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Zusammenfassung

Die Selbstassemblierung von Proteinen spielt in der Natur eine wichtige Rolle, da
Proteinstrukturen z.B. das Grundgertist natiirlichen Gewebes oder die hochfesten Fasern
der Spinnenseide bilden. Verschiedene Faktoren, wie Adsorption auf Oberflichen oder
Verdanderung der Umgebungsbedingungen, konnen die Assemblierung von Proteinen
induzieren. Im Rahmen dieser Arbeit wird gezeigt, dass die im sub-Nanometerbereich
strukturierte hydrophobe Oberflache eines Polyethylen (PE)-Einkristalls die Ausrichtung
von einzelnen Fibrinogen (HPF)-Molekiilen beeinflusst. Der Orientierungsmechanismus
beruht auf erhohten intermolekularen Wechselwirkungen zwischen den PE-
Kettenfaltungsbogen und dem HPF-Molekiil entlang spezifischer kristallographischer
Richtungen sowie der dimensionalen Ahnlichkeiten der PE-Kettenfaltung und der a-Helix
des HPF-Molekiils. Aufgrund erhohter Protein-Protein-Wechselwirkungen und
verminderter Oberflachendiffusion wird keine Orientierung assemblierter HPF-Fasern

und -faserartiger Netzwerke beobachtet.

Erstmalig wird die Ethanol- und Temperatur-induzierte Selbstassemblierung von
Plasmaproteinen, speziell Albumin (HSA) und Hamoglobin (HGB), zu heterogenen
Proteinnanofasern (hPNF) gezeigt. Es wird dartiber hinaus dargestellt, dass
Spitzenverstarkte Raman-Spektroskopie eine geeignete Methode ist, um die Anwesenheit
beider Proteine in den neuartigen hPNF auf Nanoebene zu beweisen. Zusatzlich erfolgt
eine Bestatigung  des  heterogenen Charakters mittels Immunogold-
Markierungsverfahren. Der dabei beobachtete geringe Anteil an HGB wird durch
Unterschiede in der Assemblierungskinetik erklart. Basierend auf den gewonnenen
Struktur-Eigenschafts-Beziehungen wird ein Modell fiir die Faserbildung der HSA-HGB-

PNF entwickelt, welches eine Vorhersage weiterer potentieller hPNF erlaubt.

Neben dem neuen HSA-HGB-System wird erstmals die Ethanol-induzierte
Selbstassemblierung fiir HPF und Fibronektin (HFN) zu hPNF untersucht. Dabei wird die
Anderung der Fasercharakteristika (Faserdurchmesser, hydrodynamischer Radius, Zeta-
Potenzial) selbstassemblierter hPNF in Abhdngigkeit des initialen molaren
Mischungsverhaltnisses beider Proteine betrachtet. Wahrend homogene PNF den
betragsmafdig geringsten Wert aufweisen, wird fiir Fasern mit einem molaren
Mischungsverhaltnis von 1:1 immer der betragsmafdig maximale Wert beobachtet. Dies

wird auf die stiarkeren Protein-Protein-Wechselwirkungen sowie die schnelleren
Vv



Assemblierungskinetiken zuriickgefiihrt. Alle Fasern sind bis zu 24 Stunden in
phosphatgepufferter Salzlésung stabil. Durch die Reduktion der elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen den Proteinen in Wasser dissoziieren diese
unerwarteterweise direkt. Es wird ein Modell vorgeschlagen, welches die Entstehung der

beobachteten Strukturen erklart.

Die Ergebnisse dieser Arbeit geben grundlegende und essentielle Einblicke in den
Mechanismus der Selbstassemblierung und zeigen Wege auf, diesen zu beeinflussen.
Somit legen die gewonnenen Erkenntnisse den Grundstein fiir die Entwicklung neuer

proteinbasierter Materialien mit steuerbaren Eigenschaften.

\



Abstract

The self-assembly of proteins plays an important role in nature, since protein structures
form, for example, the basic structure of natural tissue or the high-strength fibres of spider
silk. Various factors, such as adsorption on surfaces or changes in environmental
conditions, can induce the assembly of proteins. This work shows that the hydrophobic
surface of a polyethylene (PE) single crystal, which is structured in the sub-nanometer
range, influences the orientation of individual fibrinogen (HPF) molecules. The
orientation mechanism is based on increased intermolecular interactions between the PE
chain folds and the HPF molecule along specific crystallographic directions and the
dimensional similarities of the PE chain folds and the « helix of the HPF molecule. Due to
increased protein-protein interactions and reduced surface diffusion, no orientation of

assembled HPF fibers and fiber-like networks is observed.

For the first time, ethanol- and temperature-induced self-assembly of plasma proteins,
especially albumin (HSA) and hemoglobin (HGB), to heterogeneous protein nanofibers
(hPNF) will be induced. Further it will be shown that tip enhanced Raman spectroscopy
is a suitable method to prove the presence of both proteins in the novel hPNF at the nano
level. In addition, the heterogeneous character is confirmed by immunogold labeling. The
low amount of HGB is explained by differences in assembly kinetics. Based on the obtained
structure-property relationships, a model for the fiber formation of HSA-HGB PNF is
developed, which allows a prediction of further potential hPNF.

In addition to the new HSA-HGB system, ethanol-induced self-assembly of HPF and
fibronectin (HFN) to hPNF is investigated for the first time. The change of fiber
characteristics (fiber diameter, hydrodynamic radius, zeta potential) of self-assembled
hPNF as a function of the initial molar mixing ratio of both proteins is investigated. While
homogeneous PNF have the lowest absolute value, for fibers with a molar mixing ratio of
1:1 the maximum absolute value is always observed. This is attributed to the stronger
protein-protein interactions and the faster assembly kinetics. All fibers are stable for up
to 24 hours in phosphate-buffered saline. By reducing the electrostatic interactions
between the proteins in water, they showed an unexpected spontaneous dissociation. A

model is proposed which explains the formation of the observed structures.
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The results of this work give fundamental and essential insights into the mechanism of
self-assembly and elucidate ways to influence it. Thus, the gained knowledge lays the
foundation for the development of new protein-based materials with controllable

properties.
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1. Einleitung

Die Organisation von Molekiilen zu iibergeordneten Strukturen ist ein
entscheidender Vorgang in der Natur. Verschiedene natiirliche Prozesse beginnen mit der
Zusammenlagerung kleiner Molekiile zu grofieren Molekiilen oder Strukturen, wie z.B.
wahrend der Bildung von Kristall- oder Kolloidstrukturen, der Bildung von
Lipiddoppelschichten, der Phasentrennung von Copolymeren oder der
Zusammenlagerung von Aptameren zu RNA und DNA. Diese wiederrum sind fiir die
Peptidsynthese verantwortlich, die in Kombination mit der Peptidfaltung zur
Proteinbildung fiihrt. Proteine sind fiir verschiedenste Funktionen im menschlichen
Korper unerlasslich, wie etwa bei der Einleitung der Zelldifferenzierung oder dem
Transport kleinerer Molekiile.3 Albumin beispielsweise transportiert Substanzen wie
Steroide, Fettsdauren oder Hormone.# Hamoglobin hingegen, welches eine funktionelle
Uberstruktur aus vier Untereinheiten besitzt, ist fiir den Sauerstofftransport
verantwortlich.3 Die Funktion anderer Proteine hangt wiederum mit deren Organisation
zu supramolekularen Strukturen wie Fasern oder Netzwerken zusammen.
Kollagennetzwerke sind unter anderem Teil der Grundstruktur biologischen Gewebes
und bestimmen dessen mechanische Eigenschaften und Morphologie.>-¢ Fibrinogen, der
Hauptbestandteil der Blutgerinnung, bildet ein fibréses Fibrinnetzwerk und spielt eine

wichtige Rolle bei Heilungsprozessen und Gewebereparaturen.”

Oft besitzen Strukturen in der Natur einen hierarchischen Aufbau bestehend aus
Proteinen als Grundbausteine, welche sich durch das Bottom-up-Prinzip bilden. Bei der
Entstehung werden zwei verschiedene Mechanismen unterschieden: die
Selbstorganisation und die Selbstassemblierung. Die Selbstorganisation ist die
Zusammenlagerung von Molekiilen zu Strukturen auf der Nano- und Mikroebene als
Ergebnis von dynamischen dissipativen nichtlinearen Nichtgleichgewichtsprozessen.8
Das Zusammenspiel aus internen (Koordinationswechselwirkung, Wasserstoff-
bindungen, Dipol-Dipol usw.) und externen (Konzentration, Temperatur, Losungsmittel,
Zeit, usw.) Faktoren kann zu nicht-thermodynamisch stabilen Strukturen mit besonderen
zusammenlagerungsbedingten Eigenschaften fithren.® Im Gegensatz dazu hangt die
Selbstassemblierung von Gleichgewichtsprozessen und spezifischen Interaktionen der
molekularen Grundbausteine ab. Diese fiihren zur Bildung einer vordefinierten Struktur

welche im thermodynamischen Gleichgewicht ist.2 Die resultierende Struktur ist somit
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bei der Selbstassemblierung im Molekiil vorgeschrieben, wohingegen dies fiir die
Selbstorganisation keine Voraussetzung ist. Dies ist der essentielle Unterschied beider

Mechanismen.8

Die Moglichkeit, die intrinsische Eigenschaft von Biomolekiilen wie Proteinen, sich
zu Strukturen zusammenzulagern, auszunutzen, weckt das Interesse an der Entwicklung
von Nanostrukturen und -materialien auf Grundlage der Selbstassemblierung. Das
Verstandnis der Selbstassemblierungsmechanismen ist somit eine Voraussetzung fiir die
Herstellung neuer proteinbasierter Materialien auf Grundlage natiirlicher biologischer
Vorlagen. Verschiedenste Faktoren kdénnen die Selbstassemblierung induzieren (wie
Oberflachen oder aber veranderte Umgebungsbedingungen).®-11 Wechselwirkungen von
Proteinen mit Oberflachen, speziell Biomaterialoberflachen, sind ein essentieller Faktor
fir deren Funktion. Auch hier spielen die resultierenden Anordnungen auf der
Oberflache, also die selbstassemblierten Strukturen, eine entscheidende Rolle. Eine
adsorbierte Schicht aus Proteinen kann die Gewebereparatur fordern, indem die Proteine
Bindungsstellen fiir verschiedene Zelltypen wie Osteoblasten oder Fibroblasten
bereitstellen. So fiihrt die spezifische Adsorption von Fibronektin und dessen
Assemblierung auf Implantatoberflachen zur Verbesserung der Endothelialisierung und
minimiert das Risiko einer Abstofdung. Die Endothelialisierung kann ebenfalls durch
oberflachliche Fibrinfaserbildung verbessert werden, welche in Abwesenheit von
Thrombin durch Oberflachen induziert werden kann.?2 Auf der anderen Seite kann eine
unkontrollierte Adsorption von Fibrinogen oder auch Immunoglobulin ungewtinschte
Reaktionen wie Koagulation, Thrombose oder Infektionen, hervorrufen.!? Eine Methode
zur Kontrolle der entstehenden Strukturen ist die Beeinflussung der Proteinorientierung
wahrend der Selbstassemblierung auf Oberflachen. Hierzu ist die Verwendung von
nanostrukturierten Oberflichen mit Strukturen in Grofdenordnungen der Proteine

vielversprechend.13

Neben der resultierenden Struktur ist es ebenfalls winschenswert, die
Zusammensetzung von selbstassemblierten Proteinfaserstrukturen zu beeinflussen, um
deren Eigenschaften zu kontrollieren. Dieser Ansatz ist durch die Natur inspiriert, in
welcher verschiedene Proteine beispielsweise die faserige Struktur der Extrazellularen
Matrix (ECM) bilden. Eine Maoglichkeit hierzu ist die Herstellung von heterogenen
Proteinnanofasern (hPNF) welche sich aus verschiedenen Proteinen bilden. Hierzu gibt

es in der Literatur verschiedenste Ansatze wie Elektrospinnen!4-15, Extrusion6-21 oder
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Selbstassemblierung? 22-24, die auf dem Prinzip beruhen, durch Veranderung der
Umgebungsbedingungen die Interaktion verschiedener Proteine zu induzieren. Bei vielen
Methoden wird jedoch die Proteinorientierung zu Fasern durch einen zusatzlichen
externen Stimulus wie Pressen durch eine Diise oder Ausrichtung durch ein elektrisches
Feld hervorgerufen. Nur die Selbstassemblierung ist ein Prozess, bei dem die PNF-
Bildung, wie bei der Amyloidbildung oder der Fibringerinnung, durch die eigene
Organisation der Proteine entlang einer bevorzugten Achse entsteht. Die resultierenden
selbstassemblierten faserigen Proteinstrukturen stellen Grundbausteine fiir neue, von

der Natur inspirierte Biomaterialien dar.

Ziel der vorgelegten Arbeit ist es zu zeigen, dass Strukturen im sub-
Nanometerbereich in der Lage sind, die Orientierung von Proteinen zu beeinflussen. Des
Weiteren soll die Hypothese getestet werden, dass sich Proteine zu heterogenen PNF
(hPNF) selbstassemblieren. Abschlief3end soll die Hypothese getestet werden, dass die
hPNF-Charakteristika und -Eigenschaften iiber die Proteinverhiltnisse kontrolliert
werden konnen. Diese neue Art heterogener PNF erlaubt die Herstellung proteinbasierter

Bionanomaterialien mit kontrollierbaren Eigenschaften.

Aufbau der Arbeit

Die vorliegende Arbeit ist in zwei thematische Komplexe gegliedert. Im ersten
Themenkomplex werden die Hintergriinde des Themas naher erlautert. Dazu erfolgt
zundchst eine Einfiihrung in die Thematik der Polymere und Proteine. Danach wird der
aktuelle Forschungsstand zum Einfluss von nanostrukturierten Oberflachen auf die
Proteinadsorption und kurz die Assemblierung von homogenen als auch verschiedene
Herstellungsmethoden fir heterogene PNF vorgestellt. Aus diesen werden dann die
offenen Fragen und die Ziele der Arbeit abgeleitet. Im zweiten Themenkomplex werden
die verwendeten experimentellen Methoden sowie die Ergebnisse vorgestellt und
diskutiert. Im ersten Abschnitt des Komplexes wird gezeigt, dass die Oberflachenstruktur
eines Polyethylen-Einkristalls (PE-EK) die Orientierung von einzelnen Proteinen und
Proteinstrukturen beeinflusst. Im nachsten Teil wird die Selbstassemblierung von
Albumin und Hamoglobin zu hPNF gezeigt und deren Existenz auf der Nanoebene
bewiesen. Im dritten Teil wird der Einfluss des Proteinverhéltnisses von Fibronektin zu
Fibrinogen auf die Charakteristika und Eigenschaften der selbstassemblierten hPNF

untersucht. Abschlief3end werden die Ergebnisse kurz zusammengefasst.

3






2. Grundlagen

2.1. Polymer

Polymere (gr.: polys=viel, meros=Teil) sind Makromolekiile, welche aus einer
Aneinanderreihung einer oder mehrerer Molekiileinheiten (Mere) bestehen und durch
deren Lange die Kettenenden keinen Einfluss haben. Die Mere sind in einer Kette kovalent
miteinander verbunden und haben jeweils dieselbe chemische Struktur (Konstitution).
Die meisten kommerziell verfiigbharen Polymermolekiile haben ein Riickgrat, welches aus
kovalent gebundenen Kohlenstoffatomen oder Silizium (Silane) besteht. Die
Eigenschaften der Polymere werden sowohl durch ihre Konstitution, Konfiguration, also
der Mer-Anzahl und ihre Art der Verkniipfung, und die Konformation, der raumlichen
Auspragung der Ketten, bestimmt. Eine wichtige Eigenschaft, welche auch von diesen drei
Faktoren beeinflusst wird, ist das Vermogen amorphe oder teilkristalline Bereiche
auszubilden. Hierbei spielen vor allem die Seitengruppen, welche am Kohlenstoffriickgrat
angeordnet sind, eine entscheidende Rolle.2> Die Seitenkettenanordnung wird durch die
sogenannte Taktizitat beschrieben. Es wird dabei zwischen der isotaktischen (alle
Seitengruppen sind gleich ausgerichtet), syndiotaktischen (die Ausrichtung der
Seitengruppen ist alternierend und gespiegelt) und ataktischen (zufallig ausgerichtete
Seitengruppen) Konformation unterschieden.26 Da es fiir Polymere mit kleinen und
regelmafdig angeordneten Seitengruppen energetisch vorteilhaft ist, sich in kristalliner
Form an bestehende Ketten anzulagern, ist die Kristallisation fiir isotaktische Polymere
am wahrscheinlichsten. In Abhdngigkeit der 3D-Kettenstruktur kann auch das
syndiotaktische Polymer kristallisieren, wohingegen das ataktische fast ausschliefdlich im
amorph erstarrten Zustand vorliegt, jedoch weifden einige ataktische Polymere eine

geringe Kristallinitat auf.

2.1.1. Polyethylen

Das im chemischen Sinne simpelste Polymer ist das Polyethylen (PE), da es
idealerweise keine Seitengruppen besitzt und nur aus Kohlenstoff und Wasserstoff
besteht. Eine PE-Kette mit der entsprechenden Bindungslange und dem entsprechenden

Winkel in der all-trans-Konformation oder auch zick-zack-Konformation ist in Abbildung
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2.1 dargestellt. Diese ausgestreckte Form mit einem Drehwinkel ¢ von 180° um die C-C
Bindung ist die energetisch glinstigste Form. Daneben existieren noch zwei weitere lokale
Minima fiir die Drehung um die C-Achse, die gauche und anti-gauche Konformation
(Abbildung 2.1 rechts), welche zu einer Drehung bzw. Faltung der Kette fiihren. Bei der
Ausfiihrung vier gleicher gauche-Drehungen dreht sich die Kette um 180°. Dies ist eine

entscheidende Grundlage fiir die Bildung von Kettenfaltungskristallen.

gauche trans  anti-gauche

©

V(0)/k) mol !
x
1

Abbildung 2.1: Grundlagen PE: Schema eines PEs mit der Bindungslinge 1=0,154 nm, dem Bindungswinkel
©=109,47°, dem Drehwinkel ¢ (links, oben) und der all-trans-Konformation des PEs (links, unten).2”
Energieverteilung fiir verschiedene Konformationswinkel von n-Butan. (rechts, Abbildung nach Ref. 28)
Aufgrund seiner simplen Struktur ist PE ein teilkristallines Polymer. Abhangig vom
Herstellungsverfahren konnen sich jedoch verschiedene strukturelle Unterschiede
ausbilden, welche sich in Anzahl und Lange der Verzweigungen sowie dem
Molekulargewicht unterscheiden. So hat zum Beispiel das Low-density PE (LDPE) eine
hohe Anzahl verschieden langer Verzweigungen, wodurch die Kristallisation erschwert
wird.2? Verkiirzen sich die Langen der Verzweigungen, so spricht man von linearen Low-
density PE (LLDPE).2° Sind die Ketten hingegen sehr lang, mit einem Molekulargewicht
hoher als 3,6%*10¢ g/mol, spricht man von einem Ultra-high-molecular-weight PE
(UHMWPE).2° Aufgrund des hohen Molekulargewichtes tendiert dieses PE zur Ausbildung
einer hohen Anzahl von Verschlaufungen in der Kette, was die Kristallisationskinetik
reduziert und somit den Kristallisationsgrad senkt. Das am besten kristallisierbare
Polyethylen ist das High-density PE (HDPE), welches nur eine geringe Anzahl an
Verzweigungen aufweist.2? Wie alle thermoplastischen Polymere kristallisiert HDPE aus
der Schmelze zu Spharolithen bestehend aus Kettenfaltungskristallen, welche iiber

amorphe Bereiche miteinander verbunden sind. 2> Die Polymerketten bilden dabei
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Abbildung 2.2: PE-EK: Rasterkraftmikroskop (AFM)-Héhenbild (A) eines PE-EK nach der Kristallisation bei
85°C fiir 7 Tage in Xylol. (B) schematische Darstellung der vier Sektoren einer PE-EK-Oberfldche in Abhdngigkeit
von ihrer Wachstumsrichtung und der Kristallorientierung. Die beiden Kristalldiagonalen A und B und der
Winkel der Kristallrichtungen ¢ sind hervorgehoben. (C) Ideale Anordnung der PE-Kettenfaltungen auf der PE-
EK-Oberfldche und die Orientierung der ausgestreckten Ketten in den Seitenfldchen. Die Kettenfaltungen sind
parallel zur Kante des PE-EK ausgerichtet. Nachgedruckt mit Erlaubnis von Ref. 30; © 2016 American Chemical
Society

sowohl den kristallinen als auch den amorphen Teil. Als ,tie“-Molekiile werden

Polymerketten bezeichnet, welche zwei kristalline Bereiche miteinander verbinden.

Kristallisiert man HDPE aus einer verdiinnten LOsung anstatt einer relaxierten
Schmelze kommt es zur Bildung von lamellenartigen Einkristallen, welche aus
Kettenfaltungen bestehen. Diese konnen einige Mikrometer in x- und y-Richtung, die
thermodynamisch begrenzte Dicke betrdgt aber nur wenige 10 nm (Abbildung 2.2A). 25
Bei Kristallbildung bzw. -wachstum lagern sich die Ketten entlang der {110}-Ebenen an
(Abbildung 2.2B). Daraus ergibt sich eine senkrechte Anlagerung der ausgestreckten
Ketten in all-trans Stellung in den Seitenflachen, wahrend die Kettenfaltungen die
Deckflachen der Kristalle bilden (Abbildung 2.2C). Die Dicke der Einkristalle wird somit
durch den Abstand der Kettenfaltungen bestimmt. Es wird davon ausgegangen, dass 75%
der Kettenfaltungen aus vier gauche-Drehungen bestehen und somit an der direkt
benachbarten Stelle wieder in den Kristall eintreten.27. 31-32 Betrachtet man zusatzlich
noch einen Eintritt an liberndchster Stelle, was mehrere gauche-Drehungen benoétigen
wiirde, machen diese 81 % der PE-EK Oberflache aus.27.31-32 Dariiber hinaus kann es zum
Auftreten von Defekten, wie losen Schleifen oder Versetzungen kommen. Beim idealen
Kristall wird jedoch davon ausgegangen, dass die Kettenfaltungen mit direkt

benachbartem Eintritt die Oberflachenstruktur bilden (Abbildung 2.2C). Die duf3ere Form
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der PE-EK ist abhdngig vom verwendeten Losungsmittel, fiir Xylol ist beispielsweise die
Rautenform typisch (Abbildung 2.2). Diese lasst sich in vier Sektoren unterteilen, wobei
die Ausrichtung der Kettenfaltungen, aufgrund der Wachstumsrichtungen, in den
Sektoren I und III sowie II und IV gleich sind (Abbildung 2.2B und C). Aufgrund der
beschriebenen Eigenschaften sind PE-EK ein interessantes Modellsystem zur
Untersuchung der Wechselwirkung von Molekiilen mit einer Oberflachenstruktur im sub-

Nanometerbereich.

2.2. Proteine

Proteine sind Makromolekiile die, im Gegensatz zu synthetischen Polymeren,
jeweils ein festes Molekulargewicht mit einem stark hierarchischen und festgelegten
Aufbau haben.3 33-3¢ Der strukturelle Aufbau kann grundsatzlich in Primar-, Sekundar-,
Tertidar- und Quartdrstruktur unterschieden werden.? 33-3¢ Die Grundbausteine der
Proteine sind Aminosiuren, welche iiber eine Kondensationsreaktion der Amino- und
Carboxylgruppen polymerisieren und somit eine Peptidbindung bilden.3* Es gibt 20
natiirliche proteinogene Aminosduren, welche bei der Synthese von Proteinen in
biologischen Zellen vorkommen. Abhangig von den Eigenschaften der R-Gruppe werden
Aminosauren in die Kategorien hydrophob, hydrophil, geladen und andere eingeteilt.3>
Hydrophoben Reste umfassen die aliphatischen Reste (A, I, L, M, V) sowie die

aromatischen Reste (F, W, Y). Hydrophile, ungeladene Reste konnen entweder tiber -OH
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Abbildung 2.3: Sekunddrstruktur von Proteinen: Schematische Darstellung einer antiparallelen (-Faltblatt-
Struktur und einer a-Helix. Die Strukturen werden durch Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
Carboxyl- und Aminogruppen des Peptide-Riickgrates stabilisiert. Nachgedruckt mit Erlaubnis von Ref. 3 ©
2017 Rice University



(S, T) oder -CONH (N, Q) Gruppen an Wasserstoffbriickenbindungen beteiligt sein.3>
Geladene Reste konnen entweder positiv (H, K, R) oder negativ (D, E) geladen sein und
genutzt werden, um spezifische Ladungs-Ladungs-Wechselwirkungen zu erzeugen.3> Die
restlichen Aminosduren (C, P, G) konnen zu strukturellen Modifikationen, wie z.B.
Biegungen in der Proteinkette, fithren oder als Angriffspunkte fiir chemische

Modifikationen dienen.

Die Aminosduresequenz eines Proteins wird in dessen Protein spezifischer
Primarstruktur beschrieben und bestimmt das Molekulargewicht des Proteins.33-34
Wechselwirkungen der Aminosdauren untereinander sowie mit dem umgebenden
Medium bestimmen die Konformation des Molekiils, welche in der Sekundarstruktur
beschrieben wird. Dabei sind die beiden Hauptstrukturelemente die a-Helix- und die
B-Faltblattstruktur (Abbildung 2.3). Wahrend die eng gekndulte a-Helix nur durch
intramolekulare =~ Wasserstoffbriickenbindungen  stabilisiert ~wird, bildet die
B-Faltblattstruktur auch intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen aus.33-34 Bei der
B-Faltblattstruktur kann man zwischen antiparallel (Abbildung 2.3) oder parallel
unterscheiden, was sich auf die Ausrichtung der C- und N-Termini benachbarter Ketten
zu einander bezieht. Wahrend beim antiparallelen die C-Termini den N-Termini
gegeniiberstehen, stehen sich bei der parallelen Konformation jeweils die C- und C- bzw.
die N- und N-Termini gegeniiber. Die rdumliche Anordnung der Sekundarstruktur-
elemente wird als Tertidrstruktur bezeichnet.33-34 Die Quartarstruktur beschreibt die
Anordnung verschiedener Proteindomédnen zueinander, falls diese vorhanden sind.33-34
Im physiologischen Zustand bilden Proteine ihren nativen Zustand aus, also ihre native
Sekundar-, Tertidr- und Quartarstruktur.33-34 Durch diese native Struktur des Proteins
wird dessen Funktion bestimmt. Eine Anderung der Umgebungsbedingungen kann zur
sogenannten Denaturierung fiihren. Dies bezeichnet die Anderung der
Proteinkonformation unter den vorherrschenden Bedingungen in einen
thermodynamisch stabileren Zustand. Die Denaturierung kann durch Anderung der
Polaritat, des pH-Wertes und der lonenkonzentration des Umgebungsmediums sowie der
Temperatur als auch durch Wechselwirkungen mit Oberflachen induziert werden.33, 36-40
Die Strukturdnderung in Folge von Denaturierung kann einerseits zum Verlust der
nativen Funktionen fiihren, andererseits durch Exposition bisher versteckter Bereiche

schadhafte oder neue Funktionen hervorrufen.

Im Folgenden werden die fiir diese Arbeit relevanten Proteine naher beschrieben.
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2.2.1. Fibrinogen

Fibrinogen, oder auch Humanes Plasma Fibrinogen (HPF), ist ein amphiphiles
Glykoprotein des Blutplasmas mit einer Lange von etwa 45nm und einem
Molekulargewicht von ~340 kDa. Es besteht aus zwei identischen Teilen, welche sich je
aus den drei Polypeptiden Aa, BB- und y zusammensetzen. Diese sind wiederum iiber
Disulfidbriicken verbunden.12 41-42 Beide Teile bilden mit ihren N-Termini ein
gemeinsames Zentrum, die E-Doméane, wiahrend die C-Termini der B3- und y-Ketten ,D-
Domadnen“an den Enden des linearen Proteins formen. (Abbildung 2.4) Die C-Termini der
beiden Aa-Ketten bilden globuldre Strukturen: aC-Domdanen, welche zentrumsnah

intramolekular mit den Fibrinopeptiden (Fp)B der E-Domane wechselwirken.12

b-hole a-hole

(a) BB E region Glycans

Wl )
X7 yC domain

g
A~/ | |

D region FpB aC region BC domain

(b)

Coiled
Coils

Abbildung 2.4: Fibrinogen: (a) Schematische Darstellung eines trinoduldr-stabformigen HPF-Molekiils, Aa,
BB- und y Ketten sind jeweils blau, rot und griin hervorgehoben. (b) Die Van-der-Waals-Darstellung der
kristallographischen Struktur, wobei die Farben wieder den Ketten in (a) entsprechen. Die aC-Region und die
Fibrinopeptide A und B (FpA und FpB) sind in der kristallographischen Darstellung nicht gezeigt. © 2015
Kéhler et al. Nachdruck mit Genehmigung von Ref. 41

Zu Beginn der Blutgerinnungskaskade kommt es zur Ausschiittung von
Gerinnungsfaktoren wie z.B. HPF (Gerinnungsfaktor 1) und dem Enzym Thrombin
(Gerinnungsfaktor Ila). Thrombin wechselwirkt mit dem N-Terminus der Aa-, BB-Ketten
der zentralen E-Domadane unter Abspaltung von FpA und FpB. Das durch Thrombin
»aktivierte” HPF wird als Fibrin bezeichnet.#2-43 Durch die Abspaltung von FpA werden
Wechselwirkungsstellen, die sogenannten ,A-Knob“ frei, welche sich am Ende der a-
Ketten in der E-Domane befinden.43 Diese konnen mit den ,,A-Holes“ der y-Ketten in den
D-Domanen anderer Fibrin- und HPF-Molekiile wechselwirken und somit Protofibrillen

mit einer Dicke von zwei-Molekiilen bilden.43 Durch die Abspaltung der FpB werden die
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,B-Knobs“ in der 3-Kette der E-Domane frei und kénnen mit den ,B-Holes“ der 3-Kette
der D-Doméane wechselwirken. Dadurch wird das Protofibrillenwachstum geférdert.
Durch das Freiwerden der FpB dissoziieren die aC-Domanen von der E-Domédne und
konnen somit mit anderem oC-Domadnen interagieren was die laterale
Fibrinogenaggregation fordert.#3 Darliber hinaus kénnen HPF-Molekiile untereinander
iber die y-Kette in den D-Doméanen (yXL und D:D-Regionen) interagieren. Die D:D
Regionen sind an den Enden der D-Domanen zwischen den Aminosaureresten 275 und
300 der y Ketten lokalisiert.43-4#4 Diese Stellen fungieren als Bindeglied zwischen
D-Domanen benachbarter HPF- und Fibrinmolekiile sowie zur Adhdsion von
Endothelzellen. Die yXL-Bereiche der y-Kettenregionen in beiden D-Doméanen sind an der
Verbindung der D-Doméanen verschiedener HPF-Molekiile und somit der Fibrillenbildung
beteiligt.42 4547 Wahrend der Blutgerinnungskaskade interagieren die gebildeten
Fibrinfasern mit dem Fibrinstabilisierenden Faktor (Gerinnungsfaktor XIII), welcher

kovalente Bindungen zwischen benachbarten HPF-Molekiilen induziert.

