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Die amphiphilen Eigenschaften von Spinnenseidenproteinen sind

entscheidend fiir ihr Verspinnen**

Josef H. Exler, Daniel Hiimmerich und Thomas Scheibel*

Wihrend der letzten 300 Millionen Jahre haben sich Spinnen
zu exzellenten Seidenproduzenten entwickelt. Im Unter-
schied zu Insekten wie dem Seidenspinner Bombyx mori
konnen Radnetzspinnen bis zu sieben unterschiedliche
Seiden in ebenso vielen Driisen fiir unterschiedliche Ein-
satzzwecke produzieren. Bisher wurden die Seiden aus der
groBen Ampullendriise (major ampullate silks, MAS) am
besten charakterisiert. Diese Seiden werden von den Rad-
netzspinnen als Rahmen und Speichen des Radnetzes sowie
als Abseilfaden zur Flucht vor Fressfeinden eingesetzt.!?!
MAS-Fiden bestehen aus zwei unterschiedlichen Proteinen;
sie haben hervorragende mechanische Eigenschaften, und
ihre Zahigkeit tibertrifft die von vielen synthetischen Fasern,
z.B. Kevlar. Da Spinnen ein ausgeprégtes Territorialverhalten
zeigen und zu Kannibalismus neigen, ist eine grof3 angelegte
Seidenfaserproduktion auf Spinnenfarmen nicht moglich.
Allerdings gelang durch die Fortschritte der letzten beiden
Jahrzehnte auf dem Gebiet der Molekularbiologie die bio-
technologische Herstellung von Spinnenseidenproteinen.
Da man Spinnenseidenfasern fiir unterschiedliche medizini-
sche und technische Anwendungen einsetzen konnte, werden
kiinstliche Spinnenseiden-Spinnprozesse von verschiedenen
Forschergruppen untersucht.'* Im Prinzip entspricht das
Verspinnen von Spinnenseiden einem Phaseniibergang von
einer Losung in einen festen Faden. Dieser Phaseniibergang
wird im Spinnkanal der Spinne durch eine Vielzahl von Pa-
rametern, darunter pH-Wert, Ionenstidrke und die Konzen-
tration lyotroper Ionen, chemisch initiiert.**

Wir haben eine biotechnologische Herstellungsmethode
entwickelt, die das genetisch konstruierte Spinnenseiden-
protein eADF3 hochrein (>99%) zuginglich macht. Die
Aminosduresequenz von eADF3 entspricht dem bekannten
Fragment von ADF3, einem der beiden MAS-Proteine der
Gartenkreuzspinne Araneus diadematus.!"® In dieser Studie
nutzten wir eADF3, um Details des Phaseniibergangs von der
Losung in den Faden zu untersuchen.

Seiner Aminosduresequenz zufolge ist eADF3 ein am-
phiphiles Protein (Abbildung 1) mit einem Molekulargewicht
MW von 106 kDa."**! Das Protein zeichnet sich durch einen
aminoterminalen Bereich mit sich wiederholenden Peptid-
motiven (1073 Aminosidurereste) sowie eine carboxytermi-
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Abbildung 1. Hydrophobie-Diagramm von eADF3. Durch die sich wie-
derholende Sequenz in der aminoterminalen Region ergibt sich ein
amphiphiles Muster mit alternierenden hydrophilen und hydrophoben
Bereichen. Auf der waagrechten Achse ist der Fortlauf der Aminosiure-
kette vom Amino- zum Carboxyterminus gezeigt. Je positiver der Hy-
drophobizititsindex ist, desto hydrophober ist die Aminosiureseiten-
kette. In einem gefalteten Protein nehmen hydrophobe Aminosiuren
haufig Positionen im Inneren ein, hydrophile Aminosauren befinden
sich an der Oberfliche der Proteinstruktur.

nale Domine (123 Aminosdurereste) ohne Sequenzwieder-
holungen (NR-Domiine) aus. Letztere ist fiir die Dimerisie-
rung des Proteins verantwortlich und enthilt das einzige
Cystein des Proteins, das intermolekulare Disulfidbriicken
bilden kann. Die einzige Moglichkeit, lyophilisiertes e ADF3
zu 16sen, besteht in der Zugabe starker Proteindenaturie-
rungsmitteln, z.B. Guanidiniumthiocyanat. In fritheren Ar-
beiten konnten wir zeigen, dass denaturiertes eADF3 nach
Dialyse gegen wissrige Puffer eine intrinsisch entfaltete Se-
kundirstruktur in der aminoterminalen Region und eine o-
helicale Struktur in der NR-Domine einnimmt (Abbil-
dung 2).1°

