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Abkurzungen

A Alanin

A Ampere

AC Affinitatschromatographie

AP alkalische Phosphatase

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminosaure

BFM Biofeuchtmasse

BiP Immunglobulin-bindendes Protein (Binding immunoglobulin Protein)

c komplementéar- (complementary)

C Carboxy-

C Cystein

Ca Acetonkonzentration [%] (v/v)

CHO Eierstockzellen eines chinesischen Zwerghamsters (chinese hamster ovary)

clITC zentrifugationsbasiertes Inverse Transition Cycling

D Asparaginsaure

dH,O deionisiertes Wasser

DNA Desoxyribonukleinsdure (deoxyribonucleic acid)

DSP Produktisolierung, Aufreinigung (Downstream processing)

E Glutaminsaure

E. coli Escherichia coli

ELP Elastin-artiges Polypeptid (elastin-like polypeptide)

ER endoplasmatisches Retikulum

Flag Fangspiralenseide (flagelliform silk)

g Gramm

GMP good manufacturing practice — gute Herstellungspraxis

h Stunde

HCI Salzsaure

HEK menschliche embryonale Nierenzellen (human embryonic kidney)

HDH Hochdruckhomogenisator

HIC Hydrophobe Interaktionschromatographie

i unléslich (insoluble)

I Isoleucin

IEX lonenaustauschchromatographie

IPK Leibniz-Institut fur Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung (Gatersle-
ben)

k kilo

K Lysin

k.A. keine Angabe

KBL Kraig Biocraft Laboratories

L Leucin

L Liter

l.Z. letzter Zugriff

m Boten- (messenger)

m Meter

m mikrobiell



S. cerivisiae
SDS
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Spidroin
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Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
GrolRenauschlusschromatographie (size exclusion chromatography)
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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Spinnen! Fir die einen der blanke Horror, fir Andere hochinteressantes Forschungsobjekt.
Aktuell sind weltweit 4.056 Gattungen mit 46.779 Arten bekannt [Natural-History-Museum-
Bern, 2017]. Sie ern&hren sich teilweise von Pollen und Nektar, vorrangig aber von Beutetie-
ren [Eggs und Sanders, 2013; Foelix, 2011; Jackson et al., 2001; Smith und Mommsen,
1984]. Um diese fangen zu kdnnen, haben Spinnen eine Vielzahl von Jagdtechniken entwi-
ckelt. Vogelspinnen beispielsweise Uberfallen ihre Beute aus einem Hinterhalt und injizieren
nach einem Biss mit ihren Klauen ein tddliches Gift [Foelix, 2011]. Die Gladiatorspinne wirft
ein kleines, selbst gesponnenes Netz Uber ihr Opfer und fangt es so (siehe Abbildung 1-1, a)
[Coddington und Sobrevila, 1987; Stafstrom und Hebets, 2016]. Viele weitere Netzformen

wie Baldachinnetze, Trichternetze und Radnetze sind bekannt (siehe Abbildung 1-1).

Abbildung 1-1. Verschiedene Arten von Spinnennetzen. (a) Gladiatorspinne mit Fangnetz
[Flickr, 2012]; (b) Baldachinnetz [Wikipedia, 2006]; (c) Trichternetz [Wikipedia, 2005]; (d) Radnetz
[Pixabay, 2016]

Zum Bau solcher Netze verwenden Spinnen Seide, die sie in ihrem Korper in speziellen Dri-

sen produzieren und lagern (siehe Abbildung 1-2).



1 Einleitung 2

- Tough outer silk
of egg sac

PP\ S———
. Vi P
Flagelllgf?al;‘n; V7 4 Aggregate Cylindrical

Piriform glﬁainﬁd‘ &

Core fibers of -
capture spiral Aqueous coating

X Silk for Z
N swathing

prey

Soft inner silk
of egg sac

Cement for joints
and attachments

Abbildung 1-2: Schematische Darstellung der Gartenkreuzspinne Araneus diadematus mit Fo-
kus auf die Spinndriisen und der darin produzierten Seidenarten inklusive Verwendung (nach
[Vollrath, 2000]).

Echte Webspinnen wie die Gartenkreuzspinne Araneus diadematus oder die goldene Sei-
denspinne Nephila clavipes verwenden im Laufe ihres Lebens bis zu sieben Seidenarten fiir
verschiedene Zwecke (siehe Abbildung 1-2) [Vollrath, 2000]. Dazu z&hlen neben dem Bau
des Netzes auch Anwendungen wie das sichere Verpacken von Beute und Gelege oder die
Flucht vor Fressfeinden. Zur Besiedlung neuer Lebensraume kdnnen weite Strecken tber
das so genannte ballooning zuriickgelegt werden. Dafur erklimmen kleine bzw. Jungspinnen
erhohte Standorte wie z.B. Grashalme, um sich dann mithilfe eines abgelassenen Spinnfa-
dens vom Wind transportieren zu lassen [Freeman, 1946; Greenstone et al., 1987]. Dadurch

bilden Spinnen einen Teil des sogenannten Luftplanktons [Drake und Farrow, 1989].

Die in der Forschung gangigen Bezeichnungen und Abklrzungen der verschiedenen Spin-
nenseiden werden von der Spinnenart und/oder der sie produzierenden Spinndrise abgelei-
tet. Eine der beiden in der Major ampullate-Driise gebildeten Seidenarten beispielsweise,
das Major ampullate spider fibroin 1, wird in der Regel als MaSp1 abgekirzt. Spl steht fur
das erste nachgewiesene Spidroin, wobei die Bezeichnung eine Zusammenfassung darstellt
aus den Worten spider und fibroin. Fibroin ist der Hauptbestandteil der Seide von Insekten,
die eine Komplettmetamorphose durchlaufen wie der Seidenspinner Bombyx mori, aber

eben auch von Webspinnen [Craig et al., 1999]. Es ist ein den Keratinen zugeordnetes Pro-
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tein mit gattungsspezifischen repetitiven Peptidsequenzen, die Gber antiparallele B-Faltblatter
kristalline Bereiche ausbilden [Marsh et al., 1955; Warwicker, 1960]. Die typische Peptidse-
quenz des Seidenspinner-Fibroins ist Glycin-Serin-Glycin-Alanin-Glycin-Alanin (GSGAGA),
bei MaSpl der Nephila clavipes sind es Poly-Alanin-Blécke (A,, n=4-7) [Xu und Lewis, 1990;
Zhou et al., 2000]. Durch die kristallinen Bereiche kdnnen diese Seiden hohe Zugkréafte auf-
nehmen und sind darin vergleichbar mit der starksten von Menschen gemachten Faser,
namlich Kevlar. Aufgrund hdherer Dehnbarkeit Ubertreffen sie Kevlar® sogar bei der Auf-

nahmefahigkeit von mechanischer Energie, bevor sie zerreiRen (siehe Tabelle 1-1).

Tabelle 1-1: Vergleich hoch-zugfester kinstlicher und natirlicher Fasern bzgl. ihrer Starke
Zugfestigkeit- Rp), Bruchdehnung (€) und spezifischer Bruchenergie (Wgycn)- (a)—[DuPont, 2017];
)_[Zhou et al., 2000]; “—[Gosline et al., 1986; Kiimmerlen et al., 1996; Stauffer et al., 1994; Xu und
Lewis, 1990]; (d)-[Hayashi und Lewis, 2001; Lefevre und Pezolet, 2012]

. repetitives Sekundar- Wg;
s Eﬁement struktur Rn[GPa] A [k;/llg]
@ Phenylentereph- i

Kevlar®29 thalamid 3,6 4 30
Textilseide®™ GSGAGA B-Faltblatt 0,5 15 60
Tragfadenseide A, B-Faltblatt

(MaSp1)© GGX 310-Helix 4 35 100
Fangspiralen- GPGGX Typ-1l-B-turn

seide (Flag)® spacer Zugfestigkeit 1 200 100

Die Poly-Alanin-Blocke sind in eine amorphe, elastische Matrix eingebettet, die hauptsach-
lich aus dem GGX-Motiv (X=A, L, Q, Y) besteht und 3,-Helices bildet [Kimmerlen et al.,
1996; Xu und Lewis, 1990]. MaSpl besteht zu 90 % aus diesen beiden Motiven [Eisoldt et
al., 2011].

Die in der flagelliformen Driise produzierte Fangspiralenseide (Flag, siehe Abbildung 1-2)
enthalt ebenfalls das GGX-Motiv (X=A, S, T, Y). Dort ist es, in Kombination mit der iterativen
GPGGX-Sequenz (X=A, S, V, Y), Ursache der enormen Dehnbarkeit von bis zu 200 %
[Hayashi und Lewis, 1998; Hayashi und Lewis, 2000]. Blécke von (GPGGX)(GGX),, (m=43-
63; n=7) werden von einem spacer-Motiv unterbrochen, welches die Zugfestigkeit des Fa-
dens erhoéht [Adrianos et al., 2013; Gatesy et al., 2001].

Am N- und C-Terminus werden MaSp1 und Flag von nicht-repetitiven Aminosauresequenzen
flankiert, die malRgeblich wichtig sind fur die Speicherung der Proteine und die korrekte As-
semblierung des Fadens [Hagn, 2012]. Fur sie ist folglich, auch im Vergleich unterschiedli-
cher Spinnenfamilien, eine hohe Konservierung nachgewiesen [Beckwitt und Arcidiacono,
1994; Hagn, 2012; Sponner et al., 2005b]. Der gesamte modulare Aufbau der beiden Spin-

nenseidenproteine ist in Abbildung 1-3 dargestellt.
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Abbildung 1-3: Schematischer Aufbau der Spinnenseidenproteine MaSpl und Flag mit den
charakteristischen Aminosauresequenzen und strukturellen Motiven (modifiziert nach
[Doblhofer et al., 2015]).

Das Molekulargewicht der resultierenden Proteine betragt mindestens 250 kDa fur MaSpl
und 360 kDa fir Flag [Hayashi und Lewis, 1998; Sponner et al., 2005a]. Aus ihnen wird ein
an den jeweiligen Verwendungszweck angepasster Faden gesponnen und unter Umstanden
modifiziert. So z.B. kann die Fangspirale durch das Aufbringen der hygroskopischen Aggre-
gate-Seide klebrig gemacht werden [Vollrath und Edmonds, 1989].

Spinnennetze werden von Menschen schon seit langem zweckentfremdet. Im stidpazifischen
Raum werden Bambusrahmen hergestellt, in die Spinnen ihr Netz einweben. Diese Kon-
strukte finden dann Verwendung beim Fischfang [Weems und Edwards, 2001]. Bereits im
antiken Griechenland wurden Wunden mit Spinnennetzen abgedeckt, um Blutungen zu
stoppen [Gerritsen, 2002]. Heute sind aufgrund der Fortschritte in Naturwissenschaften, Me-
dizin und Technik viele weitere mdgliche Anwendungen denkbar und zum Teil bereits ge-
zeigt worden. Durch die Verwendung natiirlicher Spinnenseide war es beispielsweise mog-
lich, durchtrennte Nerven zu regenerieren [Allmeling et al., 2008; Radtke et al., 2011]. Eine
grol3e Schwierigkeit bei der Kommerzialisierung von Produkten aus Spinnenseide liegt darin,
Uberhaupt relevante Mengen der als Ausgangsstoffe dienenden Proteine zu gewinnen. Die
Menge an gespeicherter Seide in einer Nephila clavipes betragt etwa 100 ng [Hijirida et al.,
1996]. Zusatzlich verhalten sich Spinnen in der Regel kannibalistisch und territorial [Foelix,
2011]. Daher gestaltet sich ihre Zucht schwieriger als die von Seidenspinnerraupen, welche
bei der traditionellen Produktion von Textilseide genutzt werden. Die Umgehung der geschil-
derten Probleme gelang mit biotechnologischen Verfahren, durch die kiinstliche Spinnensei-
denproteine produziert werden koénnen (siehe Kapitel 1.1.2). Diese sind aktueller Gegen-

stand der Forschung, um Arzneimittel einzukapseln, adharente Zellen zu zichten und Im-
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plantate so zu ummanteln, dass eine Abstolungsreaktion des Kdrpers verringert wird [Blim
et al., 2014; Scheller et al., 2004; Zeplin et al., 2014]. Bei der Entwicklung technischer An-
wendungen wird vor allem darauf abgezielt, das Gewicht aktuell bestehender Produkte wie
Fallschirme, schusssichere Kleidung und Schuhe zu verringern [Adidas, 2016; KBL, 2017].
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1.1 Stand der Technik
1.1.1 Expressionssysteme

Fur die Produktion rekombinanter Proteine (im englischen oft abgekirzt als POI — protein of
interest) in Forschung und Industrie stehen diverse sogenannte Expressionssysteme bzw.
Plattformen zur Verfigung. Beginnend beim prokaryotischen ,Arbeitspferd der Biotechnolo-
gie® Escherichia coli (E. coli) reicht die Palette tiber Hefezellen wie Saccharomyces cerivisiae
(S. cerivisiae) und Pichia pastoris (P. pastoris)' hin zu Séugerzellen (z.B. Chinese Hamster
Ovary — CHO, Human Embryonic Kidney — HEK) und Pflanzen (z.B. Tabak, Tomate, Kartof-
fel). Die kommerzielle Nutzung solcher Expressionssysteme wird unter anderem im hoch-
preisigen pharmazeutischen Sektor fir die Produktion von Enzymen, Impfstoffen und mono-
klonalen Antikorpern betrieben. Acht der zehn umsatzstarksten Pharmazeutika des Jahres
2016 wurden biotechnologisch mit Hilfe von Mikroorganismen oder CHO-Zellen produziert
(siehe Tabelle 1-2). Insgesamt entspricht das 16 % des Gesamtumsatzes der 15 weltweit
gréRten Pharmaunternehmen [FiercePharma, 2017]. Viele weitere Biopharmazeutika sind
auf dem Markt, und es ist tendenziell mit einer Erweiterung des Marktsegments zu rechnen.

Fur groRtechnische Anwendungen erfolgt die Auswahl des Systems nach einer Vielzahl von
Parametern, wie der Skalierbarkeit des Produktionsprozesses, einer hohen Produktbildungs-
rate und der Moglichkeit posttranslationaler Modifikationen. Bei Verwendung von z.B. E. coli
als Produktionsorganismus kdnnen in kurzer Zeit hohe biomassebezogene Ausbeuten re-
kombinanter Proteine erzielt werden. Bis zu 20 % der Biotrockenmasse sind belegt
[Khalilzadeh et al., 2003]. Spezifische co- und posttranslationale Modifikationen wie Ausbil-
dung von Disulfidbricken, korrekte Faltung und Glykosylierung sind in prokaryotischen Sys-
temen, wenn Uberhaupt, nur eingeschrankt moglich [Berkmen, 2012]. Diese kdnnen effizient
durch den Einsatz eukaryotischer Expressionssysteme erreicht werden. Hefezellen bieten
ebenfalls den Vorteil kurzer Generationszeiten. Das natlrliche Glykosylierungsmuster von
beispielsweise in S. cerivisiae oder P. pastoris produzierten therapeutischen Proteinen
weicht jedoch deutlich von dem humaner Zellen ab, was Immunreaktionen zur Folge haben
kann [Lam et al., 2007]. Die industrielle Produktion von Antikdrpern mit humanen posttransla-
tionalen Modifikationen erfolgt daher in der Regel mit Hilfe von CHO-, HEK- oder Hybridoma-
Zellen [Sanchez-Garcia et al., 2016]. Doch auch diese Expressionssysteme bieten nicht nur

! Mit Hilfe molekularbiologischer Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass in der Biotechnologie
genutzte P. pastoris-Stdmme eigentlich Komagataella phaffii zuzuordnen sind Kurtzman, C. P. (2009).
“Biotechnological strains of Komagataella (Pichia) pastoris are Komagataella phaffii as determined
from multigene sequence analysis.” Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology, 36, 1435-
1438, Yamada, Y., Matsuda, M., Maeda, K. und Mikata, K. (1995). “The Phylogenetic Relationships of
Methanol-assimilating Yeasts Based on the Partial Sequences of 18S and 26S Ribosomal RNAs: The
Proposal of Komagataella Gen. Nov. (Saccharomycetaceae).” Bioscience, Biotechnology, and
Biochemistry, 59, 439-444. Die ,alte” Bezeichnung ist jedoch etabliert und wird nach wie vor verwen-
det.
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Vor- sondern auch Nachteile. Die Entwicklung des Produktionsstammes ist sehr zeitaufwen-
dig, die Kulturmedien sind im Vergleich zu Mikroorganismen preisintensiv und eine Skalie-
rung des Produktionsprozesses ist mit enormem finanziellem Aufwand verbunden. Eine
Ubersicht ausgewahlter Parameter der besprochenen Expressionssysteme ist in Tabelle 1-3
gegeben.
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Tabelle 1-2: Top ten der umsatzstarksten Arzneimittel weltweit (Stand: 2016; [genengnnews, 2017]).

Medikament | Wirkstoffname Wirkstoffart Zulassungsinhaber Umsatz [Mrd. US-$] Produktion
rekombinanter humaner mono-
Humira® Adalimumab ekombinante u. ? er mono AbbVie Ltd. 16,1 CHO-Zellen
klonaler Antikérper
. Ledi i - i lekul Pol - : ) .
Harvoni® edlpaSV|r( S0 nledermoe.u grgr olymeras Gilead Sciences 9,1 chemisch
fosbuvir einhibitor
rekombinantes dimeres chiméa- .
Enbrel® Etanercept . . Pfizer 8,9 CHO-Zellen
res Fusionsprotein
) . rekombinanter humanisierter .
Rituxan® Rituximab ! ) . I ! Roche/ Biogen 8,6 CHO-Zellen
monoklonaler Antikdrper
. . rekombinanter chiméarer mono- .
Remicade® Infliximab o MSD 7,8 Hybridoma-Zellen
klonaler Antikdrper
Revlimid® Lenalidomid niedermolekularer Immunmo- Celgene 7,0 chemisch
dulator
. . rekombinanter humanisierter
Avastin® Bevacizumab o Roche 6,8 CHO-Zellen
monoklonaler Antikdrper
. rekombinanter humanisierter
Herceptin® Trastuzumab o Roche 6,8 CHO-Zellen
monoklonaler Antikdrper
Lantus® Insulin glargin rekombinantes Peptidhormon Sanofi 6,1 E. coli
Streptococcus pneu-
Prevnar 13®/ moniae,
PCV13 Konjugatimpfstoff Pfizer 5,7

Prevenar 13®

Corynebacterium diph-
teriae
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Tabelle 1-3: Industrielle Expressionssysteme zur Produktion rekombinanter Proteine mit aus-
gewahlten Vor- und Nachteilen (modifiziert nach [Ma et al., 2003]). PTM*—spezifische posttransla-

tionale Modifikationen ohne spezielle Veranderungen des Organismus' ad hoc

Produktions- | Produktions- : . Kontaminatio-
System Lt 3 .I Skalierbarkeit PTM* nat!
kosten zeit nen
Bakterien gering kurz hoch keine Endotoxine
Hefen mittel mittel mittel abweichend | geringes Risiko
Sauger- hoch lan sehr gerin humanisiert/ | Viren, Prionen,
zellen g gering human Onkogen-DNA
Pflanzen . . .
. mittel sehr kurz sehr hoch abweichend Endotoxine
(transient)
Pflanzen . . . -
(statfil) sehr gering lang sehr hoch abweichend | geringes Risiko

Relativ neu ist die Verwendung kompletter Zellsysteme und Organismen fur die Produktion
rekombinanter Proteine. Die Nutzung von Pflanzen als Expressionssystem wird als
Molecular Pharming (auch Molecular Farming) bezeichnet. Sie ist erstmals durch die Produk-
tion eines rekombinanten funktionalen Antikdrpers in Tabak aufgezeigt worden [Hiatt et al.,
1989]. Darauf folgte die kommerzielle Herstellung von Avidin und B-Glucuronidase in Mais-
samen [Hood et al., 1997; Witcher et al., 1998]. Diese Produkte waren der Beweis, dass

hochqualitative Proteine 6konomisch in Pflanzen produziert werden kénnen.

Grundsatzlich wird bei der Herstellung von rekombinanten Proteinen in Pflanzen zwischen
transienten und stabilen Systemen unterschieden. Dies wird im Folgenden am Beispiel von
Tabak exemplarisch erklart, wobei die Einbringung der genetischen Information durch Infek-
tion der Tabakblatter mittels genetisch modifizierter Agrobacterium tumefaciens-Erreger er-
folgt. Im ersten Fall, der transienten Expression, wird direkt im Anschluss an die Infektion im
Zeitraum von maximal zehn Tagen das rekombinante Protein produziert [Gleba et al., 2005].
Dieses Verfahren ist schnell und effizient. Nachteilig wirken sich die eingeschrankte Skalier-
barkeit und das Einbringen von Endotoxinen durch das Bakterium aus. Die zweite Méglich-
keit ist die Erzeugung stabiler Transformanten z.B. nach der Methode von Horsch [Horsch et

al., 1985]. Das Vorgehen ist schematisch in Abbildung 1-4 dargestellt.
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Coculture of Cultivation of leaf disks on medium Generation of In vitro growth of
agrobacteria and containing antibiotic for selection and primary transgenic  transgenic plants and
tobacco leaf disks induction of callus formation plants transfer to soil

Abbildung 1-4: Erzeugung stabiler Transformanten nach der Methode von Horsch [Horsch et
al., 1985] (aus [Floss et al., 2010]).

Von Tabakblattern werden Teile ausgestochen, in einer Nahrlésung zusammen mit gene-
tisch modifizierten Erregern (Agrobacerium tumefaciens) kultiviert und mittels Antibiotikum
selektiert. Dadurch entstehen transfizierte Tabaksprof3linge. Diese kénnen anschlieRend im
Boden heranwachsen und das rekombinante Protein produzieren. Durch Paarung der gene-
tisch transformierten Pflanzen untereinander ist es schlie3lich méglich, Saatgut einer stabilen
Produktionslinie zu erzeugen.Auf diesem Weg war es mdglich, eine Linie von Tabakpflanzen
zu entwickeln, die stabil rekombinante Spinnenseide produzieren [Weichert et al., 2014].

Die Produkttiter in den Blattern unterscheiden sich bei beiden Varianten deutlich. Durch das
Arbeiten mit stabilen Transformanten werden etwa 100 MQproduk!KOBioteuchtmasse €freicht
[Matoba et al., 2011]. Bei der transienten Expression sind aktuell bis zu 2 gproguki!K9gioteuchtmasse
belegt [Zischewski et al., 2016]. Hier liegt auch der grol3e Vorteil dieses Expressionssystems.
Innerhalb sehr kurzer Zeit (<10 Tage nach Infektion) kdnnen grof3e Mengen Zielprotein ge-
wonnen werden. Die technische Machbarkeit ist bereits eindrucksvoll gezeigt worden. Die
US-amerikanische Firma iBio Biotherapeutics (vorher Caliber Biotherapeutics) betreibt eine
Anlage, in der mindestens 3,5 t Tabakpflanzen pro Woche hoch automatisiert kultiviert, infi-
Ziert, geerntet und einer Produktisolierung unterzogen werden. Der komplette Aufbau der
Anlage ist modular und kann so bedarfsgerecht angepasst werden. Ziel ist, 7 t Tabakpflan-
zen pro Woche zu verarbeiten und mindestens 150 kg gereinigte Produkte pro Jahr bereitzu-
stellen [Holtz et al., 2015].

Aktuell ist nur ein einziges rekombinantes Pflanzenpharmazeutikum als Medikament im Hu-
manbereich zugelassen. ELELYSO™ mit dem Wirkstoff Taliglucerase a wird von Protalix
BioTherapeutics mit Hilfe von Karottenzellen hergestellt und dient der Behandlung des Gau-
cher-Syndroms [Tekoah et al., 2015]. Dass den Anforderungen der guten Herstellungspraxis
(good manufacturing practice — GMP) Rechnung getragen werden kann ist in Machbarkeits-
studien fur die Produktion von rekombinanten Antikérpern und Vakzinen gezeigt worden
[Holtz et al., 2015; Sack et al., 2015; Tusé et al., 2015]. In Kombination mit der Tatsache,

dass aktuell zehn verschiedene pflanzenbasierte Biopharmazeutika in klinischen Phasen auf
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ihr Wirkpotential untersucht werden, ist daher von einer Etablierung pflanzlicher Expressi-

onssysteme fur die Produktion rekombinanter Proteine auszugehen [Clinicaltrials, 2017].
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1.1.2 Spinnenseidenproduktion

Die Grundlage zur Produktion rekombinanter Spinnenseide wurde 1990 durch die Arbeit von
Min Xu und Randolph Lewis gelegt. Den Forschern war es als ersten gelungen, Tragfaden-
seide der Goldenen Seidenspinne Nephila clavipes partiell zu sequenzieren und ihre mRNA
sowie cDNA zu analysieren. Wegen der hohen Repetitivitat bestimmter Codons war es ihnen
nicht moglich, die komplette Aminoséuresequenz zu entschlisseln, jedoch konnten die wich-
tigen Strukturelemente, ndmlich Poly-Alanin-Blocke und ein GGX-Motiv (X=A, L, Q, Y), iden-
tifiziert werden [Lewis, 2006; Xu und Lewis, 1990]. In der Folge wurden kiinstliche Spinnen-
seidenproteine produziert unter Verwendung mikrobieller Expressionssysteme wie dem Bak-
terium E. coli und der Hefe P. pastoris.

Die erzielten Ausbeuten waren eher gering mit einem herausstechenden Maximum von 1 g/L
durch das Arbeiten mit P. pastoris [Fahnestock und Bedzyk, 1997]. Als mogliche Ursachen
dafur wurden unginstige Sekundarstrukturen der mRNA mit daraus resultierenden Translati-
onspausen und —abbriichen sowie geringe Léslichkeit der Zielproteine angegeben. Die eben-
falls problematische Erschopfung der tRNA-Levels fiir Alanin und Glycin konnte durch gene-

tische Modifizierung des Stoffwechsels unterbunden werden [Xia et al., 2010].

