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1 Einleitung

Die Spinne Nephila madagascariensis (Abbildung 1.1) ge-
hort neben der Spinne Nephila clavipes (Abbildung 1.2) zur
Familie der Araneidae (Radnetzspinnen). Beide haben sich
darauf spezialisiert, Seide herzustellen, um damit Netze zum
Beutefang herzustellen.

Die Féhigkeit, Seide zu produzieren, nutzen sie jedoch
nicht nur fiir die Jagd. Sicherungsfiden dienen der schnel-
len Flucht vor Feinden, andere Fadentypen dem Bau einer
Behausung oder dem Verpacken von Beute. Beide Spinnen
sind in der Lage, je nach Verwendungszweck unterschiedliche
Formen von Seide zu produzieren. Ein typisches Radnetz be-
steht in erster Linie aus zwei unterschiedlichen Fadentypen;
auf der einen Seite aus Rahmenfiden, die das Grundgeriist
eines Netzes darstellen, und zum anderen aus den Faden der
Fangspirale (Abbildung 1.3 links).

Diese Fangfiden sind sehr elastisch und dehnen sich im
Wind, bei Regen oder bei Beriihrung durch ein Insekt. Fliegt
ein Beutetier in ein Netz, so entkrduseln und dehnen sich
die Fangfiden zunéchst, um den Stof aufzunehmen, bevor
sie sich wieder einrollen und die Beute festhalten. Der Rah-
menfaden, die stirkste Fadenart [24], ist weniger elastisch,
besitzt aber eine deutlich héhere Zugfestigkeit als ein Fang-
faden.

Fiir Materialforscher sind beide Faden von Interesse. Durch
Vergleich der mechanischen Eigenschaften beider Faden mit
denen kiinstlicher Fasern wird deutlich, dass Spinnenseide
belastbarer ist. Sie ist sowohl elastisch als auch reififest. Kei-
ne bis dato bekannte Kunstfaser besitzt in diesem Mafe
beide Eigenschaften zugleich. Des Weiteren ist Spinnensei-
de leicht und ihre mechanischen Eigenschaften konnen den
unterschiedlichen Verwendungszwecken angepasst werden.

Eine Moglichkeit die mechanischen Eigenschaften von Materialien quantitativ zu unter-
suchen, ist der Zugversuch. Die interessanten Grofen hierbei sind die Zugspannung (Kraft
pro Flicheneinheit) und die entsprechende Dehnung. Zusammen stellen sie ein Mak fiir
die Energie dar, die notwendig ist, um einen Faden zum Reifsen zu bringen. Das typische
Ergebnis eines derartigen Versuchs an Spinnenseide ist im rechten Teil der Abbildung 1.3
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Abbildung 1.1: Spinne
Nephila madagascari-
ensis. Foto: [HE].

Abbildung 1.2: Spinne
Nephila clavipes. Foto:
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1 FEinleitung

zu sehen. In diesem Fall wurde ein einzelner Rahmenfaden der Spinne Nephila clavipes
bei einer Kraft von 45 mN um ungefihr 27% der Ausgangslinge gedehnt. Rahmenfiden
(griin) lassen sich um bis zu 35% der Eigenlidnge dehnen, Fiden der Fangspirale (violett)
um {iber 200% (Abbildung 1.3 links).
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Abbildung 1.3: Links: Schematischer Aufbau eines Spinnennetzes durch Rahmenfiden
(griin) und Fangfiden (violett) mit dem zugehorigen Profil einer Kraft-Dehnungsmessung.
Modifiziert nach [22]. Rechts: Typischer Verlauf eines Zugversuchs an Rahmenfiden der
Spinne Nephila clavipes. Modifiziert nach [33].

Material Zugspannung | Dehnung | Energie
[Nm~?| %) 7Kg !
Rahmenfaden | 4 x 10° 35 1x 10°
Flagelli-Form | 1 x 10° >200 1x10°
Kevlar 4 x 10° 5 1x 10%
Gummi 1x 108 600 1x 104
Nylon, Typ 6 | 7 x 107 200 1x 104

Tabelle 1.1: Vergleich der mechanischen Eigenschaften kiinstlicher Materialien mit denen
von Spinnenseide (Nephila clavipes) [I7]. Die Tabelle zeigt die bei Eintritt des Zerreifens
gemessenen Grofen.

Die Fangspiralfiden werden in der Literatur oft als Flagelli-Form-Seide bezeichnet, da
sie in einer geikelférmigen Driise produziert werden (lat. Flagellum: Geikel, Peitsche).
Tabelle 1.1 zeigt eine Ubersicht der mechanischen Eigenschaften unterschiedlicher Féiden
im Vergleich zu kiinstlich hergestellten Materialien und Fasern. Hieraus ist zu erkennen,
dass die Zerreiftenergie sowohl bei den Rahmen- als auch bei den Fangspiralfiden um den
Faktor 10 grofer ist als bei Kevlar, Gummi oder Nylon.

Bei Langendnderungen von Korpern wird Arbeit verrichtet. Ist die Verformung elastisch,
so wird die Verformungsarbeit als potenzielle Energie im Korper gespeichert und bei
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1 FEinleitung

Entlastung wieder freigesetzt (Hookesches Gesetz). Bei der plastischen Verformung wird
nur ein bestimmter Teil der Verformungsenergie wiedergewonnen und der Kérper bleibt
deformiert. Typische Werte fiir reversible Lingenénderungen von Spinnenseide liegen bei
ca. 3% der Ausgangslinge [33].

25 % Luftfeuchtigkeit 75 % Luftfeuchtigkeit
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Abbildung 1.4: Effekt von Luftfeuchtigkeit auf Kraft-Dehnungskurven [B3].

Wird die Luftfeuchtigkeit in der Umgebung des Spinnenfadens erhéht, so dndert sich,
neben den Ausmafen des Fadens, auch das Profil der Kraft-Dehnungskurve. Abbildung
1.4 zeigt die Ergebnisse eines Zugversuchs bei normaler und bei erhohter Luftfeuchtig-
keit. Durch Vergleich beider Kurven wird deutlich, dass das polare Losungsmittel Wasser
die molekulare Struktur und daher die mechanischen Eigenschaften der Seide wesentlich
beeinflusst.

Driise Spinnenfaden

%Afoséureketten kristallin
e T @

Abbildung 1.5: Vorstellung iiber Enstehung und Aufbau von Spinnenseide.

Um diesen Effekt sowie das Zustandekommen der einzigartigen Eigenschaften der Seide
zu verstehen, ist Kenntnis ihres molekularen Aufbaus notwendig. Biochemische Unter-
suchungen ergaben, dass sich die Seide aus langen Aminosiureketten, den sogenannten
Proteinen, zusammensetzt [T5]. Diese Aminosiureketten werden in der Spinndriise unter
Druck zu Féden gepresst (siehe Abbildung 1.5). Um die Anordnung der molekularen Kom-
ponenten der Spinnenseide zu bestimmen, wurden Rontgenstrukturanalysen verwendet.
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1 FEinleitung

Diese auf Streuung basierenden Experimente zeigen, dass Spinnenseide aus geordneten,
kristallinen und ungeordneten, amorphen Bereichen besteht (siehe Abbildung 1.6). Die
Kristallite rufen die Streubeitrige (Bragg-Peaks) auf dem Detektor hervor. Ungeordnete
Bereiche sind als ringférmiger Streuuntergrund zu sehen (amorphe Halo). Die genaue Aus-
wertung eines solchen Rontgenstreubildes ermdglicht es — unter anderem mit Hilfe der
Millerschen Indizes — Form, Ausdehung und Orientierung der Kristallite zu bestimmen
(Abbildung 1.7). Sind Ausdehung und Bestandteile bekannt, so kann eine Einheitszelle
— die kleinste sich wiederholende Einheit im Kristallit — bestimmt werden.

(G-Faltblattkristallit

(geordnet)
Ca
= AN a/ \NH/ Nod
= é
o - -
Cq co NH
/ \N/ \C/ N\

Amorphe Matrix
(ungeordnet)

Rontgenstrahlen der Wellenldnge 0.97 A

Abbildung 1.6: Rontgenstrukturanalyse von Spinnenseide (Einzelfaden). Links oben: Ront-
genbeugungsbild (Messgerit: ID13 ESRF Grenoble. Unveroffentlichter Datensatz von Tim
Salditt und Anja Glisovi¢, Institut fiir Rontgenphysik Goéttingen). Links unten: Seiden-
struktur bestehend aus geordneten und ungeordneten Bereichen. Rechts: Wasserstoff-
briicken (violett) in den geordneten (-Faltblattkristalliten und der amorphen Matrix.

Neben Rontgentechniken kann 2D-NMR-Spektroskopie [31] zeigen, dass die kristallinen

Bereiche durch die Aminosdure Alanin dominiert werden, die wiederum unter Ausbildung
von Wasserstoffbriicken regelméfige Strukturen formt. Diese relativ starren Anordnungen
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1 FEinleitung

werden als Faltblédtter bezeichnet (Abbildung 1.6 rechts) und sind die Grundbausteine
der Kristallite, die sich vorzugsweise in Richtung der Faserachse orientieren [24]. In den
ungeordneten Bereichen konnte experimentell bisher keine eindeutige Struktur festgestellt
werden. Inwieweit in diesen amorphen Bereichen ebenfalls Wasserstoffbriicken zur Stabi-
lisierung beitragen, ist unbekannt.

Messung: 2D-Profil Schnitt L Schnitt ||
15 40
210
i e 0 (002)

= < 10 i amorphe Halo

= 5 (020 5 59 .

— 2 2

=i L5 2

%.5 1 1.5 2 %.5 1 15 2
all [1/A] aL [1/A all [1/A]

Abbildung 1.7: Ergebnisse einer Rontgenbeugung von Spinnenseide der Spinne Nephila ma-
dagascariensis und Indizierung mittels Millerscher Indizes. Die roten Linien kennzeichnen
die Schnitte parallel und senkrecht zur Faserachse. Links: Zwei-dimesionales Intensitéts-
profil. Mitte: Ein-dimensionaler Schnitt senkrecht zur Faserachse (¢, ). Der Peak (020) hat
die Position qpog) = 1.18 A1 und der Peak (210) hat die Position q19) = 1.45 AL
Rechts: Ein-dimensionaler Schnitt parallel zur Faserachse (g)). Der Peak (002) hat die
Position qpgg) = 1.8 A~!. Datensatz siche Abbildung 1.6.

Die Hauptfrage der Materialforschung ist, welche Bereiche der Seidenstruktur die grofen
Mengen an Energie aufnehmen kénnen. Um diese Frage zu kliren, ist ein Verstdndnis des
molekularen Aufbaus beider Bereiche notwendig. Die vorliegende Arbeit konzentriert sich
auf die geordneten Bereiche. Da Strukturanalysen mittels Rontgenbeugung und NMR-
Methoden keine ausreichende Information iiber die Anordnung der Faltblatter relativ
zueinander liefern, wurden computergestiitzte Modelle erstellt, an denen die Streuung
berechnet wurde. Das resultierende Intensititsprofil wurde dann mit dem des Experiments
verglichen. Das Modell wurde solange verbessert, bis eine gute Ubereinstimmung der
beiden Profile vorlag. Um zu iiberpriifen, ob sich die modellierten Kristallite in einer
stabilen, energetisch giinstigen Konformation befinden (Minimum der freien Energie G),
wurden Molekulardynamiksimulationen durchgefiihrt.

Kapitel 2 beinhaltet die Grundlagen der Proteine und geht auf das bereits vorhandene
Wissen iiber Spinnenseide ein. Kapitel 3 umfasst die fiir die Streusimulation notwendigen
Grundlagen der Rontgenbeugung und der Festkdrperphysik. Kapitel 4 stellt sowohl die
verwendeten Methoden als auch die modellierten Strukturen vor. In Kapitel 5 werden die
resultierenden Ergebnisse présentiert und diskutiert. Zum Abschluss der Arbeit wird eine
Zusammenfassung und ein kurzer Ausblick gegeben.

15



2 Aufbau von Spinnenseide

2.1 Proteinstruktur

Alle Spinnenfiden bestehen aus Proteinen. Diese wiederum bestehen aus Aminosduren,
die durch Peptidbindungen miteinander verkniipft sind. Zur Charakterisierung der Pro-
teinstruktur unterscheidet man vier Ebenen.

Primarstruktur
AS; AS, AS; AS,; AS; ASg ASy

Abbildung 2.1: Primérstruktur (Sequenz der einzelnen Aminosdurebausteine AS;): Unters-
te Ebene der Strukturinformation eines Proteins.

Sekundarstruktur

Wasserstoffbriicke

AS1 ag,

kleiner Turn
oder Loop

<_—/

Verlaufsrichtung der Peptidkette

Abbildung 2.2: Sekundérstruktur: Stabilisierung durch Wasserstoffbriicken.

Die Reihenfolge (Sequenz) der Aminosduren in der Petidkette wird als Primérstruk-
tur bezeichnet (Abbildung 2.1). Unter Minimierung ihrer freien Energie G falten sich die
Polymerketten in bestimmte Strukturmotive. Diese Sekundérstrukturen werden durch die



2 Aufbau von Spinnenseide

Ausbildung von Wasserstoffbriicken stabilisiert (Abbildung 2.2). Wéhrend sich die Tertiér-
struktur auf die drei-dimensionale Struktur eines Proteins in atomarer Auflosung bezieht,
beschreibt die Quartarstruktur die Assoziation von Proteinen aus mehreren Untereinhei-
ten. Eine Einfiihrung in die Biologie und Biochemie der Proteine geben unter anderem
die Werke [T9] und [30].

Die Polymereinheit eines Proteins ist die Aminosdure. Thre Grundstruktur ist in Ab-
bildung 2.3 zu sehen. Das zentrale C-Atom wird als C,-Atom bezeichnet. Die variable

B N Seitenrest (R): (‘7:0
R, H H
", / —H Glycin (G), apolar ‘/
C o
TN — CH;y 0 Alanin (A), apolar ~ O
N C Vi N CH,
‘ H — CHy —CHy —C Glutamin (Q), polar ‘ ‘
b 0 L CH, CH,
In NH, Prolin (P), apolar

Abbildung 2.3: Links: Grundstruktur einer Aminoséure. Mitte: Aminosduren unterscheiden
sich lediglich durch die Bestandteile der Restgruppe. Rechts: Ringférmige Aminoséure
Prolin.

Seitenkette, hier mit R fiir Rest gekennzeichnet, ist fiir die biologischen und chemischen
Eigenschaften der Aminoséure verantwortlich. Sie definiert, um welche Aminoséure es sich
handelt und bestimmt die Eigenschaften wie Polaritét, Loslichkeit und Ladung.

Aminoséure i Aminoséure i+1 Aminoséure i+2 Peptidbindung

0 g
. " ! delokalisierte
I //////////”"C / ‘C\ (D(‘ogplclll:;i;ldl(l‘ng
T l\c/ \\

A Nt R N O

H O 0] H

R
////////,,//“C/ 1 N Pit1 Vit
o \c/ >Z(£<

|

| 3.8‘ A |

C

N Verlaufsrichtung

Abbildung 2.4: Links: Tripeptid mit den flexiblen Ramachandran-Winkeln ® und V. Die
Verlaufsrichtung des Peptids orientiert sich am sogenannten NC-Terminus. Rechts: Reso-
nanzhybridstruktur der Peptidbindung.

Die Verbindung zwischen einzelnen Aminoséuren entsteht unter Abspaltung von Was-
sermolekiilen (Polykondensation) und wird als Peptidbindung bezeichnet. Bei dieser Bin-
dung handelt es sich um eine delokalisierte Doppelbindung, die als Resonanzhybrid be-
zeichnet wird. Sie ist relativ starr und fixiert den Abstand von einem C,-Atom zum
niichsten auf 3.8 A. Die variablen Grofen in einer Peptidkette sind die Winkel ® und ¥,
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2 Aufbau von Spinnenseide

die als Ramachandranwinkel bezeichnet werden. Abbildung 2.4 zeigt ein Tripeptid mit
der starren Peptideinheit und dem Winkelpaar & und W.

