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Kurzzusammenfassung

1 Kurzzusammenfassung der Projektplanung

Lichtwellenleiter spielen in der technischen Optik eine besondere Rolle. Sie werden als Fa-
serlaser, zur flexiblen Weiterleitung von Laserstrahlung und fiir Beleuchtungszwecke be-
nutzt. Daneben kénnen Lichtwellenleiter in festen Substratmaterialien erzeugt und zur Daten-
Ubertragung verwendet werden. Das Grundprinzip ist eine Faser aus einem Material (Kern),
das mit einem weiteren Material mit einem kleineren Brechungsindex beschichtet ist (Man-
tel). In den Kern eingekoppeltes Licht verbleibt durch Totalreflexion am Mantel in der Kernfa-
ser. Dieses Prinzip der Lichtleitung ist auch bei einem Tiefseebewohner zu finden — dem
GieRkannenschwamm (Euplectella aspergillum). Der Korper wird durch eine réhrenartige
Gitterstruktur gebildet, die aus biomineralisierten Glashadeln besteht. An der Basalflache be-
finden sich ebenfalls elongierte Glasnadeln, die durch ihren hierarchischen Aufbau ausge-
préagte Eigenschaften als Lichtwellenleiter zeigen. Die Fasern bestehen aus konzentrischen
Ringen, die um eine zentrale Faser angeordnet sind. Auf der Nanostrukturebene wird deut-
lich, dass diese Faserstrukturen aus ca. 20 nm grof3en Glaskugeln aufgebaut sind. Eine der-
artige Materialarchitektur existiert fiir technische Lichtwellenleiter nicht. Dies ist der biologi-
sche Hintergrund fiir den hier verfolgten bionischen Ansatz. In dem Kooperationsprojekt
BionOptik | und Il sollen Lichtwellenleiter aus einem Verbundmaterial aus Cellulose und
Spinnenseidenproteinen hergestellt werden. Aus diesen Biopolymeren sollen konsolidierte
Kompositmaterialien mit einstellbaren optischen Eigenschaften generiert werden. Dazu sol-
len zunéachst Cellulosenanokugeln aus entsprechenden Losungen tber nanoskalige Gelie-
rung in der GréRenordnung von wenigen 10 Nanometern hergestellt werden. Zusétzlich sol-
len Gele der ausgewahlten Biopolymere hergestellt und zu Filmen und Filamenten verarbei-
tet werden. AnschlieRend werden Materialkomposite aus Cellulose und Spinnenseidenprotei-
nen hergestellt. Biopolymerfilamente werden mit dem jeweiligen anderen Biopolymer be-
schichtet, um so Lichtwellenleiter herzustellen. Dartber sollen schlieZlich komplexe Lichtwel-
lenleiterarchitekturen realisiert werden, wobei von der biologischen Struktur als Ideengeber
ausgegangen wird und die grundlegenden Prinzipien in abstrahierter Form fir technische op-
tische Materialien tbertragen werden. Dazu werden die formverdndernden Eigenschaften
von mehrlagigen Spinnenseidenfiimen eingesetzt (4D-Prozessierung), die es erlauben
selbst-rollende Rohrchen als dul3ere Hillen zu produzieren.




Einfihrung

2 Einfuhrung

Der klassische Lichtwellenleiter ist nach wie vor die Glasfaser. Uber viele Jahre hat sich das
Material aufgrund seiner geringen Kosten und weitgehend fehlerfreien Verarbeitungsmetho-
den zum Standard entwickelt. Neuere Entwicklungen der Lichtwellenleitung zielen jedoch auf
den Ersatz von Glas fir die Faserherstellung, welches Ublicherweise bei hohen Temperatu-
ren um 1200 °C verarbeitet wird, ab. Als Alternative werden Kunststoffe wie Polymethylme-
thacrylat (PMMA) und Polycarbonat (PC) zur Erzeugung von polymer optischen Fasern
(POF) verwendet. Die POFs sind Lichtwellenleiter, die primar fur die Datenlibertragung ein-
gesetzt werden, in Form von Seitenlichtfasern aber auch in der (indirekten) Beleuchtung zum
Einsatz kommen. Speziell in der DatenlUbertragung Uber kurze Distanzen gelten POFs auf-
grund ihrer einfachen Herstellung und Handhabung als Alternative zu den meistverwendeten
Glasfasern. Sowohl PMMA und PC basieren jedoch ausschlief3lich auf fossilen Rohstoffquel-
len.

Biopolymere als optische Lichtwellenleiter waren bislang nur Gegenstand der Grundlagenfor-
schung. Sowohl Cellulose als auch Spinnenseidenproteine sind als potenzielle optische Ma-
terialien bereits Gegenstand aktueller Forschung [1, 2]. Bei der Verwendung des Polysac-
charids Cellulose wird in erster Linie die Ausbildung sogenannter photonischer Materialien
untersucht. Diese kénnen mit Cellulose-Nanokristallen und einigen Cellulosederivaten auf-
grund ihrer flissig-kristallinen Eigenschaften erzeugt werden. Dartber hinaus wurden Cellu-
losederivate bereits fur die Herstellung eines Lichtwellenleiters verwendet [1]. Weitere opti-
sche Materialien aus reiner, unmodifizierter Cellulose aus de-novo Herstellungsprozessen
sind nicht bekannt. Kirzlich wurden Seidenproteine des Seidenspinners von F.G. Omenetto,
Tufts University, USA, als Materialplattform fiir photonische und optoelektronische Anwen-
dungen unter dem Namen silk optics beschrieben [2]. Dabei konnten periodische Nanostruk-
turen, Lichtwellenleiter, farbstoff-dotierte fluoreszierende Filme und photonische Kristalle aus
Seidenproteinen hergestellt werden. Es wurden auch Fasern aus Seide beschrieben, die
Uber Lichtwellenleiter- und nicht-lineare Eigenschaften verfiigen [3].

Bzgl. der Kombination von Cellulose und Spinnenseide wurden vor allem zwei Arbeiten ver-
Offentlicht, welche die Verarbeitung von rekombinanten Spinnenseidenproteinen mit Cellu-
lose in Verbundmaterialien behandeln. Zum einen wurde eine unspezifische Verbindung re-
kombinanter Spinnenseidenproteine mit Cellulose-Nanofasern beschrieben, um sehr starke
und bioaktive nanostrukturierte Fusionsmaterialien herzustellen. Hierfur wurden kleine Spin-
nenseidenproteine mit Immunglobulin G (IgG) Funktionsdomanen verwendet, um eine Kopp-
lung zu Cellulose-Nanofasern herzustellen [4]. In einem anderen, spezifischen, Ansatz wurde
ein Fusionsprotein zwischen einem rekombinanten Spinnenseidenprotein und einer Cellulo-
sebindedomane hergestellt, um Cellulose-Nanokristall Komposite zu bilden [5]. In keinem der
beiden Ansatze wurden optische Leiterfunktionen erforscht.

