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Abstract

The goal of this project is to use the amino acid sequences of a flatworm called M. Lignano, which uses its
self-made glue to attach itself to surfaces in order to create a biological glue. For this purpose, the relevant
DNA-sequence was inserted into the bacteria E. Coli, which then produced the desired protein. This mixture
of protein and remnants of bacteria, among others, was purified with the hope of isolating only the protein.
The last part of our project mainly involved testing the produced glue in different concentrations and with
various materials to which the protein would adhere, and comparing this to other proteins as a way of
assessing its quality. The results were as expected, meaning the glue adhered well to glass, although this
was not the case with other materials such as wood. This led us to attempts to make the glue more viscous.
Our research has applications in many fields, primarly in medicine. With further research, the glue could
potentially be used for arteries or even bones.



1 Einleitung

Das Projekt basiert auf der Beobachtung, dass der Wurm Macrostomum Lignano in der Lage ist, einen sta-
bilen Unterwasserkleber zu produzieren. Ein solcher soll nun nach dem Vorbild der Natur biobasiert und
nachhaltig hergestellt werden.

Fiir den Plattwurm Macrostomum Lignano sind zwei fiir das Kleben verantwortliche Proteine niher beschrie-
ben. Im Verlauf des Pojekts soll die Klebfahigkeit dieser zwei oder zweier Variationen dieser Klebeproteine
getestet und charakterisiert werden.

Dafiir wird die DNA der sich wiederholenden Proteinabschnitte in die DNA eines Plasmids eingeschleust
und dieses in E. Coli Bakterien transformiert. Damit die Bakterien die gewiinschte Substanz iiberhaupt pro-
duzieren, wird mithilfe eines Expressionsvektors die Produktion des Proteins gestartet. Zusitzlich wird eine
Gensequenz zur Antibiotika-Resistenz hinzugefiigt, um die Bakterien, bei denen die Plasmid-Einschleusung
nicht erfolgreich verlduft, sofort abzutéten. Anschlieend werden die Zellen geerntet, wobei die Kulturen
abzentrifugiert werden miissen. Um das produzierte Protein aus den Zellen zu erhalten, miissen die Zellen
zunidchst lysiert und in Form einer klebeproteinhaltigen Losung extrahiert werden. Im Anschluss muss diese
noch mittels Chromatographie aufgereinigt werden und das Zielprotein von den anderen zellulidren Protei-
nen getrennt werden. Die Reinheit und Menge der aufgereinigten Losung des Zielproteins wird mithilfe der
SDS-Page festgestellt.

Letztlich werden reine Proteinlésungen zur Verklebung von zwei Platten verwendet. Die Festigkeit des Pro-
teinklebers wird mit verschiedenen Konzentrationen und Materialien in Bezug auf Scherkraftbelastung ge-
testet.



2 Methoden

Die E. Coli Bakterien, mit denen im Projekt gearbeitet wird, sind gentechnisch verdndert. Das bedeutet,
dass sich auf einem Plasmidring die zwei, fiir das Kleben verantwortlichen Proteine Mlig-ap2_Repeatl (R1)
und Mlig-ap2_Repeat2 (R2) - siche Abbildung 1 [1] - befinden. Das Einschleusen des Plasmidrings erfolgte
dabei extern, weshalb die Vorkulturen bereits vorbereitet waren.

Mlig-ap2
TIL LDL 2x 21 x 255 aa _ 25x 221 aa TIL TILTIL
(NN e T M T T T T T T T LT T LT T LT T T e
TIL VWD 3x_TSP-1

c8c8 1x 153 a3 {4794 aa

Abbildung 1: hervorgehobene Aminosduresequenzen R/ und R2 des Klebeproteins Mlig-ap2

2.1 Kodieren des Expressionskonstrukts R7-R2

Zunichst wird ein sogenanntes Expressionskonstrukt entwickelt, damit eine Gensequenz, bespielsweise R/
oder R2 in ein Plasmid eingeschleust werden kann [2]. Dieses enthilt alle Informationen, die die Zelle be-
notigt um das Protein zu produzieren, zusammen mit der Gensequenz fiir die Antibiotikaresistenz.

Dafiir wird das Programm ApE (A plasmid Editor) von M. Wayne Davis verwendet.

In diesem Projekt wird lediglich mit den vorbereiteten Konstrukten R/, R2 und 2x RI gearbeitet, allerdings
wird gleichzeitig dieser Expressionsvektor R/-R2 geschrieben.

Start-Codon 3x Tyrosin

Restriktionsschnittstelle 6x Histidin Proteinsequenz: R1

\TGCATCATCATCATCATCAS

/ACAACCACCACCCGTCGTCCGGCGGTTTGCCTGCGTAAAAGCGTTAAGCTGTTCGAGAGCGGTGAACTGCCGAGCGACGCGCTGACCAAGGCGGAAAAACTGC

o
1443 I -
/ | \ Proteinsequenz: R2

3x Tyrosin Restriktionsschnittstelle
Stopp-Codon

o 10 & 20 = 30 & 40 & 50 i 60 = 70 & 80 = 90 * 100

Abbildung 2: Expressionskonstrukt R1-R2



In Abbildung 2 erkennt man die Restriktionsschnittstelle. Das ist diejenige Code-Sequenz, mit der die Gen-
sequenz spiter in das Plasmid eingeschleust wird. AnschlieBend kommt das Start-Codon, ab der die DNA
fiir das Protein abgelesen wird, was durch das Stopp-Codon begrenzt ist. Das Start-Codon ist auBerdem sehr
wichtig, da hiermit der Start der Proteinproduktion gesteuert werden kann.

Mithilfe des Histidin, auch genannt His-tag, kann das produzierte Protein spiter durch Affinititschromato-
graphie aufgereinigt werden, da es dann an die Liganden binden kann.

Das Tyrosin dagegen wird oftmals verwendet, da es sowohl hydrophobe als auch hydrophile Eigenschaften
hat, wodurch es gut an Proteinoberflichen oder Bindungsschnittstellen positioniert werden kann.

Zuletzt werden noch die tatsichlichen Aminosduresequenzen von R/ und R2 benétigt.