Zur Uberwindung der bei der Nutzung von Bakterien und Hefen beobachteten Probleme
wurden alternativ weitere eukaryotische Expressionssysteme untersucht. Kinstliche Spin-
nenseidenproteine konnten in Insekten- und Saugerzellen sowie mit transgenen Seidenspin-
nern (Kokon), Mausen und Ziegen (Milch) produziert werden [Ittah et al., 2010; Karatzas et
al., 1999; Lazaris et al., 2002; Teulé et al., 2012; Xu et al., 2007]. Die groRen Nachteile die-
ser Systeme sind geringe Produktausbeuten sowie zeit- und kostenintensive Entwicklungs-

und Produktionsprozesse [Rémer und Scheibel, 2008].

Die praktische Anwendbarkeit stabiler pflanzlicher Expressionssysteme fur die Produktion
kunstlicher Spinnenseidenproteine wurde ebenfalls gezeigt. Dabei wurden Kartoffeln und
Tabakpflanzen verwendet [Hauptmann et al., 2015; Hauptmann et al., 2013; Scheller et al.,
2001; Scheller et al., 2004; Weichert et al., 2014]. Die Ausbeuten von bis zu 80 mg Zielpro-
tein pro Kilogramm Biofeuchtmasse sind in Ubereinstimmung mit {iblichen Werten fiir trans-
gene Pflanzen, aber um ein bis zwei GroRenordnungen geringer als flr mikrobielle Expressi-
onssysteme (siehe Kapitel 1.1.1). Dieser Nachteil kann durch die geringen Produktionskos-
ten und die Herstellung von Proteinen gréRer als 250 kDa aufgewogen werden [Hauptmann
et al., 2013].

Anhand einer Internet-basierten Recherche konnten drei Firmen identifiziert werden, die ak-

tuell die kommerzielle Nutzung von Spinnenseidenanaloga betreiben. Dies sind die japani-
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sche Firma Spiber Inc. in Yamagata (Japan), die deutsche Firma AMSIlk in Planegg/ Min-
chen (Deutschland) sowie Kraig Biocraft Laboratories (KBL) in Ann Arbor, Michigan (USA).
Spiber nutzt ein nicht ndher spezifiziertes mikrobielles Expressionssystem zur Produktion
kinstlicher Spinnenseidenproteine [Spiber, 2017], AMSIilk fermentiert E. coli im 50.000 L-
MaRstab [AmSilk, 2017]. Bei KBL setzt man dafir auf die Verwendung des Seidenspinners
Bombyx mori [KBL, 2017].
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1.1.3 Produktisolierung

Zellen und Zellsysteme konnen, wie in Kapitel 1.1.1 beschrieben, genutzt werden, um re-
kombinante Proteine zu produzieren. Dabei entstehen aufgrund des Stoffwechsels des Ex-
pressionsorganismus‘ neben dem eigentlichen Zielprotein (ZP bzw. POI) viele weitere orga-
nische Molekile wie Lipide, Proteine, Zucker oder DNA und RNA. Diese Verbindungen stel-
len Verunreinigungen bzw. Kontaminationen des Zielproteins dar und missen von diesem, in
der Regel mehrstufig, abgetrennt werden. Die durchgefihrten Schritte fasst man mit den
Begriffen Aufarbeitung, Produktisolierung, oder dem englischen Downstream Processing
(DSP) zusammen. Das prinzipielle Vorgehen im technischen bzw. industriellen Mal3stab mit
starkem Fokus auf pflanzliche Expressionssysteme ist in Abbildung 1-5 schematisch darge-

stellt.

Zellkultur Blatter/ Samen
Pflanzen

ZP extrazellular ZP intrazellular

Produktfreisetzung ¥
Mixer (hSW) B Miihle (Ol-, Getreide-)
HDH Schneckenpresse .
Mixer (hSW) Mixer (nSW)
¥ | Fest-flussig-Trennung | 4

Zentrifugation
Dead-end-Filtration
Cross-flow-Filtration

Konditionierung/ Vorbehandlung ¥

Extraktion
Prazipitation (Salz, Hitze, org. Lésungsmittel, pH-Wert)
Einstellung Losungsmitteleigenschaften (pH-Wert, lonenstérke,...)

(Fein-)Reinigung/ polishing v

Chromatographie (AC, IEX, HIC, SEC)
Diafiltration

Abbildung 1-5: Technisches Downstream Processing fur rekombinante Proteine (Schema, in
Anlehnung an Wilken & Nikolov [Wilken und Nikolov, 2012]). ZP—Zielprotein; hSW-hohe Scher-
wirkung; nSW-niedrige Scherwirkung; HDH-Hochdruckhomogenisator; AC-
Affinitditschromatographie; IEX—lonenaustauschchromatographie; HIC—Hydrophobe Interaktionschro-
matographie; SEC-GroRenausschlusschromatographie

Zu Beginn des Reinigungsverfahrens steht die Ernte der Zellen bzw. der Zellsysteme wie
Blatter oder Pflanzen. Abhangig davon, ob das Zielprotein extra- oder intrazelluléar vorliegt

wird ohne oder mit Biomasse weiter gearbeitet. Bei intrazellularem Vorliegen ist die Freiset-
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zung des Zielproteins notwendig. Nicht-mechanische Verfahren wie z.B. ein enzymatischer
Zellaufschluss sind grundsatzlich mdglich, werden im technischen Maf3stab jedoch nicht an-
gewendet. Die Enzyme wirden einen Kostenfaktor darstellen, der die 6konomische Skalier-
barkeit der Methode verringert. Zusatzlich wirden sie eine weitere Kontamination bedeuten.
Der Zellaufschluss Uber Frier-Tau-Schritte ware energetisch enorm anspruchsvoll und damit
ebenso kostenintensiv. Ohne Anwendung zusatzlichen Mahlens gefrorenen Materials fuhrt
diese Methode fir pflanzliche Systeme zu einer eher unbefriedigenden Freisetzung von

Zielproteinen [Hassan et al., 2008].

Aus den vorgenannten Grinden sind daher mechanische Zellaufschlussmethoden die Mittel
der Wahl. Pflanzenzellen nach einer Fermentation und Ernte konnen tber Mixer mit hoher
Scherwirkung (z.B. Polytron® von Kinematica AG, Schweiz) aufgeschlossen werden. Die
gleiche Anwendung ist auch fur die Proteinfreisetzung aus Tabakblattern etabliert [Buyel und
Fischer, 2014]. Die Biomasse wird in der Regel vor dem Zellaufschluss mit Extraktionspuffer
gemischt, weshalb bereits an dieser Stelle ein ausreichendes Verstandnis fiir den folgenden
Reinigungsprozess vorteilhaft ist. Je geringer das Volumen des Extraktionspuffers, desto
schwieriger ist unter Umstanden der Zellaufschluss mit Hilfe der verwendeten Mixer, da die
Grundbedingung fur ihre Funktionserfillung das Vorliegen flie3fahiger Systeme ist. Ein wei-
terer Nachteil ist der Verlust an Zielprotein. Die Abtrennung der unléslichen Bestandteile mit-
tels Zentrifugation oder Filtration ist nicht vollstandig, Pellet bzw. Filterkuchen enthalten eine
gewisse Menge des Extraktes. Dieses Verlustvolumen ist unabhéngig vom Gesamtvolumen.
Bei gréferem Gesamtvolumen sinkt folglich der relative Verlust des Zielproteins. Je hoher
das Volumen des Extraktionspuffers, desto héher ist im weiteren Verlauf das zu prozessie-
rende Volumen und damit auch der Bedarf an Zusatzstoffen wahrend der Konditionierungs-
phase (siehe Abbildung 1-5). Ein weiterer wichtiger Aspekt in Bezug auf den Extraktionspuf-
fer ist der pH-Wert. Die Vakuolen der Zellen des Tabakblattes machen etwa 90 % seines
Volumens aus, ihr Inhalt ist leicht sauer mit einem pH-Wert von etwa 5,5 [Balasubramaniam
et al., 2003; Matsuoka et al., 1997; Owens und Poole, 1979]. Bei ungentigender oder fal-
scher Pufferwirkung des Extraktionsmittels kann es passieren, dass bei Zellaufschluss der
pH-Wert in der Suspension abfallt. Ein Zielprotein mit einem isoelektrischen Punkt (pl) im
sauren Bereich kann dann unter Umstanden unléslich werden und ausfallen [Menzel et al.,
2016b].

Aus Abbildung 1-5 wird ersichtlich, dass die Methoden der ersten beiden Schritte der Aufar-
beitung plattformabhéngig sind. Die Wahl des Verfahrens zum Zellaufschluss richtet sich
nach der Art der Wirtszellen und dem Aufbau ihrer Zellmembranen und —wénde. Bei der Ab-

trennung der unléslichen Bestandteile sind Grof3e und Anzahl der abzuscheidenden Partikel
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malfdgeblich. Die weiteren Prozessschritte (Konditionierung und Feinreinigung) sind produkt-
abhangig. Hier werden im Besonderen dessen Ldslichkeit in Puffern oder organischen Lo-
sungsmitteln bzw. seine Bindungseigenschaften an Chromatographiematerialien ausgenutzt.
Das Downstream Processing verursacht bis zu 70 % der gesamten Produktionskosten re-
kombinanter Proteine [Sommerfeld und Strube, 2005]. Eine intelligente Reinigungsstrategie
ist daher unumganglich, um ein méglichst hohes MalR an Wirtschaftlichkeit zu garantieren.
Die finale Reinheit des Zielproteins wird bestimmt durch die Anwendung. Es gilt der Grund-

satz: So rein wie nétig, nicht so rein wie mdglich.
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1.1.4 Aufbau der Zielproteine

Alle vier in der vorliegenden Arbeit untersuchten Zielproteine wurden von Wissenschaftlern
des Leibniz-Instituts fir Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung (IPK) in Gatersleben
zur Verfugung gestellt. Die Proteine wurden im Gewéachshaus in Tabakpflanzen (stabile
Transformanten) der Gattung Nicotiana tabacum produziert [Weichert et al., 2014]. In Abbil-
dung 1-6 ist der modulare Aufbau der Zielproteine skizziert.

(=] |
Q-MaSp1 (62 kDa) g 100XELP (39 kDa) S

[&]

g _|
K-MaSp1 (62 kDa) g 100XELP (39 kDa) 5

L]

< r
1xFlag (19 kDa) g 100xELP (39 kDa) 5

15

Q. -
AxFlag (66 kDa) g 100XELP (39 kDa) 5

L&)

Abbildung 1-6: Schematische Darstellung der untersuchten Zielproteine (hach [Weichert et al.,
2014]). Jedes Gesamtprotein besteht aus vier spezifischen Aminosauresequenzen: ein kinstliches
Spinnenseidenprotein (Q- bzw. K-MaSp1: kiinstliche Sicherheitsfadenseide, 1x- bzw. 4x-Flag: kinstli-
che Fangspiralenseide), ein Detektionspeptid (c-myc), ein Reinigungspolypeptid (100XELP) und ein
Peptid zur Retention im sekretorischen Pfad (KDEL). Angegeben sind zuséatzlich die theoretischen
Molekulargewichte der Proteine. Q—Glutamin-tag; K-Lysin-tag

Das jeweilige Gesamtprotein bestand aus vier spezifischen Aminosauresequenzen (siehe
Tabelle 7-1). Den aminoterminalen (N-terminalen) Beginn stellte ein kinstliches Spinnensei-
denprotein dar. In diesem wurden typische Motive der Sicherheitsfaden- bzw. Fangspiralen-
seide abgebildet. Fir die MaSpl-Konstrukte waren das Poly-Alanin bzw. Poly-Glycin-
Sequenzen, bei den Flag-Konstrukten GPGGX-Sequenzen (X=A, S, V, Y). In allen vier
kunstlichen Spinnenseidenproteinen war aulerdem das GGX-Motiv (X=A, L, Q, Y) enthalten
[Weichert et al., 2014].

Den N-Terminus der MaSpl-Proteine bildete ein Glutamin- (Q-) bzw. Lysin-(K-) tag. Diese
Peptidsequenzen ermdglichen die Vernetzung der Proteine mit Hilfe einer rekombinanten
Transglutaminase [Tanaka et al., 2004; Weichert et al., 2014]. Auf diesem Weg kdnnen post-
translational Proteine mit (sehr) hohem Molekulargewicht erzeugt werden. Transglutamina-
sen gehéren zur Enzymklasse der Transferasen (EC 2.3.2.13) und katalysieren den

Acyltransfer der y-Carboxamidgruppe eines Glutamins auf die e-Aminogruppe eines Lysins.

Der néachste Abschnitt der Aminosduresequenz wurde vom Detektionspeptid c-myc
(EQKILSEEDL) gebildet (UniProt: Q6LBK7). Spezifisch an dieses Peptid bindende Antikor-

per werden genutzt, um im Western Blot Zielproteine nachzuweisen. So kann der Verbleib
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der Zielproteine in den jeweiligen Phasen wahrend des Reinigungsverfahrens untersucht

werden.

Das anschlieRende elastinartige Polypeptid (elastin-like polypeptide — ELP) besteht aus 500
Aminoséauren und weist ein theoretisches Molekulargewicht von 39 kDa auf. Die sequentielle
Abfolge beruht auf der Arbeit von Meyer & Chilkoti und besteht aus der 100-fachen Wieder-
holung des Pentapeptids VPGXG, wobei X=V:A:G=5:2:3 ist [Meyer und Chilkoti, 1999;
Weichert et al., 2014]. Das Polypeptid (VPCXG).q, zeigt ein spezielles Agglomerationsverhal-
ten. Unterhalb der sogenannten Transitionstemperatur (Tt) liegen die Molekile ungeordnet
vor mit wenigen intra- und intermolekularen Wechselwirkungen. Eine Erhéhung der Tempe-
ratur auf bzw. Gber Tt fuhrt zur Exposition und verstarkten Interaktion der hydrophoben Ami-
nosauren. Die Anzahl der die Hydrathille bildenden Wassermolekiile nimmt ab. Final wird
die Ldslichkeit der Polypeptidmolekiile herabgesetzt [Li et al., 2001]. Das spezielle Agglome-
rationsverhalten des Peptids kann flr einen reversiblen hitzeinduzierten Reinigungsschritt
(Inverse Transition Cycling — ITC) genutzt werden (siehe Abbildung 1-7). Die hauptsachli-
chen Einflussfaktoren fir das ITC sind die Lange des ELP’s sowie die lonenstéarke und Tem-
peratur der Losung [Meyer und Chilkoti, 1999]. Durch passende Einstellung der Parameter
kann das jeweilige Zielprotein ausgefallt und mittels Zentrifugation oder Filtration abgetrennt
werden [Ge et al., 2006; Phan und Conrad, 2011; Weichert et al., 2014].

(a) Reversible inverse phase transition
(b) Simple ELP-based protein purification

S T k' LAY I
sELPylated TP iELPylated TP
Temperature

Abbildung 1-7: Hitzeinduziertes Agglomerationsverhalten ELPylierter Zielproteine [Floss et al.,
2010]. (a) Elastinartige Polypeptide (ELP) sind in einem Puffer l6slich (sELP; linkes Bild, Lésung in
Kuvette klar). Durch Temperaturerh6hung auf die Transitionstemperatur (Tt) wird die Agglomeration
der Polypeptide induziert, diese werden unléslich (IELP; rechtes Bild, Losung in Kuvette triib). Dieser
Vorgang wird als Inverse Transition Cycling (ITC) bezeichnet und ist vollstandig reversibel. Die ag-
glomerierten ELP’s kénnen z.B. Uiber Zentrifugation oder Filtration abgetrennt werden. (b) ELP’s kon-
nen mit einem Zielprotein (Target Protein—TP) kovalent verbunden und via ITC gereinigt werden.

Die Kopplung rekombinanter Proteine mit ELP (ELPylierung) bietet neben der Mdglichkeit
zur Nutzung bei der Reinigung einen weiteren Vorteil. Durch das Polypeptid wird die Ausbil-
dung sogenannter Protein bodies hervorgerufen. In diesen, vom endoplasmatischen Reticu-
lum abgeschnirten Organellen, werden Proteine konzentriert gelagert und sind geschutzt vor
Abbau durch Proteasen [Conley et al., 2009].
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Den Abschluss der Zielproteine bildet das Retentionssignal KDEL. Die Aminosdurensequenz
Lysin-Asparaginsaure-Glutaminséure-Leucin (KDEL) am Carboxy-terminalen (C-terminalen)
Ende eines Proteins kennzeichnen dessen Zielort im endoplasmatischen Retikulum (ER).
Die KDEL-Sequenz bewirkt, dass das gekennzeichnete Protein aus dem cis-Golgi-Apparat
wieder ins ER zurlick transportiert wird. Dieser Mechanismus ist wichtig fur Proteine, die
hauptsachlich im ER lokalisiert sind, aber aus diesem langsam herausdiffundieren bzw. an-
dere Proteine aus dem ER heraus transportieren, wie z.B. das Immunglobulin-bindende Pro-
tein (binding immunoglobulin protein — BiP), [Alberts et al., 2004].

Die finalen Molekulargewichte der jeweiligen Zielproproteine sind 102 kDa fur Q- und K-
MaSp1-100xELP und 59 bzw. 106 kDa fur 1x-/4xFlag-100xELP. Fir die beiden Sicherheits-
faden-Spinnenseidenanaloga Q- bzw. K-MaSp1-100xELP ist bereits eine Reinigungsmetho-
de im Labormal3stab entwickelt worden. Dabei wird das oben beschriebene ITC-Verfahren
angewendet. Die Abtrennung der Zielproteine erfolgt Uber eine Filtermembran, weswegen
die Methode als membrane-based Inverse Transition Cycling (mITC) bezeichnet wird
[Weichert et al., 2014].
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1.2 Motivation

Klnstliche Spinnenseidenproteine werden bereits im industriellen MaR3stab hergestellt und
unter anderem als Biosteel® oder Dragonsilk vermarktet. Als relevante Anwendungsbereiche
werden schusssichere Kleidung, lange haltbare Schuhe und Arbeitskleidung, aber auch die
Verwendung im medizinischen Sektor als Hydrogel, Implantatbeschichtung oder Kapsel an-
gegeben [AmSilk, 2017; KBL, 2017]. Dabei wird eine Konkurrenzsituation zu bereits etablier-
ten Artikeln forciert. Um in diesem Wettbewerb bestehen zu kénnen ist es in der Regel not-
wendig, bessere Produkte anzubieten. Das ist z.B. durch die Verwendung kulnstlicher Spin-
nenseide zur Ummantelung von Brustimplantaten mdglich. Dadurch kdnnen typische Absto-
Bungsreaktionen vermieden werden [Zeplin et al., 2014]. Schutzkleidung aus spinnensei-
denbasierten Materialien stellt eine weitere vielversprechende Anwendungsidee dar. Spin-
nenseide nimmt bei gleicher Zugfestigkeit bis zum dreifachen der kinetischen Energie von
Kevlar® 29 auf [DuPont, 2017; Stauffer et al., 1994]. Ihr Einsatz kann daher zu einer erh6h-
ten Sicherheit fur Polizisten und Soldaten beitragen. Doch unabh&ngig von der mdglichen
hohen Wertigkeit eines Produktes ist es unabdingbar, dieses in 6konomischer Weise zu pro-
duzieren. Dieser Produktionsprozess umfasst die Proteinsynthese in einem Organismus ge-
nau so wie die anschlielende Reinigungsprozedur und die Verarbeitung hin zur fertigen Wa-

re.

Der apparative Aufwand bei der Nutzung von Pflanzen als biotechnologische Produktions-
systeme ist, z.B. im Vergleich zu Fermentationen von E. coli oder auch Saugerzellen, eher
gering. Sie bieten daher die Moglichkeit, rekombinante Proteine mit geringem 6konomischen
Aufwand zu synthetisieren [Richard et al., 2013]. In der anschlieBenden Reinigung fallen bis
zu 70 % der gesamten Produktionskosten an, auch bedingt durch chromatographische Ver-
fahren [Degerman et al., 2008; Sommerfeld und Strube, 2005]. Um also Produktionsprozes-
se fur kinstliche Spinnenseide mdglichst wirtschaftlich zu gestalten ist es nétig, diese Kosten
zu verringern. Dies kann z.B. durch die Verfolgung alternativer, Chromatographieschritte
vermeidender Strategien erzielt werden. In Frage kommende Methoden sind dann unter an-
derem Filtration und/oder Fallungsverfahren mit anschlieRender Zentrifugation [Lojewska et
al., 2015].
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1.3 Zielsetzung
Ziel der Arbeit war die Entwicklung eines im Mal3stab vergroRerbaren Prozesses zur Reini-
gung kunstlicher Spinnenseidenproteine, welche in Tabakpflanzen produziert wurden. Diese

kénnen z.B. im medizinischen Sektor als Matrix fir adhasive Zellen Anwendung finden.

Die Pflanzen der Gattung Nicotiana tabacum wurde von Wissenschaftlern des Leibniz-
Instituts fir Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung (IPK) in Gatersleben zur Verfligung
gestellt. Es war zu Beginn notwendig, die Biomasse so zu praparieren, dass sie fur den Zeit-
raum der Experimente ohne nennenswerten Verlust der Zielproteine eingelagert werden
konnte.

Im Anschluss wurde die Abtrennung der Zielproteine von einem Grof3teil kontaminierender
Substanzen wie Wirtszellproteine, Polyphenole und unléslichen Zellbestandteilen untersucht.
Ein Ziel bei der Reinigung war die Vermeidung chromatographischer Schritte, um eine kos-
tenglinstige Mal3stabsvergroRerung des Prozesses zu ermdglichen.

Das Reinigungsverfahren sollte zu Beginn fir die zwei Zielproteine Q- und K-MaSpl-
100xELP etabliert werden. Anschlielend wurde untersucht, inwiefern sich der Prozess fur

die Gewinnung eines weiteren Zielproteins anwenden lasst.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendung fremder Daten

In dieser Arbeit werden Daten aus der betreuten Masterarbeit von Thorben Schulz gezeigt
[Schulz, 2015]. Die Versuche (siehe Kapitel 3.4, 3.7.1 und 3.7.2) wurden gemeinsam geplant

und ausgewertet.

2.2 Chemikalien

Samtliche verwendete Chemikalien sind in Tabelle 2-1 zusammengestellt.

Tabelle 2-1: Ubersicht uiber die verwendeten Chemikalien (,,k. A.“ — keine Angabe)

Bezeichnung Lieferant Best.-Nr. |Reinheit [%]

Aceton Carl Roth GmbH & Co0.KG, Karlsruhe | 7328.2 99,6

Acrylamid 4K-LOsung AppliChem GmbH, Darmstadt A0951 30

Ammoniumperoxidsulfat | | o th GmbH & Co.KG, Karlsruhe | 9592.3 | >98

(APS)

Antikdrper, primar IPK Gatersleben k. A. k. A.

. i Aldrich Chemi H,

Antikdrper, sekundar Sigma Aldrich Chemie Gmb A3562 k. A.
Darmstadt, Deutschland

BCIP®/NBT Sigma Aldrich Chemie GmbH, B565 A
Darmstadt, Deutschland

Bromphenolblau Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe | A512.1 k. A.

E:;Tt””mhydrogenphos' Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe | 4984.1  |299,8

Essigsaure Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe | 3738.5 100

Ethanol Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe | K928.3 298

Formaledehyd Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe | 4979.1 37

Glycerin Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe | 3783.4 299,5

Glycin Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe | T873.2 2985

Harnstoff (Urea) Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe | X999.3 299,5

Kaliumchlorid Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe 299

E:gfmd'hydmge”phos' Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe |3904.1 | 299

Magermilchpulver Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe | T145.3 k. A.

Methanol Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe | 7342.1 =299,9

Natriumcarbonat Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe | A135.2 2995

Natriumchlorid Carl Roth GmbH & Co0.KG, Karlsruhe | 3957.1 =995

Natriumdihydrogenphos- | Sigma Aldrich Chemie GmbH, 04269 508

phat Darmstadt, Deutschland

Natriumdodecylsulfat-

. Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe | 1057.1 20

Ldsung (SDS)

Natriumthiosuilfat- Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe | P034.2  |299,5

pentahydrat
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Bezeichnung

Lieferant

Best.-Nr.

Reinheit [%)]

ThermoFisher Scientific, Waltham,

PPL-Marker MA, USA SM1819 |k. A.
Salzsaure, rauchend Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe | 4625.2 37
Silbernitrat Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe | 6207.1 =99,9
Tetramethylethylendia-

. | Roth H .KG, Karlsruhe | 2367 k. A.
min (TEMED) Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe | 236
Trls.(hydroxymeth'yl)- Carl Roth GmbH & Co0.KG, Karlsruhe | 4855.3 2999
aminomethan (Tris)

B-Mercaptoethanol Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe | 4227.2 k. A.

2.3 Gerate

Samtliche verwendete Geréate sind in Tabelle 2-2 zusammengestellt.

Tabelle 2-2: Ubersicht Uiber die verwendeten Geréte

Bezeichnung

Typ

Hersteller (Name, Ort, Land)

Dialysemembran

MWCO 6-8 kDa: Spec-
tra/Por®1;
MWCO 15 kDa: Spec-
tra/Por®7

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land

Hamilton-Spritze

Microliter-Spritze 25 pL

Hamilton Bonudaz AG, Bonudaz,
Schweiz

Haushaltsmixer

Braun 4184

Braun GmbH, Kronberg, Deutschland

Kartoffelstampfer

Fackelmann 40559

Fackelmann GmbH & Co.KG, Hers-
bruck, Deutschland

Lyophilisator

Lyovac GT2-E

Steris GmbH, Huerth, Deutschland

Memmert GmbH + Co. KG, Schwab-

Ofen UFE-500 ach, Deutschland

. Eppendorf Research 20,
Pipette 100, 200, 1000, 5000 Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
SpeedVac Concentrator 5301 Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

SDS-PAGE-Einheit

Amersham Biosciences, Uppsala,
Schweden

Table Top Cutter

R10 v.v.