Unsere wissenschaftlichen Vorarbeiten fokussierten sich auf die Charakterisierung, Modifika-
tion, Herstellung und Verarbeitung von proteinbasierten Materialien als bio-inspirierte griine
Biopolymere fiir innovative high-performance Anwendungen. Zur rekombinanten Herstellung
von Spinnenseidenproteinen wurde eine Plattformtechnologie entwickelt, mit der die von den
natirlichen Vorbildern abgeleiteten Spinnenseidenproteine im labortechnischen Maf3stab bi-
otechnologisch hergestellt werden [6]. Die am Lehrstuhl Biomaterialien eingesetzten Proteine
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sind die des Abseilfadens der Europaischen Gartenkreuzspinne Araneus diadematus; Fib-
roin 3 und 4 (ADF3, ADF4). Zusatzlich stehen Varianten bzgl. Ladung und anderen chemi-
schen Funktionen zur Verfigung [7]. Die in diesem Projekt verwendete rekombinante Spin-
nenseide ist die engineered Araneus diadematus Fibroin 4 C16 (eADF4(C16)) Variante. C16
steht hierbei fir 16 Wiederholungen des charakteristischen C-Moduls, welches entscheidend
fur die Eigenschaften der rekombinanten Spinnenseide ist.

Die rekombinanten Seidenproteine kénnen biotechnologisch auch mit anderen Funktionspro-
teinen oder Peptiden kombiniert werden, z. B. durch den molekularbiologischen Einbau einer
Gensequenz in bereits bestehende Spinnenseidengene, die zuvor ausgewahlte Proteine o-
der Peptide kodieren. Es sind verschiedene Varianten am Lehrstuhl etabliert, um das Funkti-
onsspektrum der Biotech-Seide zu erweitern, wie beispielsweise mit dem Enzym Esterase 2
[8]. In Vorarbeiten wurden am Lehrstuhl auch verschiedenste Verarbeitungstechniken etab-
liert. Darunter Spinn-, Guss-, 3D-Druck-, Sprih-, Schaum- und Beschichtungsmethoden, mit
denen die biotechnologisch erzeugten Spinnenseidenproteine in Fasern, Hydrogele,
Schaume, Partikel, Vliesstoffe, Beschichtungen, und weitere prozessiert werden kdnnen
(siehe Abbildung 1). Die Verarbeitung kann dabei so gesteuert werden, dass sie quantitativ
erfolgt. Den biologischen Spinnprozess in einen technischen Prozess zu uberflhren (Bionik)
war die grofdte Herausforderung. Das entwickelte neuartige biomimetische Spinnverfahren
empfindet die Natur gezielt nach und ermdglicht weltweit erstmalig die Herstellung biomimeti-
scher Seidenfasern mit gleicher Zahigkeit wie die der naturlichen Spinnenseide [9].

( Spinnenseiden-Proteine )
~ ~ ~ ~ N ~ N~ ~

( Prozessierung )
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Abbildung 1: Verarbeitung von Spinnenseidenproteinen in unterschiedliche Zustandsfor-
men (alle am Lehrstuhl Biomaterialien entwickelt und etabliert).

Hydrogele aus Spinnenseidenproteinen zeigen scherverdiinnendes Verhalten und lassen
sich tber 3D-Druckverfahren definiert ablegen [11].

Die entwickelte Plattformtechnologie zur rekombinanten Herstellung von Spinnenseidenpro-
teinen wird seit 2008 von der ausgegriundeten Firma AMSilk GmbH mit Sitz in Martinsried im
industriellen MafR3stab umgesetzt. Das Faser-Produkt BioSteel® stellt die weltweit erste und
einzige biotechnologische Spinnenseidenfaser mit naturidentischer Zahigkeit dar. Des Weite-
ren werden Spinnenseiden bereits in Form von Hydrogelen in Hautpflegeprodukten vermark-
tet.
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3 Zielsetzung

Die im Kooperationsprojekt BionOptik Il eingesetzte Cellulose gehort zu den wichtigsten Po-
lysacchariden und besitzt eine zentrale Bedeutung als nachwachsender Rohstoff fur die Her-
stellung biogener Materialien, die nachhaltig aus Pflanzen hergestellt werden. Die in diesem
Projekt verwendeten Spinnenseidenmaterialien sind ebenso nachhaltig tiber biotechnologi-
sche Routen zuganglich. Die Nachhaltigkeit dieser Materialien ist auf die nachwachsenden
Rohstoffe zur Produktion zurtickzufuhren. Fur die Cellulose sind dies die Pflanzen und fir die
Spinnenseide Bakterien sowie das Nahrmedium, welches ebenfalls aus natirlichen Bestand-
teilen wie Hefeextrakt und Glucose besteht.

Das Prinzip der Lichtleitung ist bei einem Tiefseebewohner zu finden: dem Giel3kannen-
schwamm (Euplectella aspergillum) [12]. Der Korper wird durch eine hohle, réhrenartige Git-
terstruktur gebildet, die aus biomineralisierten Glasnadeln besteht. An der Basalflache befin-
den sich ebenfalls elongierte, nicht vernetzte Glasnadeln, die durch ihren hierarchischen Auf-
bau ausgepragte Eigenschaften als Lichtwellenleiter zeigen (siehe Abbildung 2) [12]. Die Fa-
sern bestehen aus konzentrischen Ringen, welche um eine zentrale Faser angeordnet sind.
Auf der Nanostrukturebene wird deutlich, dass diese Fasern aus ca. 20 nm groRen Glasku-
geln (hydratisiertes Siliciumdioxid SiO.xH.0) aufgebaut sind. Eine derartige hierarchische Ar-
chitektur fir Glasfasern oder andere optische Materialien existiert derzeit fir technische
Lichtwellenleiter nicht.

Dies ist der biologische Hintergrund fur den hier verfolgten bionischen Ansatz. Aus Cellulose
sollen 20 nm groRRe Kugeln erzeugt werden, die dann analog der hierarchischen Struktur des
GieRkannenschwammes zu bionischen Lichtleitfasern assembliert werden. Die Spinnensei-
denproteine sind in dem Projekt essenziell fur die Einstellung der optischen Eigenschaften
sowie fur die Stabilitat der Lichtleitfasern.
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Abbildung 2: Biologische Lichtleitfasern: a) Gielt(kannenschwamm, b) Querschnitt
durch eine Basalglasfaser, c) Ringarchitektur der Glasfaser und Nanostruktur des
Glasfaserkerns aus Nanoglaskugeln, d) Unterschiede im Brechungsindex tber den
Querschnitt e) Lichtwellenleitereigenschaften der Basalglasfasern [23].
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Fur das Projekt BionOptik | und BionOptik II wurden folgende Arbeitshypothesen aufgestellt:

1) Aufgrund ihrer Brechungsindexunterschiede sind Cellulose (nssz = 1,47) und Spinnensei-
denproteine (neoo = 1,34-1,54) fiir die Erzeugung von optischen Materialien und Lichtwel-
lenleitern geeignet, die ausschliel3lich aus diesen beiden Biopolymeren bestehen.

2) Mit Cellulose- (BionOptik II) und Spinnenseidenproteingelen sowie Spinnenseidenfaser-
Verstarkern (BionOptik I) kdnnen konsolidierte Kompositmaterialien mit einstellbaren opti-
schen Eigenschaften generiert werden.

