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Spinnenseide, eines der auBBergewohnlichsten Biomateriali-
en, bildet eine Faser von enormer Stabilitit, die mechanisch
stabiler als Stahl ist, wenn man das geringere Gewicht der
Spinnenseide berticksichtigt. Ein Faden aus Spinnenseide,
einmal um den Aquator gewinkelt, wiirde nicht mehr als
500 Gramm wiegen.!!) Spinnenseide der Gartenkreuzspinne
(Araneus diadematus) enthilt ein Polypeptid, das aus einer so
genannten AQ-Wiederholungssequenz aufgebaut ist, die
Zusammensetzung ist hoch repetitiv (low-complexity se-
quence). A steht fiir ein hydrophobes Polyalaninsequenz-
motiv (GPYGPGASA,GGYGPGSGQQ) und Q fiir ein hy-
drophiles, Glutamin- und Glycin-reiches Sequenzmotiv
(GPGQQ),. Diese Wiederholungssequenz stellt den zentra-
len Teil der Faser dar, und ihre Funktion erinnert an die
Funktion der Wiederholungssequenzen im Kollagen. Zwolf
AQ-Sequenzen werden von einem Sekretionssignal sowie
nichtrepetitiven (NR) N- und C-terminalen Doménen flan-
kiert. Beide dieser Doménen iibernehmen vielfdltige Funk-
tionen; so kontrollieren sie Loslichkeit und die Bildung der
Faser.”

Wie aber resultieren aus den verschiedenen Strukturele-
menten die bemerkenswerten Eigenschaften der Spinnen-
seide ? Was ist die molekulare Grundlage fiir die Bildung von
Spinnenseide? Wie kann die Seide von einer loslichen, im
Lumen gespeicherten Form in eine unlosliche Faser mit be-
merkenswerten mechanischen FEigenschaften umgewandelt
werden? In einer vor kurzem in Nature erschienenen Arbeit
haben die Arbeitsgruppen von Kessler und Scheibel wichtige
neue Erkenntnisse veroffentlicht, die dabei helfen, die oben
aufgeworfenen Fragen mithilfe sehr genauer biophysikali-
scher Untersuchungen zu beantworten.’! Insbesondere
konnten die Forscher die NMR-Struktur der C-terminalen
nichtrepetitiven Doméne von Fibroin3 aus Araneus dia-
dematus (ADF-3) in Losung aufkliaren (Abbildung 1). Zwei
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Abbildung 1. NMR-Struktur der C-terminalen NR-Domine von Araneus-
diadematus-Fibroin 3. Sekundirstrukturelemente sind mit H1-H5 und
H1'-H5’ bezeichnet. (PDB-ID: 2khm, erstellt mit Pymol).

NR-Doménen bilden eine dimere, hoch symmetrische
Struktur. Diese Struktur stellt einen neuen Faltungstyp (new
fold) dar, der wie eine fassartige Struktur aussieht, die zwei
durch eine Disulfidbriicke verkniipfte Helices einschlief3t.
Das Fass wird weiterhin durch Salzbriicken stabilisiert, die die
Helices 1 (H1) und 2 (H2) auf einer Seite der Helix 4 (H4)
fixieren. H1 der Polypeptidkette des ersten Monomers ist
dariiber hinaus wie eine Klammer mit HS der Kette des
zweiten Monomers verzahnt. Die fassartige Struktur des
Proteins bewirkt, dass sich hydrophobe Aminosdurereste im
Inneren der Struktur befinden, wéhrend die hydrophilen
Reste zum Losungsmittel zeigen und so die Loslichkeit des
Proteins gewihrleisten.