Robot Coupe, Vincennes, Frankreich

Temperaturmessfihler

Ama-digit ad 15th

Amarell GmbH & Co.KG, Kreuzwert-
heim, Deutschland

testo 826-T2

Testo AG, Lenzkirch, Deutschland

Thermoblock

Thermostat Plus

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Waage

572-37

Kern und Sohn GmbH, Balingen,
Deutschland

APX-100, APX-153

Denver Instruments, New York, USA

CP3202P

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
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Bezeichnung

Typ

Hersteller (Name, Ort, Land)

Western Blot Apparatur

Semi-dry Blotter

Biostep® GmbH, Jahnsdorf, Deutsch-
land

Mikrowelle

NN-SD452W

Panasonic, Hamburg, Deutschland

NN-SD271S

Zentrifuge

Mikrozentrifuge 5415 R;
Rotor F45-24-11

Zentrifuge 5810R; Aus-
schwingrotor A-4-81

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Avanti J-30i; Rotor JA-
10; JA-30.50 Ti

Beckman Coulter GmbH, Krefeld,
Deutschland

CEPA 741G

Carl Padberg Zentrifugenbau GmbH,
Lahr, Deutschland

2.4 Puffer und L6sungen

Samtliche fur die Versuche verwendete Puffer und Lésungen sind in Tabelle 2-3 zusammen-

gestellt.
Tabelle 2-3: Ubersicht iiber die verwendeten Puffer und Lésungen (k.A.—keine Angabe)
. . : B k
Bezeichnung Molaritat Stoff pH Einwaage fur 1 L emerkungen
zur Herstellung
. . . pH-Wert einge-
Extraktionspuffer 50 mM Tris 8,0 6,06 g Tris stellt mit 4 M HCl
. 50 mM Tris 6,01 g Tris pH-Wert einge-
Reaktionspuffer .
eaktionspufie 300 mM NaCl 8,0 17,53 g NaCl | stellt mit 4 M HCI
6 M Urea 6 M Urea k.A. 360,36 g Urea -
300 mM NacCl 17,53 g NaCl
500 mM NacCl 29, 22 g NaCl
clTC-L6sung 750 mM NacCl k.A. 43,83 g NaCl -
1.000 mM NacCl 58,44 g NaCl
2 M NacCl 116,88 g NaCl
Natriumchlorid- 4 M NaCl kA. | 233,76 g NaCl -
LOsung
Natriumacetat 4 M Na-Ac KA. | 32812 g Na-Ac i
LOsung
Natriumnitrat- .
. 4 M Natrium-NOg k.A. 339,96 g NaNO; -
LOsung
Lithi hlorid-
thiumchlorid 4 M LiCl KA. 169,56 g LiCl -
Ldsung
Kali hlorid-
atumenion 4 MKCI KA. 298,20 g KCl i
LOsung
Magnesiumchlorid- 406,6 g
2 M MgCL,x6H,0 k.A. -
Lésung She MgCL,x6H,0
Calciumchlorid-
. 2 M CacCl, k.A. 221,96 g CacCl, -
LOsung
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2.5 Ernte, Praparation und Lagerung

Die das jeweilige Zielprotein (siehe Tabelle 7-1 im Anhang, Seite 87) enthaltenden Tabak-
pflanzen wurden am IPK in Gatersleben durch Abbrechen bzw. Abschneiden des Stangels
knapp Uber dem Erdboden geerntet. AnschlieRend erfolgte der Transport fir ca. 60 min bei
~18 °C nach Halle. Das Entblattern wurde im Verlauf der folgenden 3 h bei 4 °C bzw. 22 °C
durchgefuhrt.

Die hauptsachliche Préparation der Biofeuchtmasse (BFM) erfolgte auf drei Wegen. Fur Ver-
suche im Maf3stab bis 50 g wurden die frischen Blatter in flissigem Stickstoff eingefroren
und anschlielRend mit Hilfe eines Kartoffelstampfers grob zerkleinert. Im Ergebnis wurde auf
diesem Wege BFM;, erhalten. Die Biomasse grof3erer Mal3stabe wurde entweder zu je 300 g
in einer Mikrowelle bei 1 kW fur 7 min inkubiert und ergab BFMy, oder zu 1,5 kg in 70 L Lei-
tungswasser bei mindestens 80 °C fir 5 min inkubiert und ergab BFMy,. Alle Préaparationen
wurden bis zur weiteren Verwendung bei héchstens -20 °C gelagert.

Ein geringer Anteil der geernteten BFM wurde getrocknet. Dafir wurden die Blatter aufgefa-
delt und entweder im Ofen fur 3,5 h bei 80 °C und 70 % Ldufterleistung oder im Technikum fur
35 d bei Umgebungsbedingungen (~22 °C) getrocknet.

2.5.1 Probenanlegung fiir SDS-PAGE

Nach Morsern in flissigem Stickstoff wurden jeweils ~50 mg Biomasse zur Probenanlegung
verwendet. Frische Biomasse (BFM;) wurde entweder direkt oder nach Inkubation in einer
Mikrowelle (1.000 W, 4 min) mit der dreifachen Menge Probenpuffer versetzt und inkubiert
(5 min, 99 °C). Biomasse, die vor der Einlagerung thermisch behandelt worden war (BFMyw,
BFM,), wurde in einer Mikrowelle inkubiert (1.000 W, 4 min) und mit der dreifachen Menge
Probenpuffer versetzt und inkubiert (5 min, 99 °C). Getrocknete Biomasse wurde in einer
Mikrowelle inkubiert (1.000 W, 4 min) und mit der 30-fachen Menge Probenpuffer versetzt
und inkubiert (5 min, 99 °C).

2.6 Zellaufschluss
Im kleinsten Mafl3stab wurden 50 g BWMZ1 in 150 mL vorgeheiztem (90 °C) Extraktionspuffer

resuspendiert und fir 1 h bei >90 °C inkubiert [Scheller et al., 2001]. Der Zellaufschluss er-

folgte fir 10x30 s bei maximaler Leistung mit Hilfe eines Haushaltsmixers (Braun 4184).
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Im mittleren Maf3stab wurden 300 g BFMyy flr mindestens 12 h bei 4 °C aufgetaut, mit
450 mL Leitungswasser (4 °C) vermischt und anschlieRend wie oben beschrieben aufge-
schlossen.

Im PilotmaR3stab wurden 5-6 kg BFMyw nach dem Auftauen mit Leitungswasser vermischt
(4 °C, BFM:Leitungswasser = 1:1 (w/v)) und fir 5 min bei maximaler Gerateleistung mit ei-
nem Table Top Cutter (R10, Robot Coupé) aufgeschlossen.

2.7 Fraktionierende Acetonfallung

Die fur eine fraktionierende Fallung bendtigte Acetonkonzentration wurde in einem Vorver-
such ermittelt. Nach Zellaufschluss im 50 g-Mafl3stab wurden jeweils 250 pL Suspension in
ein Eppendorf-Gefal3 uberfiihrt. 1 mL eines Aceton-dH,O-Gemischs wurde hinzugegeben,
um den Acetongehalt (ca) von 10-70 % (v/v) einzustellen. Fir 0 bzw. 80 % (v/v) ca wurde
1 mL dH,O bzw. reines Aceton zugegeben (siehe Tabelle 2-4). Nach manuellem Mischen,
Inkubation fir 30 min bei 4 °C und Zentrifugation (16.100 g, 5 min, 4 °C) wurde 1 mL des
Uberstands in ein neues Eppendorf-GefaR transferiert. Uberstande und feuchte Pellets wur-
den in einer SpeedVac getrocknet (12 h, 45 °C), und jeweils in 50 pL bzw. 440 pL Proben-

puffer resuspendiert/resolubilisiert und 5 min bei 99 °C inkubiert.

Tabelle 2-4: Pipettierschema zur Herstellung von 1.500 pL Stammlésung fur den Vorversuch
zur fraktionierenden Acetonféallung. caze—Aceton-Zielkonzentration im Versuchsansatz; cas —
Acetonkonzentration in der Stammldsung; Vguz0s.—2U pipettierendes Volumen dH,0; Va s —2zu pipet-
tierendes Volumen reines Aceton

Caziel [%0] Cast [%0] Vahzo,st [ML] Vast [UL]
0 0 1.500 0
10 13 1.315 188
20 25 1.125 375
30 38 938 563
35 44 844 656
40 50 750 750
45 56 656 844
50 63 563 938
55 69 469 1.030
60 75 375 1.125
70 88 188 1.315
80 100 0 1.500

Fur die Versuche im 50 g- und 300 g-Mal3stab erfolgte die Zugabe des Acetons zu den Sus-
pensionen der BFM;, und BFMyy bei 10 °C. Die Acetonkonzentration wurde schrittweise von



2 Material und Methoden 27

0 auf 70 % (v/v) erhdht. Nach Inkubation (30 min, 4 °C) wurden jeweils Proben genommen
und zentrifugiert (16.100 g, 5 min, 4 °C). Aufgrund des steigenden Verdinnungsfaktors wur-
de das Probevolumen wie in Tabelle 2-5 angegeben ebenfalls schrittweise erhéht. Die Pro-
benvorbereitung wird in Kapitel 2.7.1 dargestellt.

Tabelle 2-5: Probevolumina bei fraktionierender Acetonféllung.

Ca [%0] 0 30 35 40 45 50 60 70

Probevolumen
(L]

500 714 769 833 909 1.000 | 1.250 | 1.670

Im Pilotmal3stab wurde Zellsuspension aus 5-6 kg BFMyw mittels einer Hydropresse filtriert
(max. 3 bar, 30 min). Als Filtermembran diente ein Moptuch. Der Filterkuchen wurde mit 1 L
Leitungswasser gewaschen, gefolgt von einem zweiten Filtrationsschritt (max. 3 bar, 1 L Filt-
rat). Die beiden Filtrate wurden vereinigt, 16 h bei 4 °C gelagert, und mittels Zentrifugation in
einer Rohrenzentrifuge geklart (10 % Pumpleistung, 17.000 g). Der Uberstand wurde mit
Aceton versetzt (40 % ca (V/Vv)), inkubiert (4 °C, 30 min) und wie oben beschrieben zentrifu-
giert. Nach Zugabe weiteren Acetons zum Uberstand (ca=70 % (v/v)) und Vorgehens wie
oben beschrieben wurde das gewonnene Pellet bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C ge-
lagert. Die Probenahme und -vorbereitung der I6slichen Fraktionen erfolgte wie in Tabelle
2-5 und Kapitel 2.7.1 angegeben. Die Suspensionsprobe (500 pL) wurde getrocknet
(SpeedVac, 12 h, 45 °C), mit 870 pL Probenpuffer versetzt, bei 22 °C mind. 12 h inkubiert,
manuell mit Hilfe einer Pipette resuspendiert/resolubilisiert und 5 min bei 99 °C inkubiert.

2.7.1 Probenanlegung fir SDS-PAGE

Fur die SDS-PAGE-Analyse wurden alle Proben der fraktionierenden Acetonféllung getrock-
net (SpeedVac, 12 h, 45 °C), anschlieBend in Probenpuffer resuspendiert/resolubilisiert und
5 min bei 99 °C inkubiert. Ziel war es, innerhalb eines Versuches pro léslicher Fraktion das
gleiche SDS-PAGE-Probengewicht (msps.pace-prove) €iNzustellen. Um die Vergleichbarkeit der
SDS-PAGE-Analyse fir alle Versuche gewahrleisten zu kdnnen, wurde das Probengewicht
der l8slichen Fraktionen nach dem in Tabelle 2-6 angegeben Muster angelegt. Die Parame-
ter fir den acetonfreien Uberstand im MikromaRstab bildeten die Berechnungsgrundlage. In
den groReren Malistaben (0,3-6 kg BFMyy) wurde das Probevolumen (Vpineo) erhoht
und/oder der Verdiinnungsfaktor (VF) verringert und davon ausgehend das Probengewicht

(mSDS_pAG E—Probe) ermittelt nach

_ VFmikro Msps pAGE-Probe,mikro . Verobe,0,aktuell Gl 1
MSDS-PAGE-Probe, aktuell ~ -

VProbe,o,mikro VFaktuell
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Die Einstellung des Probengewichts erfolgte durch Zugabe von Probenpuffer. Das Probevo-
lumen wurde innerhalb des jeweiligen Versuches wie in Tabelle 2-5 angegeben an die stei-
gender Acetonkonzentration angepasst, das Probengewicht blieb gleich.

Tabelle 2-6: Parameter der SDS-PAGE-Proben der I6slichen Fraktionen bei fraktionierender
Acetonfallung. Ausgehend vom MikromaRstab wurde in den grof3eren Mal3stédben das Probevolumen
fur den acetonfreien Uberstand (Vpone0) €rhoht und/oder der Verdiinnungsfaktor [VF] verringert. Da-
von ausgehend erfolgte die Bestimmung des Probengewichts (Msps.pace-rrobe, fEtt). Das Probevolumen
wurde innerhalb des jeweiligen Versuches wie in Tabelle 2-5 angegeben an die steigender Aceton-
konzentration angepasst, das Probengewicht blieb gleich. Die finale Einstellung des Probengewichts
erfolgte durch Zugabe von Probenpuffer.

Mafstab mikro klein mittel Pilot

Vprobe,o [ML] 200 500 500 500

Msps-PAGE-Probe [MJ] 60 150 150-240 300
VF [-] 4 4 4-25 2

2.7.2 Bestimmung der Restfeuchte des Filterkuchens
Der nach zweifacher Filtration angefallene Filterkuchen wurde gewogen. AnschlieRend wur-
den 3x100 g im Ofen 3 d bei 40 °C und 70 % LuUfterleistung getrocknet. Der ermittelte Mas-

severlust entsprach der Restfeuchte in [%].

2.8 Waschen

2.8.1 Waschen als Vorexperiment

Das Zielprotein wurde im mittleren Maf3stab (300 g BFMyy) via fraktionierender Acetonfal-
lung im Pellet aufkonzentriert und je 1/3 mit Puffer der pH-Werte 4,0 (100 mM Natriu-
macetat), 7,0 (100 mM Natriumphosphat) und 11,0 (100 mM Natriumcarbonat) vermischt und
1 h bei ~22 °C gerthrt.

2.8.2 Waschen von Q-/K-MaSp1-100xELP-haltigem Pellet

Das Zielprotein wurde via fraktionierender Acetonfallung im Pellet aufkonzentriert, mit dem
sechsfachen Volumen (v/w) Leitungswasser gewaschen (3 h, 25 °C) und zentrifugiert
(17.700 g, 30 min, 4 °C). Anschliel3end wurde es lyophilisiert und bis zur weiteren Verwen-

dung bei -80 °C gelagert oder direkt verarbeitet.

2.8.3 Waschen von 1xFlag-100xELP-haltigem Pellet

Das Zielprotein wurde via fraktionierender Acetonfallung im Pellet aufkonzentriert und mit
dem vierfachen Volumen (v/iw) 2 M NaCl gewaschen (30 min, 4/40 °C). Durch Zentrifugation
(3.220 g, 30 min, 4/40 °C) wurde es im Pellet aufkonzentriert.
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2.9 Reinigung durch zentrifugationsbasiertes Inverse
Transition Cycling (cITC)
2.9.1 cITC als Vorexperiment

Das Verfahren basiert auf der Arbeit von [Meyer und Chilkoti, 1999]. Das gewaschene lyo-
philisierte Pellet wurde im 22-fachen Volumen 6 M Urea, das gewaschene nicht lyophilisierte
Pellet im neunfachen Volumen 6 M Urea (40 °C) resolubilisiert. Der Uberstand nach Zentri-
fugation (3.220 g, 15 min, 40 °C) wurde anschliel3end gegen das 100-fache Volumen Puffer
(50 mM Tris-HCI, pH 8; 300, 500, 750 oder 1.000 mM NacCl) dialysiert (4x2 h, 4 °C; MWCO:
15 kDa). Die Dialyseproben wurden im Wasserbad auf 40 °C erhitzt und zentrifugiert
(3.220 g, 30 min, 40 °C). Das gewonnene Pellet wurde nach der Lyophilisation bei -80 °C bis

zur weiteren Verwendung gelagert.

2.9.2 cITC zur Gewinnung von Q-/K-MaSp1-100xELP

Das gewaschene Pellet wurde im neunfachen Volumen 6 M Urea-Losung resolubilisiert
(40 °C). Der Uberstand nach Zentrifugation (3.220 g, 15 min, 40 °C) wurde anschlieBend
gegen das 100-fache Volumen Puffer (50 mM Tris-HCI, pH 8; 750 mM NaCl) dialysiert
(2x2 h, 4 °C; MWCO: 50 kDa). Die Dialyseprobe wurden im Wasserbad auf 40 °C erhitzt und
zentrifugiert (3.220 g, 30 min, 40 °C). Das gewonnene Pellet wurde nach der Lyophilisation
bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.9.3 cITC zur Gewinnung von 1xFlag-100xELP

Das gewaschene Pellet wurde resolubilisiert im 13-fachen Volumen dH,O (4 °C). Der Uber-
stand nach Zentrifugation (3.220 g, 15 min, 4 °C) wurde anschlieBend gegen das 100-fache
Volumen 2 M NacCl dialysiert (2x2 h, 4 °C; MWCO: 15 kDa). Die Dialyseprobe wurden im
Wasserbad auf 40 °C erhitzt und zentrifugiert (3.220 g, 30 min, 40 °C). Das gewonnene Pel-

let wurde nach der Lyophilisation bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.10 Polyphenolbestimmung

Die Methode beruht auf einer Arbeit von Gecchele und Kollegen, mit der reduzierende Ver-
bindungen wie Polyphenole nachgewiesen werden kdnnen [Gecchele et al., 2014]. Proben
der jeweiligen l6slichen Fraktion wurden 1:50 verdinnt. 300 pL der Verdiinnung wurden mit
150 pL Folin-Ciocalteu-Reagenz versetzt, 1 min bei ~22 °C inkubiert. Nach Zugabe von
600 pL 20 %-iger (w/v) Na,COs-Losung und 90 minltiger Inkubation bei 22 °C wurde die
Absorption bei 725 nm bestimmt.
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2.11 Vernetzung

Zur Vernetzung der Zielproteine wurde eine thermostabile Variante einer mikrobiellen Trans-
glutaminase (mTG) mit der Bezeichnung mTG-S2P verwendet [Marx et al., 2008]. Die pro-
mTG wurde produziert, mit Proteinase K aktiviert und gereinigt wie in Sommer et al. be-
schrieben [Sommer et al., 2012; Sommer et al., 2011]. Im Anschluss erfolgte die Dialyse
gegen 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, wobei das Enzym prazipitierte. Nach manueller Homogeni-
sierung, Aliquotierung und Zentrifugation (16.100 g, 5 min, 4 °C) wurde die Uberstande ver-
worfen und die Pellets gelagert (-80 °C). Die Resolubilisierung des Enzyms wurde erreicht,
indem ein aliquotiertes Pellet mit 1 mL Reaktionspuffer (siehe Tabelle 2-3) versetzt, vorsich-
tig mit Hilfe einer Pipette vermischt und 2x30 min bei 4 °C inkubiert wurde.

Die Bestimmung der Aktivitéat des Enzyms erfolgte nach Folk [Folk und Cole, 1966].

Das jeweilige Q- und K-MaSp1-100xELP enthaltende Pellet nach fraktionierender Acetonfal-
lung mit 70 % (v/v) Aceton (siehe Kapitel 2.7, 300 g-Mal3stab) wurde gewaschen (siehe Ka-
pitel 2.8) und in 6 M Urea-LOsung resolubilisiert. Nach Dialyse gegen Reaktionspuffer (siehe
Tabelle 2-3, Seite 24) wurden je 625 L Zielprotein-haltige Losung gemischt, mit 1,56 U
MTG-S2P oder mit Dialysepuffer versetzt und bis zu 20 h bei 25 °C inkubiert. Die Proben-
ahme erfolgte nach 1, 5 und 20 h. Nach funfstiindiger Inkubationsdauer wurde im Ansatz mit
MTG-S2P durch Zugabe weiterer 1,56 U die theoretisch enthaltene Enzymaktivitat verdop-

pelt. Die Proben wurden 1:2 mit Probenpuffer versetzt und fir 5 min bei 99 °C inkubiert.

2.12 Detektierbarkeit des Zielproteins

10 mg Pellet nach cITC wurden in 1 mL 6 M Urea-L6sung gel6st, gegen dH20 dialysiert und
zentrifugiert (16.100 g, 5 min, 22 °C). Im Uberstand wurde durch Vermischen im Verhaltnis
1:1 mit dH20 bzw. Salzl6ésungen eine Konzentration von 2 M Natrium- oder Chloridionen mit
korrespondierenden Gegenionen eingestellt (siehe Tabelle 2-3). Anschliel3end erfolgte die
Probenpréaparation fir SDS-PAGE durch Verdinnung der Probe 1:2 mit Probenpuffer und
Inkubation fir 5 min bei 99 °C.
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2.13 Analytik
2.13.1 Reinheitsbestimmung mittels SDS-PAGE

Eine einfache Methode zum Nachweis von Proteinen ist die Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Dabei ist es in der Regel mdglich, Proteine
anhand ihres Molekulargewichts aufzutrennen. Die Methode wurde in Anlehnung an die Ar-
beit von Lammli durchgefuhrt [Laemmli, 1970]. Alle verwendeten Reagenzien und Puffer sind
in Tabelle 2-7 und Tabelle 2-8 (Seite 32)aufgefihrt.

Alle nicht gesondert aufgefiihrten Proben (siehe Kapitel 2.7) wurden wie folgt angelegt.
Uberstande wurden 1:2 mit Probenpuffer versetzt und 5 min bei 99 °C inkubiert. Pelletproben
wurden durch Zentrifugation von z pL Probe (16.100 g, 5 min) gewonnen. AnschlieRend
wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet mit 2-z (Q-/K-MaSp1-100xELP) bzw. 1-z
(1xFlag-100xELP) pL Probenpuffer versetzt und 5 min bei 99 °C inkubiert.

Pro Tasche wurden 10 pL Probe aufgetragen. Die Detektion der aufgetrennten Proteine er-
folgte Uber Silberfarbung nach Blum oder tber Western Blot [Blum et al., 1987]. Zur Ab-
schatzung des Molekulargewichts aufgetrennter Proteine wurde der Marker ,Prestained Pro-
tein Ladder” (PPL) von ThermoFisher (#26616; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) verwendet. Fur Silberfarbung bzw. Western Blot wurden 2,5 bzw. 5 pL PPL aufgetra-
gen.

Die Elektrophorese erfolgte zweistufig. Fir ein Gel: Schritt 1 - 300 V, 100 mA, 6 min;
Schritt 2 - 300 V, 30 mA, 40 min. Fur zwei Gele: Schritt 1 - 300 V, 100 mA, 6 min;
Schritt 2 - 300 V, 60 mA, 40 min.
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Tabelle 2-7: Reagenzien fiir SDS-PAGE nach Lammli [Laemmli, 1970].

Reagens / Puffer

Zusammensetzung

Anmerkungen

Trenngelpuffer

181,8 g Tris

20 mL 20 % (w/v) SDS-Lésung
1 mL 10 % (w/v) NaNs-Loésung
pH 8,8

pH-Wert eingestellt mit 4 M HCI

Sammelgelpuffer

60,6 g Tris

20 mL 20 % (w/v) SDS-L6sung
1 mL 10 % (w/v) NaNs-Losung
pH 6,8

pH-Wert eingestellt mit 4 M HCI

Acrylamid/Bisacrylamid-
Ldsung (30 %, w/v)
Mix 29:1

290,9 g/L Acrylamid
9,1 g/L Bisacrylamid

AppliChem GmbH (Darmstadt)

APS-L8sung (gesattigt)

(NH,)2S20s

Kathodenpuffer

(10x konzentriert)

30,28 g Tris

144 g Glycerin

50 mL 20 % (w/v) SDS-Lésung
1 mL 10 % (w/v) NaN;-Losung

vor Verwendung 1:10 verdinnt

SDS-Probenpuffer mit 6 M
Urea

12,11 g Tris

125 mL 20 % (w/v) SDS

0,05 % (w/v) Bromphenolblau
10 % (w/v) M Glycerin
360,36 g Urea

Tabelle 2-8: Zusammensetzung der Trenngele und Sammelgele nach Laemmli, 1 mm stark
[Laemmli, 1970]. TA-Totalacrylamid

Reagens / Puffer

2 Trenngele 12,5 % TA-Gehalt

2 Sammelgele 4,5 % TA-Gehalt

Gelpuffer 2,5mL 1,25 mL
Acrylamid/ Bisacrylamid 4,2 mL 0,75 mL
deionisiertes Wasser 3,3mL 3,0 mL
TEMED 10 uL 10 uL
gesattigtes APS 20 uL 8 uL
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2.13.2 Farbung von SDS-PA-Gelen mittels Silber

2.13.2.1 Hintergrund und Nachweisprinzip
Die Farbung von Proteinen mit Hilfe von Silberionen basiert auf der Arbeit von Blum und Kol-
legen [Blum et al., 1987; Buyel et al., 2015]. Die Silberionen binden an saure und nukleophile

Reste der Aminosaurekette und werden anschlieRend zu elementarem Silber reduziert.

2.13.2.2 Silberfarbung
Im direkten Anschluss an die elektrophoretische Auftrennung der Proben wurde das PA-Gel,
wie in Tabelle 2-9 beschrieben, behandelt.

Tabelle 2-9: Ablaufschema der Silberfarbung in Anlehnung an [Blum et al., 1987]. Pro Gel wur-
den 100 mL der jeweils angegebenen Ldosung verwendet. Sensitivier-, Féarbe- und Entwickellésung
sollten mdoglichst frisch hergestellt werden.