3) Mit der Herstellung von Cellulosenanokugeln und ihrer definierten Anordnung in Mikroka-
nalen kénnen nach dem biologischen Vorbild der Euplectella Lichtwellenleiter erzeugt
werden.

4) In Kombination mit Spinnenseidenproteinrdhrchen kénnen dadurch komplexere Lichtwel-
lenleiterarchitekturen realisiert werden.

Diese Arbeitshypothesen sollten durch nachfolgendes Arbeitsprogramm tberprift werden.
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3.1 Arbeitspaket 1: Rekombinante Herstellung neuer Spinnenseidenhybride

In diesem Arbeitspaket (AP) sollten Spinnenseidenproteine molekularbiologisch mit Cellulo-
sebindedoméanen (CeBD) gekoppelt und rekombinant hergestellt werden. Cellulosebindedo-
méanen (CeBD) sind kleine, 30 —180 Aminoséauren umfassende Bestandteile von Cellulase-
Enzymen in Mikroorganismen. Sie werden in 14 Familien basierend auf Aminosaure-Se-
guenz, Bindungsspezifitat und Struktur klassifiziert [13]. Sie haben i.d.R. eine C- oder N-ter-
minale Position im Enzym. Die Verwendung von CeBDs als Affinitats-Tag in der rekombinan-
ten Produktion von Fusionsproteinen ist bekannt [14]. Die Herstellung des genetischen Fusi-
onskonstruktes eADF4(C16)-CeBD sollte mittels einer Klonierungsstrategie analog zu der
von eADF4(C16)-Esterase 2 bzw. eADF4(C16)-GFP erfolgen. Wichtig dabei ist, wie in Vorar-
beiten gezeigt, dass die genetische Fusion der Proteine weder die Selbstassemblierungsei-
genschaften des Spinnenseidenproteins noch die native Struktur und katalytische Funktion
der CBD beeintrachtigt. Dies war auch hier zu erwarten, so dass eine funktionsfahige und
spezifische Bindung zu den Cellulose-basierten Materialien mdglich wird. Die begleitende
Proteinanalytik zur Reinheit und Identifizierung beinhaltet Gelelektrophorese, spektroskopi-
sche (CD, UV) und chromatographische Methoden gekoppelt mit MALDI-TOF zur Bestim-
mung der Molekulargewichte und Schwingquartzmikrowaagen (QCM)-Messungen zur Bin-
dung des Fusionsproteins an Cellulose.

3.2 Arbeitspaket 2: Prozessierung der neuen Hybride in Hydrogele und Fa-
sern

Nach molekularbiologischer Funktionalisierung sollten die Hybridkonstrukte in Hydrogele, Fa-
sern und Folien prozessiert werden. Fur die Verarbeitung der Fusionskonstrukte kann die Ar-
beitsgruppe verschiedene etablierte Prozessierungsverfahren, darunter Spinn-, Guss-, Be-
schichtungs- und 3D-Druckmethoden anwenden. Zudem kdnnen auch Mehrschichtsysteme
nach dem Layer-by-Layer-Prinzip zur Generierung von kontrollierten 2-D refraktiven Elemen-
ten hergestellt werden. Fasern werden mit einem etablierten Nass-Spinnverfahren hergestellt
[9]. Die Fusionsproteine werden dabei aus Losung in einem Fallbad ausgefallt und anschlie-
Bend in einer Nachverarbeitungsstrecke gewaschen und verstreckt (Industrie-Nassspinnan-
lage der Firma Dienes AG ist vorhanden). Ebenso ist die Herstellung von Hydrogelen mit re-
kombinanten Spinnenseidenproteinen als Methode etabliert. Es lassen sich durch Wahl und
Konzentration des Ldsungsmittels/Puffers kontrollierte Bedingungen der Hydrogele fir den
anschliel3enden 3D-Druck einstellen [15]. Es erfolgt eine mikroskopische (Licht- und Raster-
elektronenmikroskopie), rheologische und spektroskopische Charakterisierung der herge-
stellten Morphologien.
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3.3 Arbeitspaket 3: Prozessieren von Spinnenseidenproteinen und Chitosan
in formverandernde Folien (4D-Druck).

Es sollten auf Basis der Spinnenseidenproteine formverandernde Strukturen (R6hrchen) her-
gestellt werden. Eine Formanderung erfordert Stimuli-Sensitivitat und eine inhomogene
Quellung des Materials. Die inhomogene Quellung kann erreicht werden, wenn zwei Poly-
mere mit unterschiedlichen Quelleigenschaften verwendet werden (siehe Abbildung 3). So
entstehende, selbst-assemblierende Strukturen basieren auf einem wichtigen Strukturie-
rungsprinzip der Natur, das als Konzept zur Bildung sogenannter ,intelligenter Materialien®
(smart materials) im Projekt genutzt werden soll (4D-Prozessierung). In Vorarbeiten wurden
fur die Generierung von selbstrollenden Rdéhrchen zweilagige Folien aus Chitosan als Stimu-
lus-responsivem Biopolymer (aktive Schicht) und rekombinantem Spinnenseidenprotein
(passive Schicht) verwendet. Durch die starkere Quellung der auf3en liegenden Chitosan-
Schicht in einem wassrigen Puffer wird unter Verwendung von Kanilen ein Rollen entlang
der Folien-Langsachse induziert. Die R6hrchen haben einen Durchmesser von ca. 1 mm.
Durch Variation der Prozessparameter wie Schichtdicken, Kanulendurchmesser etc., aber
auch anderer Stimuli wie beispielsweise Anderung des pH-Wertes des Puffers konnen die
entstehenden Rohrchen kontrolliert eingestellt werden.

Abbildung 3: Faltverhalten von Doppelschichten aus Chitosan und Spinnenseide. Zu-
nachst wurde eine Chitosanfolie gegossen, die danach mit einer eADF4(C16)-Folie be-
schichtet wurde. Durch Inkubation in Puffer rollt sich die Chitosanfolie um eine Achse
auf, sodass die Seidenfolie die Innenseite der entstehenden Réhrchen bedeckt.

3.4 Arbeitspaket 4: 3D-Druck der optischen Cellulose/Spinnenseidengele auf
formverandernden Folien (4D-Druck).

In diesem AP sollten die formverandernden Folien (4D-Prozessierung) mit Cellulose, bzw.
den angestrebten Spinnenseiden/Cellulose-Hydrogelen mittels 3D-Druckverfahren gefillt
und ihre Eigenschaften analysiert werden. Dazu werden zunachst die in AP1-2 hergestellten
Spinnenseidenprotein-Hydrogele auf die formveréanderbaren Bilayer-Filme aus AP1-3 aufge-
druckt und das Rollverhalten analysiert. Fir den 3D-Druck steht ein 3D-Drucker (RegenHU)
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mit 4 unterschiedlichen Druckkodpfen zur Verfligung. In Vorarbeiten konnte bereits gezeigt
werden, dass auch mit mesoporésen Silika-Nanopartikeln beladene Seidenhydrogele 3D-ge-
druckt werden kdnnen [16]. Analog dazu sollen die Spinnenseidenhydrogele mit den Cellu-
lose-Nanokugeln der Arbeitsgruppe von Prof. Zollfrank (AP2-3) beladen und auf die Bilayer-
Folien 3D-gedruckt werden. Es erfolgt eine eingehende mikroskopische und mechanische
Analyse der geflllten Lichtleiterstrukturen. Zudem soll der Effekt einer Verstarkung der ent-
stehenden Strukturen durch implementierte Spinnenseidenfasern untersucht werden.

