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Spinnenseide

Die Proteinfaser Spinnenseide ist hinsichtlich ihrer Materialeigen-
schaften anderen natiirlichen und vielen synthetischen Fasern iiberle-
gen. In der Natur beruht die Bildung einer festen Faser aus einem
loslichen Spinnenseidenprotein auf komplexen biochemischen und
physikalischen Prozessen, die in spezialisierten Spinnorganen ablau-
fen. In diesem Aufsatz wird der natiirliche Prozess der Seidenher-
stellung ausgehend von der Gentranskription iiber die Proteinverar-
beitung bis hin zur abschlieffenden Faserbildung vorgestellt; ebenso
kommen technische Verfahren zur Seidenverspinnung zur Sprache.
In-vivo- und In-vitro-Befunde auf dem Gebiet der Spinnenseidenfor-
schung bilden die Grundlage fiir die Gestaltung neuer Proteine und
Verarbeitungsstrategien, die die Anwendung dieser faszinierenden
proteinosen Materialien in der Technik und der Medizin ermoglichen

konnen.

1. Einleitung

Spinnenseide wurde vom Menschen als Material genutzt,
lange bevor sie in den Fokus der Forschung riickte. Im antiken
Griechenland wurden blutende Wunden mit natiirlichen
Spinnennetzen abgedichtet, und in Australasien wurden
Spinnenseidenfiden oder vollstindige Spinnennetze zum Fi-
schen verwendet. In neuerer Zeit wurde Spinnenseide auch
fiir militarische Zwecke, besonders fiir den Bau von Faden-
kreuzen, verwendet.'!l Diese Vielseitigkeit der Anwendungen
von Spinnenseide beruht auf ihrer, im Vergleich zu anderen
verfiigbaren Materialien, dulerst hohen mechanischen Sta-
bilitdt sowie auf der Biokompatibilitidt, Glattheit und Diinn-
heit der Seidenfiaden.

Im Unterschied zu anderen Gliedertieren koénnen Spin-
nen eine Vielfalt verschiedener Seiden mit unterschiedlichen
Eigenschaften produzieren. Weibliche Radnetzspinnen
(ecribellate Spinnen) nutzen bis zu sechs verschiedene Seiden
sowie einen seidendhnlichen Klebstoff, die alle in speziali-
sierten Driisen produziert werden und so mafigeschneidert
sind, dass sie eine ganz bestimmte Aufgabe erfiillen konnen
(Abbildung 1 und Tabelle 1).>3

Der Rahmen und die Speichen eines Radnetzes werden
vom Abseilfaden der Spinne gebildet, dessen Hauptbe-
standteile die Spidroine der groBen Ampullendriise (Major
Ampullate Spidroins, MAS) sind, von denen es normaler-

Abbildung 1. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Spinnen-
seide, entnommen aus einem Netz einer Gartenkreuzspinne (A. dia-
dematus).
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weise zwei Varianten gibt. Der Abseilfaden hat die grofte
Ziahigkeit aller Seidenarten und gewdihrleistet dementspre-
chend die Aufrechterhaltung der Form und die Stabilitit des
Netzes und dient der Spinne als Rettungsleine. Die Fangspi-
ralseide, die so gestaltet ist, dass sie die kinetische Energie
auftreffender Beute besonders gut dissipieren kann, besteht
nur aus einer einzelnen Flagelliformseidenproteinvariante.”!
Da die Flagelliformseide an sich nicht klebrig ist, erhélt die
Fangspirale ecribellater Spinnen eine zusétzliche klebrige
Beschichtung, die von der Aggregatseidendriise sekretiert
wird, um die gefangene Beute im Netz zu halten.”! Bei der
Fangspiralkonstruktion verwendet die Radnetzspinne zuerst
Seidenproteine, die in der kleinen Ampullendriise produziert
werden (Minor Ampullate Spidroins, MIS), um eine Hilfs-
spirale zu formen, die als Geriist und als Vorlage fiir die
Gestaltung der Fangspirale dient.!”! Um die verschiedenen
Seidenarten miteinander zu verbinden und um das Netz am
Untergrund zu befestigen, verwenden Spinnen einen ,,Be-
festigungszement®, ein Seidenprotein, das aus der Piriform-
driise stammt.”) Andere Seiden werden genutzt, um den ei-
genen Nachwuchs zu schiitzen, wobei die seidene Eihiille aus
zwei verschiedenen Seiden besteht. Die Seiden der tubuli-
formen (zylindrischen) Driise bilden eine harte Schale, die
der Eihiille Struktur und Stabilitdt verleiht und so den
Nachwuchs der Spinne vor Verletzungen schiitzt. Die Acini-
formseide wird oft als weiche innere Schicht der Eihiille (so
fiir zusétzlichen Schutz sorgend) oder zum Einwickeln der
gefangenen Beute verwendet.!

In den 1950er Jahren begannen sich Materialwissen-
schaftler fiir die Spinnenseide (insbesondere fiir den Abseil-
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die sieben von der weiblichen Gartenkreuzspinne Araneus diadematus produzierten Seiden.

Seide Herkunft

mechanische Daten

Sequenzdaten

Struktur- und Abseilfaden grofle Ampullendriise

Hilfsspiralfaden kleine Ampullendriise
Flagelliformdriise

Fangspirale (Flagelliformseide)

Tubuliform
(zylindrische) Driise

harte duflere Eihdille

weiche innere Eihiillenbeschichtung Aciniformdriise

und Verpackungsseide

Befestigungszement Piriformdriise

wissrige, klebrige Beschichtung Aggregatdriise

Festigkeit: 1.1 GPaP
Dehnbarkeit: 27 %"
Zihigkeit: 180 Mjm P!

nicht bekannt
Dehnbarkeit: 300%"!
Zahigkeit: 150 Mjm—*F!
nicht bekannt
Festigkeit: ca. 0.7 GPal
Dehnbarkeit: 86 %"
Zihigkeit: 250 Mjm—F

nicht bekannt

partielle Sequenz von
Araneus diadematus und
Nephila clavipes,
Volllangensequenz von
Latrodectus Hesperus®

partielle Sequenz von
Nephila clavipes

partielle Sequenz von
Nephila clavipes

partielle Sequenz von
Latrodectus hesperus

partielle Sequenz von
Araneus diadematus und

Argiope trifasciata

nicht bekannt

nicht bekannt Zusammensetzung der Nieder-
molekulargewichtskomponen-
ten fiir araneoide Spinnen,?!
Isolierung zweier cDNAs von

Latrodectus hesperus''®™

[a] Daten von Argiope trifasciata.

faden) zu interessieren, da ihre spezifischen mechanischen
Eigenschaften jene der meisten anderen natiirlichen und
kiinstlichen Fasern iibertreffen.”! Alle bekannten Daten fiir
den Abseilfaden von Araneus diadematus sind in Tabelle 2
denjenigen von anderen Fasermaterialien sowie von Stahl
und Kupfer gegeniibergestellt.