Schritt Lésung Dauer
500 mL Methanol
. 120 mL Essigséaure (100 %)
E 22 h
ering 0,5 mL Formaldehyd (37 %, w/v)
mit dH,O auf 1 L aufgefillt
1. Waschen 50 % (v/v) Ethanol 3 x 20 min
Sensitivierung | 0,2 g/L Na,S,03x5H,0 1 min
2. Waschen dH,O 3x20s
0,5 g AgNO3
Farbung 187,5 uL Formaldehyd (37 %, wiv) =30 min
mit dH,O auf 250 mL aufgefuillt
3. Waschen dH,O 2x20s
15 g NaCO;
. 5 mL 0,2 g/L Na,S,03x5H,0-Lésung . L o
E kl hte F
ntwicklung 125 L Formaldehyd (37 %, wiv) gewlnschte Farbeintensitat
mit dH,O auf 250 mL aufgefullt
50 % (v/v) Methanol )
Abstoppen 10 min
PP 12 % (v/v) Essigsaure (100 %) !
4. Waschen 50 % (v/v) Methanol 1 min
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2.13.3 Western Blot

Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine werden auf eine Membran tbertragen. An-
schlieRend erfolgt der Nachweis des Zielproteins mit Hilfe spezifischer Antikdrper. Die ver-
wendeten Puffer und Losungen sind in Tabelle 2-10 gegeben.

Tabelle 2-10: Puffer und Reagenzien fiir Western Blot [Conrad et al., 1998]. Der primare Antikor-
per wurde produziert nach der Methode von Evan [Evan et al., 1985].

Reagens / Puffer Zusammensetzung Anmerkungen
Western-Puffer 21,04 g NaCl . o .
DH 7.8 eingestellt, im Maf%kolben mit
dH,O auf 1 L aufgefillt.
3,03 g Tris

14,41 g Glycerin

Reagenzien in 800 mL dH,O

Transferpuff fgelsst, im MaRkol i
ransterputier 5 mL 20 % (w/v) SDS-L6sung Z: gg Zi;l [nauf 2][';”? ben . mit
200 mL Methanol (100 %) 2 gerit
8,019 NaCl -
02 ggKCI Reagenzien in 800 mL dH,O
! fgeldst, pH 7,6 mit 4 M NaOH
PBS-Puffer 1,78 g Na,HPO, X 2H,0 aufgelost, pH 7,6 mit a0

0,27 g KH,PO,
pH 7,6

eingestellt, im MaRkolben mit
dH,O auf 1 L aufgefiillt.

5 % (w/v) Magermilchlésung

50 g/L Magermilchpulver

Pulver resuspendiert in 800 mL
Western-Puffer, im Malkolben
mit Western-Puffer auf 1 L auf-
gefullt

0,5 % (w/v) Magermilchlésung

5 g/L Magermilchpulver

5 % (w/v) Magermilchlésung
1:10 mit Western-Puffer ver-
dinnt

priméarer Antikdrper-Losung

Anti-c-myc

von IPK Gatersleben

sekundarer Antikérper-Losung

Anti-Maus 1gG-AP

von Sigma-Aldrich

Substratlésung

BCIP®/NBT

Tablette aufgelost in 10 mL

dH,0

2.13.3.1 Elektroblot

Sechs Zuschnitte des Whatman®-Filterpapiers wurden vor dem Elektroblot 15 min in Trans-
ferpuffer eingeweicht. Im direkten Anschluss an die elektrophoretische Auftrennung der Pro-
ben (siehe Kapitel 2.13.1) erfolgte der Transfer der Proteine vom PA-Gel auf eine Nitrocellu-
losemembran. Drei Zuschnitte wurden auf die Anode gelegt und durch Rollen eines Rea-
genzglases auf dem Stapel von Luftblasen befreit. Nach Auflegen der Nitrocellulosememb-
ran und des PA-Gels wurden die verbliebenen Zuschnitte aufgelegt, gefolgt vom erneuten
Ausrollen enthaltener Luftblasen. Der Elektroblot wurde 1 h bei 30 V und 250 mA durchge-
fahrt.
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2.13.3.2 Detektion

Die Detektion des Zielproteins mittels Western Blot erfolgte wie in Tabelle 2-11 dargestellt.

Tabelle 2-11: Ablaufschema der Zielproteindetektion mit Hilfe von Antikérpern.

Schritt Losung Dauer
Blocken 10 mL 5 % Magermilchlésung >23h
- i . 10 mL 5 % Magermilchlésung

Antik bind . . 22h
primare Antikorperbincung 200 pL primare Antikdrper-Losung
1. Waschen 10 mL 0,5 % Magermilchlésung 3 x 10 min
sekundare Antikérperbin- 10 mL 5 % Magermilchlésung >1h
dung 5 uL sekundare Antikorper-Lésung -
2. Waschen 10 mL 0,5 % Magermilchlésung 2 x5 min
3. Waschen 10 mL Transferpuffer 2 x5 min
4. Waschen 10 mL PBS-Puffer 2 x5 min

. N gewinschte Intensi-

Detektion 10 mL Substratlésung it
5. Waschen dH,O abspulen
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Praparation der Biomasse

Die in dieser Arbeit verwendete Nicotiana tabacum-Biomasse wurde im Spatsommer/ Herbst
in den Jahren 2013 und 2014 geerntet. Da sie nicht direkt verarbeitet werden konnte war es
notig, geeignete Lagerungsbedingungen zu identifizieren. Besonderes Augenmerk war dabei
auf in den geernteten Tabakblattern enthaltene Proteasen zu legen. Diese kdnnen bei Lage-
rung und Verarbeitung der Biomasse einen Abbau des Zielproteins verursachen [Pillay et al.,
2014]. Es wurden Mdglichkeiten untersucht, diesen enzymatischen Verlust an Zielprotein zu
minimieren (siehe Kapitel 2.5). In Abbildung 3-1 ist die Préparation der Biomasse schema-

tisch dargestellt.

Blatter
Proben Biomasse
---------------------

1
1
1
1
l »‘ fl. N, H Zerkleinerung '—) 80°C — -80°C
1
1

Transport

: - -20°C BFM;,
1

|

|

| Entblittern MW-Behandlung [———> .20 °C > MW BF My
! >

! MLU —| Blitter

| Blanchieren |———> —> B BFM,,
|

|

Ofen —> 0

Trocknung

Technikum > Tech

Abbildung 3-1: Schema der Proben- und Biomassepraparation zur Verringerung enzymatischer
Proteolyse des Zielproteins. Die Anzucht der Biomasse erfolgte am Leibniz-Institut fir Pflanzenge-
netik und Kulturpflanzenforschung (IPK) in Gatersleben. Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum) wurden
geerntet, an die Martin-Luther-Universitat (MLU) Halle-Wittenberg transportiert und dort weiter verar-
beitet (gestrichelt umrandeter Bereich). Fl. N, — flissiger Stickstoff

Ein geringer Teil der Biomasse wurde direkt nach der Ernte in Gatersleben in flissigem
Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert. Der Transport dieser Referenzprobe von Ga-
tersleben nach Halle (Saale) erfolgte auf Trockeneis. Die restliche Biomasse wurde, wie in
Kapitel 2.5 beschrieben (siehe auch Abbildung 3-1), im Anschluss an die Ernte nach Halle

(Saale) transportiert und prapariert.
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Die Ergebnisse der Proben- und Biomassepraparation sind in Abbildung 3-2 gezeigt. Mit

Hilfe des linken Teils (Abbildung 3-2, A) wurde zuerst die korrekte Probenpraparation fur die

SDS-PAGE ermittelt. Dabei war das Ziel, einen Abbau des Zielproteins wahrend der Inkuba-
tion mit Probenpuffer zu verhindern. Im Anschluss wurde der Einfluss von Transport und
unterschiedlichen Préparationsmethoden der Biomasse (Biomassepraparation) untersucht
(Abbildung 3-2, B).

A ohne MW-Inkubation mit MW-Inkubation B mit MW-Inkubation
M | -T -80°C -20°C MW | -T -80°C -20°C MW| M T MW, 8 MW,;Q Tech
130 — 130 — — _7p
100 — —ZP 100 -
70 — 70 | .
55 55 — @
40 — __ 40—
< 3
Q 35 = 35—
25 —|
25 | I
15 — 15 —
1 2 3 4 5 6 7 8 9 12 3 4 5 6 7

Abbildung 3-2: Proben- und Biomassepraparation zur Verringerung enzymatischer Proteolyse
des Zielproteins (ZP). (A) Probenpraparation: ,ohne / mit MW-Inkubation®: Proben wurden nach Pré-
paration der Biomasse und anschlieRender Lagerung vor Inkubation mit Probenpuffer nicht / kurz in
einer Mikrowelle (MW) erhitzt; ,-T*: Blatter direkt nach Ernte in flissigem Stickstoff tiefgefroren und
anschlieBend bei -80 °C gelagert; ,-80 °C*“/ ,-20 °C": Blatter nach Ernte bei -80 °C / -20 °C gelagert;
-MW?*: Blatter nach Ernte in Mikrowelle inkubiert und anschlielend bei -20 °C gelagert; (B) Biomasse-
praparation: Proben wurden wie unter (A)-,mit MW-Inkubation* prapariert; ,-T“: Blatter direkt nach
Ernte in flissigem Stickstoff tiefgefroren, bei -80 °C gelagert; ,MW,": Blatter nach Entfernung von Ta-
bakpflanze in Mikrowelle inkubiert, bei -20 °C gelagert; ,B“: Blatter nach Entfernung von Tabakpflanze
blanchiert, bei -20 °C gelagert; ,MW o“: Blatter nach Entfernung von Tabakpflanze 10 h bei 22 °C ge-
lagert, in Mikrowelle inkubiert und anschlieRend bei -20 °C gelagert; ,O": Blatter nach Entfernung von
Tabakpflanze im Ofen getrocknet; ,Tech®: Blatter nach Entfernung von Tabakpflanze im Technikum
getrocknet. Detektionsmethode: Western Blot; primarer Antikorper anti-c-myc; sekundéarer Antikdrper
Anti-lgG-Maus, konjugiert mit alkalischer Phosphatase; chromogene Nachweisreaktion

Im Western Blot (Abbildung 3-2, A, ,ohne MW-Inkubation®, Bahnen 2-5) wird deutlich, dass
Wirtszellproteasen die Integritat des Zielproteins beeintrachtigen kdnnen. Alle Proben wur-
den in Vorbereitung der SDS-PAGE in Probenpuffer 5 min bei 99 °C inkubiert. In Blattern, die
unmittelbar nach der Ernte in flissigem Stickstoff tiefgefroren und bei -80 °C (Bahn 2, ,-T%)
bzw. nach der Ernte bei -20 °C gelagert worden waren (Bahn 4, ,-20°C*) sind Abbaubanden
des Zielproteins zwischen 70-100 kDa erkennbar. Bei deutlich niedriger Einlagerungstempe-
ratur von -80 °C (Bahn 3, ,-80°C*) wurde dieser Verlust nicht beobachtet. Ebenfalls kein Ab-
bau wurde festgestellt, wenn Biomasse vor Inkubation mit Probenpuffer in einer Mikrowelle
erhitzt wurde (Bahn 5, ,MW*). Die Erklarung dafir ist, dass in dieser Probe offenbar keine fur
das Zielprotein relevanten aktiven Proteasen mehr enthalten waren. Diese sind wahrend der

Biomassepraparation denaturiert worden. In den Proben ,-T* sowie ,-20 °C* waren zu Beginn
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der Probenpraparation noch native Tabak-Proteasen enthalten. Wéhrend der Inkubation mit
Probenpuffer wurde das Zielprotein als Substrat akzeptiert und enzymatisch teilweise hydro-
lysiert. Der nachgewiesene Unterschied zwischen den Lagerungsbedingungen (-80 °C bzw. -
20 °C) konnte durch das Auftragen von weniger (konzentrierter) ,-20 °C*“-Probe zurtickzufiih-
ren sein.

Im rechten Teil von Abbildung 3-2 A sind Proben aufgetragen, die vor der Inkubation mit
Probenpuffer in einer Mikrowelle erhitzt worden waren. Offensichtlich ist es gelungen, die
Proteolyse des Zielproteins vollstandig zu unterbinden. Dies bedeutet zudem, dass auch in
planta kein Abbau des Zielproteins bzw. keine unvollstdndige Synthese der Zielproteinmole-

kule erfolgte.

In der Folge wurde die gewonnene Erkenntnis genutzt, um Tabakblatter vor der Lagerung so
Zu praparieren, dass fur nachfolgende Prozessschritte der Abbau des Zielproteins verringert
wird (Abbildung 3-2 B). Dazu wurde die Biomasse nach Ernte ins Labor transportiert, entblat-
tert und sofort (Bahn 3, ,MW,“) oder nach Lagerung bei ~22 °C fir 10 h (Bahn 5, ,MW ) in
einer Mikrowelle inkubiert, 5 min blanchiert (Bahn 4, ,B“) oder im Ofen (Bahn 6, ,0%) bzw. im
Technikum (Bahn 7, ,Tech®) getrocknet. Als Vergleich diente Biomasse, die direkt am Ern-
teort in flissigem Stickstoff eingefroren worden war (Bahn 2, ,-T%).

Es wird deutlich, dass eine Trocknung der Biomasse unter den gewahlten Bedingungen nicht
erfolgreich war sondern zum Abbau des Zielproteins fuhrte. Eine mogliche Ursache dafir ist
eine hitze- und/oder trocknungsinduzierte Blattalterung [Rizhsky et al., 2002]. Das Phéno-
men dieser Alterung ist z.B. an Laubbdumen im Herbst zu beobachten, an dessen Ende die
Blatter nicht mehr grun, sondern in Farbténen von gelb tUber orange bis rot leuchten. Dabei
werden sequentiell Zellkompartimente bis hin zur Zentralvakuole aufgeldst, Zellbestandteile
verdaut und in Speicherkompartimente der Pflanze transportiert, um sie bei giinstigen Um-
weltbedingungen als Substrate wiederzuverwenden [Feller und Fischer, 1994; Himelblau und
Amasino, 2001]. Der Vorgang der Blattalterung ist fur eine Vielzahl weiterer Faktoren wie
Salzstress, Dunkelheit oder Abtrennung der Blatter von der Pflanze nachgewiesen [Allu et
al., 2014; Liebsch und Keech, 2016; Martinez et al., 2008]. Das resultierende Abbau-
Bandenmuster beider Trocknungsproben ist unterschiedlich. Bei naherer Betrachtung des
kleinsten Abbauproduktes zwischen 55 und 70 kDa ist eine geringfligige Abweichung des
Molekulargewichts erkennbar. Eine mégliche Ursache liegt in den unterschiedlichen Trock-
nungsbedingungen. Abhéangig davon konnten Unterschiede im Transkriptom von Tabakblat-
tern gezeigt werden [Rizhsky et al., 2002]. Daraus kann die Produktion verschiedener, das
Zielprotein hydrolysierender Proteasen resultieren, die voneinander abweichende Zielpro-

teinfragmente erzeugen.
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Die Lagerung der Blatter bei Umgebungstemperatur (~22 °C) zeigte im Zeitraum von 10 h
keinen negativen Einfluss auf die Integritat des Zielproteins. Das Bandenmuster (Bahn 5)
entspricht dem der Probe in Bahn 3 von Blattern, die sofort entblattert und in einer Mikrowel-
le inkubiert wurde. Beide Proben zeigen keinen Unterschied zur Referenz in Bahn 2. Es war
demzufolge madglich, Tabakblatter bis zu 10 h unter ,normalen® Laborbedingungen zu lagern,
ohne nachgewiesenen Verlust des Zielproteins. Dieses Ergebnis war hauptsachlich fur die
Verarbeitung der Biomasse bis zur Hitzeinkubation relevant. In der Folge wurde darauf ver-
zZichtet, die geernteten Tabakpflanzen im Kihlraum zu entblattern.

Durch Blanchieren wurde das gleiche Ergebnis wie durch die Hitzebehandlung mit der Mik-
rowelle erzielt (Bahn 4). Dieses Resultat ist in Ubereinstimmung mit einer Arbeit, in der das
Blanchieren von Tabakblattern als Methode der Wahl zur Abtrennung von Wirtszellproteinen
ohne negativen Einfluss auf die Zielproteine identifiziert werden konnte [Buyel et al., 2014].
Im Vergleich zum in Abbildung 3-2, A, gezeigten Ergebnis fir die Proben ,-T* (Bahn 6) und
.MW* (Bahn 7) wurden in Abbildung 3-2, B, fir die aquivalenten Proben (Bahnen 2 und 3)
abweichende Beobachtungen gemacht. Wahrend in Abbildung 3-2, A, ausschliel3lich das
intakte Zielprotein nachgewiesen worden war, wurden in Abbildung 3-2, B, auch Abbaupro-
dukte des Zielproteins im Bereich von 55-100 kDa detektiert. Eine mdgliche Erklarung kdnnte
darin liegen, dass bei den Versuchen unterschiedlich gewachsene Tabakpflanzen verwendet
wurden. Die Untersuchungen zur Praparation der Biomasse erstreckten sich Uber zwei Ern-
teperioden in den Jahren 2013 (Proben fur Abbildung 3-2, A) und 2014 (Proben fir Abbil-
dung 3-2, B). Jahrlich bedingte Unterschiede in Sonneneinstrahlung, Feuchtigkeitsgehalt der
Erde und Wachstumstemperatur sind sehr wahrscheinlich. Eine Aufzeichnung dieser Daten
wurde jedoch nicht vorgenommen. Nichtsdestotrotz sind die Zielprotein-Fragmente eher im
Bereich von Spuren nachgewiesen worden. Ungenauigkeiten beim Probenauftrag auf das
Polyacrylamidgel (PA-Gel) bzw. beim Elektroblot kénnten ebenso Ursachen fiir die detektier-
ten Unterschiede zwischen den Proben sein. Lésung dieses Problems ware gewesen, die

interessierenden Proben auf einem/r Gel/l Membran zu detektieren, da generell die Ver-

gleichbarkeit verschiedener Gel-/ Membrananalysen untereinander schwierig ist. Fir den
Fortschritt innerhalb der Arbeit war dies jedoch nicht entscheidend und wurde daher nicht

durchgefinhrt.

Das Fazit der gezeigten Ergebnisse ist wie folgt. Um vor der Verarbeitung der Blatter einen
Abbau des Zielproteins zu vermeiden, sollten Tabakpflanzen nach Ernte bei ~22 °C entblat-
tert werden. Anschlieend ist eine Hitzeinkubation mittels Mikrowelle oder Blanchieren

durchzufihren.
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Die insgesamt praparierte Biomasse kann aus Abbildung 3-3 ersehen werden.
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Abbildung 3-3: Praparierte Biomasse und jeweilige pflanzenbezogene Feuchtmasseausheute.
Grune Séaulen zeigen an, wieviel Biofeuchtmasse (BFM) pro Zielkonstrukt prapariert und eingelagert
worden ist. Durch ,//“ wird ohne weitere Vorbehandlung eingefrorene Biomasse (,frisch“—BFMg,) repra-
sentiert. ,\\“ bzw. = verdeutlicht Biomasse, die vor Einlagerung in einer Mikrowelle (,MW“-BFMuw)
inkubiert bzw. in Wasser blanchiert (,blanchiert“-BFMy,) wurde. Die grauen S&ulen représentieren die
jeweils pro Tabakpflanze gewonnene Biofeuchtmasse. Q-MaSp1-Q-MaSp1-100xELP; K-MaSpl—K-
MaSp1l-100xELP; 4xFlag—4xFlag-100xELP; 1xFlag—1xFlag-100xELP

Q-/K-MaSp1-100xELP tragender Tabak wurde hauptséchlich in der ersten Ernteperiode
(2013) gewonnen, Flag-Konstrukte tragende Biomasse in der Zeiten (2014). Die Aminosau-
resequenzen der Zielproteine sind im Anhang in Tabelle 7-1 angegeben. Aufgrund des oben
beschriebenen Erkenntniszuwachses sind sukzessive mehr Anteile der jeweiligen Tabakblat-
ter hitzeinkubiert worden. Die jeweils praparierten Biofeuchtmassen tragen im weiteren Ver-
lauf der Arbeit folgende Bezeichnungen: ohne Hitzeinkubation (frisch) eingefroren—BFMg;
nach Mikrowelleninkubation eingefroren—BFMy\; nach Blanchieren eingefroren—BFMy,.

Auffallig ist die im Vergleich zum Q-/K-MaSp1-100xELP-Tabak verringerte Ausbeute an je-
weiliger Biofeuchtmasse bei den Flag-Proteine tragenden Pflanzen. Da aufgrund der Mole-
kulgroRe (60 bzw. 106 kDa fir 1x/4xFlag-100xELP) keine erh6hte metabolische Last gegen-
tiber den MaSpl-Proteinen (102 kDa) plausibel scheint, ist die wahrscheinlichste Ursache

der Unterschiede in widrigeren Wachstumsbedingungen der Pflanzen zu sehen.
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Insgesamt wurden 52,4 und 55,5 kg Q-/K-MaSp1-100xELP bzw. 48,8 und 60,6 kg 1x/4xFlag-
100xELP enthaltende Biofeuchtmasse gewonnen und fur die weiteren Untersuchungen ver-

wendet.
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3.2 Zellaufschluss — unproblematische Mal3stabsvergréfie-
rung

Um eine hohe Ausbeute des Zielproteins nach der Reinigung erzielen zu kénnen ist nétig,
mdglichst viel davon aus der Biomasse freizusetzen. Fur pflanzliche Expressionssysteme
sind zu diesem Zwecke mechanische Zellaufschlussmethoden Mittel der Wahl (siehe Kapitel
1.1.3). Besonders der Einsatz von Homogenisatoren in Form von Stabmixern hat sich be-
wahrt [Buyel et al., 2015; Wilken und Nikolov, 2012]. Im Folgenden wurde untersucht, ob mit
den im Labor verfigbaren Mixern (Haushaltsmixer Braun 4184; Table Top Cutter R10 von
Robot Coupé) ein ausreichend guter Zellaufschluss erzielt werden kann (Durchfihrung siehe
Kapitel 2.6).

Die Versuchsauswertung mittels SDS-PAGE ist in Abbildung 3-4 gezeigt. Das Zielprotein ist
in allen Proben im Versuchszeitraum von zwei bis max. zehn Minuten bei ~110 kDa nachge-
wiesen worden. Hauptséchliche Verunreinigungen wurden bei ~60 kDa, 35 kDa und im Be-
reich <25 kDa bis zum Gelende detektiert. Bei Verwendung des Haushaltsmixers (Abbildung
3-4, A) war die maximale Signalintensitat des Zielproteins bereits nach einer Aufschlusszeit
von zwei Minuten erreicht (Bahn 2). Bei proteinogenen Verunreinigungen <25 kDa konnte ein
sukzessiver Anstieg der nachweisbaren Proteinmenge beobachtet werden (Bahnen 2-4).
Ein d@hnliches Ergebnis wurde bei Benutzung des Table Top Cutters erzielt (Abbildung 3-4,
B). Das grundsatzliche Bandenmuster war identisch. Die héchste Menge des freigesetzten
Zielproteins wurde nach dreiminttiger Aufschlusszeit (Bahn 3) nachgewiesen. Geringfligige
Veranderungen der Signalintensitat der proteinogenen Verunreinigungen konnten beobach-
tet werden. Fur die Freisetzung des Zielproteins aus hitzebehandelten Tabakblattern unter
Verwendung des Haushaltsmixers (Braun 4184) ist folglich eine Aufschlussdauer von min-
destens zwei Minuten einzuhalten. Bei Verwendung des Table Top Cutters R10 sollte eine
Aufschlussdauer von drei Minuten nicht unterschritten werden.

Eine PartikelgroRenverteilung der Suspension wurde mittels dynamischer Laserstreuung
bestimmt. Fur den Haushaltsmixer bzw. den Table Top Cutter konnte nach funfminitigem
Zellaufschluss der mittlere Partikeldurchmesser von 1,8 bzw. 1,5 um ermittelt werden. Diese
Werte sind in Ubereinstimmung mit Ergebnissen einer Arbeitsgruppe, die sich stark mit der
Entwicklung von Reinigungsmethoden fir rekombinante Proteine aus Tabakblattern beschaf-
tigt. In einer von diesen Wissenschaftlern publizierten Arbeit wurde der Zellaufschluss mit
einem Homogenisiergerat von Polytron, &hnlich einem Ultra-Turrax, durchgefuhrt. Der dort
angegebene mittlere Partikeldurchmesser lag im Bereich von 1-10 pm und fuhrte zum Verb-
locken der im Reinigungsverfahren eingesetzten Filter [Buyel et al., 2014]. Dieses Problem
wurde im Verlauf dieser Arbeit (Filtration der Suspension nach Zellaufschluss, siehe Kapitel
2.7) nicht beobachtet.
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Abbildung 3-4: Freisetzung von K-MaSp1-100xELP (ZP) wéahrend des Zellaufschlusses mit (A)
einem Haushaltsmixer und (B) einem Table Top Cutter. Nicotiana tabacum-Blatter wurden in einer
Mikrowelle inkubiert und anschliel3end bei -20 °C gelagert. (A) 300 g BFMy wurden aufgetaut (16 h,
4 °C), mit 450 mL Leitungswasser (4 °C) versetzt und im Haushaltsmixer 10 min zerkleinert. (B) 2,5 kg
BFMwuw wurden aufgetaut (16 h, 4 °C), mit 2,5 L Leitungswasser (4 °C) versetzt und im Table Top
Cutter 5 min zerkleinert. Proben wurden zu den angegebenen Zeitpunkten genommen. Nach Zentrifu-
gation wurden 500 pL Uberstand getrocknet und in 200 uL SDS-Probenpuffer resolubilisiert. M—PPL-
Marker; Detektionsmethode: Silberfarbung
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3.3 Fraktionierende Acetonféllung — Abtrennung verunrei-
nigender Proteine und Gewinnung des Zielproteins

Bei der intrazellularen Produktion rekombinanter Proteine wird durch den Zellaufschluss in
der Regel neben dem Zielprotein eine Vielfalt kontaminierender Substanzen freigesetzt. Es
ist dann zumeist noétig, diese stérenden Begleitstoffe vom eigentlichen Zielprodukt zu tren-
nen. Haufig geschieht dies durch die Anwendung chromatographischer Verfahren. Diese
sind jedoch oft teuer, bedingt durch preisintensive stationare Phasen sowie Regenerations-
zeiten. Alternativ kbnnen Proteine fraktionierend gefallt werden. Ein bekanntes Beispiel stellt
die Plasmafraktionierung von Blut dar, auch bekannt unter der Bezeichnung Cohn-
Fraktionierung. Dabei werden die proteinogenen Bestandteile des Blutes uber Kryo-, Etha-
nol- und Salzfallung sukzessive abgetrennt und pharmazeutisch genutzt [Brodniewicz-Proba,
1991]. Gerade fur Proteine ohne enzymatische Aktivitat ist eine Reinigung Uber Fallungsme-
thoden naheliegend, da fir diese kein Verlust katalytischen Potentials minimiert werden
muss.