Die in der Sekundérstruktur vorhandenen benachbarten Aminosiurereste ordnen sich
vorwiegend zu (-Faltbliattern oder a-Helizes zusammen. Bei den Faltblattkonformationen
bilden sich Wasserstoffbriicken zwischen benachbarten Ketten (Abbildung 2.5 links oben).
Da diese fast gestreckt sind, bildet sich auf Grund ihrer Zickzackform eine Faltblattstruk-
tur. Bei der Helix beschreibt ein einzelnes Peptid eine Schraubenform, was auf eine andere
®-U-Kombination zuriickzufiihren ist. Hierbei treten Wasserstoftbriicken zwischen der n-
ten und der (n+4)-ten Aminosdure auf (Abbildung 2.5 links unten).

In der Ramachandran-Karte (Abbildung 2.5 rechts) werden die Winkel ® und ¥ gegen-
einander aufgetragen. Es zeigt sich, dass je nach Winkelpaareinstellung unterschiedliche
Strukturen begiinstigt werden. Nicht jede beliebige Winkelkombinationen ist realisiert,

j3-Faltblatt

v
A 136.85°
-+ 120°
B
139° 1%
C
t t t t P
-120° -60° 60°\ 120°
linksgéngige Helix
rechtsgdngige Helix
D

Abbildung 2.5: Links: Unterschied zwischen a- und S-Strukturen (stark vereinfacht). -
Faltblatter entstehen durch Ausbildung von Wasserstoffbriicken benachbarter Peptidketten
(hier A,B und C). In a-Helizes bildet eine einzelne Kette (hier D) eine Schraubenform
und es entstehen Wasserstoffbriicken zwischen der n-ten und der (n-+4)-ten Aminoséure
desselben Molekiils. Rechts: Ramachandrankarte.

da manche Fille zu sterischen Kollisionen zwischen den einzelnen Atomen fiihren kon-
nen. Die Karte zeigt aulkerdem, dass es fiir a-Helizes und [-Faltblattstrukturen mehrere
Realisierungsmoglichkeiten innerhalb der griinen Bereiche gibt.

Die Tertidrstruktur ist die ndchsthohere Organisationsstufe von Proteinen. Sie be-
schreibt die Ausbildung der stabilen Raumstruktur monomerer Proteine, die aus Kom-
binationen von «-Helizes und [(-Faltbldttern sowie den dazwischen liegenden Schleifen
und anderen Strukturelementen bestehen. Bei der Ausbildung der Quartérstruktur treten
mehrere identische oder nichtidentische, als Untereinheiten bezeichnete, Proteinketten mit
jeweils eigener Primér-, Sekundér- und Tertidrstruktur zu einer Funktionseinheit zusam-
men.
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2 Aufbau von Spinnenseide

2.2 Primarstruktur von Spinnenseide

Die Primérstrukturen von Seiden vieler verschiedener Spinnengattungen sind seit mehr
als 10 Jahren bekannt, darunter auch die der Spinne Nephila clavipes. Bei den Rahmen-
fiden ihrer Netze hat sich herausgestellt, dass die Seide aus zwei Proteinen besteht [I3].
Diese werden als SPIDROIN 1 und SPIDROIN 2 bezeichnet (Abbildung 2.6 und 2.7). Die

QGAGAAAAAAGGAGQGGYGELGGNGAGQGGYGEGLGGNGAGQGAGAAAAAAAGGAGQGGYG
GLGSQGAGRGGQGAGAAAAAAGGAGNGGYGGLGSOGAGRGGLGGAGAGAAAAAAAGGAGQ
GGYGGLGNQGAGRGGQGAAAAAAGGAGQGGYGGLGS(GAGRGGLGGOGAGAAAAAAGGAG
QGGYGGLEGNGAGQGEYGGLGS(GAGRGELGGAGAGAAAAAAAGGAGNGELGGNGAGQGA
GASAAAAGGAGQGGYGGLGSQGAGRGGEGAGAAAAAAGGAGGEYGGLGGNGAGNGGYGE
LGSQGAGRGGLGGOGAGAAAAGGAGQGGLGGNGAGQGAGAAAAAAGGAGQGGYGGLGSQG
AGRGGLGGQGAGAVAAAAAGGAGQGGYGGLGSQGAGRGGQGAGAAAAAAGGAGQRGYGGL
GNQGAGRGGLGGQGAGAAAAAAAGGAGQGGYGGLGN(GAGRGGNGAAAAAGGAGGGYGGE
LGSQGAGRGGQGAGAAAAAAVGAGQEGIRGNGAGREGYGGLGSOGSGRGGLGGNGAGAAA
AAAGGAGNGGLGENGAGQGAGAAAAAAGGVRQGGYGGLGSOGAGRGGNGAGAAAAAAGGA
GQEEYGGLGGQGVGRGGLGGNGAGAAAAGGAGQGGYGGVGSGASAASAAASRLSSPQASS
RVSSAVSNLVASGPTNSAALSSTISNVVSQIGASNPGLSGCDVLIQALLEVVSALIQILG
SSSIGQVNYGSAGQATQIVGQSVYQAL

Abbildung 2.6: Fragment aus SPIDROIN 1 nach [B7] und [7]: Alanin [A], Glycin [G], Pro-
lin [P] und die hydrophile Aminosdure Glutamin [Q|. Sequenzhomologien werden durch
unterschiedliche Farben hervorgehoben.

PGGYGPGQQGPGEYGPGQQGPSGPGSAAAAAAAAAAGPGEYGPGQQGPEGYGPGQQGPGR
YGPGQQGPSGPGSAAAAAAGSGQQGPEGEYGPROQGPGGYGQGQQGPSGPGSAAAASAAAS
AESGQQGPGGEYGPGQNGPEGEYGPGQQGPGGYGPGQNGPSGPGSAAAAAAAASGPGQNGPGE
GYGPGQQGPGEYGPGQQGPSGPGSAAAAAAAASGPGQUGPGGEYGPGQQGPEGEYGPGQQGL
SGPGSAAAAAAAGPGQQGPGEYGPGQQGPSGPGSAAAAAAAAAGPGEYGPGQQGPGGYGP
GQQGPSGAGSAAAAAAAGPGQQGLGGYGPGAQGPEGYGPGQQGPGGYGPGSASAAAAAAG
PGQQGPGEYGPGQUGPSGPGSASAAAAAAAAGPGGYGPGQUGPGGYAPGNQGPSGPGSAS
AAAAAAAAGPGGYGPGQQGPEGYAPGQQGPSGPGSAAAAAAAAAGPGGYGPAQQGPSGPG
TAASAASAGPGGYGPAQQGPAGYGPGSAVAASAGAGSAGYGPGSQASAAASRLASPDSGA
RVASAVSNLVSSGPTSSAALSSVISNAVSQIGASNPGLSGCDVLIQALLEIVSACVTILS
SSSIGQVNYGAASQFAQVVGQSVLSAF

Abbildung 2.7: Fragment aus SPIDROIN 2 nach [I5]: Alanin [4], Glycin |G|, Prolin [P] und
die hydrophile Aminoséure Glutamin [qQ]. Sequenzhomologien werden durch unterschiedli-
che Farben hervorgehoben.

jeweilige Aminosauresequenz gibt nur wenige Anhaltspunkte iiber die rdumliche Struktur
der Proteine. Es konnen aber Aussagen iiber ihre Polaritit getroffen werden. Auferdem ist
es moglich, dass die Positionen von wichtigen Sequenzgruppen auf bestimmte oder dhn-
liche Funktionen hindeuten (Sequenzhomologien). Durch Vergleich wird deutlich, dass
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2 Aufbau von Spinnenseide

sowohl SPIDROIN 1 als auch SPIDROIN 2 von den apolaren Aminosduren Glycin und
Alanin dominiert werden. Hinzu kommt in beiden Strukturen die hydrophile Aminoséure
Glutamin. SPIDROIN 2 enthélt zusétzlich die Aminoséure Prolin. Anhand der farblichen
Markierungen werden Gemeinsamkeiten und Unterschiede in beiden Sequenzen deutlich.
Beide Strukturen beinhalten Polyalaninbereiche [AAAAAAAA|, die im Fall des Spinnenfa-
dens eine S-Faltblattkonformation einnehmen ([I3] und [31]). Weitere Gemeinsamkeiten
sind @@X-Motive und ein grofer Anteil an Glutamin [Q]. Der grofte Unterschied zwischen
SPIDROIN 1 und SPIDROIN 2 besteht in der Verteilung der Aminoséure Prolin [P]. Das
Protein SPIDROIN 2 ist im Vergleich zu SPIDROIN 1 sehr prolinreich. Manche Veroffent-
lichungen ordnen den sich wiederholenden Motiven |[@P@XX| und [@@X]| helikale Strukturen
zu und erkldren damit die hohe Elastizitit bzw. die Struktur der amorphen Bereiche ([27]
und [3T]). [X] steht hierbei fiir eine beliebige Aminoséure.

VGPGGSGPGGYGPEESGPGEYGPGGAGPGGEYGPGGSGPGGYGPGGESGPGEY GPGESGPEE
YGPGGSGPGGYGSEEAGPGEYGPGGSGPGEYGPGGSGPGGYGPGGTGPGGTGPGESGPGE
YGPGGSGPGGSGPGGSGPGGYGPSGSGPGGYGPSGSGPGGYGPGGSGPGGYGPGGSGAGG
TGPGGEAGGAGGAGGSGGAGGSGGAGGSGEAGGSGGVEGSGGTTITEDLDITIDGADGPIT
ISEELTISGAGGSGPGGAGPGGVGPGGESGPGGVGPGVSGPGGVGPGGSGPGGVGSGGSGP
GGVGPGGYGPEGESGSGEVGPEEYGPGESGGEYGPGGSEGPYGPSGPYGSGGGYGPGRAGE
PYGPGSPGGAYGPGSPGGAYYPSSRVPDMVNGIMSAMQGSGFNYQMFGNMLSQYSSGSGT
CNPNNVNVLMDALLAALHCLSNHGSSSFAPSPTPAAMSAYSN

Abbildung 2.8: Fragment aus Flagelli-Form-Seide nach [4]: Alanin [A|, Glycin |G|, Pro-
lin [P] und die hydrophile Aminosiure Glutamin [Q]. Sequenzhomologien werden durch
unterschiedliche Farben hervorgehoben.

Die Seide der sehr elastischen Fangspirale (Flagelli-Form-Seide) besteht lediglich aus ei-
nem Protein (Abbildung 2.8). Auffillig sind das Fehlen der Polyalaninbereiche [AAAAAAAA],
ein geringer Anteil an Glutamin [Q| sowie die Dominanz von Prolin [P| und dem sich wie-
derholenden Motiv [@@X|. Wegen seiner ringformigen Struktur ist die Aminosdure Prolin
(Abbildung 2.3 rechts) als Storglied der Sekundérstruktur bekannt. Prolin ist die am
starksten konformativ eingeschrinkte Aminosdure und ist deshalb vorwiegend in Loops
oder Kehren vorhanden. Da die Aminofunktion in der Ringstruktur lokalisiert ist, sorgt
sie dafiir, dass die Aminosdure sehr unflexibel ist und keine Wasserstoffbriicken gebildet
werden. Im Gegensatz dazu steht die kleinere Aminosaure Glycin. Glycin besitzt keine
Seitenkette und ist aus diesem Grund in seiner Flexibilitéit kaum eingeschrankt. Es kommt
oft in Schleifenregionen vor und kann auferdem eng gepackt werden.

Die polaren Seitengruppen machen einen Anteil von ungefihr 24% der Primérstruktur
aus. Dies kénnte den Effekt von Luftfeuchtigkeit bei Kraft-Dehnungsmessungen erkliren

[33].
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2 Aufbau von Spinnenseide

2.3 Sekundarstruktur von Spinnenseide

Schon frith wurde erkannt, dass Teile der Struktur von Faserproteinen aus fast gestreckten
Peptidketten bestehen, die sich unter Ausbildung von Wasserstoffbriicken zu Faltblatt-
strukturen organisieren. Die Wasserstoffbriicken bilden hierbei einen rechten Winkel zur
Verlaufsrichtung der Peptidketten und befinden sich in den einzelnen Ebenen des Faltblat-
tes (Abbildung 2.9). Bereits 1928 wurde von Meyer und Mark aufgrund ihrer Messungen
vermutet, dass sich die Ketten in den kristallinen Bereichen entlang der Faserachse orien-

tieren [21].

........ Wasserstoftbriickenbindung

c=0 C=0| | HN C=0 HN C=0 H
AN /
@, @, C @, Ca C.
AN AN / AN
N—H N—H| | 0o=—cC N Hoooo 0=c N Hooooo 0
/ - / AN /
o= o= N Hooooo o= N Hooooo 0=cC
AN AN / AN
Co Ca Cq C Cq Cq
/ / AN /
H—N HN C=0 HN C=0 H—N
AN AN / AN
c=0 C=0[ | HN C=0 HN C=0 H
/ / AN /
Ce Ce C . Ca C.
AN AN / AN
N—H_ N—H| | 0=C Ne—Hooooe 0=cC N—Hoooe 0
/ / AN /
o=C o= N—H oo 0o=C Ne—H oo 0=cC
AN AN / AN
C., C., Q. C. Co Ca
/ / AN AN /
H—N H—N C=0.r H—|N C=0. H—N
AN AN / AN
—Cc—0 —c—o0 N L_Jc—o H N C—0Q H

Abbildung 2.9: Links: Parallele Faltblattstruktur. Rechts: Antiparallele Faltblattstruktur.

Bei genauer Betrachtung der S-Faltblattstrukturen ergeben sich zwei Realisierungsmag-
lichkeiten. In der parallelen Struktur verlaufen benachbarte Ketten beziiglich der Sequenz
Co—NH —CO —C,... identisch (Abbildung 2.9 links). Im Gegensatz hierzu steht die an-
tiparallele Struktur, die in regelméfigen Abstéinden alterniert (Abbildung 2.9 rechts). Zur
Vereinfachung werden in graphischen Darstellungen von Proteinen fiir Bereiche mit Falt-
blattstruktur Pfeile verwendet, um die Richtung der Peptidketten zu illustrieren (Pfeil-
richtung: N nach C, kurz NC-Terminus). Der Unterschied zwischen beiden Strukturen ist
auch in der Orientierung der Wasserstoffbriicken zu sehen.

Aktuelle Rontgenbeugungsexperimente und 2D-NMR-Spektroskopien von Spinnenseide
bestéitigen, dass die Polyalaninbereiche [AAAAAAAA| (-Faltblattstrukturen ausbilden. Von
diesen Faltblattstrukturen ist bekannt, dass sie sich zu kleinen Kristallen zusammenla-
gern, deren Aufbau bisher nicht genau geklirt ist. Die Gréfenordnung dieser Kristalli-
te liegt im Nanometerbereich. Messungen ergaben Werte von 4-5 nm in Richtung der
Wasserstoffbriicken, 2-2.6 nm in Richtung der Seitengruppen und 5.5-7 nm entlang der
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2 Aufbau von Spinnenseide

Peptidkette [I3]. Am Aufbau dieser Kristallite sind vorwiegend drei Bindungstypen betei-
ligt (Abbildung 2.10). Entlang der Peptidkette (z-Achse, 7 nm Kristallitlinge) wirken die
stiarksten, die kovalenten Bindungen. In der Faltblattebene (x-Achse, 5 nm Kristallitlin-
ge) stabilisieren die bereits angesprochenen Wasserstoffbriicken die Struktur. In Richtung

H

kovalent

VdW
Y

‘Illllllllllllllil'r-

Abbildung 2.10: Stabilisierung der -Faltblattkristallite durch drei Bindungstypen [34].

der y-Achse (2 nm Kristallitlinge) sind die Seitenreste der Aminosduren orientiert und
es wirken Van-der-Waals-Krifte (VAW), die die einzelnen Faltblattebenen zueinander in
Position halten und mit deren Hilfe die Ebenen gepackt werden (Abbildung 2.10). Die
Van-der-Waals-Krifte sind relativ schwach, so dass es zu Bewegungen zwischen den ein-
zelnen Ebenen kommen kann. In diesem Fall korrespondiert die geringste Ausdehnung
eines Kristallits mit der schwichsten Wechselwirkung.

