot Analyse von Samenproben dareLSO1-ELP. 18/3 zeigt die
Stabilitat der Spinnenseidenproteine nach 6, 9, 80, 11 und 12 Monaten.
Markierung mittels c-myc-Antikdrper und Anti-Mausafkorper, Detektion
mittels ECL-Kit. Die Auftrennung erfolgte durch SBFAGE (10% PAA).
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kDa

Abb. 21: Western blot Analyse von Samenproben dareLSO1-ELP. 18/9 zeigt die
Stabilitat der Spinnenseidenproteine nach 6, 9, 80, 11 und 12 Monaten.
Markierung mittels c-myc-Antikorper und Anti-Mausafkorper, Detektion
mittels ECL-Kit. Die Auftrennung erfolgte durch SEFRGE (10% PAA).

Beide hier analysierten Linien zeigen Proteinbanden erwarteten GrofRe (ca. 94 kDa) in
allen zu verschiedenen Zeiten genommenen ProbéchteeSchwankungen in der Starke der
Proteinbanden waren erkennbar. Diese Schwankunganek zufallig und experimentell
bedingt sein. Proteinbanden geringerer GroRRe, dfeAdbbauprozesse hindeuten wurden,
waren nicht erkennbar. Wie die Abbildungen 19 u@d@igen, wurde die Lagerstabilitat von
SO1-ELP in Tabaksamen fir zwei transgene Sublifierlange Zeitraume (12 Monate)

nachgewiesen.

3.1.5 Reinigung des Spinnenseiden-Fusionsproteins SOfELI®M aus Tabaksamen

Die Reinigung von Spinnenseidenproteinen aus B&#nmal durch Inverse Transition
Cycling wurde von Scheller und Mitarbeitern 2004dieieben (Scheller et. al. 2004). Die
Extraktion und Reinigung aus Samen erfordert ineviei Hinsicht (Aufschlu3verhalten,
hoher Olgehalt, hoher Samenproteinanteil) eine Aswag der Verfahrensweise.
Bedauerlicherweise konnte lediglich die Reinigurmn \6O1-ELP im GroRmal3stab erprobt
werden, da die Ubrigen Linien durch experimentBllebleme nicht in gentigenden Mengen

zur Verfiigung standen.
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3.1.5.1 Anpassung der Inverse Transition Cycling-Method®amigung aus Tabaksamen

Die Anpassung des Reinigungsverfahrens wurde zshd@mhLabormalstab (0,06 g Samen)
durchgefuhrt und spater mit grof3eren Probenmengsrz 50 g Samen) wiederholt.

Die Inverse Transition Cycling-Methode basiert aldr Ldslichkeitsanderung von ELP-
Fusionsproteinen in Abhangigkeit von der Temperatam Salzgehalt und dem pH-Wert der
Proteinlésung. Daher wurden Fallungstemperatur 8atkgehalt unabhangig voneinander
variiert und die resultierenden Proteinpellets (Hmbrstande mittels Western blot analysiert.
Bei diesen Experimenten wurde zunéchst nur das alterh des transgenen Proteins
untersucht. Die ebenfalls im Extrakt enthaltenem&aproteine wurden hier zunachst nicht

betrachtet.

5ng 25ng
kDa
[ T I . ||
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Abb. 22: Optimierung der Proteineinigung aus Tabalen durch Variation der
Salzkonzentration.
1: Rohextrakt; 2: Uberstand Hitzebehandlung; 3: rSfaed Salzfallung
(+1Vol. ddH20); 4: Uberstand Salzfallung (+1 VoIM2NaCl); 5: Uberstand
Salzfallung (+1 Vol. 5 M NaCl); 6: Uberstand Sallfag (+1 Vol. gesattigte
NaCl-Lsg.); 7: Pellet Salzfallung (+1 Vol. ddH2@3; Pellet Salzfallung (+1
Vol. 2 M NaCl); 9: Pellet Salzfallung (+1 Vol. 5 MaCl); 10: Pellet after
Salzfallung (+1 Vol. gesattigte NaCl-Lsg.). Markieg mittels c-myc-
Antikdrper und Anti-Maus-Antikorper, Detektion nats ECL-Kit. Die
Auftrennung erfolgte durch SDS-PAGE (10% PAA).

Die starke Abh&ngigkeit der Fallungseffizienz var &alzkonzentration zeigte sich deutlich
bei der Variation dieses Parameters (Abb. 22). Bimndardmethode beinhaltet die Zugabe

von NaCl bis zur Endkonzentration von 2 M. Bei désgabe von 1Vol. dd¥D zur
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Proteinlosung verblieb die gesamte Proteinmengé@hmrstand. Bei einer Endkonzentration
von 1 M NaCl war zwar eine Proteinbande im Pelletezkennen, allerdings verblieb der
GroRteil des Spinnenseiden-Fusionsproteins nach weie im Uberstand. Die weitere

Erhéhung der Endkonzentration auf 2,5 M NaCl bzwe dugabe von 1 Vol. geséttigter
NaCl-Losung fuhrte zu einer voélligen Fallung desn8pnseidenproteins. Bei den Proben
dieser Fallungen zeigten sich im Western-blot @notachweis durch Anti-c-myc-

Antikorper) keine Banden des transgenen Proteins Uberstand und entsprechende

Zunahmen der korrespondierenden Banden im Pellet.
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Abb. 23: Western blot-Analyse der Reinigungsoptinig von SO1-ELP aus Tabaksamen
im Labormal3stab durch Variation der Temperatur.
1: Rohextrakt; 2: Uberstand Hitzebehandlung; 3: refa@d Salzfallung (95°C);
4: Uberstand Salzfallung (75°C); 5: Uberstand $dlizfig (65°C); 6: Uberstand
Salzféallung (50°C); 7: Pellet Salzfallung (95°C);Rellet Salzfallung (75°C); 9:
Pellet Salzfallung (65°C); 10: Pellet Salzfallurg{C). Markierung mittels c-
myc-Antikérper und Anti-Maus-Antikdrper, Detektiomittels ECL-Kit. Die
Auftrennung erfolgte durch SDS-PAGE (10% PAA).

Die Variation der Fallungstemperatur bewirkte keigieveranderung im Uberstand nach der
Fallung bezogen auf das transgene Protein (Abb. E3) waren keine Banden des
Spinnenseidenproteins in den Uberstandfraktionegésamten Temperaturspektrum (50°C-
95°C) sichtbar. Nennenswerte Unterschiede in demd&astarken der Pelletfraktionen waren
nicht zu erkennen. In weiterfuhrenden Experimentarde die Fallungstemperatur weiter auf
bis zu 25°C abgesenkt (Abb. 24). Die Analyse diésdiung mittels Western blot zeigte eine
Erh6hung der Fallungseffizienz bei sinkenden Tewrupeen. Bei allen Temperaturen waren
deutliche Proteinbanden im Pellet zu erkennen,rdaigs nahm die Proteinmenge im

Uberstand erkennbar mit der Temperatur (von 25°%@ 8B°C bis zu 50°C) zu.
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Abb. 24: Western blot-Analyse der Reinigungsoptmmg von SO1-ELP aus Tabaksamen
im LabormalRstab durch Variation der Temperatur.
1: Rohextrakt; 2: Uberstand Hitzbehandlung; 3: Wtaerd Salzfallung (25°C); 4:
Uberstand Salzfallung (37°C); 5: Uberstand Salafil (50°C); 6: Pellet
Salzfallung (25°C); 7: Pellet Salzfallung (37°C); Bellet Salzfallung (50°C).
Markierung mittels c-myc-Antikérper und Anti-Mausaflkorper, Detektion
mittels ECL-Kit. Die Auftrennung erfolgte durch SBRAGE (10% PAA).
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Abb. 25: Western blot-Analyse der Reinigung von SIDOXELP aus Tabaksamen im
Labormalflistab.
1: Rohextrakt; 2: Uberstand Hitzbehandlung; 3: Wtserd Salzfallung (25°C);
4: Uberstand Salzfallung (37°C); 5: Uberstand Sdllmfig (50°C); 6: Pellet
Salzféallung (25°C); 7: Pellet Salzfallung (37°C);Rellet Salzfallung (50°C); 9:
Pellet 2 Salzfallung (25°C); 7: Pellet 2 Salzfaguri37°C); 8: Pellet 2
Salzfallung (50°C). Markierung mittels c-myc-Antip@r und Anti-Maus-
Antikdrper, Detektion mittels ECL-Kit. Die Auftremmg erfolgte durch SDS-
PAGE (10% PAA).
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Um die Vollstandigkeit der Fallung zu tUberpriferyrde der Fallungsschritt ein weiteres Mal
unter identischen Bedingungen wiederholt (Abb. BbHiesem Experiment wiederholten sich
die Ergebnisse der Temperaturvariation (Verbesgedan Fallungseffizienz bei Reduzierung
der Fallungstemperatur).

Der zweite Fallungsschritt lieferte jeweils einehweche, kaum erkennbare Bande des
transgenen Proteins. Eine Wiederholung der Falarhghte die Ausbeute nicht nennenswert.
Die Erh6hung der Probenmenge auf bis zu 50 g Taloads machte einige zusatzliche
Reinigungsschritte notwendig. Im Labormafstab wudie notwendige Abtrennung der
oligen Phase aus dem Tabaksamenrohextrakt nackrsten Zentrifugation manuell mittels
einer Pipette durchgefihrt. Nach der Mal3stabsvBegting war diese einfache Abtrennung
nicht mehr praktikabel, da die fetthaltige Phase zunehmender Oberflache instabil wurde
und sich eine stabile Fett-in-Wasser-Emulsion bddBaher wurde eine zusatzliche Filtration
mit einem Faltenfilter vor der Hitzebehandlung dgefiihrt und die Effizienz der
Reinigungsschritte mittels Western blot analysigibb. 26). Die Salzfallung wurde
entsprechend der Temperaturoptimierung im Labortabf3sei 25°C durchgefihrt.
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Abb. 26: Western blot-Analyse der mal3stabsvergtéfieReinigung von SO1-ELP aus
Tabaksamen (50g) mit zusétzlichem Filterschritt.
1: Rohextrakt; 2: Filtrat; 3: Uberstand Hitzebehand; 4: Pellet
Hitzebehandlung; 5: Pellet Salzfallung; 6: Uberdta®alzfallung; 7: Pellet
Salzfallung (sterilfiltriert). Markierung mittels -myc-Antikorper und Anti-
Maus-Antikorper, Detektion mittels ECL-Kit. Die Awénnung erfolgte durch
SDS-PAGE (10% PAA).