Das Zielprotein Q-/K-MaSp1-100xELP enthdlt einen tag, der auf der Aminosaurensequenz
von Elastin basiert. Fur dessen Vorstufe, Tropoelastin, existiert ein Reinigungsprotokoll, in
dem organische Ldsungsmittel zur Fallung genutzt werden [Martin et al., 1995]. Dieses Wis-
sen wurde im Verlauf der Arbeit erfolgreich genutzt, um eine Reinigungsstrategie fur Q-/K-
MaSp1-100xELP zu entwickeln.

Die nachfolgend beschriebenen Experimente wurden in vier GroRenordnungen durchgefihrt

(siehe Kapitel 2.7). Eine Ubersicht wesentlicher Parameter ist in Tabelle 3-1 gegeben.

Tabelle 3-1: Bedingungen zur Freisetzung des Zielproteins Q-/K-MaSp1-100xELP aus Tabak-
blattern. Fir das Experiment im Mikro-MaRstab wurden 50 g BFMy, (frisch eingefroren) aufgeschlos-
sen und 250 pL Suspension verwendet, im kleinen MaRRstab wurde die komplette Suspension einge-
setzt. Die Untersuchungen in den restlichen Gréenordnungen wurden mit BFMy (nach Mikrowelle-
ninkubation eingefroren) durchgefiihrt. Die Arbeitsvolumina resultieren aus dem anfanglichen Suspen-
sionsvolumen inklusive dem zugegebenen Volumen Aceton. Angegeben sind in Zeile 3-5 die jeweils
verwendete Menge Biomasse (50 g-6 kg) und in Zeilen 8-9, in welcher Losung die Féallungsversuche
durchgefiihrt wurden.

Mal3stab mikro klein mittel Pilot
Arbeitsvolumen [mL] ~1,25 200-600 750-2.000 1-10*-3-10*
50 g BFM, X X - -
300 g BFMpw - - X -
5-6 kg BFMuw - - - N
Extraktionsmittel Extraktionspuffer | Extraktionspuffer Extraktlonspuffer; Leitungswasser
Leitungswasser

BFM:Extraktionsmittel 1:3 1:3 1:3-1:1,5 1:1
Suspension X X X -
Uberstand - - - X




3 Ergebnisse und Diskussion 45

Auf die Bestimmung der Proteinkonzentration bei der Reinigung des Zielproteins wurde ver-
zichtet. Ublich dafur und in der Literatur zu finden sind BRADFORD-Test sowie Lowry-
Proteindetektion. Diese Methoden werden jedoch stark durch eine Vielzahl von Substanzen,
unter anderem Polyphenole, beeinflusst [Redmile-Gordon et al., 2013; Whiffen et al., 2007].
Tabak enthalt einen betrachtlichen Anteil Sekundarmetabolite wie das Alkaloid Nicotin, aber
eben auch Polyphenole, welche das Ergebnis der Proteinkonzentrationsbestimmung verfal-
schen und zu fehlerhafter Interpretation von Untersuchungsergebnissen flihren kdénnten [Xia
et al., 2014].

3.3.1 Fallungsexperimente im Mikromal3stab — fraktionierende Ace-
tonfallung maoglich
Die Hitzebehandlung der Tabakblatter nach der Ernte wirkte sich positiv auf die Integritat des
Zielproteins aus, da so offenbar Proteasen inaktiviert werden konnten. Ein weiterer Vorteil
dieses Verfahrens ist die Fallung von Wirtszellproteinen, welche dann durch Verfahren wie
Filtration und/oder Zentrifugation abgetrennt werden kénnen. Dieser Fakt wird durch Abbil-
dung 3-5 belegt. Fir den linken Teil wurden nicht erhitzte Blatter, fir den rechten Teil in der
Mikrowelle behandelte Blatter aufgeschlossen und zentrifugiert. Aufgetragen wurde jeweils

eine Probe des Uberstands.

-Hitze +Hitze
M 16sl. M 16sl.
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Abbildung 3-5: Hitzefallung von Wirtszellproteinen. (-Hitze): 50 g BFM;, (frisch eingefroren) wur-
den mit 150 mL Extraktionspuffer und im Haushaltsmixer aufgeschlossen (10x30 s). Nach Zentrifuga-
tion wurden 250 pL Uberstand 5 min bei 99 °C inkubiert und getrocknet. (+Hitze):50 g BFM, (frisch
eingefroren) wurden in 150 mL Extraktionspuffer 1 h bei >90 °C inkubiert. Nach Abkuhlung auf Eis,
Zellaufschluss im Haushaltsmixer (10x30 s) und Zentrifugation wurden 250 pL Uberstand getrocknet.
Die getrockneten Riickstdnde wurden in 50 pL Probenpuffer resolubilisiert und 5 min bei 99 °C inku-
biert. M—PPL-Marker; ZP-Zielprotein; Detektionsmethode: Silberfarbung
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Es ist zu sehen, dass bei nicht hitzebehandelten Blattern eine groRe Menge Wirtszellproteine
l6slich waren (Abbildung 3-5, ,-Hitze*, Bahn 2). Uber den gesamten Verlauf der Bahn sind
Proteine detektiert worden. Eine deutliche Verringerung des Signals wurde durch Hitzebe-
handlung mit anschlieRender Zentrifugation erreicht (,+Hitze“, Bahn 2). Dominante Banden
sind bei 110 kDa, 55 kDa, 35 kDa und 30 kDa zu sehen. Besonders Proteine im Bereich von

35-110 kDa sind nach Hitzeinkubation und Zentrifugation abgetrennt worden.

Trotz Hitzebehandlung bleibt ein Teil der Wirtszellproteine I6slich. Im Mikromal3stab wurde
daher untersucht, ob diese nach Hitzebehandlung durch den Einsatz von Aceton verstarkt
abtrennbar sind. Das Ergebnis ist in Abbildung 3-6 dargestellt. In Teil A und B wurde das
Zielprotein mittels spezifisch an den c-myc-tag bindender Antikdrper nachgewiesen. Im ers-
ten Teil der Abbildung (A) wird deutlich, dass das Zielprotein (bei ~110 kDa) bis zu einer
Acetonkonzentration (c,) von 45 % (v/v) l6slich war (Bahnen 2-8). Eine weitere Erhéhung
des Acetongehalts in der Suspension flhrte zum Ausfallen des Zielproteins, erkennbar durch
das Verschwinden der Zielproteinbande. Graue unregelmafige Flecken sind bedingt durch
Restfeuchte wahrend des Scannens der Membran. Eine verkirzte Version des Zielproteins
war bis zu einer Acetonkonzentration von 60 % (Bahn 11) I6slich und war dementsprechend
ab ca= 70 % (v/v) im Pellet zu finden. Dies ist in Abbildung 3-6 B mit den unldslichen Pellet-
fraktionen als Gegenstuick zur eben besprochenen Abbildung 3-6 A zu sehen. Das Zielpro-
tein war bereits ab ca= 35 % (v/v) (Bahn 6) nachweisbar, und in Einklang mit dem Ergebnis
des vorherigen Teils A ab ca,= 50 % vollstandig unléslich. Dass es sich bei den nachgewie-
senen Proteinen um das Zielprotein sowie verklrzte Versionen davon handelt ist durch einen
Western-Blot in einer aktuellen Publikation belegt [Weichert et al., 2014]. In dieser Arbeit
wurde gezeigt, dass Wildtyp-Tabak kein Protein produziert, das durch das angewendete De-
tektionsverfahren ein positives Signal erzeugt.

Im letzten Teil von Abbildung 3-6 C ist ein mit Silber gefarbtes Gel nach SDS-PAGE zu se-
hen, auf das die gleichen Proben wie in Abbildung 3-6 A aufgetragen worden sind. In Bahn 2
(bei 0 % Aceton) ist zu sehen, dass auch nach einstiindiger Inkubation bei mindestens 90 °C
Tabakproteine l8slich waren, hauptsachlich eines mit einem Molekulargewicht zwischen 25
und 35 kDa und eines bei 55 kDa. Weitere Proteine wurden als starker ,Schmier” von 55 kDa
bis zur Lauffront (unterster Teil des Gels) nachgewiesen. In den Veréffentlichungen einer
Aachener Arbeitsgruppe sind ahnliche Beobachtungen gemacht worden [Buyel et al., 2014;
Menzel et al., 2016a]. Das Protein mit dem Molekulargewicht von 55 kDa wurde dort als
groRe Untereinheit der Ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylase/-oxygenase (RuBisCO) ver-
mutet [Buyel et al., 2014]. Diese Hypothese wird unterstitzt durch die Tatsache, dass das
theoretische Molekulargewicht der RuBisCO aus Nicotiana tabacum 53 kDa betragt (UniProt:

P00876) [Amiri et al., 1984]. Das Protein mit einem Molekulargewicht zwischen 25 und
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35 kDa wurde in den genannten Arbeiten nicht nachgewiesen. Mdgliche Ursache dafir ist
ein Unterschied in den Nachweismethoden. Buyel und Kollegen verwendeten Coomassie zur
Detektion der Proteine im LDS-PA-Gel im Gegensatz zur in dieser Arbeit angewendeten De-
tektion mittels Silberfarbung, mit welcher in der Regel deutlich sensitiver Proteine nachge-
wiesen werden konnen [Rabilloud, 1990]. In den Aachener Arbeiten wurde im Speziellen die
Hitzefallung von Tabak-Wirtszellproteinen untersucht. Als finales Ergebnis wurde festgestellt,
dass dadurch bis zu 97 % der absoluten Menge l6slicher Tabakproteine abgeschieden wer-
den konnten, was eine weitere Reinigungsprozedur erleichtert. Dieses Ergebnis wurde durch
funfmindtiges Blanchieren erzielt. Wichtige untersuchte Prozessparameter waren Dauer der
Inkubation, die gewahlte Temperatur sowie die Art des Blanchiermediums (Wasser bzw. Puf-
fer) [Menzel et al., 2016a].

Mit steigender Acetonkonzentration waren diese proteinogenen Verunreinigungen ab einer
Acetonkonzentration von 30 % (v/v) (Bahn 5) immer weniger l8slich, um schlief3lich bei 50 %
(v/iv) (Bahn 9) nahezu vollstandig unldslich zu sein. Deutlich wird hier auch der Verlust des
Zielproteins, der schon bei ca= 45 % (v/v) (Bahn 8) zu beginnen scheint. Im Vergleich zu den
vorherigen Proben bei ca= 0-30 % und ca= 40 % (v/v) (Bahnen 2-5, 7) ist eine Verringerung
der Bandenintensitat erkennbar. Die Bande bei ca= 35 % (v/v) (Bahn 6) scheint etwas
schwacher zu sein, als in den Nachbarbahnen. Die méglichen Grinde sind in der Fehlerbe-
trachtung in Kapitel 3.8 diskutiert.

Das Zielprotein wurde mittels Western Blot bei 110 kDa detektiert. Im korrespondierenden,
mit Silber gefarbten Gel, konnte ebenfalls ein Protein dieser Grol3e nachgewiesen werden.
Die Signalstarke war ausreichend zur Bewertung der folgenden Versuche. Daher wird im
weiteren Verlauf dieser Arbeit der Nachweis des Zielproteins mittels Silberfarbung des PA-

Gels beibehalten und die Bande in H6he von 110 kDa als Zielprotein (ZP) angesehen.

Zusammenfassend konnte in diesem Experiment festgestellt werden, dass Wirtszellproteine
nach Hitzebehandlung mit Hilfe von Aceton ab einer Konzentration von c,=30 % (v/v) ausge-
fallt werden kénnen. Bis c,=40 % (v/v) wurde eine Hauptverunreinigung zwischen 25 und
35 kDa detektiert, die bei weiterer Erh6hung des Acetongehalts um finf Volumenprozent
unléslich wurde. Deutliches Ausfallen des Zielproteins war ab c =45 % (v/v) zu beobachten.
Aufgrund dieser Ergebnisse war die Mdglichkeit einer fraktionierenden Acetonfallung zur

Reinigung des Zielproteins gegeben und wurde im grol3eren Mal3stab untersucht.
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Abbildung 3-6: Acetonfallung von Wirtszellproteinen und Q-MaSp1-100xELP im MikromafRstab.
50 g BFMy (frisch eingefroren) wurden in 150 mL Extraktionspuffer 1 h bei >90 °C inkubiert. Nach
Abkuhlung auf Eis und Zellaufschluss mittels Haushaltsmixer (10x30 s) wurden 250 pL Suspension in
ein Eppendorf-Reaktionsgefal transferiert und mit 1 mL dH,O, dH,0O-Aceton oder Aceton versetzt, um
die jeweilige Acetonkonzentration im Versuchsansatz einzustellen. Nach 30-mindtiger Inkubation
(4 °C) erfolgte die Trennung der I8slichen von den unldslichen Bestandteilen durch Zentrifugation
(4 °C, 16.100 g, 5 min) mit anschlieRender Trocknung. Die Uberstands- und Pelletproben wurden in
50 bzw. 440 pL Probenpuffer resolubilisiert und 5 min bei 99 °C inkubiert. M—PPL-Marker; ZP-
Zielprotein; (A) und (B) mittels Western Blot nachgewiesenes Zielprotein in Uberstands- bzw. Pellet-
proben; primarer Antikbrper anti-c-myc; sekundérer Antikdrper Anti-lgG-Maus, konjugiert mit alkali-
scher Phosphatase, chromogene Nachweisreaktion (C) mit Silber gefarbtes Gel der l6slichen Fraktio-

nen
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3.3.2 Mal3stabsvergrofRerung in den Pilotmal3stab

Die Ubertragung von Ergebnissen von einem MaRstab in den nachsten ist haufig nicht ein-
fach zu realisieren. Mdgliche Grunde dafir sind Veranderungen in Stoff- und Warmetrans-
portprozessen sowie der Austausch von Equipment mit einhergehenden Umstellungen in
Arbeitsablaufen. Es ist daher in der Regel nétig, einen Prozess von einer GréRenordnung zur
nachsten anzupassen und das Ergebnis neu zu bewerten.

Beim Versuch im Mikromaf3stab (vgl. Tabelle 3-1) wurde festgestellt, dass Wirtszellproteine
nach Hitzebehandlung bei einer Acetonkonzentration von 45 % (v/v) komplett unléslich wa-
ren, das Zielprotein zumindest teilweise. Dieses Phanomen wurde im Mal3stab von 50-300 g
BFM genauer untersucht und nach Anpassungen im PilotmaRstab zur Anwendung gebracht.
Im kleinen MaRRstab (50 g BFM;, + 150 mL Extraktionspuffer) wurde das Fallungsverhalten
der nach Hitzeinkubation I6slichen Proteine in den Grenzen von ca= 35-70 % (v/v) gepruft.
Das Ergebnis ist in Abbildung 3-7 A gezeigt. Wie im Mikromaf3stab blieb ein Teil der Wirts-
zellproteine trotz Hitzeinkubation I6slich (Abbildung 3-7 A, Bahn 2), konnten aber durch den
Einsatz von Aceton prazipitiert werden (Bahnen 3-5). Ab einem Acetongehalt von 45 % (v/v)
(Bahn 5) wurde die etwa 55 kDa-grol3e Verunreinigung im Vergleich zu cy= 35-40 % (v/v)
wieder l@slich. Das Zielprotein konnte aufgrund vorheriger Ergebnisse (siehe Kapitel 3.3.1)
zwischen 100 und 130 kDa identifiziert werden. Es blieb bis ca= 50 % (v/v) in Losung und
préazipitierte bei ca= 70 % (v/v) (Bahnen 6 und 7). Interessanterweise konnten auch bei dieser
hohen Acetonkonzentration Proteine nachgewiesen werden. Diese Beobachtung ist in kei-
nem weiteren Experiment gemacht worden.

Die erzielten Ergebnisse fuhrten zu dem Schluss, die Kapazitat des Mixers (Braun 4184)
auszunutzen und dabei 6konomische Optimierungen vorzunehmen. Dies war a) die Erho-
hung der zu verarbeitenden Biofeuchtmasse, b) die Erhdéhung des Verhdaltnisses von
Biofeuchtmasse zu Extraktionspuffer und c¢) der Ersatz des Extraktionspuffers durch Lei-
tungswasser.

Fur die in Abbildung 3-7 B und C dargestellten Versuche im mittleren und Pilotmalistab
wurden 300 g bzw. 5,2 kg BFMuw (mikrowellenbehandelt) mit Leitungswasser versetzt und
anschliel3end aufgeschlossen. Das jeweilige Ergebnis nach Inkubation mit Aceton (c,= 40 %,
v/v) war grundsatzlich wie im vorherigen MaRstab (Mikromaf3stab). Fir das Experiment im
Pilotmalfistab erfolgte vor Zusatz des Acetons eine Klarung der Suspension mittels Filtration
und Zentrifugation, um fiir den weiteren Prozess eine Extraktion von Proteinen und sekunda-
ren Pflanzenstoffen zu vermeiden [Dai und Mumper, 2010].

Die gro3te Herausforderung bei der Mal3stabstbertragung stellte die Abtrennung unldslicher
Bestandteile dar. Eine Zentrifugation in einer batch-Zentrifuge hatte aufgrund stark begrenzt
einsetzbaren Volumens hohen zeitlichen Aufwand nach sich gezogen. Darum wurde eine

Alternativstrategie durch die sequentielle Klarung der Suspensionen nach Zellaufschluss
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mittels a) Hydropresse (haufig genutzt zur Klarung von Obstséften) und b) Zentrifugation mit

einer semi-kontinuierlich betreibbaren Réhrenzentrifuge verfolgt.
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Abbildung 3-7: Reinigung von Q-MaSp1-100xELP durch fraktionierende Acetonféllung im (A)
kleinen, (B) mittleren und (C) Pilotmafistab. (A) 50 g BFM;, wurden mit 150 mL Extraktionspuffer
inkubiert (290 °C, 1 h). Nach Abkihlung auf 4 °C und Zellaufschluss (Haushaltsmixer Braun 4184,
10 x30s) wurde die Acetonkonzentration in der Suspension sukzessive erhoht. (B) 300 g BWMyw
wurden aufgetaut (4 °C, 16 h), mit 450 mL Leitungswasser (4 °C) versetzt und aufgeschlossen (Haus-
haltsmixer Braun 4184, 5 min). In der Suspension wurde durch Zugabe von Aceton (99,6 %) eine fina-
le Acetonkonzentration von c,=40 % (v/v) eingestellt. (C) 5,2 kg BFMyw wurden aufgetaut (4 °C, 16 h),
mit 5,2 L Leitungswasser (4 °C) versetzt und mittels Table Top Cutter aufgeschlossen (30.000 rpm,
5 min). Die Suspension wurde geklart tiber Filtration und Zentrifugation. Der Uberstand (,0“) wurde mit
Aceton versetzt (ca=40 %, v/v). Die Inkubation mit Aceton dauerte jeweils 30 min bei 4 °C. Anschlie-
Rend erfolgte die Probenahme, gefolgt von Zentrifugation und Verwendung des Uberstandes. Uber-
standsproben wurden getrocknet, in Probenpuffer resolubilisiert und 5 min bei 99 °C inkubiert.
ca=70 % — Pelletprobe; M—PPL-Marker; Detektionsmethode: Silberfarbung

Das Zielprotein im Uberstand nach Inkubation mit 40 % (v/v) Aceton kann durch Inkubation
mit 70 % (v/v) Aceton gefallt werden. Diese fraktionierende Acetonfallung wurde zur Reini-
gung von Q-MaSp1-100xELP entwickelt und konnte unverandert fir die Reinigung von K-
MaSp1l-100xELP verwendet werden. Die erreichte Produktausbeute war ~10 g pro kg
BFMww. Das Pellet war grau und wurde bei Kontakt mit Luft relativ schnell braun, was als
Hinweis auf das Vorhandensein von Polyphenolen gesehen werden kann [Dai und Mumper,
2010]. Die durch fraktionierende Acetonfallung gewonnene Menge Zielprodukt war im Ver-
gleich mit Werten aus der Literatur erstaunlich hoch. In einer aktuellen Arbeit wurde die aus
Tabakblattern extrahierbare Proteinmenge vor und nach Hitzebehandlung mittels BRAD-
FORD-Test bestimmt. Mittels der angegeben Werte konnte abgeschatzt werden, dass in
1 kg BFM 10 g l6sliche Proteine enthalten sind, von denen 95 % durch funfmindtige Hitzein-
kubation bei einer Temperatur tber 65 °C préazipitieren [Buyel et al., 2014]. Die insgesamt zu
erwartende Proteinmenge nach der fraktionierenden Acetonféllung (P7o) betrug folglich 500
mg / kgsem und stand im deutlichen Gegensatz zu den angefihrten 10 gp7o / KQgem. INn der

Arbeit von Weichert und Kollegen wurden 65-75 mg Zielprotein pro kg Biofeuchtmasse ge-
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wonnen [Weichert et al., 2014]. Es war folglich davon auszugehen, dass das Produkt nach
wie vor stark kontaminiert war. Die proklamierten Verunreinigungen wurden nicht via SDS-
PAGE inklusive der zugehorigen Detektionsmethoden nachgewiesen. Es wurde vermutet,
dass zusatzlich zum Zielprotein Salze prazipitierten. Diese sollten in weiteren Schritten abge-

trennt werden.
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3.4 Waschen des Pellets — Erhdhung der ZP-Reinheit

Die durch fraktionierende Acetonfallung gewonnene Menge Zielprodukt war im Vergleich mit
Werten um mehr als zwei GréRenordnungen erhdht. Die Verunreinigung des Zielproteins
durch geféllte Salze wurde vermutet. Daher wurde eine weitere Reinigung angestrebt (siehe
Kapitel 2.8). Die Resolubilisierung des Pellets nach Fallung mit 70 % (v/v) Aceton (P,) war
dafiir der erste Schritt. Das Zielprotein wurde im mittleren Maf3stab via fraktionierender Ace-
tonfallung im Pellet aufkonzentriert, mit Puffer der pH-Werte 4,0, 7,0 und 11,0 vermischt und
1 h bei ~22 °C gerihrt. Die Auswahl der zu untersuchenden pH-Werte ergab sich aus fol-
gender Idee. Der theoretische isoelektrische Punkt (pl) des Zielproteins betragt 9,2. Die Re-
solubilisierung des Zielproteins wurde getestet bei im Vergleich zum Zielprotein alkalischen
(pH>pl, daher pH= 11,0) und sauren Bedingungen (pH= 4,0). Der Puffer mit pH= 7,0 bildet
den neutralen pH-Wert von Wasser ab.

Eine Aufkonzentrierung des Zielproteins mittels fraktionierender Acetonféllung ist in Abbil-
dung 3-8 A, Bahnen 2-4, gezeigt. Der Verlauf ist grundsatzlich wie in den bereits beschrie-
benen Experimenten (siehe Abbildung 3-7). Verunreinigende Proteine mit einem Molekular-
gewicht zwischen 25 und 35 kDa wurden hier im Vergleich stéarker detektiert, was auf die
Verwendung unterschiedlicher Biomasse zurlickzufihren sein kdnnte.

