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Das Geheimnis der Arachne:
das Phanomen Spinnenseide
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Louise Bourgois (1911- 2010) “Maman” (1999)
Bilbao, Guggenheim Museum




September 2011, im Park des Hotels in Peking
typischer Smog










Nicht jeder mag diese netten Tierchen




Nephila, webt ein Netz aus goldener Seide

Die weiblichen Spinnen
Nephila pilipes werden im
Sudpazifik zur Herstellung
von Fischernetzen
genommen. Man macht
einen Rahmen aus Bambus, =
In den die Spinne ihr Netz
macht. Dieses wird dann
zum Fischen benutzt..

Die Ureinwohner essen die
weliblichen Spinnen als
Proteinquelle roh oder
gerostet. Sie kdnnen auch
mit rohen Kartoffeln oder
Salat gemischt werden.
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Um die Textilien zu machen werden die Spinnen jeden Morgen
! gesammelt und in eine spezielle Vorrichtung gespannt. Ein
~ geubter Arbeiter kann 24 Spinnen gleichzeitig bearbeiten.



Acht Spinnen gleichzeitig

Im Mittel geben 23,000 Spinnen 30 g Seide. Der extreme Arbeits-
aufwand macht diese Textilien so auf3erordentlich selten und
teuer.
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25.1.- 6.6. 2012
Victoria and Albert
Museum, London

Golden Spider Silk

In dieser Ausstellung werden die
grofdten Spinneseiden Stlicke gezeigt,
- die jemals hergestellt wurden.

\ Es sind ein Brokat-Schal und ein
| - Cape zu dem mehr als 1 Millionen
. = | Spinnen gebraucht wurden.

| Herstellungsort: das Hochland von
| Madagaskar.




E

| E8®}Leute exammelten In5 Jahren auf Madagaskar das

. Material. Es wurde in einer 4-Jahr|gen Arbelt zu den beiden
'!'ektilaen verarbeitet.
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Das bestlcl(te Cape und der vier Meter lange
Brokat- Schal smd die einzigen-grof3en
Textlllen dié aus der goldenen Splnnenselde
hergestellt wurden ( Golden 'Orb spiders).




Der Schal (gewébt)
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Das wohl teuerste Cape der Welt




Spidroin:
ein “intelligentes Material” mit phantastischen Eigenschaften

- hat einzigartige mechanische Eigenschaften (optimiert
auf Dehnbarkeit, Elastizitat und Festigkeit),

- eine Spinne kann bis zu 6 verschiedene Seiden machen,

- es wird unter hoher Konzentration gespeichert, ohne zu
verklumpen,

- es hildet den Seidenfaden “auf Kommando” in
Bruchteilen von Sekunden.

- es Ist 0kologisch: die Spinne frisst den Faden wieder auf
und verarbeitet ihn neu

die wesentlichen Elemente sind in der Evolution
Uber mehrere Hundert Millionen Jahre konserviert



Hohe Spezialisierung: fur jeden Zweck das
geeignete Protein
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Vollrath, F.: ,Die Seiden und Netze von Spinnen, Spektrum der Wissenschaft 1992, 82. und Anheften



Verschiedene Spinndrusen

tu groRe £
(tubiliforme) Drlsej

Rainer F. Foelix: Biologie der Spinnen. Thieme, Stuttgart 1992.



Unterschiedliche Dehnbarkeit und Reil3festigkeit

1.4

Araneus diadematus MA silk:
dragline and web frame
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Bildung des Spinnenfadens

spinning gland

protein
secretion

Speicherung des

spinning duct J

spinning wart

exterior

PO,*

mechanical strain

Seidenproteins in lonenaustausch
Anwesenheit von NaCl pH runter
Scherkréafte

‘ silk thread

Zug- und Scherkréafte
und weitere Trocknung

M. Heim et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2009




Wie kann ein Protein unter hoher Konzentration (>30%) ohne
Aggregation gespeichert werden und unter 1 Sekunde einen
Faden bilden, der 5x starker als Stahl ist?

S
olle P\‘ 6- <xterior

spinning gland

mechanical strain

‘ silk thread




Parallel Ausrichtung durch Scherkrafte und Dehnung

PO42', K+, H*

* l, B sheet
unfolded o e o~ rich silk
protein shear e Onga |OD=

|
H20,CI', Na+*

spinning duct
silk shear-stress
proteins \ ;\—\ aligns polymers
f /\// anisotropic

isotropic

S. Rammensee, U. Slotta, T. Scheibel, A.R. Bausch,
PNAS 2008, 105, 6590-6595



Proteine sind lange Ketten, die aus den
21 natlrlichen Aminosauren gebildet werden