2.2 Kultivierung

2.2.1 Vorbereitung der Bakterienkultur

Zunichst wird ein sogenanntes LB-Medium (engl. lysogeny broth) angesetzt, wie in Abbildung 3 zu sehen
ist. Dabei handelt es sich um ein fliissiges Nahrmedium, in dem alle Nihrstoffe enthalten sind, die die Bak-
terien fiir ein optimales Wachstum benétigen.

Die gentechnisch veridnderten E. Coli Bakterien werden kultiviert. Dafiir wird eine Vorkultur der Bakterien
in das LB-Medium gegeben (Abbildung 4). Unter passenden Umgebungsbedingungen, wie beispielsweise
einer Temperatur von 37 °C, konnen die Bakterienkulturen optimal wachsen. SchlieBlich werden die Kul-
turen in einen Inkubator gegeben, der sich mit 200 U/min dreht, sodass die Kulturen stéindig durchgemischt
werden und eine stidndige Sauerstoffzufuhr gegeben ist.

Abbildung 3: Herstellung des LB-Mediums Abbildung 4: Herstellung der Hauptkultur

2.2.2 Impfen mit Antibiotika

Auf der DNA des Plasmids befindet sich zusitzlich zu den zu produzierenden Aminosiduresequenzen R/
oder R2 auch jeweils noch eine Antibiotikaresistenz fiir Kanamycin. Dieses Antibiotikum wird dann zu der
Hauptkultur hinzugegeben (Abbildung 5), um die E. Coli Bakterien, die das Plasmid nicht aufgenommen
haben, abzuttten. Die E. Coli Bakterien, die das Plasmid aufgenommen haben, sind gegen das Antibiotikum
immun und nur diese tiberleben und stellen in den néchsten Schritten das Zielprotein her.

In der Praxis werden hierfiir zu 5 ml der jeweiligen Vorkultur 100 ml des LB-Mediums und 100 ul der
Kanamycin-Stammlosung gegeben und bei 37 °C und 200 U/min inkubiert (Abbildung 6).



Abbildung 5: Entnahme der Kanamycin-Losung Abbildung 6: Inkubation der Hauptkulturen

2.2.3 Messung der optischen Dichte mithilfe des Photometers

Ein schnelles Verfahren zur Bestimmung der Grofe der Zellkultur ist die Messung der optischen Dichte
mittels Photometrie (Abbildung 7). Bakterienzellen streuen das Licht und schwichen dadurch die optische
Durchléssigkeit ab. Diese Triibung oder Lichtstreuung kann im Photometer gemessen werden und wird als
optische Dichte (O D) bezeichnet. Die O D wird bei 600 nm (O D600) durchgefiihrt, da die meisten Bakteri-
en bei dieser Wellenldnge ein Maximum der Lichtabsorption aufweisen. Bis zu einer bestimmten Zelldichte,
bei der die Bakterienzellen beginnen, sich gegenseitig zu beschatten, ist die Triibung proportional zur Zell-
zahl. Dies gilt bis zu einem Wert von maximal O D600 = 0, 3. Dichtere Suspensionen miissen entsprechend
mit dem Ndhrmedium verdiinnt werden, um genaue Messungen zu ermoglichen. Der Nullabgleich des Pho-
tometers erfolgt mit frischem, unbeimpftem Medium; fiir verdiinnte Proben erfolgt der Nullabgleich mit
entsprechend verdiinntem Medium.

Bespielsweise entspricht ein O D600 von 1,0 einer Konzentration von 8 - 10 %

Abbildung 7: Photometer

2.2.4 Start der Produktion des Zielproteins durch IPTG

Ab einem O.D600 von 0,4 bis 0,6 wird Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid (IPTG) zur Kultur hinzugege-
ben, wodurch E. Coli dazu veranlasst wird, die fiir das Zielprotein kodierende DNA-Sequenz zu exprimieren.



IPTG bindet dabei an den aktiven Repressor, der eigentlich die Transkription der DNA-Sequenz der Proteine
blockiert. Durch die Bindung von IPTG an den aktiven Repressor, veridndert sich seine Konformation und
er 16st sich von dem Promotor, wodurch die RNA-Polymerase die DNA-Sequenz des Zielproteins ablesen
kann und das Protein exprimiert werden kann. Der Vorteil von IPTG gegeniiber Lactose ist hierbei, dass die
IPTG-Konzentration konstant bleibt, da IPTG im Gegensatz zu Lactose von der Zelle nicht abgebaut werden
kann.

2.2.5 Abzentrifugieren

Um die festen Bestandteile (abgestorbene Zellen, Zielprotein und zelleigene Proteine) von dem fliissigen
LB-Medium zu trennen, wird die Zellkultur mithilfe einer Zentrifuge abzentrifugiert und die entstandenen
Zellpellets anschlieBend bei -80 °C eingefroren. Mit diesen kann dadurch spiter weitergearbeitet werden,
und das Zielprotein von den anderen Bestandteilen getrennt werden.

Abbildung 8: Zentrifuge

2.3 Aufreinigung

2.3.1 Resuspension

Die Zellpellets werden zunichst gewogen, um das Volumen des Lysepuffers zu berechnen, welcher hinzu-
gegeben werden muss, um die Pellets zu resuspendieren und sie mit dem Lysepuffer zu vereinigen.

2.3.2 Zellaufschluss durch Ultraschallbestrahlung (Sonifikation)

Der Zellaufschluss erfolgt durch die Bestrahlung der Zellen mit Ultraschall (Abbildung 9), wobei die Be-
strahlung jeweils in kurzen zeitlichen Abschnitten erfolgt, damit die Losung nicht tiberhitzt, wodurch wie-
derum die Proteine denaturieren konnten. Wichtig ist hierbei, dass fiir das Ultraschallgerit mindestens 30 ml
Fliissigkeit benotigt werden, damit die Zellen richtig aufgebrochen werden.



Abbildung 9: Aufspalten der Zellen

2.3.3 Sterilfiltration

Die Losung wird zunichst abzentrifugiert und der Uberstand durch einen Filter mit 0,8 um Porendurchmes-
ser filtriert (Abbildung 10). Das Filtrat wird im néchsten Schritt mit einem 0,45 um und schlielich einem
0,2 pm Filter filtriert, um eine moglichst reine Losung zu erhalten. Das Filtrat wird kiihlgestellt.