Die versuchte Resolubilisierung des gefallten Zielproteins ist in den Bahnen 5-10 zu sehen.
Unabhangig vom pH-Wert des jeweiligen Puffers wurde das primére Ziel des Versuchs nicht
erreicht. Nach einstiindigem Rihren und anschlieRender Zentrifugation war das Zielprotein
nahezu vollstandig im Pellet zu finden (Bahnen 6, 8, 10). Interessanterweise konnten Wirts-
zellproteine wieder in LOsung gebracht werden (Bahnen 5, 7, 9). Beim Vergleich der Pellets
war die Abtrennung der kontaminierenden Proteine bei pH 11 am starksten, bei pH 7 und
pH 4 gleich erfolgreich. Die Option, das Pellet statt mit einem pH 7-Puffer mit Leitungswasser
zu waschen wurde aus Grunden der Vereinfachung untersucht und ist in Abbildung 3-8 B
gezeigt. Nach Waschen des mit 70 % Aceton (v/v) geféllten Pellets (Bahn 1) war das Zielpro-
tein weiterhin unldslich und konnte via Zentrifugation abgetrennt werden (Bahn 3). Die Ab-
scheidung von Wirtszellproteinen in den Uberstand (Bahn 2) war weniger deutlich als in Teil
A der Abbildung (Bahnen 5, 7 und 9). Fir K- und Q-MaSp1-100xELP wurden aus jeweils 55
bzw. 64 g Pellet nach Fallung mit 70 % Aceton (P+o) jeweils 23,5 bzw. 19 g Waschpellet ge-
wonnen. Somit sind vom Lysin-getagten Zielprotein 57 %, vom Glutamin-getagten Zielprotein
70 % verunreinigende Substanzen des P, abgetrennt worden. Die angegebenen Werte ent-
sprechen Feuchtmassen bzw. sind darauf bezogen Es wird deutlich, dass durch Waschen
des P, eine weitere Aufkonzentrierung des Zielproteins erreicht werden konnte. Der Wasch-

schritt wurde daher beibehalten.
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Abbildung 3-8: Reinigung von Q-MaSp1-100xELP durch Waschen des Pellets nach Acetonfal-
lung. (A) 300 g BFMyw wurden aufgetaut (4 °C, 16 h), mit 450 mL Leitungswasser (4 °C) versetzt und
aufgeschlossen (Haushaltsmixer Braun 4184, 5 min). Die I6sliche Fraktion der Suspension ist in Bahn
2 aufgetragen. Fraktionierende Acetonfallung wurde durchgefihrt durch Einstellen der Acetonkonzent-
ration auf 40 % (v/v) (Bahn 3) und 70 % (v/v) (Bahn 4). Je 1/3 des Pellets nach Fallung mit 70 % (v/v)
Aceton wurde mit Puffer versetzt, der den jeweils angegeben pH-Wert aufwies (Bahnen 5-10). Nach
einstiindigem Riihren bei ~22 °C wurden 500 pL der Suspension zentrifugiert und Uberstand (U) und
Pellet (P) getrennt. Nach Trocknung der Proben wurde der Feststoff in 200 uL Probenpuffer resolubili-
siert. (B) 5 kg BFMyw wurden aufgeschlossen und mittels fraktionierender Acetonféallung prozessiert.
Das resultierende Pellet (Bahn 1) wurde mit Leitungswasser gewaschen. Nach Zentrifugation konnten
Wirtszellproteine im Uberstand (Bahn 2) und im Pellet nachgewiesen werden (Bahn 3). Das Zielpro-
tein wurde nur im Pellet (Bahn 3) detektiert. M—PPL-Marker; Z—Uberstande nach Zentrifugation mit O
(Zo), 40 (Z4) und 70 % (v/v) Aceton (Z4o); Pso—Pellet nach Féallung mit 70 % (v/v) Aceton; ZP-
Zielprotein; Detektionsmethode: Silberfarbung

Das grundlegende Ziel, das Zielprotein in einem Puffer mit einem bestimmten pH-Wert zu
resolubilisieren, schlug fehl. Es konnte im Gegenzug eine Moglichkeit ermittelt werden, das
Zielprotein auf einfachem Wege verstarkt zu reinigen. Bei pH 11 war die Abtrennung protein-
ogener Verunreinigungen am starksten. Aus 6konomischen Griinden wurde im weiteren Ver-
lauf der Waschschritt mit Leitungswasser untersucht und beibehalten. Die gewonnene Ziel-
proteinmenge war im Vergleich zu den Ergebnissen von Weichert und Kollegen wie auch
nach fraktionierender Acetonféllung um zwei Groflenordnungen erhoht [Weichert et al.,
2014].
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3.5 Zentrifugationsbasiertes Inverse Transition Cycling
(cITC) — erfolgreiche Feinreinigung
Das Zielprotein konnte durch fraktionierende Acetonfallung aufkonzentriert werden. Die ge-
wonnene Produktmenge war um drei Grof3enordnungen héher als in der Vergleichsliteratur
angegeben [Weichert et al., 2014]. Durch einen nachfolgend durchgefiihrten Waschschritt
konnten 60-70 % verunreinigender Substanzen abgetrennt werden. Die Ausbeute an Produkt
erschien dennoch zu hoch. Daher wurde eine Feinreinigung angestrebt (siehe Kapitel 2.9).
Zu diesem Zweck wurde die Eigenschaft des gesteuerten reversiblen Agglomerationsverhal-
tens des ELP-tags ausgenutzt.
Das Produkt wurde in 6 M Urea resolubilisiert und dialysiert. Bei 40 °C erfolgte im Mikromal3-
stab die Abtrennung des unléslichen Zielproteins. Die zur hitzeinduzierten Fallung des Ziel-
proteins nétige NaCl-Konzentration wurde bestimmt nach Dialyse von Proben gegen Puffer
mit 300, 500, 750 und 1.000 mM NacCl (siehe Abbildung 3-9).
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Abbildung 3-9: Feinreinigung von Q-MaSp1l-100xELP durch zentrifugationsbasiertes Inverse
Transition Cycling (cITC). Gewaschenes und lyophilisiertes Pellet aus der fraktionierenden Aceton-
fallung wurde in 6 M Urea resolubilisiert und zentrifugiert. Der Uberstand (Bahn 2) wurde aliquotiert
und gegen Puffer (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 300-1.000 mM NaCl) dialysiert (D). Die Proben wurden auf
40 °C erhitzt und bei dieser Temperatur zentrifugiert. Das Zielprotein (ZP) wurde im Pellet (cITC-P)
aufkonzentriert, lésliche Verunreinigungen verblieben im Uberstand (cITC-U). M-PPL-Marker; Ry—
I6sliche Fraktion des resolubilisierten Pellets nach fraktionierender Acetonfallung mit 70 % (v/v) Ace-
ton; Detektionsmethode: Silberfarbung

Nach der Resolubilisierung waren Partikel in der Losung sichtbar und wurden durch Zentrifu-
gation abgetrennt. Der Uberstand enthielt einen deutlichen Anteil des Zielproteins (Abbildung
3-9, Bahn 2). Klar erkennbar sind kontaminierende Wirtszellproteine mit einem Molekularge-
wicht kleiner 40 kDa. Ihr erneutes Auftreten im Vergleich zu Abbildung 3-7 C, Bahn 2, ist

dadurch zu erklaren, dass die Gesamtprobe um das 85-fache aufkonzentriert worden war.
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Durch Dialyse wurde das Zielprotein scheinbar verloren (Abbildung 3-9, Bahnen 3-6). Die
Verringerung der Bandenintensitat mit steigender NaCl-Konzentration ist jedoch auf die Ver-
breiterung der Bahn zurtckzufihren. Wahrend der Dialyse wurde folglich kein Verlust des
Zielproteins nachgewiesen.

Nach cITC wurde das Zielprotein im Pellet (,cITC-P“, Bahnen 11-14) detektiert, Wirtszellpro-
teine verblieben vollstandig im Uberstand (cITC-U, Bahnen 7-10). Aufgrund der hohen Pro-
teinkonzentration konnten verklrzte Versionen des Zielproteins nachgewiesen. Bei einer
Konzentration von 300 mM NaCl wurde Zielprotein auch im Uberstand (Bahn 7) gefunden.
Die Pellets wurden getrocknet und gewogen. Die fur 300, 500, 750 und 1.000 mM gefundene
Produktmenge war jeweils 20,1, 25,2, 27,5 und 27,0 mg. Aufgrund dieser Daten wurde der
Entschluss gefasst, die Feinreinigung von Q-/K-MaSp1-100xELP mit 750 mM NacCl, 50 mM
Tris-HCI (pH 8) durchzufihren.
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3.6 Reinigung von Q-/K-MaSp1-100xELP im Pilotmal3stab

Bisher konnten die fraktionierende Acetonféllung im Pilotmal3stab sowie die Feinreinigung

von Q- und K-MaSp1-100xELP im Mikromaf3stab gezeigt werden. Die Reinigungsprozedur
ist schematisch in Abbildung 3-10 dargestellt.
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Abbildung 3-10: Schema der Reinigung von Spinnenseidenanaloga aus Tabakblattern im Pi-

lotmafstab.
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Nach problemloser Malistabsiibertragung dieser Methode gestaltete sich die Gesamitreini-
gung des Zielproteins wie in Abbildung 3-11 gezeigt (siehe Kapitel 2.7 und 2.9).

Nach dem Aufschluss von 6 kg BFMyy wies die Suspension (Abbildung 3-11, Bahn 2) einen
hohen Proteingehalt auf, erkennbar an der stark dunklen Farbung der gesamten Bahn.
Durch die Filtration (Bahn 3) konnte ein gro3er Teil der Proteine sowie weitere Kontaminan-
ten abgetrennt werden. Das Signal ist im Vergleich zu Bahn 2 deutlich abgeschwacht. Es ist
eine dominante Bande in Hohe von 25 kDa zu sehen. Eine weitere Bande bei 110 kDa re-
prasentiert, ausgehend von vorherigen Versuchsergebnissen (vgl. Kapitel 3.3.1, Abbildung
3-6), das Zielprotein. Das Filtrat enthielt Tribstoffe und wurde daher zentrifugiert. Im Gel ist
der Reinigungserfolg nicht erkennbar. Bei den durchgefiihrten Versuchen konnten so min-
destens 35 g feuchtes Pellet abgetrennt werden. Durch die Inkubation des resultierenden
Uberstandes mit anschlieRender Zentrifugation (Bahn 5) konnte ein Teil der verbliebenen
Wirtszellproteine abgetrennt werden. In der gesamten Probe ist das Signal schwécher als in
Bahn 4. Die dominante Bande bei 25 kDa wurde weniger stark nachgewiesen. Das Ergebnis

ist in Ubereinstimmung mit den vorher gezeigten Versuchen (Abbildung 3-7).
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Abbildung 3-11: Reinigung von Q-MaSp1-100xELP im PilotmaRstab aus Nicotiana tabacum-
Blattern. 2x3 kg BFMyw (nach Mikrowelleninkubation eingefroren) wurden aufgetaut (16 h, 4 °C), mit
Leitungswasser gemischt (je 3 L) und mit einem Table Top Cutter aufgeschlossen. Die Suspension
(Bahn 2) wurde mittels Filtration (Bahn 3) und Zentrifugation (Bahn 4) geklart. Fraktionierende Aceton-
fallung wurde durch Einstellen der Acetonkonzentration auf 40 % (Bahn 5, Z,—Uberstand nach Zentri-
fugation) und 70 % (v/v) (Bahn 6, Z,,—Uberstand nach Zentrifugation) durchgefiihrt. Das resultierende
Pellet wurde mit Leitungswasser gewaschen. Nach Resolubilisierung in 6 M Urea und Zentrifugation
wurde der Uberstand (Bahn 7) dialysiert gegen 750 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 8,0 (Bahn 8). Das
Zielprotein konnte schlief3lich via cITC von ldslichen Kontaminationen Bahn 9) separiert und aufkon-
zentriert (Bahn 10) werden. M—PPL-Marker; S,—-Suspension a; H-Filtrat der Hydropresse; Z—
Uberstande nach Zentrifugation mit 0 (Z,), 40 (Z40) und 70 % (v/v) Aceton (Z,); Rg—losliche Fraktion
des resolubilisierten und gewaschenen Pellets nach Fallung mit 70 % (v/v) Aceton; D-Ry dialysiert
gegen 750 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 8,0; U-lésliche Fraktion von D nach cITC; P—Pellet von D
nach cITC; Detektionsmethode: Silberfarbung
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Durch Inkubation bei ca= 70 % (v/v) wurde das Zielprotein inklusive kontaminierender Protei-
ne vollstandig gefallt (Bahn 6). Nach Waschen (mit Leitungswasser) wurde das Produkt reso-
lubilisiert und zentrifugiert (Bahn 7). Das Zielprotein und kontaminierende Proteine wurden
aufgrund der Aufkonzentrierung (Faktor 50) deutlich starker nachgewiesen als in Bahn 4.
Nach Dialyse gegen 750 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 8 (Bahn 8) wurde ein Verlust des
Zielproteins beobachtet. Die korrespondierende Bande war im Vergleich zu Bahn 7 deutlich
abgeschwacht. Dieser scheinbare Verlust des Zielproteins ist nicht real, sondern begriindet
durch mangelnde Detektierbarkeit des Zielproteins bei hohen NaCl-Konzentrationen in der
Probe (siehe Kapitel 3.7.3). Nach cITC verblieben proteinogene Verunreinigungen vollstan-
dig im Uberstand (Bahn 9), das Zielprotein konnte im Pellet mit hoher Reinheit aufkon-
zentriert werden (Bahn 10).

Der Filterkuchen nach Filtration mit der Hydropresse wies einen Restfeuchtegehalt von
78,0+£1,0 % (w/w) auf. In dieser Flissigkeit ist Zielprotein enthalten, welches verloren geht.
Durch erneutes Waschen des Filterkuchens ware es mdéglich, die totale Menge an extrahier-
barem Zielprotein zu erhdhen. Als nachteilig kdnnte sich auswirken, dass der Arbeitsaufwand

steigt, mehr Aceton eingesetzt und insgesamt mehr Flissigkeit prozessiert werden muss.

Das beschriebene Reinigungsverfahren wurde fur beide Zielproteine angewendet. Aus 5,2
bzw. 6 kg BFMyw wurden jeweils 273 mg K-MaSp1l-100xELP bzw. 413 mg Q-MaSpl-
100xELP isoliert. Dies entspricht Ausbeuten von 53 bzw. 69 mg fir das Lysin- und das Glu-
tamin-getagte MaSp1-100xELP pro kg BFM. Die Werte sind in der gleichen Grél3enordnung
wie bei Weichert und Kollegen, die 65-75 mg Zielprotein pro kg BFM berichten ([Weichert et
al., 2014)). Die insgesamt in einem Lauf gereinigte Menge Spinnenseidenprotein aus Tabak
ist die hochste, die aktuell in der Literatur belegt ist.

Die in den Kapiteln 3.3-3.6 gezeigten Ergebnisse sind, mit Ausnahme von Abbildung 3-5
inklusive dazugehdoriger Diskussion, vollstandig publiziert [Heppner et al., 2016].
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3.7 Weiterfuhrende Untersuchungen
3.7.1 Abreicherung I6slicher Polyphenole

Tabakblatter enthalten neben proteinogenen Kontaminanten Alkaloide und Polyphenole, die
die Reinheit des finalen Produktes beeintrachtigen kénnen [Xia et al., 2014]. Im Mal3stab von
300 g Biofeuchtmasse wurde untersucht, ob durch fraktionierende Acetonfallung neben
Wirtszellproteinen auch l6sliche Polyphenole abgetrennt werden kénnen (siehe Kapitel 2.5
und 2.10). Beim dazu verwendeten Folin-Ciocalteu-Test diente Gallsaure als Referenz- und
Kalibriersubstanz.

Das erfolgreiche Ergebnis ist in Abbildung 3-12 gezeigt. Wurden zu Beginn des Versuchs
909 ug/mL Gallsaurenaquivalente (GSA) in der Losung detektiert, waren es nach Ende der
fraktionierenden Acetonfallung noch 866 pg/mL. Das bedeutet, dass tber das angewandte
Verfahren 95 % der polyphenolischen und weitere antioxidative Substanzen abgetrennt wer-
den konnten, da diese im Uberstand verblieben. Das Zielprotein wurde als Pellet abgetrennt.
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Abbildung 3-12: Abtrennung von Polyphenolen durch fraktionierende Acetonféllung. 300 g
BFMwuw (nach Mikrowelleninkubation eingefroren) wurden aufgetaut (16 h, 4 °C), mit Leitungswasser
gemischt (300 mL) und mit einem Haushaltsmixer aufgeschlossen. Nach jedem Zentrifugationsschritt
innerhalb der Fraktionierungen wurde 1 mL Uberstand verwendet, um mittels Folin-Ciocalteu-Test den
Gehalt an Gallsaureaquivalenten (GSA) zu bestimmen (n=3). U-Uberstand; 0, 40, 70—Acetongehalt in
% (viv)

Die Bestimmung des Phenolgehalts einer Probe mittels Folin-Ciocalteu-Test ist nicht spezi-
fisch. Vielmehr werden generell reduzierende Verbindungen detektiert, z.B. Seitenketten von
Tyrosin und Tryptophan [Everette et al., 2010; Lowry et al., 1951]. Polyphenole sind jedoch
gut I6slich in organischen Lésungsmitteln wie Aceton und Aceton-Wasser-Gemischen [Tsao,
2010]. Es kann davon ausgegangen werden, dass die deutliche Menge nachgewiesener
Substanzen am Ende des Verfahrens eine &hnliche Zusammensetzung hatte wie in der ers-

ten Probe (,U0%). Somit bleibt als Fazit, dass mit der durchgefihrten fraktionierenden Aceton-
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fallung neben proteinogenen Verunreinigungen weitere organische Substanzen abgetrennt

werden kdnnen.

3.7.2 Steigerung des Molekulargewichts kunstlicher Spinnensei-
denproteine durch Vernetzung
Eine grundsétzliche Hypothese in der Spinnenseidenforschung lautet, dass materialwissen-
schaftliche Kennwerte wie Zugfestigkeit und Elastizitat maf3geblich von der Grof3e der Spin-
nenseidenmonomere abhangen [Ayoub et al., 2007]. Die Produktion kinstlicher Spinnensei-
denproteine natirlicher Gréf3e ist daher von mal3geblicher Relevanz. Eine Mdglichkeit, dies
zu realisieren, besteht in der Quervernetzung gereinigter Monomere z.B. mittels mikrobieller
Transglutaminase (mTG). Im folgenden Versuch wurde eine mutierte Variante dieses En-
zyms (MTG-S2P) erfolgreich verwendet, um das Molekulargewicht des nach Acetonféllung

und Waschen gewonnenen Zielproteins deutlich zu erhéhen.
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Abbildung 3-13: Quervernetzung von Q-und K-MaSp1-100xELP mittels mTG-S2P. Das jeweilige
Pellet von Q- und K-MaSp1-100xELP nach fraktionierender Acetonfallung mit 70 % (v/v) Aceton wur-
de gewaschen und in 6 M Urea resolubilisiert. Nach Dialyse gegen 300 mM NacCl, 50 mM Tris-HCI, pH
8,0, wurden je 625 pL Zielprotein-haltiger (,ZP“) Lésung gemischt, mit 1,56 U mTG-S2P(,+“) oder mit
Dialysepuffer (,-“) versetzt und bis zu 20 h bei 25 °C inkubiert. Die Probenahme erfolgte zu den ange-
geben Zeitpunkten. Nach funfstiindiger Inkubationsdauer wurde im Ansatz mit mTG-S2P durch Zuga-
be weiterer 1,56 U die theoretisch enthaltene Aktivitat verdoppelt (,++). M — PPL-Marker; (A) mit Sil-
ber gefarbtes Gel; (B) Western Blot; primérer Antikérper anti-c-myc; sekundarer Antikdrper Anti-lgG-
Maus, konjugiert mit alkalischer Phosphatase, chromogene Nachweisreaktion

In Abbildung 3-13 A, Bahn 1, ist zu sehen, dass die beiden Zielproteine Q- und K-MaSp1-
100xELP nicht ohne weiteres multimerisieren. Die Zielproteine wurden zwischen 100 und

130 kDa detektiert, Uber den Reaktionszeitraum von 20 h wurde keine Zunahme des Moleku-
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largewichts festgestellt. Weiterhin wurden geringfiigige Verunreinigungen durch Proteine mit
einem Molekulargewicht kleiner 100 kDa detektiert. In Bahn 2 ist eine Probe des Reaktions-
gemischs nach einstindiger Inkubation mit MTG-S2P aufgetragen. Im oberen Bereich des
Gels sind Proteine grof3er als 170 kDa erkennbar (,Multimere®), die bei der Vergleichsprobe
in Bahn 1 nicht detektiert wurden. Die Intensitét dieser Banden nahm im weiteren Versuchs-
verlauf zu (Bahnen 3 und 4). Kontrar dazu zeigte sich das Verhalten des Zielproteinge-
mischs, das nach 20-stiindiger Inkubation nur noch schwach vorhanden war. Die proteino-
genen Verunreinigungen waren am Ende des Versuches nicht mehr nachweisbar. Sie wur-
den sehr wahrscheinlich in die hohermolekularen Banden inkorporiert. Die nachgewiesene
Abnahme der Zielproteingemisch-Bande korrelierte nicht direkt mit der Zunahme der héher
molekularen ,Multimere“-Bande. Am oberen Rand des Gels sind die Geltaschenbdden er-
kennbar. In allen Bahnen, die Quervernetzungs-Proben enthielten, wurde Protein detektiert.
Denkbar ist, dass hochmolekulares quervernetztes Zielprotein in den Bahnen 2-4 nicht oder
kaum in die Poren des Gels eindringen konnte, sondern schon in den Geltaschen hangen
blieb.

Der Western Blot in Abbildung 3-13, B, bestétigt partiell die gemachten Aussagen. In Bahn 1
wird das Zielproteingemisch zwischen 100 und 130 kDa mittels spezifischen Antikorpers de-
tektiert. Unterhalb der Hauptbande sind schwache verkirzte Produkte zu sehen. Das Ban-
denmuster entspricht 1:1 dem in Abbildung 3-13, A. Zielprotein wurde wie fir die restlichen
Proben auch am Geltaschen-Boden nachgewiesen. In den Bahnen 2-4 ist erneut der Verlauf
der Vernetzungsreaktion dargestellt. Deutlich zu sehen ist die Abnahme der Zielproteinbande
tber 20 h. Am Ende des Versuchs (Bahn 4) wurde das Zielproteingemisch nur noch
schwach detektiert, analog zum Ergebnis im Silbergel. Das dariber liegende Bandenmuster
der Multimere entspricht ebenso dem in Abbildung 3-13, A. Die ,Multimere“-Bande des Wes-
tern Blots ist allerdings nur in den Bahnen 2 und 3 schwach zu sehen, in Bahn 4 wurde sie
nicht detektiert. Das geschilderte Ergebnis steht damit in scheinbarem Widerspruch zur Er-
wartungshaltung, dass diese Bande aus quervernetztem Zielprotein besteht. Eine mdgliche
Erklarung liefert der grundlegende Mechanismus der Multimerisierung. Das Enzym mTG-
S2P verknipft Glutamin- und Lysin-Seitenketten von (Poly-)Peptiden und Proteinen. Die
Aminosauresequenz des zur Detektion verwendeten c-myc-tags lautet im Einbuchstaben-
code EQKLISEEDL, wobei Q fir die Aminosdure Glutamin und K fir die Aminosaure Lysin
steht. Es ist anzunehmen, dass das Enzym zumindest eine der beiden in Frage kommenden
Aminoséauren(-reste) innerhalb dieses tags zur Quervernetzung mit anderen Molekilen nutzt
[Facchiano und Facchiano, 2009; MaleSevi¢ et al., 2015; Tanaka et al., 2004]. Dies wirde
mit hoher Wahrscheinlichkeit zu strukturellen Anderungen im und am c-myc-tag fiihren. Die
Bindung des Paratops des priméren Antikbrpers wére dann gestort. Der Nachweis, dass die
in Abbildung 3-13 A nachgewiesenen Multimere tatsachlich aus Q- und K-MaSp1-100xELP
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bestehen ware tber ESI-MS mdglich gewesen. Aus Kostengrinden wurde jedoch darauf

verzichtet.

3.7.3 Verringerung der Detektierbarkeit des Zielproteins durch
Salzionen
Wahrend der Untersuchungen zum cITC konnte festgestellt werden, dass die betrachteten
Zielproteine Q-und K-MaSp1-100xELP bei ,hoher” NaCl-Konzentration schwach oder gar
nicht nachweisbar waren im Vergleich zu Loésungen mit geringeren NaCl-Konzentrationen.
Dies ist z.B. in Abbildung 3-11, Bahn 8, zu sehen. Aufgetragen wurde eine Probe der in Bahn
7 dargestellten Probe nach Dialyse gegen 750 mM NacCl, 50 mM TRIS-HCI, pH 8. Deutlich
erkennbar ist die Abschwéchung des Detektionssignals der enthaltenen Proteine. Das fol-
gende Experiment (siehe Kapitel 2.12) dient der Erklarung dieser Beobachtung. Auf jede
Bahn wurde theoretisch die gleiche Proteinmenge aufgetragen. Daflir wurden alle Proben
vor Zugabe des Probenpuffers und vor Auftrag auf das Gel zwei Sekunden mittels Vortexer

homogenisiert. Der jeweilige Unterschied bestand in der Art und Menge der Salzionen.

In Abbildung 3-14 ist das Versuchsergebnis in Form eines mit Silber gefarbten PA-Gels und
eines Western Blots des gleichen Gels dargestellt. Die folgenden Aussagen, das Zielprotein
betreffend, gelten, soweit nicht anders angegeben, fir A und B. Bahn 2 zeigt eine SDS-
PAGE-Probe des Zielproteins in dH,0O. Zwischen 100 und 130 kDa ist die dominante Zielpro-
teinbande zu erkennen (vgl. Kapitel 3.3.1, Abbildung 3-6). Diese ist oval geformt durch die
grof3e Menge an aufgetragenem Zielprotein. Proteine im Bereich von 55-70 kDa wurden mit
Hilfe des Western Blots als Zielproteinfragmente nachgewiesen.

In allen folgenden Proben war die Ausgangsprobe so verdinnt, dass entweder 2 M Na'-
lonen oder 2 M CI-lonen in der Losung vorlagen. Eine leichte Abschwéchung der Intensitat
aller Banden im Vergleich zu Bahn 2 konnte in Bahn 5 bei NaNO; beobachtet werden. Das
Proteinsignal war weiter verringert in den Bahnen 3 (NaCl), 6 (LiCl) und 8 (MgCl,). Durch
Verwendung von Na-Acetat in Bahn 4 und KCI in Bahn 7 erfolgte eine nochmalige Abnahme
der Bandenintensitat, in Bahn 9 (CacCl,) wurden keine Proteine mehr nachgewiesen.

Die Erklarung des kompletten Signalverlustes in Bahn 9 liegt mdglicherweise in der Proben-
behandlung fir die SDS-PAGE. Dabei bindet der unpolare Teil des Detergens Laurylsulfat
an das Ruckgrat von Proteinen und exponiert Sulfationen ins Losungsmittel. Diese kdnnen
sich mit geldsten Calciumionen verbinden und schwer l6sliche Proteinkomplexe bilden.
Dadurch bleiben sie in der Geltasche hangen und werden nicht aufgetrennt.

Eine Erklarung der Signalabschwachung der weiteren chloridhaltigen Proben in den Bahnen
6-8 fur beide Detektionsmethoden ist schwierig. Unter Umsténden ist auch hier eine partielle

Fallung der Proteine Ursache der Beobachtung. Die Bandenintensitat fir KCI ist geringer als
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fur LiCl und MgCl,. Dieser Fakt korreliert positiv mit dem Aussalzverhalten der jeweiligen
Kationen laut der Hofmeister-Reihe [Lottspeich und Engels, 2012]. Im Widerspruch dazu
steht scheinbar die NaNOs-Probe in Bahn 5. Nach der Hofmeister-Reihe ware flr diese Pro-
be ein Fallungsverhalten dhnlich dem von K*- bzw. Li*-lonen zu erwarten. Allerdings sind hier
NOs-lonen als Gegenionen in der Losung, was den Fallungseffekt theoretisch abschwacht.
Zudem ist es schwierig, den Einfluss der unterschiedlichen Bahnbreiten abzuschétzen.
Ursache fir die geringe Signalintensitat der Probe mit Na-Acetat in Bahn 3 ist wahrscheinlich
ebenfalls die Fallung der meisten Proteine in Gegenwart von SDS und grof3en Mengen Ace-
tat. Dieses Verfahren wird oft angewendet, um Proteine von DNA zu trennen [Sambrook und
Russell, 2001].