Es zeigte sich, dass unter den vorliegenden Bedggju nach der Malistabsvergrof3erung
andere Bedingungen fir die Fallung des Spinnensditdsionsproteins notwendig sind, da
sich nach der Salzfallung immer noch eine groRéeRmmenge im Uberstand befand (Abb.

26, Bahn 6). Zur Erhéhung der Ausbeute boten sicb Erhohung der Fallungstemperatur
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oder eine Erhéhung der Salzkonzentration an. Erhéhting der Salzkonzentration war nicht
winschenswert, da es anschliel3end mittels eindgsBshrittes entfernt werden musste und
eine Verlangerung der Dialyse bei der Reinigung $mnnenseidenproteinen aus anderen
Expressionssystemen zu Instabilitdt und starkengdeverlusten gefuhrt hat. Daher wurde
die Proteinldsung zur Fallung bei einer Temperatur 37°C inkubiert und zentrifugiert. Zur
Abtrennung der Fettphase, die nach einer einfaéfilgnation noch zu gro3en Teilen in der
Proteinlésung vorhanden war, wurden schlieBliclpesamt zwei Filterschritte nach der

ersten Hitzebehandlung eingeftihrt, um die enthaitdfette abzutrennen.

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abb. 27: Analyse der mal3stabsvergrof3erten Reiniglmgrse Transition Cycling) von

SO1-100xELP aus Tabaksamen (50g) mittels Coomaéassiefig (A) und
Western-blot (B).
1: Rohextrakt; 2: Pellet Rohextrakt; 3: Uberstanidizébehandlung; 4: Pellet
Hitzebehandlung; 5: Filter 1; 6: Filter 2; 7: Ubtarsd Salzfallung; 8: Pellet
Salzfallung; 9: Sterilfiltrat. Markierung (in B) méls c-myc-Antikdrper und
Anti-Maus-Antikdrper, Detektion mittels ECL-Kit. Bi Auftrennung erfolgte
durch SDS-PAGE (10% PAA).

Dazu wurde das Fett zunachst durch einen Faltenfiind anschlieRend durch einen
Membranfilter (0,4am) von der Proteinlésung abgetrennt. Mittels di¢skerschritte wurde

die optische Dichte der Proteinldsung bei 600nm d#ber 4 auf 1,7 und schlie3lich auf 0,4

reduziert. Die abschlieRende Analyse der Reinigamgde sowohl mit Hilfe des Western
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blots (Abb. 27B) als auch durch Anfarbung mit Cosesie-Brilliant-Blau vorgenommen
(Abb. 27A), da das verwendete Spinnenseiden-Fugsiotein nicht mit Coomassie-Brilliant-
Blau und nur minimal im Silbergel farbbar ist. Daheurden Kontaminationen mittels
Coomassie-Farbung, bzw. Silberfarbung visualisiewahrend die Ausbeute an
Spinnenseiden-Fusionsprotein im Western blot beweverden musste. Neben der hdheren
Nachweisgrenze ist auch die Coomassie-Farbereald@lhst denkbar ungeeignet, um
Spinnenseiden-ELP-Fusionen anzufarben, da sowoll &®auch ELP kaum basische oder
aromatische Aminoséuren enthalten. Die Analyse rdedifizierten Reinigungsverfahrens
mittels Western blot zeigte kaum Verluste im gesamMterlauf der Reinigung (Abb. 27B). Es
waren keine nennenswerten Proteinbanden im PaeRohextrakts (Abb. 27B, Bahn 2), im
Pellet der Hitzebehandlung (Abb. 27B, Bahn 4), dderUberstand der Salzfallung (Abb.
27B, Bahn 7) erkennbar. Die finalen Banden (AbbB,2Bahn 8 und 9) wurden in dieser
Analyse 20-fach starker konzentriert als die Ubrigganden, um etwaige Kontaminationen
mit Hilfe der Coomassiefarbung (Abb. 27A) bessarmeeisen zu kdnnen.

9
I
A
40—
33— B

Abb. 28: Analyse der modifizierten Reinigung von ISBELP aus Tabaksamen (50 Q)
mittels Silberfarbung (A) und Western blot (B).
1: Rohextrakt; 2: Pellet Rohextrakt; 3: Uberstanizébehandlung; 4: Pellet
Hitzebehandlung; 5: Filter 1; 6: Filter 2; 7: Ubktarsd Salzfallung; 8: Pellet
Salzfallung; 9: Sterilfiltrat. Markierung (in B) mels c-myc-Antikérper und Anti-
Maus-Antikorper, Detektion mittels ECL-Kit. Die Aménnung erfolgte durch
SDS-PAGE (10% PAA).
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Doch trotz der Konzentrierung des Endprodukts warkeine Banden in der
Coomassiefarbung sichtbar. Proteinbanden warenehetnim Pellet des Rohextraktes (Abb.
27A, Bahn 2) sowie im Pellet der Hitzebehandlungl{A27A, Bahn 4) zu erkennen.

Um die wahrend der Reinigung auftretenden Verlastgerdeutlichen, wurden die Proben in
vergleichbaren Volumina auf ein SDS-Polyacralamidgggetragen und mittels Western blot
und Silberfarbung analysiert (Abb. 28). Im silbdégbten Proteingel (Abb. 28A) sind zu
Beginn der Reinigung starke Kontaminationen sichtbiasbesondere in den ersten
Pelletfraktionen, also in den Pellets des Rohetgsakind der Hitzebehandlung, sind starke
Proteinbanden sichtbar. Die Filterschritte zur Hhierung des Fettanteils haben keinen
erkennbaren Einfluss auf die verbliebenen Proteidea (Abb. 28A, Bahn 5 und 6). Die
abschlie3ende Salzfallung hingegen trennt effekdivy Spinnenseiden-Fusionsprotein von den
verbliebenen Samenproteinen. Wahrend die Sameipedte Uberstand (Abb. 28A, Bahn 7)
verbleiben, wird das Spinnenseiden-Fusionsprotalenu vollstéandig ausgefallt (Abb. 28B,
Bahn 8). Allerdings konnte auch im Silbergel kegiehtbare Anfarbung des Spinnenseiden-
Fusionsproteins erreicht werden.

Der Vergleich des Rohextraktes (Abb. 28B; Bahn it)dem Sterilfiltrat des resolubilisierten
Proteinpellets (Abb. 28B; Bahn 8) zeigte den eretart Proteinverlust. Allerdings war dieser
Verlust, wie bereits erwéhnt, nicht auf eine unstélhdige Fallung zuriickzufihren, da in den
Proben aus zu verwerfenden Phasen (Pellet Rohextédd. 28B; Bande 2; Pellet
Hitzebehandlung, Abb. 28B; Bande 4; Uberstand Skilafg, Abb. 28B; Bande 7) kaum
Spinnenseiden-Proteinbanden sichtbar waren. Auaterwkeine Abbaubanden erkennbar,
was auf Proteaseaktivitat oder Hitzeinstabilitatndeuten wirde. Eine schwache
Spinnenseiden-Proteinbande und damit ein Verltustidellet der Hitzebehandlung sichtbar
(Abb. 28B, Bahn 4). Demzufolge wurde nach der erdeeoteindenaturierung nicht das
gesamte transgene Protein wieder in Losung gebrawhtging damit verloren. Schlief3lich
treten weiter Verluste wahrend der Salzfallung aalbwohl, wie bereits erwahnt, im
entsprechenden Uberstand keine Bande des transBeoiins sichtbar ist (Abb. 28B, Bahn
7). Ein Verlust wahrend dieses Verfahrensschriit¢ésalso nicht auf eine unvollstandige
Fallung sondern wahrscheinlich auf Proteinabbaulcdaufihren. Da andererseits keine
Abbaubanden im Pellet der Salzfallung (Abb. 28BhB&) sichtbar sind, muss ein etwaiger

Abbau nahezu vollstandig und ohne Zwischenprodugtiaufen.
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3.1.5.2 Filterbasierte Reinigung

Eine alternative Reinigungsmethode basiert auf Albeit von Ge et. al. 2006), in deren
Verlauf erfolgreich ELP-Fusionsproteine aus einaktBriensuspension gereinigt werden
konnten (Ge et. al. 2006). In diesem Verfahren watoenso wie bei der ITC-Methode, die
kontrollierte und reversible Ausfallung von ELP-kKugproteinen zur Trennung des
transgenen Proteins von Verunreinigungen verweraeEalle der filterbasierten Reinigung
wurden die durch Salzzugabe aggregierten ELP-Fpsxeine allerdings nicht

abzentrifugiert, sondern mittels 0,2um Zellulos¢atfdétern vom Suspensionsmedium
abgetrennt. AnschlieRend wurden die auf der Fitterifiche zurickgehaltenen
Proteinaggregate durch Zugabe eines salzfreienngssuittels in Losung gebracht und von
der Filteroberflache gewaschen. Dieses Prinzip wurduch zur Reinigung von

Spinnenseiden-Fusionsproteinen aus dem Rohextoaki &baksamen erprobt (Abb. 29).

Im Western blot wurde erkennbar, dass das SpinidErs€&usionsprotein nicht vollstandig
vom Filter zurtickgehalten wird, sondern dass einl3&il der Proteinmenge im Durchlauf
verblieb (Abb. 29, Bahn 2). Ebenso wurde ein Ted#ls dProteins bei den folgenden
Waschschritten ausgespilt. Das erste Eluat (Abh. B%hn 5) war erkennbar hoher

konzentriert als die Waschfraktionen, es fand alse Anreicherung statt.
1 2 3 4 5 o6 7
L 1 [ 1 [ [ |

188 : S o T aw . SolELP
72 = ‘ (Western blot)
55 —

40 — -
33 — <«— Kontamination
Vi — (Ponceau)
17—

Abb. 29: Analyse der Filterreinigung des SpinnetseiFusionsproteins SO1-100xELP
mittels Western blot und Ponceaufarbung.
1. Rohextrakt; 2: Durchlauf; 3: Waschschritt 1\aschschritt 2; 5: Eluatl;
6: Eluat 2; 7: Eluat 3. Markierung mittels c-myctkdrper und Anti-Maus-
Antikorper, Detektion mittels ECL-Kit. Die Auftremmg erfolgte durch SDS-
PAGE (10% PAA).
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Aufgrund der geringen Probenmengen konnte kein teweiGel mit ausreichenden
Proteinmengen beladen werden, um eine Coomassiefidurchzufihren. Daher wurden die
auf der im Western blot analysierten Membran geboed Proteine mittels Ponceaurot
angefarbt.
1 2 3 4 567 1 2 3 4 5 6 7 kDa
|| 1 1 [ | 170

130

& 100
72

55
40
33

Smin 10min
RT RT

Abb. 30: Western blot-Analyse der Filterreinigungnv SO1-100XELP mit erhoéhter
Inkubationszeit (10 min).
1: Rohextrakt; 2: Durchlauf; 3: Waschschritt 1\aschschritt 2; 5: Eluatl;
6: Eluat 2; 7: Eluat 3. Markierung mittels c-myc+Adrper und Anti-Maus-
Antikorper, Detektion mittels ECL-Kit. Die Auftremimg erfolgte durch SDS-
PAGE (10% PAA).