In der gleichen Nature-Ausgabe™ haben die Gruppen von
Johannson und Knight die Rontgenkristallstruktur der N-
terminalen NR-Domaéne des so genannten ,,major ampullate
spidroin 1“ (MaSpl) aus Euprosthenops australis bestimmt
und die Funktion dieser Doméne durch minutiose Untersu-
chung der pH-Abhiéngigkeit der Seidenfaserbildung aufge-
klart (Abbildung 2). Ganz wie die C-terminale NR-Doméne
bilden auch zwei N-terminale NR-Doménen eine symmetri-
sche homodimere Struktur mit zwei zentralen Helices (H3
und H3'). Die Kontaktflichen der beiden Monomere in der
dimeren Struktur sind sehr hydrophob; die Reste in diesen
Kontaktflachen sind fiir alle Spidroinproteine hoch konser-
viert. Die konservierte Sequenz AxxxAxASS (Reste 68-76 in
H3) ist deshalb so wichtig fiir die Stabilitdt des Dimers, da sie
die enge Packung der Helices H3 und H3’ sicherstellt. Zwei
Arten von geladenen Aminosiureresten (basisch und sauer)
findet man jeweils in einem spezifischen Bereich in jedem
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Abbildung 2. Réntgenkristallstruktur der N-terminalen NR-Domine
von MaSp1 aus Euprosthenops australis. Sekundiarstrukturelemente
sind mit H1-H5 und H1-H5’ bezeichnet (PDB-ID: 3LR2, erstellt mit
Pymol).

Monomer, weshalb das Protein Dipol-Eigenschaften hat. Die
Reste His6, Arg60 und Lys65 sowie Asp39, Asp40, Glu84,
Glu85 und Asp134 sind auf gegeniiberliegenden Seiten jedes
Monomers positioniert, sodass die Monomerdipole sich in
entgegensetzter Orientierung befinden.

Scheibel, Kessler et al. konnen fiir die C-terminale Domé-
ne nachweisen, dass sich Helix 1 und der Bereich um die
Salzbriicken nach Zugabe chemischer Denaturierungsagentien
zunichst lokal entfalten. Interessanterweise ist die Hydropho-
bie der C-terminalen NR-Doméne gerade in einem solchen
partiell entfalteten Intermediat am stirksten ausgeprégt, was
auf seine Rolle als Templat fiir Aggregation und Faserbildung
schlieen l4sst. Sowohl pH- als auch hochsalzinduzierte Ent-
faltung des Proteins fithren zur Bildung eines so genannten
»,Molten-globule“-Zustands, wie man durch fluoreszenzspek-
troskopische Untersuchung der Bindung von ANS (8-Ani-
linonaphthalin-1-sulfonsdure) nachweisen kann; in einem sol-
chen ,,Molten-globule“-Zustand kann typischerweise keine
persistent stabile Packung von Helices beobachtet werden.

Fiir die N-terminale NR-Doméne untersuchten Johans-
son, Knight et al. die pH-Abhingigkeit der Selbstorganisati-
on. Diese Experimente wurden an so genannten Minispi-
droinen, also rekombinant hergestellten Konstrukten mit vier
repetitiven Einheiten zusammen mit entweder der N-termi-
nalen oder der C-terminalen Doméne oder beiden Doménen,
untersucht. Fiir Konstrukte, die die N-terminale Spidroindo-
méne enthalten, verlduft die Bildung makroskopisch beob-
achtbarer Fasern bei pH 6 stark beschleunigt, wogegen so-
wohl niedrigere als auch hohere pH-Werte wie auch hohe
Salzkonzentrationen die Faserbildung hemmen. Diese Ef-
fekte sind reversibel und werden auch schon fiir die isolierten
Dimere der N-terminalen Domine beobachtet. Diese Beob-
achtung ldsst uns vermuten, dass die hoch konservierten ge-
ladenen und titrierbaren Reste an der Oberfldche dieser
Domiéne eine wichtige Rolle bei der Faserbildung spielen.
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Wihrend die C-terminale Doméne vorhanden sein muss, um
kontinuierliche Seidenfasern und nicht amorphe Aggregate
zu bilden, reagiert die N-terminale Doméne auf unter-
schiedliche pH-Werte und scheint so die Faserbildung in vivo
zu regulieren.