Der Abseilfaden ist etwa fiinfmal zdher als Stahl (ge-
wichtsbezogen) und sogar dreimal zdher als kiinstliche Fasern
wie Kevlar 49.1°'2 Uber seine ,,klassischen“ mechanischen
Eigenschaften hinaus zeichnet sich der Abseilfaden auch
durch die Fahigkeit zur Superkontraktion aus. Sobald ein
natiirlicher Abseilfaden in Kontakt mit Wasser kommt oder
einer relativen Luftfeuchtigkeit von iiber 60% ausgesetzt
wird, beginnt er radial anzuschwellen, wobei sein Durch-
messer um bis zu 50% zu- und seine Lédnge entsprechend
abnimmt.®% In der Natur wird diese charakteristische Fi-
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genschaft durch eine Umorientierung der Wasserstoffbriicken
zwischen den Spinnenseidenproteinen wihrend der Wasser-
aufnahme ermoglicht;**77 dabei wird der Faden plastiziert,
wodurch sich seine mechanischen Eigenschaften verédn-
dern.™ Auf diese Weise konnen ,,erschlaffte“ Seidenfiden
eines Netzes durch den Morgentau ,,erneuert” werden, und
das Netz erlangt so seine Stabilitiit zuriick."""! Interessan-
terweise findet die Superkontraktion von Spinnenseide unter
physiologischen Temperaturen statt, wiahrend bei kiinstlichen
Fasern im Allgemeinen hohe Prozesstemperaturen oder har-
sche Losungsmittelbedingungen (z.B. Hexafluor-2-propanol
oder andere Alkohole) erforderlich sind.'® Dariiber hinaus
hat Spinnenseide auch ein Torsionsformgedéchtnis, das es
dem Abseilfaden nach erfolgter Verdrillung ermoglicht, nur
geringfiigig zu oszillieren und somit seine urspriingliche Form
vollstindig wiederzuerlangen.”?!) Dank dieser einzigartigen
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hergestellten Seidenmaterialien.

Angew. Chem. 2009, 121, 3638 —3650


http://www.angewandte.de

Spinnenseide

Angewandte

Tabelle 2: Vergleich der mechanischen Eigenschaften des Abseilfadens von Araneus diadematus mit denen anderer natiirlicher und kiinstlicher

Materialien.?!

Material Dichte  Zugfestigkeit Steifigkeit Dehnbarkeit ZZzhigkeit spezielle Eigenschaften
[gem™] [GPa] [GPa] [%] [MJm™
Araneus-diadematus- 1.3 1.1 10 27 180 Torsions-Formgedichtnis — ohne externe Anregung; reversi-
Seide (Abseilfaden) ble Superkontraktion (bis zu 50% der Originallinge)
Bombyx-mori-Seide 1.3 0.6 7 18 70 Verfugbarkeit (Seidenspinnerzucht)
(Kokon)
Elastin 13 0.002 0.001 15 2 Formgedichtnis
Nylon 6.6 1.1 0.95 5 18 80 hoher Hitze- und Reibungswiderstand!'®
Kevlar 49 1.4 3.6 130 2.7 50 hohe Festigkeit bezogen auf das Gewicht!"®
Stahl 7.8 1.5 200 0.8 6 Vielfiltigkeit (legieren, hirten)
Kupfer (weich) 8.9 0.2 120 40 - aufergewshnliche elektrische Leitfahigkeit
Wolle (bei 13 0.2 0.5 5 60 ca. 40% Wasseraufnahme bis sich Wolle nass anfiihlt, hohe
100% LF)® Entflammungstemperatur
Carbonfaser 1.8 4 300 1.3 25 hohe Festigkeit bezogen auf das Gewicht

[a] Falls nicht anders aufgefiihrt, stammen samtliche Werte aus Lit. [101]. [b] LF: Luftfeuchtigkeit.

Eigenschaft konnen sich Spinnen in Gefahrensituationen
mithilfe des Abseilfadens als Rettungsleine schnell fallen
lassen.

Die faszinierenden Eigenschaften von Spinnenseiden
haben das Interesse von Wissenschaftlern an den molekula-
ren Bausteinen der Spinnenseide (hauptsichlich der Protei-
ne), an den Vorgingen bei der Assemblierung der Spinnen-
seidenproteine sowie am Faserspinnverfahren geweckt, alles
mit dem Ziel, Spinnenseide fiir technische Zwecke nutzbar zu
machen.

In diesem Aufsatz werden wir iiber die sehr komplexen
Prozesse von der Verarbeitung der genetischen Information
bis hin zur Prozessierung zum festen Seidenfaden berichten.
In jedem Abschnitt werden In-vivo-Prozesse mit In-vitro-
Beobachtungen verglichen, um so eine Grundlage fiir die
Herstellung kiinstlicher Spinnenseidenfasern fiir zukiinftige
technische Anwendungen zu schaffen.

2. Seidenproduktion: vom Gen zum Protein
2.1. Proteinsekretion in den Spinndriisen

Spinnenseidenproteine werden durch verschiedene Gene
kodiert, die fast ausschlieBlich einer einzigen Genfamilie
angehoren.>?! Angehorige dieser Gensuperfamilie zeigen
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Universitit Regensburg und habilitierte an
der Technischen Universitit Miinchen. Er
war ein Forschungsstipendiat der Kemper
Foundation und der DFG an der University
of Chicago (USA). 2004 erhielt er den Junior
Scientist Award des Kompetenzzentrums fiir
Neue Materialien. Zusammen mit einem
Journalisten gewann er 2005 den Promega-
Preis ,, Hauptsache Biologie“. Er erhielt 2006
: : den Bionik-Preis des BMBF und gewann
2007 dessen ,,Innovatlon aus der Natur-Wettbewerb“. 2007 wurde ihm
die Heinz-Maier-Leibnitz Medaille zuerkannt und 2008 der Karl-Heinz
Beckurts Preis.
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dhnliche molekulare Charakteristika, z. B. eine hochrepetitive
Kernsequenz, die aus hintereinander angeordneten Konsen-
susmotiven besteht, flankiert von zwei nichtrepetitiven ter-
minalen Regionen. Die Organisation der Genloci kann sich
jedoch stark unterscheiden, wie aus den verschiedenen
Spinnenseidengensequenzen ersichtlich wird. Wihrend die
vollstdandig entschliisselten Spidroine 1 und 2 der groflen
Ampullendriise (MaSpl und MaSp2) des Abseilfadens der
Schwarzen Witwe (Latrodectus hesperus) jeweils durch ein-
zelne Exons kodiert sind, die 9390 bzw. 11340 Basenpaare
umfassen,” wird die genetische Information des (nicht voll-
standig, aber in weiten Teilen entschliisselten) Flagelliform-
Spinnenseidenproteins der Goldenen Radnetzspinne Nephila
clavipes wahrscheinlich auf 13 Exons aufgeteilt, die durch
hochkonservierte Introns voneinander getrennt sind.?”)