1 23456 7 1 2 3 4 5 6 7
kDa
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130
100

72

55
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Abb. 31. Western blot-Analyse der Filterreinigungnv SO1-100XxELP mit erhohter
Inkubationstemperatur (40°C) und -zeit (10 min).
1: Rohextrakt; 2: Durchlauf; 3: Waschschritt 1\Waschschritt 2; 5: Eluatl; 6:
Eluat 2; 7: Eluat 3. Markierung mittels c-myc-Aridifper und Anti-Maus-
Antikorper, Detektion mittels ECL-Kit. Die Auftremimg erfolgte durch SDS-
PAGE (10% PAA).

Smin 10min
40°C 40°C

Die Ponceaufarbung zeigte eine Verteilung der Kmitationen analog zur Verteilung des
transgenen Proteins: ein Grofteil verblieb im Dfiods, in der ersten Waschfraktion war
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eine deutliche Bande erkennbar und auch in dent&iua und 2 waren Kontaminationen
vorhanden. Eine Trennung von Kontaminationen uadsgenem Protein konnte also nicht
erreicht werden. Eine Erhéhung der Inkubationskewirkte keine Erhéhung der Ausbeute
(Abb. 30). Allerdings wurde in diesem Versuch dettl dass ein Grol3teil des Proteins weder
im Durchlauf noch in den Wasch- oder Eluatfraktiomachweisbar war, also moéglicherweise
auf dem Filter verblieb. Die Erhéhung der Inkubasiemperatur (Abb. 31) lieferte ebenfalls
keine klare Verbesserung der Ausbeute. Wieder wiarPeoteinverlust im Verlauf der
Reinigung vom Rohextrakt zu den Eluatfraktionerearibar.

Die weitere Erprobung der filterbasierten Reiniguvgurde daraufhin als wenig

erfolgversprechend bewertet und eingestellt.

3.1.5.3 Semiquantitative Auswertung des Reinigungsverfairen

Um abschatzen zu koénnen, welche biotechnische HWépaein ,Expressionssystem
Tabaksamen® aufweist, war es wichtig, die Ergelmisder Reinigungen einer
semiquantitativen Analyse zu unterziehen. Nach dierchgefihrten Reinigungen im
GroBmalfistab (50g) wurden die resolubilisierten etnpellets dialysiert und die finalen
Proben anhand eines geeigneten Standards quamtifixbb. 32).

18/1a  18&/1b 18/7 SOI1-100xELP-Standard [ng] +K

opl 10pd 2ul10p] 2ull0pl 1 5 10 15 20 40 25ng
I T I S O N A O

kDa

130—‘-__- - — ass o D
100 mm—

70 R
55—

35—

2 — =

Abb. 32: Semiquantitative Auswertung der Samentirii8/1 a und b sowie 18/7.
Je 2l und 1Qu gereinigtes Spinnenseidenprotein wurden mit defien
Standardmengen verglichen und so quantifiziert. Bagebnis der Auswertung
ist aus Tabelle 10 (Seite 59) ersichtlich. Markigyumittels c-myc-Antikérper
und Anti-Maus-Antikorper, Detektion mittels ECL-KiDie Auftrennung erfolgte
durch SDS-PAGE (10% PAA).
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Der verwendete Standard ist SO1-100xELP aus Tabt&bt. Das Fusionsprotein wurde

gereinigt, lyophilisiert und gewogen. Eine defitkeMenge wurde anschlielend in einem
definierten Volumen SDS-Probenpuffer gelést undrémschiedenen Volumina im Western
blot mit den zu quantifizierenden Proben des Spisemlenproteins aus Samen verglichen.
Die Probenbande wurde mit der Standardbande gleiG@tarke gleichgesetzt. Die so
abgelesene Proteinmenge wurde anschlieRend aukwdadige Probenvolumen (2 bzw.
10ul) bezogen und so eine vergleichbare Konzentrdiestimmt. Aus beiden Proben wurde
anschlieBend der entsprechende Durchschnittswertdi@@ Reinigungsprobe errechnet.
Allerdings stellte sich das Problem, dass die Asmlgler Proben 18/1a 4il0und 18/1b-1Ql

zu einer hoheren Signalstarke fiihrten als die Assalyer maximalen Standardprobe (40ng).
Dies erschwert die Bestimmung der Konzentrationehwverfalscht den Durchschnittswert.

Tab. 10: Konzentrationsbestimmung der gereinigteimr&nseidenproteine anhand der
ersten semiquantitativen Western blot-Analyse (Ad8).

Bezeichnung | Konzentration (2ul) Konzentration (10pl] Durchschnitt
der gereinigter [ng/ul] [ng/ul] [ng/ul]
Samenlinie

18/1a 5 >4 >4

18/1b 5 >4 >4

18/7 <0,5 15 1<

Aus diesem Grund wurde der semiquantitative Wedtehmit der Probe 18/1a wiederholt.
Ein weiteres Probenvolumen (@b wurde aufgetragen, um mit wenigstens zwei Proben
innerhalb der Standardmengengrenzen zu bleibentibBarhinaus wurden ebenso zwei
Proben des entsprechenden Rohextraktes der Préba d&fgetragen, um so die Ausbeute
der Reinigung bestimmen zu kénnen (Abb. 33).

Bei der weiteren Auswertung der Analyse ist allegdi zu beachten, dass das gereinigte
Spinnenseidenprotein in einem geringeren Volumédsgeurde als der Rohextrakt (20-fach
konzentriert gegeniber dem Rohextrakt). Dieser idoleed wurde rechnerisch
bertcksichtigt, indem die errechnete Konzentrati@s Pellets durch den entsprechenden
Faktor 20 geteilt wurde (Tab. 11).
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SO1-100xELP
Rohextralt Pellet
2ul 10pl 2pl 10ul 0,5pul Standard +K
Ing 5ng 10ng15ng20ng 40ng 25ng

kDa

130 =
00mm "=l .| - wm-—-

7010

55—
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Abb. 33: Vergleich von SO1-100xELP im Rohextrakidugereinigtem SO1-
100xELP aus Tabaksamen der Linie 18/1a mit So1-BDBxStandard
(gereinigt aus Tabakblattern) mittels Western Bloalyse.
Markierung mittels c-myc-Antikérper und Anti-Mausafikorper,
Detektion mittels ECL-Kit. Die Auftrennung erfolgtdurch SDS-
PAGE (10% PAA).

Die 1Qul-Probe wurde erneut aus der Berechnung ausgesehloda die Menge transgenen
Proteins dieser Probe oberhalb des definiertend8tdbereichs lag. Die durchschnittlich
gereinigte Proteinmenge entsprach einer Ausbeute44®o der urspringlich im Rohextrakt
vorhandenen Proteinmenge (Tab. 11).

Tab. 11: Konzentrationsbestimmung der gereinigtemr&nseidenproteine anhand der
zZweiten semiquantitativen Western blot-Analyse urkstimmung der
Reinigungsausbeute (Abb. 33).

(Ing/2ul) (15ng/21l)
0,5 7,5
(15ng/1Qu) (>40ng/1@l) auBerhalb des Standards
15 >4
Nicht aufgetragen| (5ng/Qu9

10
1 8,75(20x konz.)

Korrigiert: 0,4 (1x konz.)
4 1,75

44%
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3.2 Posttranslationale Polymerisierung von SpinnenseigeFusionsproteinen

Die bisher verwendeten SpinnenseidenkonstrukteekediProteine, die wesentlich kleiner
sind als native Spinnenseidenproteine. Die gereisinstabilitat der hochrepetitiven

Sequenzen dieser Konstrukte limitiert die transgerstellbare Proteingrof3e. Um die Grol3e
der transgenen Spinnenseidenproteine dennoch veeitsteigern, wurde im Rahmen dieser
Arbeit die posttranslationale Multimerisierung v@pinnenseidefusionsproteinen mittels
bakterieller Transglutaminase etabliert. Auch r&tpinnenseidenproteine werden in den
Spinndriisen miteinander auf eine ahnliche Art urelsé/ verknipft, wodurch die transgenen
Proteine nicht nur in ihrer GrbéRe, sondern gegeftfalis auch strukturell den nativen

Spinnenseidenproteinen weiter angeglichen werden.

3.2.1 Konstruktion der Spinnenseiden-Fusionsgene mitSglamaminasemarken

Zur Durchfiihrung der Transglutaminase-vermittelimerisierung wurden verschiedene
Konstrukte (MaSpl und MaSp2, SO1, SO1-100xELP sdwWi@xELP) ausgewahlt und mit
Glutamin- bzw. Lysin-Marken versehen (Aufbau demBrisierungsmarken siehe Tabelle
12). Dazu wurden die Dimerisierungsmarken als Hstrang-DNS synthetisiert und ligiert.
Die etablierten Spinnenseidenkonstrukte fir ubéyeitExpression wurden entsprechend der
uberhangenden Enden der Marken mit BamHI zwischignafpeptid und Fusionsprotein
geschnitten und mit den Marken ligiert.

Tab. 12: DNS-und Aminosauresequenzen der Dimeumsgamarken (Bindungsstellen rot

markiert)

Marke DNS-Sequenz Aminosauresequenz
Glutamin | gatccggctctggaatggctgaaacggccg@@GSGMAETAAAAFER)H

gcggctttcgaaagacagcatatggattctg) M D

Lysin gatccggctctggaatgaaggaaacggccg@aG SGMKETAAARFERNH

gcgagattcgaaagaaaccatatggattctg M D

Die Expression der neuen Konstrukte erfolgte sovirarisient als auch stabil im Blatt, um
maoglichst frihzeitig gentigende Proteinmengen flusteerVerknipfungsversuche zur

Verfigung zu haben. Auch diese Konstrukte wurderemem LeB4-Signalpeptid und einem
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Retentionssignal versehen, um die Expression untenRen im Endoplasmatischen

Retikulum und damit eine moglichst gute Produkiiitédbsicherzustellen.

Tab. 13: Aufbau der Konstrukte mit Transglutamimaseken.