10
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3.5 Ursprunglicher Zeitplan und Meilensteinplanung

Arbeitspakete AP 19/ 18/ 19/ 18/ 20/ 20/ 20/ 20/ 21/ 21f 21§ 21
1 2 2 4 1 2 2 4 1 2 2 4

AP1-1: Rekombinante Her-

stellung neuer Spinnensei-
denhybride

Das Ziel ist die molekularbio-
logische Kopplung und rekom-
binante Herstellung von neu-
artigen Spinnenseidenprotei-
nen mit Cellulosebindedoma-
nen (CeBD)

AP1-2: Prozessierung der
neuen Hybride in Hydro-
gele und Fasern

Das Ziel ist die Verarbeitung
der neuen Spinnenseiden-
CeBD-Hybride in funktionale
Hydrogele, die als Matrix, und
mechanisch stabile Fasern, die
als Verstarker in den neuen
Lichtwellenleiterstrukturen
eingesetzt werden.

AP1-3: Prozessieren wvon
Spinnen-seidenproteinen
und Chitosan in formverdn-
dernde Folien (4D-Druck)

Ziel ist es, sich selbst-rollende
Rahr-chenstrukturen als Man-
tel fir die Lichtwellenleiter
herzustellen.

AP1-4: 3D-Druck der opti-
schen Cellulose/fSpinnen-
seidengele auf Formverdn-
dernden Folien (4D-Druck)

Ziel ist es, die neuen Cellu-
lose-Spinnenseiden-Lichtwel-

lenleiter in die formverandern-
den Folien zu drucken (3D),
damit diese sich nach externer
Initiation um die Lichtwellen-
leiterstrukturen formen (4D).

Abbildung 4: Im Projektantrag vorgeschlagener Zeitplan zur Verteilung der Arbeiten.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Das Projekt hatte eine Verzégerung von ca. 6 Monaten, da die Findung und Einstellung ei-
nes passenden wissenschaftlichen Mitarbeiters nach Bewilligung des Projektes Mitte De-
zember 2018 bis in den Frihsommer 2019 in Anspruch nahm. Entsprechend wurde der Zeit-
plan angepasst. Somit standen erste Proteine ab Mitte 2020 zur Verfigung. Ab diesem Zeit-
punkt konnte ein direkter Materialaustausch mit BionOptik Il realisiert werden. Wie in den fol-
genden Kapiteln beschrieben, wurde das Fusionsprotein jedoch nochmals modifiziert, da die
urspriinglich geplante Variante keine Bindung zu Cellulose ermdglichte. Die spater entwi-
ckelte, bindende Variante, ist allerdings sehr scherempfindlich und muss in wassriger Losung
gelagert werden. Deshalb konnte, u.a. auch Pandemie-bedingt kein Materialaustausch statt-
finden. Da der Transport der Proteinldsung mit Paketdienstleistern nicht realisierbar war und
personliche Treffen/Dienstreisen stark eingeschrankt waren, wurden alle Prozessierungs-
schritte von Cellulosematerialien in Kombination mit dem Spinnenseiden-Fusionsprotein in
Bayreuth durchgefihrt.
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4.1 Arbeitspaket 1: Rekombinante Herstellung neuer Spinnensei-
denhybride

Zur erfolgreichen Herstellung des neuartigen Fusionsproteins, musste vorerst eine geeignete
Cellulose-bindende-Doméne (CeBD) identifiziert und, gekoppelt an die DNA-Sequenz von
eADF4(C16), in den Tragervektor pET28 (folgend pET-Vektor genannt) tberfuhrt werden.

Nach erfolgreicher Klonierung erfolgte eine Expressionsanalyse des Proteins in verschiede-
nen Escherichia coli (E. coli) Stammen und anschlie3end Fermentationen in 1.3, 3.5, 5 und
20 L Fermentern.

Die erhaltene Bakterienfeuchtmasse wurde anschliel3end aufgereinigt, um das Zielprotein zu
extrahieren.

Analysen zur Proteinreinheit umfassten SDS-PAGEs (mit anschlielBender Silberfarbung),
UV-Vis und CD-Spektroskopie und MALDI-TOF.

4.1.1 Findung einer geeigneten Cellulose-bindenden-Doméne

Der erste Teil des Arbeitspakets 1 befasste sich mit der Findung einer geeigneten Cellulose-
bindenden-Doméane (CeBD). Diese sollte mehreren Anforderungen gerecht werden, wie zum
Beispiel die Moglichkeit der Proteinproduktion in Escherichia coli, dem am Lehrstuhl etablier-
ten Expressionsorganismus. Des Weiteren sollte gewdahrleistet sein, dass die Doméane auch
nach der Modifikation mit einem anderen Protein (in diesem Falle eADF4(C16)) Bindungsak-
tivitat aufweisen kann.

CeBDs sind Domanen von Exo- und Endoglucanasen mehrerer grampositiver Bakterien und
Pilze [14]. Da das Spinnenseidenfusionsprotein von E. coli exprimiert wird, wurde die CeBD
der Exoglucanase [17, 18] von Cellulomonas fimi verwendet, da beide Bakterien grampositiv
sind und eine sehr ahnliche Codonverwendung aufweisen [19]. Diese gehort zur Familie 2
der CeBDs, bei der es sich um die Familie der irreversiblen CeBDs handelt [20, 21]. Die
CeBDs haben ein gemeinsames Merkmal: Sie alle enthalten einen Kamm, wie in Abbildung
5 in Gelb hervorgehoben, aus linear angeordneten, fast regelméaiig beabstandeten und 16-
sungsmittelexponierten Aromaten (Tryptophanresten), die an der Bindung der CeBD an Cel-
lulose beteiligt sind [21]. Sowohl CeBDcex (C-terminal) als auch CeBDcena (N-terminal) von
C. fimi zeigen drei TRP-Reste, TRP17, TRP38 und TRP54, welche streng konserviert sind.
Insgesamt weist CeBDcex sogar finf TRP-Reste auf, welche, wie Din et al. heraus fanden,
die Bindung zwischen CeBD und Cellulose durch einen hydrophoben Effekt verursachen, der
zwischen den insgesamt fiinf Tryptophanresten und der flachen Oberflache der Zuckerringe
der Cellulose auftritt [22]. Dies wirde auch die hohere Affinitat fur die strukturierte kristalline
Cellulose erklaren, wenn die Tryptophanreste auf einer mehr oder weniger flachen Oberfla-
che exponiert werden.
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Abbildung 5: Struktur der CeBDcex. In Gelb hervorgehoben sind die Trypthophanreste
17, 54 und 72, welche besagten “Kamm” zur Cellulose-Bindung bilden.