Die Transkription bestimmter Spinnenseidengene kann
zu unterschiedlichen Versionen der gleichen Spidroine (zu so
genannten Isoformen) fithren, da alternative Startkodons in
der 5-Region vorliegen.®® In Spinnenseidengenen mit
Intron-Exon-Struktur miissen dariiber hinaus unprozessierte
mRNAs (die noch transkribierte Introns enthalten) vor der
Translation prozessiert werden. Die Translation der geneti-
schen Information in die Aminosduresequenz eines Spin-
nenseidenproteins findet in grofen, sdulenartigen Endothel-
zellen statt, die im obersten Teil der Spinnendriise in einer
linglichen, breiter werdenden, gewundenen Region liegen.””!
Diese Zellen enthalten ein ausgepriagtes Endoplasmatisches
Retikulum (ER) und eine groBe Zahl an sekretorischen
Vesikeln.”*?! Im Fall des Abseilfadens folgt auf die Expres-
sion der entsprechenden Gene in den Epithelzellen die Se-
kretion von MaSp1 und MaSp2. Diese Spinnenseidenproteine
zeigen im Allgemeinen eine hochrepetitive Kernsequenz aus
bestimmten Konsensusmotiven. Alaninreiche Regionen (A,
oder (GA),; mit G fiir Glycin), GPGXX (P fiir Prolin, X oft
Glutamin) und GGX sind die Konsensusmotive der Kernre-
gion der Spidroine der grofen Ampullendriise,"”! die unter
den Radnetzspinnen seit 125 Millionen Jahren hochkonser-
viert sind.’”) Wegen der ausgeprigten Wiederholung der
kurzen Konsensusmotive weisen Spinnenseidenproteine im
Vergleich zu den meisten anderen Proteinen einen unge-
wohnlich hohen Anteil der fiinf Aminosduren Glycin, Glut-
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Abbildung 2. a) Gehalt der finf hiufigsten Aminosiuren Glycin (Gly),
Glutamin (Gln), Alanin (Ala), Prolin (Pro) und Serin (Ser) in dem be-
kannten Fragment von Spidroin 3 der groflen Ampullendriise (ADF-3)
von Araneus diadematus im Vergleich zum intrazelluldren $-Actin, dem
extrazellularen globularen Rinderserumalbumin (BSA) und der Himo-
globin-a-Untereinheit sowie dem fibrilldren extrazellularen Kollagen
Typ | (a1-Untereinheit). b) Vergleich dieser fiinf Proteine hinsichtlich
der gesamten Aminosiurezusammensetzung, gegliedert nach ihren
chemischen Charakteristika, basierend auf den publizierten Sequen-
zen: U47855 (ADF-3), NP 001092 (B-Aktin), NP 851335 (BSA), P69905
(Hamoglobin-a-Untereinheit) und NM 000088 (Kollagen Typ I, al).

amin, Alanin, Prolin und Serin auf (Abbildung2a). Die
Kernregion ist von nichtrepetitiven carboxy-*"*?! und ami-
noterminalen® Sequenzen flankiert, die ebenfalls konser-
viert sind. Das Molekulargewicht der Proteine des Abseilfa-
dens liegt Schitzungen zufolge im Bereich von 250 bis
350 kDa.""* Die starke Konservierung der Konsensusmotive
und (wenn auch zu einem geringeren Mafe) der Termini
sowie der ungewohnlich hohe Anteil unpolarer wie auch
polarer Aminosduren in Verbindung mit einem sehr niedri-
gen Anteil an geladenen (sauren oder basischen) Amino-
sduren (Abbildung 2b) fiihrt zu dem Schluss, dass die Pri-
marstruktur der Seide eine bedeutende Rolle sowohl beim
Prozess der Faseraufbildung als auch in Bezug auf die cha-
rakteristischen Eigenschaften des Fadens spielt. Der auf3er-
gewohnlich niedrige Gehalt an geladenen Aminoséduren und
der sehr hohe Anteil an Glutamin unterscheiden Spinnen-
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seide zusatzlich von den meisten anderen extrazelluldren und
Strukturproteinen wie Kollagen.

Die Sekundirstruktur der sekretierten MAS entspricht
der eines nativ-entfalteten Proteins, da sie vornehmlich aus
Random-Coil-Strukturen und Polyprolin-II-Helix-dhnlichen
Strukturen besteht.’* Man geht davon aus, dass die Poly-
prolin-II-Helix-dhnlichen Regionen die Loslichkeit der MAS
in der Spinnlosung selbst bei Konzentrationen bis zu 50 Gew.-
% aufrechthalten, indem sie die Bildung intramolekularer
Wasserstoffbriicken verhindern, da sie Wasserstoffbriicken
zwischen Seitenketten und Losungsmittelmolekiilen begiins-
tigen.* Interessanterweise sind die Polyprolin-II-Helices der
MAS wegen ihrer charakteristischen Diederwinkel in der
Lage, sich thermodynamisch leicht in eine [3-Faltblattstruktur
umzuwandeln, was ein wichtiger Aspekt fiir den Spinnprozess
ist.*

Nach der Sekretion bilden die MAS offensichtlich trop-
fendhnliche Strukturen aus eng hexagonal-sdulenartig ge-
packten Spinnenseidenproteinen in der Driise.''?] Die
hochkonzentrierten und l6slich gespeicherten Spinnensei-
denproteine werden durch komplexe Prozesse so verdndert,
dass am Ende ein fester Seidenfaden resultiert.

2.2. Die biotechnologische Herstellung von Spinnenseide

Fir mogliche Anwendungen der Spinnenseide als Hoch-
leistungsmaterial ist die kostengiinstige Herstellung von
Spinnenseidenproteinen in ausreichender Menge entschei-
dend. Da die Haltung von Spinnen in einer Farm wegen deren
Territorialverhalten und Kannibalismus nicht moglich ist,>
bietet die biotechnologische Herstellung der Spinnenseide
eine vielversprechende Alternative. Wissenschaftler haben
daher intensiv an der Entwicklung von Klonierungs- und
Herstellungsstrategien gearbeitet. Das grofSite Hindernis war
hierbei die Tatsache, dass mit der Polymerasekettenreaktion
(PCR) keine verldssliche Amplifizierung repetitiver Se-
quenzen moglich ist. Die repetitive Struktur der Seidengene
ist zudem eine Hiirde bei der Suche nach geeigneten Ex-
pressionswirten. Der Einsatz ,,moderner* biotechnologischer
Verfahren war notwendig, um Spinnenseiden-dhnliche Gene
und passende Wirtsorganismen fiir die Proteinherstellung zu
entwickeln.’”) Ein Wirt muss die genetische Stabilitit der
transgenen Sequenz sicherstellen und die repetitiven
mRNAs, die oft zur Bildung ausgepréigter Sekundirstruktu-
ren neigen, verarbeiten konnen. Des Weiteren werden wih-
rend der Induktion die tRNA- und Aminosédurevorrite der
Zelle wegen des iiberproportional hohen Anteils von Glycin,
Glutamin, Alanin, Prolin und Serin schnell aufgebraucht
(Abbildung 2a). Um die genannten Schwierigkeiten zu um-
gehen, wurden Spinnenseidenproteine in genetisch verin-
derten Bakterien,?®*? Hefen,***! Pflanzen,*% Insekten-1*7)
und Siugerzellen® sowie in transgenen Tieren*” hergestellt.
Jeder dieser Wirtsorganismen bietet gewisse Vor-, aber auch
Nachteile (Tabelle 3).

Hinsichtlich des Gendesigns wurden verschiedene An-
sitze verfolgt.1%38:40:46.48.0-21 Unter anderem entwickelte
unsere Gruppe ein Klonierungssystem, das die Bildung
kiinstlicher Spinnenseidengene durch eine nahtlose Ver-
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Tabelle 3: Wirtsorganismen fiir die rekombinante Produktion von Spinnenseidenproteinen.

Angewandte

Wirtsorganismus

Seide

Spinnel! Vorteile

Nachteile

Bakterien:
Escherichia coli

(B- und K12-Deriva-
te)[3342,53]

Hefe:
Pichia pastoris'*®*!

Pflanzen:
Arabidopsis thaliana
Solanum tuberosum
(Kartoffel)t#*4€l
Nicotiana (Tabak)!*>*l

[44]

Insektenzellen:
Bombyx-mori-Zellen®"!
Spodoptera-frugiperda-Zellen
(sf9, sf21)7

tierische Zellen:
Babyhamsternieren (BHK)-
Zellen*®
Rinder-Mammaepithel-
alveolar(MAC)-Zellen!*®!

transgene Tiere:
BELE-Ziegen®
Mus musculus®

verschiedene kiinstlich N.c.

erzeugte Spinnensei-  A.d.
denproteine

kiinstlich erzeugte n.e.
MAS

MAS und abgeleitete  N.c.