Abbildung 10: Filtrieren der Mischung aus Zellresten und Protein

2.3.4 Affinititschromatographie

Um Losungen wie diese aufzureinigen, wird die Affinitdtschromatographie eingesetzt, was eine Art der
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) ist.



Die Affinitdtschromatographie basiert auf der spezifischen Erkennung eines Proteins durch Antikorper. Die
stationdre Phase, die oftmals aus einem Gel besteht, wird mit dem Liganden (in diesem Fall die Antikorper)
gekoppelt, welcher die Proteine bindet und sie so von den anderen Bestandteilen der Losung trennt.

In der Praxis wird deshalb das Chromatographie-Gerit (Abbildung 11) vorbereitet und mit Ethanol und da-
nach mit Wasser gespiilt, um eventuelle alte Bakterien oder Protein-Reste abzuttten bzw. zu entfernen.

In der Chromatographie-Séule befindet sich die feste, stationidre Phase, durch welche die aufzureinigende
Losung unter hohem Druck gepumpt wird.

Das Gemisch wird auf die Sdule aufgegeben, wobei die Zielproteine durch Liganden gebunden werden.
Samtliche anderen Komponenten verlassen die Sdule schnell wieder, weil ihre Wechselwirkungen mit den
Liganden vergleichsweise vernachlédssigbar klein sind und sie deshalb nicht in der Sdule zuriickgehalten wer-
den. Anschlieend wird die Sdule gewaschen, um unspezifisch gebundene Verunreinigungen zu eliminieren.
Darauthin wird der an die Liganden gebundene Stoff (das aufzureinigende Zielprotein) durch gezielte An-
passung der Pufferzusammensetzung, woraus die Losung zum Grofteil besteht, dazu angeregt, die Sdule
wieder zu verlassen.

In dem Gerit ist ein UV-Photometer, welches die Absorption im UV-Bereich misst und das Signal zur Aus-
wertung direkt an einen Computer sendet.

Die einzelnen Bestandteile werden von dem Gerit in getrennte Messzylinder gefiillt. Diese enthalten dann
das Wash, was alle anderen Bestandteile der Losung aufler dem Zielprotein beinhaltet und zwei Fraktionen
der Elution, in der moglichst nur noch das Protein zu finden sein sollte.

Abbildung 11: Chromatographie-Gerét

2.3.5 Spektralphotometer

Die Konzentrationen der einzelnen Bestandteile, welche durch die Chromatographie getrennt wurden, wer-
den nun mittels eines Spektralphotometers wie in Abbildung 12 bestimmt. Es handelt sich hierbei um ein



Photometer fiir kleinste Mengen, was wichtig ist, da so nur sehr wenig der zu untersuchenden Losung fiir
die Messung benotigt wird. Das Licht hat dabei eine Wellenldnge von 280 nm, da dort Proteine am stéirksten
absorbieren.

—

Abbildung 12: Bestimmung der Proteinkonzentration mittels eines Spektralphotometer

2.3.6 SDS-Page (Polyacrylamid-Gelelektrophorese, PAGE)

Die ungefidhre Konzentration und vor allem Reinheit unserer Losung wird mittels der SDS-Page bestimmt.
Durch Gelelektrophorese werden Molekiile - in unserem Fall Proteine (und Nukleinsduren) - aufgetrennt.
Bei der Gelelektrophorese werden Stoffe mithilfe eines angelegten elektrischen Feldes auf einer stationédren
Phase getrennt. Dazu miissen die zu trennenden molekularen Partikel geladen sein. Allerdings sind Proteine
i.A. ungeladene Teilchen. Die Zugabe des Detergens Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate - SDS)
bewirkt, dass sich die Proteine proportional zu ihrer Groe an das Detergens binden. Die Ladung des zu
trennenden Proteins nimmt dabei ndherungsweise mit der GroBe des Molekiils zu. So lassen sich die Be-
standteile der verschiedenen Fraktionen mit Hilfe der Gelelektrophorese grob nach ihrer molekularen Masse
trennen.

Mit 10 pl der jeweiligen Proben, die in die Taschen des Gels gefiillt werden (Abbildung 13), wird die Gel-
elektrophorese bei 200 V fiir die Zeit von 35 min durchgefiihrt.

Letztlich miissen die Proteinbahnen noch durch Farbung sichtbar gemacht werden, wobei zumeist die Coomassie-
Farbung verwendet wird. Zunichst wird das Gel in einer sauren Losung fixiert, da der Farbstoff die Proteine
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nur in einem sauren Milieu binden kann. Die Proteine werden fiir das Fixieren aufSerdem in Formaldehyd de-
naturiert. Das Gel wird dann fiir kurze Zeit in einer Firbelosung inkubiert, welche den verdiinnten Farbstoff
enthilt.

Abbildung 13: Befiillen der Taschen der SDS-Page

2.4 Charakterisierung - Kleben

Bei Klebevorgingen unterscheidet man zwei verschiedene Krifte, welche dazu beitragen, dass ein Stoff
klebt: Adhisions- und Kohisionskrifte [3]. Dabei beschreibt die Kohision die Krifte, die innerhalb eines
Klebstoffs wirken [4], wiahrend die Adhisionskrifte sich auf die Wechselwirkungen des Klebers mit einem
gewlinschten Stoff beziehen. Mlig-ap1 ist dabei fiir die Kohidsion zustindig, also fiir die innere Festigkeit
des Klebstoffs [5]. Mlig-ap2 dagegen ist fiir die Adhésion zustindig [6].

Die Zugscherfestigkeit beschreibt dabei diejenige Kraft, die notig ist, um eine Verklebung durch Zugkrifte
senkrecht zur Flichennormalen zu trennen. Diese wird durch den Quotienten der maximal benétigten Kraft
und der Fldche gebildet und mit o bezeichnet [7]. Da die Klebefldche der einzelnen Objekttrager bei unse-
ren Versuchen stets gleich grof ist, kann auch das Kraftmaximum stellvertretend fiir die Zugscherfestigleit
verwendet werden.
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Abbildung 14: Glastriager mit Kleberresten Abbildung 15: Triger verschiedener Materialien

Die sauberen Objekttriger werden in die Objekttragermaske gelegt und jeweils 20 pl der Klebelosung auf
die Fiigefldche des unteren Objekttrigers aufgetragen. AnschlieBend wird der zweite Objekttrager vorsichtig
und moglichst ohne Luftblasen auf dem unteren abgelegt, das Gebilde mit 100 g beschwert und fiir 20-24 h
getrocknet.