; AAAAAA
SPIDROIN 1 SPIDROIN 2
AAAAAA
AAAAAA
Loops
AAAAAA

kleiner Turn
SPIDROIN 1

SPIDROIN 2 M amorph (keine eindeutige Struktur)

Abbildung 2.11: Verschiedene Aufbaumdglichkeiten der §-Faltblattkristallite. Oben: SPI-
DROIN 1 und SPIDROIN 2 bilden unabhingig voneinander Faltblattstrukturen. Antipar-
allelitét ist iiber kleine Loops bzw. Turns (Kehren) gegeben. Unten: SPIDROIN 1 und
SPIDROIN 2 sind gleichermafen am Aufbau der Faltblattstruktur beteiligt. Schwarze
Kreise symbolisieren amorphe Bereiche.

In welcher Form die Polyalaninbereiche der Proteine SPIDROIN 1 und SPIDROIN 2
am Aufbau eines Kristallits beteiligt sind, ist unklar. Abbildung 2.11 zeigt hierfiir zwei
verschiedene Moglichkeiten. Eine weitere offene Frage ist, inwieweit andere Aminosiduren
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2 Aufbau von Spinnenseide

zum Aufbau der Kristallite beitragen. Um einen Kristallit der Linge 7 nm zu realisieren,
sind ca. 20 Alaninreste in Folge notwendig. Die ldngste Polyalanineinheit (siehe Primir-
struktur Abbildung 2.5) umfasst lediglich 10 Reste. Dies legt die Vermutung nahe, dass
auch andere Aminosiduren am Bau der (-Faltblattkristallite beteiligt sind.

Fiir den amorphen, unstrukturierten Bereich der Seide (siehe Abbildung 2.11, schwarze
Kreise) wurden bis heute experimentell keine Strukturmotive gefunden. Auf Basis von
Messergebnissen [3T]| wird aber eine ausgeprigte helikale Struktur vermutet. Die verwen-
dete Methode der 2D-NMR-Spektroskopie deutet auf eine bevorzugte Winkeleinstellung
im amorphen Bereich hin. Dies wiirde bedeuten, dass durch identische, sich wiederholen-
de Winkeleinstellungen helikale Strukturen entstehen. Rontgenbeugung konnte dies bisher
nicht bestétigen.

Eine andere Methode zur Bestimmung von Proteinstrukturen sind Molekulardynamik-
simulationen am Computer. Ein Beispiel hierfiir ist die Veroffentlichung [27], die der amor-
phen Matrix ebenfalls eine Spiralstruktur zuordnet. Die Struktur wird in der Literatur
als J-turn-Spirale bezeichnet, konnte aber experimentell nicht bestétigt werden.
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3 Rontgendiffraktion

3.1 Einfiihrung und Struktur idealer Kristalle

Die Abbildung 1.7 zeigt sowohl das zwei-dimensionale Beugungsbild als auch den zuge-
horigen ein-dimensionalen Schnitt eines Rontgenbeugungsexperiments von Spinnenseide.
Die amorphe Matrix ist als ringformiger Streuuntergrund zu sehen, wihrend die geord-
neten Faltblattkristallite fiir die charakteristischen Intensitédtsprofile verantwortlich sind.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, solche Rontgenbeugungsmessungen zu berechnen, um
aus den resultierenden Intensitédtsverteilungen Riickschliisse auf die Struktur der Kristal-
lite zu ziehen. Hierbei wurde die Modellstruktur solange variiert, bis eine moglichst gute
Ubereinstimmung mit dem Intensitiitsprofil des Experiments erreicht wurde. Um Ront-
genstreuung an modellierten Faltblattkristalliten zu berechnen, sind sowohl Kenntnisse
des Kristallaufbaus als auch der Rontgendiffraktion notwendig. Aus diesem Grund wird
in diesem Kapitel eine kurze Einfiihrung in beide Gebiete gegeben. Eine gute Darstellung
ist auferdem den Werken [6] und [I0] zu entnehmen.

Ein idealer Kristall (Abbildung 3.1) setzt sich aus identischen, gleich orientierten Struk-
tureinheiten zusammen, die in einer drei-dimensionalen, unendlich ausgedehnten, streng
periodischen Anordnung aneinandergereiht sind. Die periodisch wiederkehrenden Struk-

(] @ @ @ q. @ Q. @ q. @
o | ® PR o - o -, )
o | S— o = o - o -, o
) ) Gitter‘ ) Basis Kristal? )

Abbildung 3.1: Kristallstruktur zusammengesetzt aus einem Gitter und der zugehorigen
Basis. Modifiziert nach [6]. In dieser Arbeit werden die Gitterkonstanten durch die Buch-
staben a,, b, und c, und der Netzebenenabstand durch den Buchstaben D angegeben.

tureinheiten, die das Kristallgitter aufbauen, bezeichnet man als Einheitszellen, ihre Sei-
tenlédngen als Gitterkonstanten und die zugehorigen Atome als Basis. Die Vektoren R, =
n1a; +n2as+nsas n; € N, die das Kristallgitter aufspannen werden als Gittervektoren,idie
Vektoren a,, a,, a5 als Basisvektoren bezeichnet. Die Anzahl der Atome pro Basiseinheit
schwankt substanzabhéngig: wenige Atome beziehungsweise Molekiile in Metallen oder
einfachen Dielektrika, 100 Atome in komplexen anorganischen Kristallen und mehr als
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3 Rontgendiffraktion

10* Atome in Proteinkristallen. Eine Méglichkeit, den polyalaninreichen Faltblattkristal-
liten eine Einheitszelle zuzuordnen, ist in Abbildung 3.2 zu sehen.

H \'X H—N N—H 0o=—c N—H 0=—¢C N—H
! B /(‘a /C(x C“\ /C,x C,\ /C(, C,\ B
= J={ e | el o=
P R Jemo Jemo b
“\ N a N a N a
| /H’ | N/H, H\ N /H H\ . /H H\ |
A a “ a “\ a N
= J={ | e e
P R Jemo Jemo b
N N a A\ a A\ a
| N/H_ | N/H, H\V N C/H H\ N C/H H\ |

Abbildung 3.2: Prinzip der orthorhombischen Einheitszelle. Links: Parallele Faltblattstruk-
tur (2 Aminoséuren). Rechts: Antiparallele Faltblattstruktur (4 Aminosduren). Aus Griin-
den der Ubersicht wurde eine zwei-dimensionale Darstellung gewihlt und auf die Seiten-
reste verzichtet.

Weil viele physikalische Eigenschaften in Kristallen richtungsabhéingig sind, miissen
Kristallrichtungen und atombesetzte Ebenen (Netzebenen), die in regelméfigen Abstén-
den mit Gitterpunkten belegt sind, gekennzeichnet werden. Dies geschieht mit Hilfe der

Ag

110 210 (120)

—-O0—O0—0—0C—0
hkl = (100) (010)

Abbildung 3.3: Indizierung von Netzebenen mittels Millerscher Indizes.

Millerschen Indizes (hkl) (Abbildung 3.3). Man erhilt die Indizes aus den Schnittpunkten
der betrachteten Ebene mit den Kristallachsen, indem man das kleinste ganzzahlige Ver-
hiltnis der reziproken Achsenabschnitte bildet. Zum Beispiel lauten fiir eine Ebene mit
den Schnittkoordinaten 6, 2 und 3 die Millerschen Indizes (132).
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3 Rontgendiffraktion

Aus geometrischen Uberlegungen folgt fiir einen rhombischen Kristall mit den Achsen-
abschnitten a,, b, und c,

1 1 hoy\2 k2 [\2
— === (= = =) 3.1
dhkl D \/(az) + <by) + <Cz) ( )
Die Gleichung (3.1) gibt den Zusammenhang zwischen dem Netzebenenabstand dj; als

Funktion der Millerschen Indizes und den Abmessungen der Einheitszelle fiir orthorhom-
bische Gitter wieder.

3.2 Grundlagen der Rontgenbeugung und Braggsche
Bedingung

Um die Theorie der Streuung einzufiihren und die Braggsche Reflexionsbedingung herzu-
leiten, werden einige Grofen eingefiihrt. Betrachtet wird eine ebene Welle von Réntgen-
strahlen mit der Wellenldnge A, einem Wellenvektor k£ entlang der Ausbreitungsrichtung
und dessen Betrag | & |= 27 /A (Abbildung 3.4). Die Streuung der Rontgenstrahlen findet
vorwiegend an Elektronen statt. Eine derartige Streuung, bei der Elektronen zu Schwin-
gungen gezwungen werden, wird als Thomson-Streuung bezeichnet. Die Welle wird an

k; %(7" - k;)

Abbildung 3.4: Interferenz von gestreuter Rontgenstrahlung nach [I1]: Wellenldnge A, Wel-
lenvektor der einfallenden Welle k;, Wellenvektor der gestreuten Welle k,, Braggwinkel ©,
Netzebenenabstand D, Abstand zweier Punkte r und Streuvektor q= [ES — Ez] Links:
Rontgenstreuung an Punkten. Rechts: Rontgenstreuung an Ebenen.

zwei Punkten der Probe (Abbildung 3.4 links: Punkt O und Punkt P), deren Abstand
durch den Vektor r dargestellt wird, gestreut. Die einfallende Welle hat den Wellenvek-
tor k;, die gestreute Welle den Vektor k,. Der Gangunterschied A zwischen dem Strahl
durch Punkt O und Punkt P betrigt %z- (k,—k;). Der Phasenunterschied im Bogenmafs
ist gegeben durch Multiplikation mit dem Faktor 27 /X und geniigt daher der folgenden
Gleichung (3.2):

A=r-(ky—k)=(r-q) (3.2)

Der Streuvektor g ist hierbei als ¢ = [@s —Ei] definiert. Ist r-¢g = A ein Vielfaches von 2,
so entsteht konstruktive Interferenz. Fiir den Netzebenenabstand D zweier Ebenen gilt

26



3 Rontgendiffraktion

r || ¢ (Abbildung 3.4 rechts). Daraus folgt die Bragg-Bedingung (konstruktive Interferenz):

2
r-g=lzl-lgl=D-5-2sm@=2rn . (3.3)

n steht hierbei fiir die Beugungsordnung, d.h. n ¢ N und | r | entspricht dem Abstand der
Netzebenen (D). Durch Kombination der Gleichungen (3.1) und (3.3) resultiert fiir n—=1
(erste Beugungsordnung):

Dog=2r = q:%=2w\/(a—z>2+(§>2+(é>2 . (3.4)

Y

Diese Gleichung beschreibt die Positionen der Bragg-Peaks im g-Raum fiir ganzzahlige
hkl (Millersche Indizes) und die Gitterkonstanten a,, b, und c, der Einheitszelle.

Wird der Winkel © so gewihlt, dass die Braggsche Reflektionsbedingung erfiillt ist,
erscheint ein gebeugter Rontgenstrahl unter dem Winkel 20 in Bezug auf die Richtung
des Primérstrahls.

Detektor

Durch Beugung reflektierter
Teil des Biindels

SZ T 20
Probe ,)6

Rontgenstrahlbiindel

Abbildung 3.5: Orientierung des Detektors bei einem Rontgenbeugungsexperiment.

Die Bragg-Bedingung (3.3) zeigt, dass Abstéinde in der Probe und die entsprechenden
Bragg-Winkel in einem reziproken Verhéltnis stehen. Der Vektor ¢ mit dem Betrag

|g|:7-2sin@ (3.5)

ist daher ein reziproker Gittervektor, welcher Reflexe im Streubild beschreibt.

3.3 Strukturfaktor

Im vorhergehenden Abschnitt 3.2 wurden lediglich die Richtungen beschrieben, in welche
die an einem rdumlich periodischen Gitter gebeugten Rontgenstrahlen gegebenenfalls aus-
gesandt werden (Abbildung 3.4). Die relative Intensitét der verschiedenen Reflexe héngt
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3 Rontgendiffraktion

jedoch von dem Aufbau der Basis, vom Streuvermdgen ihrer Atome sowie von der Tem-
peratur des betreffenden Kristalls ab. Bei einer allgemeinen Elektronendichteverteilung
p(r) gilt fiir die Amplitude einer gestreuten Welle die folgende Gleichung (3.6):

F(q) = / p(r) exp(iq - r)dr . (3.6)

r

Der Term p(r)dr gibt an, mit welcher Wahrscheinlichkeit streuende Elektronen im Vo-
lumenelement dr angetroffen werden. Die Grofe F(¢q) wird als Streuamplitude oder als
Strukturfaktor bezeichnet. Es handelt sich hierbei um die Fouriertransformierte der Elek-
tronendichte p(r). Im Experiment wird die Intensitdt I der gestreuten Welle, d.h. das
Betragsquadrat des Strukturfaktors, gemessen. Die Phaseninformation geht hierbei ver-
loren. Die beobachtete Streuintensitit ist {iber die Beziehung

2

I(g) x | F(g) P = / p(r) expliq - )dr (3.7)

gegeben. Die Integration erstreckt sich iiber das gesamte Probenvolumen Vp.

Ist die Basis nicht einatomig, so fiihren Interferenzen zwischen den Beitragen der Atome
in der Einheitszelle zu einer Variation der Reflexintensititen. Da die einfallende Welle
von den Elektronen der Atome gestreut wird, kann man annehmen, dass der Betrag der
Amplitude proportional zur Elektronenzahl im Volumenelement dr ist. Es liegt nahe,
bei der Berechnung der Streuintensitit die Beitrige der einzelnen Atome getrennt zu
betrachten und sie dann aufzusummieren. Die Gesamtelektronenzahldichte am Ort r ist
damit die Summe p(r) = >, p;(r — ;). Durch Einsetzen folgt aus Gleichung (3.6):

F(g) = /Zm r;) exp(iq - r)dr

= /Zp] r;)explig - (r —1;)] exp(iq - r;)dr
= Zf] q) exp(iq-1;) . (3.8)

Hier ist f;(q) = [ p;(r) exp(iq - r)dr und f;(0) = [ p;(r)dr = Z; entspricht der Anzahl an
Elektronen im Atom j. Die Gréke fi(q) beschrelbt das Streuvermogen eines Atoms unab-
hiingig von der Position und wird als atomarer Streufaktor oder Formfaktor des Atoms
bezeichnet. Um den Streubeitrag aller Atome einer Einheitszelle zu ermitteln, wird iiber
alle Atome j der Zelle unter Beriicksichtigung ihrer Streugewichte f; und deren Phasen-
differenzen summiert. Der Strukturfaktor F'(q) beriicksichtigt, dass die Gitterpunkte mit
einer endlich ausgedehnten Basis aus einem oder mehreren Atomen besetzt sind.

