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Die Assemblierung von Abseilfaden(„dragline“)-Spinnen-
seide wird durch die relativ kleinen C- und N-terminalen
Dom�nen der Spidroine kontrolliert.[1–6] Die außergew�hnli-
chen mechanischen Eigenschaften von Spinnenseide sind das
Ergebnis einer streng kontrollierten Anlagerung von Poly-
alanin- und Poly(glycinalanin)-Wiederholungseinheiten
(polyA bzw. polyGA), die sich in der Seidensequenz mit
GGX- und GPGXX-Einheiten abwechseln, welche dem
Faden die Elastizit�t verleihen.[4, 5, 7] Die korrekte Assem-
blierung dieser polyA/polyGA-Sequenzen zu mikrokristalli-
nen Strukturbereichen wird durch den pH-Wert, die Salz-
konzentration und eine durch Scherkr�fte induzierte partielle
Entfaltung der dimeren C-terminalen Dom�ne kontrolliert.[8]

Der N-terminalen Dom�ne wurde ebenso eine wichtige Rolle
f�r die Faserassemblierung in einer pH-abh�ngigen Weise
zugeschrieben.[9] Mithilfe von NMR-Spektroskopie und
Lichtstreuungsmessungen zeigen wir hier, dass die N-termi-
nale Dom�ne eines Seidenproteins aus der großen Spinn-
dr�se der Schwarzen Witwe (Latrodectus hesperus) im neu-
tralen pH-Bereich – wie er in der Spinndr�se vorkommt –
haupts�chlich als Monomer vorliegt. Die leichte Tendenz zur
Dimerisierung kann durch die nat�rliche Salzkonzentration
inhibiert werden. Bei niedrigerem pH-Wert (wie f�r die Fa-
serassemblierung n�tig) bildet die N-terminale Dom�ne
jedoch Dimere. Der f�r die Faserbildung sehr wichtige As-
semblierungsprozess der N-terminalen Dom�ne wird also
haupts�chlich durch eine Senkung des pH-Werts kontrolliert.
Die Kristallstruktur der N-terminalen Dom�ne zeigt ein
Homodimer mit einer antiparallelen Orientierung der beiden

Untereinheiten. Die hier gezeigten NMR-Daten erg�nzen
dieses Bild durch neue Erkenntnisse zur Regulation und
Funktion dieser Dom�ne, die zur Bildung langer Seidenf�den
n�tig ist.

Spinnenseiden-Abseilf�den bestehen aus zwei Proteinen
mit jeweils verschiedenen konservierten N-terminalen Do-
m�nen (SI-Abbildung 1 in den Hintergrundinformationen).
F�r unsere strukturelle Charakterisierung wurden die N-
Termini der Seidenproteine aus der großen Spinndr�se
(major ampullate gland, MA) von Latrodectus hesperus ver-
wendet (N1 und N2, SI-Tabelle 1). In �bereinstimmung mit
einem fr�heren Bericht[10] konnten wir mithilfe von Zirku-
lardichroismus(CD)-Spektroskopie zeigen, dass beide Kon-
strukte einen hohen a-Helix-Anteil und ausreichend hohe
thermische Stabilit�t aufweisen (SI-Abbildung 2). N1 ist
etwas stabiler als N2, weshalb dieses f�r eine NMR-spektro-
skopische Charakterisierung verwendet wurde.

Mit einem Satz von Tripelresonanz-Experimenten konn-
ten die Proteinr�ckgratatome von 97 % aller Aminos�ure-
reste (128 von 132) und außerdem fast alle Proteinseiten-