Neben seiner Funktion bei der Blutgerinnung ist HPF dafiir bekannt,
krankheitsbedingt im Korper und unter nichtphysiologischen Bedingungen aufserhalb
des Korpers [-faltblattreiche amyloide Fibrillen auszubilden.3® 48 Thermisch
denaturiertes Fibrinogen wird bereits in der Medizintechnik als Matrix zur Konstruktion

biomedizinischer Gerate verwendet.3°

2.2.2. Serum Albumin

Humanes Serum Albumin (HSA) ist ein globuldres Protein bestehend aus 585
Aminosauren mit einem Molekulargewicht von 65 kDa. Das herzférmige Protein besteht
aus drei a-Helix reichen Domanen (~67 %) welche sich jeweils in 2 Unterdoméanen

unterteilen (Abbildung 2.5).49-51

HSA ist das am haufigsten vorkommende Protein (60 %) im Blut und ist dabei das
Haupttransportprotein fiir unesterifizierte Fettsduren, aber auch fiir eine grofée Anzahl
an Metaboliten, Medikamenten und organischen Verbindungen.# Neben dem
Stofftransport erfiillt es antioxidative und entziindungshemmende Funktionen.>2 Die
verschiedenen Domanen haben dabei verschiedene Bindungseigenschaften. Wahrend die

Domane IB Hiam und Porphyrin bindet, haben die Domanen IIA und IIIA Bindungsstellen
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fiir verschiedene Substanzen wie z.B. Fettsduren.52 Dariiber hinaus verhindert HSA durch
Regulierung des osmotischen Drucks Wasseransammlungen im Gewebe und tragt als

amphoteres Protein zur Stabilisierung des Blutpuffers bei.53

Abbildung 2.5: Albumin: Schematische Darstellung der HSA-Sekunddrstruktur. Die Domdnen sind farblich
gekennzeichnet: I, rot; I, griin; 111, blau. Die Subdomdnen A und B innerhalb jeder Domdne werden in dunklen
bzw. hellen Farbténen dargestellt. Die Ligandenmolekiile sind raumfiillend dargestellt und die Atomarten
entsprechend gefirbt (Kohlenstoff, grau; Sauerstoff, rot; Jod, magenta) Nachdruck mit Genehmigung von Ref. 4
© 1998, Springer Nature

Wie bei anderen Proteinen auch, ist die Molekulare Struktur des HSAs

temperaturabhdngig und zeigt eine schrittweise Entfaltung zwischen 55 °C und 65 °C.5*
Eine derartige Anderung der Sekundirstruktur des HSAs, welche auch durch andere

Denaturierungsmittel ausgelost werden kann, fiihrt zur amyloiden Fibrillenbildung.>>

2.2.3. Hamoglobin

Hamoglobin (HGB) ist ein globuladres Protein mit einem Molekulargewicht von etwa
64 kDa, welches aus je zwei dquivalenten a- und [-Domanen besteht (141 und 146
Aminosauren; Abbildung 2.6).38 40 Im nativen Zustand liegen ca. 70 % dieser Ketten als
a-Helix vor, der Rest als 3-Faltblatt.4? Jede a- und B-Domane besitzt zusatzlich noch eine
Ham-Gruppe, welche aus einer Komplexverbindung mit Eisen als Zentralion und einem
Porphyrin-Ring als Ligand besteht. Die Hauptfunktion von HGB, der Gastransport im Blut,
ist mit dieser Him-Gruppe assoziiert,38 56 Dabei transportiert es vor allem Sauerstoff von
den Lungen zu den Zellen verschiedener Gewebe, aber auch Teile des entstandenen CO2
von den Zellen zurtick zu den Lungen.38 56 HGB kann in zwei verschiedenen Konformation,
der relaxierten R-Form und der gespannten T-Form auftreten. Nicht-oxidiertes HGB liegt

fast ausschliefdlich in der T-Form vor. Bei der Oxygenierung bindet Sauerstoff an das Fe2+-
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Ion der Him-Gruppe und wird dabei von einem Histidin-Rest stabilisiert. Dadurch dndert
sich die Konformation zur R-Form. Die Sauerstoffaffinitit des HGB wird von
verschiedenen Faktoren beeinflusst, z.B. sinkt diese mit sinkendem pH-Wert im Blut,

steigendem CO2-Partialdruck und steigender Temperatur.3

Abbildung 2.6: Hdmoglobin: Schematische Darstellung der Sekunddrstruktur von HGB. Die
a-Domdnen sind rot, f-Domdnen blau und Die eisenhaltigen Hdm-Gruppen sind griin eingefdrbt. Nachdruck mit

Genehmigung von Ref. 57 © 2017, Springer Nature

2.2.4. Fibronektin

Fibronektin (HFN) ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von etwa 440 kDa.
Es kommt sowohl im Plasma in einer geschlossenen, inaktiven Form vor, als auch in der
extrazellularen Matrix, wo es zu unlgslichen Fibronektinfasern selbstassembliert.58-59 Als Teil
der extrazelluldiren Matrix spielt es eine wichtige Rolle bei Zellwachstum, -migration,

-haftung und -differenzierung sowie bei der Interaktion von Zellen untereinander.>8

HFN ist ein Dimer aus zwei anndhrend identischen Strangen, die nahe ihrer C-Termini
liber Disulfid-Bindungen verbunden sind (Abbildung 2.7). Beide Strange enthalten eine
Vielzahl von Domanen. Aufgrund ihrer strukturellen Homogenitit werden sie in die
Typen [, I und III unterschieden.®® Diese Typen bilden globulare, in Reihe angeordnete
Strukturen, welche einerseits zu einer verhaltnismafig grofien Konturldange des Proteins
mit 120-160 nm fithren. Andererseits sorgen sie fiir eine Verteilung der Bindungsstellen
liber die gesamte Lange des Proteins.>? Im Gegensatz zu Typ IlI-Domdnen werden Typ I-
und II-Doménen durch Disulfidbriicken stabilisiert.>8-5° Da in und die Stabilisierung
mittels Disulfidbriicken fehlt, ist eine Entfaltung durch mechanische Einwirkungen
moglich. Dadurch koénnen vorher verdeckte Bindungsstellen exponiert oder freie
Bindungsstellen verdeckt werden. Auf diesem Weg ist eine Anderung der Quartirstruktur
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Abbildung 2.7: Fibronektin: Schematische Darstellung der Multidomdnenarchitektur eines zelluldren
Fibronektin-Heterodimers, bestehend aus 12 FN Typ I Wiederholungen (FNI), 2 FN Typ Il Wiederholungen
(FNII) und 15 FN Typ 11l Wiederholungen (FNIII). Der untere Zweig enthdlt Spleifsvarianten des HFN-Strangs,
die zwei alternativ gespleifsten FNIII-Domdnen (EIIIA/EIIIB) und ein FNIII-Verbindungssegment (11ICS). Das
Vorhandensein und die Anordnung der Domdnen sind fiir die Interaktion mit bakteriellen
Fibronektinbindeproteinen (FnBPs; rot) und Wirtsproteinen (schwarz) verantwortlich. Nachdruck mit
Genehmigung von Ref. 60 © 2016 Hymes and Klaenhammer

des Proteins und somit eine Beeinflussung seiner Funktion und seiner Reaktivitat
moglich.5? Aufgrund alternativen Splicings kann es zu unterschiedlichen Variationen des
Fibronektins kommen, wie in Abbildung 2.7 angedeutet.58-5° Alternatives Splicing
bezeichnet einen Vorgang bei der Proteinsynthese, der es ermdglicht, aus einem Gen
verschiedene Proteine zu synthetisieren.t! Dies ermdoglicht die Anpassung der

Proteineigenschaften an verschiedene Anspriiche im Organismus, z. B. Veranderung der

Bindungsaffinitat bestimmter Zellen oder die Loslichkeit im Blutplasma.>8-5°

Durch die strangartige Domanenanordnung weist HFN eine Vielzahl an Funktionen
und Bindungsmoglichkeiten auf, wie schematisch in Abbildung 2.7 gezeigt.62-63 Diese
Anordnung begiinstigt ebenfalls die Assemblierung von HFN-Molekiilen zu Fasern. Dabei
lagern sich die Molekiile versetzt an, wodurch die ersten FNI-Domdnen mit FNIII-
Domdnen  benachbarter = HFN-Molekiille = wechselwirken. Neben zahlreichen
Bindungsmoglichkeiten fir Integrine, die Rezeptoren der Zelloberflache, die die Zelle mit
der extrazellularen Matrix verbinden, besitzt HFN diverse Bindungsstellen fiir andere
wichtige Proteine, unter anderem fiir Fibrin. Diese heifden Fibrin I und Fibrin II und sind
an den Enden lokalisiert (Abbildung 2.7).62-63 Somit ermdglicht HFN die Zellmigration im
Fibringerinnsel, die sich bei Entziindung oder Trauma bilden und die Blutzirkulation
storen konnen. Moglicherweise ist HFN an der Beseitigung von Fibrinnetzwerken

beteiligt.>8
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3. Stand des Wissens

Um den von der Natur inspirierten Ansatz des Bottom-up-Prinzips mittels
Selbstassemblierung fiir die Herstellung von neuen Materialien zu nutzen, ist es essentiell
Wege und Methoden zur Kontrolle und Beeinflussung der Selbstassemblierung zu finden.
Dain der Natur Proteine in selbstassemblierten Strukturen als Grundbausteine fungieren,
versucht man diesen Ansatz auch auf neuartige proteinbasierte Biomaterialien zu
libertragen. Aus diesem Grund untersuchen viele Wissenschaftler den Einfluss
verschiedener Faktoren auf die Selbstassemblierung. Einerseits wird erforscht wie eine
strukturierte Oberfliche die Orientierung von adsorbierten Proteinen und deren
resultierenden Assemblierungsstrukturen beeinflusst, andererseits wird der Einfluss der
Anderung der Umgebungsbedingungen von Proteinen auf deren Selbstassemblierung und
die resultierenden Eigenschaften untersucht. Das folgende Kapitel gibt einen Uberblick

tiiber den Stand des Wissens in diesen Bereichen.

3.1. Organisation von Proteinen auf strukturierten Oberflachen

Die Assemblierung von Proteinen an Grenzflachen ist das Resultat verschiedener
Krafte, welche zwischen der Oberfliche und dem Protein wirken und wiederum von der
Oberflache, der Losung und der Art der adsorbierten Proteine selbst beeinflusst werden.13
Auch wenn die Adsorption von Proteinen auf Oberflachen von deren Gréfde, Ladung und
Struktur abhéngt,%4 sind es vor allem physikalisch-chemische Oberflacheneigenschaften,
welche die Assemblierung auf der Oberfliche steuern konnen.!> Neben der
Oberflachenchemie und der Benetzbarkeit hat die Oberflichentopographie bzw. die
Oberflachenstruktur einen starken Einfluss auf die Organisation und die resultierende

Struktur der assemblierten Proteine.

Untersuchungen von Rechendorff et al. zeigten, dass eine Anderung der
Oberflacheneigenschaften, wie zum Beispiel Rauheit im Nanometerbereich, die Menge an
adsorbierten Proteinen beeinflusst.6> Scopelliti et al. berichteten, dass eine Erhéhung der
Nanorauheit der Oberflache mit der Erh6hung der Porengrofie im Nanometerbereich
korreliert und dadurch die Proteinadsorption und -aggregation erhoht wird.6¢ Dabei

zeigten Proteine verschiedene charakteristische Schwellenwerte, bei welchen die
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Nukleation und die Aggregation eintraten. Eine weitere wichtige Oberflacheneigenschaft
ist die Kriimmung. So wurde in verschiedenen Arbeiten gezeigt, dass die
Proteinkonformation nach der Adsorption von der Oberflichenkriimmung abhangt.67-69
Beispielsweise bleibt die biologische Aktivitdt von adsorbiertem Lysin auf 4 nm grofien
Nanopartikeln erhalten, wohingegen 100 nm grofde Nanopartikel zum Verlust dieser
Aktivitdit  fihren.’®  Adsorbiertes  Laminin  dndert mit Erhohung des
Nanopartikeldurchmessers von 45 auf 209 nm seine Orientierung von ,side-on“ zu ,end-

on“, wahrend HPF bei einer zu hohen Oberflichenkriimmung denaturieren kann.”1

Diese Sensitivitit von Proteinen auf die Anderung der Oberflichenstruktur im
Nanometerbereich lasst den Schluss zu, dass die Organisation von Proteinen durch eine
raumliche Anordnung topographischer Merkmale gesteuert werden kann. In diesem
Zusammenhang haben sich polymere Oberflachen mit ihren einstellbaren physikalischen,
chemischen und biologischen Eigenschaften als besonders wirksam erwiesen, da sie
aufgrund gut definierbarer Nanotopographien, also Mustern im Nanometerbereich, die
Proteinadsorptionskonformation, Assemblierungspraferenzen, Bedeckungsdichten oder
das Desorptionsvermogen beeinflussen konnen.!3 Hierbei spielen zwei Arten von
Polymeren eine besondere Rolle: die Blockcopolymere und teilkristalline Polymere,

welche im Folgenden kurz beschrieben werden.

3.1.1. Proteinadsorption auf Blockcopolymeren

Ein Blockcopolymer besteht aus zwei oder mehreren unterschiedlichen
Monomeren die in Blocken identischer Mere angeordnet und iiber kovalente Bindungen
verbunden sind.”? Aufgrund der physikalischen Inkompatibilitit der Blocke kommt es
beim Abkiihlen aus der Schmelze zur Mikrophasenseparation. Die dabei entstehende
Struktur hangt von verschiedenen Parametern, wie Molekulargewicht, dem Flory-
Huggins Wechselwirkungsparameter x und den Volumenanteilen der verschiedenen
Blocke ab.”3 Bei amorphen Diblockcopolymeren, bestehend aus zwei Blocken (A und B),
reichen diese Strukturen von Sphéren, Zylindern oder gyroidalen Strukturen aus Block A
bzw. B in der Matrix B bzw. A bis hin zu Lamellen aus A und B.73 Bei Triblockcopolymere’4
oder teilkristalline Blockcopolymere werden die resultierenden Strukturen komplexer
bzw. es kommt bei der Strukturbildung zum Zusammenspiel von Phasenseparation und

Kristallisation.’>-76 Diese verschiedenen Parameter kdonnen nun genutzt werden, um
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Diinnfilme mit definierten Oberflichennanostrukturen aus Blockcopolymeren

herzustellen.

In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass Proteine bevorzugt auf einer der
beiden Mikrophasen der chemisch inhomogenen nanostrukturierten Blockcopolymer
Oberflache adsorbieren (Abbildung 3.1a).77-81 So wurde gezeigt, dass HPF, HFN, Globulin
also auch HSA selektiv auf den PS-Domanen eines PS-b-PMMA Diblockcopolymers
adsorbieren, was durch die hydrophilen/hydrophoben Wechselwirkungen der Proteine
mit den polymeren Nanodomdinen erklart werden kann (Abbildung 3.1b).7” Wie in
Abbildung 3.1b ersichtlich, kann dieser Effekt genutzt werden, um die Protein-
Hauptachse entlang der entstandenen Nanostruktur zu orientieren. Dies ist besonders gut
fiir HFN mit seiner anisotropen Struktur sichtbar. Kumar et al. haben dartiber hinaus
beobachtet, dass die chemische Grenzfliche zwischen PS- und PMMA-Blocken die

Proteinadsorption und somit deren Orientierung entlang der Grenzflache fordert.80
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Abbildung 3.1: Proteinadsorption auf Blockcopolymeren: a) Schematische Darstellung der bevorzugten

PS-b-PMMA

y-globulinnanoarray

Proteinadsorption  auf einer Phase des  Polystyrol-block-Polymethylmetacrylat  (PS-b-PMMA)
Blockcopolymeres. Nachdruck mit Genehmigung von Ref. 13 © 2017 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA,
Weinheim b) AFM-Bilder von selektiv adsorbierten Globulin und HFN auf der PS-Phase von PS-b-PMMA,
Nachdruck mit Genehmigung von Ref. 77 © 2010, The Royal Society of Chemistry c) HPF-Konformation in
Abhdngigkeit der Periodizitdt der Blockcopolymer-Nanodomdnen. Nachdruck mit Genehmigung von Ref. 78 ©
2016, American Chemical Society.

Neben der Kontrolle der Proteinorientierung durch Adsorption an der Grenzflache
kann auch die Konformation des adsorbierten Proteins beeinflusst werden, wie fiir HPF

in Abbildung 3.1c gezeigt. Durch Reduzierung der Periodizitit und somit der

Domaéanengrofien wurde das HPF-Molekiil aufgrund seiner bevorzugten Adsorption auf
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der PS-Domine gezwungen, seine Konfiguration von senkrecht zu parallel zur
Lamellenorientierung zu andern.8! Somit ist die treibende Kraft der Ausrichtung von
Proteinen auf nanostrukturierten Blockcopolymeren die chemische Inhomogenitit der

Oberflache.

3.1.2. Proteinadsorption auf teilkristallinen Polymeren

Teilkristalline Polymere zeigen interessante Modelloberflichen um den Einfluss
chemisch homogener und nanostrukturierter Oberflichen auf die Adsorption und
Ausrichtung von Proteinen zu untersuchen. Aufgrund ihres Kristallisationsvermogens
bilden sie teilweise hochgeordnete Strukturen auf der molekularen und
supramolekularen Ebene. So beeinflusst die regelmafiige Anordnung kristalliner

Lamellen eines teilkristallinen UHMWPE-Filmes die Proteinorientierung und -anordnung

I c
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Abbildung 3.2: Proteinadsorption auf teilkristallinen Polymeren: HPF-Adsorption auf nanostrukturierten
teilkristallinen Polymeroberfldchen; a) AFM-Héhenbild von HPF auf schmelzgezogenem UHMWPE, wobei die
lamellaren Kristalle die HPF-Anordnung steuern (Proteinkonzentration von 10 mg*L). Nachdruck mit
Genehmigung von Ref. 82 © 2011 American Chemical Society b) AFM-Héhenbild der Netzwerkstruktur von
adsorbierten HPF auf schmelzgezogenem iPB-1-Film. Der Skalenbalken entspricht 300 nm. Im rechten Bild ist
das HPF-Netzwerk und die , Eyelet“-Struktur griin hervorgehoben und die Orientierung der ellipsenférmigen
JEyelets” entlang der Nadelkristalle markiert. Nachdruck mit Genehmigung von Ref. 83 © 2017 American
Chemical Society c) AFM-3D-Topographiebilder von schmelzgezogenem iPB-1- und HDPE-Oberfldchen mit
entsprechender HPF-Orientierung und dessen bevorzugter Diffusionsrichtung. Nachdruck mit Genehmigung

von Ref. 84 © 2018 American Chemical Society
17



an der Polymeroberfliche.82 Keller et al zeigten, dass sich HPF entlang der
charakteristischen Oberflachenstruktur aus gestapelten lamellaren Kristallen des
UHMWPEs anordnet.82 Bei einer anndhernden Monolagenbedeckung lagert sich HPF
bevorzugt mit seiner Hauptachse parallel zur kristallinen Lamelle eines UHMWPE, dessen
Dimensionen dhnlich dem des HPF-Molekiils sind, an (Abbildung 3.2a).82 Die
zugrundeliegenden Mechanismen wurden von Kastantin et al. untersucht.8> Sie
beobachteten eine langsame anisotrope Diffusion einzelner HPF-Molekiile in einer
Proteinschicht auf nanostrukturierten HDPE-Filmen. Einzelne Proteine bewegten sich
bevorzugt senkrecht zur Langsachse der Lamellen (Abbildung 3.2c).8> Sie vermuteten,
dass die nanotopographisch induzierte anisotrope Diffusion die Voraussetzung sei, um

die Bildung der geordneten Proteinschicht zu induzieren.

Dass eine kristalline Nanostruktur die Diffusion und Ausrichtung von Proteinen
beeinflusst, wurde zusatzlich flir nanostrukturierte isotaktische-Polybuten-1 (iPB-1)-
Filme gezeigt (Abbildung 3.2b). Zhang et al. berichteten eine geordnete Adsorption von
HPF auf teilkristallinen iPB-1-Filmen.83 Sie untersuchten dabei den Einfluss
verschiedener chemisch homogener aber topographisch unterschiedlicher
nanostrukturierter iPB-1-Filme. Die Anderung der Polymerkristallbreite fiihrte zur
Orientierungsanderung des Fibrinogens von ,side-on“ zu ,end-on“ sowie der Anderung
der Packungsdichte auf der Oberflache.83 Nadelkristalle mit einer Breite geringer als die
Hauptachsenldnge des HPF unterstiitzten die ,side-on“ Adsorption und eine anisotrope
Netzwerkbildung. Ist hingegen die Kristallbreite vergleichbar mit der Hauptachsenldange
des HPF kommt es zur Forderung der ,end-on“ Konformation und somit zur
Unterdriickung der Netzwerkbildung. Auch hier wurde eine anisotrope Diffusion von HPF
senkrecht zur Langsachse der Nadelkristalle beobachtet.8* Zhang et al. erklarten dies
durch die geordnete Adsorption von HPF parallel zu den iPB-1-Nadelkristallen. Dabei
erlaubt die Flexibilitit des HPF-Molekiils in dessen Coiled-coil-Region das partielle
Ablosen einzelner Bereiche des Molekiils und somit ein Kriechen der Molekiile tiber die

Oberflache entlang deren Nebenachse (Abbildung 3.2c).84

Neben der Anordnung der Kristalle kann auch die Orientierung der Polymerketten
in den Kristallen die Orientierung der adsorbierten Proteine auf der Oberflache
beeinflussen. Dies wurde am Beispiel von o-helikalen Poly(L-Lysin) (a-PLL) gezeigt,
welches als Modellsystem fiir a-helix-reiche Proteine wie HSA oder HPF verwendet

wurde.8¢ Hier zeigten die Autoren, dass die Polymerkettenorientierung in der UHMWPE-
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Oberflache eine molekulare Ausrichtung von a-PLL induzierte.8¢ Dies wurde durch das
Verhéltnis von intermolekularem Abstand der PE-Ketten und der Steigungshéhe von o-
PLL erklart. Bisher wurde noch nicht untersucht, ob eine (sub-) Nanostruktur, wie die
Oberflache eines PE-EK, wirklich einen Einfluss auf die Ausrichtung der entsprechenden

Proteine hat.

3.2. Assemblierung von homogenen Proteinstrukturen

Neben Oberflichen kann auch die Anderung der Umgebungsbedingungen die
Induzierung der Selbstassemblierung von Proteinstrukturen kontrollieren. Die
Selbstassemblierung von Proteinen ist ein gangiger Prozess in vielen natiirlichen
Systemen. Proteine haben die intrinsische Fahigkeit, sich selbst zu Partikeln und langen
festen Nanofasern, wie Protein-Nanofasern (PNF), zu assemblieren. Dieses Verhalten
kann beispielsweise Teil eines natiirlichen Prozesses sein, welcher durch Enzyme
gesteuert wird, wie die Bildung des Fibrinnetzwerkes durch die Thrombinaktivierung
(Siehe Abschnitt 2.2.1) oder die Kollagenfaserbildung durch die prokollagene
Proteinasenaktivierung. Neben diesen niitzlichen kann dieser Prozess aber auch zu
Strukturen mit unerwiinschten Eigenschaften, wie der Bildung von selbstassemblierten
Amyloidfasern bzw. -plaques fiihren. Die Ablagerung dieser aus Prionen (infektiose
Proteine) bestehenden Strukturen wird im menschlichen Koérper mit verschiedenen
Krankheiten wie Alzheimer, Typ-II-Diabetes und dem Parkinson-Syndrom assoziert.8”
Meist geht die Bildung dieser amyloiden Strukturen mit einer Fehlfaltung der Proteine
einher, welche zur Ausbildung der charakteristischen (3-Faltblattstruktur in den Fasern
fihrt. Eine Fehlfaltung der Prionen Amyloid-f und Tau beispielsweise fiihrt zur
Plaquebildung im menschlichen Gehirn, welche fiir Oligodendrozyten zytotoxisch ist.88
Dies ist eine der Hauptursachen fiir die neurodegenerativen Alzheimer-Erkrankung.
Nichtsdestotrotz miissen amyloide Fasern nicht immer schadlich fiir den Koérper sein:
Wissenschaftler haben gezeigt, dass meist nur die kleinen Anfangsstadien der
Amyloidfaserbildung, Oligomere und Protofibrillen, schadlich sind.8° Gerade deswegen
und wegen der hervorragenden PNF-Materialeigenschaften sind selbstassemblierte
Amyloidfaser-dhnliche Strukturen zur Erzeugung biologisch inspirierter Materialien in

den Fokus der Wissenschaft gertickt.
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Abbildung 3.3: Sigmoidales Massenwachstumsprofil der Fibrillenbildung. Nachdruck mit Genehmigung von
Ref. 37 © 1989, CCC Republication.

Es wurde versucht die Kinetik der Amyloidbildung mittels verschiedenster Modelle
zu beschreiben. Aufgrund der hohen Vielzahl an Proteinen, deren komplexer Struktur und
der daraus resultierenden Vielzahl an moéglichen Wechselwirkungen mit anderen
Proteinen und Losungsmedien, konnte bisher kein allgemein giiltiges Modell beschrieben
werden. Jedoch erfolgt die Assemblierung immer nach einem ahnlichen Prinzip.
Abbildung 3.3 zeigt dies in der zeitlichen Entwicklung des Fasermassenanteils gemessen
an der Gesamtmenge an Protein in einer Losung.3” Der Verlauf der Kurve lasst sich in drei
verschiedene Phasen unterteilen: Der anfangs flache exponentielle Anstieg des Graphen
wird als ,Lag-Phase“ bezeichnet.37 Sie ist definiert als der Zeitraum, in dem keine
messbare Aggregat- bzw. Faserbildung auftritt.3” Es ist anzunehmen, dass in der ,Lag-
Phase“ die Aktivierung der Proteine stattfindet, also die Entfaltung und/oder Dissoziation
einzelner Proteine zu reaktiven Monomeren. Diese sind in der Lage, durch Agglomeration
Keime zu bilden, die die Energie des Systems verringern und so als Ausgangspunkt fiir die
Faserbildung dienen.3?” Weil die charakteristischen -Faltblattstrukturen iiber
intermolekulare H-Briicken miteinander wechselwirken, besteht die Moglichkeit, dass sich
die Proteine gegenseitig stabilisieren und folglich anordnen. Anschlieféend ist ein annahernd
lineares Wachstum zu beobachten, wobei die maximale Wachstumsgeschwindigkeit bei
50 % Monomerumsatz erreicht ist. Zum Ende der Faserbildung flacht die Kurve ab und
nahert sich einem Grenzwert an, bei dem theoretisch 100 % der Monomere in Fasern bzw.
Aggregaten eingebaut sein sollten.3” Wie die einzelnen Schritte genau ablaufen, ob sie
irreversibel oder Gleichgewichtsreaktionen sind, inwiefern sekundire Prozesse eine
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Rolle spielen und ob die aufgestellten Theorien systemiibergreifend gelten, konnte noch
nicht endgiiltig geklart werden.3” Es wurde beispielsweise gezeigt, dass die Zugabe eines
zweiten Proteins die ,Lag-Phase” verkiirzen und somit die Assemblierung beschleunigen
kann. So kann die Zugabe von vorgeformten Nanofasern die Selbstassemblierung des
N-Terminus und der mittleren Region des eukaryontischen Translations-
Freisetzungsfaktors, Sup35p, des Hefepilzes Saccharomyces cerevisiae erzeugen und

somit dessen Aggregation beschleunigen (Abbildung 3.4b).90

Um die amyloide Faserbildung auf andere Proteine zu ilibertragen, wurde das
Potential verschiedener Methoden zur Induzierung entsprechender Konformations-
uiberginge, wie der [-Faltblattbildung, und somit zur Selbstassemblierung von
Proteinmolekiilen untersucht. Dabei zeigte sich, dass z.B. ein niedriger pH-Wert,%1 94-95
Temperaturinderung,°® Anderung der Ionenkonzentration®” und Zugabe von

Denaturierungsmittel?? dies ermdéglichen kann. Der weitaus grofdte Teil der bisherigen

1000 nm

Abbildung 3.4: Selbstassemblierte PNF: AFM Héhenbilder von PNF (a) aus Ovalbumin gebildet bei pH 2 und
90 °C; Nachdruck mit Genehmigung von Ref. 91 © 2012 American Chemical Society (b) aus Sup35p nach Zugabe
von Nanofasern als Keime Nachdruck mit Genehmigung von Ref. 90 © 2003 National Academy of Sciences; und
(c) aus HPF gebildet in 80 Vol.% Ethanol bei 37 °C. Nachdruck mit Genehmigung von Ref. 92 © 2008 The Royal
Society of Chemistry. (d) REM-Aufnahmen eines Fibrinogen-Gertistes nach Zugabe von 2,5-fach tibersdttigter
phosphatgepufferter Salzlosung. Nachdruck mit Genehmigung von Ref. 93 © 2009, CCC Republication
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Forschung an PNF konzentriert sich, neben Prionen, unter anderem auf Proteine wie
Lysozym, [3-Lactoglobulin und Seidenproteine. So berichteten Krebs et al iiber die
Bildung von amyloiden Nanofasern aus dem Wildtyp-Lysozym von Hiithnern bei einem pH
von 2,0.°% Arnaudov et al. untersuchten die Auswirkungen der Temperatur auf die
Entfaltung der Proteinstruktur eines anderen Hiihnereiweif3-Lysozyms bei einem pH-
Wert von 2 und dessen Einfluss auf die Bildung von Nanofasern.?> Dabei fanden sie
heraus, dass ein niedriger pH-Wert in Kombination mit Temperaturen nahe der
Mittelwerttemperatur fiir die Proteinentfaltung, also einer partiellen Entfaltung, die
Bildung von PNF fordert. Akkermans et al berichteten iiber die Bildung von
B-Lactoglobulin-Nanofasern durch Inkubation der Proteinlésungen mit einem pH von 2,0
bei 80 °C fiir etwa 20 Stunden.?8 Ahnliches wurde auch von Lara et al. fiir das Ovalbumin
bei pH 2 und 90 °C berichtet.?! Sie beobachteten, dass die Salzkonzentration der Losung
und die Assemblierungszeit sowohl die dufiere, als auch die innere PNF-Struktur und
somit auch die Bildung von amyloiden Strukturen beeinflusst. Die Anderung der inneren
Struktur resultierte in der Anderung der mechanischen Eigenschaften. Die Studien von
Lara et al. und Arnaudov et al. deuten darauf hin, dass die Bildung von PNF durch den pH-
Wert und die Metallionenkonzentration in der Losung beeinflusst wird (Abbildung
3.4a).9v 9 Dies wurde unter anderem von Usov et al. bestdtigt, der die amyloide
Faserbildung fiir Albumin beobachtete.?9-100 Die Struktur der entstandenen PNF konnte
iber die Assemblierungszeit gesteuert werden. So bildeten sich anfangs flexible
verdrehte Bandstrukturen, welche sich durch Anlagerung weiterer Proteine zu festen
nanorohrenartigen Strukturen formten.11 PNF konnen aber auch durch die Zugabe
verschiedener Proteindenaturierungsmittel wie Ethanol, Trifluorethanol (TFE)192 und

Natriumdodecylsulfat1?3 zur Proteinlosung erzeugt werden.

Die Selbstassemblierung zu PNF wurde auch fiir Proteine berichtet, die unter
physiologischen Bedingungen eine enzymatische Aktivierung bendétigen. So wurde
gezeigt, dass die Zugabe von Ethanol??, die Reduktion des pH-Wertes auf 2104 oder aber
die Kontrolle der Konzentration an Salzionen?? die natiirliche Faserbildung von HPF auch
in Abwesenheit von Thrombin induziert (Abbildung 3.4c-d). Hierbei wird vermutet, dass
die partielle Entfaltung des HPF a&hnlich fungiert wie das Enzym Thrombin.
Vergleichbares wurde fiir Fibronektin beobachtet.105 Hier fiihrte eine partielle Entfaltung

durch Ethanol zur Assemblierung der Proteine zu PNF. Weiterhin berichteten Dong et al.
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iber ein Verfahren zur Herstellung von Kollagen-Nanofasern vom Typ II durch

Nachahmung der Selbstassemblierung von Kollagen in simulierter Kérperfliissigkeit.106

Auch die Indizierung von Scherkradften in nativen Proteinlésungen kann die
Selbstassemblierung von Proteinen zu Fasern liber Ausrichtungsprozesse hervorrufen.
Dieser Mechanismus wird beispielsweise fiir die Herstellung von Proteinfasern mittels
eines Extrusionsverfahren verwendet. So berichteten Raoufi et al, dass sowohl HFN-, als
auch Kollagen- oder HPF-Fasern auf diese Weise hergestellt werden konnen.20 Dies
geschah, indem sie die nativen Proteine durch eine nanopordse anodische
Aluminiumoxidmembran (Porengrofie: 20 und 200 nm) pressten. Sie zeigten, dass
Scherspannungen eine partielle Entfaltung des HFNs induzieren und somit
intermolekulare Wechselwirkungen hervorrufen, welche zu einer seitlichen Anordnung
und schliefdlich zur Faserbildung fiihren.2? Alle diese Studien zeigen, dass die
Selbstassemblierung ein grundlegendes Phanomen fiir Proteine und die vorherrschende
Methode zur Bildung von PNF ist. Die Arbeiten zeigen weiter, dass eine Faserbildung im
nativen Zustand, wie bei HPF, HFN oder Kollagen, keine Voraussetzung fiir die

Selbstassemblierung von Proteinen darstellt.