Um die Streuung statt an einer Zelle an einem ganzen Kristall (Abbildung 3.1) zu be-
rechnen, ist die Gittersumme notwendig. Sind R, die Gittervektoren, welche das gesamte
Gitter aufspannen, so gibt R, +r; die Position eines jeden Atoms im Kristall an. Daraus
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3 Rontgendiffraktion

folgt, dass der Strukturfaktor sich in zwei Faktoren aufteilt:

FKristall(g) _ Z fi(q) - expli(g - ﬁj)] Z expli(g-R,)] - (3.9)

Der erste Term wird als Strukturfaktor der Einheitszelle bezeichnet, der zweite als Gitter-
summe. Die Gittersumme resultiert aus der Periodizitit des Gitters, der Strukturfaktor
aus der inneren Struktur der Einheitszelle. Die Intensitdt, d. h. die gemessene Grofke,
ergibt sich tiber das Amplitudenquadrat.

Um die berechneten Intensitdtsmuster mit denen des Experiments vergleichen zu kon-
nen, ist neben dem Strukturfaktor der sogenannte Temperaturfaktor zu beriicksichtigen.
Experimentell wird beobachtet, dass die thermischen Schwingungen der Gitteratome die

Debye-Waller-Faktor 2D Debye-Waller-Faktor 1D
2 1
1 0.98
=4 0
=0 n 0.96
(a3
-1 0.94
-2 0.92
-2 -1 1 2 -2 -1 1 2

0 0
q [1A] q [1/A]

Abbildung 3.6: Debye-Waller-Faktor mit B(T)=0.02. Links: Zwei-dimensional. Rechts:
Ein-dimensional.

Rontgenreflexe nicht verbreitern sondern lediglich ihre Intensitét herabsetzen. Eine Ver-
schmierung (Verbreiterung) der Reflexe findet nicht statt, da sich im zeitlichen Mittel die
Periodizitit des Gitters nicht verédndert.

Die Temperaturabhéngigkeit der Streuintensitét lasst sich durch die Gleichung
I(T)=1,D. = I exp[—((g -u)?)] (3.10)

ausdriicken, wobei I, die Streuintensitidt des starren Gitters ist. Der Faktor D, wird als
Debye-Waller-Faktor bezeichnet und enthéilt neben dem Streuvektor ¢ die Auslenkung
u(T) der Atome aus ihrer Ruhelage. Ist die Auslenkung isotrop, so ergibt sich fiir den
Debye-Waller-Faktor der Ausdruck

D, = expl— 3¢ (u?)] = epl-*B(T)] (3.11)

B(T) ist eine Funktion der Temperatur und ihr Verlauf hingt von der Kristallstruktur ab.
Der Faktor 1/3 riihrt hierbei von der Mittelung iiber alle Winkel zwischen Streuvektor
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3 Rontgendiffraktion

und Auslenkung her. Bei Zimmertemperatur ist das mittlere Auslenkungsquadrat (u?)
und damit auch B(T') proportional zur Temperatur. Fiir Proteine stellt dies nur eine
Néherung dar. Der Verlauf des Debye-Waller-Faktors fiir B(7))=0.02 wird in Abbildung
3.6 gezeigt.
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4 Methoden und Modellierung

Im Folgenden werden die zur Erstellung der Modelle und zur Ermittlung der Streuinten-
sitdten verwendeten Techniken beschrieben. Hierbei wird auf den Aufbau und die Model-
lierung der B-Faltblattkristallite, die fiir die Berechnung der Streuintensititen verwendete
Pulvermittelung und die Methode der Molekulardynamiksimulation eingegangen.

4.1 Erstellung der Modelle

In Kapitel 3.1 wurde gezeigt, wie einer Faltblattstruktur eine Einheitszelle zugeordnet
werden kann. Die experimentell bestimmten Abmessungen der Einheitszelle der in der
Seide vorkommenden Faltblattkristallite ist Tabelle 4.1 zu entnehmen. Da die Messer-
gebnisse fiir die Grofe der Einheitszelle Schwankungen unterliegen und zum Teil Fiaden
verschiedener Spinnen verwendet wurden, ist eine Vielzahl von unterschiedlichen Gitter-
konstanten in der Literatur zu finden. Tabelle 4.1 zeigt, dass die Abmessung der Ein-

Spinne az [A] [ b, [A] | c. [A] | Quelle
Nephila clavipes 9.44 10.6 | 6.95 | [13]
Nephila clavipes 9.36 10.45 | 6.95 | [29]
Nephila clavipes 9.44 13.31 | 6.96 | [18]
Nephila senagalensis | 9.37 10.53 | 6.90 2]
Nephila senegalensis | 9.44 15.7 | 6.95 | [35]

Tabelle 4.1: Abmessungen der Einheitszelle in unterschiedlichen Verdffentlichungen. Rich-
tung der Wasserstoffbriicken: a,. Richtung der Seitenketten: b,. Richtung der Peptidkette:
Cs.

heitszelle mit ¢,—=6.95 A in Richtung der Peptidkette von mehreren Gruppen unabhiingig
voneinander bestdtigt wurde. Fiir b, wurde in den Modellen die Abmessung 10.6 A ver-
wendet. Dieser Wert, eingesetzt in Gleichung (3.4) ergibt die beste Ubereinstimmung mit
dem experimentell bestimmten Peak g(a0) = 1.18 A~! (Abbildung 1.7). Um den Schwan-
kungen der Abmessungen der Einheitszelle in x-Richtung Rechnung zu tragen, wurde im
Rahmen dieser Arbeit mit verschiedenen Werten fiir a, gearbeitet: a,— 9.44 A und a,—
9.73 A. Basierend auf den unterschiedlichen Abmessungen der Einheitszelle wurden meh-
rere (-Falblattkristallite modelliert. An ihnen wurde anschliefend die Rontgenstreuung
berechnet und das resultierende Beugungsbild mit der Messung verglichen.

Wichtig fiir die Entscheidung, ob ein Modell geeignet ist, die Kristallitstrukturen der
Seide zu beschreiben, ist unter anderem das Auftauchen von Streu-Peaks an den Positio-
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nen ¢(g0) = 1.18 A= und qe210) = 1.45 A-! Ein weiteres Kriterium ist das Vorhandensein
des Bragg-Peaks an der Position g = 1.8 A~ Um zwischen den einzelnen Modellen
zu unterscheiden, werden die Abmessungen der Einheitszelle als Modellnamen verwendet.
Bei der Erstellung eines Modells wurde in drei Schritten vorgegangen.

4.1.1 Schritt 1: Peptid

Im Gegensatz zu a, und b, wurde die Grofe ¢, = 6.95 A der Einheitszelle von vielen
Forschergruppen unabhéngig voneinander bestimmt (Tabelle 4.1). Es war folglich ein Ziel

= X
‘ Cq - Atom

B C - Atom
Bl N - Atom
Bl O- Atom
] H- Atom

Seitenrest CHj (Alanin)

Abbildung 4.1: Unterschiedliche Ansichten der Polyalaninkette mit den Ramachandran-
winkeln ® = —139° und ¥=136,85°. Visualisierung mit PyMOL [3].

dieser Arbeit, ein Polyalaninpeptid zu finden, das auf der einen Seite eine Periodizitit
von 6.95 A entlang der Peptidkette aufweist und auf der anderen Seite die Restgrup-
pen in Richtung der y-Achse anordnet. Abbildung 4.1 zeigt die Polyalaninkette mit den
Ramachandran-Winkeln & = -139° und ¥ = 136,85°. Die Periodizitit der Peptidkette
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entspricht hierbei dem geforderten, experimentell bestimmten Wert ¢, = 6.95 A. Eine
Orientierung der Seitenketten nach oben und unten (y-Richtung) ist ebenfalls gegeben.
Die Richtung der Peptidkette wurde so gewéhlt, dass sie mit der Faserachse (z-Achse) zu-
sammenfillt. Die Modellierung der Peptidkette erfolgte mit dem Programm YASARA [2].

4.1.2 Schritt 2: Faltblatt

Schritt 2 war das Erzeugen einer Faltblattstruktur durch Kopieren und Verschieben der
Polyalaninkette in x-Richtung (Abbildung 4.2). Durch einfache Translation der Kette A

y . Translationsrichtung
< : 2,—9.73 A
Ay /2 Ay 2
[,
H—N H—N H—N H—N H—N H—N
7
i (% Ca Ca Ce Ca Ca
/ / / / / /
0=—C ‘0:(7 0—¢C v‘0:(‘, ) 0—C 0—=C
\ AN\ \ \ N \
N—H N—H N—H N—H N—H N—H
/ / / / / /
6.95 A @ N Co Co € @,
\ \ \ \ \ \
c=0_ c=o c=0_ c=0_ c=0_ c=o
=/ / / / / /
H—N H—N H—N H—N H—N H—N
y (o C. C. @} (o C.
/ / / / / /
o=c a—a o=c 0=c 0=c o=c
\ TN \ \ N \
N—H N—H N—H N—H N—H N—H
/ / / / / /
@ @, @, C, e, Ce
\ \ \ \ \ \
("70._ cC—0 Cf()»‘ C:O._ ("70._ cC—0
-/ / / / / /
H—N H—N H—N H—N H—N H—N
Ca Ca Ca C. Ca C.
Polyalaninkette 1‘% I‘A" A”

Abbildung 4.2: Erstellung der parallelen Faltblattstruktur durch Translation der Peptid-
kette in x-Richtung, zwei-dimensional und ohne Darstellung der Seitengruppen.

erhielt man die Kette A’ und es resultierte eine perfekte, parallele Faltblattstruktur (griine
Pfeile). Da in einer parallelen Struktur eine Verschiebung um den Wert a,/2 geniigt,
besteht die kleinste sich wiederholenden Einheit in einer perfekten, parallelen Struktur
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aus lediglich zwei Aminosduren und die Lénge der Einheitszelle in x-Richtung reduziert
sich auf a, = 4.865 A (griin umrandet).

Da in der Natur auch antiparallele 5-Faltblattstrukturen realisiert werden, wurden ne-
ben den parallelen auch antiparallele Modelle erstellt. Um eine solche Struktur zu er-
zeugen, war zusitzlich eine 180°-Rotation jedes zweiten Peptids um die y-Achse not-
wendig (Abbildung 4.3). Durch anschliefende Translation der beiden Ketten A und B in

180°-Rotation der zweiten Kette (B)

y
r/ t Translationsrichtung
- ,

|

9.73 A

\ / \
C—O0-H—N Cc—0O
/ \ /
---H—N H—N
- \ / \
6.95 A Ca C @
/ \ /
--0—C —~0—C
\ / \
N—H---0—C N—H
Y Ch. Cf, Co Ca Ca
\ / \ / \
C—O+H—N cC—o0 H—N Cc—0O
/ \ / \
-—~H—N C—O-|-H—N C—O-{-H—N
\ / \ \
Ca Cq Ca Cq Ca
/ \ /
0—¢C N—H -0—C N—H---1-0—C
\ / \
N—H----0—C N—H---0—C N—H-—
Ca Ca Ca Ca Ca
! | A7 B7 Ay:

Polyalaninkette A Polyalaninkette B

Abbildung 4.3: Erstellung der antiparallelen Faltblattstruktur durch Translation der Pep-
tidkette in x-Richtung, zwei-dimensional und ohne Darstellung der Seitengruppen.

x-Richtung um die Linge a,—9.73 A wurde eine antiparallele Struktur aufgebaut. Hieraus
folgt, dass sich vier Aminosiuren in der Einheitszelle befinden (griin umrandet). Sowohl
Translation als auch Rotation der einzelnen Peptidketten erfolgte mit dem Programm
GROMACS [0
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Bei der Erstellung der Faltblattstrukturen war zu beachten, dass sich Atome wegen
ihrer Van-der-Waals-Radien nicht beliebig nahe kommen kénnen. Vor allem der Abstand
zwischen den an den Wasserstoffbriicken beteiligten Sauerstoff- (O) und Wasserstoffato-
men (H) ist hiervon betroffen. Dieser liegt bei Proteinen in einem Bereich von 2 bis 3.5 A.
Aus den Darstellungen 4.2, 4.3 und 4.4 wird deutlich, dass Peptidketten in einer parallelen
Struktur enger gepackt werden konnen, da die an Wasserstoffbriickenbindungen beteilig-
ten Atome nicht wie beim antiparallelen Faltblatt auf einer Linie mit den beteiligten
Stickstoff- und Kohlenstoffatomen liegen (Abbildung 4.3, violetter Kasten).

Wasserstoffbriicken

=]
]
°
°
=]
]

=]
2
°
°
=]
e

Qe
]
=}
=}
]
R

AO—aQ—Z2— O —Q—Z—O—O—Z—0O

=]

Q—QaQ—zZ2—o—Q—2Z2—Q—QQ—Z—Q

]
O—Q—zZ2— O Q—zZz2—Q—Q—2Z2—Q0
O—Q—Z—OQ—Q—zZ2—Q—Q—2Z2—Q

2

QO—aQ—Z2—OQ—QaQ—2Z2—OQ—Q—Z—Q

]

O—zZz—OQ—O—zZz—QQ—Q—2Z2—O—0

°
=]

k maogliche Uberlappung

Abbildung 4.4: Draufsicht auf G-Faltblattstrukturen und Reihenfolge der Atome. Links:
Parallele Struktur. Rechts: Antiparallele Struktur. Visualisierung mit PyMOL [3].

Im Wesentlichen unterscheiden sich die beiden Realisierungsmoglichkeiten einer Falt-
blattstruktur in den folgenden vier Punkten:

e Reihenfolge der Atome in der Kette,

e Periodizitit (in der parallelen Struktur betrdgt der Wert der Periodizitét a, /2, in
der antiparallelen a,),

e Orientierung der Wasserstoffbriicken und
e Abstand zwischen den an den Wasserstoffbriicken beteiligten Atomen.

Abbildung 4.4 zeigt Ausschnitte aus den beiden 3-Motiven und illustriert die Reihenfolge
der Atome in der Peptidkette.
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4.1.3 Schritt 3: Kristallit

Der néchste Schritt im Aufbau der Modelle war die Anordnung der einzelnen Faltblattebe-
nen relativ zueinander. Fiir dieses Packungsproblem gibt es grundsétzlich zwei verschiede-
ne Realisierungsmoglichkeiten: Zum einen die Positionierung der einzelnen Ebenen direkt
iibereinander, zum anderen die Verschiebung der einzelnen Ebenen gegeneinander, um ei-
ne dichtere Packung der Seitenreste zu ermoglichen. Werden Kristallite betrachtet, deren

Richtung der Wasserstoftbriicken
= < a,~9.73 A
g TZ@ Peptidkette m 2
£V 5.3 A
g ) |b,=10.6 A
53 A
[ < —"
m Faltblattebene
o e tor Wamemolbtiden_ omA Ao b
g TZ@ Peptidkette R ? 2
<b]
=Y
A 10.6 A [ — w— )

R
R R—

Abbildung 4.5: Links: Einzelne Peptidkette. Rechts: Mogliche Anordnung der einzelnen
Peptidketten im Kristallit. Oben: Einzelne Faltblattebenen (griin) direkt iibereinander
gepackt, die Einheitszelle enthélt 4 Aminosduren. Unten: Einzelne Faltblattebenen gegen-
einander verschoben, die Einheitszelle enthélt 8 Aminosiuren.