Abbildung 1. NMR-Analyse von N1. a) 1H-15N-HSQC von N1 mit zugeord-
neten Resonanzen. b) Sekund�re chemische Verschiebungen von N1
weisen auf 5 a-Helices hin. c) Experimentelle HN-RDCs von N1 in
20 mgmL�1 Pf1-Phagen-Medium (1D(HN)obs) aufgetragen gegen die mit
der verfeinerten Struktur von N1 zur�ckgerechneten HN-RDCs
(1D(HN)calc). d) Die Struktur�berlagerung zwischen der N-terminalen
Dom�ne von Euprosthenops australis (pdb: 3Lr2, blau) und der verfeinerten
Struktur von N1 (orange) zeigt eine quadratisch gemittelte Abweichung
von 0.8 � f�r die Proteinr�ckgratatome. Sec.C.S.: sekund�re Ca,Cb-chemi-
sche Verschiebung (Dd(13Ca)�Dd(13Cb)).
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kettenatome zugeordnet werden (Abbildung 1a). Die Aus-
wertung der chemischen Verschiebungen best�tigte das Vor-
kommen von f�nf a-helikalen Sekund�rstrukturelementen
(Abbildung 1b). Mit einer k�rzlich bestimmten dimeren
Kristallstruktur einer N-terminalen Dom�ne des MA-Spid-
roins von Euprosthenops australis (PDB-Nummer: 3lr2[9])
konnte ein Homologiemodell f�r das hier verwendete Protein
erstellt werden. Die Lage der Sekund�rstrukturelemente in
diesem Modell stimmt sehr gut mit den chemischen Ver-
schiebungen im NMR-Spektrum in L�sung �berein (graue
K�sten in Abbildung 1b). Nur die C-terminale Helix 5 ist in
N1 um vier Reste l�nger als im Modell. Die Lage der gefal-
teten Bereiche im Protein konnte zus�tzlich durch hete-
ronucleare {1H}15N-NOE-Experimente best�tigt werden (SI-
Abbildung 3), welche die Dynamik auf der ns- bis ps-Zeit-
skala erfassen.

Zur Verfeinerung des Strukturmodells von N1 wurde eine
Kombination von auf chemischen Verschiebungsdaten ba-
sierenden Proteinr�ckgratwinkeln (erhalten mit TALOS[11]),
wenigen NOE-Daten (vor allem HN-HN-Kontakte) und di-
polaren HN-Restkopplungen (HN-RDCs) verwendet. Die
experimentellen HN-RDCs stimmten sehr gut mit den unter
Verwendung der verfeinerten Struktur von N1 zur�ckge-
rechneten Werten �berein (Abbildung 1c), und diese Struk-
tur zeigte eine quadratisch gemittelte Abweichung (rmsd)
von 0.8 � zur verwendeten Referenzstruktur (Abbil-
dung 1d). Dies zeigt deutlich, dass die Strukturen der N-ter-
minalen Dom�nen zwischen den verschiedenen Spinnenspe-
zies konserviert sind.

Bei der Untersuchung der Auswirkungen von pH-Wert
und Salzkonzentration auf die Struktur der N-terminalen
Dom�ne wurden zuerst mithilfe von Fern-UV-CD-Spektro-
skopie �nderungen in der Sekund�rstruktur erfasst. Wie in
SI-Abbildung 4 gezeigt, konnten keine signifikanten Unter-
schiede im Spektrum nach �nderung des pH-Werts und der
Salzkonzentration detektiert werden. Zus�tzlich wurden
Nah-UV-CD-Spektren von N1 (welche die �nderungen um
Trp 8 anzeigen) bei zwei verschiedenen pH-Werten und
Salzkonzentrationen gemessen. Dies sollte �nderungen in
der Terti�rstruktur anzeigen. Abbildung 2a zeigt die Unter-
schiede in den Spektren f�r pH 7.2 und pH 6.0: Bei pH 7.2,
bei dem die Seidenproteine im Lumen der Spinndr�se ge-
speichert sind, bewirkt die Gegenwart von Salz keine signi-
fikanten �nderungen im Spektrum. Bei pH 6 jedoch, vor-
herrschend bei der Faserassemblierung, hat Salz einen sehr
deutlichen Effekt auf das Spektrum, was auf eine Terti�r-
struktur-modulierende Rolle von Salz bei diesem pH-Wert
hindeutet.