Interessanterweise fiihrt eine Dialyse zu einer Fliissig-
flussig-Phasentrennung von eADF3 (Abbildung 3 und Ab-
bildung 4). Eine der beiden Phasen weist eine Proteinkon-
zentration liber 1.4 mMm bei einer Viskositit von 7=
61.8 mPas auf (zum Vergleich: die Viskositdt von Olivenol
betrigt 7 =100 mPas). Diese hochdichte Phase besteht aus
nichtkovalent assoziierten eADF3-Oligomeren (MW >
30000 kDa, bestimmt mit dynamischer Lichtstreuung). Nach
Zugabe von Kaliumphosphat, einem natiirlichen Initiator der
Seidenaggregation, ist es moglich, B-Faltblatt-reiche Fiden
aus dieser Phase zu ziehen (Abbildung 3).

Die zweite Phase weist ausschlieflich dimeres Protein
(MW =212 kDa) mit Konzentrationen zwischen 150 und
200 uMm bei einer mit Wasser (5 =1.0 mPas) vergleichbaren
Viskositédt von 7 =1.6 mPas auf. Es war unméglich, aus dieser
Phase Faden zu erzeugen. Die Sekundirstruktur von eADF3
ist in beiden Phasen identisch (Abbildung 2), weswegen ver-
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Abbildung 2. Sekundirstrukturanalyse von eADF3. Fern-UV-CD-Spek-
tren beider Phasen von eADF3 wurden in 10 mm Tris/HCI, pH 8, bei
20°C aufgenommen. Die Spektren sind unabhingig von Verdiinnung
und oxidierenden oder reduzierenden Bedingungen. Idp: niedrigdichte
Phase; hdp: hochdichte Phase.

Abbildung 3. Phasentrennung von eADF3 nach Dialyse. Links sind
beide Phasen in einer 1-mL-Quarzkivette zu sehen: oben die niedrig-
dichte (Idp) und unten die hochdichte Phase (hdp). Die REM-Aufnah-
me im rechten Bildteil zeigt einen aus der hochdichten Phase gezoge-
nen Seidenfaden.

mutlich nicht eine Sekundirstrukturdnderung, sondern eine
Anderung im Oligomerisierungsgrad ausschlaggebend fiir die
Fadenbildung ist.

Die hohen Natriumchlorid-Konzentrationen® in den
Spinndriisen von Spinnen verhinderten in unseren Experi-
menten vollstidndig die Bildung von Oligomeren, da vermut-
lich hydrophile Wechselwirkungen zwischen den Spinnen-
seidenproteinen und dem Losungsmittel bevorzugt waren.
AufBlerdem konnen dadurch hydrophobe Wechselwirkungen
innerhalb der Seidenproteine geschwicht werden, was die
Flussig-flissig-Phasentrennung verhindert (Abbildung 4a).
In der Spinndriise von Spinnen existiert ausschlieBlich eine
einphasige Losung mit extrem hoher Proteinkonzentration
(bis 40% wi/v). Unsere Befunde erkldren, warum in Spinn-
driisen von Spinnen kein Fliissig-fest-Phaseniibergang statt-
findet, der fiir die Tiere fatale Folgen hitte. Trotz hochster
Proteinkonzentrationen in der Driise kann angenommen
werden, dass hohe Natriumchlorid-Konzentrationen die Bil-
dung von Seidenoligomeren, die entscheidend fiir die Fa-
denbildung sind, unterdriicken.” In unseren Experimenten
aggregierten die Seidenproteine sobald das Natriumchlorid
entfernt wurde. Ahnliches wurde in Spinnen beobachtet, in
denen die Natriumchlorid-Konzentrationen wihrend der
Passage der Seidenproteine durch den Spinnkanal stark ge-
senkt werden und somit wahrscheinlich die Seidenoligome-
risierung ausgelost wird.
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Abbildung 4. a) Konzentration der eADF3-Phasen nach Zugabe von
Natriumchlorid zum Dialysepuffer. Die Proteinkonzentration der hoch-
dichten Phase (>15% w/v) ist der in Spinndriisen gefundenen Kon-
zentration dhnlich. b) Einfluss von pH-Anderungen auf die Phasentren-
nung von eADF3 und eADF3-AC. nps: keine Phasentrennung; Idp:
niedrigdichte Phase; hdp: hochdichte Phase.