Die zwei verklebten Objekttriger werden schlielich in die Tischpriifmaschine (Abbildung 16) eingespannt,
die Platten werden auseinandergezogen und somit die Festigkeit einer Klebung ermittelt.

Zw)

LB DO® - 00 080

Abbildung 16: Tischpriifmaschine

Weitere Versuche standen ebenfalls auf dem Plan, beispielsweise der Schilversuch (Abbildung 17), bei dem
hauptsichlich verformbare Materialien verklebt werden. Die beim Ablosen der beiden Materialien vonein-
ander benotigte Kraft wird mithilfe von Kraftmessern bestimmt.

Die Zugbelastung stellt eine weitere Moglichkeit dar, Aussagen tiber die Klebstoffeigenschaften zu machen.
Dabei werden die Materialien, die miteinander verklebt werden sollen, mit Hilfe von Acrylkleber auf bei-
spielsweise Holzblocke geklebt. Danach werden die so priparierten Blocke mit dem biologischen Kleber
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verklebt und diese danach auseinandergezogen (Abbildung 18).

ol
T cast /‘\
<
‘ V
Y xcalk [ZGRY
Abbildung 17: Schilversuch Abbildung 18: Blocke
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3 Ergebnisse und Auswertung

3.1 Kultivierung

Die Vorkulturen, aus denen die Hauptkulturen hervorgegangen sind, werden durch eine Messung der opti-
schen Dichte verglichen. Es wird iiberpriift, ob die Bakterienkonzentration ungefédhr gleich sind, damit fiir
die sich daraus ergebenden Hauptkulturen gleiche Ausgangsbedingungen vorliegen. Die Proben der Bakte-
rienkulturen werden dabei verdiinnt (1:10 Verdiinnung).

Tabelle 1: Vorkultur - OD Messung

SK7_VK RI R2 2x R1
Verdiinnung 1:10 1:10 1:10
OD Messung 0,329 0,336 0,323
auf 1:1 hochgerechnet 3,29 3,36 3,23

Aus den Ergebnissen der Absorptionsmessungen (Tabelle 1) erkennt man, dass die drei Vorkulturen unge-
fiahr gleich viele Bakterien besitzen, was eine gute Grundlage ist, um diese zu kultivieren und generell mit
ihnen weiterzuarbeiten.

optische Dichte vor IPTG - Vergleich

0,6

0,5
€ ®
< 04
o
3 0,3
i ()
o)
n 02
o ®

01 @ L

0
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Zeit in Minuten
@ optische Dichte R1 optische Dichte R2 optische Dichte 2x R1

Diagramm 1: Optische Dichte vor Zugabe von IPTG - Vergleich

In Diagramm 1 ist die gemessene optische Dichte der drei Bakterienkulturen (R7, R2 und 2x RI) vor der
Zugabe von IPTG, also vor dem Beginn der Proteinproduktion, dargestellt. Wie zu sehen ist, verlaufen alle
drei Graphen sehr @hnlich, was zu erwarten ist, da es in diesem Abschnitt noch keinen Unterschied in der
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Zellteilung bzw. normalen Zellproteinproduktion gibt und es offensichtlich keine Beeintriachtigung durch
die Einschleusung gab.

Trotzdem wird das Wachstum dieses Stadiums in den folgenden drei Diagrammen nochmals genauer be-
trachtet.

In Diagramm 2 ist zu sehen, dass die Wachstumsrate der Bakterienkultur von R/ bevor IPTG hinzugegeben
wurde, bei 0,015 pro Minute (Exponent der Formel), also 0,9 pro Stunde, liegt. Das Diagramm zeigt die
logarithmierten Werte, wobei zu erkennen ist, dass der Graph nicht ganz einer Gerade entspricht, weshalb
das Wachstum nicht ganz als exponentiell bezeichnet werden kann. Dies liegt wahrscheinlich daran, dass
die Kultur nicht unter idealen Bedingungen gewachsen ist, da ein durchgiingiger Zugang zu Sauerstoff nicht
gewihrleistet werden konnte.

Diagramm 3 zeigt, dass die Wachstumsrate bei der Bakterienkultur von R2 bei 0,0155 pro Minute (0,93
pro Stunde) liegt, weshalb angenommen werden kann, dass bei 135 Minuten ungeféhr gleich viele Bakterien
wie in der Kultur von R/ vorliegen. Dies kann geschlossen werden, weil zu Beginn gleich viele Bakterien
vorliegen, wie in Tabelle 1 gezeigt.

Auch bei der Bakterienkultur von 2x R/ (Diagramm 4), betrigt die Wachstumsrate 0,0155 pro Minute und
damit 0,93 pro Stunde, weshalb die Anzahl der Bakterien, welche spiter das Zielprotein produzieren, zu
diesem Zeitpunkt gleich oder zumindest dhnlich ist. Dies ist sehr gut, da deshalb die produzierte Menge des
Klebeproteins wahrscheinlich auch in dem gleichen Groenordnungsbereich liegt.

optische Dichte R1

1
0 20 40 60 80 100 120 140 1
V= 0,0504e022%
e
.............. .
h PR
0,01

Zeit in Minuten

Diagramm 2: Optische Dichte vor Zugabe von IPTG - R]
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Diagramm 3: Optische Dichte vor Zugabe von IPTG - R2

optische Dichte 2x R1
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Diagramm 4: Optische Dichte vor Zugabe von IPTG - 2x R1

160

160

Diagramm 5 zeigt die gemessene optische Dichte der drei Bakterienkulturen nach der Zugabe von IPTG,
also nach gestarteter Proteinproduktion. Im Gegensatz zu den Graphen zuvor, fallen hier deutliche Unter-
schiede im Verlauf der Graphen auf. Wie zu sehen ist, wichst die Bakterienkultur von 2x R/ am stirksten,
wihrend R2 im Vergleich dazu eher ein schwicheres Wachstum vorweist. Die genauen Unterschiede lassen
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sich in der logarithmischen Auftragung am besten zeigen.
Der rasante Anstieg am Ende des Graphens darf nicht missverstanden werden, da zwischen den letzten
beiden Messungen 16 Stunden liegen.

optische Dichte nach IPTG - Vergleich

2,5
2
£ .
8 1,5
(Yo}
& 1 s
8 ¢
0,5 o [
0
0 50 100 150 200 250 1250
Zeit in Minuten
@ optische Dichte R1 optische Dichte R2 optische Dichte 2x R1

Diagramm 5: Optische Dichte nach Zugabe von IPTG - Vergleich

In Diagramm 6 ist zu sehen, dass die Wachstumsrate der Kultur von R/ nach dem Start der Proteinproduk-
tion bei 0,0066 pro Minute (0,369 pro Stunde) liegt. Alle Messwerte liegen dabei, wenn sie logarithmiert
werden, im Rahmen der Messgenauigkeit gut auf einer Geraden. Darum kann dieses Wachstum als expo-
nentiell bezeichnet werden.