Die Stabilit�t der Sekund�rstruktur von N1 ist bei der
Faserassemblierung (pH� 6) h�her als bei der Proteinspei-
cherung (pH� 7.2; Abbildung 2b), wenn man die Salzeffekte
vernachl�ssigt. Diese Effekte werden h�chstwahrscheinlich
durch die Protonierung von Carboxylatgruppen von Glut-
amat- oder Aspartat-Seitenketten verursacht. Eine Stabili-
sierung kann man bei der Erh�hung der Salzkonzentration
von 0 auf 800 mm bei pH 7.2 beobachten. Durch Einsatz
hoher Salzkonzentrationen konnte der Schmelzpunkt um
mehr als 20 8C erh�ht werden (Abbildung 2c), und Experi-
mente zur Harnstoff-induzierten Entfaltung deuten auf eine

mehr als doppelt so hohe Stabilit�t von N1 in Gegenwart von
500 mm NaCl hin (Abbildung 2d). Dieser Effekt von pH-
Wert und Salzkonzentration auf die Stabilit�t von N1 scheint
von der lokalen N�he von gleichen Ladungen auf der Ober-
fl�che verursacht zu sein und spiegelt die Destabilisierung der
Proteine durch solche Cluster wider.[12] In der Tat kommen
solche Cluster von negativen und positiven Ladungen bei der
N-terminalen Dom�ne vor (Abbildung 3a), die im dimeren
Protein die Kontaktfl�che der beiden Monomere bilden.

In „Chemical-shift-perturbation“(CSP)-NMR-Experi-
menten (SI-Abbildung 5) wurde der Effekt von Salzkonzen-
tration und pH-Wert auf N1 untersucht. Die Zugabe von Salz
f�hrt zu starken chemischen Verschiebungsdifferenzen im 1H-
15N-HSQC-Spektrum, die vor allem an der Dimerisierungs-
stelle ausgepr�gt sind (Abbildung 3b). Die gleiche Region ist
bei einer Senkung des pH-Werts von 7.2 auf 6.0 betroffen.

Abbildung 2. Effekt von pH-Wert und Salzkonzentration auf die Struktur
und Stabilit�t von N1. a) Die Nah-UV-CD-Spektren von 100 mm N1 bei
pH 6 und pH 7.2 zeigen signifikante Unterschiede. b) und c) Thermische
Stabilit�t der Sekund�rstruktur von N1 bei verschiedenen pH-Werten
(100 mm NaCl) und steigender Natriumchlorid-Konzentration bei pH 7.2.
d) Harnstoff-induzierte Entfaltung von N1 ohne Salz (*) und in Gegen-
wart von 500 mm Natriumchlorid (*).

Abbildung 3. NMR-spektroskopische Charakterisierung der Effekte von
pH-Wert und Salzkonzentration. a) Elektrostatisches Potential von N1.
Auf der Proteinoberfl�che befinden sich positiv und negativ geladene
Cluster. b) Die Farbintensit�t in der Struktur entspricht den CSPs nach
Zugabe von 300 mm NaCl. c) CSPs bei �nderung des pH-Werts von
7.2 auf 6.0. HN-Korrelationssignale von Resten in blau verschwinden
bei der pH-Titration.
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Bei pH 6 sind noch zus�tzlich viele Resonanzen stark
verbreitert, was sehr wahrscheinlich auf einen chemischen
Austauschprozess auf der ms- bis ms-Zeitskala, verursacht
durch das Monomer-Dimer-Gleichgewicht, zur�ckzuf�hren
ist (Abbildung 3 c). Ebenso konnten chemische Verschie-
bungsdifferenzen in N1 bei einer Erh�hung der Proteinkon-
zentration beobachtet werden, die wiederum genau diejeni-
gen Reste betrafen, die in der Kristallstruktur[9] an der Di-
merisierungsstelle lagen (Abbildung 4a). Die Linienbreiten

im 1H-15N-HSQC-Experiment sind in Gegenwart von Natri-
umchlorid signifikant geringer (Abbildung 4b), was auf eine
Stabilisierung des N1-Monomers bei pH 7.2 durch Salz hin-
deutet.