Die Strukturbiologie der Spinnenseide hat aber noch
mehr Facetten: Die Proteine der Spinnenseide werden in
Driisen der Spinne zunéchst synthetisiert und anschlieend
als sehr dichte, oligomere, selbstorganisierte Micellenstruktur
gespeichert, wobei sie eine Mikroemulsion bilden. Jede dieser
Micellen besteht aus vielen Spinnenseidenproteinen und wird
durch die erstaunlichen Eigenschaften der N- und C-termi-
nalen NR-Domaénen stabilisiert. Die Bildung der selbstorga-
nisierten Micelle ist vollstandig reversibel, und die Micellen
bilden ein isotropes sphérisches Teilchen (Abbildung 3). In
der Spinne wird nun die Faserbildung nicht nur durch eine
Anderung der chemischen Umgebung beeinflusst, sondern
beruht auch auf der Anderung der mechanischen Krifte in
einer besonderen Synergie zwischen mikroskopischen und
makroskopischen Effekten (Abbildungen 3 und 4). Um des-
halb die spezifischen Eigenschaften der Polypeptidkette zu
verstehen, die zur Faserbildung fiihren, muss man sich auch
die mechanischen Aspekte des Extrudierens des micellaren
supramolekularen Komplexes vor Augen fiithren: Unter An-
wendung von Scherkriften, Ausschluss von Wasser und
Austausch der ionischen Umgebung wird die Bildung der
Spinnenfaser ausgelost. Die C-terminale Doméne spielt dabei
eine wichtige Role, denn Polypeptide, die nur die AQ-repe-
titiven Strukturen enthalten, dndern ihre Viskositidt bei An-
wendung von Scherkriften nicht. Im Unterschied dazu bildet
das Vollldngenpeptid bei Anwendung von Scherkréften einen
»Molten-globule“-Zustand, sodass nur dann definierte fibril-
lire Aggregate mithilfe polarisierter FTIR-Spektroskopie
nachgewiesen werden konnen, wenn das Polypeptid die C-
terminale NR-Doméne enthalt.

Es lasst sich festhalten, dass die Spinne ein sehr spezielles
Protein synthetisiert, um Seide herzustellen. Dieses Protein
ist eine Fusion aus einem amphiphatischen peptidischen
Blockcopolymer und zwei dimeren a-helicalen Fassstruktu-
ren. Diese Spinnenproteine bilden in der Driise der Spinne
eine supramolekulare, selbstorganisierte Mikroemulsion.
Beim Extrudieren des Proteins aus den Driisen erzeugt die
Spinne starke Scherkrifte. Beim Extrudiervorgang wird das
Protein dehydratisiert, was zur teilweisen Entfaltung der C-
terminalen Fassstruktur fiihrt. Bei dieser partiellen Entfal-
tung werden hydrophobe Reste zugénglich. Dies bewirkt auf
makroskopischer Ebene eine Verdnderung der Form der
Mikroemulsion. Aufgrund dieser makroskopischen Ande-
rung wird eine spezifische Polymerisation in Gang gesetzt, die
zur Spinnenfaser mit ihren bemerkenswerten mechanischen
Eigenschaften fiihrt.

Die vorgestellten Untersuchungen werfen eine Reihe von
interessanten Fragen jenseits der Frage auf, wie denn nun
Spinnen ihre Beute umgarnen. Der Konformationsiibergang
eines gut 16slichen supramolekularen, als Micelle in den
Driisen von Spinnen gespeicherten Komplexes zu einer Faser
tragt zur Aufkldrung auch allgemeiner Fragen zu den FEi-
genschaften von Proteinen bei. Bei einer Proteinfehlfaltung
wird héufig die Bildung von Proteinfibrillen beobachtet, die
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Sektion 1: Spinnenseidenproteine
werden in micellenartigen Strukturen
als Mikroemulsinvon gespeichert.
Die C-terminale nichtrepetitive
Struktur gewihrleistet Loslichkeit,
wiihrend die Wiederholungselemen-
te sich im Kern der Micelle anlagern

Sektion 2: Wasser und
Natriumionen verlassen das
Lumen, wohingegen Kalium-
ionen, Tenside und Schmier-
mittel in das Lumen eindringen
konnen. Zusitzlich initiieren
Scherkrifte und ein Absinken des
pH-Werts die Faserbildung.