Promotor | Signalpeptid| Spidroin | Fusionsprotein Nachweismarkeg Dimerisierungs-
(Western blot) | marke
CaMV35S| LeB4 - 100xELP c-myc Lysin
CaMV35S| LeB4 MaSpl | 100xELP c-myc Lysin
CaMV35S| LeB4 MaSpl | 100xELP c-myc Glutamin
CaMV35S| LeB4 SO1 - c-myc Lysin
CaMV35S| LeB4 MaSp2 | - c-myc Glutamin

LeB4 Transglutaminase- ER Retention
- Signalpeptide Tag el (KDEL)

Abb. 34: Schematische Darstellung der Spinnenskatestrukte mit Transglutaminase-
Marken.

10.510 kb

Abb. 35: Plasmidkarte pCB301-Kan MaSpl-ELP+Glu bzws.
Spinnenseiden-Fusionsprotein MaSp1-100xELP mitr-yisew. Glutamin-Marke
im Expressionsvektor pCB 301 Kan unter Kontrolls deiquitaren CaMV-32S-
Promotors. Die Dimerisierungsmarke wurde jeweilttets BamHI-Restriktion in
das bestehende Konstrukt eingefugt.
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C-Myc-Marke
-~
Lysin-Marke

4000

Abb. 36: Plasmidkarte pCB301-Kan MaSpl-ELP+Glu baws.
Spinnenseiden-Fusionsprotein MaSp1-100xELP mitr-yisew. Glutamin-Marke
im Expressionsvektor pCB 301 Kan unter Kontrolls deiquitaren CaMV-32S-
Promotors. Die Dimerisierungsmarke wurde jeweilttets BamHI-Restriktion in
das bestehende Konstrukt eingefugt.

Abb. 37: Plasmidkarte pCB301-Kan MaSpl-ELP+Glu baws.
Spinnenseiden-Fusionsprotein MaSp1-100xELP mitri-yiskw. Glutamin-Marke
im Expressionsvektor pCB 301 Kan unter Kontrolls deiquitaren CaMV-32S-
Promotors. Die Dimerisierungsmarke wurde jeweilttets BamHI-Restriktion in
das bestehende Konstrukt eingefugt.
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3.2.2 Transiente Expression von Spinnenseidenproteinéfnansglutaminasemarken

Zur Kontrolle wurden die Konstrukte mit Transgluiaasemarken transient exprimiert und
mittels Western blot analysiert (Abb. 29). Alle risgenen Proteine zeigten die erwartete
GroRRe (1, 2: ca. 120 kDa; 3: ca. 60 kDa, 4, 5:7€@akDa). Die hier gezeigten Konstrukte
wurden anschlieBend fur stabile Transformationenveedet. Bis zur Ernte der stabil
transformierten TabakpflanzeN.(tabacum) wurde die transiente Transformation mehrfach
wiederholt, um gentgend Proteinmaterial zur Durchiiig erster Dimerisierungsversuche
bereitzustellen. Das so gewonnene Material wurdeafeder etablierten Inverse Transition
Cycling-Methode gereinigt.
1 2 3 4 K 5

25ng
kDa | | | | I

05  wmm
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Abb. 38: Nachweis von transient exprimierten Spissgden-Fusionsproteinen mit
Transglutaminasemarken mittels Western blot-Analyse
1: MaSpl-100xELP+Lysinmarke; 2: MaSpl-100xELP+Ghitamarke; 3:
100xELP +Lysinmarke; 4:MaSp2+Glutaminmarke; 5: SO#sthmarke.
Markierung mittels c-myc-Antikorper und Anti-Mausafkorper, Detektion
mittels ECL-Kit. Die Auftrennung erfolgte durch SBFAGE (10% PAA).

3.2.3 Stabile Transformation der Spinnenseiden-Fusionsp® mit Transglutaminase-
marken

Zur weiteren Produktion von Spinnenseiden-Fusiartepren mit Transglutaminasemarken
wurden nach erfolgreicher transienter Erprobunbilgtd ransformationen in Tabakpflanzen
(Nicotiana tabacum) durchgefuhrt.
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MaSpl-100xELP-Lysin SOI1-Lysin
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Abb. 39: Nachweis der Expression verschiedener rigpiseiden-Fusionsproteine mit
Transglutaminase-Marken mittels Western blot-Analys
Markierung mittels c-myc-Antikdrper und Anti-Mausafkorper, Detektion
mittels ECL-Kit. Die Auftrennung erfolgte durch SBFAGE (10% PAA).

Proben der regenerierten Pflanzen wurden zum ftitdggichen Zeitpunkt genommen und
im Western blot analysiert (Abb. 39). Zahlreiches daansgen exprimierende Linien wurden
bestimmt und zu gegebener Zeit geerntet. Weitegfitde Reinigungen und
Dimerisierungsversuche der stabil exprimierten B@nseiden-Fusionsproteine konnten aus
zeitlichen Grinden nicht durchgefiihrt werden.

3.2.4 Polymerisierung mittels bakterieller Transglutansma

Transglutaminasen katalysieren die Bildung kova&eBindungen zwischen einem priméren

Amin, wie zum Beispiel Lysin, und der Saureamidgmipzon in Proteinen inkorporiertem
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Glutamin. Die Verknupfung ist insensitiv gegen paytischen Abbau und wird bereits als
industrielles Standardverfahren im Bereich der bshdtteltechnologie zur Verbesserung der
mechanischen Eigenschaften von Milch- und Fleismtipkten genutzt.

Im Rahmen des Projektes wurden Transglutaminasarnzw@i Herstellern (Ajinomoto, N-
Zyme) verwendet. Die Ajinomoto-Transglutaminase f&t die lebensmitteltechnische
Anwendung gedacht, wohingegen die Transglutaminae Firma N-Zyme als
Laborchemikalie vertrieben wird. Zunachst wurde demzymatische Aktivitdt der

Transglutaminase photometrisch gemessen (Tab. 14).

Tab. 14: Photometrischer Nachweis der enzymatisglkémitat von Transglutaminase.

Probe Konzentration [U/ml] | Absorption bei 525nm
Ajinomoto 0,25 0,151

Ajinomoto 0,25 0,197

N-zyme 0,25 0,235

N-zyme 0,25 0,172

-Kontrolle 0 -0,031

-Kontrolle 0 0,010

N-zyme (+1M Cystein) 0,25 0,049

Die Aktivitat der Transglutaminase beider Herstelleirde eindeutig nachgewiesen (Kapitel
2.2.12). Ebenso wurde die kompetitive Inhibitioriteis Cystamin erfolgreich durchgefihrt.
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1 2 3 4 35 6
I I I N
‘X | -
170 —
130— i —
100 —
7210
554-“'
+ - -| + -
40

" Glu+Lys  Lys Glu
Abb. 40: Posttranslationale Polymerisierung von n8enseiden-Fusionsproteinen mit
bakterieller Transglutaminase (N-Zyme).
1: 24Qul ELP-Lysin+24Ql Maspl-ELP-Glutamin+2@d Transglutaminase (0,05
u/ul); 2: 24Qu ELP-Lysin+24Ql Maspl-ELP-Glutamin+2@ ddH20; 3:
480ul ELP-Lysin +2Qul Transglutaminase (0,05 Wj; 4: 48Qul ELP-Lysin
+20ul ddH20; 5: 48Ql Maspl-ELP-Glutamin+2@ Transglutaminase (0,05
U/ul); 6: 48Qul Maspl-ELP-Glutamin+2@d ddH20. Markierung mittels c-myc-
Antikdrper und Anti-Maus-Antikérper, Detektion mets ECL-Kit. Die
Auftrennung erfolgte durch SDS-PAGE (10% PAA).
Die Analyse der ersten erfolgreichen Dimerisierwan 100XELP und MaSpl-100xELP
mittels bakterieller Transglutaminase zeigt diedBrig einer Proteinbande oberhalb von 250
kDa, die nicht bei der Inkubation ohne Transglutease bzw. bei der Inkubation ohne
MaSp1-100xELP zu sehen war (Abb. 40). Wider Erwateigte sich diese Bande jedoch
auch bei der Inkubation von MaSp1-100xELP-Glutantine Zugabe des zweiten Monomers
100xELP-Lysin. Dies deutet auf Homodimerisierungewischen MaSpl-100xELP-
Glutamin-Monomeren unabh&ngig von der zweiten Disienungsmarke hin. Um
auszuschliel3en, dass die Bildung der Dimerbandéhaémagig von der Transglutaminase
erfolgt, wurde dieser Ansatz um eine weitere Negatitrolle erweitert. Dazu wurde neben
Transglutaminase Cystamin als kompetitiver Inhib#ogegeben (Abb. 41). Auch in diesem
Experiment zeigte sich die gewohnte Bande oberlvalb 250 kDa, wohingegen die
Dimerbande in der Negativkontrolle ohne Transgluterse kaum sowie im Inhibitionsansatz
nicht sichtbar war. Eine extrem schwache Dimernisigrist also ohne Inhibition auch ohne

Zugabe von Transglutaminase erkennbar.
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I 2 34K
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Abb. 41: Western blot-Analyse der posttranslatienal Polymerisierung von
Spinnenseiden-Fusionsproteinen mit bakterieller n3gautaminase  (N-
Zyme).
1: ELP-Lysin + Maspl-ELP-Glutamin; 2: ELP-Lysin+MdsELP-Glutamin
+ Transglutaminase (N-zyme, 2U/ml); 3: ELP-Lysin+9@a-ELP-Glutamin
+ Transglutaminase (N-zyme 2U/ml)+1M Cystamin. Mankng mittels c-
myc-Antikdrper und Anti-Maus-Antikorper, Detektionittels ECL-Kit. Die
Auftrennung erfolgte durch SDS-PAGE (8% PAA).

Bei allen hier durchgefiihrten Versuchen muss beaetrden, dass der Elektrotransfer von
derart grof3en Proteinen im Western blot meist rotime Verluste durchgefuhrt werden kann.
Es ist daher anzunehmen, dass Verhaltnis der Signetn im Western blot nicht das
Verhéltnis der Monomerkonzentrationen zur Dimerlarization wiedergibt.