Aufgrund der Mdglichkeit der Modifizierung des Proteins am N-terminus zur spateren Aufrei-
nigung wurde die CeBDcex am C-Terminus des eADF4(C16) angebracht und fortlaufend als
CeBD bezeichnet. Die entsprechende Aminosaure-Sequenz fur die Domane lautet:

ASSGPAGCQVLWGVNQWNTGFTANVTVKNTS-
SAPVDGWTLFSFPSGQQVTQAWSTVTQSS-
VTVRNAPWNGSIPAGGTAQFGFNGSHTGTNAAPTAFSLNGTPCTVG

Wie bereits anfangs beschrieben, wurde das Protein nochmals weiter modifiziert, da das ur-
spriinglich geplante Fusionsprotein, bei dem die CeBD-Sequenz direkt auf die eADF4(C16)-
Sequenz folgte, keine Bindung an Cellulose erkennen liel3. Grund hierfir ist vermutlich die
Néhe der CeBD zum eADF4(C16) Protein. eADF4(C16) ist zwar intrinsisch ungefaltet, kann
aber aufgrund von Ladungen oder B-Faltblatt-Strukturen Interaktionen mit dem Fusions-
partner eingehen. Durch die Inkorporation eines sogenannten Prolinlinkers (PL), konnte die
Funktionalitat des Fusionsproteins hergestellt werden. Der Prolinlinker kommt ebenfalls im
natirlichen Protein, der Cellulase, vor, um die katalytische Domé&ne von der CeBD zu tren-
nen. Er besteht aus 21 alternierenden Prolin und Trypthophanresten und weist somit keine
Struktur, Ladung oder sonstige etwaige Funktionen auf3erhalb der eines Abstandshalters auf.
Das so entstandene neue Fusionsprotein wurde eADF4(C16)-PL-CeBD benannt.

14
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Abbildung 6 zeigt eine schematische Zusammenfassung des neuartigen Fusionsproteins.
Das rekombinante Spinnenseidenprotein eADF4(C16), welches aus 16 Wiederholungen des
sogenannten C-Moduls besteht (Aminosaure-Sequenz: GSSAAAAAAAASGPGGQGPEN-
QGPSGPSGPGQPGGP) ist molekularbiologisch mit der Aminosaure-Sequenz der CeBD
und dem Prolinlinker (PL) am C-Terminus erweitert, um so eine Bindung an Cellulosemole-
kile zu ermoglichen.

Fur Analyse- und Aufreinigungszwecke besitzen die Fusionsproteine am N-Terminus einen
T7- und einen 6-HIS-Tag.
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Konsensus-Sequenz: Das C-modul

v
HZN\/L%OOH

16
eADF4(C16)

eADF4(C16)-PL-CeBD

Abbildung 6: Schematische Darstellung des gekoppelten Fusionsproteins eADF4(C16-
CeBD).
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4.1.2 Klonierung des Expressionsvektors

Die Klonierung von eADF4(C16)-CeBD und eADF4(C16)-PL-CeBD wurde mit einen soge-
nannten nahtlosen Klonierungsansatz durchgefiihrt [24] und von einem externen Sequenzie-
rungs-Dienstleister bestatigt. Bei der Klonierung werden zwei pCS-Vektoren mit jeweils den
beiden zu kombinierenden Zielsequenzen nach bzw. vor jener Sequenz und in der Ampicil-
lin-Resistenz verdaut, so dass beide Teile der Sequenz nahtlos ligiert werden kénnen und
erfolgreiche Ligationen eine wieder zusammengefugte Ampicillin-Resistenz aufweisen. Die
kombinierte Zielsequenz wird daraufhin in den Expressionsvektor pET Uberfuhrt, welcher flr
die Produktion von rekombinanten Proteinen von E. coli optimiert ist.

Nach den Restriktions- und Ligationsschritten erfolgt eine Transformation des pET-Vektors in
den verwendeten E.coli Stamm (hier DH10b) mit anschlieBendem Ausplattieren auf einem
Selektionsnahrboden. Die DNA jeder Uber Nacht gebildeten Kolonie wurde mithilfe des Pro-
mega DNA miniprep kits zur weiteren Modifizierung extrahiert.

Potenziell erfolgreiche Klonierungsansatze wurden durch Agarosegelelektrophorese identifi-
ziert und durch einen Sequenzierungsdienstleister bestatigt.

Abbildung 7 zeigt ein reprasentatives Agarosegel Bild nach einem BamHI/Hindlll Testverdau
des pET28 _C16_PL_CeBD-Vektors vor der Sequenzierung.

7kb A j
Ski sl —— B — - "
3kb —

et
e

[ oqa

Abbildung 7: Agarosegelelektrophorese nach einem BamHI/Hindlll Testverdau von
pET28 C16_PL_CeBD. Die Banden an den Randern zeigen einen 10 kb-Standard. Die
jeweiligen Restriktionsprodukte im rot markierten Bereich sind von oben nach unten:
Der doppelt verdaute, “leere” pET_C16 pl_CeBD-Vektor mit ~5kb und die BamHI/HindllI
verdaute Zielsequenz mit 2 kb.

Wie in Abbildung 7 zu erahnen ist, war die Klonierung in diesem Falle bei 5 Kolonien erfolg-
reich. Jede Bande steht fir den Verdau einer Bakterienkolonie. Im rot markierten Bereich ist
die zu erwartende Aufteilung zu sehen. Die anders verteilten Banden zeigen entweder nur
teilweise verdaute Vektoren bei ~7 kb oder andere, nicht eindeutig zu identifizierende, Frag-
mente. Banden, die der zu erwartenden Verteilung entsprachen, wurden sequenziert und die
resultierenden Dateien wurden mit in silica Experimenten abgeglichen. Hierfiir wurde die
Software SnapGene verwendet. Die Ubereinstimmenden Vektoren wurden re-transformiert
und die DNA amplifiziert, um sie fur die anschlieRende Proteinproduktion weiterzuverwen-
den.
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4.1.3 Expressionstests flir eADF4(C16-CeBD)

Um geeignete Bedingungen fur die Fermentation von eADF4(C16)-PL-CeBD zu finden, wur-
den mehrere Expressionstests durchgefihrt. Hierfir wurden drei E. coli Stamme
(BL21gold(DE3), HMS174 und SHuffle) bei 25, 30 und 37°C und mit Induktionskonzentratio-
nen von 0.1 und 1 mM Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) zwischen 0 und 72 Stun-
den Induktionszeit verglichen. Da eine Rickfaltung des Fusionsproteins sich als zu unzuver-
lassig erwies, war es wichtig geeignete Parameter fir eine Akkumulation des Proteins im
Uberstand zu finden, um Chromatographische Verfahren zur Aufreinigung anwenden zu kon-
nen, um die Proteinfaltung zu erhalten.

Fur die Expressionsanalyse wurde eine Ubernachtkultur einer Transformationskolonie ge-
zlichtet, um damit eine erneute Kultur am Folgetag anzusetzen. Diese wurde bis zu einer op-
tischen Dichte (OD) von 0.7 gezlichtet und dann bei der entsprechenden Temperatur indu-
ziert. Die Proben wurden mit Lysozym und Ultraschall aufgeschlossen und anschlie3end
tber SDS-PAGE (Abkurzung fur Englisch sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electro-
phoresis) aufgetrennt. Die Gele wurden anschlie3end entweder per Silberfarbung geféarbt o-
der einem Western-Blot unterzogen. Beim Western-Blot wurden sekundare anti-T7 Antikor-
per verwendet, welche an den N-Terminus des Fusionsproteins binden.