Die in Abbildung 3-11, Bahn 8, und Abbildung 3-14 A und B, Bahn 3 beobachtete Abschwa-
chung des Zielproteinsignals kann aufgrund der erzielten Ergebnisse wie folgt erklart wer-
den. Sowohl die Natrium- als auch die Chloridionen wirken sich negativ auf die Loslichkeit
des Zielproteins aus. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Chloridionen einen
zusatzlichen negativen Effekt auf die Silberfarbung wie die Bildung schwer l6slichen Sil-
berchlorids haben. Insgesamt ist es jedoch wahrscheinlich, dass ein Grol3teil der in der Pro-
be befindlichen Proteine wahrend der SDS-PAGE am Boden der Geltasche hdngen geblie-
ben ist. Sollten Proben mit ,hohen“ Salzkonzentrationen mittels SDS-PAGE analysiert wer-
den, ist es daher unter Umstéanden nétig, diese vor Zugabe von und Inkubation mit Proben-
puffer zu entsalzen. Dieses kann durch Dialyse oder Fallung erreicht werden.
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Abbildung 3-14: Einfluss von Salzionen auf die Nachweisbarkeit des Zielproteins. 10 mg/mL
Pellet nach cITC wurden in 6 M Urea gelost, gegen dH,O dialysiert und zentrifugiert. Im Uberstand
wurde durch Vermischen mit dH,O (,dH,O*) bzw. Salzldsungen (im Verhaltnis 1:2) eine Konzentration
von 2 M Natrium- oder Chloridionen mit korrespondierenden Gegenionen eingestellt. Die Proben wur-
den 1:2 mit Probenpuffer versetzt und 5 min bei 99 °C inkubiert. M — PPL-Marker, Na — Natrium, Li —
Lithium, K — Kalium, Mg — Magnesium, Ca — Calcium, Cl — Chlorid, Ac — Acetat, NO3z — Nitrat (A) mit
Silber gefarbtes Gel; (B) Western Blot; primarer Antikdrper anti-c-myc; sekundérer Antikorper Anti-
IgG-Maus, konjugiert mit alkalischer Phosphatase, chromogene Nachweisreaktion

3.7.4 Ubertragung der Reinigungsmethode zur Gewinnung von
1xFlag-100xELP

Die Reinigung von Q-/K-MaSp1-100xELP im PilotmaRstab konnte erfolgreich etabliert wer-

den (siehe Kapitel 3.6). Im Folgenden sollte die Prozedur fur die Gewinnung von 1xFlag-

100xELP adaptiert werden. Dafir wurde im ersten Teil die Durchfuihrbarkeit der fraktionie-

renden Acetonfallung verifiziert. Anschlie3end erfolgte die Anpassung der Wasch- und cITC-

Schritte an das Loslichkeitsverhalten des Zielproteins.

3.7.4.1 Fraktionierende Acetonféllung im Mikromaf3stab

Wie in den vorherigen Kapiteln beschrieben, war im Anschluss an die Hitzeinkubation der
Biomasse eine fraktionierende Acetonfallung die Methode der Wahl, um i) Wirtszellproteine
abzutrennen und ii) das Zielprotein im Pellet zu konzentrieren. Die Ubertragbarkeit dieser
Methode war der erste Schritt bei der Entwicklung der Reinigungsmethode fiir 1xFlag-
100xELP.

Die fraktionierende Acetonfallung wurde wie in Kapitel 3.3.1 (siehe auch Kapitel 2.7) im Mik-
romaf3stab untersucht. Das Ergebnis ist in Abbildung 3-15 gezeigt. Dunkle Flecken, beson-
ders in Abbildung 3-15 B in den Bahnen 3-5 zwischen 35 und 40 kDa, sind bedingt durch

Restfeuchte wahrend des Scannens der Membran.
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Die Hauptbande des Zielproteins wurde mittels Western Blot zwischen 70 und 100 kDa de-
tektiert. Ausgehend davon ist ein abgeschwachtes Signal kontinuierlich bis 100 kDa zu se-
hen. Die nachgewiesene Grof3e des Zielproteins mit ~90 kDa weicht deutlich vom theoreti-
schen Molekulargewicht (60 kDa) ab. Ursache dafir kdnnte ein ungewothnliches Bindungs-
verhalten von SDS an das Zielprotein wahrend der Praparation der SDS-PAGE-Proben sein.
Bei einer Vielzahl von Membranproteinen wird dieses Phéanomen als Grund fir ein unge-
wohnliches Migrationsverhalten in SDS-PA-Gelen angesehen. Der hydrophobe ELP-tag des
Zielproteins 1xFlag-100xELP kénnte wie bei diesen auch oder gerade durch die Inkubation
bei 99 °C Strukturen bilden, an die Laurylsulfat-lonen nur noch vermindert binden. In der
Folge ware das Grundprinzip der SDS-PAGE, namlich ein relativ konstantes Verhaltnis von
Molekilmasse des Proteins zu Ladung, gestort. Bei einer verminderten Bindung von Lau-
rylsulfat-lonen wirde das Zielprotein in der Folge wahrend der Gelelektrophorese langsamer
durch das Gel migrieren als Proteine vergleichbarer GroRe [Rath et al., 2009]. Eventuell ist
die nachgewiesene Abweichung des tatsédchlichen vom theoretischen Molekulargewicht auch
bedingt durch posttranslationale Modifikationen des Zielproteins, wie z.B. Glykosylierungen
und/oder Phosphorylierungen [Nover und Weiler, 2008]. Daraus kann die Steigerung des
detektierbaren Molekulargewichts von ~50 % resultieren [Wegener und Jones, 1984]. Eine
Erklarung fur die Streuung des Signals im Bereich von 90-110 kDa ist der Nachweis von
Zielproteinen mit heterogenem Molekulargewicht, z.B. durch O-Glykosylierung [Nguema-Ona
et al., 2014].

In der l6slichen Fraktion wurde das Zielprotein mit gleichbleibender Signalintensitét bis zu
einer Acetonkonzentration von 50 % (v/v) nachgewiesen (Abbildung 3-15 A, Bahnen 2-7). In
der unl6slichen Fraktion ist das Zielproteinsignal ab c,=40 % (v/v) schwach zu sehen
(Abbildung 3-15 B, Bahn 6) mit identischem Ergebnis bei c,=50 % (v/v) (Bahn 7). Bei einer
Acetonkonzentration von 60 % (v/v) war ein drastischer Anstieg der Signalintensitat zu ver-
zeichnen, die bis c,=80 % konstant blieb (Bahnen 8-10). Das Zielprotein war demzufolge
nahezu komplett I6slich bis zu c,=40 % (v/v) und komplett unldslich ab c,=60 % (v/v).

In Abbildung 3-15 C ist das zum Western Blot in Teil A korrespondierende, mit Silber gefarb-
tes Gel der l6slichen Fraktionen gezeigt. Trotz der Hitzeinkubation mittels Blanchieren waren
bis zu einer Acetonkonzentration von 0-20 % (v/v) (Bahnen 2-4) Wirtszellproteine l6slich.
Dominante Banden wurden in H6he von ~110 kDa, 60 kDa, 50 kDa und 35 kDa detektiert.
Ab einer Bande bei 30 kDa bis zum Ende des Gels war der Rest der Bahn dunkel gefarbt,
einheitliche Banden wurden nicht beobachtet. Bei c,=30 % (v/v) (Bahn 5) war der nahezu
vollsténdige Verlust der Proteine >35 kDa zu beobachten. Eine drastische Abscheidung von
Wirtszellproteinen konnte in Bahn 6 bei ca=40 % (v/v) nachgewiesen werden. Die Bande in
Hohe von 35 kDa sowie zwei Banden in Hohe von 20 kDa sowie am unteren Gelrand sind

noch schwach zu sehen. In den verbliebenen Bahnen 7-10 (ca=50-80 %; v/v) wurde prak-
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tisch kein Protein mehr nachgewiesen. Eine klare Zielproteinbande in Hohe des Signals aus
den gezeigten Western Blots konnte nicht erkannt werden. Das Gesamtergebnis ist in Uber-
einstimmung mit den bisher gezeigten Untersuchungen (vgl. Abbildung 3-6 C). Die nach Hit-
zeinkubation l6slichen Wirtszellproteine sind durch Einstellung einer Acetonkonzentration
von 40 % (v/v) grof3teils ausféllbar. Die mangelnde Nachweisbarkeit des Zielproteins trotz
hoch sensitiver Silberfarbung ist méglicherweise begriindet durch eine geringe Konzentration

von 1xFlag-100xELP in den l6slichen Fraktionen.
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Abbildung 3-15: Acetonféllung von Wirtszellproteinen und 1xFlag-100xELP im MikromaRstab.
50 g BFMy, (hach Blanchieren eingefroren) wurden aufgetaut (12 h, 4 °C), mit 50 mL Leitungswasser
gemischt und im Haushaltsmixer (Braun 4184; 5 min) aufgeschlossen.250 puL Suspension wurden im
Eppendorf-Reaktionsgefald mit 1 mL dH,O, dH,O-Aceton oder Aceton versetzt, um die jeweilige Ace-
tonkonzentration im Versuchsansatz einzustellen. Nach 30-mindtiger Inkubation (4 °C) erfolgte die
Trennung der l6slichen von den unléslichen Bestandteilen durch Zentrifugation (4 °C, 16.100 g, 5 min)
mit anschlieRender Trocknung. Die Uberstands- und Pelletproben wurden in 50 bzw. 440 uL Proben-
puffer resolubilisiert. M—PPL-Marker; ZP-Zielprotein; (A) und (B) mittels Western Blot nachgewiese-
nes Zielprotein in Uberstands- bzw. Pelletproben; primérer Antikdrper anti-c-myc; sekundarer Antikor-
per Anti-lgG-Maus, konjugiert mit alkalischer Phosphatase, chromogene Nachweisreaktion (C) mit
Silber gefarbtes Gel der I6slichen Fraktionen
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Das Loslichkeitsverhalten vonlxFlag-100xELP bei den untersuchten Acetonkonzentrationen
war sehr ahnlich dem von Q-/K-MaSp1-100xELP. Dies fuihrte zu dem Entschluss, 1xFlag-
100xELP im Pilotmaf3stab ebenfalls fraktionierend mit c,=40 % und c,=70 % (v/v) zu gewin-

nen.



3 Ergebnisse und Diskussion 68

3.7.4.2 Fraktionierende Acetonfallung im Pilotmaf3stab

Das Loslichkeitsverhalten von 1xFlag-100xELP in Acetongemischen war aquivalent dem von
Q-/K-MaSp1-100xELP. Daher wurde im Folgenden die etablierte fraktionierende Acetonfal-
lung im Pilotmaf3stab (siehe Kapitel 3.3.2) zur Gewinnung von 1xFlag-100xELP angewandt.
Das Ergebnis des Versuchs ist in Abbildung 3-16 gezeigt. Im mit Silber gefarbten Gel (A) ist
in Bahn 2 eine Suspensionsprobe aufgetragen. Die Bahn ist aufgrund des hohen Proteinge-
halts sehr dunkel geféarbt mit dominanten Banden in Héhe von 55, 40 und 25 kDa.

Durch den ersten Filtrationsschritt (Bahn 3) konnte eine Abtrennung hauptséchlich von Pro-
teinen mit einem Molekulargewicht <40 kDa erzielt werden. Erkennbar ist dies durch das
deutlich hellere Erscheinungsbild der Bahn im Bereich von 40 kDa bis zum unteren Gelrand.
Es wurden die gleichen dominanten Banden wie zuvor nachgewiesen. Durch das Waschen
des Filterkuchens mit anschlieender Filtration wurden weitere Proteine aus der Suspension
extrahiert (Bahn 4). Im Vergleich zum ersten Filtrationsschritt war der Proteingehalt stark
herabgesetzt, was die verringerte Signalintensitéat verdeutlicht. Es konnte kein eindeutig do-
minantes Protein nachgewiesen werden. Nach dem Vermischen beider Filtrate (Bahn 5)
wurde durch die Zentrifugation des Gesamtfiltrats eine deutliche Abtrennung kontaminieren-
der Proteine erreicht (Bahn 6), belegt durch die verringerte Signalintensitat im Vergleich zum
Gesamitfiltrat in Bahn 5. Dadurch wird verdeutlicht, dass durch Hitzeinkubation geféllte Prote-
ine nur bedingt mittels Filtration abtrennbar waren. Dieser Schritt war notwendig, um ,grof3e®
Zellbestandteile abzutrennen und die Partikelbeladung des Rotors bei der Zentrifugation zu
verringern. Durch fraktionierende Acetonfallung konnten alle Proteine als unlgsliche Bestand-
teile abgetrennt werden. Nach dem ersten Schritt mit c,=40 % (v/v) (Bahn 7) wurden deutlich
weniger losliche Proteine detektiert als in der Ausgangslosung (Bahn 6), hauptsachlich mit
einem Molekulargewicht <20 kDa (Bahn 6). Nach Einstellung von ¢c,=70 % (v/v) mit an-

schlieBender Zentrifugation war der Uberstand frei von detektierbaren Bestandteilen.
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Abbildung 3-16: Fraktionierende Acetonfallung von 1xFlag-100xELP im Pilotmafstab aus Nico-
tiana tabacum-Blattern. 3,2+3,4 kg BFMy, (hach Blanchieren eingefroren) wurden aufgetaut (16 h,
4 °C), mit Leitungswasser gemischt (3,2 und 3,4 L) und mit einem Table Top Cutter aufgeschlossen.
Die Suspension (Bahn 2) wurde mittels Filtration (Bahn 3) geklart, der Filterkuchen mit 1 L Leitungs-
wasser (4 °C) gemischt und erneut filtriert (Bahn 4). Beide Filtrate (Bahn 5) wurden vereinigt und zent-
rifugiert (Bahn 6). Fraktionierende Acetonféllung wurde durch Einstellen der Acetonkonzentration auf
40 % (Bahn 7, Z,—Uberstand nach Zentrifugation) und 70 % (v/v) (Bahn 8, Z,—Uberstand nach Zent-
rifugation) durchgefiihrt. M—PPL-Marker; S—Suspension a; H;, H;—Filtrate der Hydropresse; Hg—
vereinigte Filtrate der Hydropresse Z-Uberstande nach Zentrifugation mit 0 (Zg), 40 (Z4) und 70 %
(v/v) Aceton (Z70); (A) mit Silber gefarbtes Gel (B) mittels Western Blot nachgewiesenes Zielprotein in
Uberstands- bzw. Pelletproben; primérer Antikorper anti-c-myc; sekundéarer Antikorper Anti-lgG-Maus,
konjugiert mit alkalischer Phosphatase, chromogene Nachweisreaktion

In Abbildung 3-16 B kann der Verbleib des Zielproteins wahrend der fraktionierenden Ace-
tonfallung nachvollzogen werden. Das Zielprotein wurde wie schon im vorherigen Versuch
als Hauptbande in Hohe von 90 kDa detektiert. Von der Suspensionsprobe in Bahn 2 zum
ersten Filtrat in Bahn 3 ist ein geringflgiger Anstieg der Signalintensitat zu beobachten. Bis
zum ersten Schritt der fraktionierenden Acetonféallung bei ca=40 % (v/v) in Bahn 7 bleibt das
Signal konstant, bei c,=70 % (v/v) in Bahn 8 wurde nichts detektiert. Der Intensitatsanstieg
von der Suspension (Bahn 2) zum ersten Filtrat (Bahn 3) ist erklarbar durch einen unter-
schiedlichen Verdinnungsfaktor beider Proben. Die Suspensionsprobe wurde im Vergleich

zur Filtrationsprobe mit dem dreifachen Volumen Probenpuffer versetzt, um Resuspendie-
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rung/Resolubilisierung des eingetrockneten Pellets zu erreichen. Aufgrund der gleichblei-
benden Signalintensitat bis zur ersten Stufe der fraktionierenden Acetonfallung wurde kein
Verlust des Zielproteins beobachtet (Bahnen 3-7). Am Ende der Prozedur wurde das Zielpro-
tein erfolgreich abgetrennt.

Bei vier durchgefiihrten Versuchen im Pilotmal3stab wurden zwischen 4,4 und 6,6 kg BFMy,
verarbeitet. Im Mittel wurde fur den Filterkuchen eine Restfeuchte von 84+1,1 % (w/w) ermit-
telt. Im Vergleich zu den Q-/K-MaSp1-100xELP tragenden Blattern war der Wert demzufolge
um 5 % erhoéht. Die Feuchtmassen der gewonnenen Pellets waren im Bereich von 50-75 g.
Die erzielten Ausbeuten waren 11,8+0,8 gp7o/kgemes. Aufgrund der geringen Streuung der
Messwerte war die sogenannte Prozessbeherrschung fur die fraktionierende Acetonfallung

im PilotmalRstab gegeben.

3.7.4.3 Feinreinigung

Das Zielprotein 1xFlag-100xELP konnte mittels fraktionierender Acetonféllung im Pellet auf-
konzentriert werden. Wie auch bei Q-/K-MaSp1-100xELP wurde die Menge des Produkts als
unrealistisch hoch eingeschatzt. Daher wurde erneut eine Feinreinigung durchgefiihrt. Die
fur Q-/K-MaSp1-100xELP beschriebenen Verfahren (Ergebnisse siehe Kapitel 3.4-3.5) zum
Waschen des Pellets und des anschlieRenden cITC wurden modifiziert wie in Tabelle 3-2
dargestellt (siehe Kapitel 2.8.3 und 2.9.3). Die Griinde dafiir waren wie folgt und wurden in
Versuchen in kleineren Mal3staben beobachtet. Das Zielprotein 1xFlag-100xELP war nach
der fraktionierenden Acetonfallung in Leitungswasser l6slich. Unter Ausnutzung der bekann-
ten Eigenschaften des ELP-tags, namlich der geringen Loslichkeit bei hoher lonenstérke in
Verbindung mit erhdhter Temperatur, wurde das Pellet daher bei 40 °C mit 2 M NaCl gewa-
schen. Nach Zentrifugation verblieb das Zielprotein vollstandig im Pellet. Der Waschschritt
wurde zusatzlich bei 4 °C und bei Raumtemperatur (23 °C) untersucht. Bei 4 °C war das
Zielprotein ebenfalls komplett unldslich, wohingegen es bei 23 °C vollstandig 16slich war. Die
vollstdndige Resolubilisierung konnte wie auch bei Q-/K-MaSP1-100xELP durch den Einsatz
von 6 M Urea erzielt werden. Das gleiche Ergebnis wurde in dH,O erreicht. Aus 6konomi-
schen Grunden ist die Resolubilisierung des gewaschenen Pellets daher mit dH,O beibehal-
ten worden. Die Festlegung der Dialyseldsung (2 M NaCl) folgte einer rein pragmatischen
Uberlegung. Es war nétig, das cITC-Verfahren zur Reinigung von 1xFlag-100xELP zeitopti-
miert zu realisieren. Aus Untersuchungen zum Waschen war bekannt, dass das Zielprotein
in Gegenwart von 2 M NaCl bei 40 °C unldslich war. Daher wurde das resolubilisierte gewa-
schene Pellet nach Zentrifugation gegen 2 M NaCl dialysiert und 1xFlag-100xELP anschlie-

Rend mittels cITC im Pellet aufkonzentriert.
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Tabelle 3-2: Vergleichende Ubersicht der bei der Feinreinigung der Zielproteine verwendeten
Ldsungen.

Zielprotein Q-/K-MaSp1-100xELP 1xFlag-100xELP
Waschen Leitungswasser 2 M NacCl
Resolubilisierung 6 M Urea dH,O
Dialyse 750 mM NacCl, 50 mM Tris-HCI, pH 8,0 2 M NacCl

Die erfolgreiche Feinreinigung ist in Abbildung 3-17 gezeigt. Nach dem Waschen (Bahn 2),
der Resolubilisierung (Bahn 3) und der Dialyse (Bahn 4) konnte das Zielprotein via cITC
hauptséachlich im Pellet (Bahn 6) konzentriert werden. Losliche Wirtszellproteine verblieben
im Uberstand, was eine hohe proteinogene Reinheit des finalen Produktes bedeutet
(Abbildung 3-17 A, Bahn 5). Das Zielprotein konnte, im Gegensatz zu Abbildung 3-16 A, mit-
tels Silberfarbung detektiert werden. Mittels Western Blot wurden erstmalig Abbauprodukte
des Zielproteins bis zu einem Molekulargewicht von 55 kDa nachgewiesen. Die Erklarung fur
die beschriebenen Beobachtungen ist, dass das Zielprotein inklusive méglicher Abbaupro-
dukte in den jeweiligen Proben deutlich stérker konzentrierter (Faktor 18) vorliegt als in den

Proben der fraktionierenden Acetonfallung.
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Abbildung 3-17: Feinreinigung von 1xFlag-100xELP durch cITC. Das Pellet nach fraktionierender
Acetonféllung wurde mit 2 M NaCl bei 40 °C gewaschen und mittels Zentrifugation im Pellet kon-
zentriert (Wp). Im Anschluss an die Resolubilisierung in dH,O und Zentrifugation wurde der Uberstand
(Ry) gegen 2 M NacCl dialysiert. Der Uberstand (Dy) wurde auf 40 °C erhitzt und zentrifugiert. Die
Wirtszellproteine verblieben im Uberstand (cITCy), das Zielprotein 1xFlag-100xELP (ZP) wurde haupt-
sachlich im Pellet (cITCp) konzentriert. Detektionsmethode: (A) Silberfarbung (B) Western Blot; prima-
rer Antikorper anti-c-myc; sekundarer Antikérper Anti-lgG-Maus, konjugiert mit alkalischer Phosphata-
se, chromogene Nachweisreaktion

Das kleinste Abbauprodukt des Zielproteins wurde mittels Western Blot in Abbildung 3-17 B,
bei 55 kDa detektiert. In den Bahnen 2-5 scheint dieses Protein noch kleiner zu sein. Diese
Beobachtung wird durch den sogenannten smiley-Effekt hervorgerufen. Dabei migrieren Pro-
teine in der Mitte eines Gels schneller als an den Ra&ndern. Ursache dafir kann eine zu star-

ke Erhitzung des Gels wéhrend der Elektrophorese sein. Das kleinste mittels Western Blot
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nachgewiesene Abbauprodukt von Q-/K-MaSp1-100xELP hatte ebenfalls ein Molekularge-
wicht von 55 kDa. Eventuell ist darin ein Hinweis darauf zu sehen, dass die jeweiligen Prote-
ine N-terminal verdaut werden und der ELP-tag inklusive des c-myc-tags nachgewiesen wird.

Die finale Ausbeute fir 1xFlag-100xELP nach der Feinreinigung betrug 4 mg. Das bedeutet
eine Ausbeute von 0,6 mg 1xFlag-100xELP pro kg BFM, mit einer deutlichen Diskrepanz der
Ausbeute, bezogen auf K-MaSpl-100xELP und Q-MaSpl-100xELP. Von diesen konnten
jeweils 53 bzw. 69 mg Produkt pro kg BFM gewonnen werden. Mittels Western Blot sollten

eventuelle Verluste von 1xFlag-100xELP wahrend der Feinreinigung ermittelt werden.

Untersucht wurde durch Zentrifugation im Mikromal3stab, ob das Zielprotein beim jeweiligen
Schritt 16slich oder unléslich vorlag. In Bahn 2 (Waschen-g) ist die Suspension nach Wa-
schen mit 2 M NaCl zu sehen, in Bahn 6 (Resol.-g) nach Resolubilisierung in dH,O und in
Bahn 12 die Probe nach Dialyse gegen 2 M NaCl. Zur Bewertung der Verteilung des Zielpro-
teins in der l6slichen bzw. unléslichen Fraktion wurde jeweils 400 uL Probe zentrifugiert und
das Pellet bzw. der Uberstand als SDS-PAGE-Probe angelegt. Der Verdiinnungsfaktor fir
die Uberstande war 1:2, fur die Pellets 1:1. So wurde die Wahrscheinlichkeit erhéht, Verluste
des Zielproteins detektieren zu kénnen. Bahn 5 (Waschen-U) und Bahn 9 reprasentieren die
Uberstande der Wasch- bzw. der Resolubilisierungsfraktion nach Zentrifugation im mittleren
Maflstab (6x~50 mL), Bahn 12 die gesamte Dialyseprobe. Mit diesen Losungen ist der Ver-
such jeweils weiter durchgefuhrt worden.