Rz
R, Ry 4 ©
H. OH 0
HH”%{UEH + z)ﬁﬂf - HEM)YME/U\GH +- H- "~ H
H O O R
2 Aminosauren ” ein Peptid

ein sehr kleines Protein Rt 4 9 Ry y 0O Rs
N N o
Proteine haben oft 100 bis 2000 HEH)WT \[)LH/J\T \[)LH/Kf
0 R, 0 Ry HN_ R;

Aminosauren in einer Kette
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physikalische und
/ biologische Eigenschaften
Struktur

N

biologische Funktionen



Die Proteinketten “falten” sich je nach der Art der
Aminosauren zu einer charakteristischen 3D Struktur

Primar- | Sekundir- idr- Quartiir-
struktur struktur struktur

Amino- a-Helix Polypeptid- zusammengelagerte
séuren kette Untereinheiten



NMR-Spektroskopie
Nuclear Magnetic Resonance = Kern Magnetische Resonanz

Starkes homogenes
Magnetfeld B,

Radiowellensender Empfanger Computerbearbeitung

T

Man sieht jeden einzelnen Atomkern in seiner Umgebung
Wasserstoff 'H, Kohlenstoffisotop 13C und Stickstoffisotop °N

Substanzprobe



900 MHz

750 MHz

600 MHz

250MHz




NMR-Zentrum das dann grofite NMR-
Spektrometer der 1,2 GHz)




Chemische Verschiebung
Anderung der molekularen Umgebung andert die
HO-CH,-CH; Resonanzfrequenz der Atome

N

Information: molecular binding

MR observable: chemical shift

_ WK
Edward Purcell
Nobelpreis 1952




Nuclear Overhauser Effekt (NOE)
Internukleare Abstande

Nur allerndchste Abstiande. NOE ~r ©

magnetisation
transfer

/MR observable: ‘

¢ Information:
| atomic distance

Zur Strukturbestimmung eines Proteins mif3t man alle
Abstande von Wasserstoffkernen (viele Tausende) und
rechnet daraus die 3-dimensionale Struktur des Proteins.




Vom NMR-Spektrum Uber paarweise
Distanzen zur 3D-Struktur

“Landkarte” der

NOE-Berge
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Anfang und Ende des Spinnenseidenproteins

Liftung des Geheimnisses der “Arachne”

N'term_'_nale Protein: eine sehr lange Kette C'term.'_nale
Domane aus Aminosauren Domane

Sich wiederholende Segmente, die sich in der Zahl und Art der
Aminosauren unterscheiden

-

Schwarze Witwe Kreuzspinne



FestkOrper-NMR

Sowohl die
mikrokristalline Phase als
auch die so-genannte
Glycin-reiche Phase sind
entlang der Achse des
Fadens orientiert

J.D. van Beek, S. Hess, F. Vollrath, B.H. Meler,
PNAS 2002, 99, 10266-10271



Modular Sequenzelemente

bildet 3-Faltblatter wie gibt
In Fibrillen Elastizitat
Gefaltet als In LOsung ungefaltet
Monomex \ , — _ \ Gefaltet als
] E .| - 5 pimer
Y
polyAla GPGQQ

N-terminale Domane.
Sie liegt gefaltet vor



Modular Sequenzelemente
bildet 3-Faltblatter wie gibt

in Fibrillen Elastizitat

Gefaltet als In LOsung ungefaltet
Monomer \ —L Gefaltet als
E .| T 5 Dimer

N-terminale Domane.

o C-terminale Domane.
Sie liegt gefaltet vor

Sie liegt gefaltet vor
und bildet Disulfid-
verbrickte Dimere

promovierte bei Johannes
Buchner, auch Post-Doktorand in
Munchen, grindete die Firma
Thomas Scheibel Amsilk, jetzt Professor in Bayreuth



Die NMR Structur des dimeren Spidroins

exprimiert in E. coli mit mehreren spezifischen Markierungen mit Isotopen (*°N, 13C, ?H)

Untereinheit A, Untereinheit B Ruckgrat RMSD = 0.18A

Hagn, F., Eisoldt, L., Hardy, J.G., Vendrely, C., Coles, M., Scheibel, T. and
Kessler, H., Nature 2010, 465, 239-242.



Einfluss der Disulfid-Brucke auf die thermische

Stabilitat der CTD
Disulfidbriicke gedffnet

1™ NR3 / das CD Spektum zeigt die

% NRS3 reduced ] :
. NR3 reduced + NaCl | helikale Struktur.

DN 2 O=aNWAO
1 2 0 a2 1 3 2 b a2 1 a2 1
[ 9

190 200 210 220 230 240 250 260
Wavelength (nm)

[0],,rw (deg cm?/dmol) * 10000

MM _
Eo_a_ NR3 ) Die thermische Entfaltung
S 06! geht schneller wenn die
S 0.4 Disulfidverbrickung

ERYY gedffnet wird. Kochsalz

L 0.0- stabilisiert wieder.