Die Polymerisierung verschiedener Monomere mit Digierungsmarken lieferte einige
unerwartete Ergebnisse (Abb. 42). Wahrend MaSpl-8bRomere (jeweils mit Glutamin-
bzw. Lysinmarken, Bahn 1 und 2) bei Zugabe von 3gartaminase (Bahn 1) grol3ere Dimere
oberhalb von 250 kDa bildeten, bewirkte die Zugabe Transglutaminase zu MaSp1-Elp-
Lysin und MaSp2-Glutamin keinerlei Dimerisierungafh 3 und 5). Eine schwache
Dimerbande war im Falle von MaSpl-ELP-Glutamin uBdlP-Lysin sichtbar, eine
wesentlich starkere Bande jedoch im Falle von MaBpR-Lysin und ELP-Lysin. Diese
Banden befanden sich ebenfalls oberhalb von 250 &ba&ohl das Monomer ELP-Lysin eine
GroRRe von lediglich ca. 50 kDa aufweist und darnmthéeterodimer mit MaSpl-ELP bei ca.
150 kDa liegen wiirde. Zur Uberprifung einer moglichHomodimerisierung wurden die
Monomere MaSpl-ELP-Glutamin (Bahn 3) und MaSpl-ElBin (Bahn 6) getrennt mit
Transglutaminase inkubiert. In diesen Fallen wae aiffuse Bande oberhalb von 130 kDa

sichtbar. Diese diffuse Bande war deutlich starkerFalle von MaSpl-ELP-Lysin. Eine
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maogliche Erklarung fur diese unspezifischen Dimerisigen liefert die Aminosauresequenz
der Spinnenseiden-Fusionsproteine. Die fir die Wigd der kovalenten Bindungen
notwendigen Lysin- und Glutaminreste sind auch ehdlle der Dimerisierungsmarken
vorhanden. Allerdings ist nicht geklart, inwieweliese innerhalb der repetitiven Sequenz
gelegenen Aminosauren zuganglich sind und damdiiBildung der kovalenten Bindungen
zur Verfugung stehen. Dabei ist zu beachten, dds&@in vermehrt in SO1, MaSpl1 und
MaSp2 auftritt, wohingegen Lysin lediglich im ER1iRetionssignal aller Fusionsproteine
vorhanden ist. Abgesehen von diesem Lysin entlf@#xELP keine vernetzbare Gruppe. Es

ist also anzunehmen, dass die Lysine zum limitegar-aktor der Multimerisierungsreaktion

werden.
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Abb. 42: Western blot-Analyse der posttranslatienal Polymerisierung von

Spinnenseiden-Fusionsproteinen mit bakterieller n3géutaminase (N-
Zyme).
1: MaSpl-ELP-Lysin + Maspl-ELP-Glutamin + Transghatnase (2U/ml);
2: MaSpl-ELP-Lysin + Maspl-ELP-Glutamin; 3: MaspllFEGlutamin +
Transglutaminase (2U/ml); 4: MaSpl-ELP-Lysin + MaSplutamin +
Transglutaminase (2U/ml); 5: MaSpl-ELP-Lysin + MaSplutamin; 6:
MaSp1-ELP-Lysin + Transglutaminase (2U/ml); 7: Maggl P-Glutamin +
ELP-Lysin + Transglutaminase (2U/ml); 8: MaSp1l-ELYsin + ELP-Lysin
+ Transglutaminase (2U/ml). Markierung mittels cavAntikdrper und Anti-
Maus-Antikorper, Detektion mittels ECL-Kit. Die Awénnung erfolgte
durch SDS-PAGE (8% PAA).

Weitere Unterschiede zwischen den einzelnen Pr&banen auch auf Unterschiede in den

Monomerkonzentrationen zurtckzufiihren sein.
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3.2.5 Transglutaminase-vermittelte Integration von Spirs@@den-Fusionsproteinen in

Gewebefasern

Neben dem Verspinnen von Spinnenseiden-Fusionspeotewurden bereits zahlreiche

weitere Methoden zur Nutzbarmachung ihrer positiie&igenschaften erprobt, so zum

Beispiel die Herstellung von Folien und die Besbhiog von Gewebekulturplatten. Eine

weitere Anwendung, gerade im Hinblick auf die Tgloeaminase-vermittelte Verkntpfung,

ist die Verbindung von Seidenproteinen in Textdias wie zum Beispiel Wolle (Cortez et.

al. 2007). In diesen Experimenten wurde das beiS&denproduktion anfallende Protein
Sericin, auch bekannt als Seidenleim, mittels Tglrtaminase mit Wollfasern verknipft. Um

diese Methode mit Spinnenseiden-Fusionsproteineauveenden, wurden gereinigte

Konstrukte mit Transglutaminasemarken in PBS zuliabén gegeben und nach Zugabe von
Transglutaminase 4 Stunden bei Raumtemperatur i@kunschlieend wurden die Faden
sorgfaltig mit PBS ausgewaschen, um nicht verkmlipRroteine zu entfernen. Die

beschichteten Faden wurden nach dem Standardphotidk@Vestern blot-Analyse behandelt

(Abb. 43).

%

N-Zyme '
Ajinomoto ' ‘

Abb. 43: Western blot-Analyse von Wollfaden nactkulpation mit Spinnenseiden-
Fusionsproteinen und bakterieller Transglutaminase.
1: Negativkontrolle (PBS); 2: @8 ELP-Lysin+2ul TGase (1U/ml); 3: 48l
MaSp1l-ELP-Glutamin + 48 ELP-Lysin+2ul TGase (1U/ml); 4: Proben Nr. 3
erneut in PBS ausgespult. Markierung mittels c-rAptkorper und Anti-
Maus-Antikorper, Detektion mittels ECL-Kit.
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Wahrend in den PBS-Negativkontrollen keinerlei &igim Western blot sichtbar war,
zeigten sich deutliche Signale in den mit Spinnelesgroteinen inkubierten Wollfaden.
Dabei war kein Unterschied zwischen den unterstiblezh Transglutaminasen erkennbar.
Ebenfalls deutliche, wenn auch erheblich schwacBageale waren bei der Inkubation mit
Spinnenseiden-Fusionsproteinen, ohne Zugabe vonsgi@aminase sichtbar. Nach einem
erneuten Waschschritt mit PBS waren nur noch Sggaal den Wollfaden sichtbar, die mit

Transglutaminase inkubiert worden waren.
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4 Diskussion

Die Herstellung von transgenen Proteinen in Pflapz@sbesondere fiur medizinische
Anwendungen, wird als kostengiinstige Alternative Berstellung derartiger Proteine in
transgenen Tieren oder Zellkulturen angesehen @lagl. al. 2001). Zahlreiche Produkte
wurden bereits in pflanzlichen Systemen hergesteill die Liste dieser Produkte wéchst
standig weiter (Ubersicht bei Horn et. al. 2004; &taal. 2005). In den USA wurde Anfang
2006 ein von der Firma Dow AgroSciences in Tabdkakur hergestellter
veterindrmedizinischer Impfstoff fir den Markt zlagsen (Floss et. al. 2007)

Bei der Herstellung von technischen MaterialiefPflanzen wurde bisher zumeist auf bereits
in Pflanzen produzierte Stoffe zurtckgegriffen, thegentigend grof3en Mengen vorliegen.
Ein Beispiel hierfur ist die Gewinnung von techiisc Starke zur Herstellung von Bioplastik
(Ubersicht bei Bastioli 2004). Eine Grundvoraussety fiir die Produktion von technischen
Materialien ist die Erhohung der Produktivitdt, uminen wirtschaftlich attraktiven
Herstellungs- und damit Verkaufspreis zu erreicH2ies gilt auch fur die Produktion von
Spinnenseidenproteinen.

Die potentiellen Anwendungsgebiete von Spinnensegled, ebenso wie die Eigenschaften
dieser Materialgruppe, sehr weit gefachert. Die Andung, die der natirlichen Funktion der
meisten Spinnenfaden am nachsten kommt, ist distélemg und Verbesserung technischer
Fasern. Der Markt fur heutige Hochleistungsfaseramentlich Aramide wie Kevlar®,
umfasst eine Produktion von tber 30.000 Tonen plo dnd wéchst jedes Jahr um 5-10%
(10% im Jahr 2007). Bei weiter steigenden Produktisengen und steigenden
Rohstoffpreisen ist der Versuch einer Herstellung iochwertigen technischen Fasern aus
nachwachsenden Rohstoffen ein wirtschaftlich silasaProjekt. Doch die Anwendbarkeit
der Spinnenfasern erstreckt sich dartiber hinaugahifeiche weitere Bereiche und wird von
Jahr zu Jahr vielfaltiger. Dim vitro-Zichtung von Nervenfasern (Allmeling et. al. 2Q06)
Verkapselung von Medikamenten (Hermanson et. &7p0der der Bau von Komponenten
in mikroelektromechanischen Systemen (Bai et. @062 wurden in den letzten Jahren mit
Spinnenseidenproteinen realisiert. Durch die weifaufklarung der Sequenzen verschiedener
Spinnenseidenproteine und die Evaluierung der Eiggaften nativer und kinstlich erzeugter
Spinnenseidenarten werden die Anwendungsmoglidtkeitn den nachsten Jahren

voraussichtlich stark erweitert.
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Im letzten Jahr wurden die vollstandigen SequemniegnTragfadenseidenproteine MaSp1 und
MaSp2 der Spinnenaitatrodectus hesperus (Westliche Schwarze Witwe) veroffentlicht
(Ayoub et. al. 2007). Damit ist die Produktion @iegextrem stabilen Proteine erstmals in der
vollstandigen nativen Form maoglich, sofern es gglidiese hochrepetitiven Proteine mit der
beachtlichen Gréze von mehr als 3000 AminosaurerGnol3malistab stabil herzustellen.
Demzufolge ist zu erwarten, dass die Herstellungsosen von Spinnenseidenproteinen in
den néachsten Jahren ebenfalls weiter verbessemiewerAllein im Jahr 2007 wurden
zahlreiche Patente auf diesem Gebiet eingereicthheiBel et. al. 2007; Scheibel 2007;
Johansson et. al. 2007; Lewis und Roth 2007).
Bei gegebener starker Nachfrage nach hochwertigehnischen Materialien muss eine
kostengiinstige Produktion in einem ausreichenderfdskdd etabliert werden. Je nach
geplanter Anwendung und Aufbau der experimentelweadeten Spinnenseidenproteine
werden momentan verschiedene Herstellungsverfalaten Produktion der notwendigen
Mengen benutzt. Von einer grol3industriellen Hehstgy sind jedoch alle
Produktionsplattformen noch weit entfernt. Die imahien der vorliegenden Arbeit
verwendete ProduktionsplattfornlN. tabacum, wurde zur Herstellung von Proteinen im
Labormal3stab und als Modellpflanze zur Bewertunguaftiger Produktionsplattformen
verwendet. Wie bereits erlautert ist die Nutzung 8pinnen als Produktionsplattform nicht
maoglich. Grundsatzlich ist daher zu fragen, inwigvpdlanzliche Expressionssysteme eine
fur technische Anwendungen notwendige Produktiwt@oglichen. Das umfasst nicht nur
die Expressionshohe der transgenen Proteine, soadeh deren Gewinnung und Reinigung.
Hierzu zahlen auch Moglichkeiten zur Lagerung voohpodukten sowie die gesamte
Prozessierung. Um diese Fragen zu beantworten, emurdsamenspezifische
Expressionssysteme fur Spinnenseidenproteine empetell evaluiert. Hier standen die
Expressionshohe, die Lagerstabilitat sowie die dktion und Anreicherung der transgenen
Proteine im Mittelpunkt.
Eine grundsatzliche Schwierigkeit bei der Produktimn Spinnenseidenproteinen ist die
enorme Grol3e dieser Proteine. Dieses Problem sietitinsbesondere bei der Produktion in
Bakterienkulturen. Doch selbst in pflanzlichen 8ws¢n wurde die Herstellung von
Spinnenseidenproteinen nativer Grél3e noch nichlisied Mogliche Losungen dieser
Probleme sind verschiedene Methoden zur posttitzmséden Dimerisierung, die in der
vorliegenden Arbeit angewendet wurden. Auf dieseisé/ewerden zu ausgedehnte

hochrepetitive Sequenzen vermieden, die zu gehetidastabilitat in Agrobakterien fiihren
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kénnen. Dartber hinaus sollte gepruft werden, obn@bausteine (Module) aus Pflanzen
gewonnen und erst ausserhalb der Pflanze zu gro3esriablen Endprodukten

zusammengefligt werden kdnnen.