In Diagramm 7 ist das Wachstum der Kultur von R2 zu sehen. Die Wachstumsrate betrdagt 0,0057 pro Minu-
te, also 0,342 pro Stunde. Diese Kultur ist also weniger schnell gewachsen als die Kultur von R/.

Die Wachstumsrate der Bakterienkultur von 2x R/ (Diagramm 8) liegt bei 0,0076 pro Minute (0,456 pro
Stunde). Diese Kultur ist also am schnellsten gewachsen, verglichen mit der von R/ oder R2. Trotzdem sind
die Unterschiede auch hier vernachléssigbar, weil die Proteinkonzentration spiter gemessen wird und die
Proben somit vergleichbar gemacht werden.

Dies bedeutet, dass es fiir die Bakterien keinen wirklichen Unterschied macht, welches Protein sie genau
produzieren. Dies ist eher iiberraschend, da angenommen werden konnte, dass die Kultur von 2x R/ am we-
nigsten wichst, da diese doppelt so gro3e Proteine produziert wie die Bakterien der zwei anderen Kulturen.
Allerdings sind die vorliegenden Unterschiede unerheblich, da die Konzentration der Losungen spiter ge-
messen wird und sie anschlieBend genormt werden. Zusitzlich ldsst sich nur begrenzt eine Aussage iiber die
Menge an Zielprotein machen, da die Absorption bei 600 nm gemessen wurde, weshalb nur die Bakterien
Licht absorbieren und nicht das produzierte Protein.

17



optische Dichte R1
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Diagramm 6: Optische Dichte nach Zugabe von IPTG - R/
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Diagramm 7: Optische Dichte nach Zugabe von IPTG - R2
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optische Dichte 2x R1
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Diagramm 8: Optische Dichte nach Zugabe von IPTG - 2x R/

In Diagramm 9 ist die in einem Zeitraum von 20,5 Stunden gemessene optische Dichte der Bakterienkultur
von R/ zu sehen.

optische Dichte R1
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0 50 100 150 200 250 1250
Zeit in Minuten

Diagramm 9: Optische Dichte - R/
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Es ist in Diagramm 9 klar zu erkennen, die Wachstumsgeschwindigkeit ab 135 Minuten deutlich verringert
ist. Dies ldsst sich dadurch erkléren, dass zu diesem Zeitpunkt IPTG hinzugegeben wird, was die Produktion
des Zielproteins gestartet hat. Dadurch kann weniger Energie zur Zellteilung zur Verfiigung gestellt werden,
weshalb diese verlangsamt wird. Aulerdem wird die Kultur ab diesem Zeitpunkt gekiihlt, um die Zelltei-
lungsgeschwindigkeit weiter zu reduzieren, damit die Bakterien sich moglichst nur auf die Produktion des

Klebeproteins fokussieren.

Tabelle 2: Hauptkultur mit induziertem IPTG - R/

Probe ‘ Uhrzeit ‘ Laufzeit [min] ‘ Verdiinnung ‘ OD ‘
1 10:00 0 1 0,09055
2 10:40 40 1 0,1002
3 11:30 90 1 0,1651
4 12:00 120 1 0,285
5 12:15 135 2 0,44
6 (Induktion) 12:45 165 2 0,52
7 (Induktion) | 13:30 210 2 0,71
8 (Induktion) 14:30 270 3 0,84
9 (Induktion) 09:14 ca.20,5h 10 1,74

Tabelle 2 zeigt beispielhaft den Verlauf der optischen Dichte fiir eine angesetzte Kultur anhand von den
Messungen von R/. Genauso sind die Messungen auch bei R2 und 2x R/ abgelaufen, wobei die Tabellen im

Anhang zu finden sind.

optische Dichte R2
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Diagramm 10: Optische Dichte - R2
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Diagramm 10 zeigt die optische Dichte, welche bei der Bakterienkultur von R2 gemessen wurde. Auch hier
ist die hohrere Wachstumsrate zu Beginn zu sehen, gefolgt von dem Knick bei 135 Minuten und der danach
geringeren Wachstumsrate.

optische Dichte 2x R1
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Diagramm 11: Optische Dichte - 2x R

Auch in Diagramm 11, welches das Wachstum der Bakterienkultur von 2x R/ zeigt, sind diese charakteris-
tischen Stellen zu sehen.

3.2 Aufreinigung

3.2.1 Chromatographie

Das Chromatogramm kann in vier Phasen aufgeteilt werden, beginnend mit der Produktaufgabe, bei der die
Losung durch Schlduche in die Anlage geleitet werden, wobei nur das Zielprotein an die Liganden gebunden
wird. AnschlieBend folgt der Wash, bei dem alles auler dem Klebeprotein aus der Anlage gespiilt wird. Da-
nach zu sehen ist Elution 70% und 100%, was sich auf die Konzentration der Fliissigkeit bezieht, mit der die
Pufferzusammensetzung verdndert wird und somit die Proteine von den Liganden gelost und herausgespiilt
werden.

Bei dem Chromatogramm von R/ (Abbildung 19) fillt auf, dass bei Elution 100% nochmals ein deutli-
cher Peak zu sehen ist, was bedeutet, dass nach Elution 70% noch relativ viele Proteine gebunden waren, die
dann gelost wurden. Dies sollte spiter auch in der SDS-Page zu sehen sein.