3.3. Assemblierung von heterogenen Proteinfasern

Um die Eigenschaften und Funktionen von PNF zu erweitern, ist die Erzeugung
heterogener PNF durch gleichzeitige Assemblierung verschiedener Proteine, die
Koassemblierung, eine vielversprechende Methode. Die Koassemblierung von Proteinen
ermoglicht es durch Integration verschiedener Proteine in einer Faser deren Funktionen
und Eigenschaften zu kombinieren. Forscher entwickelten verschiedene Methoden zur
Herstellung von PNF aus mehr als einem Protein, wie zum Beispiel Elektrospinnen oder
Extrusionen, die zur Bildung von faserigen Suprastrukturen fiihrten. Der Mechanismus
der Selbstassemblierung wurde ebenfalls intensiv untersucht. In diesem Abschnitt
werden die zwei verschiedenen Methoden zur Herstellung von heterogen Proteinfasern
kurz vorgestellt und anschlief3end wird auf den aktuellen Stand der Forschung im Bereich

der Selbstassemblierung von hPNF eingegangen.
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3.3.1. Elektrospinnen von heterogenen Proteinfasern

Mit dem Elektrospinnverfahren wurden zunachst Polymerfasern mit einem
Durchmesser im Mikrometerbereich hergestellt. Die Literatur beschreibt zwei
verschiedene Hauptprinzipien des Elektrospinnens, das Nass- und das Schmelzspinnen.
Fiir beide Prinzipien sind die Hauptkomponenten des Aufbaus dhnlich, eine Spinndiise,
eine Spritzenpumpe, eine Gleichstromversorgung und ein geerdeter Kollektor. Die
Prinzipien basieren auf elektrischen Kréften, die fiir die Faserbildung verantwortlich sind.
Durch Einstellen der Spannung, des Diisendurchmessers, des Abstandes zwischen
Spinndiise und Kollektor sowie der Konzentration in der Losung ist es moglich, den

Faserdurchmesser zu steuern.

Es wurde gezeigt, dass es moglich ist, natiirliche matrixbildende Proteine wie
Kollagen,107 Elastin und HPF oder das gebrauchlichste Beispiel fiir natiirliche
Proteinfasern, Spinnenseide, zu verwenden. Dass Proteine, welche zum Elektrospinnen
verwendet werden, auch im nativen Zustand Fasern bilden, ist keine Voraussetzung. Dies
wurde durch das Spinnen von globuldren Proteinen wie HSA, HGB oder Myoglobin

gezeigt.14, 108

Seit der Einfilhrung des Elektrospinnens zur Herstellung von Gerlisten im Tissue
Engineering auf Basis von Biopolymeren und/oder Proteinen versuchten Forscher, die
sich variierende Zusammensetzung der ECM nachzuahmen.1% 109-111 7y den ersten
Forschern auf diesem Gebiet gehoren Boland et al. und spater Buttafoco et al, die das
Elektrospinnen von heterogenen Nanofasern aus einer Kollagen-Elastin-Mischung
beschrieben. Sie beobachteten homogene Fasern mit Durchmessern im Bereich von 200
bis 800 nm, abhidngig vom Gewichtsverhdltnis von Kollagen zu Elastin in der
Spinnlosung.199 111 Eine direkte Unterscheidung zwischen verschiedenen Proteinen in
den Fasern war weder mit dem Rasterkraftmikroskop (AFM)%* noch mit dem
Rasterelektronenmikroskop8® mdoglich. Beide kamen zu dem Schluss, dass die
Zusammensetzung der Fasern gleich der Verteilung der Proteine in der Mischlosung ist.
Dies wurde jedoch nicht bewiesen. Zur Stabilisierung der gebildeten Fasern war nach dem
Spinnen ein Vernetzungsschritt mit Glutaraldehyd oder Carbodiimid / N-
Hydroxysuccinimid (NHS) erforderlich, da sich die Fasern sonst sofort in Wasser gelost
hatten.111 Der Vernetzungsschritt zeigt, dass wahrend des Spinnvorgangs keine
kovalenten Bindungen gebildet werden. Dariiber hinaus schlugen Buttafoco et al. vor,
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dass die Anordnung der Proteine auf hydrophoben Wechselwirkungen basiert, die durch
das verwendete Natriumchlorid in der Spinnlésung erzeugt werden. Es ist jedoch zu
beachten, dass die verwendete Hochspannung und damit die hohere Temperatur sowie
die verwendeten Losungsmittel 1,1,1,3,3,3-Hexafluor-2-propanol (HFIP) oder 10 mM
Salzsaure die Sekundarstruktur der Proteine beeinflussen, was zu einer teilweisen
Entfaltung fiihren konnte. Diese Veranderungen konnen aufderdem fiir die Anordnung der
Proteine in den Fasern verantwortlich sein, da HFIP die Bildung von o-helikalen

Strukturen oder die Freilegung von verdeckten Wechselwirkungsregionen induziert.112

Weitere Proteine wurden mittels Elektrospinnens kombiniert. Mehrere Studien
konzentrierten sich auf das gut untersuchte Seidenfibroin fiir welches koassemblierte
faserige Strukturen mit Elastin13 und Kollagen11# berichtet wurden. Um stabile faserige
Strukturen aus der Mischung von Seidenfibroin und Elastin zu bilden, war eine
Vernetzung mittels Genipin erforderlich.113 Fiir die Bildung von koassemblierten Fasern
aus Kollagen und Seidenfibroin wurde dagegen kein Vernetzungsmittel bendtigt. In
diesem Fall wurden die koassemblierten Fasern aus einer Losung mit beiden Proteinen
hergestellt.114 Ein Entstehungsmechanismus wurde jedoch nicht beschrieben. Ausgehend
von den Entstehungsbedingungen war eine Entfaltung und Verdnderung der
Sekundarstruktur zu erwarten, dhnlich der bisherigen Beschreibungen fiir die Bildung
heterogener Kollagenfasern. Fiir beide Studien wurde die Koassemblierung nicht direkt
bestatigt, jedoch angenommen. Nach Zugabe des zweiten Proteins war die Identifizierung
verschiedener sowie einzelner Proteinmolekiile innerhalb der Fasern nicht moglich.
Allerdings sind die Fasereigenschaften, wie Durchmesser und Lange, abhdngig von der
Zusammensetzung und dem Verhaltnis der Proteine zueinander. 113-114 Beide Beispiele
zeigen, dass die Zusammensetzung die resultierende Struktur oder Fasereigenschaft

beeinflusst.

Ein weiteres interessantes System wurde von Ravichandran et al. beschrieben, die
die Koassemblierung von drei verschiedenen Proteinen zeigten.!!> Sie strebten die
Herstellung einer ECM-dhnlichen faserigen Gertiststruktur auf Basis von HGB, Gelatine
und HPF an. HGB und Gelatine wurden in TFE gelost und mit dem in HFIP gel6sten HPF
vermischt. Die resultierenden Faserstrukturen wurden mittels Phytinsaure vernetzt. In
diesem Fall findet die Vernetzung auf der Grundlage der Bindung zwischen
Phytinsdureanionen und Kationen der Proteine statt.11> Die Vernetzung beeinflusste den

Faserdurchmesser und erhéht ihn von 290 + 130 nm fiir 1% Phytinsdure auf
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337113 nm fiir 5% Phytinsdure. Somit ist der Vernetzer in den Proteinfasern
enthalten, welcher die Fasern oder die daraus resultierenden Eigenschaften der
Gertiiststruktur beeinflussen kann. Ein negativer Effekt der Vernetzung zur
Biokompatibilitat und Zellproliferation wurde jedoch nicht beobachtet. Weiterhin wurde
davon ausgegangen, dass die hohe Sauerstoffbindungsfahigkeit des HGBs in den Fasern
fir die Regeneration des ischamischen Myokards verantwortlich ist und somit als Gertist
fiir myokardiales Tissue Engineering geeignet ist.115 Auch die anderen Beispiele zeigen,
dass die Koassemblierung von zwei verschiedenen Proteinen zu einer Faser die
resultierenden  Eigenschaften beeinflusst. Die Integration von Elastin in
Seidenfibroinfasern beschleunigte die Reepithelisierung und den Wundverschluss der
resultierenden Gertiststrukturen. Dartiber hinaus erhéhte die Integration von Kollagen in
Seidenfibroin die Adhadsion von menschlichen Brust-Epithelzellen im Vergleich zu reinem
Seidenfibroin signifikant und verbesserte so die Zell-ECM-Interaktionen in konstruierten

3D-Gewebemodellen.114

Zusammenfassend ldsst sich Elektrospinnen als geeignetes Werkzeug zur
Koassemblierung verschiedener Proteine zu Faserstrukturen beschreiben. Dariiber
hinaus sind die Eigenschaften der resultierenden Struktur durch Variation der
Zusammensetzung steuerbar. Haufig wird jedoch ein Vernetzer bendtigt, um die
verschiedenen Molekiile in den resultierenden Faserstrukturen zu stabilisieren und zu
binden. Oftmals fehlt jedoch der direkte Nachweis der heterogenen Zusammensetzung

der Proteinfaser.

3.3.2. Extrusion von koassemblierten Proteinfasern

Eine weitere Technik zur Herstellung faseriger Strukturen aus (ko-)assemblierten
Proteinen ist die Extrusion, welche dem Elektrospinnen &dhnelt. Anstelle eines
elektrischen Feldes, welches die Proteine in der Faser ausrichtet, wird eine proteinhaltige
Losung durch eine Nadel auf ein Substrat oder in ein Koagulationsbad gedriickt. Die
daraus resultierende Scherspannung, welche beim Passieren der Nadel aufgrund der
zunehmenden Stromungsgeschwindigkeit innerhalb der Proteinlosung entsteht, fiihrt zu
einer einachsigen Ausrichtung der Proteinmolekiile innerhalb der Faserstruktur.
Underwood et al. berichteten in einer der ersten Studien liber die Koassemblierung von

HPF und HFN zu "Kabeln" mittels Extrusion. Eine HPF und HFN enthaltende Pufferlésung,
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welche zusatzlich Harnstoff enthalt, wurde durch eine Spinndiise in ein Koagulationsbad
mit einem pH-Wert von 2 gepresst. Der zugesetzte Harnstoff fiihrte zu einer teilweisen
Entfaltung von HFN116 sowie HPF.117 Diese partielle Entfaltung ermdoglicht die
Aggregation der Proteine im Koagulationsbad. Der niedrige pH-Wert des
Koagulationsbades bewirkt zudem die Interaktion beider Proteine, was die
Selbstassemblierung von Proteinen induziert, wie in Abschnitt 3.2 unter anderem fiir HPF
gezeigt.?1, 99, 104, 118-119 Fs wird erwartet, dass die Konformationsanderungen in den
Proteinen fiir die Selbstassemblierung verantwortlich sind. Daher ist es schwierig zu
bestimmen, welche Faktoren dieser Extrusionstechnik fiir die Koassemblierung
verantwortlich sind. Insbesondere, da Raoufi et al. iiber die Bildung von HFN-Fasern
durch Extrusion ohne Koagulationsbad oder Harnstoff berichteten (siehe Abschnitt 3.2).20
Solche scherspannungsinduzierten Veranderungen kénnen auch fiir die Erzeugung von
koassemblierten Proteinfasern genutzt werden (Abbildung 3.5A-C). So wurden
beispielsweise heterogene Fasern aus Kollagen und HFN, Kollagen und Elastin sowie
Myosin und Aktin hergestellt.1® Mit der Variation der Proteinkonzentration und der
Membranporengréfe war es moglich, den Durchmesser der resultierenden
Faserstrukturen in Bereichen zwischen 15 nm bis 151 nm zu kontrollieren. Sich bildende
Einzelfasern lagern sich direkt nach der Extrusion zu grofieren Faserbilindeln im
Mikrometerbereich zusammen. Die Existenz von Kollagen und HFN wurde in einem
solchen Faserbiindel mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen. Es war jedoch nicht
moglich zu bestimmen, ob sich wirklich beide Proteine in einer Faser befinden und wie
die Proteinmolekiile verteilt sind.1° Jedoch ist die Existenz einer heterogenen Faser sehr
wahrscheinlich. Um diese Annahme zu belegen, ist jedoch eine Analyse der unbekannten
inneren Faserstruktur erforderlich.

Die Bildung von heterogenen Fasern aus Seidenfibroin und HFN wurde von
Jacobsen et al. gezeigt. Diese heterogenen Fasern wurden mittels Nassspinnen in
Kombination mit einem Koagulationsbad (70 % Methanol) hergestellt.18 Jacobsen et al.
nahmen an, dass eine Kombination verschiedener Wechselwirkungen zur
Koassemblierung fiihrte. Neben ionischen und hydrophoben Wechselwirkungen sollte
HFN intermolekulare [-Faltblatter mit Seidenfibroinketten bilden, was zu einer
physikalischen Vernetzung fiihrte. Weiterhin wurde davon ausgegangen, dass sich
Verschlaufungen des HFN-Molekiils in das Seidenfibroin-Gitter binden. Der heterogene

Fasercharakter wurde mittels Fluoreszenzbildgebung nachgewiesen (Abbildung 3.5D).
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Abbildung 3.5: Extrudierte hPNF: REM-Aufnahmen von extrudierten heterogenen PNF: (A) Faserbiindel aus
einer Kollagen-HFN-Mischung, (B) Faseranordnung aus einer Kollagen-Elastin-Mischung, (C) nanofaserige
Anordnung einer Aktin-Myosin-Mischung. Nachdruck mit Genehmigung von Ref. 19 © 2016, The Royal Society
of Chemistry. (D) Griin fluoreszenzmarkiertes HFN in einer Seidenfibroinfaser; mit steigender
Dotierungskonzentration werden gréfsere Mengen an HFN in die heterogene Faser eingebracht. Die Skala
betrdgt 15 um. Nachdruck mit Genehmigung von Ref. 18 © 2017, Nature Publishing Group.

Dafiir wurde das HFN vor der Faserbildung mit Alexa Fluor 633 markiert. Die
durchschnittliche volumetrische Fluoreszenz steigt mit steigendem HFN-Gehalt, was der
Beweis fiir den heterogenen Charakter ist. Dartiber hinaus konnten die Eigenschaften von
Seidenfibroin-Fasern durch die Integration des HFN optimiert werden.
Interessanterweise wurde die mechanische Integritat der Fasern durch das hinzugefiigte
HFN nicht beeinflusst, was fiir die physikalische Vernetzung beider Proteine spricht.
Dariiber hinaus verbesserte HFN die Biokompatibilitit der Faserstrukturen. Auf den
Fasern wurde eine verbesserte Zellanbindung und Lebensfahigkeit von Fibroblasten,
Endothelzellen und glatten Gefafmuskelzellen beobachtet.l® Obwohl die
Faserdurchmesser wieder im Bereich von Mikro- statt Nanometern lagen, ist es ein gutes

Beispiel fiir die synergistische Wirkung der koassemblierten Proteine.
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3.3.3. Selbstassemblierung von heterogenen Peptid-

Proteinfasern

Die zuvor beschriebenen Techniken zur Bildung von heterogenen Proteinfasern
hatten alle gemeinsam, dass die Faserbildung durch die Ausrichtung der Molekiile mit
einer dufderen Kraft, z.B. einem elektrischen Feld oder einer Scherbeanspruchung,
induziert wurde. Daraus resultierten oftmals Fasern mit Durchmessern im Bereich von
mehreren Mikrometern. Somit ist eines der Hauptmerkmale von Nanostrukturen, ein
grofdes Oberflaichen-Volumen-Verhaltnis, fiir diese Fasern nicht gegeben. Dies ist aber fiir
oberflacheninduzierte Prozesse von Vorteil. Deswegen ist der Selbstassemblierungs-
mechanismus zur Herstellung von hPNF eine interessante Variante. Hier sind die
Herausforderungen einerseits die Protein-Konformation und andererseits die
nanoskalige Assemblierung zu kontrollieren und nachzuweisen. Daher ist die Herstellung
solcher hierarchischen Strukturen ein sehr anspruchsvolles Ziel.120 Ein Ansatz zur Losung
dieses Problems ist die Kombination von Protein- und Peptid-Assemblierung. Peptide
konnen so angepasst werden, dass sie mit bestimmten Proteinen interagieren, deren
Konformationsanderungen féordern und ihre Zusammensetzung steuern, so dass sie ihre
Funktion und Struktur anpassen konnen. Eine Maoglichkeit, Proteine in eine
peptidbasierte Amyloidfaser zu integrieren, besteht darin, das Protein mit einem
zusatzlichen Peptid zu funktionalisieren, welches sich leicht in die Peptidfaser integrieren
lasst. Hudalla et al. funktionalisierten ein GFP-Protein mit zwei verschiedenen
amyloidbildenden Peptiden, dem [tail- und dem Q11-Peptid (Abbildung 3.6). Wahrend
Q11 eine schnelle B-Faltblatt- und Fibrillenbildung zeigte, hatte Btail einen langsamen
Ubergang von a-Helix zu B-Faltblatt und somit eine wesentlich langsamere Aggregation.
Basierend auf der langsamen Aggregation von ftail konnen mit diesem Peptid
modifizierte Proteine in selbstassemblierende Q11-Nanofasern integriert werden. Durch
die Variation des Protein-Peptid-Verhaltnisses ist es mdglich, die Proteinintegration
prazise zusteuern. Die Koassemblierung ist nicht nur auf Q11 beschrankt, auch andere
B-Faltblatt bildende Peptide wie KFE8, RADA16 und HK-Q11 koassemblieren mit ftail-
funktionalisierten Proteinen. Die Integration in koassemblierte Fasern wurde durch
Immunogold-Markierung und Fluoreszenzspektroskopie basierend auf den
Fluoreszenzeigenschaften von GFP nachgewiesen. Die Zirkuldre Dichroismus-

Spektroskopie zeigte die Bildung von gemischten -Faltblattstrukturen, wie sie fiir die
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heterogene Zusammenstellung von entworfenen Peptidpaaren mit unterschiedlich

geladenen Regionen beobachtet wurden. 121

Expressed Polypeptide nanofibres displaying precise
fusion protein combinations of protein ligands

B-Sheet fibrillizing \
fusion domain

B-Sheet &~
fibrillizing . =

peptide

Abbildung 3.6: Selbstassemblierte heterogene Peptid-Proteinfasern: schematische Darstellung von kiinstlich
hergestellten Fusionsproteinen mit einer fibrillenbildenden [(3-Faltblatt-Domdne, die sich in Q11-Nanofasern
integriert. Nachdruck mit Genehmigung von Ref. 126 © 2014, Springer Nature

Dartiiber hinaus gibt es weitere Arbeiten, welche unter Verwendung von Protein-
Peptid-Mischungen direkt die Selbstassemblierung erzeugten. Inostroza-Brito et al
beispielsweise nutzten die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen Protein und
Peptid aufgrund ihrer unterschiedlichen isoelektrischen Punkte (pls) aus.120 Andererseits
kann ein so genanntes ,Template-Peptid“ verwendet werden, welches selbst bereits
amyloide Fasern bildet. Dies berichtete, unter anderem, Rigdley et al. fiir ein amyloid
haltiges hydrophobes ,Template-Peptid“ aus Gliadin in Kombination mit a-helikalen
Proteinen (a-Kasein, a-Lactalbumin, Amylase, Himoglobin, Insulin und Myoglobin).122
Das hydrophobe Peptid initiiert im Protein einen Konformationsiibergang von a-Helix zu
B-Faltblatt durch Interaktion mit den hydrophoben Bereichen innerhalb der a-Helix. Die
resultierenden Fasern liegen jedoch im Mikrobereich und haben eine hierarchische
Struktur.122-124 Ahnliches wurde fiir Serumalbumin mit einem Peptid des AB-Proteins,

dem Fragment der toxischen Region, gezeigt.12>

30



3.3.4. Selbstassemblierung von heterogenen Proteinfasern

Die Selbstassemblierung von heterogenen Proteinnanofasern kann aber auch ohne
Zugabe von Peptiden stattfinden. In der Literatur gibt es mehrere Berichte, die sich mit
der durch Selbstassemblierung induzierten  Koaggregation verschiedener
krankheitsrelevanter Proteine zu amyloiden Strukturen befassen. Ein Fokus liegt
insbesondere auf der Koaggregation von Prionen, welche zur Bildung von heterogenen

Amyloidfasern fiihren.

Ein intensiv untersuchtes Prion ist das a-Synuclein, das im Zusammenhang mit dem
frithen Ausbruch von Parkinson steht. Ein tieferes Verstandnis des Amyloidbildungs- und
Aggregationsverhaltens von o«-Synuclein kann bei der Entwicklung neuer
Behandlungsansitze helfen. Uber a-Synuclein ist bekannt, dass es unter definierten
Bedingungen amyloide Strukturen bildet.127-129 Des Weitern kann das Hinzufiigen von
Keimen die ,Lag-Phase” der Amyloidbildung reduzieren oder auch eliminieren. Wood et
al. beobachteten, dass die Zugabe eines Homomutanten a-Synucleinkeims (A53T) zu
einem Wild-Typ von a-Synuclein die Amyloidfaserbildung beschleunigte.l?” Dies zeigt,
dass die pathogene A53T-Mutante als heterogener Keim wirkt und die Amyloidbildung
des eigentlich 16slichen Wildtyps a-Synuclein hervorruft, was der erste Schritt zur
Selbstassemblierung von heterogenen Strukturen ist. Dieses Ergebnis war aufgrund der
strukturellen Unterschiede in den Mutanten- und Wildtypfasern unerwartet.127 Neben
einer mutierten Version des a-Synucleins induziert auch eine verkiirzte Version dieses
Proteins die Amyloidfaserbildung.12°-131 Lju et al. simulierten einen unvollstindigen
Abbau des a-Synucleins und testeten den Einfluss von trunkiertem a-Synuclein auf das
volle a-Synuclein. Thioflavin T-Studien zeigten, dass die trunkierten Proteine die
vollstandige a-Synuclein-Protofibrillenbildung beschleunigen.12° Die Existenz einer
zusammengesetzten Faser wurde durch die Verwendung von ungekiirztem und HIS-
markiertem a-Synuclein in Verbindung mit Gelfiltrationschromatographie nachgewiesen.
Ein Bildungsmechanismus und die damit verbundenen intermolekularen
Wechselwirkungen wurden jedoch nicht vorgeschlagen. Horvath et al. zeigten, dass
Prionen verschiedener Krankheiten auch miteinander wechselwirken konnen und
berichteten von einer Koaggregation zwischen a-Synuclein und dem mit Typ-2-Diabetes
assoziierten Inselamyloid-Polypeptid (IAPP). Beide Proteine zeigten Unterschiede in

ihrer Aggregationskinetik. [APP assembliert sich in wenigen Minuten zu Amyloiden,
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wahrend a-Synuclein Stunden bendétigte. Horvath et al. nahmen die Existenz heterogener
Fasern aufgrund ihrer unterschiedlichen Einfliisse als Keime an, indem sie die
Proteinassemblierung beschleunigten bzw. hemmten.132 Die Autoren behaupteten auch,
dass zusatzliche komplementdre Methoden, wie z.B. die Immunogold-Markierung, fiir

einen echten Nachweis der Koaggregation (Koassemblierung) notwendig seien.133

Einen detaillierten Uberblick iiber weitere Studien zur Koaggregation von Prionen
gaben Bondarev et al.13% Sie unterteilten die Koaggregation in vier Klassen: Titration,
Sequestrierung, axiale und laterale Koaggregation. Titration tritt auf, wenn l6sliche
Proteine mit bereits gebildeten Fasern oder in diesem Fall Amyloide iiber bestimmte
Bindungsstellen interagieren. Wenn die Interaktionen nicht auf bestimmten
Bindungsstellen basieren, spricht man von Sequestrierung. Weiterhin beschreibt die
axiale Koaggregation das Aneinanderreihen verschiedener Proteinmolekiile entlang der
Faserachse einer (Amyloid-)Faser. In einer solchen koaggregierten Faser konnen die
Proteine statistisch, abwechselnd, mit einem Gradienten oder als Blocke angeordnet
werden.134-135 Wenn verschiedene Arten von homogenen Amyloidfasern, die nur aus
einem Protein bestehen, durch Wechselwirkungen zwischen ihren Seitenflichen
koaggregieren, wird dies als laterale Koaggregation bezeichnet. In dieser Klassifizierung
entspricht nur die dritte Klasse, die axiale Koaggregation, heterogenen nanofaserigen

Strukturen, bei denen mindestens zwei Proteine in eine Faser eingebaut sind.

Basierend auf den experimentellen Daten verschiedener Studien und den darin
fehlenden Nachweisen der heterogenen Zusammensetzung auf der Nanoebene ist eine
Unterscheidung zwischen Klasse drei und vier nicht moglich. Mehrere Studien
berichteten nur von einer Koaggregation oder einer Kreuzreaktion der Keime
verschiedener Proteine, ohne die Molekiillanordnung zu bestimmen. Insbesondere die
Uberpriifung der axialen Koaggregation ist eine der anspruchsvollsten Aufgaben.!34 Fiir
einige Prionen wie Sup35 mit Rnq1,136-140 csgA mit csgB141-142 und Rip1 mit Rip3 wurde
jedoch die axiale Koaggregation gezeigt.143 Nach Kreuzreaktionsexperimenten von
Sup35-Fasern mit Rnq1l-Keimen wurde das Rnp1 durch Immunogold-Markierung in den
gebildeten Fasern nachgewiesen.13¢ Andere Studien bewiesen indirekt die axiale
Koaggregation durch Zellaufnahmeexperimente und die daraus resultierende
Uberexpression von Markermolekiilen.137-138,140 Dje Koassemblierung fiir diese
Kombinationen wird durch mehrere Bindungsstellen in beiden Proteinen angetrieben. Es

wird davon ausgegangen, dass das Blockieren einer entscheidenden Bindungsstelle
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ausreichen konnte, um die auftretenden Wechselwirkungen zu verdandern.13° Fiir csgA
und csgB wurde die axiale Zusammenstellung ebenfalls indirekt nachgewiesen.144 Beide
Proteine sind Teil der Curli-Faserbildung, die an der Zelladhasion und -aggregation sowie
der Biofilmbildung von Bakterien beteiligt ist.14> Die Zugabe von csgB zu loslichem csgA
bewirkt die Amyloidbildung. CsgB, das amyloidogen ist, beginnt schnell Oligomere zu
bilden. Basierend auf fiinf Wiederholungseinheiten von «c¢sgB, die fiinf
Wiederholungseinheiten von csgA dhneln, ist csgB ein perfekter Keimbildner fiir csgA und
induziert somit die Aggregation.1#l Hammer et al. erwédhnten, dass die Natur in diesem
Fall die Keimbildungs- und Dehnungseigenschaften in zwei verschiedene Molekiile

trennt, um Ort und Zeitpunkt der Interaktion zu bestimmen.14!

Inspiriert von den Arbeiten der Koaggregation iiber Prionen und Amyloid B -
Oligomere, wollten Dubey et al. das aktuelle Wissen erweitern, indem sie erstmals die
zugrunde liegenden Prinzipien der Koaggregation fiir verschiedene globulidre, nicht
krankheitsrelevante Proteine untersuchten.’¢ Als geeignetes Modellsystem wahlten sie
vier verschiedene Proteine, Rinderserumalbumin (BSA), Lysozym, Insulin und Cytochrom

C, welche gut untersucht sind und individuell amyloide Fasern bilden. Die Erwdarmung der
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Abbildung 3.7: Koaggregationsstudien mittels Thioflavin T-Fluoreszenz fiir verschiedene globuldre Proteine
in PBS bei ~70 °C: (a) Koaggregation von Albumin (BSA) und Insulin; (b) Koaggregation von Insulin und
Lysozym; (c) Koaggregation von BSA und Lysozym; (d) Koaggregation von BSA, Lysozym und Insulin. Alle
Studien zeigen eine stdrke Zunahme des Fluoreszenzsignals und somit eine schnellere Aggregation fiir die
Proteinmischungen als fiir die einzelnen Proteine. Nachdruck mit Genehmigung von Ref. 96

(https://pubs.acs.org/doi/10.1021/bi501333q). Copyright 2014, American Chemical Society.
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einzelnen Proteine auf 70 °C, nahe ihrer Schmelztemperatur, fiihrte zur
Amyloidfaserbildung mit ihrer typischen Bildungskinetik einschliefdlich einer ,Lag-
Phase“. Das Mischen dieser Proteine bei 70 °C fiihrt nun zu einer drastisch reduzierten
,Lag-Phase“ und einer schnellen Koaggregation, unabhangig von der Zusammensetzung
(Abbildung 3.7). Die Temperaturreduzierung verhinderte die Koaggregation und
Amyloidbildung. Interessanterweise identifizierte die bioinformatische Analyse keine
signifikanten Ahnlichkeiten in den Proteinsequenzen.”¢ Dies widerspricht frithen
Berichten, worin behauptet wurde, dass Proteinsequenzen mit mehr als 70 % Ahnlichkeit
die Aggregation begiinstigen und dass weniger als 30-40 % Ahnlichkeit die Aggregation
nicht erleichtern.146 Dies zeigt die wichtige Rolle der partiellen Entfaltung bei der
Koassemblierung von Proteinen. Dubey et al. gingen davon aus, dass die Koaggregation
und auch Kreuzreaktionen verschiedener Keime mehr von den Zwischenstadien der
partiell entfalteten Spezies und weniger von deren Sequenzidentititen abhangt. Darauf
aufbauend trafen sie zwei interessante Schlussfolgerungen. Erstens gibt es einen
Nettogewinn an zusatzlichen intermolekularen Interaktionen wahrend der Aggregation
und zweitens gibt es einige Regionen innerhalb der Sequenzen des Proteins, die seine
individuelle Selbstassemblierung behindern.?® Eine dhnliche Schlussfolgerung wurde von
Oki et al gezogen, die die Koaggregation von [-Lactoglobulin und Lysozym
untersuchten.’’” Beide Proteine koaggregierten bei einer Temperatur von 70 °C und
mehr. Neben der bereits erwdhnten partiellen Entfaltung und hydrophoben
Wechselwirkung koaggregieren diese Proteine aufgrund der unterschiedlichen pls von
51 fiir B-Lactoglobulin und 10,7 fiir Lysozym und der dadurch entstehenden
elektrostatischen =~ Wechselwirkungen. Oki et al identifizierten hydrophobe
Wechselwirkungen, elektrostatische Affinitdt und Entfaltung von Proteinen als beteiligte
Faktoren an der Koaggregation und Keimbildung, indem sie verschiedene Additive
zusetzten, um eine dieser Wechselwirkungen zu eliminieren. Dariiber hinaus kamen sie
zu dem Schluss, dass die Keimbildung durch eine partielle Entfaltung ausgelost wird.147
Diese Arbeiten zeigten, dass die Koaggregation auf andere Proteine iibertragen werden
kann, aber nicht ob dies zur Bildung von heterogenen PNF fiihrt und welchen Einfluss ein

moglicher heterogener Charakter auf die PNF-Eigenschaften hat.