Faltblattebenen direkt iibereinander gepackt sind, ergibt sich, dass die Abmessung der
Einheitzelle in y-Richtung halbiert werden kann (Abbildung 4.5 oben). Es befinden sich
vier Aminosiauren in der Einheitszelle (Abbildung 4.3, griin umrandet). Diese Symmetrie

wiirde zur Ausloschung eines (h1l)-Peaks fiihren.
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Ein Modell eines (-Falblattkristallits geméf Abbildung 4.5 oben wiirde folglich im Ge-
gensatz zum Experiment [T2] keinen Bragg-Peak an der Stelle g219) = 1.45 A~ liefern. Da
bei dieser Argumentation die Organisation der einzelnen Faltblattebenen (Abbildung 4.5,
griin umrandet) relativ zueinander in der x-y-Ebene untersucht wird, spielt der Verlauf
der Atome in der Peptidkette (z-Richtung) keine Rolle. Es muss folglich nicht zwischen

q q (210) Peak der halben EZ
A Y A bzw. (220) Peak der ganzen EZ
® o o o O %
| (210) Peak 1. . N
® ® ® | oz 9L o -
(210) Peak
der EZ ausgeloscht
o—0 o, o—0 o

Abbildung 4.6: Prinzip der Ausloschung des (210)-Peaks durch Halbieren der Einheitszelle
(EZ). Links: Ganze Einheitszelle. Rechts: Das Halbieren der Einheitszelle in y-Richtung
fithrt zur Ausloschung eines (210)-Peaks.

Faltblattebene

Faltblattebene

Abbildung 4.7: Zwei Moglichkeiten der Anordnung. Links: Ebenen iibereinander. Rechts:
Ebenen um a;/4 relativ zueinander verschoben. Visualisierung mit PyMol [B].

parallelen und antiparallelen Faltbldttern unterschieden werden. Abbildung 4.6 verdeut-

licht, dass durch das Halbieren der Einheitszelle (EZ) in y-Richtung der (210)-Peak in den
(220)-Peak iibergehen wiirde. Um das Problem der Ausléschung des (h1l)-Peaks durch das
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Halbieren der Einheitszelle zu umgehen, muss die Symmetrie der Anordnung verédndert
werden. Eine Moglichkeit ist das Verschieben der einzelnen Faltblattebenen gegeneinander
(Abbildung 4.5 unten und Abbildung 4.7).

Modelle, deren Faltblattebenen direkt {ibereinander liegen und deren Seitenketten folg-
lich wie bei einem Reifsverschluss ineinandergreifen, werden im weiteren Verlauf als ZIP-
Y-Strukturen bezeichnet. Zip steht hierbei fiir das englische Wort Zipper (Reifverschluss)
und Y fiir yes (Abbildung 4.8 links). Sind die einzelnen Ebenen gegeneinander verscho-
ben, resultiert ein Freiheitsgrad der einzelnen Peptidstringe fiir Bewegung in z-Richtung
(Abbildung 4.9 rechts, ZIP-N-Modell (N=no)). Der maximale Abstand der Polymerketten
voneinander wird durch die Verschiebung a, /4 erreicht. Durch Translation der gesamten

Z1P-Y Z1P-N

Abbildung 4.8: Die beiden Strukturen ZIP-Y und ZIP-N. Links: Beim ZIP-Y-Modell grei-
fen die C'Hg Seitenketten wie bei einem Reifsverschluss ineinander. Rechts: Werden die

Ebenen relativ zueinander verschoben, haben die Seitenketten groferen Freiraum (ZIP-
N). Visualisierung mit PyMol [B].

Faltblattebene wird nicht die eigentliche Faltblattstruktur mit den zugehdrigen Wasser-
stoffbriicken veréndert, sondern lediglich ihre Anordnung im Kristallit (Abbildung 4.5
unten und Abbildung 4.7 rechts).

Durch die Verschiebung jeder zweiten Faltblattebene in x-Richtung weist der Kristallit
eine Periodizitit von 10.6 A beziiglich der y-Achse auf (Abbildung 4.7) und es resultiert,
dass sich 8 Aminoséduren in der Einheitszelle befinden. Ein Bragg-Peak an der experimen-
tell bestimmten Stelle (210)=1.45 A= ist nun moglich.

Der néchste Schritt, der fiir den Aufbau eines Modells notwendig war, war die Anpas-
sung der Kristallitgrofe an die experimentellen Daten. Hierbei diente der Wert 5x2x7 nm
[13] als Orientierung. Anstelle einer Angabe in Nanometern wird in dieser Arbeit zur
Vereinfachung in Vielfachen von Einheitszellen gerechnet. Alle Modelle haben eine Aus-
dehnung von 6x2x10 Einheitszellen (Abbildung 4.9 und Abbildung 4.10). Dies entspricht
ungefihr 5.4x2.0x6.6 nm.
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Abbildung 4.9: Ausdehnung der Kristallite. Oben: x-y-Ebene eines parallelen ZIP-Y-
Kristallits. In x-Richtung 6 Einheitzellen, in y-Richtung 2 Einheitszellen. Unten: Die y-z-
Ebene dieses Kristallits. In y-Richtung 2 Einheitszellen, in z-Richtung 10 Einheitszellen.
Visualisierung mit PyMol [3].

39



4 Methoden und Modellierung

Abbildung 4.10: Ausdehnung der Kristallite. Oben: x-y-Ebene eines parallelen ZIP-N-
Kristallits. In x-Richtung 6 Einheitzellen, in y-Richtung 2 Einheitszellen. Unten: Die y-z-
Ebene dieses Kristallits. In y-Richtung 2 Einheitszellen, in z-Richtung 10 Einheitszellen.
Visualisierung mit PyMol [3].
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4.2 Pulvermittelung

Neben den Bragg-Peaks an den Stellen (020) und (210) und der amorphen Matrix ist dem
Beugungsbild zu entnehmen, dass, anders als beim Debye-Scherrer-Verfahren, keine kom-
pletten Kreisstrukturen auftauchen, sondern lediglich ausgeschmierte Peaks beobachtet
werden (Abbildung 4.10 links). Dies deutet darauf hin, dass die -Faltblattkristallite in
Bezug zur Faserachse nicht wie bei einem Pulver gleichméfig in alle, sondern vorzugswei-
se in eine Richtung orientiert sind (Verteilungsfunktion der Verkippung um die Winkel &
und 7 in Abbildung 4.10 rechts). Bei der Berechnung der Streuintensititen wurden diese
Verkippungen der Einfachheit halber nicht beriicksichtigt.

Faserachse

ql [1/A]

(G-Faltblattkristallit

all [1/A]

Abbildung 4.11: Links: Zwei-dimensionales Beugungsbild aus Abbildung 1.7 links. Rechts
oben: Verkippung der Kristallite gegeniiber der Faserachse um den Winkel . Rechts unten:
Rotationsfreiheitsgrad .

Da es sich bei Spinnenseide um ein nahezu zylindersymmetrisches System handelt,
wird angenommen, dass die einzelnen Kristallite zusétzlich um den Winkel ¢ verteilt sind
(Drehung um die Faserachse z). Es ist daher zweckmifig, Polarkordinaten (x-y-Ebene)
einzufithren und Gleichung (3.8) aus Kapitel 3 in die folgende Form zu iiberfiihren:

N
Flqu,q) =Y faexpli(qu(zn cos @ + yasing) + qjz,)] (4.1)
n=0
Hierbei spaltet sich die Gréfe ¢ in die beiden Teile ¢, (senkrecht zur Faserachse) und g
(parallel zur Faserachse) auf. ¢ ist der Polarwinkel in der ¢,-g,-Ebene. Unter der Annahme,
dass die Kristallite um den Winkel ¢ gleichverteilt sind — alle Winkeleinstellungen von
0 bis 27 sind denkbar — wird iiber alle Winkel integriert (Mittelung des Winkels ). Fiir
die Intensitdt [ ergibt sich somit:
1 2
I ~— / dy
2w J,

N 2
an expli(qi(zn cos p + ynsing) +qpz,)]| - (4.2)

n=0
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Diese Gleichung (4.2) beinhaltet neben der sogenannten Pulvermittelung ¢ den Struk-
turfaktor fiir einen Satz von N Atomkoordinaten (z,,y,,2,) mit den jeweiligen atomaren
Streufaktoren f,. Die Berechnung dieser Fouriertransformation erfolgte mit Hilfe eines
Matlab-Programms [28].

4.3 Die Methode der Molekulardynamiksimulation

Molekulardynamik- (MD-) Simulationen berechnen die atomare Bewegung eines mole-
kularen Systems mit Hilfe des Computers. Es besteht hierbei einerseits die Moglichkeit,
einen experimentellen Befund zu verifizieren und schwer zugingliche Informationen zu
erhalten, andererseits lassen sich auf diese Weise Experimente simulieren, die schwer oder
gar nicht umsetzbar sind. Aufgrund der begrenzten Leistungsfihigkeit von Rechnern sind
jedoch Einschrankungen und Vereinfachungen notwendig, die in drei Punkte untergliedert
werden konnen.

In der ersten Vereinfachung wird die Bewegung der Kerne von der Bewegung der Elek-
tronen getrennt (Born-Oppenheimer-N&herung: Hohe Kernmasse im Vergleich zur ge-
ringeren Elektronenmasse). In einem zweiten Naherungsschritt wird die zeitabhidngige
Schrodingergleichung fiir die n Kerne durch die Newton’schen Bewegungsgleichungen er-
setzt. Die dritte Ndherung ist die Vereinfachung des effektiven Potenzials, welches den
Einfluss der elektronischen Dynamik auf die Kernbewegung beschreibt, durch Approxi-
mation einer geeigneten Potenzialfunktion V. Eine detaillierte Beschreibung der Methode
der Molekulardynamiksimulation findet sich unter anderem im Werk [26]. Um eine Mole-
kulardynamiksimulation durchzufiihren, werden die folgenden Informationen benétigt:

1. Strukturinformation des Systems: Simulationen werden meist mit experimentell ge-
wonnenen Informationen iiber die chemische Struktur begonnen, die mittels Ront-
genstreuung, NMR, Elektronenbeugung und Neutronenstreuung aufgeklirt wurden.
Die Strukturinformation muss das entsprechende chemische Element sowie dessen
x-, y- und z-Koordinate enthalten (Position der Atome und die Information iiber
die chemische Struktur des Molekiils).

2. Topologie: Die Topologie beschreibt alle im System befindlichen Atome. Zusétzlich
beinhaltet sie die Information, welche kovalenten Bindungen die Atome eingehen
und welche Wechselwirkungen wihrend der Simulation zu berticksichtigen sind.

3. Kraftfeld: Die Potenzialfunktion V' muss zu Beginn einer Simulation festgelegt wer-
den. Hierbei wird versucht, alle denkbaren Krifte und Wechselwirkungen des Sys-
tems zu berticksichtigen.

Das Grundprinzip der MD-Simulation ist es, die Bewegung der Kerne in klassischer
Néherung zu beschreiben. Hierbei werden die Newton’schen Bewegungsgleichungen fiir
ein molekulares System gel6st und es ergibt sich die Trajektorie eines jeden im System
vorhandenen Atoms. Aufgrund der Komplexitit des Systems ist es in vielen Fillen nicht
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moglich, die Newton’schen Bewegungsgleichungen

d2
miﬁ%(t) = Fy(z;,t) = -V,V(z)) (4.3)
analytisch zu 16sen. Daher wird die Zeit diskretisiert, um eine numerische Berechnung
durchfithren zu konnen. Hierfiir wird der Verlet-Algorithmus [5] verwendet, mit dessen
Hilfe die Positionen der Atome zum Zeitpunkt ¢t + At aus den Positionen zum Zeitpunkt
t und t — At berechnet werden kénnen:

x;(t + At) = 22, (t) — z;(t — At) + Ei—(w(At)Q . (4.4)

m;

m; und z; entsprechen der Masse und dem Ort des i-ten Atomkerns (i = 1,..., N). N ist
die Anzahl der Atome im System, F; ist die Kraft auf das Atom i und V' (zy, 2o, ..., 2y)
bezeichnet das sogenannte verwendete Kraftfeld.

Vp = ZBindungen %Kb(b - b0)2

Va = S iwinker 3K6(© — 6¢)?

e

<

€T

1 2
Ver = ZEaztmplanarwmkel QKC(C — <o)

Vp = ZDihedmlwinkel K¢[1 + cos(ng — 5)]

<
TTET

¢

Tij

Vi =22 Paare(i j) 445/ (47€0erTi)

Tij VVdW = ZPaare(i,j) 012(i7j>/r11]‘2 - 06(27])/r?]

Abbildung 4.12: Energiebeitrige eines typischen Kraftfelds fiir MD-Simulationen. Links:
Veranschaulichung der zu beschreibenden interatomaren Wechselwirkungen. Mitte: Funk-
tioneller Verlauf der Energieterme. Rechts: Beschreibung des Verlaufs durch die entspre-
chenden Gleichungen. Visualisierung modifiziert nach [25].

Die Potenzialfunktion V' (empirische Kraftfeldfunktion) muss zu Beginn einer Simulati-
on festgelegt werden. Hierbei wird versucht, alle denkbaren Kréfte und Wechselwirkungen
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des Systems zu beriicksichtigen. Entsprechend nimmt das Potenzial V' die folgende Form
an:

Bindungen Bindungswinkel Dihedralwinkel
Ve > VPR Y Vet Y Vot Y (Ve t Vet Veaw) + - (45)
( J k

Diese Energiebeitriage beriicksichtigen die chemische Struktur des Systems und beinhalten
Bindungsstreck-, Bindungswinkel-, Torsions- und Extraplanarpotenziale, die ndherungs-
weise die Eigenschaften kovalenter Bindungen beschreiben (Abbildung 4.1). Des Weite-
ren werden die langreichweitigen, nicht-kovalenten Wechselwirkungen beriicksichtigt, zu
denen unter anderem die Van-der-Waals- und die elektrostatischen Wechselwirkungen ge-
horen. Bindungsstreckungen und Bindungswinkel werden durch harmonische Potenziale
beschrieben, deren Minimum dem Gleichgewichtszustand zwischen zwei kovalent gebun-
denen Atomen beziehungsweise dem Gleichgewichtsbindungswinkel zwischen drei Atomen
entspricht. Elektrostatische Wechselwirkungen werden durch das Coulomb-Potenzial, Van-
der-Waals-Wechselwirkungen und die Pauliabstofsung durch das Lennard-Jones-Potenzial
beriicksichtigt. Die Parameter eines Kraftfeldes werden sowohl aus experimentellen Daten
als auch aus quantenchemischen Rechnungen gewonnen.

Bei den hier durchgefiihrten Simulationen wurde das Programmpaket GROMACS [T]|
in Kombination mit dem OPLS-Kraftfeld [20] verwendet. Es wurde in Vakuum simuliert
und eine Temperaturkopplung bei 300 K verwendet [32]. Aufserdem wurden periodische
Randbedingungen benutzt. Langreichweitige elektrostatische Wechselwirkungen wurden
mit PME (Particle Mesh Ewald; [9]) berechnet, kurzreichweitige (bis 1 nm) mittels des
Coulombgesetztes. Die Lingen kovalenter Bindungen mit Wasserstoff wurden konstant
gehalten [8]. Der in der Simulation verwendete Integrationszeitschritt betrug 2 fs.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Die, durch die Anwendung der in Kapitel 4 erlduterten Methoden, erlangten Ergebnisse
werden im folgenden Kapitel dargestellt. Hierbei handelt es sich zum einen um die Resul-
tate der an den modellierten Faltblattkristalliten durchgefiihrten MD-Simulationen und
zum anderen um die Berechnung von Streuintensititen an den Modellen. Fiir diese Model-
le wurden in Kapitel 4 bereits verschiedene Vorschlige gemacht. Bei der Organisation der
einzelnen Falblattebenen relativ zueinander wurde zwischen ZIP-Y- und ZIP-N-Modellen
unterschieden. Kapitel 5.1 behandelt die Ergebnisse der ZIP-Y- und Kapitel 5.2 die der
Z1IP-N-Modelle. In jedem Abschnitt wird getrennt voneinander auf die MD-Simulation
und die berechneten Streuintensitéiten eingegangen.