Das UV-Signal steigt gegen Ende der Beladung an, was ein dafiir Zeichen ist, dass die Sdule wahrscheinlich
iiberladen ist, was auch auch daran zu erkennen ist, dass im Wash ebenfalls Protein zu finden ist.
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Abbildung 19: Chromatogramm von R/

Das Chromatogramm von 2x R/ (Abbildung 20) weist dagegen innerhalb der Elution 100% keinen auffil-

ligen Peak auf, was bedeutet, dass eigentlich alle Proteine bei Elution 70% abgeltst werden und dies auch
wieder in der SDS-Page so sichtbar sein sollte.
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Abbildung 20: Chromatogramm von 2x R/

Die Reinheit der einzelnen Bestandteile, die hier aufgetrennt werden, wird mittels SDS-Page iiberpriift und
danach entschieden, ob eine weitere Chromatographie notig ist.
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3.2.2 Spektralphotometer

Die Proteinkonzentration der aufgetrennten Bestandteile wird jeweils mittels Spektralphotometrie bestimmt,
damit bei den spiteren Versuchen stets die gleiche Konzentration vorliegt, sodass die Versuchsergebnisse
miteinander verglichen werden konnen.

Protein Konzentration
90
80 °
70

60

40

30

Konzentration in mg/ml

20
10
° ® Py ® .
0 ) ® °

R1 R1 wash1l wash2 70% 100% 2xR1 2xR1 washl wash2 70% 100%
Aufzug a Aufzugb  R1 R1 Elution Elution Aufzuga Aufzugb 2xR1  2xR1 Elution Elution
R1 R1 2xR1 2xR1

Diagramm 12: Konzentration des Proteins in den durch Chromatographie aufgetrennten Bestandteilen

In Diagramm 12 ist ersichtlich, dass bei R/ in der Elution 70% die Konzentration des Proteins am hochsten
ist. Die Bestandteile vor der Chromatographie zeigen ein iiberraschendes Ergebnis. Wéhrend die Konzen-
trationen fiir 2x R/ im Aufzug a vergleichbar zu R/ im Aufzug a ist, zeigt sich in der Elution 70% eine nur
geringe Konzentration des gewiinschten Proteins.

3.2.3 SDS-Page

Die verschiedenen Losungen werden gemal der zuvor gemessenen Konzentrationen verdiinnt (meist 1:10).
Zu der jeweiligen Probe wird Milli Q hinzugegeben, was extrem reines Wasser ist, damit auch wirklich keine
Verunreinigung stattfindet. Zuletzt wird immer das gleiche Volumen SB-Mastermix, durch das die Trenn-
geschwindigkeit bzw. die Trennstrecke sichtbar gemacht wird, hinzugegeben. Die Banden werden spiter
mithilfe der Coomassie-Losung sichtbar gemacht.

Durch verschiedene Markerproteine kann das Molekulargewicht der Proteine abgeschitzt, also das Zielpro-
tein identifiziert und gleichzeitig der Fortschritt der elektrophoretischen Trennung iiberwacht werden.

Alle anderen Banden, die in Abbildung 21 und 22 zu sehen sind, stammen von anderen zelleigenen Pro-
teinen oder Zellresten.
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Marker ind. Pellet wash 1 Elution 70%

unind. US ind. USa ind. USb wash2 Elution 100%

Abbildung 21: SDS-Page von R/

Marker ind. Pellet wash 1 Elution 70% wash waste

unind. US ind. USa ind.USb wash2 Elution 100%

Abbildung 22: SDS-Page von 2x R/

In Abbildung 21 ist bei Elution 70% und 100% nur noch eine Bande des Proteins zu sehen, weshalb ge-
schlossen werden kann, dass die Aufreinigung hier sehr gut geklappt hat. Wie bereits vorhin in dem Chro-
matogramm durch den zweiten auffilligen Peak angedeutet, ist hier bei Elution 100% nochmals deutlich
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sichtbar Protein vorhanden.

In der SDS-Page von 2x RI (Abbildung 22) sind noch ein paar andere Proteine aufler dem Klebeprotein
in Elution 70%, was an den schwicheren Banden unterhalb der prominenten Proteinbande erkennbar ist.
Allerdings ist die des Zielproteins immer noch am prominentesten, weshalb damit weitergearbeitet werden
kann. In Elution 100% ist kaum noch Protein vorhanden, was bereits im Chromatogramm durch einen sehr
schwach ausgeprigten Peak sichtbar war.

Die Aufreinigung durch die Chromatographie ist also erfolgreich.

3.3 Charakterisierung - Kleben

3.3.1 Verwendete Klebefliichenmaterialien und Proteinkonzentrationen

Die in Tabelle 3 zu sehenden Materialien wurden mithilfe der Proteinkleber in angegebenen Konzentrationen
verklebt.

Tabelle 3: Verwendete Klebeflichenmaterialien und Proteinkonzentrationen

Stoff Konzentration [%] ‘ Glas ‘ Moosgummi ‘ Holz ‘ Knochen ‘
BSA 25 X - - -
50 X X* - X+
RI 50 X X* - X
320 X X Xk Xk
RI & Glycerin 50 X - - -
BSA & Glycerin 50 X - - -
Glycerin X - - -

*benetzt schlecht und zieht relativ schnell ein

BSA (Bovines Serumalbumin) ist ein Protein aus dem Blutserum von Rindern und wird gerne in der Bioche-
mie verwendet, falls ein Protein zum Vergleich benétigt wird [8].

Hierbei werden mehrere Versuchsreihen mit Glycerin durchgefiihrt, da der Kleber bei porosen Materialien
wie Knochen oder Holz, aber auch Moosgummi - wenn auch nicht so stark - in das Material eingedrungen ist,
bevor der Kleber auf den Oberfldchen trocknen konnte. Durch Glycerin wird deshalb versucht, den Kleber
viskoser zu machen, damit genau dies nicht passiert. Allerdings ist der Kleber dann selbst nach einer Woche
nicht mehr getrocknet. Eine Alternative wire die Verwendung von Alginat, welches allerdings erhitzt werden
miisste, damit es fest wird, was das Protein denaturieren und somit zerstoren wiirde. Deshalb wird immer
noch nach einer Losung gesucht.

3.3.2 Zugscherversuche

In den folgenden Diagrammen ist der Durchschnitt von drei bis fiinf Messungen und ihre jeweilige Stan-
dardabweichung fiir die Zugscherfestigkeit dargestellt.
Nicht in den Mittelwerten enthalten sind Messungen, die aufgrund von Funktionsfehlern der Tischapparatur,
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Bruch der Trigermaterialien , 0.4. augenscheinlich keinen sinnvollen Beitrag leisten.