Wie bereits erwahnt, findet sich auch in der Natur eine heterogene
Proteinfaserstruktur, z.B. in der heterogenen Struktur der ECM. Eines der ersten

Experimente, das einen der Koselbstassemblierung dhnlichen Prozess fiir zwei
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verschiedene Proteine beschreibt, wurde 1999 von Underwood et al. beschrieben.148 Die

Proteinfasern, welche als Proteinkabel bezeichnet wurden, entstandenen dabei in einer

HPF- und HFN-Losung mit einem pH-Wert zwischen 4,0-4,5. Die Absenkung des pH-

Wertes fiihrt zu einer feinen Fallung, die durch sanfte Bewegung aggregiert und feine

Proteinfasern bildet. Diese Fallungsfasern wurden langsam aus der Losung nach oben

Tabelle 3.1: Zusammenfassung selbstassemblierter hPNF

Direkter Nachweis

heterogene
Protein 1 Protein 2 Assemblierungsbedingungen Zusammensetzung Ref.
a-Synuclein Keimerzeugung unter
Homomutantes  stdndigem Schiitteln bei 37 °C fiir 3 d 127
a-Synuclein Aggregation durch Mischen der Keime Nein 128'
(A53T) mit zweitem Protein in Tris-gepufferter
S lei Kochsalzlosung + 0,05 % Natriumazid
aeoynuciemn Trunkiertes o 20 mM-Phosphatpuffer auf Eis fiir 1 h, Ja, mittels
. anschlief3endes Zentrifugieren bei Gelfiltrations- 129
Synuclein .
16.000x g chromatographie
Inselamyloid- Schwenken in Tris-gepufferter Nei 132,
ein
Polypeptid Kochsalzlosung bei 37 °C fiir 60 h 133
100 mM Kaliumphosphatpuffer mit Ja, mittels Immuno
150 mM PBS (pH = 7,4) bei 25 °C unter T 136
. Markierung
partiellem Schwenken
100 mM Natriumphosphat (pH = 7,3),
Sup35 Rnql
up nd 4M Urea und 1 M NaCl bei 30 °Cunter  Nein, aber 137
partiellem Schwenken fiir 48 h Expression von
In Guanidinhydrochlorid bei 4 °C, 25°C  Markermolekiilen 139
und 37 °C (Puffer ahnlich Ref. 137)
Partielles Schwenken bei RT ) 141
csgA csgB - Nein
50 mM KPO4bei4°C>30d 142
10 min in 8 M Urea bei 95 °C, bzw. der
Rip1 Rip3 Kompl-ex mit 150 rr-l-M NaOH; . Ja, mi.ttels Immuno- 143
anschlief3end Verdiinnung mit Markierung
natiirlichem Puffer bei 25 °C
10 mM Natriumcitrat, 10 mM
Natri hosphat und 10 mM
B-Lactoglobulin a rTump osp a_ u.n m Nein 147
Lysozym Natriumborat mit einem pH von 6, 7
oder 8 bei 60-70 °C fiir 30 min
Insulin
Rind Lysozym
meer Insulin PBS bei etwa 70 °C Nein 96
serum- Lysozym+ Insulin
albumin ysozy
Cytochrom C
0,1 M HCl mit pH von 4,0-4,5;
Fibrinogen Fibronektin anschliefiend leichtes rithren und nach  Nein 148

oben ziehen der Losung
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gezogen, was die Anordnung kleiner Fasern in Zugrichtung zu groferen Biindeln, den
Proteinkabeln, induzierte. Es wurde angenommen, dass isoelektrische Krifte zur
Ausfallung und somit zur Wechselwirkung zwischen den Proteinen und den feinen Fasern
fiihren. Der Durchmesser des gebildeten Faserbiindels lag im Bereich von 200 pm. Ein
solches Biindel bestand jedoch aus mehreren kleinen Fasern mit einem Durchmesser von

etwa 1 um, die sich noch nicht im Nanobereich befinden.

Die in diesem Abschnitt beschrieben Arbeiten sind in Tabelle 3.1 kurz
zusammengefasst. Hier ist ersichtlich, dass die Koassemblierung von Proteinen nicht nur
bei Prionen auftritt, sondern auch bei anderen Proteinen, welche nicht mit Krankheiten
assoziiert sind, z. B. Albumin oder Insulin. Jedoch ist es auffallig, dass es in diesem Bereich
bisher nur wenige Arbeiten gibt. Dabei ist die Selbstassemblierung von Proteinen zu
Fasern ein vielversprechender Ansatz, um beispielsweise das einzigartige Geriist der ECM
nachzuahmen, da es den Grundstein fiir kiinstlich geschaffene Organe legen konnte.
Jedoch miissen hierzu noch grundlegende Fragen geklart werden. Beispielsweise ist der
Nachweis des heterogenen Charakters auf der Nanoebene immer noch eines der grofdten
Probleme in der Wissenschaft. Dariiber hinaus wurde der Einfluss der verschiedenen
Proteine auf die Struktur der selbstassemblierten hPNF und deren Eigenschaften bisher

nicht betrachtet.
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4. Offene Fragen und Ziel der Arbeit

Die Selbstassemblierung von Proteinen ist ein essentieller Vorgang in der Natur und
beschaftigt viele Forscher seit Jahrzehnten. Auf Oberflachen von Biomaterialien kann die
Selbstassemblierung von Proteinen beispielsweise zur Abstofiung oder Integration dieser
fiihren. Da die entstehenden Strukturen verschiedenste Eigenschaften und Funktionen
aufweisen konnen, steht die Untersuchung der Selbstassemblierung von Proteinen und
deren Beeinflussung im  Fokus dieser Arbeit. Die Bildung solcher
Assemblierungsstrukturen beruht auf dem Bottom-Up-Prinzip. Daher ist eine Strategie,
den ersten Schritt der Proteinassemblierung mittels strukturierter Oberflachen zu
steuern. Nicht nur die Anordnung der Proteine, sondern auch die Integration
verschiedener Proteine und somit die resultierenden Eigenschaften konnen kontrolliert
werden. Einige Arbeiten zeigten die Koaggregation verschiedener Proteine, was die
Erzeugung selbstassemblierter hPNF ermdoglichte. Der direkte Nachweis dieser
Strukturen stellt jedoch ein grofdes Problem dar, weswegen dieser auch meist nicht
durchgefiihrt wird. Die Erzeugung einer Proteinfaser aus zwei verschiedenen Proteinen
kann einen synergistischen Effekt auf die PNF-Eigenschaften haben, wie es fiir
elektrogesponnene und extrudierte Proteinfasern gezeigt wurde. Jedoch stellt sich die
Frage, inwiefern dies auf selbstassemblierte Strukturen tiibertragen werden kann.

Basierend darauf ergeben sich fiir diese Arbeit folgende drei Schwerpunkte:

1. Untersuchung des Einflusses einer im sub-Nanometerbereich strukturierten
hydrophoben PE-EK-Oberfliche auf die Selbstassemblierung von HPF unter

verschiedenen Umgebungsbedingungen

2. Erzeugung und Nachweis selbstassemblierter heterogener Proteinfasern bestehend

aus zwei verschiedenen Plasmaproteinen
3. Untersuchung des Einflusses des Zweitproteins auf die PNF-Eigenschaften

In den bisherigen wissenschaftlichen Studien wurde meist der Einfluss von
nanostrukturierten (Polymer-)Oberflichen mit Gréfen im Bereich einzelner
Proteinmolekiile untersucht. Jedoch stellt sich die Frage, ob Strukturen, welche kleiner als
einzelne Proteine sind, einen dhnlichen Einfluss haben. Mit dieser Thematik beschéaftigten
sich bisher nur zwei Arbeiten. So zeigten Keller et al.,, dass die Kristallstruktur an der
Oberflache verschiedener Kristallfacetten die Anordnung von HPF beeinflusst.14° Dariiber
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hinaus berichteten Reichert et al, dass sich HPF entlang von Nanostufen auf
hochorientiertem pyrolytischen Graphit anlagert und sich zu Fasern assembliert.1>0 Die
Frage ist nun, ob sich dies auf die Oberflachenstruktur eines PE-EK iibertragen lasst.
Friithere Arbeiten zeigten zwar, dass sich einerseits stabchenférmige Tellurkristalle auf
PE-EK abscheiden und ausrichten lassen, andererseits das PE orientiert durch die
Kettenfaltungsstruktur kristallisieren kann.151-152 Fiir Proteine wurde dies jedoch nicht

untersucht.

Verschiedenste Studien beschaftigten sich mit der Koaggregation von Prionen und
der Entstehung von heterogenen Strukturen (Abschnitt 3.3.4). Jedoch gibt es nur zwei
Arbeiten, die diesen Prozess bei weiteren Proteinen betrachteten. Einerseits
untersuchten OKi et al. die Koaggregation von 3-Lactoglobulin und Lysozym bei 70 °C 147,
andererseits zeigten Dubey et al. unter anderem die Koaggregation der Plasmaproteine
Albumin und Insulin in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) bei 70 °C.9¢ Voraussetzung
hierfiir war nur die Entfaltung der Proteinstruktur aufgrund erhohter Temperatur. Ein
direkter Nachweis des heterogenen Charakters auf der Nanoebene war in diesen Arbeiten
nicht vorhanden bzw. méglich (Abschnitt 3.3.4). Dies zeigt die Notwendigkeit neuer
Nachweismethoden der Zusammensetzung heterogener PNF auf der Nanoebene. In
diesem Teil stellen sich zwei Fragen: erstens, ist es moglich hPNF aus den
Plasmaproteinen HSA und HGB mittels Ethanol- und Temperatur-induzierter
Selbstassemblierung zu erzeugen und zweitens, ob Proteine anhand spezifischer Marker

in der PNF mittels nanospektroskopischer Verfahren identifiziert werden kénnen.

Die Moglichkeit zur Steuerung der Zusammensetzung von Proteinfasern und somit
der resultierenden Eigenschaften und Charakteristika wurde in der Literatur fir die
Verfahren des Elektrospinnens und des Extrudierens gezeigt. So berichteten sowohl
Boland et al. als auch Buttafoco et al. Uiber die Erzeugung von Proteinfasern aus Kollagen
und Elastin.10% 111 Dartiber hinaus zeigten Jacobsen et al. die Moglichkeit, Fasern aus
Spinnenseide und HFN zu erzeugen, welche sowohl die guten mechanischen
Eigenschaften der Spinnenseide als auch die Biokompatibilitat des HFN besafden.18 Dieser
Aspekt wurde bisher fiir selbstassemblierte bzw. koaggregierte hPNF nicht betrachtet.
Daraus ergibt sich die Frage fiir den dritten Teil dieser Arbeit, inwiefern die Veranderung
der Proteinverhdltnisse in den hPNF die Charakteristika und Eigenschaften der

heterogenen selbstassemblierten PNF beeinflusst.
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5. Experimentelles

5.1. Herstellung von Polyethylen-Einkristallen

HDPE (Sigma Aldrich, Schnelldorf, Deutschland) wurde in Konzentrationen unter
0,1 Gew.% bei 120 °C in p-Xylol (Synthese Grad, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
gelost. Basierend auf der Literatur wird in solch verdiinnten Losungen die Bildung von
PE-EK durch isotherme Kristallisation bei einer Kristallisationstemperatur (Tc) induziert.
Da eine optimale Tc im Temperaturintervall zwischen 80 und 90 °C liegt, wurde die
isotherme Kristallisation fiir sieben Tage bei 85 °C durchgefiihrt. Die entstandenen PE-EK
wurden anschlieffend auf feste Oberflichen ibertragen, indem je 100 pl der
kristallisierten Polymerlosung auf 1 cm x 1 cm grof3e Stiicke eines Siliziumwafers getropft

wurden. Anschliefdend wurde das Losungsmittel in einem Exsikkator verdampft.

5.2. Adsorption von Fibrinogen auf Polyethylen-Einkristallen

Carbonatpufferlosung (CPL) mit einem pH-Wert von 9,2 wurde mittels Auflésens
von Calciumcarbonat (Merck KGaA Darmstadt, Deutschland) in Reinstwasser hergestellt.
Anschliefiend wurden HPF-Stammlosungen (Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadyt,
Deutschland) (1 mg/ml) mit PBS mit einem pH-Wert von 7,4 (Biochrom AG, Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland) oder CPL hergestellt. Fiir die Proteinadsorption wurde die
Stammlésung auf Konzentrationen von 0,5, 2 und 5 pg/ml in PBS oder CPL verdiinnt. Vor
der Proteinadsorption wurden die PE-EK-Proben und die Proteinlésungen auf 37 °C
erhitzt. Die PE-EK-Proben wurden nach Erreichen der 37 °C mit 2 ml der jeweiligen HPF-
Losung bedeckt und 2 Stunden bei 37°C in einem Ofen inkubiert, um quasi-
physiologische Bedingungen wahrend der Adsorption sicherzustellen. Danach wurden
die PE-EK-Proben mit dem verwendeten Puffer (PBS oder CPL) und zweimal mit
Reinstwasser gespiilt, um nicht-adsorbiertes HPF sowie die Reste des verwendeten
Puffers zu entfernen. Abschliefend wurden die Substrate vorsichtig mit Druckluft

getrocknet. Die getrockneten Proben wurden mittels AFM charakterisiert.

39



5.3. Charakterisierung der Oberfliache

Die zuvor hergestellten PE-EK-Proben wurden vor und nach der Proteinadsorption
mittels AFM im Tapping-Mode charakterisiert. Fiir die AFM-Messungen wurden ein
Dimension 3100 und ein MultiMode (beide von Digital Instruments, Vecco, Santa Barbara,
Kalifornien, USA) verwendet, welche mit einem Nanoscope IV-Controller ausgestattet
waren. Die Messungen wurden bei Raumtemperatur mit Standard Tapping-Mode
Silizium-Cantilevern von Bruker (Modell RTESP, Vecco, Santa Barbara, Kalifornien, USA)
mit einer Resonanzfrequenz im Bereich von 315 bis 364 kHz, einer Federkonstante im
Bereich von 20-80 N/m und einem typischen Spitzenradius von weniger als 10 nm
(typische 7 nm) an Luft durchgefiihrt. Topographie- und Phasenbilder der PE-EK-Proben
wurden aufgenommen und analysiert. Die mittlere quadratische Rauigkeit der PE-EK-
Oberflaiche vor (Rqpe-ek) und nach (Rqcpi-npr) HPF-Adsorption sowie des
darunterliegenden Siliziumsubstrats (Rqsi) wurden tber eine Fliache von 500 nm x

500 nm bestimmt (n = 5).

5.4. Analyse der Ausrichtung von adsorbierten Fibrinogen-

Molekiilen

AFM-Hohenbilder der PE-EK-Proben nach der Proteinadsorption wurden zuerst in
eine binare Form umgewandelt und anschlief3end analysiert, um die Orientierung von
HPF-Molekiilen, Agglomeraten und Fasern in Bezug auf die PE-EK-Oberfliche zu
bewerten. Die Orientierung wurde als Winkel zwischen der Langsachse einer
Proteinstruktur und einer Referenzachse des PE-EKs, die kurze Diagonale B, definiert
(Abbildung 2.2B). Die Analyse wurde durch zwei geometrische Uberlegungen vereinfacht:

(i) Die Oberflache eines PE-EKs kann in vier Sektoren (I-IV) unterteilt werden,
wobei die Orientierung der Kettenfaltungen in Sektor I und III sowie Sektor II und IV
ahnlich sind (siehe 2.1.1, Abbildung 2.2).

(i) Da das HPF-Molekil symmetrisch ist und eine trinodular-Stabform hat, kann
jeder Orientierungswinkel zwischen 180° und 360° in einen Winkel zwischen 0° und 180°
umgewandelt werden.

Faserverzweigungen, die langer als ein einzelnes Molekiil waren, wurden als

Einzelfasern gezahlt. Die resultierenden Winkelverteilungen wurden grafisch dargestellt.
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5.5. Herstellung von selbstassemblierten Proteinfasern

5.5.1. Herstellung von Albumin-Hamoglobin Proteinfasern

Zur Herstellung von selbstassemblierten Nanofasern bestehend aus HSA-HGB
wurden als erstes Stammlosungen beider Proteine, HSA (66,5 kDa) und HGB (65 kDa), in
Reinstwasser hergestellt und anschlief3end auf 100 pg/ml verdiinnt. Die Konzentration
der Proteine wurde mittels UV-Vis-Spektroskopie bestimmt (Spektrometer: LAMBDA 35
UV/Vis, von PerkinElmer). Hierzu wurde das Lambert-Beersche Gesetz (I) flr eine

Wellenlange von 280 nm verwendet.

Ezg80 nm
c= ——— I
€280 nm*d ( )

Hierbei sind E,g, ,;, die Adsorption flir eine Wellenldnge von 280 nm, €550y der
Abschwachungskoeffizient des entsprechenden Proteins bei einer Wellenldnge von

280 nm (Tabelle A 1) und d die Weglange des Lichtes im Material.

Zur Induzierung der Assemblierung von heterogenen Proteinfasern wurden die
verschiedenen Proteinlosungen in einem Volumenverhéltnis von 1:0, 1:1 und 0:1
gemischt und nachfolgend hochreines Ethanol zugegeben, um eine Konzentration von
50 Vol.% zu erreichen. Die HSA- und HGB-enthaltenden Losungen wurden in einem Ofen
bei 65 °C fiir unterschiedliche Zeitraume gelagert. Nach Assemblierungszeiten von 2, 6,
10, 12, 18 und 24 Stunden, sowie 2 bis 7 Tagen wurden 10 pl der Proteinlésung auf mit
02-Plasma gereinigte Siliziumsubstrate fiir die AFM-Charakterisierung, sowie auf
gereinigte Deckgldser fiir Spitzenverstirkte Raman-Spektroskopie (TERS)-Messungen

aufgebracht.

5.5.2. Herstellung von Fibronektin-Fibrinogen Proteinfasern

Protein-Stammlésungen aus HFN (EMD Biosciences, Inc., San Diego, USA) und HPF
(Merck Biosciences, Laufelfingen, Schweiz) wurden durch Auflésen der Proteine in
Reinstwasser bei 37 °C hergestellt. Die Anfangskonzentration wurde mittels UV-Vis-
Spektroskopie wie in Abschnitt 5.5.1 bestimmt und die Konzentration jeder Losung auf
20 pg/ml mit Reinstwasser eingestellt. Im nachsten Schritt wurden die HFN- und HPF-
Stammlosungen gemischt, um Proteinlésungen mit den in Tabelle 5.1 dargestellten
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molaren Proteinverhaltnissen zu erhalten. Danach wurde hochreines Ethanol zugegeben,
bis eine Ethanolkonzentration von 80 Vol.% erreicht wurde. Die Ethanol/Protein-
Mischungen wurden 4 Stunden lang in einem Wasserbad bei 37 °C inkubiert.
Anschliefdend wurden 20 pl der Faserdispersion auf gereinigte Polystyrol (PS)-Substrate
getropft und im Exsikkator getrocknet. Nach der Trocknung wurde die Morphologie der

PNF mittels AFM untersucht.

Tabelle 5.1: Molverhaltnisse von HFN zu HPF in den Ausgangslosungen

Probe HFN 00 HFN 33 HFN 50 HFN 66 HFN 100

HFN:HPF (mol/mol) 0:1 1:2 1:1 2:1 1:0

5.6. Charakterisierung der selbstassemblierten Proteinfasern

Um die Morphologie der selbstassemblierten PNF zu charakterisieren, wurden die
mit PNF beschichteten Substrate mittels AFM im Tapping-Mode wie in 5.3 untersucht.
Zusatzlich wurden die selbstassemblierten PNF aus HFN und/oder HPF mittels
Dynamischer Lichtstreuung (DLS) (Zetasizer Nano ZS; Malvern Instruments,
Worcestershire, UK) untersucht, um deren hydrodynamischen Radius (Ru) und somit die
Dimensionen der PNF in der Dispersion zu bestimmen. Des Weiteren wurde das Zeta-
Potenzial der PNFs in der Assemblierungslosung bestimmt, was uns Aussagen tiber die

Oberflachenladung der PNF erlaubt und somit deren Aggregationsverhalten.

5.7. Zirkulare Dichroismus-Spektroskopie

Um die Sekundarstruktur sowie die Aggregationsdynamik von HSA und HGB zu
untersuchen, wurden Ultraviolett-Zirkulare Dichroismus (CD)-Spektren mittels eines
Jasco-CD-Spektrometer J-715, unter Verwendung einer Kiivette mit einer Wegldange von
1mm (Hellma Analytics, Deutschland), aufgenommen. Die zuvor hergestellte
Stamml6sung, wie in 5.5.1 beschrieben, wurde auf Konzentrationen von jeweils 4 pM fiir
HSA und HGB verdiinnt und anschlieféend 50 Vol.% Ethanol hinzugegeben. Die Spektren
der Losungen mit und ohne Protein wurden im Bereich von 195-300 nm bei 65 °C
aufgenommen. Zur Messung der Kombination wurden 4 uM HSA und 4 uM HGB in einem
Volumenverhéltnis von 1:1 gemischt und anschlief3end 50 Vol.% Ethanol hinzugegeben.
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Fir 24-Stunden-Messungen wurden die hergestellten HSA-, HGB- und HSA-HGB-
Losungen unmittelbar nach Zugabe von Ethanol auf 65 °C erhitzt. Nachdem eine

konstante Temperatur erreicht wurde, erfolgte stiindlich die Aufnahme eines Spektrumes.

5.8. Spitzenverstiarkte Raman-Spektroskopie

Zur Charakterisierung der Zusammensetzung der HSA-HGB-hPNF und HSA-PNF
wurden Raman Spektren mit einer Ortsauflésung von wenigen Nanometern
aufgenommen. Die TERS-Spektren wurden unter Verwendung eines Nanowizard III (JPK
Instruments AG, Berlin, Deutschland) aufgenommen, das auf einem inversen Mikroskop
(Olympus [X70, Hamburg, Deutschland) montiert und mit einem Konfokalspektrometer
(SP2750A, Acton Advanced, Princeton Instruments, Roper Scientific, USA) sowie einer
CCD-Kamera (Pixis 256, Princeton Instruments, Roper Scientific, USA) ausgestattet ist.
Folgendes Objektiv wurde verwendet: Olimmersion, 60x, NA = 1,45 (Olympus, Hamburg,
Deutschland). Die TERS-Spitzen wurden durch Abscheiden von 25 nm Silber auf
handelsiiblichen AFM-Cantilevern (Tap190AI-G, Budget Sensors, Germany) hergestellt,
die bis zur Verwendung unter Argonatmosphare gelagert wurden. Die Proben wurden mit
einer Wellenldnge von A = 532 nm bei einer Leistung von P = 360 uW fiir HSA-HGB-hPNF
und P = 720 pW fiir reine HSA-PNF beleuchtet. Die Erfassungszeit betrug tacq = 1 s. Es
wurden 1700 Spektren der Faseroberfliche von 8 verschiedenen HSA-HGB-hPNF und
1200 Spektren der Faseroberflaiche von 6 verschiedenen HSA-PNF aufgenommen Die
seitliche Schrittweite variierte zwischen 1 bis 5 nm. Die minimale Schrittweite, die zum
Auftreten verschiedener Banden in den detektierten Spektren fiihrte, betrug 2 nm und
entspricht somit der minimalen raumlichen Auflésung der TERS-Messung in dieser

Arbeit.

5.9. Kraftspektroskopie

Um kraftspektroskopische Messungen, welche eine Untersuchung der
mechanischen Eigenschaften erlauben, an den selbstassemblierten HSA-HGB-hPNF
durchzufiihren, wurden diese kovalent an die AFM-Spitzen und Substrate gebunden.

Hierzu wurden die Silizium-AFM-Spitzen (DNP S10, Bruker, Santa Barbara, CA, USA) und
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Siliziumsubstrate wie folgt modifiziert: Reinigung fiir 30 Minuten mit frisch zubereiteter
Piranha-Losung (H2S04: 30 % H202, 7:3, v/v) und anschlieffendes Waschen mit
Reinstwasser (3x) und Ethanol (99 %) (2x). Die gereinigten AFM-Spitzen und Substrate
wurden danach 15 Minuten lang in eine Mischlésung aus 3-Aminopropyltriethoxysilan
(APTES) und Thiethoxychlorsilan (TTCS) (1% in Toluol, APTES:TTCS, 1:4, v/v)
eingetaucht, anschliefend zweimal mit Reinstwasser und einmal mit Ethanol (99 %)
gewaschen. Diese Waschschritte wurden dreimal wiederholt. Danach wurden die AFM-
Spitzen und Substrate fiir eine Stunde in Polyethylenglycol (PEG)-NHS-Esterdisulfid (0,1
mg/ml) tiberfiihrt, um das PEG-NHS-Esterdisulfid an die AFM-Spitze und das Substrat zu
binden. Im letzten Schritt wurden die AFM-Spitzen fiir 30 Minuten in eine HSA-PNF- bzw.
HSA-HGB-hPNF-Losung eingetaucht, um die Bindung von (h)PNF an die Spitzen zu
fordern. Die (h)PNF-modifizierten AFM-Spitzen wurden mit Reinstwasser erneut

gewaschen, um nicht kovalent adsorbiertes (h)PNF zu entfernen.

Die einzelnen Kraft-Abstand-Kurven der (h)PNF wurden in Wasser mit dem
BioScope Catalyst aufgenommen, welches mit einem Nanoscope VIII Controller (Bruker,
Santa Barbara, CA, USA) ausgestattet war. Die AFM-Cantilever DNP-S10, welche mit den
hPNF modifiziert wurden, besitzen vier verschiedene Cantilever. Zur Messung der Kraft
wurden nur die Cantilever B und D mit Federkonstanten von 0,12 N/m bzw. 0,06 N/m
verwendet. Um die Bindung der (h)PNF auf dem Siliziumsubstrat zu induzieren, wurde
eine Verweilzeit von 30 s der PNF auf der Oberflaiche gewahlt. Die Abzugs- bzw.
Bruchkraft wurde als maximale Kraft bestimmt, die bendtigt wurde, um die modifizierte

Spitze vom Substrat zurtickzuziehen.

5.10. Stabilititstests in Wasser und PBS

Die Stabilitat der (h)PNF aus HFN und HPF wurde in zwei verschiedenen Medien
untersucht, Reinstwasser bzw. PBS. Das Verhalten der Fasern wurde zum einen in-situ
tiber DLS und zum anderen ex-situ mittels AFM, durch Vergleichsmessungen der
abgeschiedenen Fasern vor und nach der Exposition gegeniiber Reinstwasser bzw. PBS
untersucht. Fir die in-situ-Messung in PBS wurde die PNF-Dispersion 1:1 mit
handelsiiblichem PBS gemischt, gefolgt von einer Langzeitmessung des Ru der PNF. Es ist
zu beachten, dass der Ethanol nicht vollstindig entfernt wurde. Der verbleibende

Ethanolgehalt der untersuchten Dispersion lag bei 40 Vol.%. Komplementar wurden zu
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Beginn und nach 2 Stunden 10 pl der PNF-Dispersion entnommen und auf PS-Substrate

getropft, vorsichtig gespiilt, Vakuum-getrocknet und mittels AFM charakterisiert.

Bei der in-situ-Untersuchung in Reinstwasser wurde die Kiivette offengelassen, so
dass der Ethanol wahrend der Messung langsam verdunsten konnte. Wenn der Fiillstand
unter den flir die Messung erforderlichen kritischen Fiillstand fiel, wurde die Kiivette mit
Reinstwasser nachgefiillt. AnschliefRend wurde eine neue Messung gestartet, um den Ru

in nahezu vollstandiger Abwesenheit von Ethanol zu bestimmen.

Ex-situ-Messungen wurden durchgefiihrt, indem mit PNF bedeckte PS-Substrate in
PBS bzw. Reinstwasser eingetaucht wurden. Nach 5 min bzw. nach 24 h wurde das
Reinstwasser bzw. das PBS entfernt und die Fasern mittels AFM charakterisiert. In einem
weiteren Versuch wurden 2 pul Reinstwasser auf die PNF-bedeckten PS-Substrate
getropft. Zur Verhinderung des Abspiilens der Fasern vom Substrat, wurden die Substrate
bis zum Verdampfen bei Raumtemperatur gelagert (t < 5 min) und mit dem AFM

charakterisiert.

5.11. Immunogold-Markierung

5.11.1. Heterogene Albumin-Hdmoglobin Nanofasern

Zum Nachweis von HSA und HGB in den hPNF wurden Immunogold-
Markierungsexperimente durchgefiihrt. Hierzu wurde als erstes eine TRIS-gepufferte
Losung (TBS) als Block- und Markierungspuffer hergestellt, indem TRIS (1,5 g) und NaCl
(2,19 g) in Reinstwasser geldst wurden. Die Losung wurde durch Zugabe von 1 M HCl auf
einen pH-Wert von 7,4 eingestellt. Abschlieffend wurde die Pufferlosung mit
Reinstwasser auf 250 ml aufgefillt. Aufderdem wurde 0,1 Gew.% Gelatine aus

Kaltwasserfischhaut zugegeben (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland).

Ein 10 pl Tropfen der hergestellten HSA-HGB hPNF-Dispersion wurde auf einen
Parafilm aufgetragen und ein sauberes, mit einem Kohlenstofffilm beschichtetes Cu-
Transmissionselektronmikroskopie (TEM)-Gitter fiir 30 s in die Losung eingetaucht.
Anschlief3end wurde das Gitter zweimal fiir 5 Minuten in die Blocklosung mit 0,1 Gew%
Gelatine inkubiert. Das TEM-Gitter wurde danach fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur in die

primare Antikorperlosung eingetaucht. Um die Proteine zu markieren, wurden
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Kaninchen-Antikorper gegen HGB (sc-21005 von Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX,
USA) und Schaf-Antikérper gegen HSA (ab8940 von Abcam, Cambridge, Grof3britannien)
verwendet. Nach weiteren Waschschritten mit 0,1 Gew % Gelatine in TBS fur 5 Minuten
wurde das Gitter in einer sekundare Antikdrperlésung mit 0,1 Gew % Gelatine in TBS fiir
30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Fiir HGB wurden Anti-Kaninchen-
Sekundarantikérper von der Ziege, welche mit Goldnanopartikeln (AuNP) mit einem
Durchmesser von 15 nm modifiziert waren (EM.GAR15 von BBI Soultions, Cardiff,
Grofdbritannien), und fiir HSA Anti-Schaf-Sekundarantikorper vom Esel, welche mit AuNP
mit einem Durchmesser von 10 nm modifiziert waren (EM.DAS10 von BBI Soultions,
Cardiff, Grofdbritannien), verwendet. Die mit Immunogold markierten Proben wurden
vier weitere Male mit 0,1 Gew % Gelatine in TBS fir 5 Minuten und zwei weitere Male in
destilliertem Wasser gewaschen. Die immunmarkierten Fasern wurden mittels
Rastertransmissionselektronenmikroskopie (STEM) an einer AURIGA 60 CrossBeam®
Workstation (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) charakterisiert und die

Durchmesser der AuNP entlang der hPNF mittels Image] analysiert.

5.11.2. Heterogene Fibronektin-Fibrinogen Nanofasern

Flir den Nachweis von HFN und HPF in den assemblierten PNF und hPNF wurde das
Immunmarkierungsverfahren modifiziert. Zunachst wurde eine indirekte Markierung mit
Priméarantikérpern vom Kaninchen gegen HFN (sc-9068 von Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, USA) und von der Maus gegen HPF (sc-69775 von Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, USA) durchgefiihrt. Zur Markierung der Primarantikorper gegen HFN wurden
sekundare Anti-Kaninchen-Antikérper von der Ziege, die mit Au-NPs mit einem
Durchmesser von etwa 15 nm (zwischen 12,6 nm und 18,2 nm; EM.GAR15 von BBI
Solutions, Cardiff, Grof3britannien) konjugiert waren, verwendet. Die Primdrantikorper
gegen HPF wurden mittels sekundéaren Anti-Maus-Antikorpern der Ziege, die mit Au-NPs
mit einem Durchmesser von etwa 10 nm (zwischen 8,1 nm und 12,1 nm; EM.GMHL10 von

BBI Solutions, Cardiff, Grofdbritannien) konjugiert waren, markiert.

Die assemblierten HFN-HPF-PNF wurden durch Auftropfen von 2 upl Protein-
dispersion auf einem sauberen und mit einem Kohlenstofffilm beschichteten TEM-Gitter
abgeschieden, welches anschliefiend fiir 5 min in TBS-Gelatine Blockpuffer inkubiert

wurde. Anschlieflend wurde das TEM-Gitter fur eine Stunde in einem TBS-Gelatine-
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Priméarantikérperlésungsgemisch (Verhaltnis 50:2) bei Raumtemperatur inkubiert und
anschliefdend dreimalig mit TBS-Gelatine fiir 5 min gewaschen, um ungebundene
Primarantikérper zu entfernen. Analog dazu wurden die sekundidren Antikorper
hinzugefiigt, indem die TEM-Gitter fiir 30 min in einer TBS-Gelatine-
Sekundarantikorperlosung (50:2) eingetaucht wurden. Abschlief3end wurden die TEM-
Gitter dreimal in TBS-Gelatine und zweimal in PBS fiir je 5 min gewaschen. Die Analyse

erfolgte wie in 5.11.1 beschrieben.

5.12. Statistik

Alle Messwerte der Experimente sind als Mittelwert + Standardabweichung
angegeben. Die Ergebnisse der Kraftspektroskopie, der bestimmten HPF-HFN-PNF-
Charakteristika sowie die Ergebnisse der Stabilitiatstests wurden mittels One-Way
ANOVA hinsichtlich ihrer statistischen Unterschiede untersucht. Alle statistischen Tests

wurden mit dem Softwarepaket Sigmaplot 13.0 (Stystat Software Inc.) durchgefiihrt.
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6. Ergebnisse und Diskussion

6.1. Proteinadsorption auf Polyethylen-Einkristallen!

Das Ziel des ersten Teils der Arbeit war die Untersuchung des Einflusses der
Oberflachenstruktur von PE-EK auf die Assemblierungseigenschaften und Orientierung
von HPF-Molekiilen und Assemblierungsstrukturen. Dazu wurde zunachst die Eignung
von PE-EK-Oberflachen fiir Proteinadsorptionsstudien untersucht. Daraufhin wurde die
Anordnung adsorbierter HPF-Molekiile auf den PE-EK-Oberflachen in Abhangigkeit von
Konzentration und pH-Wert der Proteinlosung charakterisiert. Nachfolgend wurde der
Einfluss der PE-EK-Oberflachennanostruktur auf die Orientierung von HPF-Anordnungen

analysiert.