4.1  Sind Tabaksamen als Produktionsplattform fur Spinn@seidenproteine geeignet?

Im Rahmen dieser Arbeit wurden funf Spinnenseidasitokte erstmals erfolgreich in
Tabaksamen exprimiert (Tab. 7, Abb. 12-16). Neben 8ereits getesteten Konstrukten
LeB4-2xSO1 und LeB4-SO1-ELP (Scheller und Conradyewffentlicht) wurden drei
Konstrukte unter der Kontrolle des USP-Promotorsveadet. Diese Konstrukte wurden
mittels eines transienten Verfahrens zur Expression samenspezifischen Konstrukten
getestet, das im Rahmen dieser Arbeit entwickeltde/(Abb. 11). Als Ausgangsverfahren
diente die transiente Expression mittdlgrobacterium tumefaciens (Janssen und Gardner
1990). Mittels dieses Verfahrens ist der problemlogest von ubiquitar exprimierten
Konstrukten in Tabakblattern mdglich (Vaquero €t1899). Urch die Cotransformation mit
dem Transkriptionsfaktor FUSCA3 ist es nun moglitie, Expression von samenspezifischen
Konstrukten innerhalb von 14 Tagen zu Uberprifen. Gegensatz dazu war es bisher
lediglich madglich, die entsprechenden DNS-Sequenzeniuberprifen und anschlielRend
mehrere Monate bis zur Samenernte von stabil mamsérten Pflanzen abzuwarten, um dann
die transgenen Proteine nachzuweisen. Die hieregtedite schnelle und unkomplizierte
Uberprifung neuer Konstrukte wird bei zukinftigexperimentellen Ansatzen zur
samenspezifischen Expression vermehrt Verwendumdgefi. Nachdem die USP-Konstrukte
erfolgreich transient exprimiert werden konntenyaan alle genannten Konstrukte stabil in
Nicotiana tabacum transformiert. Nach der Samenernte und der Selektiositiver Linien
wurden jeweils zwei Linien vermehrt, um ausreickendamenmengen fur die
Mal3stabsvergrofierung der Reinigungsmethode zu gauelBedauerlicherweise konnten
aufgrund von experimentellen Problemen lediglicle dinien mit dem Transgen SO1-
100xELP unter Kontrolle des LeB4-Promotors in agtienden Mengen geerntet werden.
Das transgene Protein SO1-100xELP konnte bis zuGéheration mittels Western blot
nachgewiesen werden. Weiterfihrende Nachkommermrsuctaingen wurden bisher nicht
durchgefuhrt. Die im Verlauf der Reinigungsexpemmeeverwendeten stark exprimierenden
Samenlinien unter Kontrolle des LeB4-Promotors efiesine Menge von 4ug SO1-100xELP
pro Gramm Tabaksamen auf (Tab. 11). Von diesen Bast@nden ca. 250 g fur die
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abschlielenden Experimente zur Verfugung, was ¢tisoh einer Gesamtmenge von 1mg
SO1-100xELP entspricht. Im Vergleich dazu konntenfriiheren Experimenten, z. B. in
Tabakblattern, deutlich héhere Mengen von bis aZm@®@rotein pro Kilogramm Blattmasse
(Frischgewicht) erreicht werden (Scheller et. 804). Selbst bei einer Produktion von 1170
kg Samen pro Hektar, wie sie von einigen Tabaksatesicht wird (Patel und Parmar 1997),
wirde sich die Produktionsmenge an SO1-100xELPaimaksamen auf etwa 4 g pro Hektar
belaufen, was in keiner Weise fir eine wirtschetfii Produktion ausreicht. Allerdings war
die Anzahl exprimierender Linien zu gering, um dasamte Potential dieses Konstruktes in
Tabaksamen abschéatzen zu konnen. Eine ErhohundPrbeluktionsmenge ist unbedingt
notwendig, um eine Produktion von Spinnenseideepieh unter wirtschaftlichen

Gesichtspunkten méglich zu machen.

Der in dieser Arbeit verwendete LeB4-Promotor wubeeeits bei der Expression von scFV-
ELP-Fusionen in Tabaksamen benutzt (Scheller eR20fl6). Dabei konnten Produktmengen
bis zu 25% TSP erreicht werden. Die hier erreich#engen (Tab. 11) entsprechen etwa
0,013% TSP und liegen damit deutlich unter diesemrt\Mvas auf die GroRe und die

repetitive Struktur des Spinnenseiden-Fusionsprsteuriickzufiihren sein kann. Andererseits
wurden bei der Expression von Spinnenseiden-Fugiotesnen in Tabakblattern unter der
Kontrolle des ubiquitaren CaMV 35S-Promotors max@raroteinmengen von 4% TSP im

Western blot nachgewiesen (Scheller et. al. 20D#s liegt ebenfalls deutlich Gber den im

Samen erreichten Mengen. Eine Instabilitat desdaggiroteins ist auszuschlie3en, da zu
keiner Zeit im Western blot Abbaubanden erkennbarew. Diesbezuglich ist insbesondere
der Langzeitversuch zu beachten (Abb. 20 und 2%)stellt sich die Frage, ob eventuell

Silencing-Effekte fur die niedrige Proteinkonzetitia verantwortlich sind. Eine Erhdhung

der Expression in Tabaksamen kdnnte durch einev@pting des Promotors (Jaeger et. al.
2002) sowie durch die Angleichung der DNS-Sequesw Spinnenseidenkonstruktes an die
Codonnutzung in Tabak erfolgen (Ubersicht bei Gastm et. al. 2004). Dennoch ist es
fraglich, ob im Produktionssystem Tabaksamen eurseegchende Proteinproduktion etabliert
werden kann. Daher ist der Wechsel des Expressistesss notwendig, um die

wirtschaftlich sinnvolle Produktion von Spinnengigroteinen zu erreichen. So ware die
Transformation einer Pflanze mit einem héherenddngehalt und generell gréReren Samen,
also hoherem Ernteertrag als Tabaksamen ein vsgverhender Ansatz. Erbsen oder

Sojabohnen Ubertreffen mit einer durchschnittlicdahresernte von ca. 2500 kg pro Hektar
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und einem Proteingehalt von bis zu 25% bzw. Ubéy 4Dabak mit einer maximalen
Samenernte von 1170 kg und einem Proteingehaletrea 10% bei Weitem (Tab. 15).

Tab. 15: Betrachtung der Ausbeute an Samen und r§aotein verschiedener

Kulturpflanzen (Stoger et. al. 2005).

Spezies Durchschnittliche Protein-
jahrliche Ernte [kg hid | anteil (%)
Mais (Zea mays) 8670 10
Reis QOryza sativa) 7270 8
Gerste Hordeum vulgare) 3100 13
Weizen {[riticum aestivium) 2700 12
Soja Glycine max) 2600 >40
Erbse Pisum sativum) 2500 (max. 4000 20-25
Raps Brassica napus) 1500 22
Farberdistel Carthamnus tinctorius) | 1500 25
Leindotter Camelina sativa) 1100 25

" Angaben Uber Ernte und Proteinanteil von Sojarse aus De Kathen und Pickardt 2005

Ein Wechsel des Expressionssystems fur zukinftigeeEmente zu diesen Pflanzen ist also
durchaus empfehlenswert. Fir alle weiteren Expoassersuche ist die Langzeitstabilitat der
Spinnenseidenproteine in Tabaksamen zu bewertendielse Produktionsplattform als
Modellsystem dienen kann. Die Langzeitstabilitatr deusionsproteine im gewahlten
Expressionssystem ist von entscheidender Bedeutumggine Lagerung nach der Ernte bis
zur Reinigung bzw. einen kostenglnstigen Transpeon der Anbauflache zur
Reinigungsanlage zu ermdoglichen. Im Falle der Esgpom von Spinnenseidenproteinen in
Tabakblattern erfolgt die Lagerung bei -80°C, wade dAnwendbarkeit der
Produktionsplattform Tabakblatt an vorhandene Tibfkapazitaten bindet. Kartoffeln
wurden ebenfalls als Produktionsplattform getesdbei traten sowohl bei gekuhlter
Lagerung der Kartoffeln (10°C) als auch bei derchhsf3enden Reinigung Abbauvorgange
auf, die zu starken Verlusten des exprimierten dhsproteins bis hin zum vollstéandigen
Abbau fiihrten. Dieser Abbau begann bereits voriete in den noch im Boden befindlichen
Knollen (C. Minnich und U. Conrad, unpublizierte t&g. Das Produktionssystem
Tabaksamen wurde als vielversprechend angesehebemdts in friheren Arbeiten die
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Langzeitstabilitat von  Einzelketten-Antikorperfragmten  (scFv) in  Tabaksamen
nachgewiesen werden konnte (Scheller et. al. 20Di&) starken Unterschiede der Stabilitat
bei unterschiedlichen Proteinen im selben Expressigstem haben sich allerdings bereits im
Falle der Produktion in der Kartoffelknolle gezeigféhrend bei der Produktion von scFv-
Antikorpern in Kartoffelknollen nach 1,5 Jahren keagng noch 50% der urspringlichen
Proteinmenge vorhanden waren und problemlos gegtewverden konnten (Artsaenko et. al.
1998), wurden Spinnenseidenproteine, wie bereitgorzuerwahnt, nahezu vollstandig
abgebaut. Im Gegensatz dazu blieben die Spinnemgeinteine in Tabaksamen auch Uber
lange Zeitraume (1 Jahr) stabil. Dariber hinauswdeinerlei Spuren von Abbauprozessen
sichtbar. Damit erfullt die Produktion von Spinneigenproteinen in Samen ein

Hauptkriterium als wirtschaftlich interessante Rikttbnsplattform.