Um diese Frage n�her zu untersuchen, wurden Gelfiltra-
tionsexperimente bei pH 8.0, 7.2 und 6.0 jeweils mit und ohne
Salz durchgef�hrt. Bei pH 6.0 bildet N1 unabh�ngig von der
Salzkonzentration ein stabiles Dimer, im neutralen pH-Be-
reich jedoch f�hrt Salz zu einer deutlichen Stabilisierung des
Monomers. Ohne Salz zeigt sich eine leichte Tendenz zur
Dimerisierung, was an dem asymmetrischen Elutionsprofil
und dem leicht erh�hten detektierten Molekulargewicht zu
erkennen ist (MW des Monomers: 13.7 kDa; Abbil-
dung 4c,d).

Mit NMR-Diffusionsmessungen bei pH 7.2 wurde nach
�nderung der Natriumchlorid-Konzentration von 0 auf
300 mm ein um 16 % erh�hter Diffusionskoeffizent erhalten
(SI-Abbildung 6), was die Annahme eines verschobenen
Monomer-Dimer-Gleichgewichts st�tzt. Die geladenen
Cluster auf der Oberfl�che von N1 erm�glichen eine anti-
parallele Dimerisierung, bewirken aber, dass dieser Zustand
empfindlich gegen�ber Salz und dem pH-Wert ist. Stark ge-
ladene Oberfl�chenregionen sind seit langem bekannt f�r

funktionelle Relevanz.[13] Es ist daher nicht außergew�hnlich,
dass eine solche Region die Proteindimerisierung im Fall von
N1 vermittelt.

Zusammen mit unseren Ergebnissen zur C-terminalen
Dom�ne[8] ergeben publizierte Daten zur N-terminalen
Dom�ne des MA-Spidroins[9] von E. australis und die hier
gezeigten Daten zum N-Terminus von L. hesperus ein de-
tailliertes molekulares Bild vom Initiationsprozess der As-
semblierung des Spinnenseiden-Abseilfadens (Abbildung 5).

W�hrend der Speicherung in der Spinndr�se bei hohen Pro-
teinkonzentrationen, in Gegenwart hoher Salzkonzentratio-
nen und im neutralen pH-Bereich,[14] bilden die Spinnensei-
denproteine supramolekulare Micellen[3, 5, 8, 15] – eine sehr ef-
fiziente Form der Lagerung bei Proteinkonzentrationen bis
40% (w/v) – in denen die N-terminale Dom�ne h�chstwahr-
scheinlich als durch Salz stabilisiertes Monomer vorkommt,
was durch die NMR-Daten bei hohen Proteinkonzentratio-

Abbildung 4. Monomer-Dimer-Analyse von N1. a) CSPs von N1 bei
steigenden Proteinkonzentrationen. b) Die Linienbreiten im 1H-15N-
HSQC-Spektrum von 400 mm N1 bei pH 7.2 mit 300 mm NaCl und
ohne Salz verdeutlichen, dass sich durch die Salzzugabe das Gleichge-
wicht zum Monomer verschiebt. c,d) Gelfiltrationschromatogramme
von N1 bei verschiedenen pH-Werten c) ohne und d) mit Salz ein-
schließlich der mit MALS berechneten Molekulargewichte.