Uberraschenderweise waren die Expressionstests aller getesteten Stamme, Temperaturen
und Induktionskonzentrationen sehr ahnlich. Bei jeder getesteten Parameterkombination be-
fand sich das Protein stets im Pellet, was auf eine Agglomeration in Inklusionskorpern schlie-
3en lasst. Dies wirde bedeuten, dass das Protein unlgslich ist. Grinde hierfur konnten die
falsche Proteinfaltung, die Proteineigenschaften oder die Produktionsparameter sein. Jeden-
falls bedeutet es, dass das Protein nach der Reinigung und vor der letztendlichen Verwen-
dung wieder geltst werden musste, wozu jedoch Losungsmittel oder chaotrophe Salze ndétig
waren, welche wiederum die Faltung der CeBD beeintrachtigen wrden.

Abbildung 8 zeigt die Ergebnisse der Expressionsanalyse von eADF4 (C16)-PL-CeBD in
Bl21gold (DE3) zwischen 0 und 48 Stunden bei 30°C. Diese Parameter sind stellvertretend
fur alle anderen getesteten Kombinationen, da sie keine bedeutenden Unterschiede aufwie-
sen. Der Western-Blot zeigt fur jede Probe ein T7-getaggtes eADF4(C16)-PL-CeBD. Darlber
hinaus sind keine zusatzlichen, kleineren Banden sichtbar, die einen Abbau des Proteins an-
zeigen wirden.

Da die Expressionsanalyse keinen Aufschluss tber die bestmoglichen Fermentationspara-
meter geben konnte, wurden diese anhand von Erfahrungswerten festgelegt und erst im Fer-
mentationsmaRstab weiter angepasst. Die schlechte Ubertragbarkeit von Expressionstest
auf Fermentation lasst sich am besten an den geé&nderten Prozessparametern erklaren. Bei
einem Expressionstest gibt es keinerlei Luft- oder Sauerstoffzufuhr, sowie keinen geregelten
pH-Wert oder Substratfluss. Die OD bei Induktion entspricht somit beim Expressionstest un-
gefahr 1 und bei einem 5 L Fermenter 50, oder sogar 80 bei einem 20 L Fermenter. Dadurch
ist auch die Proteinmenge bei einer Fermentation um ein Vielfaches grof3er.
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Abbildung 8: Silberfarbung (oben) und Western Blot (unten) von SDS-Gelen der Expres-
sionsanalyse. Der Western Blot wurde mit T7-Antikdrpern inkubiert.
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4.1.4 Fermentation und Proteinreinigung

Die Fermentation des Zielproteins eADF4 (C16)-PL-CeBD wurde in 1.3, 3.5, 5 und 30 L Bio-
reaktoren durchgefihrt, die jeweils tiber die EVE-Bioprozessplattform gesteuert wurden. Ab-
bildung 9 zeigt einen 1.3 L Fermenter. Man liel3 die Bakterienkultur bei 37°C wachsen, bis
ein Wert fur die optische Dichte (OD) von 40-50 erreicht war. Dann wurde die Proteinproduk-
tion durch Zugabe von IPTG mit einer Endkonzentration von 1 mM und Regulierung der
Temperatur auf 30°C induziert. Nach der gewtinschten Expressionszeit von 2 Stunden wur-
den die Bakterien geerntet. Die Induktionszeit von 2 Stunden wurde experimentell bestimmt.
Die geerntete Bakteriensuspension wurde bei —80°C gelagert.

Abbildung 9: 1.3 L Minifors Fermenter zur rekombinanten Herstellung der Fusionspro-
teine.

Die Proteinreinigung wurde mittels Immobilisierter-Metallionen-Affinitatschromatographie
(IMAC) mit Ni-NTA-Saule durchgefihrt. Ni-NTA-Agarose ist ein nickelbeladenes Affinitats-
harz, das zur Reinigung rekombinanter Proteine verwendet werden kann, die eine Polyhisti-
din (6xHis)-Sequenz enthalten, indem Chelatkomplexe gebildet werden. An das Harz gebun-
dene Proteine kdnnen entweder mit einem Puffer mit niedrigem pH-Wert oder durch Kompe-
tition mit Imidazol oder Histidin eluiert werden.
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Auch hier wurden die optimalen Elutionsbedingungen experimentell bestimmt und ein saube-
res Protein konnte gewonnen werden. Die Proteinertrdge waren ca. 0.25-0.35 mg pro
Gramm E.coli Pellet.

Eine Publikation, die auch Daten der Proteinproduktion und Reinigung, sowie einen Fermen-
tationsverlauf und Chromatogramme zeigen wird, ist in Bearbeitung.

4.1.5 Proteinanalyse

Das aufgereinigte eADF4(C16)-PL-CeBD wurde anhand von SDS-PAGE mit anschlieRender
Silberfarbung und Western-Blot auf seine Reinheit Uberprift.

Berechnungen per protParam, einem kostenlosen online Tool zur Bestimmung von Moleku-
largewichten, zufolge sollte das Fusionsprotein ein Molekulargewicht von 60.7 kDa haben.
Eine MALDI-TOF Messung bestatigte das exakte Molekulargewicht von 60.7 kDa.

Um zu verifizieren, dass die CeBD korrekt gefaltet vorliegt und somit eine Bindung an Cellu-
lose moglich ist, wurde die Denaturierung des Proteins mittels nah-UV Circulardichroismus
(CD) und Fluoreszenzspektroskopie analysiert. Da der eADF4(C16)-Teil des Fusionsproteins
intrinsisch ungefaltet ist, muss jede festgestellte Denaturierung des Proteins auf eine Entfal-
tung der CeBD zurilickzufihren sein. Die Denaturierung wurde thermisch, sowie chemisch
untersucht, wobei zur chemischen Denaturierung Guanidinhydrochlorid (GdmCL), ein cha-
otrophes Salz, genutzt wurde.

Durch diese Methoden konnte festgestellt werden, dass sich das Protein ab 60°C zu denatu-
rieren beginnt und bei ca. 80°C vollstandig denaturiert ist. Die chemische Denaturierung be-
gann bereits ab 1M GdnCL.

Das gefaltete Fusionsprotein wurde anschlieBend bzgl. Adh&sion an Cellulose untersucht.
Hierfir wurden QCM-D (Quartz Crystal Micro-balance and Dissipation) Messungen durchge-
fuhrt. Mit QCM-D kénnen kleinste Masseanderungen im Nanogramm Bereich detektiert wer-
den. Die Sensor-chips wurden mit 0.5% Cellulose Losung (bereitgestellt von Prof. Zollfrank‘s
Gruppe, TUM) per spin-coating beschichtet. Abbildung 10 zeigt die Ergebnisse einer QCM-
Messung nach Sauerbrey Auswertung.
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Abbildung 10: Vergleich der akkumulierten Proteinmasse auf einem Cellulose-be-
schichteten QCM-D-Chip. n=2

Abbildung 10 verdeutlicht, dass eine Bindung des Proteins an die Cellulose beschichteten
QCM-D Chips stattfindet. Somit sind alle Anforderungen von AP-1 erflillt.