Proteine

Flagelliformseide, N.c.

MAS (aus cDNA) und  A.d.
mutierte Fragmente
davon

MAS-cDNA-Sequen- N.c.

zen und deren Varia-  A.d.
tionen

Untereinheiten von n.e.
Seidenmolekiilen,
kiinstliche erzeugte

MAS

leicht handzuhabendes Expressions-
system — leicht manipulierbar —
schnelles Wachstum — leicht hochska-
lierbar — kostengiinstige Fermentation

leicht hochskalierbar — kostengiinstige
Fermentation — Produktion gréferer
Seidenproteine in Eukaryoten moglich
— kein vorzeitiges Translationsende —
posttranslationale Modifizierungen
mdglich — Méglichkeit sekretierter Pro-
teinproduktion, Erzielung héherer Pro-
teinausbeuten

nur 10-50% der Kosten einer Bakteri-
enfermentation — leicht hochskalierbar
— stabile Produktion groRer Spidroine —
posttranslationale Modifizierungen
moglich

unter allen verwendeten Expressions-
systemen sind Insekten phylogenetisch
am engsten mit Spinnen verwandt —
Produktion gréRerer Seidenproteine in
Eukaryoten méglich — Verfiigbarkeit
geeigneter kommerzieller Zellkultur-
systeme — kein translationales Pausie-
ren — hohere Produkthomogenitit —
Mdoglichkeit sekretierter Proteinpro-
duktion, Erzielung héherer Proteinaus-
beuten — posttranslationale Modifizie-
rungen méglich — fermentierbare Zell-
kulturen — Biomassenproduktion im
Grofdmafistab

Produktion gréRerer Seidenproteine in
Eukaryoten méglich — Méglichkeit se-
kretierter Proteinproduktion, Erzielung
hoherer Proteinausbeuten

Produktion gréferer Seidenproteine in
Eukaryoten méglich — posttranslatio-
nale Modifizierungen méglich — Protein
wird in Milch oder Urin sekretiert, was
hohe Proteinausbeuten erméglicht —
konstitutive Produktion von Seiden-
proteinen — Produktion und Sekretion
dauern wihrend Laktation (Milch) bzw.
Lebenszeit (Urin) der transgenen Tiere
an

Nucleotidsequenzen miissen der pro-
karyotischen Kodonverwendung ange-
passt werden — schlechte Produktion
gréRerer Spidroine — genetische Insta-
bilitat repetitiver Nucleotidsequenzen
(Deletionen, Insertionen) — vorzeitiges
Translationsende — Produktinhomo-
genitat

multiple Geninsertionen kénnen auf-
treten — Produktinhomogenitit — Ex-
pressionseffizienz sinkt mit steigender
Gengrofe

genetische Manipulation schwieriger
als in Bakterien — lingere Generations-
zeiten — groRflachiger Freilandanbau
kann rechtliche Bedenken auslésen

zeitaufwindig wegen lingerer Genera-
tionszeiten verglichen mit Bakterien
und wegen komplizierterer Klonie-
rungsprozeduren — zytosolische Pro-
duktion bestimmter Spinnenseiden-
proteine fiihrte zu Proteinaggregation
— anschlieflende Renaturierung ver-
ringert die Proteinausbeuten

schnelle Erschépfung des tRNA-Vorrats
wegen der einseitigen Aminosaurenzu-
sammensetzung der Spinnenseiden-
proteine — translationales Pausieren
resultiert in heterogener Proteinpro-
duktion — zeitaufwindig wegen langerer
Generationszeiten verglichen mit Bak-
terien und wegen komplizierteren Klo-
nierungsprozeduren

Erzeugung transgener Sauger ist zeit-
aufwindig — Trennung von Spinnen-
seidenproteinen und Milchkaseinen
wihrend der Reinigung ist schwierig —
Erzeugung transgener Tiere kénnte
ethische/rechtliche Bedenken auslésen
— Miuse produzieren nur geringe
Mengen an Milch, der Melkvorgang
kann schwierig sein

[a] N.c.: Nephila clavipes (Goldene Radnetzspinne); A.d.: Araneus diadematus (Gartenkreuzspinne); n.e.: wird in der zitierten Publikation nicht erwihnt.

[b] Die Methode ist patentiert fur Sduger im Allgemeinen.
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kniipfung Festphasen-synthetisierter Oligonucleotide er-
moglicht.”™ Diese Methode erlaubt nicht nur die Nachah-
mung der modularen Anordnung der Konsensusmotive der
Spinnenseide, sondern auch die Anpassung der Gen-Triplett-
Kodons an die Bediirfnisse des gewiinschten Expressionsor-
ganismus. Mithilfe dieses Systems konnten wir eine Vielzahl
an rekombinanten Spinnenseidenproteinen, die auf den Se-
quenzen der Proteine des Abseilfadens von Araneus dia-
dematus und des Flagelliformseidenproteins von Nephila
clavipes beruhen, sowohl in Bakterien als auch in Insekten-
zellen herstellen "

3. Der Assemblierungsprozess von Seidenproteinen:
Konformationsédnderung und Phasentrennung

Die Proteine des Abseilfadens werden in der grof3en
Ampullendriise gespeichert, bis sie in eine Faser verarbeitet
werden. Wihrend des natiirlichen Spinnprozesses werden die
Proteine durch die Driise befordert (Abbildung 3), wobei sie
biochemischen Veridnderungen sowie Elongations- und
Scherkriften ausgesetzt sind.

Die biochemischen und physikalischen Verdnderungen
werden von einer Fliissig-fliissig-Phasentrennung begleitet,
gefolgt von einem Fliissig-fest-Phasentibergang, der in einem
noch unfertigen Seidenfaden resultiert. Die endgiiltige Fa-
serstruktur wird nach einem Streckprozess im letzten Ab-
schnitt des Spinnkanals und nach Verdunstung eines Grof3-
teils des enthaltenen Wassers an der Luft erzielt.

Der Aufbauprozess der Spinnenseidenproteine wird
durch zwei etablierte Theorien beschrieben, die hinsichtlich
der molekularen Ausrichtung, der Lagerung, des Phasen-
trennungsvorgangs und der Konformationséinderung der
Proteine von In-vivo- (Abschnitt 3.1) und In-vitro-Befunden
(Abschnitt 3.2) abgeleitet wurden (Abbildung 4).

‘ Spinnkanal ‘ Spinnwarze ‘|
- |

‘{ Spinndriise

auflen J

PO*

L l- 1. Abschnitt

2. Abschnitt

3. Abschnitt

H,0 B

mechanischer Zug

T. Scheibel et al.

3.1. Der Assemblierungsprozess der Seide im Spinnkanal

Gemal den Befunden von Vollrath und Knight bilden die
neu synthetisierten, langgestreckten Spinnenseidenproteine
zuerst eine nematische, fliissigkristalline Phase in der Spinn-
16sung, wobei die Langsachsen der Molekiile parallel zuein-
ander und senkrecht zum sekretierenden Epithelium ange-
ordnet sind."" Beim Fluss durch die Driise dreht sich die
Orientierung der Léngsachsen so weit, bis diese parallel zur
Epithelwand liegen. Die Spinnenseidenproteine behalten
diese nematische Ausrichtung bei, bis sie den zweiten Ab-
schnitt (Abbildung 3) des Spinnkanals erreichen, in dem sie in
Form doppelschichtiger Scheiben angeordnet sind, wobei die
Léngsachse senkrecht zur Scheibengrundfldache ausgerichtet
ist. Diese Anordnung wird allgemein als zelluldr optische
Textur bezeichnet®™ und wird unter relativ niedrigen Span-
nungskriften erreicht. Eine sich beschleunigende Dehnstro-
mung und Scherkrifte im dritten Kanalabschnitt wirken auf
die Orientierung des Spinnenseidenproteins ein, was zur
Verldngerung und Ausrichtung der scheibenartigen Struktu-
ren fiihrt (Abbildung 4).”"! In diesem Schritt wird der Kon-
formationsiibergang  der  Spinnenseidenproteine  von
Random-Coil- und Polyprolin-II-Helix-dhnlicher Konforma-
tion zu vornehmlich B-Faltblatt-reichen Strukturen initiiert.!""