Abschlie3end sind die Reinigung aus Samen und dlgeiderzielte Proteinausbeute zu
bewerten. Bei der Herstellung von technischen Nlten sind die Anforderungen an die
Reinheit des Rohstoffes weniger streng als beirphaeutischen Produkten, aber trotzdem ist
der Aufschluss der Samen und die Entfernung von tdomationen mdglichst ohne
Produktverluste selbst bei geeigneten Proteinmengen Samen von entscheidender
Bedeutung. Bei einem zu hohen Fremdstoffanteil kargine Verschlechterung der positiven
Eigenschaften des Spinnenseidenproteins und eiherédVariation der Produktqualitat

eintreten, was eine industrielle Verwertung unnégiachen wirde.

Die bereits vielfach erfolgreich angewandte ITC-Mete konnte auch fir die Reinigung von
Spinnenseiden-Fusionsproteinen aus Samen verwemndgten. Allerdings war die
Anpassung dieser Methode an den hohen FettgedtraBaimen notwendig. Nachdem dieses
verfahrenstechnische Problem mittels zweier zus@eal Filtrationsschritte gelést werden
konnte, wurde die Menge an Reinigungsgut vom Ktemafstab (0,06 g Tabaksamen) auf
den maximalen Labormal3stab (bis zu 50 g Tabaksaredrht. Kontaminationen des
transgenen Proteins mit Samenproteinen konnten rweditels Silber- noch mit
Coomassiefarbung nachgewiesen werden (Abb. 27A),284s den Erfolg des angewandten
Reinigungsverfahrens verdeutlicht. Trotz der gezmdroteinkonzentration und der bereits
erwahnten zusatzlichen Verfahrensschritte zur Abpweg von Fetten konnte eine
Proteinausbeute von tber 40% bezogen auf den Rakexrreicht werden (Kap. 3.1.5.3).

Zwar konnen mittels chromatographischer Methodetegsicht bei Miiller 2005) oder
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Adsorptionsverfahren teilweise durchaus hohere Autn erreicht werden (Tab. 16), jedoch

verursachen dieses Verfahren wesentlich hohereedass die Inverse Transition Cycling-

Methode.

Tab. 16: Vergleich von verschiedenen Reinigungs¥eein mittels Adsorption an

magnetische Partikel (variiert aus Franzreb eR@D6) mit der ITC-Reinigung

von Spinneseiden-Fusionsproteinen aus Tabaksamen

aus TabaksameiNicotiana tabacum)”

“aus der vorliegenden Arbeit
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Reinigungsgut Protein- | Referenz

ausbeute

(%)
Fv-Antikbrperfragmente aus geklarters. 53 Zulgarnain 2000
coli-Lysat
L1 Hdallprotein aus E. coli-Lysat (mit 72 Heeboll-Nielsen et. al. 2003
Spermin)
His-eGFP aug&. coli-Lysat 61 Ebner 2006
His-eGFP aug&. coli-Lysat 66 Ebner 2006
His-eGFP aug&. coli-Lysat 25 Ebner 2006
Lactatdehydrogenase aus Hefehomogenat 44 Zulgazn0am
Malatdehydrogenase aus Hefehomogenat 3R Zulqazoaid
Lactoperoxidase aus hydrolisierter Molke 90 Heebladlsen et. al. 2004b
Trypsin aus hydrolisierter Molke 75 Heebgll-Niels2H03
Superoxiddismutase aus hydrolisierter Molke 79 Meyeal. 2005
Lactoferrin aus hydrolisierter Molke 47 Meyer 2004
Trypsin aus entfetteter Molke 34 Hubbuch 2001
Trypsin aus Schweinepankreatin 62 Hubbuch und Hsa2002
Maus-1g2b-Antikorper 75 Holschuh und Schwammle2(
Lektin (ConA) aus zerkleinerten Jackbohnen 69 Heebgll-Nielsen et. al. 2004a
(Canavalia ensiformis)
Spinnenseiden-Fusionsproteine (mittels ITC) 44

0
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Dieser wirtschaftlich relevante Unterschied wird beromatographischen Systemen durch
die Kosten des Adsorbens bedingt. Ist die Aufnalapeakitat des Adsorbens Uberschritten,
treten Verluste auf, da das transgene Protein mdtir gebunden werden kann. Daher muss
eine genugend groRe Menge an Adsorbens zur Vergigtehen. Im Gegensatz dazu kann
die ITC-Methode in nahezu beliebigen Durchsatzmendigrchgefihrt werden und es wird
lediglich NaCl in gré3eren Mengen bendotigt.
Einzig die Pelletierung des ELP-FusionsproteindaisitZentrifugation stellt im industriellen
Maflstab einen limitierenden Schritt dar und solher, wenn moglich, durch andere
Trennungsverfahren ersetzt oder erganzt werderheBge Versuche zur Abtrennung des
ELP-Fusionsproteins mittels Filtration im Labormi@Bs scheiterten an den auftretenden
starken Proteinverlusten, die wahrscheinlich aunk arreversible Bindung des ausgefallten
Fusionsproteins an die Filtermembran zurlckzufulsred (Kap. 3.1.5.2). Das im Rohextrakt
mittels Western blot nachweisbare Fusionsproteinde/unach der Ausféllung Uber die
Filtermembran vom Durchfluss getrennt, was dur@d&utlich schwachere Proteinbande in
der Durchflussprobe nachgewiesen wurde (Abb. 303indAnschlieRend konnte das Protein
jedoch nur in extrem geringen Mengen wieder in In@sgebracht werden. Aul3erdem wurden
bei hoheren Konzentrationen im Rohextrakt starkeogeinbanden im Durchfluss und damit
Proteinverluste gezeigt (Abb. 29). Im Gegensatz unseren Experimenten gelang die
Abtrennung eines Thioredoxin-ELP-Fusionproteins @nsr Bakteriensuspension mit diesem
Verfahren problemlos (Ge et. al. 2006). Es ist damzunehmen, dass entweder die Anzahl
der ELP-Pentapeptide oder der Fusionspartner esitkaid fur die erneute LOsung des
Fusionsproteins von der Membranoberflache sind. BEligation zur Abtrennung der im
Samenrohextrakt vorhandenen Fette erfolgte vorFédung des Fusionsproteins, wodurch
keine nennenswerten Verluste auftraten (Abb.26,, Z88). Uberdies wurden hierbei Filter
mit groReren Poren verwendet. Die ausschliel3litbribasierte Reinigung stellt also keine
Alternative zur gut funktionierenden ITC-Methodettels Zentrifugation bei der Reinigung
von Spinnenseiden-ELP-Fusionsproteinen dar.
Tabaksamen sind als Produktionssystem fur Spinidars€&usionsproteine im Labormal3stab
durchaus geeignet, insbesondere durch die unkommpéizLagerung. Fur Produktionen in
groReren Maldstdben sind die bisher erreichten Merge Spinnenseidenproteinen in

Tabaksamen nicht ausreichend.
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4.2  Konnen Spinnenseiden-Fusionsproteine posttranslatial verknipft werden?

Alle bisher identifizierten Spinnenseidenproteineisgn eine enorme GrofRe und eine
hochrepetitive Struktur auf (Prashad et. al. 19adyashi und Lewis 1998; Rising et. al.
2005; Hu et. al. 2006a; Zhao et. al. 2006; Higghsal. 2007; Tian und Lewis 2005). Ein
Beispiel dafur sind die Tragfadenproteine MaSpl WaSp2 vonLatrodectus hesperus,
deren Sequenzen inzwischen vollstandig bekannt (gdub et. al. 2007)MaSpl hat eine
Grof3e von 9390 bp und kodiert fir 3129 Aminosaubams MaSp2-Gen umfasst 11340 bp
und kodiert fur 3779 Aminosauren. Aufgrund diesegelischaften stellt die Produktion von
vollstandigen nativen Spinnenseidenproteinen immoah ein enormes Problem dar. Eine
alternative Strategie zur Expression komplettemBgnseidenproteine natirlicher Grol3e im
jeweiligen Expressionssystem ist die Herstellungsel@edener Proteinmonomere und deren
posttranslationale Verknipfung. Diese Strategietebienicht nur den Vorteil einer
problemlosen Erhéhung der Proteingréf3e, sonderitt sfeenfalls eine Erweiterung des
Produktspektrums dar, denn durch die spatere Dseenng konnen weitere funktionelle
Gruppen an Spinnenseidenproteine angefliigt werded so die Basis fir neue
Verbundwerkstoffe bilden (Kap. 4.2.2). Die Stragegler Verbindung von funktionellen
Gruppen mit Strukturelementen aus Spinnenseidegipet wurde bereits bei der modularen
Konstruktion synthetischer Spinnenseidenproteirméolgt (Scheibel 2004). Allerdings wurde
die Verbindung der funktionellen Gruppen und deul8trelemente bereits auf der Ebene der
DNS-Konstrukte vorgenommen. Eine spatemevitro VerknUpfung hingegen erlaubt die
flexible Anpassung der Konstrukte, da fertige Hrot®nomere gereinigt und gelagert
werden und zu einem beliebigen spateren ZeitpunktPmoteinen aus neuen Konstrukten
kombiniert werden kdnnen. Eine Methode zur pos#ietionalen Verkntpfung von Proteinen
ist die Inkubation mit bakterieller Transglutamiea®ie Verwendung von Transglutaminase
zur unspezifischen Verknupfung von Proteinen, nahoénin der Lebensmittelindustrie, ist
weit verbreitet (Muguruma et. al. 1990; Takagakia¢t 1991; DeJong und Koppelman 2002;
Tseng und Lai 2002; Malandain 2005). Uber die dezideterodimerisierung von Proteinen
mittels Transglutaminase wurde erst vor kurzer Bertchtet (Tanaka et. al. 2004).

Die Polymerisierung von Spinnenseiden-Fusionspreteimittels Transglutaminase wurde
erstmals im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich duettigrt. Auf diese Weise konnten
rekombinante Proteine mit einer Gré3e von Uber KIDA erzeugt werden (Abb. 40 und 41).