Aufgrund der gewonnenen Erkenntnisse Uber das neue Protein, insbesondere der Scheran-
falligkeit und der Lagerung in wassriger Losung, um die Faltung zu erhalten, konnten nicht
alle Arbeitspakete wie im Projektantrag und der Zielsetzung beschrieben bearbeitet werden.
Die direkte Prozessierung zu Fasern scheint zwar durchaus mdglich, ist aber in diesem Pro-
jektzusammenhang nicht zielfihrend, da ein paralleles Spinnen aufgrund der verschiedenen
Ldsungsmittelsysteme der beiden Komponenten (eADF4(C16)-PL-CeBD und Cellulose)
nicht durchfiihrbar ist. Des Weiteren ist die Produktionsausbeute sehr gering. Somit wurde
die Vorgehensweise angepasst und Beschichtungen von Cellulosefasern mit Seide durchge-
fuhrt (siehe 4.4).
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4.2 Arbeitspaket 2: Prozessierung der neuen Hybride in Hydrogele
und Filme

Wie bereits erlautert, wurde Arbeitspaket 2 angepasst, sodass hier die Verarbeitung in Filme
und Hydrogele fokussiert wurde.

4.2.1 Prozessierung in Filme

Um die Cellulose-bindende Funktion von eADF4(C16)-PL-CeBD zu erhalten, musste die
Prozessierung in Filme aus wassrigen Loésungen mit Zugabe von 20 mM Ammoniumhydro-
gencarbonat (NH,HCO3) durchgefuhrt werden. Das zugesetzte Salz erhoht die Stabilitat des
Proteins und zersetzt sich bei Verdunstung riickstandslos in NHs, CO, und H>O. Somit soll-
ten keine Defekte im Film entstehen. Es konnten véllig transparente Filme gegossen werden.
Nachteil dieser Methode ist, dass aufgrund der hohen Verdunstungszeit keine dicken Filme
produzierbar sind. Durch die lange Zeit, beginnt das Protein Agglomerate zu bilden und es
entsteht ein triber Film. eADF4(C16)-PL-CeBD ist maximal bis ~6 mg/mL I6slich, bevor es
dimerisiert und ausfallt.

Die aus NH,HCO; gegossenen Filme wurden in den nachsten APs fir die selbst-rollenden
Filme verwendet. Vorab wurden Experimente durchgefiihrt, um zu tberprifen, ob diese
Filme, wenn erneut befeuchtet, an Cellulose binden kénnen. Hierfir wurden eADF4(C16)
und eADF4(C16)-PL-CeBD Filme aus NH,HCO; gegossen und anschliel3end 20 Minuten mit
Wasserdampf nachbehandelt. Anschlieend wurden jeweils 20 pL einer 3 mg/mL Suspen-
sion der Cellulosenanopartikel (CNP) der TUM auf den Filmen getrocknet. Genauere Infor-
mationen uber die CNP sind dem Bericht der Gruppe von Prof. Zollfrank zu entnehmen.
Nach 30 Minuten wurden die Filme 3-mal mit Wasser gewaschen und wiederum getrocknet.
Die Analyse der einzelnen Materialien wurde mit einem Rasterelektronenmikroskop (REM)
durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 11 dargestellt.
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CNP auf eADF4(C16)

A

Abbildung 11: REM-Aufnahmen von getrockneten CNP auf eADF(C16) und eADF4(C16)-
PL-CBD Filmen vor (links) und nach (rechts) 3 Waschschritten mit Wasser.

Abbildung 11 zeigt deutlich, dass die Partikel besser auf eADF4(C16)-PL-CeBD haften, je-
doch ist auch zu erkennen, dass die CNP in wassriger Suspension miteinander verschmel-
zen. Dadurch konnten keine optischen Messungen durchgefiihrt werden.

4.2.2 Prozessierung in Hydrogele

Die Prozessierbarkeit in Hydrogele wurde untersucht, um Komposit-Gele fir die Lichtleitung
herzustellen, welche anschlieBend auf selbst-rollende Roéhrchen aufgedruckt werden sollten.

Die Produktion von Hydrogelen war erfolgreich. Durch Einmischen von Cellulosemikrofasern
(Merck) konnte die Stabilitat der Gele stark erhoht werden. Daten werden in einer geplanten
Publikation gezeigt.

Aufgrund der schlechten Verarbeitbarkeit der CNP in Wasser, kommen Anwendungen im
Hydrogel fur optische Anwendungen nicht in Frage und wurden nicht weiterverfolgt. Fur An-
wendungen jenseits der Optik kdnnten sich jedoch interessante Gebiete fur ein solches Kom-
posit-Gel finden. So kénnten die Komposit Hydrogele zum Beispiel Anwendungen im Berei-
chen der Gewebe(re)konstruktion finden, fir welche Hydrogele aus unmodifizierter, unver-
starkter rekombinanter Spinnenseide zu instabil sind. Eine weitere mdgliche Anwendung,
ebenfalls im Bereich der Biomedizin, waren Wirkstoffdepots, welche ihre Wirkstoffe langsa-
mer freigeben, je stérker sie vernetzt sind. Diese Vernetzung lieRe sich durch den Anteil an
verlinkenden Cellulose Nanopartikeln steuern.
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4.3 Arbeitspaket 3+4: Prozessieren von Spinnenseidenproteinen
und Chitosan in formverandernde Folien (4D-Druck)

Aufgrund der vorangehenden Erkenntnisse, dass eADF4(C16)-PI-CeBD mit CNP nicht fur op-
tische Anwendungen in Frage kommt, wird AP3 und 4 hier zusammenfassend beschrieben.

4.3.1 Prozessierung in selbst-rollende Filme

Basierend auf Vorarbeiten des Lehrstuhls Biomaterialien [25] wurden zweilagige Filme aus
Chitosan und eADF4(C16)-PL-CeBD gegossen, um ein Rollen durch die Schwellung des
Chitosanfilms zu induzieren. Jedoch sollte hier statt einer Spritzennadel, eine Linie aus CNP
als Rollachse fiur den Film dienen.

Um dies zu erreichen, wurde eine 2 %ige Chitosan Losung in 1 % Ameisensaure tber Nacht
gel6st, gefiltert und anschlielRend auf Polystyrol gegossen. Der Film wurde Uber Nacht ge-
trocknet und anschlieend mit 0.1 M NaOH nachbehandelt. Auf den trockenen Film wurde
nun ein weiterer Film aus eADF4(C16)-PL-CeBD in 20 mM NH,HCO; gegossen. Nach dem
Trocknen Uber Nacht, wurde der komplette Film mit Wasserdampf nachbehandelt und in ca.
0.5*1.5 cm grolRe Rechtecke zurechtgeschnitten. Entlang der 1.5 cm Achse wurde auf die
aus eADF4(C16) bestehende Seite mit Rasierklingen eine Linie aus CNP geformt und der
zweilagige Film wurde mit den platzierten CNP vorsichtig auf eine Wasseroberflache gelegt.
Durch die starke Schwellung von Chitosan rollte sich der Film entlang der langen Achse. Je-
doch war die Linie aus CNP nicht schwer und stabil genug, um eine wirkliche Drehachse zu
bilden. Aufgrund dessen hat sich der Film von beiden Seiten gleichzeitig gerollt. Des Weite-
ren konnte der Querschnitt nur sehr schwer observiert werden, da aus dem getrockneten
Rollchen die CNP wieder herausfielen. Abbildung 12 zeigt einen solchen Querschnitt mit we-
nigen verbleibenden CNP. Die trockenen CNP banden nur sehr schlecht an den
eADF4(C16)-PL-CeBD Film. Des Weiteren blieben die CNP durch diese Prozessierung un-
durchsichtig und waren damit nicht geeignet fur Lichtwellenleitung.
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Abbildung 12: REM-Aufnahme eines selbst-geroliten eADF4(C16)-PL-CeBD/Chitosan
Rohrchens mit inkorporierten CNP
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4.4 Lichtwellenleiter aus Cellulose und eADF4(C16)-PL-CeBD