Scktion 3: Hier wird der
Spinnfaden mit einer
Klemmvorrichtung
gehalten, von der auch
angenommen wird, dass
sie als ,Ratsche” und
Pumpe* dient, um die
Fadenbildung erneut zu
beginnen.

Sektion 4: Der Faden|
verlisst die Spinndriise]
durch die flexiblen und
elastischen Lippen des
so genannten Spigots|
Das Spigot hilft auch
beim Abstreifen
iberschiissigen
Wassers.
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Abbildung 3. Makroskopische Vorgénge in der Spinndriise einer Spinne. Verandert mit Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd. 2001."!
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Abbildung 4. Mikroskopische Vorginge verschiedener Proteinkonstrukte in der Spinndriise einer Spinne. In Gegenwart der N-terminalen Spidroin-
domine ist die Zusammenlagerung in makroskopische Strukturen bei pH 6.0 stark beschleunigt, wogegen die Zusammenlagerung bei hohen
oder niedrigen pH-Werten und hohen Salzkonzentrationen inhibiert wird. All diese Effekte sind reversibel und konnten auch fiir isolierte dimere
N-terminale Dominen nachgewiesen werden. Dies lisst darauf schlieRen, das die hoch konservierten, titrierbaren Oberflachenreste eine wichtige

Rolle bei der Zusammenlagerung spielen.

zu todlichen Konsequenzen bei Krankheiten fiihrt, die durch
derartige Proteinfehlfaltungen ausgelost werden. Anderer-
seits nutzt die Natur aber eine solche Fibrillenbildung offen-
sichtlich auch dann, wenn sie die stabilsten Materialien her-
stellen will, die man aus Aminoséduren iiberhaupt herstellen
kann. Wirken die N- und die C-terminalen Doménen ko-
operativ oder reagieren sie auf chemische Umweltbedingun-
gen unterschiedlich? Und wie wird bei der supramolekularen
Faserbildung sichergestellt, dass sich einzelne Strénge zu ei-
nem Faden zusammenfinden, der meterlang sein kann?
SchlieBlich stellt sich auch die Frage, wie nur einige we-
nige Seidendriisen eine grofe Zahl unterschiedlicher Faden-
typen mit sehr unterschiedlichen mechanischen Eigenschaf-
ten herstellen konnen. Eine typische Spinne der Familie
Araneidae zum Beispiel hat sieben verschiedene, hoch spe-
zialisierte Driisen, die sehr unterschiedliches Fadenmaterial
fiir vielfdltige Aufgaben herstellen konnen. Dabei wird die
Qualitdt der Seide mithilfe unterschiedlicher Bedingungen
bei der Seidenherstellung und durch sehr subtile Unter-
schiede in den Umweltbedingungen variiert; hierzu zihlt
auch die Zusammensetzung der Spinnennahrung. Die FEi-
genschaften eines Seidenfadens beruhen letztlich auf der
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Aminoséduresequenz und wie aus ihr in speziellen Spinndrii-
sen ein Faden produziert wird. Deshalb bleibt auch nach
diesen beiden Publikationen die Frage offen, wie das Wech-
selspiel verschiedener Seidenkomponenten zu einem spezifi-
schen Seidenfaden fiihrt.
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Hinweis: An diesem Manuskript wurden seit seiner Veroffentlichung
als Early View geringfiigige Verdnderungen vorgenommen. Die Re-
daktion.
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