20 30 40 50 60 70 80 90
Temperature (°C)



Zwel Salzbriucken bestimmen die Stabilitat der CTD
(diese Salzbricken finden sich in allen Webspinnen)

Fraction Folded

20 30 40 50 60 70 80 90
Temperature (°C)

50t

40

jede Veranderung in den
Salzbricken destabilisiert das
Spidroin

R52E/E101R} *

NR3 Variant



Zwel Salzbriucken bestimmen die Stabilitat der CTD
(diese Salzbricken finden sich in allen Webspinnen)

e Die hohe
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A2 H3 B4 zeigt die Bedeutung

SBVSSAVSSLVSSGPTNQAALSNTISSVVSQVSASNPGLSGC
SBVSSAVSNLVASGPTNSAALSSTISNVVSQIGASNPGLSGC
SRISSAASTLVSGGYLNTAALPSVISDLFAQVGASSPGVSDS
SRVSSAVSSLVSNGQVNMAALPNIISNISSSVSASAPGASGC
SBVSSNVAAIASAG---AAALPNVISNIYSGVLSS--GVSSS

dieser Salzbricken.

BHE S
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s 45 Webspinnen seit
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Die CTD ist fur die kontrollierte Fadenbildung
essentiell

mit C-terminaler Doméane ohne C-terminale Domane

optische
Mikroscopie
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In der Speicherform konnen die poly-Ala
Segmente (schwarz) sich nicht richtig anordnen

In der gefalteten Form
passen die Elemente
nicht zueinander

teilweise Entfaltung
erlaubt Ausrichtung
der Elemente

> )
%‘*i
k"
¥ )
« _F Y Q
"@ .
kK S
A
B A: GPYGPGASAAAAAAGGY Qg m:_perfem;
Q: GPGSGQQGPGQQGPGQQGPGQQGPGQQ A ’ alignmen

inter-chain contacts
possible

F. Hagn, L. Eisoldt, J. Hardy, C. Vendrely, M. Coles, T. Scheibel, H. Kessler,
Nature 2010, 465, 239-242.



Schematischer Aufbau des Spinnefadens

Durch die partielle Entfaltung

g:- | | | N T - .
= == it des C-terminalen Doméne gibt
=== es erste Kristallisationskeime

Daran kann sich ein weiteres
dimeres Spidroinmolekdl
anlagern



Schematischer Aufbau des Spinnenfadens

Die poly-Ala-Sequenzen lagern sich zusammen und bilden
mikrokristalline Bezirke




Die Rolle der CTD ist jetzt klar
(“Schalter fur Aggregation”)

aber

Was ist die Rolle der N-
terminalen Domane ?

Wie bilden sich die Mizellen unter
den Speicherbedingungen?

Woraus resultiert die extreme
mechanische Festigkeit ?



Die N-terminale Domane des Spidroins

- LA ] BN Q N
- —

polyAla GPGQQ

F. Hagn, C. Thamm, T. Scheibel, H. Kessler
Angew.Chem.Int. Ed. 2011, 50, 310-313.

Latrodectus hesperus
(Schwarze Witwe)




Die NTD der Schwarzen Witwe in L6sung und die
Rontgenstruktur von Euprosthenops australis
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GrofRRen-Ausschluss-Chromatographie

und MS bel verschiedenem pH
Salz stabilisiert Monomer

dimerisation site

nledrlger pH dlmer hoher pH (partlell) monomer
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N1+ NaCl
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Die Orientierung der NTD-Dipole ist entscheidend

Ladungen
stofden sich ab

Ladungen
ziehen sich an




Speicherung

Wasserphase

Silk protein storage

wasserabstofRende
ungeordnete Struktur im
Inneren der Mizelle

F. Hagn, C. Thamm, T. Scheibel, H. Kessler, Angew.Chem.Int. Ed. 2011, 50,
310-313.



Speicherung in hoher Konzentration in Mizellen

Mizelle

In der Mizelle sind e e e |
die polaren

Endgruppen auf 1

der Oberflache zum
Wasser

Wasserphase

Im Inneren der
Mizelle sind die
unpolaren Ketten
ungeordnet



Speicherung in hoher Konzentration in Mizellen

Die N-terminalen Domanen sind ausgerichte und zeigen die
negativ geladene Seite nach aul3en. Die AbstofR3ung verhindert
die Aggregation der Mitzellen.