Die Konformationsénderung wird zusitzlich durch eine
leichte Ansduerung der Spinnlosung unterstiitzt.?>>% Die
Ansduerung bewirkt eine Neutralisation der unter physiolo-
gischen Bedingungen iiblicherweise negativ geladenen Glut-
amate der Spinnenseidenproteine, wodurch hydrophobe
Wechselwirkungen verstarkt werden. Dadurch geliert die
Spinnlosung im hinteren Teil des Kanals, was zu einer er-
hohten Viskositit fiihrt, diec in Kombination mit schneller
Dehnstréomung den internen Streckprozess unterstiitzt.>*>7-%]

Schlussendlich bieten die Epithelzellen im dritten Ka-
nalabschnitt mit ihren apikalen Mikrovilli eine groe Ober-
fliche zur Wasserresorption, die zusétzlich durch die diinne
Kutikula-Auskleidung dieses Bereichs des Spinnkanals er-
leichtert wird.''*%%! Unter der Annahme, dass der
konvektive Wasserentzug durch die Epithelverkleidung
schnell ablduft, ldsst sich der gesamte Prozess gut
anhand eines numerischen Modells beschreiben, dem-
zufolge der weitere Wasserentzug lediglich durch eine
interne Diffusion gesteuert wird. Dabei ist die Diffusion
des restlichen Wassers, in Abhidngigkeit von seinem
Diffusionskoeffizienten, der geschwindigkeitsbestim-
mende Schritt der Seidenbildung.®! Die langsame Dif-
fusion des Wassers fiihrt zu einer erhohten Faserplasti-
zitit, da intra- und intermolekulare Wasserstoffbriicken
mehr Zeit fiir eine Umorientierung haben. Kurz vor
dem Austritt der Faser aus dem Abdomen der Spinne
wird das noch tiibrige Wasser durch die Spinnwarzen-

Seidenfaden
\ L

Abbildung 3. Spinnenseidenverarbeitung: Spidroine der groRen Ampullendriise (Abseil-
faden-Seidenproteine) werden durch die Epithelzellen, die die Driise auskleiden, sekre-
tiert. Das sekretierte Protein wird als hochkonzentrierte Spinnlésung gelagert. In Rich-
tung der Spinnwarze passieren die Seidenproteine drei Abschnitte des sich verjiingen-
den Spinnkanals, begleitet von biochemischen Verianderungen, von Dehnstrémung
sowie Scherkriften. Der noch nicht fertige Abseilfaden verlisst die Driise durch die
Spinnwarze und wird durch Nachstrecken und Verdunstung der restlichen Lésung an
Luft ausgehirtet.
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lippen entfernt, die die sich bildende Faser eng um-
schlieBen.!"!
3.2. In-vitro-Analyse der Seidenassemblierung

Die Untersuchung der Seidenassemblierung in vitro
kann auf zwei Arten erfolgen: 1) Natiirliche Seidenfa-
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Quartéarstruktur beeinflussen, nicht in
Betracht gezogen. Auf dem Weg durch
den Spinnkanal sind die Proteine be-
achtlichen Verdnderungen in ihrer Lo-
sungsmittelumgebung, mit Aussalzef-
fekten und anschlieBender Strukturbil-
dung, ausgesetzt. Zu den Verdnderungen
gehoren ein Anstieg der Kalium- und der
Phosphatkonzentration, eine Abnahme
der Natrium- und der Chloridkonzen-
tration, Wasserentzug und eine leichte
Ansiuerung.””>%%1 Gewohnlich wird
die Stabilitét eines Proteins in wissriger
Losung durch die umgebenden Ionen
beeinflusst: Nach Studien von Hofmeis-
ter zu Beginn des 20. Jahrhunderts sta-
bilisieren chaotrope (,,einsalzende*)
Ionen das Protein, wihrend kosmotrope
(,,aussalzende“) Ionen eine Strukturbil-
dung und Proteinaggregation begiinsti-
gen (Abbildung 52).%¢1 Um die Aus-
wirkungen der Salze der Hofmeister-
Reihe auf die Seidenproteine zu ent-
schliisseln, wurde die Loslichkeit von
rekombinanten Seidenproteinen be-

Abbildung 4. Zwei etablierte Modelle zur Beschreibung der Spinnenseidenfaserbildung. Details

siehe Text.'" ¢4

sern werden unter harschen Losungsmittelbedingungen (z. B.
in hochmolaren LiBr- und LiSCN-Losungen, Hexafluor-2-
propanol, Hexafluoraceton-Hydrat) aufgelost, um eine rege-
nerierte Seidenlosung zu erhalten; 2) rekombinante Seiden-
proteine, die auf Sequenzen beruhen, die von der natiirlichen
Sequenz abgeleitet wurden (siche Abschnitt 2.2), werden in
wissrigen Losungen unter ,,natiirlichen* Bedingungen gelost.

Unter Verwendung regenerierter B.-mori-Fibroine ver-
suchten Kaplan und Jin, die Vorgidnge bei der Seidenprotei-
nassemblierung wihrend des natiirlichen Spinnens aufzukli-
ren.[” Entgegen der Erwartung aus der Theorie von Vollrath
(siche Abschnitt 3.1) zeigten Bruchkanten nativer Spinnen-
seide héufig kugelférmige Strukturen in ihrer Kernregion,
wihrend die Mantelregion verldngerte Fibrillenstrukturen
aufwies.*”! B.-mori-Fibroine wie auch die Spinnenseidenpro-
teine enthalten in der Regel eine amphiphile Sequenz mit
kurzen, abwechselnd hydrophilen und hydrophoben Amino-
sdurebereichen, die von gréferen hydrophilen terminalen
Regionen flankiert werden, wodurch die Molekiile tensid-
dhnlich werden und Micellen bilden konnen.?'*%%1 Durch
die Proteinkonzentration getrieben, koaleszieren Micellen zu
groferen kugelformigen Strukturen. Das durch Dehnstro-
mung und Wandgrenzen des Spinnkanals erzeugte Kraftfeld
dehnt die kugelférmigen Strukturen und formt sie auf diese
Weise zu Faserstrukturen, die als Vorstufen der anschlieBBen-
den Spinnenseidenfaser angesehen werden.*>%