6.1.1. Polyethylen-Einkristalle vor und nach der

Proteinadsorption

Zunachst wurde untersucht, ob die Rauheit der hydrophoben nanostrukturierten
PE-EK-Oberflichen gering genug ist um einzelne HPF-Molekiile oder kleine HPF-
Strukturen in AFM-Hohenbildern zu erkennen. PE-EK-Proben wurden dafiir vor und nach
der HPF-Adsorption mittels AFM charakterisiert. Abbildung 6.1 zeigt die AFM-
Hohenaufnahmen desselben PE-EKs vor (Abbildung 6.1a) und nach Adsorption von HPF
aus CPL-Losung (Abbildung 6.1b). Die quadratische Rauigkeit der PE-EK-Oberflache
(Rqpe-Ek) und des darunterliegenden Siliziumsubstrats (Rq,si) wurde mit 0,43 + 0,02 nm
bzw. 0,13 + 0,01 nm berechnet. Die nativen PE-EK-Oberflachen haben im Vergleich zum
darunterliegenden Siliziumsubstrat eine erhohte Oberflachenrauheit. Dieses Ergebnis
lasst sich durch die nanostrukturierte PE-EK Oberflachenmorphologie erklaren, welche
aus Kettenfaltungen besteht. Eine Abbildung einzelner Kettenfaltungen der PE-EK-
Oberflache war mit dem verwendeten AFM-Setup nicht moglich. Die Morphologie und

Kettenfaltungsorientierung der PE-EK-Oberfldche unter den gewahlten Bedingungen ist

I'Der Inhalt dieses Kapitels wurde bereits in abgewandelter Form verdffentlicht, in: C. Helbing, R. Stof3el,
D.A. Hering, M.M.L. Arras, ]J. Bossert, K.D. Jandt. pH-dependent ordered fibrinogen adsorption on
polyethylene single crystals. Langmuir; 32; 11868-11877 ©2016 American Chemical Society.
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Vor der HPF Adsorption

Nach der HPF Adsorption

~—— (Ideale) PE-EK Kettenfaltungen

Hoéhe: Onm m————— | 20nmM
Abbildung 6.1: AFM-Héhenbild eines PE-EK vor (a) und nach (b) der HPF-Adsorption aus einer CPL-Lésung
mit einem pH von 9,2 und einer Konzentration von 0,5 ug/ml. Der PE-EK besitz eine glatte Oberfldche vor der
Adsorption (a). Die VergréfSerung in (a) zeigt eine schematische Zeichnung der idealen nanostrukturierten
PE-EK-Kettenfaltungsoberfldche (nicht mafsstabsgetreu). Nach der HPF-Adsorption konnten trinoduldr-
stabformige und kugelférmige Strukturen auf der Oberfldche identifiziert werden (b). Die Einschiibe zeigen
VergréfSserungen einer kugelférmigen (unten links) und einer hervorgehobenen trinoduldr-stabférmigen

Struktur (oben) sowie ein schematisches trinoduldr-stabférmiges HPF-Molekiil (unten rechts).

jedoch in der Literatur gut beschrieben. Es wurde gezeigt, dass die Kettenfaltungen
parallel zu den Riandern der Raute ausgerichtet sind und somit die (001)- oder (112)-
Ebene bilden. Im Fall der (112)-Ebene bildet sich wahrend der Kristallisation eine hohle
Pyramide, welche nach dem Abscheiden des PE-EK auf einem Substrat zusammenbricht.
Dies fiithrt zu einem Riss in der Mitte der Pyramide. Ein solcher Riss war auf den
untersuchten PE-EK-Oberflachen nicht sichtbar, daher sind die Kettenfaltungen in der
(001)-Ebene ausgerichtet. Dariiber hinaus wurden in mehreren fritheren Studien
Kettenfaltungen auf der Oberflache von PE-EK abgebildet!>3, und es wurde gezeigt, dass
75 % der Oberflache durch eine scharfe Faltung (benachbarter Wiedereintritt) in
Richtung der geschlossenen gepackten Kristallebene ([110]) gebildet werden.3! Aufgrund
detaillierter Literaturanalyse wird fiir die gebildeten PE-EKs eine identische Oberflachen-

Nanostruktur erwartet.

Anschliefend wurden die PE-EK-Proben fiir die HPF-Adsorptionsexperimente
verwendet. Nach der HPF-Adsorption erhohte sich die mittlere quadratische Rauheit
(Rq cpL-npr) auf 0,87 £ 0,05 nm. Dariiber hinaus wurden trinoduldr-stabférmige
Strukturen auf der Oberflache des PE-EK nach der HPF-Adsorption beobachtet, wie in der
Vergrofderung in Abbildung 6.1b gezeigt. Die ausgepragte Form dieser Strukturen zeigt
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das Vorhandensein von einzelnen trinodular-stabférmigen HPF-Molekiilen auf der PE-
EK-Oberflache. Die Abbildung einzelner HPF-Molekiile wurde durch die geringe Rauigkeit
der PE-EK (Rq pe-Ex = 0,43 + 0,02 nm) ermdglicht, die niedriger ist als die Hohe einzelner
HPF-Molekiile (hupr= 1,4 + 0,4 nm).82 Die Beobachtung der charakteristischen trinodular-
stabformigen HPF-Molekiile auf PE-EK (Abbildung 6.1b) zeigt, dass PE-EK-Oberflachen
glatt genug sind, um Protein-Protein-Wechselwirkungen auf der Oberflache und Protein-
Oberflachen-Wechselwirkungen in Abhédngigkeit der Adsorptionsbedingungen zu

untersuchen.

Daraufhin wurde die Anordnung von HPF-Molekiilen auf der Oberflache der glatten
nanostrukturierten hydrophoben PE-EK in Abhangigkeit von den
Adsorptionsbedingungen, der HPF-Konzentration und dem Puffer der HPF-Losung,

untersucht.

6.1.2. Einfluss der Adsorptionsbedingungen auf die

Fibrinogenassemblierung auf Polyethylen-Einkristallen

Die HPF-Adsorptionsexperimente wurden unter verschiedenen
Adsorptionsbedingungen, HPF-Konzentrationen (0,5 pg/ml, 2,0 pg/ml und 5,0 ug/ml)
und Puffer der Proteinlésung (PBS mit pHpss = 7,4 und CPL mit pHcpL = 9,2), durchgefiihrt.
Dabei wurde der Einfluss von Protein-Protein- und Protein-Oberfldachen-
Wechselwirkungen auf die HPF-Assemblierung auf den PE-EK-Oberflachen untersucht.
Repréasentative AFM-Hohenbilder fiir jede Adsorptionsbedingung sind in Abbildung 6.2
dargestellt.

HPF-Adsorption aus PBS-Losung (pHess = 7,4) fihrt zur Bildung von (i)
fibrillenartigen Strukturen (Abbildung 6.2a, 0,5pg/ml), (ii) Netzwerken aus
fibrillenartigen Strukturen (Abbildung 6.2b, 2,0 ug/ml) oder (iii) schwammartigen
Strukturen (Abbildung 6.2c 5,0 pg/ml). Die Abmessungen der HPF-Strukturen sind in
Tabelle 6.1 aufgefiihrt. Die Grof3e und Form der fibrillenartigen HPF-Strukturen sowie der
HPF-Fibrillen-Netzwerkstrukturen deuten darauf hin, dass diese aus mehreren
miteinander verbundenen HPF-Molekiilen bestehen. Die Ausbildung von HPF-Fibrillen
und Fibrillennetzwerken auf hydrophoben Oberflaichen ist in der Literatur gut
beschrieben und stimmt mit den Beobachtungen in dieser Arbeit iiberein.12 82,149 Bildung
und Wachstum konnen durch eine Kombination von Protein-Oberflachen- und Protein-

Protein-Wechselwirkungen = wahrend des Adsorptionsprozesses bei einem
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0.5 pg/ml

2.0 pg/ml

5.0 ug/ml

Abbildung 6.2: AFM-Hohenbilder von HPF-Strukturen nach der Inkubation mit verschiedenen HPF-
Konzentrationen (0,5, 2,0 und 5,0 ug/ml) aus PBS (a-c) und aus CPL (d-f). Die Einschiibe zeigen
Vergréfserungen der HPF-Strukturen und ein geometrisches Modell der angeordneten HPF-Molekiile.
Nach der Adsorption aus 0,5 ug/ml HPF aus PBS (a) bildeten sich fibrillenartige Strukturen, aus 2,0 ug/ml
HPF aus PBS (b) bildete sich ein Netzwerk aus fibrillenartigen Strukturen und aus 5,0 ug/ml aus PBS (c)
bildete sich ein dichter Film. Nach der Adsorption aus 0,5 ug/ml (d) und 2,0 ug/ml (e) aus CPL bildeten
sich trinoduldr-stabférmige und kugelférmige Strukturen und nach der Adsorption aus 5,0 ug/ml (f)

bildete sich ein dichter Film.
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physiologischen pH-Wert von 7,4 erklart werden.12 149 Eine weitere Erhohung der HPF-
Konzentration erhdhte die Wahrscheinlichkeit von Protein-Protein-Wechselwirkungen
und forderte somit die Bildung dickerer und dichterer HPF-Schichten auf der PE-EK-
Oberflache. Ahnlich dichte HPF-Schichten wurden auch fiir die Adsorption von HPF auf
hydrophobem UHMWPE und nanostrukturiertem Titanoxid beobachtet.82 149

Tabelle 6.1: HPF-Anordnungen auf PE-EK und deren Geometrie fiir verschiedene Konzentrationen und pH-

Werte
pH
HPF
4 (PB 2 (CPL
Konzentration 74 (PBS) 9,2 (CPL)
[ng/ml] HPE- . Dimensionen? HPE- . Dimensionen?
Morphologie Morphologie
fibrillenarti h=1,9+0,5 nm trinodular- h=1,2+0,3 nm
0,5 i Strzkiur ge b=30%5nm iv stabférmige b=18+3 nm
1=100-1000 nmb Struktur 1=51+3nm
Net: k h=7+3
s . e.zwer ?us m kugelférmige h=2,0+0,4nm
2 11 fibrillenartigen b=45+10nm [V Struktur d=27 + 6 nm
Strukturen 1=82 + 25 nme uKtd et
h ti .
5 11 schiwammartig h=6+1nmd \4 dichter Film h=1,5+0,5 nmd
e Struktur

aHohe (h), Breite (b) und Lange (1) oder Durchmesser(d) (n = 30)

b Lange der fibrillenartigen Strukturen war nicht einheitlich

¢ Lange zwischen Knotenpunkten

d basierend auf der Annahme, dass die Locher der schwammartigen Struktur die PE-EK Oberflache
reprasentieren

Im Gegensatz zu den PBS-Losungen fanden wir fir die HPF-Adsorption aus einer
CPL-Losung (pHcrL = 9.2) ein deutlich unterschiedliches Adsorptionsverhalten von HPF
auf den PE-EK-Oberflachen.

Bei Konzentrationen von 0,5 pg/ml (Abbildung 6.2d und Abbildung A 1) und
2,0 pg/ml (Abbildung 6.2e) wurden zwei verschiedene HPF-Strukturen auf der PE-EK-
Oberflache beobachtet: (iv) trinodular-stabférmige Strukturen und (v) kugelférmige
Strukturen. Die trinodular-stabformigen Strukturen sind im AFM-Hdéhenbild in Abbildung
A 1 beispielhaft hervorgehoben.

Die Abmessungen des aus CPL adsorbierten HPF sind in Tabelle 6.1 gezeigt. Auf der
PE-EK-Oberflache erhohte sich die Menge beider HPF-Anordnungen, der Trinodular-
stabformigen und der kugelférmigen Strukturen, bei einer Konzentration von 2,0 ug/ml
(Abbildung 6.2e) im Vergleich zu einer Konzentration von 0,5 pg/ml (Abbildung 6.2d).
Die Hohe (2,0 nm + 0,4 nm) und der Durchmesser (27 nm + 6 nm) (Tabelle 6.1) der
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kugelformigen HPF-Strukturen entsprechen den Werten fiir Hohe und Durchmesser
einzelner kugelféormiger HPF-Molekiile auf hydrophilen Siliziumoberflichen.’>* Die
ausgepragte geometrische Form der trinodular-stabférmigen HPF-Strukturen und deren
Abmessungen, d.h. Hoéhe (1,2nm*0,3nm), Breite (18 nm#*3nm) und Lange
(51 nm = 3 nm), zeigen ebenfalls die Anwesenheit von HPF-Molekiilen mit trinodular-

stabformiger Konformation8? (Tabelle 6.1).

Nach der Adsorption aus der CPL-Losung mit einer HPF-Konzentration von
5,0 pg/ml wurde eine dichte Schicht (Abbildung 6.2f) auf der PE-EK-Oberflache
beobachtet. Die Hohe dieser Schicht von 1,5 + 0,5 nm (Tabelle 6.1) stimmt mit der Hohe
eines einzelnen HPF-Molekiils (1,4 + 0,4 nm) tberein.82 Dies zeigt, dass die HPF-Schicht
von einzelnen Molekiilen gebildet wurde. Im Vergleich zu den niedrigeren HPF-
Konzentrationen (0,5 pg/ml und 2,0 pg/ml) der CPL-Lésung waren weder trinodular-
stabformige Strukturen noch kugelférmige HPF-Strukturen unterscheidbar.

Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die CPL-LOosung die Adsorption von
einzelnen kugelférmigen und trinodular-stabférmigen HPF-Molekiilen an der PE-EK-
Oberflache anstelle der HPF-Fibrillen oder Fibrillennetzwerke induziert, wie sie nach der
HPF-Adsorption aus PBS-Losung bei dhnlichen HPF-Konzentrationen gefunden wurden.
Die unterschiedlichen HPF-Anordnungen konnen durch pufferabhdngige HPF-Protein-
Protein-Wechselwirkungen auf den hydrophoben PE-EK-Oberflachen erklart werden.
HPF-Protein-Protein-Wechselwirkungen hangen stark vom Vorhandensein freier oC-
Domadnen ab und sind somit direkt mit der Konformation der HPF verkniipft. Freie aC-
Domanen eines HPF-Molekiils konnen an andere HPF-Molekiile binden, was die Bildung
von HPF-Anordnungen aus mehreren miteinander verbundenen Proteinen erleichtert. 12
82,149 Die HPF-Konformation und die daraus resultierende Verfiigbarkeit freier aC-
Domanen fiir die HPF-Aggregation konnen durch (I) die Bedingungen in der Pufferlésung
und durch (II) die Wechselwirkungen mit der Oberflache beeinflusst werden: 12 82,149

(I) Die Bedingungen in der Pufferlésung, d.h. pH-Wert und lonenstérke, beeinflussen
die Konformation sowie die Gesamtladung der HPF-Proteine in der Losung. 12 155-156 Ein
hoher oder niedriger pH-Wert der Pufferlosung induziert die Bindung der aC-Doménen
an die zentrale E-Domane des HPF. Folglich ist die Menge an ungebundenen aC-Doménen
reduziert und die Wahrscheinlichkeit fiir HPF-Protein-Protein-Wechselwirkungen nimmt
ab.155.157 Des Weiteren beeinflussen hohe oder niedrige pH-Werte auch die Gesamtladung

der HPF-Molekiile in Losung. Eine Erhohung des pH-Werts iiber den isoelektrischen
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Punkt des HPF erhoht dessen Gesamtladung und somit auch die Abstofdungskrifte
zwischen den Proteinmolekiilen in Losung. Folglich werden Protein-Protein-
Wechselwirkungen reduziert.

(I) Wahrend der Adsorption von HPF-Molekiilen auf Oberflachen dndert sich die
Konformation. Diese Konformationsanderung wird durch die Wechselwirkungen
zwischen Protein und Oberflache beeinflusst, welche von den physikalischen und
chemischen Eigenschaften der Oberfliche abhangen, d.h. Hydrophilie/Hydrophobie,
Oberflachenladung und/oder funktionelle Gruppen.

Die Adsorption von HPF-Molekiilen an hydrophilen Oberflachen resultiert aus Van-
der-Waals-Wechselwirkungen zwischen polaren «aC-Domdnen und der polaren
Oberflache. Somit lagern sich aC-Domanen an die Oberflache und stehen nicht fiir die
Wechselwirkung mit anderen HPF-Molekiilen zur Verfiigung.1>8 Die Adsorption von HPF-
Molekiilen an hydrophoben Oberflaichen resultiert jedoch aus dem hydrophoben
Effekt.156.159 Unpolare Regionen der HPF-Molekiile, d.h. die D-Doméanen und die zentrale
E-Domane, lagern sich an unpolare Oberflachen an.12 32,160 Polare aC-Doméanen haften
somit nicht an der Oberflaiche und stehen fiir Wechselwirkungen mit anderen HPF-
Molekiilen zur Verfiigung.

Folglich wurden bevorzugt auf hydrophilen Oberflichen einzelne HPF-Molekiile
beobachtet, wohingegen hydrophobe Oberflichen die Bildung von HFP-Fibrillen und
HPF-Fibrillennetzwerken fordern. Einzelne adsorbierte HPF-Molekiile wurden jedoch auf
hydrophoben Materialoberflachen berichtet, wenn die Protein-Protein-
Wechselwirkungen der HPF-Molekiile stark reduziert waren.32 82 In der vorliegenden
Arbeit wurde dies durch die Verwendung von CPL-Puffer mit einem pH-Wert von 9,2
erreicht. Es wird davon ausgegangen, dass der erh6hte pH-Wert die Deprotonierung von
HPF-Molekiilen in Losung erleichtert. Infolgedessen wurde die trinoduldr-stabférmige
Konformation destabilisiert und somit weitere Konformationsanderungen erméglicht. So
adaptierte ein Teil der HPF-Molekiile eine globulare Konformation, wahrend die
trinodulare Stab-Konformation fiir die restlichen HPF-Molekiile erhalten blieb. Neben der
Konformationsanderung inaktivierte die Deprotonierung auch die aC-Domanen, welche
dadurch an die zentrale E-Domédne gebunden blieben (Modell Abbildung 6.2d und e).
Aufgrund der Inaktivierung der aC-Domanen wurde die Wahrscheinlichkeit flir Protein-
Protein-Wechselwirkungen stark verringert und die Aggregation mehrerer HPF-

Molekiile gehemmt. In der Folge adsorbierten einzelne globuldre oder trinodular-
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stabformige HPF-Molekiile anstelle von Fibrillen oder Fibrillennetzwerken auf der PE-EK-
Oberflache.

Sowohl HPF-Fibrillen als auch einzelne trinoduladr-stabférmige-HPF haben eine
anisotrope Form, d.h. sie sind ldnger als breit. Die Vorzugsrichtung einer
nanostrukturierten Oberflache kann die Orientierung dieser anisotropen Objekte
wahrend der Adsorption beeinflussen. Im Folgenden wurde der Einfluss der
hydrophoben PE-EK-Oberflaichennanostruktur auf die Orientierung von HPF-Fibrillen

und einzelnen HPF-Molekiilen untersucht.

6.1.3. Orientierung der Fibrinogenassemblierungen auf

nanostrukturierten Polyethylen-Einkristall-Oberflachen

Der PE-EK hat eine anisotrope Oberflaichennanostruktur, wie in Abschnitt 2.1.1
beschrieben (Abbildung 2.2), welche durch die Kristallgitterparameter und
Kettenfaltungen bestimmt wird. Um den Einfluss dieser PE-EK-Oberflachennanostruktur
auf die Orientierung von HPF-Anordnungen zu untersuchen. Dafiir wurden die aus der
PBS-Losung adsorbierten fibrillendhnlichen Strukturen und die aus der CPL-Lésung
adsorbierten trinoduldr-stabféormigen Strukturen ausgewahlt, da die Orientierung dieser
Strukturen mit Hilfe des AFMs sinnvoll bestimmt werden konnte. Dies war fiir die
anderen Strukturen wie Netzwerke und dichten Schichten nicht méglich. Die Orientierung
beider Strukturen, fibrillir- und trinoduldr-stabférmig, wurde durch den Winkel
zwischen der Langsachse der Proteinstrukturen und der kurzen Diagonale B des PE-EK

bestimmt (Abbildung 2.2B).

Abbildung 6.3a =zeigt die statistische Analyse der Winkelverteilung der
fibrillenartigen Strukturen. Die Haufigkeit der kategorisierten Orientierungswinkel @
reicht von 2,5 % fiir 165 ° £ 5 ° bis 7,5 % fiir 135 ° £ 5 °. Maxima wurden fiir 7"**= 135 °
+ 5 °und O7***= 65 ° £+ 5 ° und Minima fiir &™"= 165 ° + 5 ° identifiziert. Ein statistischer
Beweis fiir eine bevorzugte Orientierung der adsorbierten fibrillendhnlichen Strukturen
kann aufgrund der geringen Winkelhdufigkeitsunterschiede von 5% zwischen

O**,, und O™ nicht abgeleitet werden.

Nach der Adsorption von CPL-Lésungen (pHceL = 9,2) bei 0,5 pg/ml und 2,0 pg/ml
HPF wurden trinodulédre-stabférmige Strukturen auf der PE-EK-Oberflache beobachtet
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Orientierung von fibrillendhnlichen Orientierung von trinoduldr-stabférmigen
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Abbildung 6.3: Orientierung von Fibrinogenassemblierungen auf PE-EK: Winkelverteilung von
fibrillendhnlichen (links) und trinoduldr-stabformigen (rechts) Strukturen auf PE-EK-Oberfldchen. Fiir
trinoduldr-stabférmige Strukturen wurden die Maxmia O***=0°+ 5° 07'***=85°+ 5°und O]'*=175°+
5 ° gefunden. Die Illustration (unten) zeigt die Winkelmessung und verschieden orientierte einzelne HPF-

Molekiile. Die Maxima der trinoduldr-stabférmigen Strukturen sind hervorgehoben.

(siehe Abbildung 6.1b und Abbildung 6.2d, e). Abbildung 6.3b zeigt die statistische
Analyse der Winkelverteilung der trinoduldaren-stabférmigen Strukturen in Bezug auf die
kurze Diagonale B des PE-EK. Die Haufigkeit der kategorisierten Orientierungswinkel ©
liegt im Bereich von 1 % bis 22 %. Im Vergleich zu den PBS-Adsorptionsexperimenten
wurden drei verschiedene Maxima O7***=0°+5°,07'**=85°+5°und 0§'"*=175°+5°
identifiziert. Aufgrund der Symmetrie des HPF-Molekiils entspricht O7*** dem 0***, so
dass es nur zwei Vorzugsrichtungen gibt. Insgesamt wiesen 87 % der 1513 analysierten
einzelnen HPF-Molekiile eine Orientierung in den Winkelbereichen von 70 ° bis 110 ° und
von 160 ° bis 20 ° auf. Diese Beobachtung zeigt, dass die Oberflichennanostruktur des
PE-EK die Orientierung einzelner adsorbierter HPF-Molekiile beeinflusst, aber

interessanterweise nicht die Orientierung von HPF-Fibrillen.

Die Orientierung einzelner adsorbierter HPF-Molekiile kann durch die
verschiedenen Oberflachenkettendichten der kristallographischen Richtungen der

PE-EK-Oberflache erklart werden. Die maximalen Orientierungswinkel von @7***~ 90 °
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und O7***~ 180 ° entsprechen einer Orientierung einzelner HPF-Molekiile entlang der
[100]- und [010]-Richtung des PE-EK. Sowohl die [100]- als auch die [010]-Richtung
besitzen erhohte lineare Oberflachenkettendichten (OKD) im Vergleich zu anderen
kristallographischen Richtungen der PE-EK-Oberflache. Die OKD wird hier als die Anzahl
der Kettenfaltungsstartpunkte pro Entfernung (nm) in Bezug auf die kristallographische
Richtung definiert. Basierend auf dieser Annahme hat die [010]-Richtung die héchste OKD
mit 2,02 Kettenfaltungsstartpunkte pro nm (2,02 nm-1). Auch die [100]-Richtung weist
mit 1,35 nm! eine hohere OKD auf als die [110]-Richtung mit 1,12 nm-1. Durch hohe OKD
konnen die HPF-Molekiile entlang dieser kristallographischen Richtungen vermehrt
intermolekulare Bindungen eingehen, welche somit eine Orientierung des Proteins
bewirken. Dieser Effekt erklart auch die bevorzugte Adsorption von HPF an den
kristallinen Lamellen von teilkristallinem PE im Vergleich zu den amorphen PE-

Bereichen.82

Diese beobachtete Orientierung von trinoduladr-stabféormigen HPF-Molekiilen auf
PE-EK unterscheidet sich von der anderer in der Literatur beschrieben stabartiger
Strukturen. So zeigten Tellur-Nanostdbchen und aufgedampfte PE-Nanostdabchen (beides
stabahnliche Kristalle) auf PE-EK-Oberflachen eine Orientierung vorzugsweise entlang
der [110]-Richtung.151-152 [m Vergleich zu den HPF-Molekiilen wurde angenommen, dass
die Orientierung der kleinen PE-Molekiile und der stabahnlichen Tellur-Kristalle durch
kurze intermolekulare Wechselwirkungen zwischen den Kettenfaltungen und den
Molekiilen angetrieben wird. In beiden Fallen wurde die Orientierung durch die
Ausrichtung der Ketten (PE) und der anisotropen Kristallisationskeime (Te) wahrend der

Kristallisation entlang oder senkrecht zur Kettenfaltenrichtung induziert.151-152

Wahrend der Adsorption an hydrophoben Oberflachen beginnen sich die E- und D-
Domanen eines HPF-Molekiils auszubreiten, um die Kontaktflache zu vergréfdern.32 160
Somit miissen die Strukturen, welche die E- und D-Domanen bilden, ihre Orientierung
andern.?> Auf hydrophoben Oberflichen wie dem PE-EK sind a-Helix-Strukturen
dominant.1®1 Eine Region im HPF-Molekiil, die vorwiegend aus o-Helix-Strukturen
besteht, ist die Coiled-coil-Region. Diese Strukturen sind aber auch in den E- und D-
Domanen vorhanden, wo sie sich in den dufderen Bereichen befinden. 8> Die beobachteten
Orientierungen von trinodular-stabformigem HPF-Molekiilen auf PE-EK kénnen wie folgt
erklart werden: Die a-Helix-Strukturen der Ketten, die sich im dufderen Teil des Proteins

befinden®>, beeinflussen die Orientierung, da die Abmessungen (Breite und
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Steigungsliange) und der Steigungswinkel der a-Helix denen der PE-Einheitszelle
dhneln.161-162 Dje a-Helix hat einen Steigungswinkel, der Winkel zwischen Steigung und
Helix-Querachse, von etwa 30 °. Dies entspricht in etwa dem Winkel der [010]- und [110]-
Richtungen, welcher 33,7 ° betragt. Die helikalen Strukturen von HPF-Molekiilen, welche
entlang der [010]-Richtung orientiert sind, richten sich vermutlich parallel zu den PE-EK-
Kettenfaltungen aus, wodurch ihre freie Gibbs-Energie minimiert wird. Unter dieser
Annahme ist die Orientierung der a-Helix-Ketten identisch mit den in fritheren
Untersuchungen gefundenen PE- und Tellur-Nanostabchen.151-152 Dariiber hinaus sind die
Abmessungen (Breite und Steigungsldange) einer a-Helix in der gleichen Gréfienordnung
wie die der PE-Einheitszelle (Abbildung 6.4). Das Modell in Abbildung 6.4 zeigt, dass sich
die Windungen einer a-Helix zwischen zwei Kettenfaltungen in Richtung [010] von
SektorI und [100] von Sektor IV stapeln lassen. Diese Richtungen dhneln der
beobachteten bevorzugten Orientierung einzelner HPF-Molekiile (Abbildung 6.3). Das
Stapeln wird durch die dhnliche Ausrichtung der Kettenfaltungen auf der PE-EK-
Oberfliche und der Ketten in der Helix erleichtert. Eine Anderung der a-Helix-
Orientierung fiihrt zum ,Entstapeln“ der Windungen. Ferner deckt eine in [010]-Richtung
ausgerichtete Helix die hochste Anzahl von Kettenfaltungen (Abbildung 6.4) ab und weist
auch die hochste OKD auf, so dass die meisten intermolekularen Wechselwirkungen
ausgebildet werden. Neben der [010]-Orientierung wurden HPF-Molekiile beobachtet,
welche entlang der [100]-Richtung orientiert waren. Diese Richtung hat die zweithdchste
OKD, wie in Abbildung 6.4 dargestellt. Dies fiihrt zu einer Zunahme der gebildeten
intermolekularen Wechselwirkungen zwischen Kettenfaltungen und der a-Helix-Kette.
Beide Effekte zusammen, die beiden héchsten OKD und die mogliche Stapelung der a-
Helix-Kette zwischen den Kettenfaltungen in Abhdngigkeit vom Sektor des PE-EK, konnen
offensichtlich die Orientierung von HPF-Molekiilen beeinflussen. Die Beobachtung von
HPF-Molekiilen ohne die bevorzugte Orientierung kann durch Defekte der PE-EK-
Oberfliche, z.B. lose Schleifen, erklart werden. Diese Defekte fithren zu einer Anderung
der Orientierung der PE-Kettenfaltungen und beeinflussen somit die Orientierung

einzelner HPF-Molekiile.

Der beschriebene Orientierungseffekt wurde jedoch nur fiir einzelne HPF-Molekiile
beobachtet, welche auf der nanostrukturierten PE-EK-Oberflache adsorbierten. Hingegen
wiesen HPF-Fibrillen keine bevorzugte Orientierung auf und bildeten sich aufgrund von

Konformationsanderungen einzelner adsorbierter HPF-Molekiile auf der hydrophoben
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Abbildung 6.4: Modell (mafsstabsgerecht) fiir die Orientierung von a-Helixstrukturen in Abhdngigkeit der
kristallographischen Richtungen. Oben: Fibrinogenmodell, in welchem die a-Helix-reiche Region, die Coiled-
coil-Region, hervorgehoben ist. Die a-Helix ist als einfacher Zylinder mit einer Breite von ~3 nm
(Aminosdurereste nicht berticksichtigt) und einer Steigungsldnge von ~5,4 nm dargestellt;! die Windungen der
Spirale sind markiert (Steigungswinkel ~30 °). Unten: Die PE-Einheitszelle mit den Dimensionen a = 0,494 nm
und b = 0,741 nm. 2 Die Mitte zeigt die Sektoren I und 1V eines PE-EK mit unterschiedlich orientierten HPF-
Molekiilen. Die Ausschnitte am Rand zeigen mdgliche Ausrichtungen einer entsprechenden a-Helix. Die

beobachteten Vorzugsorientierungen sind rot hervorgehoben.

PE-EK-Oberflache. Diese Beobachtung kann durch die erhdhten Protein-Protein-
Wechselwirkungen bei der Adsorption aus PBS-Losung (pHess =7,4) im Vergleich zur
CPL-Losung (pHcpL = 9,2) erklart werden. Wie zuvor erwahnt, erhoht der niedrigere pH-
Wert die Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen den adsorbierten benachbarten
HPF-Molekiilen und induzierte somit die Fibrillenbildung. Der Bildungsprozess selbst

beeinflusste demnach die Orientierung der Fibrillen stirker als die erhohte OKD
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bestimmter kristallographischer Richtungen. Aufgrund der erh6hten Molmasse der HPF-
Fibrillen ist die Oberflachendiffusion, im Vergleich zur Oberflachendiffusion von
einzelnen HPF-Molekiilen, erschwert. Eine Kombination aus oberflaicheninduzierter
Fibrillenbildung und einer begrenzten Oberflachendiffusion dieser HPF-Fibrillen hemmt

somit ihre Orientierung.