Neben der Kooperation mit dem Insitut fiir Rontgenphysik, gab es fiir die Erstellung
dieser Arbeit eine enge Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Theoretische Physik. Hierbei
hat Stephan Ulrich (Frau Prof. Annette Zippelius; Arbeitsgruppe Statistische Physik) ein
Programm mit dem Namen crB entwickelt, welches zusitzlich zur Pulvermittelung ¢
auch die Mittelungen um die Winkel ¢ und 7 beriicksichtigt. Da auch mit Hilfe dieses
Programms Beugungsbilder berechnet wurden, findet sich neben den Abschnitten 5.1
(ZIP-Y) und 5.2 (ZIP-N) ein Abschnitt 5.3, der die drei Mittelungen und den Debye-

Waller-Faktor beinhaltet. Jedes der drei Unterkapitel schlieft mit einer Diskussion.
Messung Messung

20 207

158

1.0
< <
= 00 =10
- -
O o

-1.08° 058

X
20 0.0
20 -1.0 1.0 20 0.0 05 15 20

0.0 1.0
all [17A] all [17A]
Abbildung 5.1: Links: Die Symmetrieachsen des zwei-dimensionalen Streugraphen. Rechts:
Der erste Quadrant. Datensatz siehe Abbildung 1.6.

Da die zwei-dimensionalen Streugraphen ein hohes Mafs an Symmetrie aufweisen, wird
lediglich der erste Bildquadrant im Ergebnisteil gezeigt. Die eingezeichneten Linien in
Abbildung 5.1 zeigen, wie die Symmetrieachsen das Streuprofil in vier Teile zerlegen. Die
Achsen korrespondieren mit den ein-dimensionalen Schnitten senkrecht und parallel zur
Faserachse.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 ZIP-Y-Struktur

5.1.1 Molekulardynamiksimulation

In Kapitel 4.1.3 wurde erkldrt, dass das ZIP-Y-Modell keinen (210)-Peak liefert, wie er
im Experiment vorhanden ist. Um mehr iiber die Stabilitdt beziehungsweise mdgliche
Konformationen dieser ZIP-Y-Struktur herauszufinden, wurde eine Molekulardynamiksi-
mulation durchgefiihrt. Die Simulation in Vakuum erstreckte sich iiber einen Zeitraum
von 10 ns. Die Temperatur betrug 300 K.

RMSD Parallel ZIP-Y—-Kristallit RMS Fluktuation Ca ZIP-Y
0.15 0.20
0.15
'€ 0.10
=3 —
=
@ 0.05
0.05 MML
0.00 0.00
0 5000 10000 0 500 1000
Zeit [ps] Atom

Abbildung 5.2: Links: RMSD Profil. Rechts: RMS Fluktuation der einzelen C,-Atome.
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Abbildung 5.3: Vergrofherte Darstellung der RMS Fluktuation der einzelnen C,-Atome.
Links: Cy-Atome 600 bis 650. Rechts: C,-Atome 660 bis 760.

Abbildung 5.2 links zeigt das resultierende RMSD (Root Mean Square Deviation) Profil,
das heifsit die Abweichung von der Startstruktur gemittelt {iber alle Atome als Funktion
der Zeit. Aus dieser Grafik ist ersichtlich, dass der parallele ZIP-Y-Kristallit auch oh-
ne Loops bzw. Kehren relativ stabil ist. Die Abweichung betrigt ungefihr 0.09 nm und
liegt damit im Toleranzbereich. Abbildung 5.2 rechts zeigt das Verhalten der einzelnen
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5 Ergebnisse und Diskussion

Cy-Atome im Kristallit. Durch die Vergroferung dieses RMS-Plots (Abbildung 5.3) wird
deutlich, dass die einzelnen C,-Atome unterschiedlich stark fluktuieren. Dies ist darauf
zuriickzufiihren, dass die einzelnen Peptidstringe nicht durch Loops oder Kehren mitein-
ander verbunden sind. Die Bereiche mit wenig Fluktuation sind den zentralen C,-Atomen
im Peptid zuzuordnen (Abbildung 5.3). Je weiter ein Atom vom Zentrum des Peptids
entfernt ist, desto grofer ist seine Fluktuation.

Zeitpunkt t = 0 ps
"ottt N\ g el

-y L.
NN g g\ Ny it
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Zeitpunkt t = 5000 ps

wull‘ﬂ

gt @ 4 A Y o WA
meﬂﬁﬂf;\mwmmm

Zeitpunkt t = 10000 ps
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Abbildung 5.4: Verinderung der parallelen ZIP-Y Struktur im Verlauf der MD-Simulation.

Abbildung 5.4 zeigt die Verdinderung der Struktur im Verlauf der Simulation. Aus Griin-
den der Ubersicht wird lediglich der Verlauf der Hauptkette C,, —C' — N — ... gezeigt. Zum
Zeitpunkt ¢t = 0 befindet sich der Kristallit in der Ausgangskonformation (Abbildung 5.4
oben). Mit der Zeit verdndert sich die Konformation des ZIP-Y-Modells zu einem ZIP-
N-Modell (Abbildung 5.4 mitte). Das bedeutet, dass sich die einzelnen Faltblattebenen
gegeinander verschieben (blaue Linie). Diese verinderte Konformation ist auch iiber einen
langeren Simulationszeitraum (10 ns) stabil (Abbildung 5.3 unten).
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1.2 Pulvermittelung ¢: Parallel [9.73 10.6 6.95]

Das zwei-dimensionale Ergebnis der an einem parallelen ZIP-Y-Modell berechneten Streu-
ung ist im linken Teil von Abbildung 5.5 zu sehen. Der rechte Teil der Abbildung zeigt
das experimentell bestimmte, zwei-dimensionale Beugungsbild. Eine erste Ubereinstim-
mung mit dem Experiment ist der Peak an der Position (002). Die berechnete Beugung
an der ZIP-Y-Struktur zeigt zusitzlich einen Peak an der geforderten Stelle (020). Die
erkennbaren, abklingenden Intensitdtsmaxima resultieren aus der endlichen Ausdehnung
der Modellstruktur. Die Summen haben wegen der endlichen Kristalligrofe endlich viele
Terme.

973 Parallel ZIP-Y Messung

ql [1/A]
ql [1/A]

0 0.5

1.5 2

1
qll [1/A]

Abbildung 5.5: Links: Zwei-dimensionales berechnetes Beugungsbild der parallelen 973
ZIP-Y-Struktur. Rechts: Zwei-dimensionales Ergebnis der Messung.

Schnitt O zur Faserachse Schnitt || zur Faserachse
3 3
(200) [ — 973 ZIP-Y Parallel |
o 2 NP
Z | ag o
2 (210) s (002)
(2]

c c
g 1 (020) % 1

0 — 0

1 118 1.29 1.42 1.6 0.5 1 15 18 2

qO [1/A] qll [1/A]

Abbildung 5.6: Ein-dimensionale Schnitte des Ergebnisses aus Abbildung 5.5. Links:
Schnitt senkrecht zur Faserachse. Messung blau, berechnete Kurve rot (auf die Intensi-
tat des (020)-Peaks der Messung normiert). Rechts: Schnitt parallel zur Faserachse.

Der grofste Unterschied zwischen Rechnung und Messung sind Intensititen an den Po-
sitionen (200), (221) und (202). Diese Bragg-Peaks sind im Messergebnis (Abbildung 5.5
rechts) nicht vorhanden. Der ein-dimensionale Schnitt senkrecht zur Faserachse (¢, ) zeigt,
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5 Ergebnisse und Diskussion

dass die Bragg-Peaks (rote Kurve) nicht mit denen des Experiments (blaue Kurve) iiber-
einstimmen (Abbildung 5.6 links). Die eingezeichneten schwarzen Linien sind die nach
Formel (3.4) zu erwartenden Positionen des (020), (200) und des (210)-Peaks fiir die Git-
terkonstanten a,—9.73 A und b,—10.6 A. Zwar ist der (020)-Peak vorhanden, er ist jedoch
um einen Wert Ag von der Linie ¢, —1.18 verschoben. Anstelle des (210)-Peaks ist der
(200)-Peak zu sehen. Der ein-dimensionale Schnitt parallel zur Faserachse (Abbildung 5.6
rechts) zeigt den Peak (002). Hier wurde auf die Darstellung der Messung verzichtet, da
der amorphe Bereich weder modelliert noch berechnet wurde.

5.1.3 Diskussion

In Kapitel 4.1.3 wurde beschrieben, dass die ZIP-Y-Struktur eine Ausléschung des (210)-
Peaks zur Folge hat. Die Berechnung der Streuung an einer solchen Struktur (Abbildung
5.5 und 5.6 links) hat dies bestétigt. Auch die Molekulardynamiksimulation hat gezeigt,
dass die parallele ZIP-Y-Struktur keine geeignete Losung fiir das Packungsproblem der
einzelnen Falblattebenen darstellt. Im Verlauf der Simulation wechselte das urspriingliche
ZIP-Y-System in eine ZIP-N-Konformation (Abbildung 5.4). Es wurden folglich weitere
Punkte gefunden, die fiir das Verwerfen dieser Modellstruktur sprechen.

Da der Unterschied zwischen parallelen und antiparallelen Falblidttern im Verlauf der
Atome in z-Richtung besteht, ist eine Berechnung der Beugung an einer antiparallelen
ZIP-Y-Struktur nicht notig. Auch eine antiparallele ZIP-Y-Struktur wiirde nicht fiir eine
Ausloschung des hier vorhandenen (200) Peaks (Abbildung 5.6 links) sorgen, denn die
Einheitszelle kann weiterhin halbiert werden. Da das parallele 973 ZIP-Y-Modell mit der
Messung nur in wenigen Punkten iibereinstimmt, kann es bereits an dieser Stelle verworfen
werden.

S(qg) mit by=10.1 und n =2 S(qg) mit c,=6.95 und n.=9
5 100
(020) (002)

4 80
~ 3 ~_ 60
T T
a a
2 — 40

1 20

0 0

1 1.244 1.4 1.6 1.808 2
q O[1/A] all [2/A]

Abbildung 5.7: Verlauf der Funktion \MP. Links: (020)-Peak, b,=10.1 A, Anzahl

sin(g-cz)
der Einheitszellen in y-Richtung n=2. Rechts: (002)-Peak, b,—6.95 A, Anzahl der Ein-
heitszellen in z-Richtung n=09.

Die Verschiebung Aq des Peaks (020) von der zu erwartenden Position (schwarze Linie)
nach Gleichung (3.4) ist mit Gleichung (3.9) zu erkldren. In Kapitel 3 wurde gezeigt, wie
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5 Ergebnisse und Diskussion

sich FEristal i die Groken Gittersumme und Strukturfaktor der Einheitzelle aufteilen
lasst. Bezeichnet man den Strukturfaktor der Einheitszelle mit dem Buchstaben F und
die Gittersumme mit dem Buchstaben S, so erhilt man fiir die Intensitét den folgenden
Ausdruck:

[ =|FrErtat()? = |F(g)* - 1S(g))* - (5.1)

Die Funktion S (Gittersumme oder Kristallitfunktion) ist unabhéngig vom Strukturfaktor
der Einheitszelle. Das Betragsquadrat von S ldsst sich (hier nur ein-dimensional in z-
Richtung) durch den folgenden Ausdruck darstellen:

sin(q - ¢, - n./2) |?
sin(q - ¢,/2)

Hierbei wurde die Tatsache verwendet, dass die Exponentialfunktion als geometrische
Reihe darstellbar ist:

S = (5.2)

exp[iNg] — 1
explig] — 1
expliNg/2] - (exp[iNgq/2] — exp[—iNq/2])
expliq/2] - (expliq/2] — exp[—iq/2])
sin Nq/2

= exp[i(N —1)q/2] - Sng2 (5.3)

> expli(k —1)g] =

Der Phasenfaktor ist ohne Bedeutung, weil die Intensitit das Quadrat des Betrags der Am-
plitude ist. Die Maxima der Funktion (5.2) (Lauefunktion) liegen fiir die Gitterkonstanten
b,=10.1 A und ¢,=6.95 A bei 47 /b, bezichungsweise bei 47 /c, (Abbildung 5.7). Das F(q)
der Einheitszelle ist jedoch keine konstante Funktion. Ist die Kristallitgrofe endlich und
die Peakbreite ungleich Null, ergibt sich durch Multiplikation von |F(q)|*-]S(q)|? eine ge-
ringfiigige Verschiebung der Maxima. Um Bragg-Peaks an den experimentell bestimmten
Positionen g(ga0) = 1.18 A-t qe10) = 1.45 A-1 und rooz) = 1.8 A~ zu erreichen, musste
folglich beim Modellieren jeder Einheitszelle die typische g-Verschiebung beriicksichtigt
werden.

5.2 ZIP-N-Struktur

5.2.1 Molekulardynamiksimulation

Abschnitt 5.1 hat gezeigt, dass die ZIP-Y-Modelle nicht geeignet sind, das Packungs-
problem der -Falbtblattebenen zu beschreiben. Folglich wurde bei den ZIP-N-Modellen
die Symmetrie verdndert. Um die notwendige Periodizitit in Richtung der Wasserstoff-
briicken zu erhalten, wurde jede Faltblattebene im Bezug zur Nachbarebene verschoben
(ZIP-N-Modell). Um die Stabilitét dieses Systems zu untersuchen, wurde erneut eine MD-
Simulation durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind den folgenden Abbildungen zu entnehmen.
Der RMSD-Plot in Abbildung 5.8 links zeigt wiederholt die Stabilitdt des Systems auch
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5 Ergebnisse und Diskussion

nach ldngerer Simulationszeit. In den Abbildungen 5.8 rechts und 5.9 zeigen ist die Fluk-
tuation der C,-Atome zu sehen. Wie auch beim ZIP-Y-Modell fluktuieren die C,-Atome,

RMSD Parallel ZIP-N-Kristallit RMS Fluktuation Ca ZIP-N
0.15 0.20

RMSD [nm]
[nm]
o
5

0.00 0.00
0 5000 10000 0 500 1000

Zeit [ps] Atom

Abbildung 5.8: Links: RMSD Profil des ZIP-N-Kristalliten. Rechts: RMS Fluktuation der
C,-Atom.
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Abbildung 5.9: Abbildung 5.4 vergofert. Links: Die C,-Atome 600 bis 650. Rechts: Die
Cy-Atome 600 bis 650.

und damit die ganze Aminosdure, an den Enden einer jeden Peptidkette wesentlich stér-
ker als die zentralen C,-Atome im Peptid. Abbildung 5.10 zeigt die Verinderung der
Struktur im Verlauf der Simulation. Die Ausgangsstruktur (ZIP-N) ist in Abbildung 5.10
oben dargestellt. Den Abbildungen 5.10 mitte und 5.10 unten ist zu entnehmen, dass die
ZIP-N-Struktur auch nach 5 beziehungsweise 10 ns beibehalten wird (rote Striche).

51



5 Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 5.10: Verédnderung der parallelen ZIP-N Struktur im Verlauf der MD-
Simulation.
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5.2.2 Pulvermittelung ¢: Parallel [9.73 (9.44) 10.6 6.95]

Sowohl die zwei-dimensionale (Abbildung 5.11) als auch die ein-dimensionale (Abbil-
dung 5.12) Darstellung des Ergebnisses der an einem parallelen 973 ZIP-N-Modell be-
rechneten Streuung verdeutlicht, dass Peaks an allen experimentell bestimmten Positionen
auftauchen. Mit dem Experiment unvereinbare Peaks sind nicht vorhanden. Es ist jedoch
ein zusdtzlicher Peak an der Stelle (022) zu sehen. Da die Verkippung der Kristallite ge-
geben durch & und 7 bei der Pulvermittelung nicht beriicksichtigt wurde, liegt es nahe zu
vermuten, dass der experimentell bestimmte schwache (032) Peak eine Uberlagerung der
Peaks (022) und (032) darstellt.