In beiden Studien werden die gleichen Aspekte der Vor-
orientierung der Seidenproteine beriicksichtigt, doch werden
dabei einige wichtige Effekte, die die Sekundér-, Tertidr- und
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stimmt, die auf den MAS-Sequenzen von
Araneus diadematus beruhen. Die Los-
lichkeit wird dabei durch die hydrophi-
len/hydrophoben Eigenschaften der re-
petitiven Sequenzen eines einzelnen
Proteins bestimmt: Das hydrophilere e ADF3-Protein ist bis
zu 30 Gew.-% wasserloslich, wédhrend das hydrophobere
eADF4-Protein bereits bei Konzentrationen um 10 Gew.-%
geliert.”>%! Diese Beobachtungen sind konform mit denen
anderer Arbeitsgruppen, die eine Loslichkeit rekombinanter
Seidenproteine der Spinne Nephila clavipes (Analoge der
MA-Spidroine 1 und 2) in der GroBenordnung von ca.
20 Gew.-% (in wissriger Losung) erzielten.[®) Wir beobach-
teten, dass in Abwesenheit chaotroper Ionen (z.B. in ent-
salztem Wasser) und im Fall ungesittigter Proteinlosungen
eine Fliissig-fliissig-Phasentrennung stattfindet, die in einer
erhohten Proteinkonzentration in einer hochdichten Phase
resultierte (angezeigt durch grofie Kolloide ohne detektier-
bare Sekundérstruktur (Abbildung 5b)).[%

Im Unterschied dazu unterdriicken chaotrope Salze wie
Natriumchlorid, das in der Speicherlésung der Spinne vor-
kommt, die Aggregation und den Zusammenbau der Sei-
denproteine und unterbinden eine Fliissig-fliissig-Phasen-
trennung. Sobald Natriumchlorid gegen ,,aussalzende® Ionen
ausgetauscht wird, beginnt die Strukturbildung.™ Der Aus-
salzeffekt hdngt nicht nur von den verwendeten Ionen, son-
dern auch von der Primérstruktur der repetitiven Kernse-
quenz und der flankierenden nichtrepetitiven (NR-)Domé-
nen ab, die die Reaktion der repetitiven Einheiten gegen
aussalzungsfordernde Faktoren verstirken.*>!

Ahnlich wie beim In-vivo-Prozess werden auch In-vitro-
Verarbeitung und -Assemblierung der Seidenproteine durch
den pH-Wert und physikalischen Stress beeinflusst.?770-72]
Bei pH > 8.5 wird die Phasentrennung durch die Deproto-
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Abbildung 5. Voraussetzungen fiir die In-vitro-Seidenfaserbildung.
a) Salzeinfluss auf das Protein (Hofmeister-Serie).*® b) Flussig-flissig-
Phasentrennung. c) Einfluss der Dehnstrémung und des mechani-
schen Zugs auf die Faserbildung. Ohne Dehnstrémung oder mechani-
sches Ziehen werden lediglich kugelfsrmige Aggregate gebildet (links).

nierung der Tyrosinreste verhindert. Anionische Tyrosylat-
reste in den hydrophoben Sequenzen des Proteins erh6hen
die Hydrophilie und vermindern damit die hydrophoben
Wechselwirkungen.®! Um den Einfluss der Ansduerung
wihrend der Seidenbildung eingehender zu untersuchen,
wurde ein Mikrofluidikansatz verwendet, in dem sich Ionen-
konzentrationen und pH-Wert kontrollieren lieBen und
gleichzeitig durch das Kanaldesign ein physikalischer Stress
bewirkt werden konnte.””! Beim natiirlichen Prozess nimmt
die Geschwindigkeit der Spinnlosung wihrend der Beforde-
rung durch den Kanal vor dem Streckkegel exponentiell zu,
was darauf schliefen ldsst, dass Scherung an den Kanalwén-
den eine Rolle bei der Umwandlung von fliissiger Losung zu
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festem Faden spielt; mehr noch sorgen kontrollierte Stro-
mungsdehnung und Wasserentzug fiir eine Zunahme der f3-
Faltblattstruktur.’””>™ Lagen keine aussalzenden Bedin-
gungen und keine Ansduerung vor, beeinflusste die Dehn-
stromung die Struktur der verwendeten Seidenproteine nicht,
und Aussalzen alleine fithrte mangels Dehnstromung zur
Bildung kugelformiger Aggregate. Im Mikrofluidikapparat
konnten Fasern nur nach Zugabe von Phosphat und Einstel-
lung einer Dehnstromung mit gleichzeitiger Reduzierung des
pH-Wertes von 8 auf 6 gebildet werden.[! Es konnte gezeigt
werden, dass Fasern aus kugelformigen Aggregaten resul-
tierten, die durch die Dehnstromung im Mikrofluidikkanal
miteinander in Kontakt gebracht worden waren.*” Die re-
sultierenden Fasern waren flexibel und zeigten hochgeord-
nete (vor allem [3-Faltblatt-reiche) Regionen entlang ihrer
Léangsachse. Die Oberfliche der Fasern enthielt kornige
Strukturen, was zu der Annahme fiihrt, dass die Fasern noch
nicht vollstindig gebildet waren, sondern einem Anfangs-
oder Zwischenstadium entsprachen.*”!

3.3. Ein kombiniertes Modell der Spinnenseidenassemblierung

Die beiden Modelle aus Abbildung 4 schlieBen einander
nicht aus. Die Charakteristika der Spinnlosung, wie sie in
beiden Modellen beschrieben wird, spiegeln die typischen
physikalischen FEigenschaften von Fliissigkristallen wider
(davon ausgehend, dass die von Jin und Kaplan beobachtete
Micellenbildung Fliissigkristallinitéit nicht ausschlieBt). Lyo-
trophe Fliissigkristalle (Fliissigkristalle, die abhéngig von der
Konzentration ihrer Grundkomponenten eine Phasenum-
wandlung durchmachen kénnen) mit amphiphilem Charakter
zeigen eine konzentrationsabhidngige Selbstorganisation in
Losung: Bei niedriger Konzentration bilden sie Micellen, bei
hoherer ordnen sie sich in Form hexagonaler Siulen an.™
Dieses Verhalten bietet eine mogliche Erkldarung dafiir,
warum In-vivo-Untersuchungen iblicherweise zu dem
Schluss fithren, dass die Spinnlosung fliissigkristallines Ver-
halten aufweist, wihrend In-vitro-Studien (mit rekombinan-
ter oder regenerierter Seide) auf das Vorliegen einer micel-
lendhnlich vororientierten Spinnlosung schliefen lassen.
Native und regenerierte Seidenlosungen unterscheiden sich
stark hinsichtlich ihrer rheologischen Eigenschaften: Die
native Losung verhélt sich im Unterschied zur regenerierten
wie ein geschmolzenes Polymer. Eine hohere Proteinkon-
zentration fithrt demnach zu hoherer Viskositdt und ermog-
licht somit eine Faserbildung bei deutlich niedrigeren Dehn-
stromungsgeschwindigkeiten.®™  Diese =~ Beobachtungen
zeigen, dass fliissigkristallines Verhalten der Spinnlosung
unterstiitzend, aber keineswegs entscheidend fiir die Faser-
bildung ist.

4. Faserbildung: Fliissig-fest-Phaseniibergang

4.1. Phasenumwandlung im distalen Bereich des Spinnkanals

Der letzte Schritt beim Spinnprozess ist die Umwandlung
von einer hochdichten flissigen in eine feste Phase, die im
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distalen Bereich des Spinnkanals ihren Ursprung hat.["->>%74
Wihrend die Spinnlosung durch den Spinnkanal flie3t, wird
wie bereits erwdhnt durch einen schnellen konvektiven
Wasserentzug eine Fliissig-fest-Phasenumwandlung initi-
iert,'"* im Unterschied zu bisherigen Postulaten, dass die
Verfestigung lediglich durch Kontakt an Luft ent-
steht.''27"1 Ein quasifestes Zwischenstadium oder eine
vorldufige Faser wird durch eine Art Pumpmechanismus, bei
dem zwei Muskeln zusammenarbeiten, durch den Kanal be-
fordert und tritt durch die Spinnwarze aus.”