Durch die Ergebnisse aus AP 3 wurde ersichtlich, dass der im Antrag vorgeschlagene An-
satz des selbstrollenden-Réhrchens mit implementierten CNP nicht zielfiihrend ist. Durch die
unterschiedlichen Beschaffenheiten und Verarbeitungsmethoden der CNP und des Fusions-
proteins, kann weder eine optisch aktive Hydrogel Matrix, noch ein selbst-rollender Lichtwel-
lenleiter prozessiert werden. Des Weiteren sind dicke, frei-stehende Filme aus eADF4(C16)-
PL-CeBD nicht produzierbar, was die Nutzung auf Beschichtungen beschrankt.

Der Brechungsindex von eAF4(C16) Filmen war 1.49-1.53 und 1.55-1.57 fir Cellulose, womit
eine Lichtwellenleitung maoglich ist, wenn Cellulose als Kern und rekombinante Spinnenseide
als Mantel eingesetzt wird.

Ein moglicher Ansatz, um Lichtwellenleiter aus den beiden Materialien herzustellen war des-
halb das Beschichten von Cellulosefasern, die von Prof. Zollfranks Gruppe hergestellt wur-
den. Diese besitzen bereits lichtleitende Eigenschaften. In Bayreuth wurden sie mit dem Fu-
sionsprotein beschichtet.

Hierzu wurden spezielle Vorrichtungen mittels 3D-Druck erstellt, um die Fasern moglichst
gleichmafiig zu beschichten. Die Cellulosefasern konnten erfolgreich ummantelt werden,
ohne dass eine Delaminierung stattfand. Die Fasern wurden dann in Prof. Zollfrank’'s Gruppe
analysiert. Die Lichtwellenleiter wiesen eine niedrigere Dampfung auf als vor der Beschich-
tung und sind somit als Biopolymer Lichtleiter geeignet. Durch den Mantel aus rekombinanter
Spinnenseide kdnnen u.a. im medizinischen Bereich Anwendung finden, indem man sich die
biokompatiblen Eigenschaften der Spinnenseide zunutze macht. Eine weitere Eigenschatft ist
die gezielte Bioabbaubarkeit des Mantels. So kdnnten zukuinftig Lichtwellenleiter mit einer
definierten Lebensdauer erzeugt werden. Des Weiteren kdnnen diese Lichtwellenleiter nach-
haltig produziert werden und sind zu 100% aus erneuerbaren Rohstoffen. Abbildung 13 zeigt
die lichtleitenden Fasern.
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Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 13: 3 Lichtleitende Cellulose/eADF4(C16)-PL-CeBD Fasern mit griinem,
orangenen und rotem Licht.

Daten zur Lichtwellenleitung sollen demnéachst publiziert werden.
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5 Zusammenfassung

Ein Hybridprotein aus Spinnenseide und einer Cellulose-Bindedomane (eADF4(C16)-PL-
CeBD) konnte erfolgreich hergestellt, charakterisiert und prozessiert werden, welches in
Kombination mit Cellulose und dem Partnerprojekt BionOptik 1l zu einem Lichtwellenleiter
weiter prozessiert wurde. Die Arbeitspakete 1 und 2 wurden damit vollstandig abgeschlos-
sen. Das Protein kann von E. coli hergestellt und per Immobilisierter-Metallionen-Affinitats-
chromatographie (IMAC) aufgereinigt werden. QCM-D (Quartz Crystal Microbalance and Dis-
sipation) Messungen haben die Bindung an Cellulosefilmen bestétigt. Filme und Hydrogele
konnten erfolgreich hergestellt werden.

Die Arbeitspakete 3 und 4 wurden aufgrund der unvereinbaren Materialeigenschaften der
Cellulosenanopartikel (CNP) und dem Fusionsprotein zusammengefihrt. Die Produktion von
selbst-rollenden Spinnenseidenréhrchen mit einem Kern aus CNP konnte nicht realisiert wer-
den, da die CNP in Wasser verarbeitet nicht in der Lage sind Licht zu leiten und nicht als
Rollachse dienen kénnen. Des Weiteren muss eADF4(C16)-PL-CeBD zwingend in wassriger
Ldsung bleiben und kann auf kein anderes Losungsmittelsystem angepasst werden, welches
fur die Cellulose besser geeignet ware.

Somit wurde eine neue Herangehensweise mit dem Ummanteln der Cellulosefasern verfolgt.
Dieser war sehr erfolgreich. Eine Publikation ist geplant.

Zusammenfassend sind 2 Publikationen in Anlehnung an das Projekt geplant:

1. Publikation in Kooperation mit Prof. Zollfranks Gruppe: Biopolymerbasierter Lichtwel-
lenleiter aus Cellulose und rekombinanter Spinnenseide

2. Alleinstehende Publikation: Herstellung und Charakterisierung von eADF4(C16)-PL-
CeBD

Vortrage in Verbindung mit dem BayBionik Projektverbund:

e Ideenforum am 13.02.2020 im Bionicum Nurnberg

e Vortragsreihe BayBionik am 24.11.2021 im Planetarium Nirnberg
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Abkurzung

AFM

C.fimi

CD

CeBD

CNP

COovID 19
E.coli
eADF4(C16)

eADF4(C16-CeBD)

eADF4(C16)-PL-CeBD

GdnCl
HFIP
IMAC

mg
mL

mM
QCM-D

SDS-PAGE

TRP

Bedeutung

Rasterkraftmikroskop

Cellulomonas fimi
Circulardichroismus
Cellulose-bindende Doméne
Cellulosenanopartikel
Corona Virus disease 2019
Escherichia coli

Engineered Araneus diadematus fibrion 4
(mit 16 repetitiven C-Modulen)

Engineered Araneus diadematus fibrion 4
(mit 16 repetitiven C-Modulen) und einer
Cellulose-bindenden-doméne

Engineered Araneus diadematus fibrion 4
(mit 16 repetitiven C-Modulen), einem
Prolinlinker und einer Cellulose-binden-
den-domane

Guanidinhydrochlorid
Hexafluoroisopropanol

Immobilisierte Metallionen-Affinitatschro-
matographie

Milligram

Milliliter

millimol

Engl. Quartz Crystal Microbalance and
Dissipation
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gel-
elektrophorese

Tryptophan
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