Die griinen Punkte beschreiben dabei die Messungen von BSA, wihrend die blauen sich auf R/ beziehen.
Die Konzentrationen der jeweiligen Proteine variieren von 25 ¢ {iber 50 74 bis zu 320 77, wobei das
Material sich hier auf Glas und Moosgummi beschriinkt, weil die Holz- und Knochen-Platten bereits bei

leichtem Beriihren auseinandergefallen sind.

Ubersicht der Zugscherfestigkeit
verschiedener Kleber und Materialien
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BSA 25mg/ml BSA 50mg/ml BSA 50 mg/ml R1320 mg/ml R150 mg/ml R150mg/ml R1320mg/ml
Glas Glas Moosgummi Moosgummi  Moosgummi Glas Glas

Diagramm 13: Ubersicht der Zugscherfestigkeit verschiedener Kleber und Materialien

In Diagramm 13 fillt auf, dass die Werte der Messungen mit Glas sehr viel hoher liegen als die mit Moos-
gummi, was zumindest zum Teil an der poroseren Oberfldche liegt.

Weiterhin ist zu sehen, dass die Konzentration des BSA einen grolen Unterschied macht, wihrend dieser
eher kleiner bei R1 zu sein scheint. Allerdings fehlen bei R7 Messwerte mit einer Konzentration von 25 4.
Man kann aber in guter Niherung annehmen, dass die Konzentration ab einem gewissen Wert keine grof3e
Rolle mehr spielt, da das Material und der Kleber gesittigt sind.

Im Allgemeinen liegt die Zugscherfestigkeit von BSA hoher als R1, obwohl es auch einzelne Werte von R/
gibt, die hoher liegen als der Mittelwert von BSA. Nichtsdestotrotz hat der Proteinkleber auf Oberflichen
wie Glas gute Klebeeigenschaften im Groflenordnungsbereich von BSA.

Zuletzt ist auffillig, dass die Werte von R/ sehr viel mehr schwanken als die von BSA, was an der Standard-
abweichung zu sehen ist. Die tatsdchlichen Werte miissen also auch hier durch weitere Messungen iiberpriift
werden.

In Tabelle 4 sind nochmals die Mittelwerte der jeweils drei bis fiinf Messungen gezeigt.

26



Tabelle 4: Mittelwerte der Messungen

’ Protein ‘ Konzentration Material Kraftmaximum [N] | Zugscherfestigkeit [MPa]
BSA 25% Glas 25,02 0,102
BSA 50% Glas 65,63 0,2676
BSA 50% Moosgummi 8,26 0,0337
RI 32024 Moosgummi 5,42 0,0221
RI 50% Moosgummi 3,01 0,0123
RI 50% Glas 55,91 0,2279
RI 320% Glas 55,16 0,2249

3.3.3 Weitere Versuche

Die Messung der Schilbelastung hat leider nicht funktioniert, da der Kleber die Materialien (in diesem Fall
Moosgummi) so gut zusammen gehalten hat, dass das Material eher zerrissen ist, statt sich voneinander zu
16sen. Aus diesem Grund konnten hier keine Messwerte erhoben werden.

Die Messung der Zugbelastung (Blockversuch) konnte leider aus zeitlichen Griinden nicht mehr umge-
setzt werden, wobei die Erkenntnisse aus diesem Versuch vermutlich interessant gewesen wiren, da die

Bewegung in eine andere Richtung geht.
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4 Diskussion und Ausblick

Das Ziel dieses Projektes, einen nachhaltigen und biobasierten Kleber herzustellen, war erfolreich.

Es wurden im Verlauf eines Jahres drei Bakterienkulturen geziichtet, welche die Zielproteine hergestellt
haben. Alle drei Kulturen haben dabei am Ende der Kultivierung dhnliche Zelldichten, obwohl die Kultur
von 2x R1 tiberraschenderweise zusitzlich zur Herstellung eines doppelt so gro3en Proteins noch die hochste
Wachstumsrate aufwies.

Die gewiinschten Proteine wurden aus den Zellen der Bakterien extrahiert und wurden nach dem Zellauf-
schluss durch Chromatographie getrennt.

Die Aufreinigung hat ebenfalls gute Ergebnisse geliefert, was mithilfe von SDS-Page iiberpriift wurde. Da-
bei lagen beide Proteine danach eigentlich in Reinform vor.

In der letzten Phase wurde der biobasierte Kleber getestet und herausgefunden, dass dieser besser auf weni-
ger pordsen Oberflichen funktioniert. Daraufhin wurden Versuche gestartet, den Kleber viskoser zu machen
- bis jetzt noch erfolglos. Dies ist besonders wichtig, da ein spiteres Einsatzgebiet in der Medizin als Kno-
chenkleber ist.

Trotzdem hat der Proteinkleber sehr gut auf Oberflichen wie Glas funktioniert und zeigte eine dhnlich grofle
Zugscherfestigkeit wie BSA.

Im Moment ist der Kleber leider noch nicht einsatzbereit, hauptsdchlich da er mehr getestet und untersucht
werden muss. Es ist auBerdem nicht klar, ob andere Kombinationen der beiden Teilproteine, wie zum Bei-
spiel R1-R2 sogar noch besser kleben. Auch ob der Kleber unter Wasser klebt, konnte noch nicht tiberpriift
werden, was ihn maflgeblich von anderen biobasierten Klebern absetzen wiirde. Letzlich muss der Kleber
noch viskoser gemacht werden, wofiir es bereits Ansitze gibt, welche aber bisher noch nicht umgesetzt wur-
den.