Mithilfe rheologischer Untersuchungen konnten die me-
chanistischen Details der Beforderung einer quasifesten
Spinnlésung durch eine konvergente, diisendhnliche Spinn-
warze aufgeklirt werden.™ Dabei wurde gezeigt, dass die
erforderliche Kraft, um die Spinnlosung durch diese Spinn-
warze zu driicken, wegen der nichtnewtonschen Flie3eigen-
schaften der Spinnlosung ca. 500 mal geringer ist als die bei
einer entsprechenden newtonschen Fliissigkeit.”**!! Viskose
nichtnewtonsche Fliissigkeiten haben in der Regel ein struk-
turviskoses Verhalten, d.h., mit zunehmender Scherkraft
sinkt die Viskositét der Fliissigkeit (und damit ihr Widerstand
gegen die Scherkrifte).

Dariiber hinaus zeigt die Spinnlosung ansteigenden Wi-
derstand mit zunehmender Zeit und Dehnung (was nicht im
Widerspruch zur Strukturviskositdt steht) wihrend der
Dehnstromung, was zu einem viskoelastischen Fluidfilament
fithrt.’*! Das Zusammenziehen des viskoelastischen Fluid-
filaments (oft als ,,Einschniiren“ bezeichnet), das durch den
Kapillardruck angetrieben wird und sich dem viskoelasti-
schen Stress im sich dehnenden Filament widersetzt, kann am
Besten durch das ,time-evolutionary necking“-Modell be-
schrieben werden.®™®! In diesem Modell beruht der Ein-
schniirungs-/Trocknungsprozess eines viskoelastischen Fila-
ments auf dem zeitabhidngigen Verhiltnis der Kapillarver-
diinnung des Filaments zur internen Wasserdiffusion. Die
resultierende Einschniirungsgeschwindigkeit kann weiter
durch zusédtzlichen Abzug des Wassers aus dem Faden ver-
andert werden, da die Wasserverdunstung wegen des wach-
senden Oberflache/Volumen-Quotienten mit zunehmender
Zeit ansteigt. Mit weiterem Wasserverlust steigt daher die
Fluidviskositdt, und die Einschniirungsgeschwindigkeit ver-
langsamt sich zusitzlich.™® Der Widerstand eines Fluidfila-
ments gegen weitere Dehnung wird durch die Dehnviskosi-
tiatseigenschaften charakterisiert, die wihrend der Kapillar-
verdiinnung um den Faktor 100 zunehmen. Bei grof3en Deh-
nungen macht das Filament eine Kaltverformung durch, die
das Auseinanderbrechen des Kapillars inhibiert und schlie3-
lich das Filament wegen einer Kombination aus molekularer
Dehnung und Losungsmittelverdunstung stabilisiert, was
umgehend eine feste, einheitliche Faser mit konstantem
Durchmesser ergibt.[®!

4.2. Abschliefende Faserbildung und Kontrolle der mechanischen
Eigenschaften
Die Fliissig-fest-Umwandlung wird durch Umgebungs-
bedingungen wie partiellen Wasserentzug, Dehnstromung

und Scherkrifte ausgelost (siehe Abschnitt 3.1). Nach dem

Angew. Chem. 2009, 121, 3638 —3650

© 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

Austritt aus der Spinnwarze wird die Fliissig-fest-Umwand-
lung durch die Kombination aus Zug und Wasserverlust durch
Verdunstung an der Luft komplettiert. Zu den Faktoren, die
den Verdunstungsprozess beeinflussen, gehoren der Faserra-
dius, die Verweilzeit an der Luft, die atmosphérische Luft-
feuchtigkeit und Temperatur sowie die Geschwindigkeit der
Luftstromung.® Da allerdings einige natiirliche Seiden auch
in wiassriger Umgebung gesponnen werden, ist die Verduns-
tung des Losungsmittels offensichtlich nicht entscheidend fiir
die Faserbildung."*7" " Der Zug und/oder das Strecken der
Faser aus der Spinnwarze durch die Spinne fiihrt zu einer
Verminderung des Durchmessers (unterstiitzt durch die Tat-
sache, dass Seide eine moderate, positive Poisson-Zahl mit
einem linearen Durchmesser/Dehnungs-Verhiltnis zeigt) und
resultiert somit in verbesserten mechanischen Eigenschaften
der Faser.[®)

Der frisch gezogene Abseilfaden, iiblicherweise ein
Doppelfilamentfaden, wird meist an einem Trdgermaterial
(unter Verwendung einer Seide der Piriformdriise) befestigt,
bevor durch Bewegung oder Fallen der Zug erfolgt, wobei das
Korpergewicht der Spinne und/oder die Erdanziehungskraft
genutzt werden. Alternativ werden Abseilfiden von der
Spinne mit ihren Hinterbeinen herausgezogen.*10:11:62.86.87]

Diese drei unterschiedlichen, aktiv von der Spinne ein-
gesetzten Methoden haben eine grof3e Variabilitdt mechani-
scher Eigenschaften des Abseilfadens zur Folge: 1) Bei der
Methode des vertikalen Abstiegs nutzt die Spinne Rei-
bungskrifte von mehr als dem Doppelten ihres Korperge-
wichtes und erzeugt somit starke Faden;®” 2) eine Spinne im
freien Fall spinnt Seide dagegen bei niedrigen Kréften von
ungefihr 10% des eigenen Korpergewichts ohne zusitzliche
Reibungskrifte;*%” 3) Fasern, die wihrend des ungestorten
Kletterns einer Spinne gesponnen werden, haben Eigen-
schaften, die der Untergrenze einer iiblichen Spannungs-
Dehnungs-Kurve entsprechen.>%"]

Die Zuggeschwindigkeit hat einen stark linearen Einfluss
auf die mechanischen Eigenschaften. Dies bedeutet, dass
besonders Proteinfaltung und molekulare Wechselwirkungen
zwischen einzelnen Proteinen durch diesen Prozess beein-
flusst werden. Die Zuggeschwindigkeit beeinflusst die Zeit,
die fiir die Proteinanordnung notig ist, wobei hohere Zugge-
schwindigkeiten diese Zeit wegen zunehmender Scher- und
Dehnstromungkrifte reduzieren.!

AuBler durch die aktive Kontrolle durch die Spinne
werden die Fasereigenschaften auch durch Umwelteinfliisse
wie Erndhrung, Temperatur und relative Luftfeuchtigkeit
sowie durch das Korpergewicht beeinflusst.>+785821 Dje
daraus entstehende Variabilitdt erméglicht die Herstellung
eines maf3geschneiderten Materials, das ideal an die direkten
Umgebungsbedingungen und die momentanen Bediirfnisse
der Spinne angepasst ist.l"

4.3. In-vitro-Seidenspinnverfahren

In mehreren Studien wurden Spinnverfahren zur kiinstli-
chen Herstellung von Spinnenseide untersucht, allerdings
fiihrte keines der verwendeten Verfahren zu Seidenfasern mit

Eigenschaften, die denen der natiirlichen Seide entsprechen.
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Die meisten der bisher getesteten Techniken zur Herstellung
von Fasern aus einer Seidenlosung beruhen auf der Extrusion
aus einer Losung, dem Nassspinnen durch ein Koagulations-
bad, dem Elektrospinnen und Mikrofluidikansidtzen
(manchmal unter Verwendung von organischen Losungsmit-
teln).1%-%3