Aus der Literatur ist bekannt, dass die laterale Diffusion von Proteinen auf
Oberflaichen  stark  durch  Protein-Protein-Wechselwirkungen sowie die
Oberflachenhydrophilie/ -hydrophobie beeinflusst wird. Bei der Adsorption von BSA auf
PMMA-Oberflichen wurde eine signifikant niedrigere Oberflachendiffusions-
geschwindigkeit aufgrund der vorherrschenden Protein-Protein-Wechselwirkungen
beobachtet.163 Fir HPF, welches auf nanostrukturierten, schmelzgezogenen PE-Filmen
adsorbierte, wurde eine abnehmende Oberflichendiffusion der Molekile mit
zunehmenden Protein-Protein-Wechselwirkungen beobachtet. Aufderdem werden die
bereits schwacheren Protein-Oberflichen-Wechselwirkungen durch Erhohung der
Protein-Protein-Wechselwirkungen weiter verringert.l: 164 Dariiber hinaus fithren die
erhohten Protein-Protein-Wechselwirkungen zu ldngeren Verweilzeiten von HPF-

Molekiilen auf der Oberflache.85

In fritheren Studien wurde die bevorzugte Orientierung von Proteinen entweder
durch eine heterogene Oberflichenchemie, z.B. durch Verwendung von amphiphilen
Diblockcopolymeren,’” oder durch eine definierte Oberflaichentopographie mit
Abmessungen im Bereich des Proteins, wie z.B. gewellten Strukturen,65 induziert. Bei
Diblockcopolymeren wurde festgestellt, dass Proteine bevorzugt auf hydrophoben
Domadnen adsorbieren.”’” Im Gegensatz dazu wurde bei gewellten Siliziumsubstraten
gezeigt, dass die Orientierung adsorbierter einzelner HPF-Molekiile von der Wellenldnge
der Oberflachenstruktur abhdngt, da mit zunehmender Oberflaichenkrimmung die
Adsorptionsenergie abnimmt.16> Des Weiteren wurde eine Orientierung von HPF-
Molekiilen sowie von HPF-Nanofibrillen an Nanostufen von hochorientierten
pyrolytischen Graphit-Schichten beobachtet.150 In den vorangegangenen Studien lagen
die verwendeten Strukturen in der Gréf3enordnung von 50 nm. In der vorliegenden Arbeit
wurde die Orientierung der HPF-Molekiile jedoch durch die sub-nanoskalige
Oberflachenstruktur der PE-EK induziert. Der PE-EK hat eine chemisch homogene
Oberflaiche mit einer anisotropen Topographie unterhalb der Langenskala der

Proteindimension. Die einzelnen HPF-Molekiile auf der PE-EK-Oberfliche orientieren
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sich entlang kristallographischer Richtungen mit einer erh6hten OKD, um méglicherweise
die Anzahl an intermolekularen Bindungen zwischen Oberflaiche und Protein zu
vergrofdern. Eine bevorzugte Ausrichtung von HPF-Fibrillen wurde jedoch nicht
beobachtet und kann im Vergleich zu einzelnen HPF-Molekiilen durch erhohte Protein-

Protein-Wechselwirkungen und eine verminderte Proteindiffusion erklart werden.

6.1.4. Kapitelzusammenfassung

Nanostrukturierte Polymeroberflichen haben das Potential die Adsorption von
Proteinen auf Biomaterialoberflichen zu verstehen und zu steuern. Ein geeignetes
Modellsystem zur Untersuchung von Proteinwechselwirkungen und deren Anordnung
auf Oberflichen sind hydrophobe PE-EK, die eine definierte und durch PE-
Kettenfaltungsbogen gebildete Oberflaichen-Nanostruktur aufweisen. Die vorliegende
Arbeit zeigt, dass sich HPF-Molekiile auf diesen chemisch homogenen
Oberflachentopographien, welche um eine Grofdenordnung kleiner sind als die niedrigste
Dimension des Proteins, ausrichten konnen. Durch die Orientierung der
Kettenfaltungsbogen an der PE-EK-Oberflache steigern die einzelnen HPF-Molekiile die
Anzahl intermolekularer Oberflichenproteinbindungen entlang kristallographischer
Richtungen mit erhéhter OKD was die Orientierung der einzelnen Molekiile zur Folge hat.
Zusatzlich unterstiitzen die ahnlichen Abmessungen der o-Helix und der
Kettenfaltungsbogen ein ineinandergreifen der Strukturen und somit deren Ausrichtung.
Die starkeren Protein-Protein-Wechselwirkungen, welche durch die Verringerung des
pHs auftraten induzierten die Assemblierung von HPF zu Fasern und faserartigen
Netzwerken. Die sich assemblierenden HPF-Strukturen zeigten keine bevorzugte
Orientierung. Als Grund wird eine verminderte Oberflachendiffusion angenommen. Das
Verstandnis von Proteinaufbau und -orientierung ist entscheidend fiir die Anwendung
von Biomaterialien in Kontakt mit einem biologischen System. In dieser Arbeit wurde im
Weiteren eine Strategie zur Kontrolle und Orientierung von Proteinen auf
nanostrukturierten polymeren Biomaterialien vorgestellt, um die
Oberflachenfunktionalititen wie Zelladhdsion zukiinftiger Implantate und Biosensoren

Zu steuern.
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6.2. Selbstassemblierte Proteinfasern aus Albumin und

Hamoglobin!!

Das Ziel des zweiten Teils dieser Arbeit war die erstmalige Erzeugung neuartiger
selbstassemblierter heterogener Plasmaproteinnanofasern mittels Ethanol- und
Temperatur-induzierter Strukturidnderung. Die Anderung der selbstassemblierten hPNF-
Morphologie wurde nach verschiedenen Assemblierungszeiten mit Hilfe des AFM
bestimmt. Im folgenden Schritt wurde die Anderung der Sekundirstruktur sowie die
Assemblierungskinetik untersucht. Erstmalig wurde TERS verwendet um den
heterogenen Charakter der neuartigen hPNF nachzuweisen. Dieser wurde zusatzlich
mittels Immunogold-Markierung bestatigt. Basierend auf den gewonnen Struktur-
Eigenschafts-Beziehungen wurde ein Modell zur Entstehung der Strukturen entwickelt,

welches die Vorhersage neuer potentieller hPNF erlaubt.

6.2.1. Herstellung und Charakterisierung von

selbstassemblierten heterogenen Proteinfasern

Inspiriert von der Arbeit von Juarez et al, die zeigten, dass HSA selbstassemblierte
PNF in 50 Vol% Ethanol und bei 65 °C bilden, wurde dies auch als
Selbstassemblierungsbedingung fiir HSA und HGB (Gewichtsverhaltnis 1:1) gewahlt.33
HSA wurde als eine Modellkomponente gewahlt, da dessen Selbstassemblierungs-
mechanismus bekannt ist.55 100 Dariiber hinaus ist bekannt, dass die Zugabe
verschiedener Molekiile wie Zucker oder Proteine die HSA-Faserbildung sowohl férdern
als auch hemmen kann.?6 166-167 FEiir HGB wurde bereits tber die Bildung von

koassemblierten Peptid-HGB-Fasern berichtet.122

Um den Einfluss von HGB auf die Faserbildung zu testen, wurde die HSA-HGB-
Losung nach verschiedenen Assemblierungszeiten auf plasma-gereinigte Siliziumwafer

abgeschieden und mit dem AFM charakterisiert. Abbildung 6.5 zeigt typische HSA-HGB-

IDer Inhalt dieses Kapitels wurde bereits in abgewandelter Form veréffentlicht, in: C. Helbing, T. Deckert-
Gaudig, I. Firkowska-Boden, G. Wei, V. Deckert, K. D. Jandt. Protein Handshake on the Nanoscale: How
Albumin and Hemoglobin Self-Assemble into Nanohybrid Fibers. ACS Nano; 12; 1211-1219; ©2018

American Chemical Society.
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Assemblierungsstrukturen und ihren zeitabhingigen Polymorphismus, d.h. die Anderung
von Protofibrillen tiber Bandstrukturen zu verdrehten Fasern. Eine dhnliche Art von
zeitabhangigem Polymorphismus wurde in fritheren Studien fiir reine HSA-Nanofasern
bei einem pH-Wert von 2 berichtet und diskutiert.>> 100 In der vorliegenden Arbeit war
der Anfangszustand der Faserbildung die Bildung von Protofibrillen, die innerhalb der
ersten zwei Stunden stattfand (Abbildung 6.5a). Die Protofibrillen waren etwa 1 nm hoch

und einige hundert nm lang.

Der intermediare Zustand (6-24 Stunden) umfasst die Einzelfaserbildung und deren
bevorzugte Side-by-Side-Ausrichtung zu Bandstrukturen, wie schematisch in Abbildung
6.5b dargestellt. Laut Literatur wird die Faseranordnung zu Bandern durch hydrophobe
und elektrostatische = Wechselwirkungen zwischen einzelnen Proteinfasern
angetrieben.168 Ahnliche Wechselwirkungen zwischen einzelnen Nanofasern durch

Ethanol induzierte Exposition von hydrophoben Seitenketten und polaren Gruppen sind

_~ Einzelne Faser Verdrehte

Fasern

Abbildung 6.5: HSA-HGB-hPNFs: Ubersichts- (oben) und Detail-AFM-Héhenbilder (Mitte) von assemblierten
HSA-HGB-Strukturen und deren schematische Darstellung (unten) nach verschiedenen Assemblierungs-
zeitrdumen (2 h, 24 h und 7 Tage) (100 ug/mL HSA/HGB (1:1, w/w), 50 % Ethanol und 65 °C)
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im hier genutzten System moglich.55 169 Die charakteristische Lange der Bandstrukturen
lag nach 6 bzw. 24 Stunden im Bereich von 611 bis 985 nm. Interessanterweise betrug die
Breite einzelner Nanofasern 22 + 4 nm, was etwa der doppelten Breite entspricht, die in
der Literatur fiir reine HSA-Fasern unter dahnlichen Wachstumsbedingungen berichtet
wurde.>> Diese Diskrepanz ist der erste Hinweis darauf, dass die HSA-Faserbildung durch
das zweite Protein beeinflusst wird und auf eine heterogene Proteinfaserbildung

hindeutet.

Durch die Verldngerung der Assemblierungszeit auf mehrere Tage entwickelten sich
die Bandstrukturen zu verdrehten Nanofasern mit einer Breite von 59 *# 10 nm und
wuchsen auf eine Lange von bis zu 6 pm (Abbildung 6.5c). Das Aspektverhaltnis stieg mit
der langeren Assemblierungszeit von 7 Tagen auf bis zu 100. Gedrehte Faserstrukturen
wurden fiur verschiedene Proteine beobachtet, einschliefRlich HSA, Insulin und
Ovalbumin.?1, 101,170 F{jr verdrehte Insulin-Nanofasern wurde vermutet, dass die Bildung
liberwiegend durch carboxylreiche Bereiche an der Oberfldche beeinflusst und somit die
Orientierung bei der Anlagerung durch die vorhandenen Bereiche der Oberflache
induziert wird.170 Ein dhnlicher Mechanismus konnte fiir die Bildung der verdrehten und
flachen Fibrillen verantwortlich sein, die im hier beschriebenen HSA-HGB-System

beobachtet wurden.

6.2.2. Bestimmung der Sekundarstruktur von Albumin,
Hamoglobin und heterogenen Albumin-Hamoglobin

Proteinfasern

Zur Bestimmung der Sekundarstrukturen in den HSA-HGB-PNF bzw. den HSA-HGB-
Dispersionen wurden CD-Messungen durchgefiihrt. In Abbildung 6.6 sind die
resultierenden Spektren fiir HSA-HGB in Wasser bei 37 °C und in 50 Vol.% Ethanol bei
65 °C dargestellt. Die sichtbaren Unterschiede im Signal entsprechen einer Verdanderung
der Sekundarstruktur. Die Bestimmung der genauen Anteile verschiedener
Sekundarstrukturen war in der Mischproteinlésung nicht moéglich. Die Minima bei 208
und 221 nm deuten jedoch darauf hin, dass Proteine in der Losung (Wasser bei 37 °C)
hauptsachlich aus helikalen Strukturen bestehen.>> Eine Erhohung der Temperatur auf

65 °Cund die Erhohung der Ethanolkonzentration auf 50 Vol.% fiihrten zu einer Abnahme

64



CD HSA-HGB B Helix [ p-Faitblatt BTurn M Random

—\Nasser 37 °C 1L
20 ——50% Ethanol 65 °C H . I l
© e
o 2
§’ § 0.5} -
E
0 ] ] ] .
1% o
20 : | , 50 =8 8o I8
210 225 240 g >_g © I >§
" ; O © § O ®©
Wellenldnge A [nm] 0 ﬁ 0 ﬁ

Abbildung 6.6: Sekunddrstruktur HSA-HGB, HSA und HGB: links: CD-Spektroskopie von HSA-HGB-Mischungen
in Wasser bei 37 °C (rot) und in 50 Vol.% Ethanol bei 65 °C (blau). Rechts: Anteil der Sekunddrstrukturen in
HSA und HGB in Wasser bei 37 °C und in 50 Vol.% Ethanol bei 65 °C.

der Helixstrukturen, was dem Verschwinden des Minimums bei 221 nm und der
Verschiebung der anderen Minima von 208 nm zu niedrigeren Wellenldngen entspricht
(Abbildung 6.6).5> Dies zeigt weiter, dass der Anteil von -Faltblatt- und Turn-Strukturen
zunimmt. Um diese Annahmen zu bestitigen, wurden CD-Messungen der einzelnen
Proteine unter den PNF-Bildungsbedingungen (50 Vol.% Ethanol, 65 °C) und in quasi-
nativen Bedingungen (Wasser, 37 °C) durchgefiihrt. Ihre Sekundarstrukturen unter den
ausgewadhlten Bedingungen sind in Abbildung 6.6 dargestellt. In 50 Vol.% Ethanol bei
65 °C zeigte HSA eine geringfiigige Anderung des Gehalts an Helixstrukturen von 57 %
(nativ) auf 52 %. Dartiiber hinaus veranderte sich der Anteil der -Faltblattstrukturen
leicht von 6 % (nativ) auf 9 % (50 Vol.% Ethanol, 65 °C). Im Gegensatz dazu zeigte HGB
einen stiarkeren Anstieg der (-Faltblattstrukturen im Vergleich zu HSA von 5 % (nativ)
auf 19 % (50 Vol.% Ethanol 65 °C). Dariiber hinaus sank der Gehalt der a-helikalen
Strukturen von 65 % (nativ) auf 30 % (50 Vol.% Ethanol 65 °C). Beide Proteine bestehen
unter nativen Bedingungen aus tiberwiegend helikalen Strukturen, was in guter
Ubereinstimmung mit den CD-Ergebnissen fiir die HSA-HGB-Losung ist. Die einzelnen
Proteine zeigten jedoch einen Riickgang der a-Helixstrukturen und einen Anstieg der 3-
Faltblatter und Turns unter PNF-Bildungsbedingungen, was die Riickschliisse aus dem
Spektrum der HSA-HGB-Losung bestitigt. Interessanterweise zeigten die
Untersuchungen der einzelnen Proteine, dass beide unter Asssemblierungsbedingungen
immer noch einen groféen Anteil an helikalen Strukturen haben. Was im Gegensatz zu
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amyloiden Strukturen steht, welche hauptsachlich aus (-Faltblattstrukturen bestehen.?
Weiterhin fiihrt die Zugabe von Ethanol, wie von Juarez et al. berichtet, insbesondere bei
HGB zur Destabilisierung der Proteinstrukturen durch die Verringerung von
Wasserstoftbriickenbindungen und attraktiven hydrophoben Wechselwirkungen.>> Diese
Destabilisierung kann sowohl die Proteinaggregation als auch die Interaktion zwischen

HSA- und HGB-Molekiilen erleichtern.

6.2.3. Spitzenverstirkte Raman-Spektroskopie - optische

Eigenschaften von heterogenen Proteinfasern

Wie aus bestehenden Studien zu heterogenen Proteinsystemen hervorgeht, bleibt die
Validierung der Wechselwirkung verschiedener Proteine und somit der heterogenen
Faserzusammensetzung eine grofle Herausforderung.18-19 122 Dje nanoskaligen
Dimensionen der Proteine und PNF erfordern ein nicht-invasives, aber
hochempfindliches Instrument mit hoher raumlicher Aufl6sung, um die heterogene Natur
von PNF zu tberpriifen. Die Kombination von AFM- und Raman-Spektroskopie, bekannt
als TERS, hat sich bei der Charakterisierung kleiner Biomolekiile, z.B. von Proteinen, als
sehr hilfreich erwiesen.170-174 Die Anwendung von TERS ist in der vorliegenden Arbeit
moglich, da Raman-aktive Schwingungsmodi in den vier Ham-Gruppen (Porphyrinring
mit Eisen (Fe)-lonen) des HGB-Molekiils vorhanden sind (siehe Tabelle A 2, Abbildung A
2 und Abbildung 6.7b). Die Him-Resonanz-Raman-Spektren werden von den Banden bei
660 cm'1, 749 cm'l, 1128 cm, 1312 cml, 1545 cm! (Tabelle A 2)175-177 dominiert,
einschliefdlich der Banden, die sich auf Eisenschwingungen bei 1355 cm! (Fe2*) und
1378 cm! (Fe3+) (Tabelle A 2) beziehen.177 HSA gehort zu einer Proteinfamilie, welche
keine Ham-Gruppe besitzt.178-179 Somit kann das Raman-Spektrum im direkten Vergleich
zu HGB unterschieden werden. Die Nachweisbarkeit hamhaltiger Proteine durch Raman-
Spektroskopie und TERS wurde bereits friither berichtet.177.180 So konnten beispielsweise
durch die gewonnenen Strukturinformationen Oxidationsprozesse auf einer
Kristalloberflichel”? oder ein Elektronentransfer identifiziert werden.181 Mit TERS
wurden iiber mehrere nm ortsaufgeloste Raman-Spektren gesammelt, um das
Vorhandensein von HGB in den assemblierten PNF zu bestimmen. Dies wiirde auf eine
heterogene HSA-HGB-Faserbildung hinweisen. Abbildung 6.7b zeigt zwei reprasentative
TERS-Spektren aus Abbildung A 2, welche an einer einzelnen HSA-HGB-hPNF

66



aufgenommen wurden. Spektrum 1, das an Position 1 gesammelt wurde, zeigt einen
charakteristischen HGB-Fingerabdruck, ndmlich Porphyrin (blau markiert) und
Eisenionenbanden (rot). Im Gegensatz dazu sind in Spektrum 2 keine HGB-bezogenen
Banden vorhanden, was auf das Fehlen einer Him-Gruppe und damit auf HSA hinweist.
Weiterhin kann der Unterschied in der Intensitiat zwischen den aufgezeichneten Spektren
auf die photoverstarkende Eigenschaft der Him-Gruppe zurtickgefiihrt werden.182 Die
sehr geringe Signalstarke in Spektren 24-49 der Abbildung A 2 kann somit durch das
Fehlen des photoverstarkenden Effektes erklart werden. Neben den erwarteten Protein-
bezogenen Banden wurden in den TERS-Messungen auch Banden zwischen 1710 und
1745 cm! beobachtet (Abbildung A 2), welche fiir Proteine untypisch sind. Diese kénnen
Estergruppen zugeordnet werden, die vermutlich aus einer unerwarteten Nebenreaktion

zwischen Ethanol (Losungsmittel) und den Carboxylgruppen der Proteine stammen.

Insgesamt konnten in 4 % der analysierten TERS-Spektren (n = 526) sowohl alle
Porphyrinbanden mit und ohne Eisenbanden, als auch vier von fiinf Porphyrinbanden in
Kombination mit den Eisenbanden erfolgreich identifiziert werden. Das native HGB-
Molekiil hat einen Durchmesser von 5 nm und besitzt 4 Ham-Gruppen.183 Unter

Berticksichtigung der denaturierten und damit entfalteten Struktur des HGB in der
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Abbildung 6.7: TERS an HSA-HGB hPNF: (a) AFM-Hohenbild einer einzelnen HSA-HGB-Faser. Die weifse Linie
stellt den TERS-Messbereich und die beiden Punkte dar, wo die Spektren in (b) aufgenommen wurden. (b) Zwei
reprdsentative TERS-Spektren mit und ohne charakteristische HGB-Banden. Fiir einen besseren Vergleich
wurde die Intensitdt von Spektrum 1 verringert. In den dargestellten Spektren sind entsprechende Banden fiir
Porphyrin (660, 749, 1128, 1312, 1545 cm™) blau und fiir Fe?* (1355 cm'1) und Fe3* (1378 cm1) rot markiert
(Anregung bei 532 nm, Laserleistung 360 uW, Erfassungszeit 1 s). Die Bande um 1640 bis 1679 cm entspricht
der Amid-I-Bande der Peptidbindungen der Proteine. (c) Schematische Darstellung eines HGB-Molekiils mit zwei

Hdm-Gruppen, dem Porphyrinring und dem Eisenkation der Hdm-Gruppe
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Nanofaser (Abbildung 6.6) sollten die Him-Gruppen alle 6 bis 10 nm beobachtet werden.
Folglich wird von einem Auftreten der charakteristischen Banden, bei einer Schrittweite
von 2,0-2,5 nm in den TERS-Messungen, in mindestens 20-25 % der Spektren
ausgegangen - vorausgesetzt, die Proteinfaser besteht nur aus HGB. Bei HSA-HGB-hPNF
sollte nur jedes zehnte Spektrum Ham-bezogen sein. In Anbetracht der oben genannten
Uberlegungen ist der niedrige Prozentsatz ein zuverlissiger Indikator fiir eine
erfolgreiche HSA-HGB-Koassemblierung. Eine detaillierte Analyse des
Erscheinungsbildes der Haim-Gruppen entlang der TERS-Scanlinie, wie in Abbildung A 2
dargestellt, impliziert eine inhomogene (nicht alternierende) Verteilung des HGB in den
hPNF. Das kontinuierliche Auftauchen/Verschwinden von Ham-Gruppen entlang der
TERS-Scanlinie lasst sich weiter durch eine Fehlausrichtung des HGB in Bezug auf die

Scanlinie erklaren.

Zu beachten ist, dass TERS eine oberflachensensitive Spektroskopiemethode ist, die
den Nachweis der Raman-Streuung aus einem nanoskopischen Volumen erméglicht.
Trotz der Resonanzverstirkung des Hams durch Anregung bei 532 nm sind
Informationen iiber die innere Zusammensetzung der PNF nicht zuverlassig moglich.184
Dennoch zeigen die TERS-Daten, (i) dass ein gewisser Teil des HGB in die hPNF integriert
wurde und (ii) dass HSA der Hauptbestandteil der selbstassemblierten hPNF ist.
Allerdings kann eine hohere Konzentration von HGB im Kern der hPNF nicht
ausgeschlossen werden. Um zusatzlich zu zeigen, dass die Existenz der Porphyrinbander
mit dem Vorhandensein von HGB korreliert, wurden selbstassemblierte HSA-Fasern
unter identischen Bedingungen wie die HSA-HGB-PNF hergestellt und mittels TERS
charakterisiert (Abbildung 6.8). In diesen Spektren wurden keine charakteristischen
Porphyrinbanden gleichzeitig beobachtet, da im HSA-Molekiil auch keine Ham-Gruppen
vorhanden sind. Vergleicht man weiterhin die zur Aufnahme der TERS-Spektren
bendétigte Leistung, dann fallt auf, dass fiir reine HSA-PNF die doppelte Leistung bendtigt
wurde als fiir HSA-HGB-hPNF (Abbildung A 2 und Abbildung 6.8). Dieser Fakt kann
ebenfalls durch die Abwesenheit des HGB und somit durch die Abwesenheit des
photoverstarkenden Effektes der Him-Gruppe erklart werden.

Ein interessantes Merkmal der von HGB-bezogenen TERS-Spektren ist das
Auftreten von Eisen- und Eisenoxidationsbanden bei 1378 bzw. 1355 cm-1. Eine dhnliche
Beobachtung wurde von Wood et al. und Bohme et al. berichtet und als standiger

Austausch von Sauerstoffmolekiilen mit den HGB-Molekiilen oder als mogliche Oxidation

68



der Him-Spezies in der Nahe der Silberspitze erklart.177.184 Die Autoren zeigten auch, dass
die Existenz beider Oxidationsbanden mit konventioneller Raman-Spektroskopie nicht
nachgewiesen werden konnte, was die Sensitivitit des TERS-Ansatzes gegeniiber
biologischen/oxidativen Prozessen im Nanomafistab unterstreicht. Unter der Annahme
der Erklarung Sauerstoffaustausch kann spekuliert werden, dass die biologische Funktion
des HGB wie z.B. die Energieiibertragung durch den Selbstassemblierungsprozess nicht

verandert wird. Diese Annahme wird durch Ravichandran et al. gestiitzt, welche die
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Abbildung 6.8: TERS an HSA hPNF: TERS-Spektren, die entlang der markierten roten Linie im AFM-Héhenbild
einer HSA-PNF von Position 150 bis 199 (Schrittweite: 3,5 nm, A = 532 nm, P =720 uW, tacq = 1 s) gesammelt
wurden. In den dargestellten Spektren sind entsprechende Markerbanden fiir Porphyrin (660 cm, 749 cm-,
1128 cm, 1312 cm1, 1545 cm) blau und fiir Fe?* (1355 cm'1) und Fe3* (1378 cm™!) rot markiert. (HSA-PNF
wurden wie von Judrez et al. 33 beschrieben hergestellt) Das Fehlen solcher Banden zeigt den Unterschied

zwischen HGB und HSA.
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Fahigkeit von HGB Sauerstoff zu binden in einer elektrogesponnenen Gertiststruktur aus

HGB, HPF und Gelatine zeigten.115

6.2.4. Immunogold-Markierung

Um die TERS-Ergebnisse zu verifizieren und zu untersuchen, ob die Anwesenheit
beider Proteine in den selbstassemblierten hPNF visualisiert werden kann, wurde eine
immunmarkierungsbasierte Methode verwendet. Eine dhnliche Methode wurde benutzt,
um die Zusammensetzung von extrudierten Fasern aus einer Kollagen und Fibrinogen
Mischung zu untersuchen.l® In der vorliegenden Arbeit wurden jedoch anstelle von
Fluoreszenzmarkern sekundire Antikorperkonjugate eingesetzt, welche mit AulNP
unterschiedlichen Durchmessers funktionalisiert waren (Abbildung 6.9). Dieser Ansatz
hat den Vorteil, dass einzelne Proteinmolekiile auf der PNF-Oberfliche mit STEM
identifiziert werden kénnen. Dementsprechend wurden Antikérperkonjugate mit AuNP
von 15/10 nm verwendet, um HGB/HSA zu identifizieren. Abbildung 6.9b zeigt
reprasentative STEM-Bilder von Immunogold-markierten PNF, auf denen unterschiedlich
grofde AuNP lokalisiert werden konnten. Eine NP-Aggregation wurde nicht beobachtet.
Die nur partielle Bedeckung der hPNF mit AuNP hdngt mit der allgemein niedrigen
Markierungseffizienz zusammen, die bei etwa 10-15% liegt.18> Dennoch wird die
Immunogold-Markierung fiir die Quantifizierung in der Regel als ausreichend
angesehen.186 Wie exemplarisch in der vergrofderten Darstellung in Abbildung 6.9b
gezeigt, weist die Mehrheit der AuNP einen Durchmesser von unter 12 nm auf und
bestatigt somit die Anwesenheit von HSA (orange markiert). Dartiber hinaus sind die
AuNP, welche grofier als 13 nm sind, violett markiert und bestéitigen die Anwesenheit von
HGB. Im Allgemeinen hatte die Mehrheit (90 %) der analysierten AuNP (n = 281 in 16
Regionen von 5 verschiedenen Fasern) einen Durchmesser < 12 nm, was deutlich zeigt,
dass die PNF tiberwiegend aus HSA bestehen. Im Gegensatz dazu hatten nur 7 % der AuNP
einen Durchmesser > 13 nm, was HGB entspricht. Die restlichen 3 % der AuNP hatten
einen Durchmesser zwischen 12 und 13 nm und konnten keinem der beiden Proteine
eindeutig zugeordnet werden. In Analogie zu den TERS-Messungen ist die
Immunmarkierung eine oberflachensensitive Methode, die keine Informationen tiber den
Kern der PNF liefert. Dennoch erganzt sie die oben diskutierten TERS-Ergebnisse und
impliziert stark, dass sich das duale Proteinsystem selbst zu hPNF assemblieren kann.
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dve~15 nm (HGB)

dne~10 nm (HSA)

Abbildung 6.9: Immunogold-Markierung von HSA-HGB-hPNF: (a) Schematische Darstellung der hPNF-
Immunogold-Markierung. (b) Reprdsentatives STEM-Bild von hPNF, welche mittels AuNP-konjugierten
Antikérpern immunmarkiert sind. Partikel mit einem Durchmesser < 12 nm werden HSA zugeordnet und sind
orange markiert, wihrend Nanopartikel mit einem Durchmesser > 13 nm, werden HGB zugeordnet und sind
violett markiert.

Um zu erfahren, ob es moglich ist, den Anteil des HGBs in den hPNF zu verbessern,
wurde die Selbstassemblierung von HSA und HGB im 1:2-Verhaltnis durchgefiihrt. Hier
verhinderte eine erhohte Konzentration an HGB die PNF-Bildung und fiihrte zu
kugelartigen Strukturen. Ein analoges Verhalten wurde von Pandey et al. beschrieben, die
die Hemmung von HSA-Fibrillation in Gegenwart von natiirlich vorkommenden Zuckern

wie Fructose zeigten, welche aber eine hohere Konzentration hatten.166

6.2.5. Kraftspektroskopie - Mechanische Eigenschaften von

heterogenen Proteinfasern

Eine indirekte Moglichkeit, Informationen iiber den HGB-Anteil im Faservolumen zu
erhalten, besteht darin, die mechanische Integritat von hPNF zu beurteilen. Basierend auf
den nanoskopischen Dimensionen der Fasern wurden mit Hilfe der AFM-
Kraftspektroskopie (Abbildung 6.10) Kraft-Abstands-Kurven aufgenommen. Die dabei

verwendeten AFM-Spitzen waren kovalent mit PNF funktionalisiert. Die Daten aus den
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Kraft-Abstands-Kurven lassen sich auf zwei Arten interpretieren: (i) als eine Kraft, die
notwendig ist, um die Faser(n) von der Oberflache abzuziehen, oder (ii) eine Kraft, die
erforderlich ist, um die Faser(n) zu zerreifden. Auffillig ist, dass beide PNF-Typen, trotz
ahnlicher Proteinkonzentration, Selbstassemblierungszeit und -bedingungen sowie
Messbedingungen, ein unterschiedliches Verhalten zeigen. Der direkte Vergleich von
reinen HSA-Fasern und hPNF zeigte einen signifikanten Unterschied (p < 0,001) in der
gemessenen Kraft von 158,4 + 46,1 nN (n = 41) bzw. 38,79 £+ 9,67 nN (n = 47). Dartiber
hinaus ist sichtbar, dass die benotigte Riickzugsldnge, um die (h)PNF von der
modifizierten Siliziumoberflache zu ziehen oder die (h)PNF zu zerreifsen, auch bei HSA-
PNF (> 13,5 um) hoher ist als bei den hPNF (6,9 um). Betrachtet man die gemessene Kraft
als Abziehkraft, so kann der Unterschied durch das Vorhandensein von HGB-Molekiilen
auf der Oberflaiche von hPNF erklart werden. Hieraus folgen reduzierte Interaktionen
zwischen der Faser und der funktionalisierten Oberflache. Die um ca. 75 % reduzierte
Kraft kann jedoch nicht allein durch die 5 % des oberflichennahen HGBs (basierend auf
TERS- und Immunmarkierungsdaten) erkldrt werden. Stattdessen unterstiitzt dies die
Hypothese, dass der Unterschied wahrscheinlich auf das Vorhandensein von HGB
innerhalb der hPNF zuriickzufiihren ist. Dies stort die mechanischen Eigenschaften und
erleichtert somit das Zerreifden der hPNF. Obwohl diese Methode eine Unterscheidung
zwischen den gemessenen Krafttypen (Abzieh-/Zerreifdkraft) nicht zulasst, unterstiitzen

die Beobachtungen stark den hybriden Charakter der selbstassemblierten PNF.