Spinnenseidenproteine dieser Grof3e konnten bisicht m transgenen Systemen erzeugt
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werden. Allerdings ist zu beachten, dass die Palgiaeing nicht vollstandig war, sondern
ein Grol3teil der Proteine weiterhin in Monomerforarlag. Um die Verknupfung der
Monomere weiter zu verbessern, konnte die Zugab& @dmsglutaminase sukzessiv erfolgen
und gleichzeitig die Inkubationszeit verlangert evar. Dartiber hinaus ist die Qualitat der
Transglutaminase von entscheidender Bedeutungzudiachst verwendete Transglutaminase
in Lebensmittelqualitat (Ajinomoto) konnte aufgrumdn Verunreinigungen nicht verwendet
werden. Erst die flr den Laborbedarf hergesteli@n3glutaminase (N-Zyme) war fur die
Polymerisierung der Spinnenseiden-Fusionsprotamsezbar. Wahrend dieser Experimente
wurden schwache Polymerbanden bereits vereinzelRahextrakten aus Tabakblattern
beobachtet. Eine Erklarung fir diese Reaktion k&nneben unspezifischen Bindungen der
Monomere, die Anwesenheit von Transglutaminasempfianzlichem Gewebe sein. Dies
wurde bereits im Gewebe des Blitenkelches Nimotiana tabacum nachgewiesen (Serafini-
Fracassini et. al. 2002). Allerdings ist diese Bglutaminaseaktivitdt nur unwesentlich
starker als in der Negativkontrolle. In zukunftigerperimenten werden unter anderem die
Reinigung und Charakterisierung der Polymere saerevollstandige Umsatz der Monomere
zu realisieren sein.

Zwar ist die Verspinnung von SpinnenseidenproteineriFasern und Faden das langfristige
Ziel zur Nutzung dieses vielseitigen Materials, lowie aus den vorangegangenen
Ausfuhrungen hervorgeht, sind noch einige techmssbhwierigkeiten zu Gberwinden. Eine
Mdoglichkeit, die bereits herstellbaren Spinnensaeteine technisch zu nutzen, ist unter
anderem die Anwendung in mikroelektromechanischgstethen, da dort nur winzige
Mengen des Proteins bendtigt werden und das Verspiau Fasern nicht notwendig ist (Bai
et. al. 2006). In bisherigen Tests wurde eine #eHlyeende Struktur, eine sogenannte
Mikrobriicke, aus Spinnenseidenproteinen erstelld whe mechanischen Eigenschaften
ermittelt. Obwohl die maximale Belastbarkeit undd€fizitat der verwendeten Tragfadenseide
aus N. clavipes wegen der Seidengewinnung durch Melken der Spinoed des
anschlieBenden Lésens der Proteine in 1,1,1,3,8Xaflioro-2-propanol deutlich reduziert
war, konnte die selbsttragende Briicke zwei- bisiaedt htheren Belastungen standhalten als
alle bisher fur derartige Konstrukte verwendeteopBiymere, wie z.B. Hydrogele. Eine
weitere  Anwendungsmdoglichkeit ist die hier vorgse Einbindung von
Spinnenseidenproteinen in Wollfaden. Wie bereitwabnt wird Transglutaminase zur
Verknupfung von zahlreichen Proteinen eingesetirie Anwendung, die erst vor kurzem

beschrieben wurde, ist die Verbesserung der Mé&egenschaften von Wolle (Cortez et. al.
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2004; Cortez et. al. 2005). Diese Behandlung fubkrteeinem Zuwachs der mechanischen
Belastbarkeit der Wollfasern. Eine interessante iavie dieses Verfahrens ist die
Transglutaminase-vermittelte Einbindung von SericinWollfasern (Cortez et. al. 2007).
Sericin ist auch bekannt als Seidenleim und faditAbfallprodukt bei der Gewinnung von
Seidenfaden au8ombyx mori an. Durch die Behandlung mit Transglutaminagg&de
Seidenleim sowohl an der Oberflache als auch in tieferen Schichten der Wollfaser
gebunden. Die Eigenschaften der behandelten Weitliasntsprachen im Wesentlichen den
Eigenschaften der nur mit Transglutaminase behtermdeFasern. Allerdings war die
mechanische Belastbarkeit weiter erhoht und dierfRasiesen eine weichere Oberflache auf.
Aufbauend auf diesen Experimenten konnten wir thbike Einbindung von Spinnenseiden-
Fusionsproteinen und ELP-Konstrukten in Wollfasemmttels Western blot-Analyse
demonstrieren. Dabei konnte gezeigt werden, dassndi Transglutaminase inkubierten
Fusionsproteine auch bei mehrmaliger intensiver dMasg nicht aus den Wollfasern gel6st
werden konnten. Im Gegensatz dazu wurden nicht nigfke Fusionsproteine einfach
ausgespult Abb.43). In zukinftigen Experimenten dear die Materialeigenschaften der
veranderten Wollfasern und damit der potentielléz&n dieses neuen Materials untersucht
und bewertet werden. In den bereits durchgefihrtérperimenten wurde die
posttranslationale Verknupfung der Spinnenseidesiefgproteine eindeutig gezeigt.

Obwohl weitere Verbesserungen der Expression vomn8pseiden-Fusionsproteinen in
Tabaksamen denkbar sind, ist fur eine grof3techaiscliderstellung von
Spinnenseidenproteinen in Pflanzen eine alternd&i@essionsplattform zu wéhlen, da die
Menge des transgenen Proteins im Tabaksamen u¥iadfaches zu niedrig ist.

Allerdings wird durch die Ergebnisse der Versuctelangzeitstabilitdt von Spinnenseiden-
Fusionsproteinen in Tabaksamen deutlich, dass diktere Verwendung von Samen als
Expressionssystem durchaus Vorteile bietet. Eblenféir die weitere Verwendung von
Samen spricht die Tatsache, dass die Inverse Timns§lycling-Methode zur Reinigung von
ELP-Fusionsproteinen an die Reinigung aus Samernnsihésondere an den hohen Fettgehalt
des Rohextraktes angepasst werden konnte. Darhit fSiedie Reinigung aus Samen eine
effektive Methode fir Samenmengen bis zu 50 g zenflgung. Diese Reinigungsmethode
verlauft effektiver bei zunehmender Konzentratioes cELP-Fusionsproteins (Meyer und
Chilkoti 2002), was eine hohere Ausbeute bei Samméneiner héheren Produktion des
transgenen Proteins bedeuten kdnnte.
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Die Versuche zur ausschliel3lich filterbasierten niRging, die bei der Reinigung aus
Bakteriensuspensionen erfolgreich  eingesetzt wirdpnnten bisher nicht mit
Spinnenseidenproteinen repliziert werden. Die atdtrden Proteinverluste nach der
Abtrennung des ausgefallten Fusionsproteins ausRienextrakt sind héchstwahrscheinlich
auf irreversible Bindungen an die Filtermembranizlzufiihren. Die Verwendung anderer
Filtermaterialien konnte dieses Problem l6sen. Dakinnte die bisher notwendige
Zentrifugation der Proteinproben zur Pelletierunges d geféllten Spinnenseiden-
Fusionsproteins unnotig werden.
Mittels des Modellsystems Tabaksamen konnte dasnBak von Samen als Lagersystem fir
Spinnenseiden-Fusionsproteine erfolgreich gezeegtlen. Allerdings ist Tabak selbst nicht
als technische Produktionsplattform geeignet. &aten sollte eine Pflanze mit einem hohen
Proteinanteil im Samen verwendet werden. Auf di&fsgse konnten die Vorteile einer hohen
Produktionsrate mit der hervorragenden Lagerstabikombiniert werden. Dann bedarf es
nur minimaler Anpassungen des etablierten Reinigueidahrens an die neue Pflanze, um

das Expressionssystem zu einer vollstdndigen Ptmohgiplattform zu machen.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde gepruft, ob Talzken als Produktionsplattform fir
Spinnenseiden-Fusionsproteine  geeignet sind.  Darubeinaus wurden neue
Spinnenseidenkonstrukte zur posttranslationalen ifikaton mittels bakterieller
Transglutaminase erzeugt. Im Folgenden werden digeldbisse der Arbeit Kkurz

zusammengefasst.

1. Verschiedene Spinnenseidenproteine, basierendeamfsggmisynthetischen Protein SO1,
wurden erstmalig erfolgreich in Tabaksamen untemtkalle des LeB4-bzw. USP-
Promotors exprimiert. Das Spinnenseiden-Fusionsprd@O1-100xELP unter Kontrolle
des LeB4-Promotors wurde weiter vermehrt und konbite zur TL-Generation
nachgewiesen werden. Die Gesamtmenge an Proteilsgmen blieb sowohl deutlich
unter den bisher erreichten Mengen an Spinnengaidiinen in Tabakblattern als auch

unter den Mengen an Einzelkettenantikorper-ELP-gnesi in Tabaksamen.

2. Die Expression von samenspezifisch exprimierten sttoikten in Tabakblattern konnte
durch Cotransformation mit dem TranskriptionsfakktSCA3 induziert werden. Damit
steht ein schnelles und effektives Testverfahren $amenspezifisch exprimierte

Konstrukte zur Verfigung.

3. Trotz der niedrigen Konzentration des transgen&teirs konnte bei der Reinigung aus
Tabaksamen mittels der durch Filtrationsschritigegterten Inverse Transition Cycling-
Methode eine Ausbeute von tber 40% erreicht werBleste Versuche zur ausschlief3lich
filterbasierten Reinigung von ELP-Fusionproteinerefeiten kein befriedigendes
Ergebnis, da ein Grol3teil des transgenen Protaink der salzinduzierten Fallung nicht
wieder von der Filtermembran gelést werden konntel wladurch starke Verluste

auftraten.

4. Das Spinnenseiden-Fusionsprotein SO1-100xELP bledi Raumtemperatur in
Tabaksamen Uber den Zeitraum von einem Jahr siabkonnten weder Mengenverluste
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noch Abbaubanden im Western blot nachgewiesen weRies verdeutlicht das Potential

von Samen als Produktionssystem fur Spinnenseidsioisproteine.

ELP-Fusionskonstrukte mit Dimerisierungsmarken {&@hin-bzw. Lysinmarke) wurden
erzeugt und sowohl transient als auch stabil inakblé@ttern exprimiert. Die gereinigten
Fusionsproteine ermdglichten die Transglutaminasesittelte Herstellung von
transgenen Spinnenseiden-Fusionsproteinen mit biaker unerreichten Grol3e von tber
200 kDa. Daruber hinaus verspricht diese Methode Herstellung von neuartigen
Verbundstoffen mit interessanten Eigenschaften. ®arden Spinnenseiden-
Fusionsproteine mittels Transglutaminase in Wadlfas stabil eingeftigt. Allerdings
konnte bisher kein vollstandiger Umsatz der Monamaum Polymer erreicht werden,

was das Ziel weiterer Versuche sein wird.
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