Abbildung 5. Mechanismus der Initiation des Faserassemblierungspro-
zesses und die pH- und Salz-abh�ngige Rolle der N-terminalen
Dom�ne von Spinnenseide-Abseilf�den. W�hrend der Lagerung der
Seidenproteine in sehr hohen Konzentrationen liegen sowohl die N-
als auch die C-terminale Dom�ne (NTD bzw. CTD) auf der Oberfl�che
von Proteinmicellen. Faserbildungsbedingungen (niedriger pH-Wert,
wenig Salz) erm�glichen die Dimerisierung der N-terminalen Dom�-
nen. Die durch die repetitiven polyA/GA-Elemente[17] gebildeten mikro-
kristallinen Regionen (graue Rechtecke) vermitteln die weitere nichtko-
valente Wechselwirkung zwischen den Ketten (gestrichelte Linien). Ge-
punktete Linien deuten an, dass die repetitiven Elemente viel l�nger
sind als im Bild gezeigt. Dieses Modell gibt nicht die tats�chlichen
Gr�ßenverh�ltnisse der kristallinen Regionen wieder, und die Position
der Termini ist willk�rlich gew�hlt.
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nen nahegelegt wird (Abbildung 4b). Beim Durchgang durch
den Spinntrichter werden die NaCl-Konzentration[14, 16] und
der pH-Wert gesenkt, und Scherkr�fte induzieren eine Aus-
richtung der Proteinketten parallel zur L�ngsachse der
Faser.[5, 17] Daf�r stellt die C-terminale Dom�ne das korrekte
Register der repetitiven Elemente bereit.[8] Sowohl die
polyA- als auch die polyGA-Bl�cke k�nnen Mikrokristallite
bilden, die aus b-Str�ngen bestehen.[17] Die Funktion der N-
terminalen Dom�ne im Initiationsprozess der Faserassem-
blierung ist die Salz- und pH-Wert-abh�ngige Wechselwir-
kung dieser bereits bestehenden supramolekularen Struktu-
ren, was durch die Dimerisierung mit weiteren N-Termini
erreicht wird. Die N-Termini bilden dabei antiparallele
Dimere,[9] was im Einklang mit den hier gezeigten Daten und
den Oberfl�chenladungen von N1 ist (Abbildung 3 a). Zu-
sammen mit den kristallinen Bereichen, die aus den repeti-
tiven Elementen bestehen, erm�glicht die solvensabh�ngige
multivalente Verankerung[18] der N-terminalen Dom�nen
eine kontrollierte Wechselwirkung zwischen den Proteinket-
ten und deren Verl�ngerung.

Zusammengefasst ist nun ein Modell f�r den Mechanis-
mus der Initiation der Spinnenfaserassemblierung ersichtlich.
Die Speicherung von Spinnenseidenproteinen bei hohen
Konzentrationen in w�ssriger L�sung (wie etwa in der
Spinndr�se) ist in Micellen m�glich, in denen sich die gefal-
teten polaren Enden (N- und C-terminale Dom�nen) an der
Oberfl�che und die repetitiven Elemente im Inneren der
Micelle befinden. Beim Durchgang durch den Spinntrichter
f�hren Scherkr�fte zu einer Ausrichtung der Ketten. �nde-
rungen sowohl in der Konzentration als auch in der Zusam-
mensetzung von Salzen destabilisieren die C-terminale
Dom�ne und erm�glichen die Ausrichtung der repetitiven
Elemente, was zur Initiation von b-Faltblatt-reichen Struk-
turen f�hrt, die m�glicherweise einen Keim zur Bildung der
fertigen Faserstruktur darstellen. Zus�tzlich f�hrt die pH-
Wert-Senkung zur antiparallelen Dimerisierung der N-ter-
minalen Dom�nen. So erm�glicht die Gegenwart der beiden
terminalen Dom�nen in einem Spinnenseidenprotein die
Assemblierung dieser Proteine zu einer endlosen stabilen
Faser. Es kommt daher auf eine genaue Balance der Sol-
vensbedingungen an, die neben den Scherkr�ften einen
wichtigen Schritt zur Initiation des Faserassemblierungpro-
zesses von Spinnenseidenproteinen darstellt.

Experimentelles
Die Gene f�r die N-terminalen Dom�nen der MA-Spidroine 1 und 2
von Latrodectus hesperus (N1 und N2, ohne die Signalsequenz)
wurden chemisch synthetisiert (GeneArt, Regensburg, Deutschland),
in einen pET28a-Expressionsvektor (Novagen) kloniert und im E.-
coli-Stamm BL21 (DE3) bei 20 8C f�r 16 h exprimiert. Zum Mar-
kieren mit NMR-aktiven Isotopen wurden jeweils 1 g [15N]Ammo-
niumchlorid und 2 g [13C]Glucose pro Liter M9-Medium verwendet.
Die Proteine wurden durch Nickel-NTA-Chromatographie und
Gelfiltrationschromatographie aufgereinigt.

CD-Experimente wurden an einem J-715-Spektropolarimeter
(Jasco, Gross-Umstadt, Deutschland) durchgef�hrt. F�r Fern-UV-
Spektren und thermische �berg�nge (bei 10 mm Proteinkonzentrati-
on) wurde eine K�vette mit 0.1 cm, f�r Harnstoff-induzierte Enfal-
tungen (bei 2 mm Proteinkonzentration) eine K�vette mit 1 cm

Schichtdicke verwendet. Nah-UV-CD-Spektren wurden bei 100 mm

Proteinkonzentration und mit einer Schichtdicke von 1 cm gemessen.
Response wurde auf 2 s und die Bandbreite auf 5 nm gesetzt.