Hybride HSA-HGB Nanofasern HSA Nanofasern

Kraft [nN]
Abzieh-/ ZerreiRkraft
Kraft [nN]

Abzieh-/
ZerreiRkraft

T T T T T T T T T -200 T T T T T T T T T T T T T
0 -1 -2 -3 4 5 -6 -7 -8 -9 -10 o 1 -2 3 4 5 6 -7 -8 9 -10 -11 12 -13

Abstand [um] Abstand [pm]

Abbildung 6.10: Kraft-Abstandskurven von HSA- und HSA-HGB-hPNF: AFM-Kraft-Abstands-Kurven fiir den
Riickzug der modifizierten AFM-Spitzen mit HSA-HGB- (links) und HSA- (rechts) PNF von modifiziertem

Siliziumsubstrat. Die Abzieh-/ZerreifSkrdfte sind in beiden Diagrammen markiert.
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6.2.6. Assemblierungskinetik und Modellbildung

Die niedrige Konzentration von detektiertem HBG in den neuen hPNF kann als Folge
(i) der strukturellen Unterschiede der verwendeten Proteine und/oder (ii) der
unterschiedlichen Bildungskinetiken erklart werden. Es ist bekannt, dass die
Selbstassemblierung von Proteinen zu einer Nanofaserstruktur durch eine
proteinspezifische Anderung der Konformation induziert wird, die durch Veranderungen
der Umgebungsbedingungen verursacht wird. Die Anderung der Konformation
beeinflusst ebenfalls die Formationskinetik der resultierenden Strukturen.37.104-105,187-188
Daher wurde die Kinetik der Proteinkonformaionsanderung untersucht, um den hPNF-
Formationsmechanismus zu verstehen. Wie bereits in Abschnitt 6.2.2 beschrieben, eignet
sich die CD-Spektroskopie zur Untersuchung von Strukturdnderungen. Dariiber hinaus
konnen mit dieser Methode auch die PNF-Bildung/Proteinaggregation und die damit

verbundenen Strukturdnderungen in situ betrachtet werden.168

Um einen Einblick in die Bildungskinetik der hPNF zu bekommen, wurden
stiindliche CD-Messungen der HSA-HGB-Losung und beider Einzelproteine tiber einen
Zeitraum von 24 Stunden unter Assemblierungsbedingungen durchgefiihrt. Die
minimalen CD-Signalverschiebungen wahrend der ersten Stunden der HSA-HGB-
Faserbildung (1-10 Stunden, rote und blaue Linien in Abbildung 6.11a) konnen den ersten
Schritten der PNF-Bildung, d.h. der Nukleierungsphase bzw. der sogenannten ,Lag-Phase“
(siehe Abschnitt 3.2), zugeordnet werden. In diesem Schritt fiihrt die Anderung der
Sekundarstruktur zu einer Aktivierung der HSA- und HGB-Molekiile und induziert
dadurch die spatere hPNF-Bildung. Dieser Keimbildungsprozess ermoglicht die
Wechselwirkungen zwischen den Molekiilen, welche den zweiten PNF-Bildungsschritt
einleiten: die Selbstassemblierung zu ersten Agglomeraten und die Bildung von
Protofibrillen. Schritt drei ist gekennzeichnet durch den starken Riickgang des Signals
beginnend nach 10 Stunden, welcher der Bildung gréfierer Strukturen entspricht, die fiir
weitere 3 Stunden weiter wachsen (11-13 Stunden, griine Linien Abbildung 6.11a).5> Bei
langerer Selbstassemblierungszeit sinkt das Signal langsam weiter und erreicht nach 24
Stunden ein Plateau. Dieses entspricht dem Elongationsprozess der zuvor gebildeten
Protofibrillen und deren Anordnung zu Bandstrukturen, wie in Abbildung 6.5 dargestellt.
Die CD-Messungen zeigen, dass die hPNF-Formation mit einem Keimbildungsprozess

beginnt, der zur Bildung von Protofibrillen und anschliefend zur Nanofaserbildung fiihrt.
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Abbildung 6.11: Assemblierungskinetik von HSA-HGB, HSA und HGB: (a-c) 24 h CD-Messungen von jeweils
2uM HSA-HGB, HSA und HGB unter Faserbildungsbedingungen (50 Vol.% Ethanol bei 65 °C).

Dies entspricht dem PNF-Bildungsmechanismus fiir Amyloid-PNF wie er in der Literatur

beschrieben ist.37

Im Vergleich zu den stiindlichen CD-Scans von HSA-HGB zeigen die 24-Stunden-
HSA-Spektren ein dhnliches Verhalten (Abbildung 6.11b). Der starke Abfall des Signals
nach 6 Stunden und eine schnell erreichte Plateau-Stufe deuten jedoch auf eine schnellere
Selbstassemblierungskinetik im Vergleich zum HSA-HGB-System hin. Ahnliche
Anderungen des CD-Signals wurden in der Literatur fiir die Selbstassemblierung von HSA
beschrieben.1¢8 HGB hingegen zeigt eine sehr konstante und langsame Signalabnahme
iber den gesamten Zeitbereich und damit keine Faserbildung (Abbildung 6.11c). Die
beobachtete reduzierte Assemblierungskinetik fiir HSA-HGB-Fasern im Vergleich zu
reinen HSA-Fasern steht im Widerspruch zu bisherigen Beobachtungen von Dubey et al.
fiir die Koassemblierung verschiedener Proteine.?® In diesen wurde immer von einer
Beschleunigung der Assemblierung berichtet. Dies kann durch die Natur der
verschiedenen Experimente erklart werden. Wahrend bei Dubey et al die
Koassemblierung zwischen Proteinen untersucht wurde, welche unter den gewahlten
Bedingungen auch allein zu Proteinfasern aggregieren, ist dies im ausgewdahlten System
nicht der Fall.?¢ Wie in den 24h CD-Spektren ersichtlich findet fiir HGB nur eine geringe
Assemblierung statt. Somit ist davon auszugehen das HGB die Assemblierung von HSA
hindert und nicht beschleunigt. Diese Diskrepanz in der Selbstassemblierungskinetik
einzelner Proteine sowie eine reduzierte Kinetik von HSA-HGB (im Vergleich zu reinem
HSA) deuten auf Wechselwirkungen zwischen den Proteinen wund ihrer

Selbstassemblierung zu heterogen Fasern hin. Wichtiger ist, dass die beobachteten
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Unterschiede in der Protein-Selbstassemblierungskinetik eine Erklarung fiir den

niedrigen Gehalt an HGB in den hPNF sein kénnen.

Basierend auf den oben diskutierten Ergebnissen wird der folgende

Selbstassemblierungsmechanismus fiir die neuen HSA-HGB hPNF vorgeschlagen:

In dem in Abbildung 6.12 schematisch dargestellten Modell wird davon
ausgegangen, dass die denaturierungsinduzierte Aktivierung von Proteinmolekiilen fiir
die Nukleation erforderlich ist (Abbildung 6.12 Schritt 1). Diese aktivierten Proteine
interagieren und bilden Protofibrillen, wobei Protofibrillen aufgrund der schnellen
Protein-Selbstassemblierungskinetik hauptsachlich aus HSA-Molekiilen bestehen. Die
Bildung homogener HSA-Protofibrillen fiithrt in der Folge zu einer Abnahme von
aktivierten HSA-Molekiilen in der Umgebung der Protofibrillen, was die Mdglichkeit
erhoht, dass HGB in die Protofibrillen integriert wird. Sinnvolle Wechselwirkungen
zwischen HSA- und HGB-Molekiilen lassen sich auf verschiedene Art und Weise erklaren.
Einerseits durch mogliche Wechselwirkungen zwischen dem HSA und der Ham-Gruppe
des HGB, da HSA dafiir bekannt ist, als Transportprotein Him zu transportieren. Hier liegt
die Annahme nahe, dass die natiirlichen Wechselwirkungen auftreten.>? Andererseits
kénnen die Wechselwirkungen zwischen HSA und HGB in den Protofibrillen auch durch

das Vorhandensein von verschiedenen Bereichen in der Primarstruktur beider Proteine

Ethanol-induzierte Denaturierung bei 65 °C
HGB

HSA
O w0 @08 — @
cD CD

hPNF Selbstassemblierung

Schritt 1: Schritt 2: : Schritt 3: Schritt 4: : Schritt 5:
Proteinaktivierung Assemblierung von : End-zu-End Assemblierung hPNF Wachstum und ; Morphologische
Hybrid-Protofibrillen von kurzen hPNF Banderformierung : Anderung zu
: r Hydrophobe und verdrehten hPNF
/ elektrostatische

. v Wechselwirkungen
] zwischen einzelnen
: hPNF
>® — — =
I . Ubereinstimmende

. Regionen:
. dhnliche Aminosduren
‘ Eigenschaften -
v hydrophobe
Wechselwirkungen !
CcD CD + AFM Immuno-Markierung + TERS AFM :AFM

Abbildung 6.12: Der Bildungsmechanismus von HSA-HGB-hPNF besteht aus fiinf Schritten, wobei jeder Schritt

durch die Daten aus mindestens einer experimentellen Methode unterstiitzt wird.
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mit dhnlichen Aminosduresequenzen oder -eigenschaften erklart werden. Diese
erleichtern die Interaktionen von HSA und HGB durch elektrostatische und/oder
hydrophobe Wechselwirkungen. Vermutlich verursacht die vom Ethanol induzierte

Denaturierung die Exposition dieser Regionen.

Mit dem Uniprot Alignment Tool wurden die Aminosauresequenzen von HSA und
der a- und B-Domidnen von HGB, welche jeweils doppelt in einem HGB-Molekiil
vorkommen, verglichen (Abbildung A 3; gleiche Regionen werden mit einem "*" markiert,
sehr dhnliche Regionen mit einem ":" und nur dhnliche Regionen mit einem "."). Der
Vergleich von HSA- und HGB-a-Domaénen zeigt, dass beide Proteine ahnliche Bereiche
aufweisen (markiert mit einem roten Rechteck in Abbildung A 3), insbesondere im
mittleren Teil bei den Aminosduren 31-119 von a-HGB und 241-325 von HSA. Ahnliche
Regionen wurden auch fiir die Sequenzen 7-91 des 3-HGB und 25-114 des HSA gefunden.

Es ist moglich, dass diese Regionen fiir die Wechselwirkungen zwischen beiden Proteinen

wahrend der Faserbildung verantwortlich sind.

Obwohl die Verifizierung der genauen Aminosauresequenzen, die in den Proteinen
fir die Selbstassemblierung verantwortlich sind, und somit die Art der
Wechselwirkungen nicht mdoglich ist, kann von hydrophoben Wechselwirkungen
ausgegangen werden. Diese Annahme wird durch die Arbeit von Ridgley et al. gestiitzt,
die zeigte, dass hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Proteinen mit einem hohen
Anteil an o-helikalen Strukturen, wie HGB, und einem Templatepeptid fiir ihre
Selbstassemblierung zu Amyloidfasern unerlasslich sind.122 Diese Annahme wird durch
die genaue Analyse der Menge an hydrophoben, polaren und geladenen
Aminosaureresten in den einzelnen Proteinen, die in Tabelle 6.2 dargestellt ist, bekraftigt.
Die Proteine HSA und HGB bestehen hauptsachlich aus Aminosauren mit hydrophoben
Resten (42 % bzw. 54 %) (Abbildung A 3, violett markierte Aminosauren). Der niedrigere
Gehalt an polaren (HSA: 27 %, HGB: 27 %) und geladenen (HSA: 31 %, HGB: 19 %)
Aminosdureresten zeigt die vernachldssigbare Rolle von Wasserstoffbriicken und
elektrostatischen Wechselwirkungen bei der Faserbildung. Des Weiteren kann davon
ausgegangen werden, dass die Protofibrillen aus durchgehend verbundenen Molekiilen
gebildet werden. Diese Annahme basiert auf der Breite der Protofibrillen, welche ahnlich
den Abmessungen eines nativen HSA-Molekiils (~ 14 nm) sind.18% Diese Aussage wird
durch die Unterschiede in den Messungen der Kraftspektroskopie gestiitzt. Mit

zunehmender Selbstassemblierungszeit wachsen die Protofibrillen zu langeren hPNF,
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gefolgt von ihrer Assemblierung zu Bandstrukturen und schliefdlich zu heterogenen

verdrehten Nanofasern (siehe Abbildung 6.5 und Abbildung 6.12).

Tabelle 6.2: Anteil an hydrophoben, polaren und geladenen Aminosdureresten in HSA und HGB

Hydrophobe Aminosauren Polare Aminosauren Geladene Aminoséduren
HSA 42 % 27 % 31%
HGB 54 % 27 % 19 %

6.2.7. Kapitelzusammenfassung

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen erstmalig die Erzeugung selbstassemblierter
hPNF bestehend aus zwei Plasmaproteinen mittels Ethanol- und Temperatur-induzierter
Strukturdnderung. Die Konformationsanderungen fithren sowohl bei HSA als auch bei
HGB zur Exposition von dhnlichen Aminosduresequenzen. Diese in Verbindung mit den
hydrophoben Wechselwirkungen der Proteine werden als treibende Kraft fiir den
Selbstassemblierungsmechanismus der neuen HSA-HGB-hPNF vermutet. Es konnte
mittels eines neuen Ansatzes gezeigt werden, dass nanospektroskopische Techniken wie
TERS und Kraftspektroskopie die heterogene Natur der hPNF direkt auf der Nanoebene

nachweisen konnen.

Unter der Voraussetzung, dass bei Konformationsidnderungen in Proteinen die
gleichen Aminosauresequenzen gefunden werden, bietet das hier beschriebene Modell
der Selbstassemblierung das Potenzial zur Anwendung auf weitere Kombinationen aus
Plasmaprotein an. So wird beispielsweise erwartet, dass das HPF- und HFN-System
aufgrund der Ahnlichkeit in der Primarstruktur und der Existenz von Bindungsstellen fiir
Fibrin in HFN hPNF bildet. Die hier beschriebenen neuen hPNF haben das Potential als
universeller Bausteine flir neue Proteinbasierte Materialien mit einstellbaren

Eigenschaften zu fungieren.
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6.3. Homogene und heterogene Proteinfasern aus Fibronektin

und Fibrinogen

In diesem Kapitel soll einerseits die Hypothese, die sich aus den Ergebnissen von
Kapitel 6.2 ergeben hat, getestet werden, dass HPF und HFN neue selbstassemblierte
hPNF durch Ethanol-induzierte Strukturdanderungen bilden. Des Weiteren soll erstmalig
fiir selbstassemblierte hPNF gezeigt werden, dass die Mischungsverhaltnisse der Proteine
die PNF-Charakteristika und -Eigenschaften beeinflussen. Dazu wurden die
selbstassemblierten Strukturen verschiedener Proteinverhaltnisse nach 4 Stunden
Assemblierungszeit mit Hilfe des AFM charakterisiert. Im folgenden Schritt wurde die
Abhangigkeit der PNF beziiglich Struktur, Zeta-Potential und Stabilitit vom
Ausgangsverhaltnis untersucht. Der heterogene Charakter wurde mittels Immunogold-
Markierung untersucht und basierend auf den gewonnenen Erkenntnissen ein Modell

vorgeschlagen.

6.3.1. Charakterisierung der selbstassemblierten PNF

Basierend auf bestehender Literatur wurde angenommen, dass HFN und HPF sich
selbst zu hPNF assemblieren konnen. Um diese Hypothese zu testen, wurden HFN- und
HPF-Gemische mit unterschiedlichen Molverhaltnissen (Tabelle 5.1) hergestellt und die
Selbstassemblierung durch ein Ethanol-Wassergemisch im Verhaltnis 4:1 (v/v) bei 37 °C
fir 4 Stunden induziert. Die assemblierten hPNF wurden auf PS-Substraten mittels
Auftropfens abgeschieden und mit AFM im trockenen Zustand untersucht (Abbildung
A 4). Abbildung 6.13 zeigt reprasentative AFM-Hohenbilder der PNF welche fiir alle HFN-
HPF-Mischungen sichtbar waren. Dabei traten keine sichtbaren morphologischen
Unterschiede zwischen den verschiedenen Molverhaltnissen von HPF zu HFN auf. Wie in
Abbildung 6.13a zu sehen ist, sind neben den Fasern noch kleinere Protofibrillen
vorhanden (links vergrofertes Bild, markiert mit weifien Pfeilen). Diese Protofibrillen
messen nur einige nm in der Hohe und kdnnten Reste des Faserbildungsmechanismus
sein, wie er in Abschnitt 6.2.5 fiir HSA und HGB beschrieben wurde. Hier lagerten sich
zuerst Protofibrillen zu kleinen Fasern zusammen, welche weiter seitlich interagieren
konnten. Dadurch bildeten sich die Bandstrukturen aus. Die seitlichen Interaktionen

beruhen meist auf hydrophoben und elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen
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Abbildung 6.13: Hohe und Ru von HFN-HPF-hPNF: a) AFM-Héhenbilder von Strukturen welche nach der

Assemblierung bei allen Proben beobachtet wurden: Protofibrillen markiert mit weifen Pfeilen (links),

einzelne Fasern (Mitte) und Bdnder bestehend aus einzelnen Fasern (rechts). b) Faserhéhe (Primdrachse) und

Mittlerer Ry (Sekunddrachse) nach 4 Stunden Inkubation in 80 Vol.% Ethanol bei 37°C.

einzelnen PNF.33 168 Diese Bandstrukturen sind im rechten Bild von Abbildung 6.13a
dargestellt. Allerdings wurde darauf basierend die Faserbreite nicht gemessen, da eine
seitliche Aggregation der Fasern eine Unterscheidung zwischen den Fasern teilweise
unmoglich machte. Stattdessen wurden die Faserhohen bestimmt, welche in etwa der
Faserdicke entsprechen, wenn von einer runden Querschnittsfliche einzelner Fasern
ausgegangen wird. Die resultierenden durchschnittlichen Faserhéhen der PNF in
Abhangigkeit des HFN-HPF-Verhaltnisses sind in Abbildung 6.13b dargestellt. Auffallig
ist, dass die Zugabe des zweiten Proteins, unabhangig der Reihenfolge, zu einer Zunahme
der Faserhohe fiihrte. Homogene PNF aus nur einem Protein zeigten die niedrigsten
Hoéhen mit 33 nm + 17 nm fiir reine HFN (HFN 100) und 38 nm #* 18 nm fiir reine HPF
(HFN 00). Nach Zugabe des zweiten Proteins stiegen die Faserhohen jeweils auf
44 nm * 20 nm mit einem Anteil von 33 % HFN (HFN 33) und auf 58 nm * 26 nm fiir
einem Anteil von 66 % HFN (HFN 66). Die grofdten Hohen zeigten die Fasern mit 50 %
HFN (HFN 50) mit 84 nm + 35 nm. Hervorzuheben ist auf3erdem, dass die Fasern mehrere
pum lang und Beginn und Ende der Fasern oft nicht zu unterscheiden waren. Daher wurden

die Langen nicht berticksichtigt.
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DLS-Messungen wurden durchgefiihrt, um das Verhalten der Proteinfasern in der
Dispersion zu untersuchen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6.13b dargestellt. Im
Vergleich zum AFM erlaubt DLS, einen Durchschnittswert der gesamten Probe zu
erhalten. Hier muss beachtet werden, dass DLS normalerweise verwendet wird, um die
Grofde von nahezu runden Partikeln zu bestimmen. Es kann jedoch davon ausgegangen
werden, dass sich die Fasern in ihrer Dispersion dhnlich wie Polymere in Losung
verhalten. Daher kénnen die DLS-Ergebnisse den durchschnittlichen Ru der Fasern
entsprechen. Interessanterweise folgte die Grofdenverteilung erneut einem dhnlichen
Trend wie die Hohenverteilung. Die Fasern mit der maximalen Menge an
Sekundarprotein, HFN 50, hatten auch den hochsten Ry mit 719 nm * 21 nm, wahrend die
reinen PNF den niedrigsten Ry mit 226 nm * 82 nm (HFN 100) bzw. 173 nm * 158 nm
(HFN 00) aufwiesen. Dies kann durch die Dicke der Fasern erklart werden, da dickere und
damit steifere Fasern weniger anfallig fiir eine Kndulbildung sind als diinnere Fasern.
Auf’erdem konnen Bereiche der Oberfliche mit gleicher Oberflaichenladung als
abstofdende Krafte der Knaulbildung entgegenwirken. Dies zeigt, dass DLS geeignet ist,
um qualitative Ergebnisse beziiglich der Faserdimension in Abhangigkeit vom HFN-HPF-
Verhiltnis zu erhalten. Weiterhin ist bekannt, dass diese Technik verwendet wird, um
dynamische Prozesse innerhalb von Losungen zu untersuchen. So zeigten Streets et al.,

dass sich DLS zur Untersuchung der amyloiden Fibrillenbildung eignet.190

Wie oben beschrieben, konnten unterschiedliche Oberflachenladungen der PNF in

der Dispersion ein moglicher Grund fir das erhaltene DLS-Ergebnis sein. Um die
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Abbildung 6.14: {po: der PNF in 80 Vol.% Ethanol in Abhdngigkeit der Faserzusammensetzung. Die Linien

unter den Sdulen markieren statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Ergebnissen (** p = 0,002;

(**p < 0,001).
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Oberflachenladung zu bestimmen, wurden die Zeta-Potenziale ({pot) der verschiedenen
PNF gemessen. Die {pot (Abbildung 6.14) zeigten betragsmafiig einen dhnlichen Trend wie
die PNF-Charakteristika. Die homogenen HFN- und HPF-PNF besitzen aufgrund ihrer
homogenen Zusammensetzung die hochste negative Oberflachenladung. Die Zugabe des
zweiten Proteins flihrte zu einer Erniedrigung des Cpot und zeigte erneut den Extremwert,

diesmal ein Minimum, bei einem Proteinverhaltnis von 1:1 (HFN 50).

Die PNF-Hohen, die Grofdenverteilung der Ru sowie die (pot deuten auf eine
Abhangigkeit der Charakteristika der PNF von ihrem Proteinverhaltnis hin. hPNF mit
einem Proteinverhdltnis von 1:1 weisen betragsmafdig hohere Werte auf. Diese
Abhangigkeit der PNF-Charakteristika vom Proteinverhaltnis ist ein erster Hinweis auf
die Wechselwirkung von HFN und HPF wahrend der PNF-Assemblierung und somit der
Bildung von PNF mit heterogenem Charakter. Im Allgemeinen spielen fiir die
Selbstassemblierung von amyloiden Proteinfasern hydrophobe Wechselwirkungen eine
grofde Rolle. In diesem Fall konnten aber elektrostatische Wechselwirkungen und die
Exposition von Bindungsstellen wahrend des Entfaltungsprozesses fiir die laterale
Aggregation verantwortlich sein.33 62-63, 104-105 Vorhandene verdeckte oder blockierte
Bindungsstellen kdnnen somit die lokale Oberflachenladung der Faser beeinflussen und
zu einem verstarkten Wachstum fiihren. Hierdurch wird die laterale Assemblierung von
Protofibrillen wahrend der Faserbildung erleichtert, was zu dickeren und stabileren PNF
fiuhrt. Diese Annahme wird durch die {pot Messungen gestiitzt, da die Oberflachenladung
der Fasern mit einem Proteinmischungsverhaltnis von 1:1 betragsmafdig am hochsten
war. Dies deutet darauf hin, dass die HFN 50 Fasern mehr aktive Gruppen auf ihrer

Oberflache haben, welche somit die lonenadsorption beeinflussen konnen.

6.3.2. Stabilititstests der selbstassemblierten PNF aus

Fibronektin und Fibrinogen

Ein wichtiger Faktor fiir zukiinftige Anwendungen dieser PNF und hPNF ist die
Stabilitat unter anderen Umgebungsbedingungen. Deshalb wurde die Stabilitdt der neuen

hPNF in Wasser und PBS mit und ohne 40 Vol.% Ethanol mittels DLS und AFM untersucht.
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6.3.2.1. Stabilitit in Wasser

Um die Stabilitit der neuen hPNF in Wasser zu bestimmen, wurden hPNF-
Dispersionen in beheizte Kiivetten bei 25 °C gefiillt und anfianglich der Ry bestimmt.
Anschliefiend wurde das Dispersionsmittel langsam verdunstet. Die Kiivetten wurden
daraufhin erneut bis zum Erreichen des Ausgangsvolumens mit Wasser befiillt und Ru
erneut bestimmt. Interessanterweise zeigten alle hPNF das gleiche Verhalten, unabhangig
von ihrer Zusammensetzung. Die DLS-Ergebnisse sowie reprasentative AFM-Bilder der
Fasern vor und nach der Wasserbehandlung sind in Abbildung 6.15 dargestellt. Der Ru
sank drastisch nach etwa 100 min von Werten zwischen 2 pm-6 pum auf Werte unter
125 nm, ahnlich der Grofie einzelner Proteinmolekiile (Abbildung 6.15a). Es ist zu
beachten, dass hierbei die Ethanolkonzentration nicht null war. Es kann davon
ausgegangen werden, dass die Ethanolkonzentration aufgrund der schnellen
Verdampfung des Ethanols basierend auf dem niedrigeren Dampfdruck im Vergleich zu
Wasser bei etwa 40 Vol.% lag. Um sicherzustellen, dass das beobachtete Verhalten von
hPNF in 40 Vol.% Ethanol auch fiir eine Ethanolkonzentration von 0 Vol.% gilt, wurden
die hPNF erneut auf einem PS-Substrat abgeschieden. Die beschichteten und
getrockneten Substrate wurden fiir 5 min in Wasser eingebracht und anschliefRend
mittels AFM charakterisiert (Abbildung 6.15b und c). Nach der Wasserbehandlung waren
entweder keine oder nur noch Fragmente der hPNF auf der Substratoberfldache
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Abbildung 6.15: Stabilitdt der HFN-HPF-hPNF in Wasser: a) Ru vor und nach der Zugabe von Wasser; b)
reprdsentatives AFM-Héhenbild der Fasern vor der Zugabe von Wasser (HFN 33); c) reprdsentatives AFM-
Héhenbild der Fasern nach der Zugabe von Wasser (HFN 33). Die Linien tiber den Sdulen markieren statistisch

signifikante Unterschiede zwischen den Ergebnissen (p < 0,001).
82



vorhanden. Die verbliebenen hPNF zeigten eine drastische Abnahme der Faserh6hen um
bis zu einer Grofdenordnung. Um ein abspiilen der hPNF vom Substrat auszuschliefden,
wurde der Versuch mit einem Wassertropfen (2ul) wiederholt. Auch nach verdunsten des
Wassertropfens waren keine hPNF vorhanden und somit kann ein abspiilen der Fasern

ausgeschlossen werden.

Die Tatsache, dass sich die Fasern fast sofort in Wasser auflosten, beweist, dass die
Faserbildung in diesem Fall reversibel ist. Basierend auf der Literatur zeigt dies, dass die
Proteine in den hPNF nicht mittels hydrophober Wechselwirkungen verbunden sind und
somit zu Fasern fiihren, welche eine geringere Stabilitit als amyloide Fasern
aufweisen.191-192 Eine dhnliche Instabilitat in Wasser wurde von Buttafoco et al. beziiglich
elektrogesponnener Fasern aus Kollagen und Elastin ohne Vernetzer berichtet.111 Sie
begriindeten dies durch die nicht stattfindende natiirliche Faserbildung des Kollagens
wahrend des Elektrospinnens. Dies erlaubt den Schluss, dass die molekulare Anordnung
in den neuen hPNF hauptsachlich auf elektrostatischen Wechselwirkungen basiert. Dies
kann durch die pls der Proteine erklart werden, welche fiir HPF bei 5,5 bis 6,0194 und fiir
HFN bei 5,6 bis 6,1193 liegen. Sowohl normales als auch hochreines Wasser haben einen
pH-Wert von etwa 7. Kommt Wasser jedoch in Kontakt mit Luft wird Kohlendioxid gelost
und der pH-Wert sinkt auf unter 6, was in etwa den pls der Proteine entspricht.194-196
Somit sollten die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den Molekiilen
verschwinden und die Fasern zerfallen. Diese Hypothese wird durch die Beobachtungen
von Stapelfeldt et al. unterstiitzt. Sie zeigten, dass HPF-Fasern durch PBS-induzierte
Selbstassemblierung bei einem pH-Wert von 7,4 und hoher, ohne Zugabe von Thrombin
oder anderen Denaturierungsmitteln, hergestellt werden kénnen.?3 Ein Absenken des pH-
Wertes auf 5 oder 6 fiihrte zur Inhibierung der Faserbildung. Es kann also
zusammengefasst werden, dass die beobachteten Strukturen aufgrund der
elektrostatischen Wechselwirkungen weniger stabil sind als die in der Literatur
berichteten amyloiden Strukturen, welche primar durch hydrophobe Wechselwirkungen

interagieren.191-192

Auch in diesem Versuch zeigte sich, dass die neuen hPNF mit einem gleichen Anteil
HFN und HPF (HFN 50) die stabilsten Fasern bildeten (Abbildung 6.15). Dies deutet auf
eine stirkere Wechselwirkung zwischen den Proteinen innerhalb der heterogenen Fasern
im Vergleich zu homogenen Fasern hin, was ein weiterer Hinweis auf eine heterogene

Faserbildung ist.
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6.3.2.2. Stabilitat in PBS mit und ohne Ethanol

Da die hier erzeugten Fasern als Grundbausteine fiir neuartige Biomaterialien
dienen konnen, liegt eine Untersuchung der Stabilitdt der Fasern in PBS, welches die
Ionenkonzentration und den osmotischen Druck des Blutes simuliert, nahe. In einem
ersten Versuch wurde die hPNF-Suspension mit PBS im Verhaltnis 1:1 gemischt und die
zeitabhingige Anderung von Ru mittels DLS untersucht. Interessanterweise wurden
Unterschiede in der Stabilitat von hPNF in PBS mit 40 Vol.% Ethanol im Vergleich zu
Wasser beobachtet (Abbildung 6.16). Es ist sichtbar, dass sich der Ru im Laufe der Zeit in
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Abbildung 6.16: Stabilitdt von HFN-HPF-hPNF in PBS mit 40 Vol.% Ethanol: a) zeitabhdngige Entwicklung
von Ru nach Zugabe von PBS, gemessen tiber DLS b) Reprdsentative AFM-Hohenbilder von HFN 100-, HFN 50-
und HFN 00-Fasern im Ausgangszustand sowie 2 h nach Zugabe von PBS.
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Abhangigkeit der Zusammensetzung andert. Reine HFN-Fasern (HFN 100) und Fasern mit
hohem HFN-Gehalt (HFN 66) scheinen nahezu stabil zu sein. Diese Annahme basiert auf
dem Anstieg der linearen Regression, welche dagegen fiir HFN 100 nahezu null und fiir
HFN 66 leicht negativ ist. Die negative Steigung kann auf langsame
Sedimentationsprozesse zuriickgefiihrt werden. Mit steigender Konzentration an HPF
nahm Ru mit der Zeit zu. Dabei korreliert die Zunahme des Anstiegs der linearen
Regression mit der Erhohung des HPF-Gehalts. Um mehr Informationen tiber die
morphologischen Verdnderungen der hPNF in PBS mit 40 Vol.% Ethanol zu erhalten,
wurde eine kleine Menge der hPNF-Suspension nach 0 h und 2 h auf ein PS-Substrat
getropft und mit dem AFM analysiert. Reprasentative AFM-Bilder der HFN 100, HFN 50
und HFN 00-Fasern sind in Abbildung 6.16b dargestellt. Alle Fasern zeigten eine
drastische Zunahme der Faserh6he im Laufe der ersten Stunde, danach zeigten sowohl
die HFN 100 als auch die HFN 66 ein verringertes Wachstum bis Stagnation. (Abbildung
6.17). Im Kontrast dazu zeigten alle HPF-reichen (HFN 50 und HFN 33) und reine HPF-
Fasern (HFN 00) eine weiterhin starke Hohenzunahme. Diese Beobachtungen korrelieren
mit dem DLS-Trend. In Abbildung 6.16b ist erkennbar, dass Bereiche der HFN 00 hPNF
ihre Morphologie teilweise auflosen bzw. verandern, was zu einer Filmabscheidung auf
der hPNF-Oberflache fiihrt. Diese beobachteten Veranderungen in der hPNF-Struktur
unterstitzen die Schlussfolgerungen, welche sich aus den =zeitabhdngigen DLS-
Messungen ziehen lassen. Es kann davon ausgegangen werden, dass die Veranderung der
hPNF-Morphologie das Ergebnis von drei verschiedenen und gleichzeitig wirkenden

Mechanismen ist, wenn PBS zu hPNF gegeben wird. Zunachst ist zu berticksichtigen, dass
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Abbildung 6.17: Durchschnittliche Faserhéhen der HFN-HPF-hPNF vor der Zugabe von PBS zum
Assemblierungsmedium 80 Vol.% Ethanol und 1 h bis 2 h nach Zugabe von PBS. Die Fehlerbalken stellen die
Standardabweichung der Ergebnisse dar. Die Linien iiber den Sdulen markieren statistisch signifikante

Unterschiede zwischen den Ergebnissen (p < 0,001).