973 Parallel ZIP-N Messung

(210) 211)
0

1

ql [1/A]
ql [1/A]

(021) (022)
5020)
\

’I.A.Ahl i E T AF Ly
0 05 1 15 2 0 05 1 15 2
all [1/A] all [1/A]

Abbildung 5.11: Links: Zwei-dimensionales berechnetes Beugungsbild der parallelen 973
ZIP-N-Struktur. Rechts: Zwei-dimensionales Ergebnis der Messung.

(002)

Schnitt O zur Faserachse Schnitt || zur Faserachse
2
— 973 Parallel ZIP-N [ — 973 Parallel ZIP-N |
1f | — Messung 1
<t
o W o
X
3 ; (210) %, (002)
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g _| (020) &
€2 22
1 /7 1
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qo [1/A] qll [L/A]

Abbildung 5.12: Fin-dimensionale Schnitte des Ergebnisses aus Abbildung 5.11. Links:
Schnitt senkrecht zur Faserachse. Messung blau, berechnete Kurve rot (auf die Intensitét
des (020)-Peaks der Messung normiert). Rechts: Schnitt parallel zur Faserachse.

Die geforderten Positionen der Peaks an den Stellen (020) und (210) und die Werte ihrer
Intensitéten stimmen sehr viel besser mit dem Experiment (blau) iiberein, als dies fiir das
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parallele 973 ZIP-Y-Modell der Fall war. Eine Verschiebung Ag¢ der Maxima (020) und
(210) wird jedoch auch in diesem Fall beobachtet. Da das ZIP-Y- und das ZIP-N-Modell in
Bezug auf die z-Richtung identisch sind, resultieren dquivalente Kurven im Schnitt parallel
zur Faserachse (vergleiche Abbildung 5.6 rechts und Abbildung 5.12 rechts). Lediglich das
Intensitédtsverhdltnis der Peaks (210) und (002) ist unterschiedlich. Im Experiment ist
der (002)-Peak deutlich schwiicher als der (210)-Peak. Dennoch erweist sich die ZIP-N-
Struktur im Gegensatz zur ZIP-Y-Struktur als besser geeignet, die Faltblattstruktur der
Kristallite zu beschreiben, da sie alle gesuchten Bragg-Peaks reproduziert.

Schnitt O zur Faserachse Schnitt || zur Faserachse
3 3
— Messung | — 944 Parallel ZIP-N |
—— 944 Parallel ZIP-N
<t
W 2 W 2
jo jo (002)
po <
‘D ‘D
3 3
€1 21
0 0
1 12 14 1.6 0.5 1 15 18 2
q0 [1/A] qll [L/A]

Abbildung 5.13: Links: Schnitt senkrecht zur Faserachse. Messung blau, berechnete Kurve
rot (auf die Intensitét des (020)-Peaks der Messung normiert). Rechts: Schnitt parallel zur
Faserachse.

Eine andere, experimentell bestimmte Gitterkonstante in x-Richtung ist a,=9.44 A (Ta-
belle 4.1). Die berechnete Streuung an einem parallelen 944 ZIP-N-Modell ist in Abbildung
5.13 zu sehen. Es wird lediglich der ein-dimensionale Schnitt senkrecht (g, ) und parallel
(qy) zur Faserachse gezeigt, da das zwei-dimensionale Resultat @hnlich zum Modell 973-
ZIP-N ist. Die Gitterkonstante der Einheitszelle a, in y-Richtung wurde erneut auf 10.6 A
gesetzt. Der (020)-Peak befindet sich folglich an der gleichen Position wie der (020)-Peak
der 973-ZIP-N-Struktur (Abbildung 5.12 links). Der Wert ¢,—6.95 A der Einheitszelle
blieb ebenfalls unveréndert und das resultierende Ergebnis beziiglich der ¢-Achse ist mit
dem Resultat in Abbildung 5.12 rechts identisch. In Bezug auf den (210)-Peak ergibt sich
eine zu erwartende Verdnderung des Profils aufgrund der unterschiedlichen Werte a,. Im
Vergleich zur 973-Struktur stimmen Peak-Position und Intensitdt besser mit der Messung
iiberein. Der vernachlissigte Debye-Waller-Faktor wiirde die Peak-Intensititen allerdings
noch geringfiigig senken. Daher reichen die Informationen nicht aus, um sich fiir eine der
Abmessungen zu entscheiden.

5.2.3 Pulvermittelung ¢: Antiparallel [9.73 (9.44) 10.6 6.95]

Der Tatsache, dass in der Natur auch antiparallele Strukturmotive realisiert werden, wurde
durch das Modellieren entsprechender Kristallite Rechnung getragen. Es wurden dabei
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die gleichen Werte fiir Einheitszelle und Kristallitgrofe verwendet, wie bei den bereits
beschriebenen Modellen verwendet. Die berechneten Beugungsbilder der antiparallelen
973 ZIP-N-Struktur verhalten sich bis auf den (002)-Peak fast identisch zum parallelen
Modell 973 ZIP-N (vergleiche die Abbildungen 5.11 und 5.14). Auch beim antiparallelen
944-Modell ist der (002)-Peak nicht vorhanden (Abbildung 5.15 rechts). Es ist lediglich
das Abklingen der Nebenmaxima zu beobachten. Die antiparallele Struktur ist folglich
nicht in der Lage, die experimentellen Daten zu reproduzieren.

973 Antiparallel ZIP-N Messung

2
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all [1/A] all [1/A]

Abbildung 5.14: Links: Zwei-dimensionales berechnetes Beugungsbild der antiparallelen
973 ZIP-N-Struktur. Rechts: Zwei-dimensionales Ergebnis der Messung.
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Abbildung 5.15: Ein-dimensionale Schnitte der antiparallelen 944 ZIP-N Struktur. Links:
Schnitt senkrecht zur Faserachse. Messung blau, berechnete Kurve rot (auf die Intensitét
des (020)-Peaks der Messung normiert). Rechts: Schnitt parallel zur Faserachse.

5.2.4 Diskussion

In Abschnitt 5.2 wurde sowohl das parallele als auch das antiparallele ZIP-N-Modell un-
tersucht. Die Ergebnisse der MD-Simulation am parallelen Kristallit deuten darauf hin,
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dass die ZIP-N-Packung energetisch giinstiger ist als die ZIP-Y-Packung. Auch iiber einen
lingeren Simulationszeitraum hat sich die ZIP-N-Konformation nicht wesentlich verdndert
(Abbildung 5.10). Hieraus kann gefolgert werden, dass im Gegensatz zur ZIP-Y-Struktur
(parallel) ein ZIP-N-Kristallit (parallel) geeignet ist, die Faltblattbereiche der Spinnensei-
de zu beschreiben. Die Berechnung der Pulvermittelung bestétigt diese Annahme durch
die Ubereinstimmung der Bragg-Peaks an allen geforderten Positionen. Zwar wurde ein
zusitzlicher Peak (022) gefunden, dieser kann aber aufgrund der fehlenden Orientierungs-
mittelung (£ und 7) entlang der Faserachse nicht genau eingeordnet werden. Bei Be-
trachtung des experimentellen Beugungsbildes (Abbildung 5.11 rechts) liegt jedoch die
Vermutung nahe, dass die beiden Peaks dank der Verkippung iiberlappen.

Da in den Berechnungen an den parallelen ZIP-N-Kristalliten kein Debye-Waller-Faktor
beriicksichtigt wurde, kann an dieser Stelle noch keine Aussage iiber die unterschiedlichen
Intensitétsverhéltnisse getroffen werden. Die Gauf-Verteilung des Debye-Waller-Faktors
wiirde jedoch als Dampfungsterm wirken.

Neben der 973-Struktur wurde auch eine 944-Struktur untersucht. Das bedeutet, die
Einheitszelle besak die Abmessungen a,—9.44 A, b,—10.6 Aund c,—6.95 A. Das Resultat
zeigt zwar einen dhnlichen Verlauf wie die parallele 973-Struktur, jedoch ist das (020)-
Plateau nicht so stark ausgepriagt wie beim 973-Modell (Vergleich Abbildung 5.12 links
und 5.13 links). Ebenfalls spricht das Verhéltnis der Intensitidten (o) //(210) gegen die
944-Struktur. Zwar stimmen die Intensitdten mit der Messung iiberein, aber auch hier
wurde der Dampfungsterm D, nicht beriicksichtigt. Fiir die 944-Struktur spricht allerdings
die bessere Ubereinstimmung der Peak-Positionen. Eine Favorisierung eines der beiden
Modelle ist daher an dieser Stelle nicht moglich.

Einheitszelle Parallel Einheitszelle Antiparallel

Kette A Kette A’ Kette A Kette B

Ca C Ca— C 6+6+6+6—24 Ca— C Ca— C 6+6+6+6—24
(‘] =0 ‘C =0 6-+8-+6-+8=28 ‘C =0 1‘\1 6-+8+47=21
1‘\1 1‘\1 T+7—14 1‘\1 ‘C =0 7464822
(‘Ja C (‘ja— C 6-+6-+6-+6=24 (‘ja— C ‘Ca— C 6-+6-+6+6=24
(‘] =0 (‘] =0 6-+8-+6-+8-28 (‘3 =0 1‘\1 6484721
1‘\1 1‘\1 7+7=14 1‘\1 ‘C =0 7+6+8=22

Abbildung 5.16: Atomformfaktoren zweier Peptidketten (ohne Wasserstoff) in einer paral-
lelen (links) und einer antiparallelen Einhitszelle (rechts). Die Variation in der parallelen
Abfolge ist hoher als in der antiparallelen.

Eine Erkldrung fiir das Fehlen des (002)-Peaks bei den antiparallenen Modellen ist
in der Verteilung der Atome in den Einheitszellen begriindet. Werden die Formfaktoren
fj der Atome im Verlauf der Peptidkette von parallelen und antiparallelen Faltbldttern
gegeniibergestellt, so wird ersichtlich, dass die antiparallele Struktur im Gegensatz zur
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5 Ergebnisse und Diskussion

parallelen durch die wiederholenden 24-21-22-Motive nahezu identische Beitrige liefert
(Abbildung 5.16). Hieraus kann gefolgert werden, dass in guter Niherung die antiparal-
lele Struktur in Bezug auf die z-Richtung in sechs Teile untergliedert werden kann. Dies
wiirde bedeuten, dass bei einer perfekten antiparallelen Struktur der (001)-Peak sechs
Mal weiter entfernt vom Zentrum liegen wiirde und erst als (006)-Peak sichtbar wére. Es
handelt sich folglich um die gleiche Argumentation wie in Abschnitt 4.1.3 (Halbierung der
Einheitszelle). Diese Problematik betrifft lediglich die z-Richtung und ist unabhéngig von
der Periodizitit der Einheitszellen in x- und y-Richtung.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das parallele ZIP-N-Modell am geeignes-
ten erscheint, da die resultierenden Beugungsbilder am besten die experimentellen Daten
wiederspiegeln. Perfekt angeordnete antiparallele Strukturen kénnen verworfen werden.

5.2.5 Pulvermittelung ¢: Antiparallel-Arnott [9.73 10.6 6.95]

Die antiparallele Struktur hat sich lediglich durch das Fehlen des (002)-Peaks als nicht
iibereinstimmend mit dem Experiment erwiesen. Da viele Veroffentlichungen aber anti-
parallelen Faltbldttern vermuten ([I6] und [35]), wurde die perfekte antiparallele Struktur
modifiziert, um den fehlenden (002)-Peak zu erzeugen. Da sich die Intensititsprofile der
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Abbildung 5.17: Unterschiedliche Faltblattstrukturen (Draufsicht). Links: Parallele Struk-
tur. Mitte: Antiparallele Struktur. Rechts: Antiparallele Struktur nach einer Arnottver-
schiebung.

parallelen und der antiparallelen ZIP-N-Struktur in Bezug auf die ¢, -Achse (x-y-Achse)
identisch verhalten, geniigt eine Modifikation der antiparallelen Struktur in z-Richtung.
Das bedeutet eine Verschiebung einer Peptidkette der antiparallelen Struktur um einen
Wert Az (Abbildung 5.17 rechts), was ebenfalls zu einer Verdnderung der Verteilung der
Formfaktoren (Abbildung 5.16) in Bezug auf die z-Achse fiihrt. Fiir diese Verschiebung
gibt es lediglich eine sinnvolle Richtung. Es muss so translatiert werden, dass die Lage der
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Sauerstoff-Atome nicht zu sterischen Kollisionen fiihrt (Pfeilrichtung in Abbildung 5.13
rechts). Da bereits ein im Jahr 1967 vorgeschlagenes Modell ein solches Az beinhaltet,
wird es nach dem Autor als Arnott-Verschiebung bezeichnet [23]. Ein geeigneter Wert fiir
konstruktive Tnterferenz an der Stelle (002) ist Az=1.2 A. Dies entspricht in etwa 1/6
der Einheitszelle in z-Richtung. Das berechnete Beugungsbild ist in Abbildung 5.18 zu se-
hen. Wie zu erwarten, hat sich durch den Symmetriebruch ein Bragg-Peak (002) ergeben
(Abbildung 5.18 rechts). In Bezug auf den Schnitt senkrecht zur Faserachse ist das berech-
nete Beugungsbild mit den anderen 973-Strukturen identisch, da lediglich die Symmetrie
in z-Richtung verdndert wurde. Abbildung 5.19 zeigt den Unterschied der antiparallelen
Struktur mit und ohne Arnottverschiebung (Az=1.2 A).

Schnitt 0 zur Faserachse Schnitt || zur Faserachse
2.0 2.0
= 973 ZIP-N-Parallel = 973 ZIP-N-Parallel
-©- 973 ZIP-N Antiparallel Arnott *©- AP Amott
15
< <t
L L
< <
T T
E % 1.0
c c
2 2
£ =
0.5
Unterschied _
~ ;_.o,:;.f«'\ ZreSE
1 1.2 1.4 1.6 1.6 1.8 2
qO [V/A] all VA]

Abbildung 5.18: Vergleich der ein-dimensionalen Schnitte der parallelen 973 ZIP-N Struk-
tur und der antiparallelen 973 ZIP-N Arnott-Struktur. Links: Schnitt senkrecht zur Faser-
achse. Messung blau, parallel rot und antiparallel Arnott (griin). Der Grofte Unterschied
zum Experiment besteht im mit schwarzen Strichen markierten Bereich. Die berechneten
Kurven fallen deutlich frither ab als die Messung. Rechts: Schnitt parallel zur Faserach-
se. Sowohl die parallele 973 ZIP-N-Struktur als auch die antiparallele 973 ZIP-N-Arnott-
Struktur liefern den geforderten Bragg-Peak (002).
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Abbildung 5.19: Vergleich der Wasserstoffbriicken in den antiparallelen 973-Strukturen.
Oben: Arnott mit Az—1.2A. Unten: Antiparallel.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.2.6 MD-Simulation an einer antiparallelen-Arnott-Struktur

Wird die Symmetrie der antiparallelen Struktur durch eine Arnottverschiebung verin-
dert, resultiert wie auch zuvor bei der parallelen Struktur der experimentell geforderte
(002)-Peak. Um die Stabilitdt dieses Arnottsystems zu untersuchen, wurde erneut eine
Molekulardynamiksimulation durchgefiihrt. Der resultierende RMSD-Plot ist in Abbil-

dung 5.20 (links), die Fluktuationen der C,-Atom in den Abbildungen 5.20 (rechts) und
5.21 zu sehen.

RMSD Antiparallel Arnott ZIP—-N RMS Fluktuation Ca AP Arnott ZIP-N
0.15 0.4
0.3
' 0.10
A=) —_
o Eo2
=
@ 0.05
0.00 0.0
0 5000 10000 0 500 1000
Zeit [ps] Atom

Abbildung 5.20: Links: RMSD Profil. Rechts: RMS Fluktuation der einzelen C,-Atome.