Neben Anderungen der Ionenzusammensetzung spielen
Anderungen des pH-Werts eine entscheidende Rolle fiir den
natiirlichen Spinnprozess. Bevor am Ende des Spinnkanals
Fiden gezogen werden, sinkt der pH-Wert auf 6.3.°) Wir
testeten die pH-Abhingigkeit der Phasentrennung und be-
obachteten eine Inhibition der Phasentrennung oberhalb
pH 8.5 (Abbildung 4b). Die Ursache dafiir ist vermutlich die
Deprotonierung der 51 normalerweise ungeladenen Tyrosin-
reste in e ADF3 bei pH > 9. Die anionischen Tyrosylate in
den hydrophoben Regionen erhohen die Hydrophilie und
schwichen hydrophobe Wechselwirkungen, was vermutlich
die Proteinoligomerisierung unterdriickt. Uber die Natrium-
chlorid-Konzentration und den pH-Wert lasst sich also die
Seidenoligomerisierung und somit die Fadenbildung steuern.

Um den Einfluss der NR-Dimerisierungsdoméne zu un-
tersuchen, verglichen wir eADF3 mit der monomeren Dele-
tionsmutante e ADF3-AC (MW =95 kDa). Dabei zeigte sich,
dass die Fliissig-fliissig-Phasentrennung auch ohne NR-
Domine stattfindet. Die beiden Phasen von eADF3-AC
hatten bei allen getesteten pH-Werten unterhalb 8.5 Prote-
inkonzentrationen und MWs wie die Phasen von e ADF3 bei
pH 1 (Abbildung 4b und Hintergrundinformationen). Dies
zeigt, dass die NR-Doméne nicht essenziell fiir die Phasen-
trennung ist, diese aber verstarken kann. Vermutlich beruht
der Einfluss der NR-Doméne auf den Glutaminsdure- und
Asparaginsdureresten, die im Sauren ionisiert vorliegen und
somit die Nettoladung des Proteins verdndern. Offensichtlich
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fiihrt diese Nettoladung zu einem verringerten Oligomeri-
sierungspotenzial und zu niedrigeren Proteinkonzentrationen
in der hochdichten Phase. Dieser Befund erklirt die frithere
Beobachtung, dass NR-Doménen maf3geblich die Loslichkeit
der Spinnenseidenproteine beeinflussen.®!

Die NR-Domiéne ist entscheidend fiir die untere kritische
Entmischungstemperatur (LCST) von eADF3. Im Unter-
schied zu der entsprechenden Phase von e ADF3-AC zeigt die
niedrigdichte Phase von eADF3 ein vollstdndig reversibles
LCST-Verhalten mit einem Ubergangspunkt von 25.4°C
(Abbildung 5), der von Proteinkonzentration und Ionenstar-
ke abhéngig ist.
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Abbildung 5. LCST-Verhalten der niedrigdichten Phasen von eADF3

und eADF3-AC bei einer Konzentration von 50 um. Das LCST-Verhal-
ten wurde durch Triibungsmessung bei 600 nm sowie mit DSC (nur
fiir eADF3 gezeigt) bestimmt. Die LCST von eADF3 liegt bei 25.4°C.

Es kann gefolgert werden, dass die beobachtete Fliissig-
fliissig-Phasentrennung der rekombinanten Spinnenseiden-
proteine einen physiologisch relevanten Oligomerisierungs-
prozess widerspiegelt, wobei die beobachtete hochdichte
Phase Eigenschaften aufweist, wie sie auch in der Spinnldsung
der Spinne gefunden wurden. Die Phasentrennung beruht auf
dem amphiphilen Charakter der grofen aminoterminalen
Region (mit sich wiederholenden Peptidmotiven), wihrend
die NR-Domine diese Eigenschaften verstdrkt und zusitzlich
das LCST-Verhalten der Proteine steuert. Die hier vorge-
stellten Ergebnisse bilden eine Grundlage, um einen effekti-
ven Spinnprozess fiir rekombinante Spinnenseidenproteine
zu etablieren.