85



die Ethanolkonzentration in der Dispersion noch 40 Vol.% betrug und die Zugabe von PBS
zu einer Erhohung der lonenstdrke in der Dispersionsldosung fiihrte. Diese beiden
Umstande flihren zu einer weiteren Konformationsanderung der Proteinstruktur durch
partielles Re- oder Entfalten. Diese Konformationsianderung konnte neue Bindungsstellen
schaffen, welche zu einer weiteren seitlichen hPNF-Assemblierung fithren. Ein weiterer
Punkt ist, dass HPF mit positiv geladenen Ionen wechselwirkt.?3 104 So wurde gezeigt, dass
die HPF-Faserbildung in PBS bei einem pH-Wert von 2 104 als auch in PBS oder NaPOa-
Losung mit einem pH-Wert von 7,4 allein erzeugt werden kann.?? Das an sich gesamt
negativ geladene HPF-Molekiil kann mit den positiv geladenen lonen, wie Na* oder K*, des
PBS iiber elektrostatische Wechselwirkungen interagieren. Somit agieren die positiv

geladenen lonen als eine Art Bindeglied zwischen den negativ geladenen HPF-Molekiilen.
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Abbildung 6.18: HFN-HPF-hPNF in PBS: a) Durchschnittliche Faserhéhen von hPNF, vor und nach der
Lagerung in PBS fiir 24 h. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung der Ergebnisse dar; b)
Reprdsentative AFM-Hohenbilder von hPNF vor und nach der Lagerung in PBS fiir 24 h. Die Skala gilt fiir alle

Bilder.
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In diesem Fall verdandert es die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den HPF
enthaltenden hPNF, was zu einer stirkeren Agglomeration dieser zu Biindeln fiihrt.
Schliefdlich ist zu bedenken, dass der anfangliche Faserbildungsprozess nach 2 h initialer
Assemblierung wahrscheinlich nicht abgeschlossen ist. Somit kann ein vermutlich
langsames Faserwachstum angenommen werden, solange die Proteine nicht durch den
Mangel an Denaturierungsmittel inaktiv oder die aktivierten einzelnen Proteine komplett
umgesetzt werden. Dies wiirde auch das anfanglich sichtbare Wachstum der homogenen

HFN-Fasern erklaren.

Ahnlich wie bei Wasser stellte sich nun die Frage, ob das Verhalten in PBS mit
40 Vol.% Ethanol dem von reinem PBS dhnelt. Daher wurden die hPNF auf PS-Substraten
abgeschieden, getrocknet und in PBS gelegt. Nach 24 h wurden die Proben aus PBS
entnommen und mit AFM charakterisiert. Ahnlich PBS mit 40 Vol.% Ethanol waren die
hPNF in reinem PBS stabil. Jedoch wurden hier nur geringe Unterschiede in der hPNF-
Hohe beobachtet, die durch Ungenauigkeiten wahrend der Messungen erklart werden
konnen (Abbildung 6.18). Dies zeigt, dass reines PBS die Protein-Konformation und damit
die hPNF stabilisiert. Andernfalls sollte eine Verringerung der hPNF-Hohe auftreten, was
auf den Abbau der hPNF hinweisen wiirde. Im Gegensatz zu den bisherigen DLS-
Experimenten wurde kein Hohenzuwachs beobachtet. Dies kann durch die Abwesenheit
von Ethanol und dem Fehlen von freien aktivierten Proteinen in PBS erklart werden.
Dartiber hinaus zeigt es die Stabilisierung der hPNF. Eine Desorption von der PS-
Substratoberflache wurde nicht beobachtet. Andernfalls sollte ein Hohenzuwachs bei den
HPF-reichen hPNF sichtbar sein, da diese aufgrund der vorhandenen positiven lonen des

PBS zum Agglomerieren tendieren.

6.3.3. Immunogold-Markierung

Alle bisherigen Ergebnisse der HFN-HPF hPNF zeigten eine starke Abhangigkeit der
Eigenschaften vom anfanglichen Proteinmischungsverhaltnis. Um nun zu bestatigen, dass
diese Eigenschaften durch unterschiedliche Proteinverhaltnisse innerhalb der Fasern
hervorgerufen werden, wurde das Immunogold-Markierungsverfahren verwendet,
analog zu Abschnitt 6.2.4. Alle Fasern wurden mit den gleichen primaren und sekundaren
Antikorpern behandelt (siehe Abschnitt 5.11.2) und anschlieféend im STEM untersucht.

Repréasentative STEM-Bilder sind in Abbildung 6.19 dargestellt. Anschliefend wurden die
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Durchmesser der AuNP auf den Fasern bestimmt und den entsprechenden Proteinen
zugeordnet (Abbildung 6.19). Auch hier ist ersichtlich, dass die Markierungseffizienz,
ahnlich der Ergebnisse in Abschnitt 6.2.4, zwar ausreichend, aber relativ gering war.
Abbildung 6.19 zeigt zusatzlich die normierten Anteile der beiden AuNP-Gréfien in
Abhangigkeit der Proteinfaserzusammensetzung. Die Verteilung der AuNP zeigt deutlich,
dass die Verhdltnisse der beiden Partikelgroflfen mit den anféanglichen
Proteinverhaltnissen korrelieren. Dies deutet darauf hin, dass beide Proteine
entsprechend ihres anfanglichen Mischungsverhaltnisses in die Fasern eingebaut
wurden. Die Ergebnisse sind jedoch mit Vorsicht zu betrachten, wenn man bedenkt, dass
die homogenen Fasern etwa 15 % bzw. 24 % AuNP aufweisen, welche das
nichtvorhandene Protein markieren sollten und somit auf eine unspezifische Antikorper-
Bindung hindeuten. Dies lasst sich durch die verwendeten Antikorper erkldren, die an
HFN und HPF im natiirlichen Zustand binden sollen. Hier kénnte die Denaturierung vor
der Faserbildung die Exposition von Epitopen verursachen, die in der Lage sind, entweder
mit dem falschen primaren oder sekundaren Antikérper zu interagieren und somit eine

Fehldetektion zu verursachen. Diese Moglichkeit und eine Kreuzreaktion zwischen den
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Abbildung 6.19: Immunogold-Markierung von HFN-HPF-hPNF: STEM-Aufnahmen von Immunogold
markierten hPNF verschiedener Proteinverhdltnisse. Au-NP die HFN anzeigen sind gelb und AuNP die HPF
anzeigen blau hervorgehoben. Die normierte AuNP-Verteilung in Abhdngigkeit vom Proteinverhdltnis ist

rechts unten dargestellt.
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falschen primaren und sekunddren Antikérpern kénnen jedoch ausgeschlossen werden,
da sonst das AuNP-Verhaltnis von der Zusammensetzung der Proteinfasern unabhangig
widre. Eine andere mogliche Ursache dieser Fehldetektion ist das Waschverfahren
wahrend der Immunmarkierung, welches aufgrund der Instabilitat der Proteinfasern in
Wasser modifiziert werden musste. Da Waschschritte nétig sind, um ungebundene
Antikorper von den Proteinfasern zu spiilen, wurde Wasser durch PBS ersetzt, was aber
die Bildung von Salzkristalle zum Nachteil hatte. Da diese eine Analyse der Fasern und der
darauf gebundenen AuNP unmoglich machten, wurden die Spiilschritte reduziert, was
moglicherweise die Rate der Fehldetektionen durch ungebundene und nicht entfernte
AuNP erhohte. Die Fehldetektionsrate kann daher durch unspezifische
Wechselwirkungen zwischen Antikérpern und hPNF erklart werden. Zusammenfassend
lasst sich sagen, dass die Ergebnisse der Immunogold-Markierung darauf hinweisen, dass
eine heterogene Faserbildung stattgefunden hat und dass beide Proteine entsprechend
ihres anfanglichen Mischungsverhaltnis in die Fasern eingebaut wurden. Dies unterstiitzt
die Annahmen zur Abhéngigkeit der Fasereigenschaften von ihrer Zusammensetzung. Die
moglichen Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen Proteinen werden im

nachsten Abschnitt diskutiert.

6.3.4. Mechanismus der Faserbildung

Ein Ziel dieser Arbeit war es, zu evaluieren, ob und wie die Zusammensetzung der
Proteine innerhalb von hPNF deren Eigenschaften verdandert. Basierend auf den
Ergebnissen der Immunogold-Markierung und der beobachteten Abhangigkeit der
Faserparameter von der Faserzusammensetzung (Maximum beim Proteinverhaltnis 1:1),
lassen sich Riickschliisse auf den Bildungsmechanismus ziehen. Die Abhangigkeit der
PNF-Eigenschaften von der Zusammensetzung lasst sich durch eine Zunahme der
Wechselwirkungen zwischen den Proteinen erklaren. Wie schon in Abschnitt 6.2.6 fiir die
Faserbildung von heterogenen Fasern aus HSA und HGB beschrieben, beginnt auch hier
die Faserbildung mit der Entfaltung des Proteins, induziert durch Ethanol
(Abbildung 6.20). Wie Dubey et al. zeigten, kann neben Ethanol auch das Vorhandensein
einer bestimmten Menge an teilweise entfalteten Proteinen die Tendenz einer zweiten
Proteinspezies zur Entfaltung erh6hen und somit die Faser- bzw. Protofibrillenbildung
induzieren.?® Durch die Entfaltung werden die einzelnen Proteine aktiviert, was zur
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Bildung von Protofibrillen durch End-zu-End-Wechselwirkung fithren kann. Hierbei kann
die Denaturierungs- bzw. die Aktivierungskinetik der Proteine die Protofibrillenbildung
beeinflussen, je hoher diese ist, desto schneller konnen homogene Protofibrillen gebildet
werden. Neben der Kinetik wird der Beginn der Protofibrillenbildung auch durch den
mittleren freien Weg zwischen aktivierten Proteinen jeglicher Art beeinflusst. Ein kurzer
mittlerer freier Weg beschleunigt die Bildung und Eingliederung von Protofibrillen
verschiedener Arten. Der mittlere freie Weg ist dabei abhdngig von der
Proteinkonzentration in der Assemblierungslosung. Die sich langsamer bildenden
Protofibrillen werden dann in bereits bestehende Protofibrillen wahrend deren
Wachstum eingebaut, dhnlich wie fiir die Protofibrillenbildung der HSA-HGB-hPNF

beschrieben. Diese Protofibrillen wachsen weiter und bilden anschlief3end hPNF.

Ein wichtiger Faktor fiir die Bildung von hPNF ist das Vorhandensein von
potentiellen Bindungsstellen zwischen beiden Proteinen im teilweise entfalteten Zustand.
Es ist bekannt, dass die Fibrin I und Fibrin II Regionen des HFN in der Lage sind sich
kovalent und nicht-kovalent an zwei verschiedene Bereiche der Aa221-391 Region der
beiden aC-Domanen des Fibrins, der enzymatisch gespaltenen Form des HPF, zu binden
(Abbildung 6.20).42 62-63 Djese Region ist aber bei HPF fiir HFN nicht zuganglich.62-63 Da
beide Proteine potentielle Bindungsstellen fiir HFN sowie HPF aufweisen, kann von
folgenden Annahmen ausgegangen werden: Die Ethanol-induzierte partielle Entfaltung
der Proteine fithrt zur Exposition der Bindungsstellen, welche fiir die Wechselwirkung
zwischen HFN und HPF wichtig sind. Somit induziert die Entfaltung des HPF-Molekiils ein
Ablosen der aC-Domanen von der zentralen E-Domane. Dieses Verhalten von HPF wurde
sowohl fiir die Ethanol-induzierte Bildung von homogenen HPF-Fasern®? als auch fiir die
Assemblierung von HPF-Fasern auf hydrophoben Oberflachen beschrieben.'? Damit es
zur Ausbildung von kovalenten Wechselwirkungen zwischen HPF und HFN kommt, ist
zum Einen die enzymatische Abspaltung der FpA und FpB des HPF-Molekiils durch
Thrombin erforderlich.#243 Andererseits ist wahrend der Blutkoagulation der
Blutgerinungsfaktor XIIla, auch Fibrin-Stabilisierender Faktor genannt, fir die
Ausbildung der kovalenten Bindung zwischen HFN und HPF verantwortlich.#2-43,62-63 Dg
im beschriebenen Fall aber keines dieser Enzyme vorhanden war, ist anzunehmen, dass
die Interaktionen zwischen HFN und HPF auf nicht-kovalenten Wechselwirkungen
beruhen. Die Annahme von nicht-kovalenten Wechselwirkungen wird durch die

Ergebnisse der Stabilitatsprifung in Wasser gestiitzt.

90



Aktivierung der Proteinmolekiile

Ethanol-induzierte
Konformationsanderung

Native Protein-
konformation

Mogliche
Wechselwirkungen

HFN

*’\\’\T’\\J\

Fibrinll-  / ™@ . N TR Tt r T m T
Region Fibrin I - und HFN -
Assemblierungs-
HFN - region
Assemblierungs-

region 1

’ Nichtkovalente
Wechselwirkung

HPF '
Lo i i i i i e e i e e e e e ey e 0
HPF - Assemblierungsregionen und |
HFN - Bindungsregion |
|
—-—> —>
| I
HPF - Assemblierungsregionen 1 |

Faserbildung

Protofibrillen Einzelfasern Bandstrukturen

wwws HFN-enthaltende Bereiche

=== HPF-enthaltende Bereiche

Abbildung 6.20: Bildungsmechanismus der HFN-HPF-hPNF: der Ethanol induziert eine Konformations-
dnderung beider Proteine, was die Wechselwirkung der Proteine untereinander ermdglicht. Entsprechende
Wechselwirkungsstellen sind farblich markiert und mégliche Wechselwirkungen sind dargestellt. Die
Vergréfserung zeigt die Interaktion der aC-Domdne des HPF mit der Fibrin I[-Region des HFN nach
Makogonenko et al.?3 Die Interaktionen ermdglichen die Bildung von Protofibrillen, welche anschliefSend weiter
zu einzelnen Fasern und Bandstrukturen wachsen. HPF enthaltende Regionen sind blau, HFN enthaltende

Regionen orange markiert.

Basierend auf bisherigen Erkenntnissen und dem Experiment von Wei et al., welche
HPF-PNF durch Absenken des pH-Wertes auf 2 herstellten,104 ldsst sich folgende
Schlussfolgerung ziehen: Die Anwesenheit bestimmter lonen im Assemblierungsmedium
spielt eine grofde Rolle bei der Entfaltung und Wechselwirkung von Proteinen und kann
zu einer reversiblen Bildung von Amyloid-dhnlichen Fasern basierend auf

elektrostatischer Wechselwirkungen fiihren. Dies ist eine interessante Erkenntnis, da im
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Rahmen der PNF-Bildung typischerweise polare / unpolare Wechselwirkungen erwahnt
werden. Dariiber hinaus fordert das Vorhandensein einer teilweise entfalteten
Proteinspezies die Moglichkeit der Entfaltung einer weiteren Spezies und somit dessen
Faserbildung.”® Grund hierfiir ist, dass sich die Gesamtmenge maoglicher Bindungsstellen
und somit die Wechselwirkungsmoglichkeiten erhéhen. Durch die Wechselwirkungen
der beiden teilweise entfalteten Proteinspezies stabilisieren sich diese gegenseitig. Durch
diese verstirkenden Interaktionen zwischen zwei Proteinspezies wachsen die
resultierenden heterogenen Fasern schneller und haben daher nach gleicher
Assemblierungszeit eine grofdere Hohe bzw. einen groéfieren Durchmesser.?¢ Diese
Uberlegung erklirt die beobachteten Unterschiede in der Faserhohe/-durchmesser in
Abhangigkeit der Faserzusammensetzung. Aufgrund der hdchsten Konzentration an
Zweitprotein in HFN 50 Fasern, sollten der Einfluss des Zweitproteins dort am Grofdten
sein. Hierdurch wird die Faserbildung beschleunigt bzw. die Protein-Protein-
Wechselwirkungen verstarkt, was in dickeren und gréfieren Fasern resultiert. Dies wurde

in Abschnitt 6.3.1 gezeigt.

Dartiber hinaus kénnen die Wechselwirkungen zwischen Proteinen jedoch nicht nur
End-zu-End auftreten, sondern auch von lateralem Charakter sein, da die oben genannten
elektrostatischen Wechselwirkungen und exponierten Bindungsstellen an den
Aufienseiten der Proteine vorliegen (Abbildung 6.20). Dies wiirde die hohe Anzahl von

Bandstrukturen erklaren, die wahrend der Untersuchungen gefunden wurden.

Die in diesem Teil der Arbeit beobachteten selbstassemblierten hPNF kénnen die
Grundlage fiir neue Biomaterialstrukturen darstellen, bei welchen sich auf Basis ihrer
Zusammensetzung die Eigenschaften kontrollieren lassen. Sowohl HFN als auch HPF
spielen in der Natur eine wichtige Rolle und beeinflussen die Biokompatibilitit von
Biomaterialien13. 18, 42, 58,104,197-198 D3 die hier dargestellten Ergebnisse einen Anstieg fast
aller untersuchten Parameter fiir heterogene Fasern im Vergleich zu homogenen Fasern
zeigen, kann eine Korrelation auch fiir andere Parameter dieser hPNF, wie die Bioaktivitat
erwartet werden. Die Untersuchung dieses Zusammenhanges ist Gegenstand zukunftiger

Studien.
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6.3.5. Kapitelzusammenfassung

Basierend auf den Erkenntnissen aus Kapitel 6.2 wurden in diesem Teil erstmals
hPNF erfolgreich mittels Ethanol-induzierter Selbstassemblierung hergestellt. Das
Verhdltnis von HFN und HPF innerhalb der Fasern korreliert scheinbar mit dem
Mischungsverhaltnis in den Ausgangslosungen. Erstmalig konnte gezeigt werden, dass
das Proteinverhaltnis von selbstassemblierten hPNF sowohl die Dimensionen der
Proteinfaser als auch deren Eigenschaften wie Zeta-Potenzial oder Stabilitit in
verschiedenen Dispersionsmedien beeinflusst. Diese Erkenntnis ist besonders
interessant fiir zukiinftige Anwendungen dieser Fasern als Biomaterialien, da sie das
Potenzial bieten, die gewiinschten Eigenschaften des technischen Gewebes durch
einfache Anderung des Mischungsverhéltnisses der Proteine in der Ausgangslosung
anzupassen. Dies ist niitzlich, um die Funktionen der hPNF wie beispielsweise

Zellwachstum und -migration anzupassen.

Weiterhin wurde ein Mechanismus vorgeschlagen, wie beide Proteine die
Fasereigenschaften beeinflussen konnen und wie die Faserbildung durch die
unterschiedlichen Konzentrationen der Proteinspezies beeinflusst werden kann.
Basierend auf den Ergebnissen und der Literatur kann geschlussfolgert werden, dass
elektrostatische Wechselwirkungen eine Rolle bei der Faserbildung spielen. Durch
Reduktion der elektrostatischen Wechselwirkungen im Bereich der pls der verwendeten
Proteine kam es zur Zersetzung der Fasern in Wasser. Die gewonnen Erkenntnisse tragen
zum Verstidndnis der Wechselwirkung zwischen Proteinen bei und helfen bei der

Gestaltung und Herstellung von Biomaterialien.

Im Rahmen dieser Arbeit bleiben einige Fragen jedoch offen. Vor allem die innere
Struktur ist von grofsem Interesse, wie zu Beispiel die Anordnung der Proteinmolektile im
Inneren. Die Beantwortung wiirde einerseits wertvolle Einblicke in die detaillierte
Faserarchitektur oder in die Protein-Protein- und Protein-Losungsmittel-Interaktionen
geben, andererseits eine gezielte Strukturierung der Fasern und eine Erweiterung ihrer
Funktionalitdt ermoglichen (z.B. Verkapselung und Freisetzung bei Abbau, gezielte
Faserverzweigung etc.). Weiterhin ist die Verteilung der Proteine innerhalb der Faser
unklar und es sollte untersucht werden, ob und wie diese Verteilung beeinflusst werden

kann, um beispielsweise Gradientenfasern herzustellen.
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7.Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit werden verschiedene Aspekte untersucht, um die
Selbstassemblierung von Proteinen zu beeinflussen. Aufgrund ihres natiirlichen
Vermogens der Selbstassemblierung sowie der wichtigen Funktionen der resultierenden
Strukturen in der Natur, stellen Proteine einen Grundbaustein fiir neue
selbstassemblierte Biomaterialien dar. Jedoch miissen hierzu Wege aufgezeigt werden,
wie einerseits die sich bildenden Strukturen beeinflusst, andererseits die

Zusammensetzung von hPNF und somit deren Eigenschaften kontrolliert werden kénnen.

Da Proteine wahrend der Adsorption auf Oberflachen zur Selbstassemblierung
tendieren, wurde in dieser Arbeit der Einfluss einer im sub-Nanometerbereich
strukturierten PE-EK-Oberflache auf die Orientierung von HPF-Molekiilen wihrend der
Adsorption untersucht. Nach der Adsorption bei einem pH-Wert von 9,2 wurde eine
Ausrichtung von einzelnen HPF-Molekiilen entlang der [100]- und [010]-Richtungen der
PE-EK-Oberflache beobachtet. Der Orientierungsmechanismus beruht auf erhohten
intermolekularen Wechselwirkungen zwischen den Kettenfaltungen der PE-EK-
Nanostruktur und dem HPF-Molekiil durch eine erhohte OKD in den bevorzugten
Richtungen. Zusitzlich beeinflussen die strukturellen Ahnlichkeiten der Kettenfaltungen
des PE-EK sowie der a-Helix-Strukturen des HPF-Molekiils die Ausrichtung der HPF-
Molekiile. Eine Verringerung des pH-Wertes auf physiologische Bedingungen (7,4) fiihrte
zur Erhohung der Protein-Protein-Wechselwirkungen, aber auch zum Verschwinden der
bevorzugten Orientierung. Die erhdhten Protein-Protein-Wechselwirkungen wurden
durch das Freiwerden der aC-Domanen des HPF-Molekiils induziert und fiihrten zur
Selbstassemblierung des HPF zu Fasern, faserartigen Netzwerken und
schwammahnlichen Schichten. Diese Assemblierungsstrukturen behinderten die
Diffusion auf der PE-EK-Oberflache und somit die Ausrichtung der Proteinstrukturen. Die
vorliegende Arbeit zeigt somit, dass neben der Oberflachenstruktur auch das umgebende

Medium die Selbstassemblierung beeinflusst.

In verschiedenen Arbeiten wurde gezeigt, dass die Selbstassemblierung einzelner
Proteine durch die Anderung der Umgebungsbedingungen induziert wird. Dabei stellte
sich die Frage, ob die Zusammensetzung resultierender selbstassemblierter PNF
kontrolliert werden kann. Dies wiirde das Spektrum moglicher Eigenschaften solcher

hPNF mafdgeblich erweitern. Hierzu wurde erstmalig die gleichzeitige Ethanol-induzierte
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Selbstassemblierung von  zwei  Plasmaproteinen  untersucht. Die neuen
selbstassemblierten hPNF aus HSA und HGB bildeten einen zeitabhdngigen
Polymorphismus aus, welcher sich in der morphologischen Anderung von Protofibirllen
liber Bander zu verdrehten Fasern zeigte. Zum ersten Mal wurde der heterogene
Charakter einzelner selbstassemblierter Fasern direkt auf der Nanoebene mittels TERS
nachgewiesen. Zusatzlich wurde dieser mittels Immunogold-Markierung bestatigt. Es
wird vermutet, dass die Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Proteinen auf
elektrostatischen und hydrophoben Wechselwirkungen zwischen &dhnlichen
Aminosauren beruhen, welche durch die Ethanol-induzierte Entfaltung exponiert
werden. Die Analyse der Proteinanteile in den Fasern ergab, dass trotz eines molaren
Verhaltnisses von 1:1 in der Assemblierungslésung weniger als 10 % der Fasern aus HGB
bestanden. Dies wurde durch die unterschiedlichen Assemblierungskinetiken erklart. Die
kraftspektroskopischen Ergebnisse zeigten den Einfluss des Zweitproteins auf die
mechanischen Eigenschaften der hPNF. Aus den gewonnenen Erkenntnissen wurde ein
Modell zur Selbstassemblierung der hPNF abgeleitet, welches eine Vorhersage neuer

potentieller selbstassemblierter hPNF erlaubt.

Da bei zu hohem HGB-Anteil die Faserbildung nicht eintrat, war eine Variation der
Verhéltnisse in der hPNF nicht mdglich. Um den Einfluss der Proteinverhaltnisse in den
hPNF auf deren PNF-Charakteristika und -Eigenschaften zu untersuchen, musste ein
anderes System gewdahlt werden, HPF und HFN. Erstmalig wurde fiir diese Proteine die
Ethanol-induzierte Koselbstassemblierung gezeigt und wahrend der Assemblierung die
molaren Proteinverhaltnisse variiert. Zum ersten Mal wurde dabei fiir selbstassemblierte
Fasern die Abhdngigkeit der Fasercharakteristika wie Hohe, Ru sowie Zeta-Potenzial vom
Proteinverhdltnis beobachtet. Dabei erreichten die hPNF aus einem molaren
Proteinverhadltnis von 1:1 immer den betragsmafdig hochsten Wert, was auf starkere
Wechselwirkungen hindeutet. Auch verschiedene Stabilitatstests zeigten Abhangigkeiten
vom Proteinverhaltnis. Wird die Ionenstarke erhoht und der Ethanolgehalt verringert, so
bleiben aus HFN bestehende Fasern zum Grofsteil stabil. Im Gegensatz dazu tendieren
reine HPF-Fasern und Fasern mit hohem HPF-Anteil zur Aggregation. In reinem PBS
bleiben alle Fasern ohne weiteres Wachstum stabil. Kontrar dazu wurde das Auflésen
aller PNF in Wasser beobachtet. Dies legt nahe, dass die Proteine iiber elektrostatische
Wechselwirkungen interagieren, welche durch Zugabe von Wasser reduziert werden.

Immunogold-Markierungsexperimente bestatigten nicht zweifelsfrei den heterogenen
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Charakter der Fasern. Dieser konnte jedoch anschliefend mit den vom Proteinverhaltnis
abhingigen Anderungen der Fasercharakteristika und -eigenschaften bestitigt werden.
Basierend auf den gewonnenen Ergebnissen wurde ein Modell entwickelt, welches die
Anderungen der verschiedenen Eigenschaften sowie die Entstehung der hPNF erklart.
Diese Arbeit zeigt somit, dass die Charakteristika und Eigenschaften von
selbstassemblierten heterogenen Fasern durch Anderung des Proteinverhiltnisses

beeinflusst werden konnen.

Die in dieser Arbeit erlangten Erkenntnisse liber selbstassemblierte Strukturen mit
heterogenem Charakter legen den Grundstein fiir die Entwicklung einer neuen Art
proteinbasierter Biomaterialien. Sie zeigen Wege auf, wie die Eigenschaften dieser
zukiinftigen Materialien erweitert und gesteuert werden konnen. Hierzu muss einerseits
weiterfiihrend die biologische Vertraglichkeit der neuen Strukturen getestet werden und
andererseits ist eine Hochskalierung der selbstassemblierten hPNF zu 3D-Netzwerken
notig, um diese beispielsweise als Geriiststruktur fiir das Tissue-Engineering zu

verwenden. Dies wird Teil von zukiinftigen Arbeiten sein.
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A. Anhang

Tabelle A 1: Abschwachungskoeffizienten verschiedener Plasmaproteine

Protein €280 nm fUr 1 mg/ml bei 1 cm Strahlengang
Serum Albumin 0,53
Hamoglobin 0,65
Fibrinogen 1,51
Fibronektin 1,40
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Abbildung A 1: AFM-Hohenbild einer PE-EK-Oberfldche nach der HPF-Adsorption (0,5 ng/ml) aus CPL-Lésung
(pH = 9,2). Auf der PE-EK-Oberfldche wurden trinoduldr-stabformige HPF-Strukturen und kugelférmige HPF-
Strukturen beobachtet. Der Einschub rechts zeigt eine VergrifSerung des markierten Bereichs ohne und mit

einer Uberlagerung, die die trinodulér-stabférmigen HPF-Strukturen und deren Ausrichtung hervorhebt.
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Tabelle A 2: Charakteristische Raman-Banden von Porphyrin und ihre entsprechenden Zuordnungen.

Abkiirzungen: v, Valenzschwingung; 6, Deformationsschwingung

Ramanverschiebung [cm™| Lokale Position und Zuordnung Referenz

660 d(pyrrol)symmetric, V7 199

749 v(pyrrol breathing), vis 199, 176
1128 V(CoN), v 199, 176
1312 V(CyCp), vai 199, 176
1355 Fe?', v(pyrrol half-ring) symmetric, V4 176,177
1378 Fe*', v(pyrrol half-ring) symmetric, V4 176, 177
1545 V(CpCp), Vi1 199
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Abbildung A 2: TERS Charakterisierung von HSA-HGB-hPNF: TERS-Spektren, die entlang der markierten
Linie im AFM-Héhenbild der HSA-HGB-hPNF von Position 0 bis 49 (Schrittweite: 2,5 nm; Anregung bei 532
nm, Laserleistung 360 uW, Erfassungszeit 1 s) gesammelt wurden. In den gezeigten Spektren sind die
entsprechenden Markerbanden fiir Porphyrin (660 cm?, 749cm’, 1128 cm’l, 1312 cm,
1545 cm?) blau und fiir Fe?* (1355 cm™) und Fe3* (1378 cm1) rot markiert.

112



Hemoglobin alpha

1 ——— 19
Serum albumin 1 o0
Hemoglobin alpha ., ____________________ 19
Serum albumin €1 EDEVKLUN:VTEEA<TEVADE SRENEDKSHHTREG DKL TVATLRET YBEMADECAKOE B 120
Hemoglobin alpha -, 19
Serum albumin 2% s
Hemoglobin alpha ., _____________________________ B6E 8 ____ 30
Serum albumin 18t EAKRYKARE TECCOARDKAACELEXEDEERDEGKA S SAKQREKGAS BOK FGE[HAE KAl 240
Hemoglobin alpha . Aok 88l - - - oAl NEEH o HENAD AT 86
Serum albumin 24 S OF l:ccuGr DR F‘E G=NR 293
Hemoglobin alpha o, gififiid-vopndEkais JBARE BBRE B -~~~ -~ == === = === === mmmmm 119
Serum albumin 294  sldrbreCoErLEd e ENI Bs BARDEVE s K DY@ YRERK DYBEGH 353
Hemoglobin alpha -0 - 119
Serum a|bumin 354 FLYEYARRHRBDY SVWWELLREAKTYETTEEKCCARADPHE CYAKVEDEEK PLVEEPONEIR 413
Hemoglobin alpha ., ___________________ 119
Serum albumin 414 QNCELFEQLGE YKFONALLEVRY TKKVPOVS TRTEVEVSRNEGKVG SKECK HPE AKRMPCA 473
Hemoglobin alpha .., ___________ 119
Serum albumin 474 EDYLSUWWLNOLEVLHEKTBYSDRVTKEETE SEUNRRPCESALEVDET YUPKEENAETETE 533
Hemoglobin alpha .., . EignEdE kBT i s e - - - - 142
Serum albumin 53¢ : m-cm 593
Hemoglobin alpt!a 143 142
Serum albumin 594 609
Hemoglobin beta | 4
Serum albumin 1 54
Hemoglobin beta . o1
Serum albumin  ss 114
Hemoglobin beta .- - B 106
Serum albumin 113 KKYRYELARRHEBYEY 174
Hemoglobin be_ta 107 122
Serum albumin 175 234
Hemoglobin beta .- 122
Serum albumin 233 294
Hemoglobin beta - 122
Serum albumin 225 354
Hemoglobin beta -, 127
Serum albumin 355 41
Hemoglobin beFa 128 138
Serum albumin 415 474
Hemoglobin beta |, 147
Serum albumin 475 DYLSUWVENOLEVLHEXTPUSDRYTKEETESIMNRRPEESALEVDET YUBKE 534
Hemoglobin beta ,,. 147
Serum albumin 535 ADIETLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDEARERVEKCCKADDKETCFAE 594
Hemoglobin beta ,,. _______________ 147
Serum albumin 595 EGKELVAASQAALGL 609

Abbildung A 3: Vergleich von HSA-Aminosduresequenzen mit HGB-Alpha- und Beta-Domdnen. Dabei

"

sehr dhnlich; "

"o

bedeutet das "*" vollstindige Ubereinstimmung, ": dhnlich. Zusdtzlich sind alle dhnlichen

Aminosduren durch ein rotes Rechteck gekennzeichnet. Hydrophobe Aminosduren sind violett markiert.
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200.0 nm 300.0 nm

Abbildung A 4: Reprdsentative AFM-Héhenbilder von homogenen und heterogenen PNF hergestellt aus HFN
und/oder HPF. Die Fasern wurden mittels Selbstassemblierung in 80 Vol.% Ethanol bei 37°C tliber 4 Stunden

hergestellt. Die Nummer hinter HFN gibt dessen prozentualen Anteil im Proteingemisch der Ausgangslosung an.
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