Der natiirliche Spinnprozess besteht aus einer komplexen
Kombination eines Extrusions- und eines Streckprozes-
ses,?*®l was ihn von allen bekannten Verfahren zur Herstel-
lung synthetischer Fasern unterscheidet und die Nachahmung
des natiirlichen Prozesses duBerst schwierig macht. Im Un-
terschied zu einem technischen Spinnverfahren, bei dem die
physikalische Transformation, das Spinnen und der Zug se-
quenziell ablaufen, ist der Prozess im Korper einer Spinne
schnell und konzertiert.'-*7%! Mikrofluidikuntersuchungen
versprechen eine Vertiefung des Verstandnisses der Ereig-
nisabfolge und der Kinetiken der Seidenbildung. Ziel ist,
diese Beobachtungen bei der Entwicklung eines bionischen
Spinnverfahrens zu nutzen, woran gegenwirtig mehrere
Forschungsgruppen arbeiten (ein Beispiel findet sich in Ab-
bildung 6).[6%%-%]

Da mehrere Faktoren, z.B. der interne Wasserentzugs-
prozess, das Verhalten der Spinnlésung oder Umgebungs-
einfliisse, das Ziehen eines Seidenfadens und damit seine
Eigenschaften beeinflussen, miissen sie bei der technischen
Umsetzung des natiirlichen Spinnverfahrens beriicksichtigt
werden. Dariiber hinaus kann es notwendig sein, zusitzliche
Nachspinnverfahren anzuwenden, die von den bekannten
technischen Spinnverfahren iibernommen werden, um eine
hohere Leistungsfihigkeit der Seidenfdden zu erzielen.

Das Nachstrecken kann die mechanischen Eigenschaften
der Seidenfdden auf gleiche Art und Weise beeinflussen, wie
es die Zuggeschwindigkeit in der Natur tut (siche Ab-
schnitt 4.2). Das Nachstrecken fiihrt zu ldngeren und damit
(wegen des konstanten Volumens) diinneren Fdden und re-
sultiert so in verbesserten mechanischen Eigenschaften. C-
NMR-spektroskopische Studien zeigten einen linearen An-
stieg der B-Faltblattkonformation in Alaninsequenzen (die
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sonst als Random-Coil- oder helicale Struktur vorliegen) mit
dem Streckquotienten (d.h. dem Verhiltnis von Faserldange
nach Streckung zu Originalfaserlinge).””

Da das Spinnennetz in der Natur seine Flexibilitdt durch
Superkontraktion bewahrt, scheint es moglich, Umgebungs-
bedingungen (Luftfeuchtigkeit) zur Kontrolle der Eigen-
schaften technisch gesponnener Seidenfasern zu nutzen. Das
Nachstrecken kiinstlich hergestellter Fasern in einem wéssri-
gen Bad resultiert in stdrkeren (was sich in einem Anstieg der
Streckspannung, der Bruchspannung und des Initialmoduls
duBert), allerdings auch weniger dehnbaren Fasern (ver-
deutlicht durch die niedrigere Bruchdehnung, obwohl die
Dehnenergie selbst ansteigt).”! Diese Verbesserung der me-
chanischen Eigenschaften der Faser beruht auf der Tatsache,
dass das Eintauchen der Seidenfaser in Wasser in Kombina-
tion mit simultanem Zug zu einer verbesserten Ausrichtung
und damit zu verbesserten mechanischen Eigenschaften
fiihrt.

Wichtige Aspekte bei der Nachahmung des natiirlichen
Spinnprozesses sind das Design des kiinstlichen Spinnkanals
und des Nachstreckverfahrens. Dariiber hinaus ist bekannt,
dass die Gestalt des kiinstlichen Kanals die Charakteristika
der Dehnstromung beeinflusst: 1) Die langsame Verjliingung
des Kanals verhindert wegen der daraus resultierenden
langsamen Dehnstrémungsgeschwindigkeiten eine vorzeitige
Kiristallisierung; 2) die hyperbolische Geometrie des Spinn-
kanals trdgt zur konstanten Dehnstromung und somit zur
Reduzierung der Fehlorientierung bei.”

5. Zusammenfassung und Ausblick

Obwohl das Wissen iiber den Einfluss von Faktoren wie
Proteinzusammensetzung, biochemische Umgebung, Dehn-
stromung und Scherkréfte auf einzelne Prozesse wihrend der
Spinnenseidenproduktion umfangreich ist, sind die Kontrolle,
die Abfolge und das komplexe Zusammenspiel dieser Pro-
zesse noch immer nicht aufgeklart. Die Realisierung einer
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Abbildung 6. Bionischer Spinnprozess. Die Flissig-fliissig-Phasentrennung resultiert in der Bildung einer hochdichten Phase, die von der nieder-
dichten Phase fiir die weitere Verarbeitung abgetrennt wird. Die hochdichte Phase wird durch eine Diffusionseinheit gepumpt, in der lonenaus-
tausch und Ansiduerung zu einer Flussig-fest-Umwandlung fiihren. Der quasifeste Faden wird aus der Driise herausgezogen, wobei restliches

Wasser entfernt wird, um einen festen Faden zu erzeugen.
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Kombination aus Extrusions- und Zugprozess mit einer

Vielzahl an Modifizierungsmoglichkeiten, z.B. Anderungen

der Zuggeschwindigkeit wiahrend des Nachstreckens, ist eine

der anspruchsvollsten Aufgaben fiir die technische Spinnen-
seidenherstellung.

Offensichtlich sind vier Bedingungen fiir die Herstellung
der Spinnenseidenfasern entscheidend:

1) optimales Gendesign fiir effiziente und rekombinante
Proteinherstellung und Proteinstrukturbildung inklusive
Kontrolle der GroBe und der Zahl der f-Faltblattstruk-
turen (entscheidend fiir die Faserstirke) sowie der Fliis-
sigkristallausrichtung (beeinflusst die FlieBeigenschaf-
ten) ;[57,59‘ 98,99]

2) optimale chemische und physikalische Bedingungen
wihrend der Seidenproteinverarbeitung, um vorzeitige
Proteinaggregation zu verhindern;®"%!

3) ,,Wassermanagement“ wihrend des Spinnprozesses;

4) kontrollierte duBere Parameter wie Zuggeschwindigkeit
und Befeuchtung.

Zwar wurden bereits Fortschritte beim Proteindesign und
der Proteinherstellung sowie beim Verstidndnis der Auswir-
kungen bestimmter biochemischer Parameter erzielt, es sind
aber noch zusitzliche Untersuchungen zur Optimierung des
Fliissig-fliissig-Phasentrennungsverhaltens der involvierten
Proteine erforderlich. Dariiber hinaus wurde das ,,Wasser-
management® bis jetzt bei allen In-vitro-Studien vernachlis-
sigt, obwohl es beim natiirlichen Spinnprozess eine entschei-
dende Rolle spielt.

Nach der Entwicklung eines bionischen Spinnverfahrens
wird man technische Seidenfiden fiir eine Vielzahl von An-
wendungen nutzen konnen. So konnten bionische Seidenfi-
den eines Tages als Ersatz fiir viele natiirliche und kiinstliche
Fasern in den Materialwissenschaften und der Medizin Ver-
wendung finden.

Wir danken Dr. John Hardy und Eileen Lintz fiir kritische
Anmerkungen und Diskussionen zum Manuskript, Dr. Lin
Romer fiir inspirative Kommentare zu den Abbildungen sowie
Claudia Bliim und Ute Slotta fiir das Korrekturlesen. M.H.
bedankt sich fiir die finanzielle Unterstiitzung durch ein Sti-
pendium nach dem Bayerischen Eliteforderungsgesetz, Uni-
versitidt Bayern e.V. Unsere Arbeiten werden finanziell vom
Bundesministerium fiir Bildung und Forschung (Forderungs-
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