Schematischer Aufbau des Spinnenfadens

[ ]
- [ ]

Die freien N-terminalen Domanen dimerisieren als Kopf-Schwanz-

Dimere




Multivalente Verankerung verursacht die
extreme Festigkeit der Spinnenseide

pH etwa 7.0 pH sinkt auf 6.0
hohe Salzkonzentration niedrige Salzkonzentration

r

micellar surface
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Speicherung in Im Kanal wird der Faden

der Spinndruse gebildet

F. Hagn, C. Thamm, T. Scheibel, H. Kessler;
Angew.Chem.Int. Ed. 2011, 50, 310-313.



Multivalente Verankerung verursacht die
extreme Festigkeit der Spinnenseide

oH etwa 7.0 multivalente
hohe Salzkonzentration Quervernetzung
‘ ﬁngelarsurface. ‘?\J \ g '-“.
-~ :

‘_l A7 \ o A e

) 2 IR NN .

N N R
Speicherung in Im Kanal wird der Faden
der Spinndruse gebildet

F. Hagn, C. Thamm, T. Scheibel, H. Kessler;
Angew.Chem.Int. Ed. 2011, 50, 310-313.



Die Spinnerinnen (Die Fabel der Arachne) (Diego Velazquez, 1644-1648).




Die Spinnerinnen (Die Fabel der Arachne) (Diego Velazquez, 1644-1648).

,\uj,,
Arach DMC. i
1. Speicherung in Mizellen:
verhindert Aggregakon

2.Von der Druse in den Kanal

Scher-und Zugkrafte orlentlererf die Strange.

s - J Lo TR
3. Anderung der Salzka.gzentratlon S )

teilweise Entfaltung der CTD erlaubt die ": :
Ausrichtung

v

4. Bel niedrigem pH dimerisiert die NTD:
multivalente Quervernetzung




Application of Artificial Spider Silk

Firma Amsilk
Ausgrundung der TUM

Thomas Scheibel

Doktorarbeit bei J. Buchner
(TUM)

Habilitation 2007 (TUM)

ab 2007 Lehrstuhl
Biotechnologie in Bayreuth

"Biosteel", also biologischen Stahl, nennt die Firma
AMSIilk ihr neues Produkt: Es ist eine Faser aus
kiinstlich hergestellter Spinnenseide, und sie ist 25-
mal so belastbar wie ein vergleichbarer Stahldraht.

Thomas Scheibel setzte es sich in den Kopf, die
chemischen und mechanischen Prozesse, die beim
Erzeugen der Seidenfaden ablaufen, aufs Genaueste
zu erforschen und dann technisch nachzuahmen.
Scheibels Team zusammen mit Arbeitsgruppen von
Andreas Bausch und Horst Kessler gelang es im Jahr
2008 erstmals, einen kunstlichen Spinnkanal zu
bauen.

2010 entschlisselten die Wissenschaftler dann die
molekularen Grundlagen der Fadenproduktion in der
Spinndrise.

Und 2011 konnten sie schlie3lich zeigen, auf welchen
Mechanismen die enorme Festigkeit des
Spinnenseidenfadens beruht.

Die Welt, 29.5.2013



"Derzeit ist eine Pilot-Spinnanlage im Bau", berichtet Axel Leimer.
Das Rohmaterial wird mithilfe gentechnisch veranderter
Kolibakterien biotechnologisch hergestellt. "Wir produzieren es
heute im 100-Kilogramm-Mal3stab in einer kleinen Pilotanlage im
Technikum des Forschungszentrums fir Weil3e Biotechnologie auf
dem TUM-Campus in Garching, demnachst weiten wir das aus,
dann haben wir Tonnen des Ausgangsmaterials zur Verfligung."

Die Welt, 29.5.2013

Biomaterialen aus Spinneseide

z.B. zur Abdeckung von Wunden
(nicht immunogen, stabil, bioabbaubar)



Po3

Alexander Dehner

Franz Hagn
Christian Klein
Johannes Buchner
Ute Moll

Danksagung

Spider Silk &Y. - Hspl2

Franz Hagn
Johannes Buchner
Linda Hendershot
et al.

Franz Hagn
Lucas Eisold
Thomas Scheibel
Murray Coles

Hsp90
ranz Hagn

Stephan Lagleder
Johannes Buchner
Linda Hendershot

et al.

Hsp90 + Stil

Franz Hagn

Stephan Lagleder
Johannes Buchner
Michael Groll et al.



P33

Alexander Dehner

Franz Hagn
Christian Klein
Johannes Buchner
Ute Moll

Hspl2

Danksagung

Spider Silk

Fir diese Arbeiten wurde Franz wwwwwww Hagn u.a. mit

e hner
dem Sommerfeldpreis 2012 der Baye”SChen
Akademie der WIS el

aften ausgezeichnet
Er war als Post- Doktor nd an der Harvaro
Medical School in Boston und ist seit letztem
Jahr Professor am Institute for Advanced
Studyder'TU Munchen

viiICnael Groil et al.

et al.