Im Western Blot in Abbildung 3-18 ist das Versuchsergebnis zu sehen. Der einzige Schritt in
der Vorbereitung des cITC, bei dem ein Verlust des Zielproteins detektiert werden konnte, ist
die Resolubilisierung. Im aus der anschlieBenden Zentrifugation resultierenden Pellet in
Bahn7 wurde 1xFlag-100xELP nachgewiesen. Die Verdiinnung im Vergleich zum Uberstand
in Bahn 8 ist jedoch nur halb so grof3, weswegen eine direkte visuelle Korrelation beider Sig-
nalintensitédten schwierig ist. Ein Verlust wahrend der Feinreinigung konnte nicht nachgewie-
sen werden. Mogliche Fehler liegen im Proteinnachweis und sind in der Fehlerbetrachtung
diskutiert (siehe Kapitel 1.1).
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Abbildung 3-18: Verlust des Zielproteins 1xFlag-100xELP (ZP) wahrend der Feinreinigung ex-
klusive cITC. Das Pellet nach fraktionierender Acetonféallung wurde in 2 M NaCl bei 40 °C resuspen-
diert und dadurch gewaschen. Nach Zentrifugation der Suspension (Bahn 2, Waschen-g) wurde das
Pellet in dH,O resolubilisiert (Bahn 6, Resol.-g) und erneut zentrifugiert. Der Uberstand (Bahn 9, Re-
sol.-U) wurde gegen 2 M NaCl dialysiert (Bahn 12) und dem cITC-Verfahren unterzogen. Bei jedem
Schritt wurden 400 puL Probe separat zentrifugiert, das Pellet mit 400 uL Probenpuffer und 200 pL
Uberstand mit 200 uL Probenpuffer versetzt und 5 min bei 99 °C inkubiert. Detektionsmethode: Wes-
tern Blot; primarer Antikoérper anti-c-myc; sekundéarer Antikorper Anti-lgG-Maus, konjugiert mit alkali-
scher Phosphatase, chromogene Nachweisreaktion

Das fir die Gewinnung von Q-/K-MaSp1-100xELP etablierte Verfahren mit a) fraktionieren-
der Acetonféllung, b) Waschen des Pellets, c) Resolubilisierung des Pellets und d) zentrifu-
gationsbasiertem Inverse Transition Cycling (cITC) konnte fur die Gewinnung von 1xFlag-
100xELP adaptiert werden. Die Ausbeute an Zielprotein im Pilotmal3stab war deutlich gerin-
ger, als anhand von Vorversuchen abgeschéatzt werden konnte. Die Ursache daflir konnte
nicht identifiziert werden. Méglicherweise sind bereits wahrend der fraktionierenden Aceton-

fallung Verluste aufgetreten, die unerkannt blieben.
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3.8 Fehlerbetrachtung

Im Folgenden werden mdgliche Fehlerquellen diskutiert, die wahrend des Reinigungsverfah-
rens oder bei der Probenanalytik aufgetreten sein kdnnen. Bei der Mal3stabsvergréfRerung
wurde schrittweise jeweils ein einzelner Versuchsparameter verandert. Darunter z&hlen die
verwendete Biofeuchtmasse, Material und Dimension der Gefal3e, Zusammensetzung des
Extraktionsmittels sowie die Zusammensetzung der Wasch-, Resolubilisierungs- und cITC-
Puffer. Von einer Reproduzierbarkeit wurde ausgegangen, wenn die Ergebnisse des Folge-
experiments die Ergebnisse des vorangegangenen Experiments bestatigten.

3.8.1 Proteinanalytik

Die Bestimmung der Menge an Protein bzw. der Proteinkonzentration ist grundsatzlich feh-
lerbehaftet, da es nur indirekte Methoden gibt, die z. B. auf der Wechselwirkung von Farb-
stoffen, Silberionen oder Antikérpern mit dem zu detektierenden Protein beruhen. Bei Enzy-
men ist der quantitative Nachweis i. d. R. einfacher, da die Aktivitat ein MaR flr die Reinheit
darstellt. Im Falle der Spinnenseidenprotein-Analoga, mit denen sich die vorliegende Arbeit
beschaftigt, erfolgte die Bewertung des Reinigungsfortschritts hauptsachlich tber die Analy-
tik der in der jeweiligen Prozessstufe angelegten Proben mittels SDS-PAGE und anschlie-
Render Proteindetektion per Silberfarbung oder Western Blot. Lediglich am Ende der Reini-
gung im kg-Maf3stab konnte eine Quantifizierung durch Auswiegen der Produktmenge erfol-
gen. Die Auswertung der Bandenintensitaten von gefarbten SDS-Gelen erfolgte visuell quali-
tativ. Eine quantitative Auswertung der Proteinmenge, etwa mittels Densitometer ware nur
moglich gewesen, wenn reines Zielprotein zur Verfugung gestanden hatte, um damit das
Nachweissystem zu kalibrieren.“ Eine unzureichende Resolubilisierung wahrend der Vorbe-
reitung der SDS-PAGE-Proben bzw. unterschiedliche Volumina beim Auftragen dieser Pro-
ben auf das PA-Gel kénnte zu Fehlern fuhren.

Grundsatzlich ist es mdglich, dass einzelne Proteine in einer Probe von anderen verdeckt
werden. Die Wechselwirkung von Silberionen mit unterschiedlichen Proteinen kann unter-
schiedlich stark ausfallen und héngt u. a. von den Seitenketten der vorhandenen Aminosau-
ren ab. Bei hoher Proteinkonzentration ist es mdglich, dass die angelagerten Silberionen
sehr stark komplexiert werden und kaum bis gar nicht mehr reduzierbar sind [Rabilloud et al.,
1994].Bei Verdinnung der Probe oder infolge der Abreicherung der tiberdeckenden Proteine

ist es maglich, ein vorher verdecktes Protein verstarkt zu detektieren.

3.8.2 Downstream Processing

Im Laufe des Reinigungsverfahrens konnen Verluste der Zielproteine unbemerkt geblieben

sein, da die Menge an Zielprotein unbekannt war, die urspringlich in den Pflanzen vorlag.
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Wahrend der Klarung der Suspension nach dem Zellaufschluss beispielsweise kdnnte das
jeweilige Zielprotein sowohl an den Zelltrimmern als auch an der Filtermembran adsorbiert
worden sein. Im Falle des mITC wurde eine Adsorption tatsachlich nachgewiesen, die
schlieflich dazu fuhrte, dass als Alternative die cITC verwendet wurde, die ohne Membran
auskommt. Auch die Temperaturbehandlung der Supension nach Zellaufschluf? kénnte zu
Verlusten gefiihrt haben. Um derartige Verluste zu untersuchen wurden jeweils samtlich die
Pellets und Uberstande untersucht. Allerdings sind die Suspensionen / Pellets besonders
des Zellaufschlusses so komplex zusammengesetzt, dass nhicht sicher ist, ob das Zielprotein
tatsachlich komplett nachgewiesen werden kann. Um ein Verfahren zu validieren, ware es
notwendig gewesen, das gereinigte Zielprotein im jeweiligen Hintergrund zu inkubieren und
die Wiederfindung zu quantifizieren. Dies war wegen der geringen Mengen an Zielprotein
nicht moglich. Im Laufe der Wasch-, Resolubilisierungs-, Dialyse- und cITC-Schritte kénnten
die Zielproteine ebenfalls an die Oberflachen der Zentrifugationsgefafe und der Dialyse-
membran gebunden haben. Aufgrund der PorengréRenverteilung der Dialysemembran ist die
Diffusion von Zielproteinen wahrend der Dialyse nicht auszuschlieRen. Wahrend aller Fal-
lungsschritte ist weiterhin eine Coprazipitation von Zielproteinen wahrscheinlich.

Proteasen, die mangels ausreichender Hitzeinkubation der Tabakblatter noch aktiv waren
oder in das Reinigungsverfahren als Kontamination eingetragen wurden, konnten ebenfalls
zu Zielproteinverlusten gefuhrt haben.

Eine weitere mdgliche Fehlerquelle liegt in der ungenauen Analyse der finalen Produkte. Es
wurde mittels Elementaranalyse nachgewiesen, dass Ca2+ und Mg2+-lonen im Zwischen-
produkt vor der cITC enthalten waren, so dass neben den Zielproteinen auch Salze enthalten
sind, die eine vergleichende Bewertung der Ausbeuten an K-MaSpl-100xELP, Q-MaSp1-
100xELP und 1xFlag-100xELP erschweren.
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4 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Entwicklung einer Methode zur Reinigung von drei
Spinnenseidenanaloga aus Tabakblattern aufgezeigt. Um rekombinant hergestellte Spinnen-
seide 6konomisch produzieren zu kénnen sollte dabei das Augenmerk auf moglichst kosten-
glnstige und im MalRstab vergréRerbare Verfahrensschritte gelegt werden. Es ist denkbar,
ein gereinigtes Produkt z.B. im medizinischen Sektor zu verwenden. Weiterhin ergibt sich die
Mdoglichkeit, das vorgestellte Verfahren auf die Reinigung anderer Strukturproteine zu Uber-
tragen.

Im ersten Teil der Arbeit erfolgte die Ernte von 217 kg Tabakblattern. Von diesen wurden
168 kg thermisch behandelt. Dabei konnten Proteasen inaktiviert und zusatzlich Wirtszellpro-
teine gefallt werden. Es wurden 52,4 und 55,5 kg Q-/K-MaSp1-100xELP bzw. 48,8 und
60,6 kg 1x/4xFlag-100xELP tragende Biofeuchtmasse prapariert und fir folgende Untersu-
chungen zur Verfiigung gestellt.

Im Labormalstab wurde gezeigt, dass ein Grof3teil der Wirtszellproteine Q-K-MaSpl-
100xELP nach der Hitzefallung unldslich und durch Zentrifugation abtrennbar war. Mit der
anschlieRenden fraktionierenden Acetonféllung mit einem Acetongehalt von 40 und 70 %
(v/v) konnte die Reinheit des Produktes weiter erhtht werden. Das gewonnene Pellet wurde
in Leitungswasser gewaschen und in 6 M Urea resolubilisiert. Die Feinreinigung des geltsten
Zielproteins erfolgte nach Dialyse gegen einen Puffer aus 50 mM Tris-HCI, 750 mM NacCl, pH
8,0 mittels zentrifugationsbasiertem Inverse Transition Cycling (cITC). Die finale Abtrennung
proteinogener Verunreinigungen gelang dabei unter Ausnutzung einer Besonderheit der
Zielproteine. Diese enthielten neben typischen Spinnenseidenmotiven zuséatzlich eine Ami-
nosauresequenz mit auRergewdhnlichem Agglomerations-Verhalten. Durch geschickte Wabhl
von lonenstérke und Temperatur konnten die Zielproteine ausgeféllt werden, wahrend verun-
reinigende Wirtszellproteine |8slich blieben. Dieser Vorgang ist vollstandig reversibel, im Ge-
gensatz zum in der Praxis haufig zu beobachtenden Fallungs- und Resolubilisierungsverhal-

ten rekombinanter Proteine.

Nach MaRstabsvergréRerung der genannten Schritte in den Pilotmalistab ist es gelungen,
bis zu 6 kg Biofeuchtmasse nach Aufschluss zu prozessieren. Zur Anwendung kamen einfa-
che und robuste Reinigungsschritte. Die Methoden der Wahl waren Hitze- und Lésungsmit-
telfallungen in Kombination mit Filtration und/oder Zentrifugation. Bei den durchgefiihrten
Reinigungen konnten 273 bzw. 413 mg Produkt fur K- und Q-MaSp1-100xELP gewonnen
werden. Dies entsprach einer Ausbeute von 53 bzw. 69 mg Produkt pro Kilogramm
Biofeuchtmasse. Die Menge des in einem Ansatz gereinigten Zielproteins ist die hochste, die

bis dato in der Literatur zu finden ist.
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Das fur Q-/K-MaSp1-100xELP entwickelte Reinigungsschema wurde schlief3lich zur Gewin-
nung des Spinnenseidenanalogs 1xFlag-100xELP angepasst. Dabei konnte die Methode der
fraktionierenden Acetonfallung unverdndert Gtbernommen werden. Bei der Feinreinigung des
Zielproteins wurden Anderungen vorgenommen. Das Waschen des geféllten Pellets wurde
statt in Leitungswasser (23 °C) bei 40 °C in 2 M NaCl durchgefihrt. Das unter diesen Bedin-
gungen unlésliche Zielprotein konnte dann in dH,O resolubilisiert werden und wurde gegen
2 M NacCl dialysiert. Beim anschlieRenden cITC verblieben, in Ubereinstimmung mit den Er-
gebnissen von Q-/K-MaSp1-100xELP, verunreinigende Wirtszellproteine im Uberstand. Das
Zielprotein konnte sehr rein als Prazipitat abgetrennt werden. Die final aus 6,6 kg BFM ge-
wonnene Produktmenge an 1xFlag-100xELP betrug 4 mg.



5 Ausblick 78

5 Ausblick

Im Verlaufe der Arbeiten ergaben sich einige Fragestellungen, deren Klarung in Zukunft von
Interesse sein konnte.

Fir das angewandte Verfahren sind mehrere Mdglichkeiten zur Optimierung denkbar, begin-
nend bei der Praparation der Biomasse. Nach der Ernte sollten die Tabakblatter mdglichst
thermisch behandelt werden. Die Verwendung von kommerziellen Mikrowellengeraten war
sehr zeitaufwandig, und eine MalstabsvergréRerung wéare schwierig zu realisieren. Das
Blanchieren der Biomasse ist grundsatzlich eher geeignet, in gréReren Mal3stdben realisier-
bar zu sein. Eventuell ist denkbar, eine Hitzebehandlung durch Bedampfung, wie bei der

Herstellung von Dampfwirsten oder auch Thermoholz, durchzufihren.

Ein kompletter Prozessschritt kdnnte mdglicherweise eingespart werden. Zu Beginn der
Etablierung der Reinigungsstrategie wurde bis im mittleren MaRstab (300 g BFMyy) die frak-
tionierende Acetonfallung in Suspension erfolgreich angewandt. Beim Arbeiten im Pilotmalf3-
stab erfolgte die Aufkonzentrierung des Zielproteins erst nach Klarung der Suspension, um
eine Extraktion sekundarer Pflanzenstoffe zu vermeiden. Ob diese Mdglichkeit tatsachlich
relevant ist wurde nicht untersucht und bietet daher einen Ansatzpunkt zur Prozessoptimie-

rung.

Das durch fraktionierende Acetonféllung gewonnene Pellet wurde gewaschen und resolubili-
siert, um nach Dialyse mittels cITC final gereinigt zu werden. Moglicherweise kann der
Waschschritt eingespart werden. Die Resolubilisierung des Pellets in Verbindung mit der
Dialyse und dem cITC ist sehr wahrscheinlich ausreichend, um eine genau so hohe Reinheit

der Zielproteine zu erzielen wie in dieser Arbeit prasentiert.

Von Interesse ist weiterhin, ob und wie die mittels der Feinreinigung gewonnenen Proteine
weiter verarbeitet werden konnen. Gerade die Anwendung im medizinischen Sektor, z.B. als
Tragermatrix fir adhasive Zellen, kénnte eine spannende Perspektive darstellen. Das erfolg-
reiche Verspinnen der Proteine ist schon gezeigt worden. Die Produktion hochfester leichter

Kleidung kénnte neues industrielles Potential bieten.
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Tabelle 7-1: Aminosauresequenzen der verwendeten Zielproteine.

Q-MaSpl1-100xELP (102 kDa)

GSGSGMAETA
GLGGQGAGQG
GSQGAGRGGL
GLGSQGAGRG
QGAGAAAAAA
AAAAAGGAGQ
GAGQGAGAAA
QGAGRGGQGA
GQGGYGGLGS
GYGGLGSQGA
GGYGGVGSGA
SNPGLSGCDV
GAGGQAAAEQ
PGGGVPGAGV
PGGGVPGVGV
PGVGVPGGGV
PGAGVPGVGV
PGVGVPGVGV
PGGGVPGAGV
PGGGVPGVGV
PGVGVPGGGV

AAAFERQHMD
AGAAAAAAAG
GGQGAGAAAA
GLGGQGAGAA
AGGAGQGGLG
GGYGGLGGQG
AAAGGAGQGG
AAAAGGAGQG
QGSGRGGLGG
GRGGQGAGAA
SAASAAASRL
LIQALLEVVS
KLISEEDLNG
PGGGVPGVGV
PGVGVPGGGV
PGAGVPGVGV
PGVGVPGVGV
PGGGVPGAGV
PGGGVPGVGV
PGVGVPGGGV
PGAGVPGVGV

SGSGPGAAQG
GAGQGGYGGL
AAAGGAGQGG
AAAAGGAGQG
GQOGAGQGAGA
AGQGGYGGLG
YGGLGSQGAG
GYGGLGSQGA
QGAGAAAAAA
AAAAGGAGQG
SSPQASSRLS
ALIQILGSSS
AVEMGHGVGV
PGVGVPGGGV
PGAGVPGVGV
PGVGVPGVGV
PGGGVPGAGV
PGGGVPGVGV
PGVGVPGGGV
PGAGVPGVGV
PGVGVPGVGV

AGAAAAAAGG
GSQGAGRGGQ
YGGLGNQGAG
GYGGLGGQGA
SAAAAGGAGQ
SQGAGRGGLG
RGGLGGQGAG
GRGGQGAGAA
GGAGQGGLGG
GYGGLGGQGV
SAVSNLVATG
IGQVNYGSAG
PGVGVPGGGV
PGAGVPGVGV
PGVGVPGVGV
PGGGVPGAGV
PGGGVPGVGV
PGVGVPGGGV
PGAGVPGVGV
PGVGVPGVGV
PGGGVPGAGV

AGQGGYGGLG
GAGAAAAAAG
RGGQGAAAAA
GQOGGYGGLGS
GGYGGLGSQG
GQGAGAAAAG
AVAAAAAGGA
AAAAVGAGQG
QGAGQGAGAA
GRGGLGGQGA
PTNSAALSST
QATQIVGQSV
PGAGVPGVGV
PGVGVPGVGV
PGGGVPGAGV
PGGGVPGVGV
PGVGVPGGGV
PGAGVPGVGV
PGVGVPGVGV
PGGGVPGAGV
PGGGVPGGLA

GQOGAGQGGYG
GAGQGGYGGL
AGGAGQGGYG
QGAGRGGLGG
AGRGGEGAGA
GAGQGGLGGQ
GQOGGYGGLGN
GYGGLGGQGA
AAAAGGVROQG
GAAAAGGAGQ
ISNVVSQIGA
YOALGVYQAL
PGVGVPGVGV
PGGGVPGAGV
PGGGVPGVGV
PGVGVPGGGV
PGAGVPGVGV
PGVGVPGVGV
PGGGVPGAGV
PGGGVPGVGV
AAEPKDEL

K-MaSpl-100xELP (102 kDa)

GSGSGMKETA
GLGGQGAGQG
GSQGAGRGGL
GLGSQGAGRG
QGAGAAAAAA
AAAAAGGAGQ
GAGQGAGAAA
QGAGRGGQGA
GQGGYGGLGS
GYGGLGSQGA
GGYGGVGSGA
SNPGLSGCDV
GAGGQAAAEQ
PGGGVPGAGV
PGGGVPGVGV
PGVGVPGGGV
PGAGVPGVGV
PGVGVPGVGV
PGGGVPGAGV
PGGGVPGVGV
PGVGVPGGGV

AARFERNHMD
AGAAAAAAAG
GGQGAGAAAA
GLGGQGAGAA
AGGAGQGGLG
GGYGGLGGQG
AAAGGAGQGG
AAAAGGAGQG
QGSGRGGLGG
GRGGQGAGAA
SAASAAASRL
LIQALLEVVS
KLISEEDLNG
PGGGVPGVGV
PGVGVPGGGV
PGAGVPGVGV
PGVGVPGVGV
PGGGVPGAGV
PGGGVPGVGV
PGVGVPGGGV
PGAGVPGVGV

SGSGPGAAQG
GAGQGGYGGL
AAAGGAGQGG
AAAAGGAGQG
GQOGAGQGAGA
AGQGGYGGLG
YGGLGSQGAG
GYGGLGSQGA
QGAGAAAAAA
AAAAGGAGQG
SSPOASSRLS
ALIQILGSSS
AVEMGHGVGV
PGVGVPGGGV
PGAGVPGVGV
PGVGVPGVGV
PGGGVPGAGV
PGGGVPGVGV
PGVGVPGGGV
PGAGVPGVGV
PGVGVPGVGV

AGAAAAAAGG
GSQGAGRGGQ
YGGLGNQGAG
GYGGLGGQGA
SAAAAGGAGQ
SQGAGRGGLG
RGGLGGQGAG
GRGGQGAGAA
GGAGQGGLGG
GYGGLGGQGV
SAVSNLVATG
IGQVNYGSAG
PGVGVPGGGV
PGAGVPGVGV
PGVGVPGVGV
PGGGVPGAGV
PGGGVPGVGV
PGVGVPGGGV
PGAGVPGVGV
PGVGVPGVGV
PGGGVPGAGV

AGQGGYGGLG
GAGAAAAAAG
RGGQGAAAAA
GQOGGYGGLGS
GGYGGLGSQG
GQGAGAAAAG
AVAAAAAGGA
AAAAVGAGQG
QOGAGQGAGAA
GRGGLGGQGA
PTNSAALSST
QATQIVGQSV
PGAGVPGVGV
PGVGVPGVGV
PGGGVPGAGV
PGGGVPGVGV
PGVGVPGGGV
PGAGVPGVGV
PGVGVPGVGV
PGGGVPGAGV
PGGGVPGGLA

GQOGAGQGGYG
GAGQGGYGGL
AGGAGQGGYG
QGAGRGGLGG
AGRGGEGAGA
GAGQGGLGGQ
GQGGYGGLGN
GYGGLGGQGA
AAAAGGVRQG
GAAAAGGAGQ
ISNVVSQIGA
YQOALGVYQAL
PGVGVPGVGV
PGGGVPGAGV
PGGGVPGVGV
PGVGVPGGGV
PGAGVPGVGV
PGVGVPGVGV
PGGGVPGAGV
PGGGVPGVGV
AAEPKDEL

1xFlag-100xELP (59 kDa)

SGAGPGGYGP
GGAGPGGYGP
ITIDGADGPP
GSGGSGQGGV
GGVPGAGVPG
VGVPGVGVPG
VGVPGGGVPG
AGVPGGGVPG
VGVPGVGVPG
GGVPGAGVPG
VGVPGVGVPG
VGVPGGGVPG

GGAGPGGYGP
GGAGPGGAGP
ITISEELTIS
RPSGSGPGGV
VGVPGVGVPG
VGVPGGGVPG
AGVPGGGVPG
VGVPGVGVPG
GGVPGAGVPG
VGVPGVGVPG
VGVPGGGVPG
AGVPGGGVPG

GGAGPGGYGP
GGAGPGGAGP
GAGGSGPGGV
RSQLPGGQAA
VGVPGGGVPG
AGVPGGGVPG
VGVPGVGVPG
GGVPGAGVPG
VGVPGVGVPG
VGVPGGGVPG
AGVPGGGVPG
VGVPGVGVPG

GGAGPGGYGP
GGAGPGGAGP
GPGGSGPGGV
AEQKLISEED
AGVPGGGVPG
VGVPGVGVPG
GGVPGAGVPG
VGVPGVGVPG
VGVPGGGVPG
AGVPGGGVPG
VGVPGVGVPG
GGVPGAGVPG

GGTGPGGYGP
GGYGPGGSGP
GPGSFGPGGV
LNGAVEMGHG
VGVPGVGVPG
GGVPGAGVPG
VGVPGVGVPG
VGVPGGGVPG
AGVPGGGVPG
VGVPGVGVPG
GGVPGAGVPG
VGVPGVGVPG

GGTGPGGVGP
GGATIIEDLD
GPGGSGPGGV
VGVPGVGVPG
GGVPGAGVPG
VGVPGVGVPG
VGVPGGGVPG
AGVPGGGVPG
VGVPGVGVPG
GGVPGAGVPG
VGVPGVGVPG
VGVPGGGVPG
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AGVPGGGVPG

GLAAAEPKDE

L

4xFlag-100xELP (106

kDa)

SGAGPGGYGP
GGAGPGGYGP
ITIDGADGPP
GSGGSGQGGV
GPGGYGPGGT
GPGGSGPGGA
SEFGPGGVGPG
GYGPGGAGPG
GAGPGGAGPG
PGGVGPGGSG
PGGAGPGGYG
PGGAGPGGAG
PITISEELTI
VRPSGSGPGG
GVGVPGVGVP
GVGVPGGGVP
GAGVPGGGVP
GVGVPGVGVP
GGGVPGAGVP
GVGVPGVGVP
GVGVPGGGVP
GAGVPGGGVP
GGLAAAEPKD

GGAGPGGYGP
GGAGPGGAGP
ITISEELTIS
RPSGSGPGGV
GPGGVGPGGA
TITIEDLDITI
GSGPGGVGSG
GYGPGGTGPG
GAGPGGYGPG
PGGVGPGSFG
PGGAGPGGYG
PGGAGPGGAG
SGAGGSGPGG
VRSQLPGGQA
GVGVPGGGVP
GAGVPGGGVP
GVGVPGVGVP
GGGVPGAGVP
GVGVPGVGVP
GVGVPGGGVP
GAGVPGGGVP
GVGVPGVGVP
EL

GGAGPGGYGP
GGAGPGGAGP
GAGGSGPGGV
GPGGYGPGGA
GPGGYGPGGA
DGADGPPITI
GSGQGGVRPS
GYGPGGTGPG
GSGPGGATII
PGGVGPGGSG
PGGAGPGGYG
PGGAGPGGAG
VGPGGSGPGG
AAEQKLISEE
GAGVPGGGVP
GVGVPGVGVP
GGGVPGAGVP
GVGVPGVGVP
GVGVPGGGVP
GAGVPGGGVP
GVGVPGVGVP
GGGVPGAGVP

GGAGPGGYGP
GGAGPGGAGP
GPGGSGPGGV
GPGGYGPGGA
GPGGAGPGGA
SEELTISGAG
GSGPGGVGPG
GVGPGGAGPG
EDLDITIDGA
PGGVGSGGSG
PGGTGPGGYG
PGGYGPGGSG
VGPGSFGPGG
DLNGAVEMGH
GVGVPGVGVP
GGGVPGAGVP
GVGVPGVGVP
GVGVPGGGVP
GAGVPGGGVP
GVGVPGVGVP
GGGVPGAGVP
GVGVPGVGVP

GGTGPGGYGP
GGYGPGGSGP
GPGSFGPGGV
GPGGYGPGGA
GPGGAGPGGA
GSGPGGVGPG
GYGPGGAGPG
GYGPGGAGPG
DGPPITISEE
QGGVRPSGSG
PGGTGPGGVG
PGGATIIEDL
VGPGGSGPGG
GVGVPGVGVP
GGGVPGAGVP
GVGVPGVGVP
GVGVPGGGVP
GAGVPGGGVP
GVGVPGVGVP
GGGVPGAGVP
GVGVPGVGVP
GVGVPGGGVP

GGTGPGGVGP
GGATIIEDLD
GPGGSGPGGV
GPGGYGPGGT
GPGGAGPGGY
GSGPGGVGPG
GYGPGGAGPG
GAGPGGAGPG
LTISGAGGSG
PGGVGPGGYG
PGGAGPGGYG
DITIDGADGP
VGSGGSGQGG
GGGVPGAGVP
GVGVPGVGVP
GVGVPGGGVP
GAGVPGGGVP
GVGVPGVGVP
GGGVPGAGVP
GVGVPGVGVP
GVGVPGGGVP
GAGVPGGGVP
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