Experimentelles

Konstruktion von eADF3 und e ADF3-AC: Die Aminosduresequenz
von eADF3 beruht auf der natiirlichen Sequenz von ADF3 aus
Araneus diadematus. Sequenzwiederholungselemente von ADF3
zeigen ein Polyalanin-reiches Motiv, das A genannt wurde (Sequenz:
GPYGPGASAAAAAAGGYGPGSGQQ), und ein Glutamin- und Glycin-
reiches Motiv, das Q genannt wurde (Sequenz: GPGQQGP-
GQQOGPGQQGPGQQ), sowie einen Carboxyterminus, der nicht aus sich
wiederholenden Sequenzen aufgebaut ist und als NR bezeichnet
wurde (Sequenz: ASAAVSVGGYGPQSSSAPVASAAASRLSSPAAS-
SRVSSAVSSLVSSGPTNQAALSNTISSVVSQVSASNPGLSGCDVLVQAL-
LEWSALVSILGSSSIGQINYGASAQYTQMVGQSVAQALAG). Durch
einen von uns entwickelten molekularbiologischen Proteinkonstruk-
tionsansatz gelingt die beliebige Kombination und Multimerisierung
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der beschriebenen kurzen Einzelmotive. Auf diese Weise konnten
Gene fiir zwei Proteine konstruiert werden: Ein Protein, e ADF3-AC,
besteht aus 24 Wiederholungen der beiden Motive A und Q ((AQ),4),
und das zweite, eADF3, enthilt zusétzlich die NR-Domine.[®!
Dialyse: Die gereinigten Proteine wurden zur Lagerung lyophi-
lisiert. Die lyophilisierten Proteine wurden in einer Konzentration
von 500 um mithilfe von 6 M Guanidiniumthiocyanat gelost und an-
schlieBend gegen 10mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan/HCI,
pH 8, bei 4°C mit Membranen einer Ausschlussgrofie von 6000-8000
Dalton (Spectrum Laboratories, Rancho Dominguez, USA) dialy-
siert. Die Proteinphasen wurden getrennt bei 4°C gelagert. Als
Kontrolle wurden andere Puffer mit identischem pH eingesetzt:

pH Puffer

1.0 HClI

5.0 10 mm Citrat/HCl

7.0 10 mm 2-Morpholino-Ethansulfonsdure/NaOH

8.0 10 mm Tris/HCI

8.5 10 mm Tris/HCI (Kontrolle: 10 mm Ethanolamin/HCIl)

9.0 10 mm Ethanolamin/HCI (Kontrolle: 10 mm Glycin/NaOH)
10.0 10 mm NaHCO;/Na,HCO; (Kontrolle: 10 mm Glycin/NaOH)

Die Proteinkonzentrationen wurden mit UV-Absorption in
einem Cary-100-Spektrophotometer (Varian Medical Systems, Palo
Alto, USA) unter Zuhilfenahme der molaren Extinktionskoeffizien-
ten von eADF3 (75990M 'cm™') und eADF3-AC (71520m 'em™)
bei 280 nm und 20°C bestimmt.

Fern-UV-Circulardichroismus(CD)-Spektren wurden mit einem
Jasco-715-Spektropolarimeter (GroB-Umstadt, Deutschland) aufge-
zeichnet. Alle Spektren wurden bei einer Proteinkonzentration von
1.5 um in 10 mm Tris/HCI, pH 8, in einer 0.1-cm-Quarzkiivette bei
20°C aufgenommen. Kontrollexperimente, bei denen die unver-
diinnten Proben in einer 0.01-cm-Quarzkiivette eingesetzt wurden,
fiihrten zu identischen Spektren.

Untersuchung der unteren kritischen Entmischungstemperatur
(LCST) durch Tritbungsmessung: Die Triibung der niedrigdichten
e ADF3- und e ADF3-AC-Phase (Konzentration jeweils 50 um) wurde
gemessen, wihrend die Temperatur in 1-K-Schritten erhoht wurde.
Die optischen Dichten bei 600 nm wurden kontinuierlich mit einem
Cary-100-Spektrophotometer aufgenommen. Die maximale Ab-
sorption von eADF3 wurde auf 100 % normiert.

LCST-Untersuchung durch dynamische Differenzkalorimetrie
(DSC): Alle DSC-Messungen wurden mit einem VP-DSC-MicroCa-
lorimeter (MicroCal, Northampton, USA) bei einer Proteinkonzen-
tration von 50 pm in 10 mM Tris/HCl, pH 8, und einer Heizge-
schwindigkeit von 20 Kh™" durchgefiihrt.

Herstellung von Seidenfiaden: 10 uL jeder e ADF3-Phase wurden
S min in 0.5M Kaliumphosphat, pH 8, inkubiert. Mit einer Pinzette
konnten danach nur aus der hochdichten Phase Fidden gezogen
werden.

Rasterelektronenmikroskopie (REM): Seidenfidden wurden auf
Thermanox-Plastikobjekttridgern (Nalge Nunc, USA) immobilisiert,
durch Sputtern im Vakuum mit Gold beschichtet und mit einem JSM-
5900-LV-REM (JEOL Ltd., Japan) bei 20 kV analysiert.
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