Generell zeigen die in dieser Arbeit beschriebenen Prozesse und biobasierten Kleber ein grofies Einsatz-

potenzial, welche aber noch weitere Untersuchungen erfordern, insbesondere der Einsatz auf pordsen Ober-
flachen muss ermoglicht und die Verwendung unter Wasser getestet werden.
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7 Anhang

7.1 Tabellen der Kultivierung

Tabelle 5: Hauptkultur mit induziertem IPTG - R/

Probe ‘ Uhrzeit ‘ Laufzeit [min] ‘ OD - BW ‘ Verdiinnung ‘ OD ‘
1 10:00 0 0,09055 1
2 10:40 40 0,1002 1
3 11:30 90 0,1651 1
4 12:00 120 0,285 1
5 12:15 135 2 0,44
6 (Induktion) | 12:45 165 2 0,52
7 (Induktion) 13:30 210 2 0,71
8 (Induktion) | 14:30 270 3 0,84
9 (Induktion) 09:14 ca.20,5h 10 1,74
Tabelle 6: Hauptkultur mit induziertem IPTG - R2
Probe ‘ Uhrzeit ‘ Laufzeit [min] ‘ OD - BW | Verdiinnung ‘ oD ‘
1 10:05 0 0,09705 1
2 10:42 40 0,10375 1
3 11:32 90 0,18245 1
4 12:04 120 0,3221 1
5 12:20 135 2 0,47
6 (Induktion) | 12:50 165 2 0,56
7 (Induktion) 13:33 210 2 0,77
8 (Induktion) | 14:30 270 3 0,95
9 (Induktion) 09:14 ca.20,5h 10 1,49
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Tabelle 7: Hauptkultur mit induziertem IPTG - 2x R1

Probe ‘ Uhrzeit ‘ Laufzeit [min] ‘ OD - BW | Verdiinnung ‘ OD ‘
1 10:11 0 0,09995 1
2 10:44 40 0,1094 1
3 11:34 90 0,1902 1
4 12:06 120 0,33245 1
5 12:22 135 2 0,499
6 (Induktion) 12:55 165 2 0,57
7 (Induktion) 13:36 210 2 0,78
8 (Induktion) 14:30 270 3 1,14
9 (Induktion) | 09:14 ca.20,5h 10 2,27
7.2 Tabellen der SDS-Page
Tabelle 8: Proben der R/-Kultur
R1 ‘ 1 2 3 4 5 6
Probe unind. US Marker ind. US a ind. Pellet ind. US Db
¢ unv. [1?] (1:10) 51,7(1:10) | (1:10) 8,7
m
V_Sample [ul] 13 3,9 13 2,3
V_Milli Q [ul] 0 9,1 0 10,7
V_SB-Mastermix [ul] 7 7 7 7
V_total [pl] 20 20 20 20
RI ‘ 7 8 9 10 11 12
Probe wash 1 wash 2 Elution 70% | Elution 100%
¢ unv. [m—i’] 9,7 0,7 82,1 (1:10) | 6.8
m
V_Sample [ul] 2,1 13 2,4 3
V_Milli Q [ul] 10,9 0 10,6 10
V_SB-Mastermix [pl] | 7 7 7 7
V_total [ul] 20 20 20 20
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Tabelle 9: Proben der 2x RI-Kultur

2x RI ‘ 1 2 3 4 5 6
Probe unind. US Marker ind. US a ind. Pellet ind. US b
¢ unv. [m—?] (1:10) 50,5 (1:10) | (1:10) 154
ml
V_Sample [ul] 13 4 13 1,3
V_Milli Q [ul] 0 9 0 11,7
V_SB-Mastermix [ul] 7 7 7 7
V_total [pl] 20 20 20 20
2xRI ‘ 7 8 9 10 11 ‘ 12
Probe wash 1 wash 2 Elution 70% | Elution 100% wash waste
cunv. [] 9 02 3,7 0.8
ml
V_Sample [ul] 2,2 13 5,4 13 13
V_Milli Q [ul] 10,8 0 7,6 0 0
V_SB-Mastermix [ul] | 7 7 7 7 7
V_total [ul] 20 20 20 20 20
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7.3 Tabellen Zugscherversuche

Tabelle 10: Messungen mit Glas und BSA 25 m—?

m
’ Probe ‘ Kraftmaximum [N] Zugscherfestigkeit [MPa] Kommentar

1 -2,79 -0,0114

2 19,32 0,0787

3 40,08 0,1634

4 15,67 0,0639

5 Gewicht hat an der Fiigung

geklebt, welche beim Abma-
chen kaputt gegangen ist

Tabelle 11: Messungen mit Glas und BSA 50 m—?

m

’ Probe ‘ Kraftmaximum [N]

Zugscherfestigkeit [MPa]

Kommentar

1 67,93 0,277 Gewicht hat sich an der Fii-
gung festgeklebt

2 52,82 0,2153

3 78,17 0,3187 Gefiige etwas schief geklebt,
deshalb Vorkraft von ca. 3 N

4 63,58 0,2592

5 schief geklebt

Tabelle 12: Messungen mit Moosgummi und BSA 50 m—?
m
’ Probe ‘ Kraftmaximum [N] Zugscherfestigkeit [MPa] Kommentar
1 3,84 0,0156
2 9,88 0,0403
3 10,08 0,0411
4 9,25 0,0377
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Tabelle 13: Messungen mit Moosgummi und R/ 320 m—?
m

’ Probe ‘ Kraftmaximum [N] Zugscherfestigkeit [MPa] Kommentar
1 6,11 0,0249
2 0,76 0,0031
3 5,92 0,0241
4 8,91 0,0363

Tabelle 14: Messungen mit Moosgummi und R/ 50 m—‘;}
m

’ Probe ‘ Kraftmaximum [N] Zugscherfestigkeit [MPa] Kommentar
1 2,64 0,0108
5,21 0,0212
3 1,17 0,048 versehentlich vor dem Ver-
such Position gedndert

Tabelle 15: Messungen mit Glas und R/ 50 m—?
m

’ Probe ‘ Kraftmaximum [N] Zugscherfestigkeit [MPa] Kommentar
1 37,02 0,1509
41,6 0,1696 hat beim Einspannen leicht
geknackt
3 38,03 0,155
4 79,94 0,3259
5 82,95 0,3382

Tabelle 16: Messungen mit Glas und R/ 320 m—‘(lJ
m

’ Probe ‘ Kraftmaximum [N] Zugscherfestigkeit [MPa] Kommentar

1 32,33 0,1318

2 4,27 0,0174 Probe 1 war nicht richtig ge-
trennt, weshalb Probe 1 und
2 gleich sind

3 67,78 0,2763

4 38,32 0,1562 Vorkraft ging nicht niedriger
als3N

5 82,2 0,3351

6 5,39 0,022 hat beim Einspannen ge-
knackt
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