Thermische CD-�berg�nge wurden bei einer Wellenl�nge von
222 nm und einer Heizgeschwindigkeit von 60 8Ch�1 gemessen.
Chemische Enfaltung wurde durch die Zugabe von Harnstoff bis zu
einer Konzentration von 6m erreicht. Proteinproben (2 mm) wurden
bei 4 8C �ber Nacht inkubiert, und anschließend wurde das CD-Signal
bei 222 nm gemessen. Die erhaltenen Daten wurde mithilfe eines
Zwei-Zustands-Faltungsmodells ausgewertet.[19]

Gelfiltrationschromatographie wurde mit einem Agilent-1100-
System und einer Superdex-75-10/300-GL-S�ule (GE Healthcare,
M�nchen, Deutschland), UV-Detektion bei 280 nm und einer Fluss-
geschwindigkeit von 0.4 mLmin�1 durchgef�hrt. 100 mL einer
1 mgmL�1 Proteinl�sung wurde jeweils nach �quilibrierung der
S�ule mit dem verwendeten Puffer auf die S�ule injiziert. Das
Chromatographiesystem war verbunden mit einer Lichtstreueinheit
(multi-angle light scattering (MALS) und quasi-elastic light scattering
(QELS) bei 998) und einem differenziellen Brechungsindexdetektor
(Wyatt Technology Europe, Dernbach, Deutschland). QELS-Detek-
toren (Wyatt) und ein RI-Detektor (Shodex RI71, Techlab, Erke-
rode, Deutschland) wurden in Serie geschaltet. Die Datenaufzeich-
nung und Prozessierung erfolgte mit dem Wyatt-ASTRA-Programm
(5.3.4.14).

Die NMR-spektroskopischen Experimente wurden an 600- und
900-MHz-Spektrometern (Bruker Biospin, Rheinstetten, Deutsch-
land) durchgef�hrt. Die Zuordnung der Resonanzen wurde durch die
Verwendung von konventionellen 3D-Heterokern-NMR-Experi-
menten[20] und mit einer U-[13C,15N]-markierte Probe von 800 mm N1
(in 10 mm Natriumphosphat, pH 7.2, 300 mm NaCl) erreicht. Der
Zuordnungsprozess wurde durch das Programm PASTA[21] unter-
st�tzt. NOESY-Spektren wurden wie bereits beschrieben gemes-
sen.[8, 22] HN-RDCs wurden mit IPAP-Experimenten[23] gemessen (in
10 mm Natriumphosphat, pH 7.2, 300 mm NaCl), in denen das Pro-
tein-„Alignment“ durch die Zugabe von 20 mgmL�1 Pf1-Phagen[24]

(Helios, Regensburg, Deutschland) induziert wurde. F�r die Struk-
turrechnung und RDC-Verfeinerung wurde das Programm Xplor-
NIH[25] unter Verwendung von Standardskripten genutzt. Die hete-
ronuclearen {1H},15N-NOE-Experimente wurden mit 2 s Protonen-
s�ttigungszeit (und gleichzeitig Relaxationszeit) aufgenommen. CSP-
NMR-Experimente wurden anhand des gewichteten Mittels der 1H-
und 15N-chemischen Verschiebungsdifferenzen ausgewertet.[26] Das
urspr�ngliche Homologiemodell wurde mit dem Programm Swiss-
Model erstellt.[27] „Stimulated-echo“-NMR-Diffusionsmessungen
wurden mit 350 ms Diffusionszeit und zwei bipolaren Dephasie-
rungsgradienten von 2 ms L�nge gemessen. Jeweils 32 Datenpunkte
wurden bei steigenden Gradientenst�rken (0.7 bis 32.4 Gcm�1) auf-
genommen. Die Zuordnung der NMR-Resonanzen ist in der BMRB-
Datenbank unter dem Zugangscode 17131 hinterlegt.
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