RMS Fluktuation Ca AP Arnott ZIP-N RMS Fluktuation Ca AP Arnott ZIP-N
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Cu Atome zentral Ca Atome an den Enden

in den Peptidketten einer Peptidkette

0.08 \ \

0.08

g 0.06

0.04 0.04
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Atom Atom

Abbildung 5.21: Vergroferte Darstellung der RMS Fluktuation der einzelen C,-Atome.
Links: Cy-Atome 600 bis 650. Rechts: C,-Atome 660 bis 760.

Erneut zeigt sich eine Stabilitdt des Systems iiber einen lingeren Simulationszeitraum.
Das bedeutet, dass alle Peptidketten, einschlieklich der Seitenkanten, den Kristallitver-
bund nicht verlassen haben (Abbildung 5.22). Um den Unterschied zur parallelen ZIP-N-
Struktur herzustellen, wird in den folgenden Abbildungen verstirkt auf die Aminosduren
in den Peptidketten geachtet. Aus diesem Grund wird in Abbildung 5.23 die Orientierung
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im Kristallit verdeutlicht. Abbildung 5.24 zeigt, dass sich die Arnottstrukturwieder in die
antiparallele Ausgangsposition verschiebt..
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Abbildung 5.22: Veranderung der antiparallelen Arnottstruktur (ZIP-N) im Verlauf der
MD-Simulation.
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Abbildung 5.23: Veranschaulichung der Arnottverschiebung in unterschiedlichen Sichtwin-
keln und Vergroferungen.
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Abbildung 5.24: Seitenansicht y-z-Ebene: Verédnderung der antiparallelen Arnottstruktur

(ZIP-N) im Verlauf der MD-Simulation. Die Arnottverschiebung Az = 1.2 A, die in der

antiparallelen Struktur den (002) Peak ermdglichte, wird geringer.
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5.2.7 Diskussion

Die Ergebnisse in Abschnitt 5.2.5 haben gezeigt, dass neben den parallelen Falblattkristal-
liten auch Arnottstrukturen (ZIP-N) im Beugungsbild Streupeaks an allen experimentell
verlangten Positionen aufweisen. In Abbildung 5.18 ist zu sehen, dass diese modifizierte an-
tiparallele Struktur sich fast identisch zur parallelen ZIP-N-Struktur verhélt. In den MD-
Simulationen verschwindet die kiinstlich erzeugte Verschiebung nach einiger Zeit und lie-
fert in guter Ndherung die antiparallele Faltblattstruktur, bei der der (002)-Peak fehlt. Die
Ergebnisse der MD-Simulation lassen vermuten, dass lokal in den g-Faltblattkristalliten
keine Arnottstruktur vorliegt.

5.3 Debye-Waller-Faktor und die {—7-Mittelung

5.3.1 Berechnete Beugungsbilder

Die Ergebnisse aus den vorherigen Abschnitten haben gezeigt, dass das parallele ZIP-N
Modell am besten geeignet ist, die Faltblattstruktur der Spinnenseide zu beschreiben. In
den bisher berechneten Beugungsbildern wurden jedoch die £-7-Mittelung und der Debye-
Waller-Faktor D, nicht beriicksichtigt.

RMS Fluktuation Ca 973 ZIP N Berechnetes Beugungsbild mit De
0.05
” 15000} |~ = IF@F A
0.045 — Messling
— [F(@I™D,
0.04 —
— ‘% 10000
E 0.035 <
| E
0.03 \/ 5000
0.025
0.02 0
400 420 440 460 480 1 1.2 1.4 1.6

Atom . qO [1/A] .

Abbildung 5.25: Links: RMS Fluktuation der C,-Atom. Rechts: Debye-Waller-Faktor D,
(mit B(T)=0.03) beim parallelen 973-Profil beriicksichtigt (griine Kurve).

In Abschnitt 5.1.1 wurde die Grofe RMSD eingefiihrt, die die Abweichung der End-
struktur von der Startstruktur angibt. Hierbei wurde festgestellt, dass die einzelnen C,-
Atome unterschiedlich stark fluktuieren. Dies entspricht einer Auslenkung der Atome aus
ihrer Ruhelage. Aus dieser thermischen Bewegung der Atome resultiert eine Dampfung des
Intensitétsprofils geméss Gleichung (3.10). Dies wurde bis zu diesem Punkt in der Berech-
nung noch nicht beriicksichtigt. Abbildung 5.25 links zeigt die Flutuation der einzelnen
Co-Atome wihrend einer MD-Simulation. Um die Groke B(T') der Gleichung (3.11) zu be-
stimmen, wurde die Auslenkung u—0.3 A gewihlt (Abbildung 5.25 schwarze Linie). Diese
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Auslenkung stellt in guter Ndherung einen Mittelwert der Fluktuationen aller C,-Atome
dar. Unter dieser vereinfachten Betrachtung ergibt sich durch einsetzen in Gleichung 3.10
B(T)=0.03. Wird dieses B(T') in der Berechnung der Beugungsbilder beriicksichtigt, re-
sultiert das Ergebnis in Abbildung 5.25 rechts.

a,=9.39 A by=10'1 A c,=6.95 A Berechnetes Beugungsbild mit crB
15000
13000 — — T — — — - =
\
\
m 9245 o 1 =
0 \ =
5 | =
= | o
5000 1
all
===
0
1 1.18 145 16

ql [1/A]

qll [1/A]

Abbildung 5.26: Mit dem crB-Programm (Stephan Ulrich) berechnetes Beugungsbild.
Links: Ein-dimensionaler-Schnitt senkrecht zur Faserachse. Messung (blau), berechnetes
Beugungsprofil der parallelen 973-Struktur (rot) und amorphe Matrix (Halo, griin). Rechts:
Zwei-dimensional.

Die Aufgabe dieser Arbeit bestand darin, ein Modell zu erstellen, dass neben den kor-
rekten Peak-Positionen auch die entsprechenden Intensitatshohen aufweist. Eine Einheits-
zelle, die in Bezug auf das Ergebnis die korrekten Peakpositionen reproduziert, hat die
folgenden Werte: a,—9.39 A, b,—=10.1 A und ¢,=6.95 A. Abbildung 5.26 zeigt das resul-
tierende Ergebnis einer Berechnung in direktem Vergleich zur Messung. Da hierbei nicht
nur die Mittelung ¢ sondern auch eine Mittelung um die anderen beiden Winkel beriick-
sichtigt wurde, findet eine Ausschmierung der einzelnen Peaks statt. Das Programm crB
verwendet fiir die Mittelung statt den Winkeln ¢, ¢ und 7 die entsprechenden Eulerwin-
kel. Die Mittelung um die Faserachse z ist gleichverteilt (Pulvermittelung ¢ Gleichung
4.2). Die anderen beiden Winkel sorgen fiir eine bevorzugte Ausrichtung der Kristallite
entlang der Faserachse. Hierbei wird eine Gaufverteilung verwendet (Winkeleinstellung
entspricht 7.5°).

5.3.2 Diskussion

Das Ergebnis in Abbbildung 5.25 (rechts) hat den Einfluss des Debye-Waller-Faktors
verdeutlicht. Die Verdnderung des Intensitéitsprofils war allerdings sehr gering (Vergleich
der Kurven in Abbildung 5.25 rechts). Da fiir Makromolekiile die Ndherung (3.11) nicht
zutrifft, ist das Ergebniss allerdings schwer zu interpretieren.

Im zweiten Teil des Abschnitts 5.3.1 wurde gezeigt, wie sich eine zusétzliche Mittelung
(¢ und 7) auf das Intensitédtsprofil auswirkt (Abbildung 5.26 rechts). Die Einheitszelle
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mit den Abmessungen a,=9.39 A, b,—=10.1 A und c,=6.95 A liefert zwar die korrekten
Peakpositionen, kann aber das geforderte Intensititsverhéltnis der Messung nicht wie-
dergeben. Eine Erkliarung hierfiir ist die dimpfende Wirkung der neu hinzugekommenen
Mittelung. Werden lediglich die Schnitte senkrecht zur Faserachse betrachtet, ist ein Un-
terschied (mit beziehungsweise ohne {-7-Mittelung) kaum erkennbar. Ein Vergleich der
berechneten Streuintensitéten (rot) in den Abbildungen 5.25 rechts (p-Mittelung) und
5.26 links (-, &- und 7-Mittelung) zeigt, dass selbst fiir die beiden unterschiedlichen Ab-
messungen der Einheitszelle die resultierenden Beugungsprofile in hohem Mafe dhnlich
verlaufen. Die grofite Diskrepanz zum Messergebnis befindet sich — wie auch zuvor in
den Ergebnissen der Abschnitte 5.1 und 5.2 — in dem mit einem Pfeil (Abbildung 5.26
links) hervorgehobenen Bereich.
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In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, wie mit Hilfe des Computers die kristallinen
Faltblattbreiche der Spinnenseide modelliert und deren zwei-dimensionale Beugungsbil-
der berechnet werden kénnen. Durch den Vergleich mit experimentellen Beugungsbildern
konnten Riickschliisse auf die mdogliche reale Struktur der g-Faltblattkristallite in Spin-
nenseide gezogen werden. Es wurde gezeigt, dass sowohl parallele als auch antiparallel,
arnottverschobene Faltblattkristallite die Faltblattstrukturen in der Spinnenseide in gu-
tem Mafe beschreiben. Dies konnte aus den mit der Pulvermittelung um den Winkel ¢
berechneten Beugungs-Peaks gefolgert werden. Bei beiden Strukturen wurden alle gefor-
derten Bragg-Peaks reproduziert.

Neben der Berechnung der Beugungsbilder wurden MD-Simulationen durchgefiihrt, um
mehr iiber die Stabilitdt beziehungsweise mogliche Konformationen der Kristallite zu er-
fahren. Hierbei stellte sich heraus, dass die untersuchten Kristallite auch ohne Verbin-
dungen (Loops oder Kehren) stabil sind. Zwar ergaben sich geringfiigige Unterschiede
zwischen den Start- und Endkonformationen, aber alle einzelnen Peptidstringe blieben
im Kristallitverband erhalten. Die antiparallele ZIP-Y-Struktur erwies sich auf Basis die-
ser Ergebnisse als nicht geeignet, das Problem der Packung der einzelnen Peptidketten
zu beschreiben. Bereits nach kurzer Simulationszeit verdnderte sich die Ausgangskonfor-
mation in eine ZIP-N-Struktur. Ebenso konnte der antiparallel, arnottverschobene ZIP-
N-Kristallit seine Ausgangsstruktur nicht beibehalten und verschob sich wihrend der
Simulation in die perfekt antiparallele, unverschobene Struktur (Az gegen 0). Allerdings
erzeugte dieses System im berechneten Beugungsbild keinen (002)-Peak. Ein solcher Peak
wire sechsmal weiter vom Zentrum entfernt zu erwarten, da aufgrund der dhnlichen Streu-
beitrige von Stickstoff-, Kohlenstoff- und Sauerstoffatomen (Abbildung 5.16) die Einheits-
zelle um ein Sechsfaches veringert werden kann. Dieser Zusammenhang wurde in Kapitel
5.2 erklart.

Das Modell, das sich wihrend der MD-Simulation in seiner Ausgangsstruktur als stabil
erwies, war die parallele ZIP-N-Struktur. Diese ist somit von den untersuchten Modellen
am ehesten geeignet, die Kristallitstruktur der Seide zu beschreiben. Die einzige Diskre-
panz besteht im Schnitt senkrecht zur Faserachse. Die berechnete Kurve fillt im Vergleich
zur Messung friither ab (Abbildung 5.18 links). Eine mogliche Erklarung dafiir ist, dass die
amorphen Bereiche in den Modellen nicht beriicksichtigt worden sind (Abbildung 5.26).
Eine Uberlagerung der berechneten Streukurve (Abbildung 5.26, rot) mit Lorentzkurven,
die den amorphen Halo beschreiben (Abbildung 5.26, griin), wiirde die frithe Abnahme
der berechneten Kurve kompensieren.

Um mehr iiber die mechanischen Eigenschaften der Kristallite zu erfahren, kdnnten
Kraft-Dehnungsexperimente am gesamten Kristallit simuliert werden. Eine Simulation in
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Wasser konnte Aufschliisse iiber den Effekt der Luftfeuchtigkeit auf Spinnenseide liefern.

Um das Problem der Uberlagerung von Streu-Peaks vieler Kristallite in der Seide zu
umgehen, wire es interessant, ausgedehnte, alaninreiche Einkristalle zu synthetisieren und
die Rontgenbeugung an einem solchen Einzelkristallit zu wiederholen. Dadurch wiirde es
ermoglicht, das Kristallisationsverhalten von Polyalanin genauer zu untersuchen. Eine

Berechnetes Streubild Messung

ql [1/A]

1 2

1 2 -2 -1

-2 -1

0 0
qll [17A] qll [1/A]

Abbildung 6.1: Links: Mit dem c¢rB-Programm berechnetes Streubild (£=7.5°). Rechts:
Ergebnis der Messung.

weitere Moglichkeit zur Untersuchung der Faltblattkristallite in der Seidenstruktur wire
die Neutronenstreuung. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass die Streuléinge unsys-
tematisch von der Nukleonenzahl abhéngt, im Allgemeinen sogar zwischen den einzelnen
Isotopen variiert. Es ist daher moglich, bestimmte Atome durch Isotopenersatz zu markie-
ren und somit zum Beispiel Wasserstoff H durch Deuterium D zu ersetzen. Auf diese Weise
lassen sich Strukturbereiche im Neutronen-Streuexperiment gezielt gegen den Hintergrund
von Nachbarmolekiilen sichtbar machen (Variation des Kontrastes). Hierdurch liefen sich
moglicherweise Riickschliisse auf die Orientierung der Wasserstoffbriicken ziehen.

Die Methode des isomorphen Ersatzes konnte genauere Informationen iiber die Falt-
blattkonformation der Seide liefern. Es werden dabei unterschiedliche Leerstellen in der
Proteinstruktur durch Schweratome besetzt, die zum Beispiel durch Donoratome in den
Polypetidseitenketten koordiniert werden. Es wird dabei versucht, das Phasenproblem zu
16sen und die Elektronendichte zu bestimmen.

Um die extremen Eigenschaften der Spinnenseide nachvollziehen zu kénnen, ist sowohl
ein Verstidndnis des geordneten als auch des amorphen Bereichs notwendig. Diese Arbeit
konzentrierte sich auf die geordneten Bereiche und lieferte fiir deren Aufbau unterschied-
liche Modellvorschlége. Die Annahme der Pulvermittelung (um den Winkel ¢ verdrehte
Kristallite, Abschnitt 4.2) lieferte Beugungsbilder, die denen der Messung groftenteils
entsprachen. Somit konnen die erstellten Modelle und der quantitative Vergleich zwischen
gemessenen und berechneten Streuintensititen einen wichtigen Beitrag zur Aufklarung
des molekularen Aufbaus von Spinnenseide liefern.
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7 Anhang

7.1 Programme

% scott0 Version 1
% Martin Meling 23.06.2006

a=input(’Gib den Wert a der Einheitszelle an: ’);
b=input(’Gib den Wert b der Einheitszelle an: ’);
c=input(’Gib den Wert c der Einheitszelle an: ’);

fid = fopen(’miller.txt’,’w’);
SortAusgabe=zeros (5%5%5,4) ;
for h=0:1:4 % Einstellung der Miller Indizes
for k=0:1:4
for 1=0:1:4
miller=r[h,k,1];
q=2x*pi*sqrt(((h/a)~2)+((k/b))~2+((1/c)~2));
Ausgabe=[q,h,k,1];
SortAusgabe (h*5%5 + kx5 + 1+1,:)=Ausgabe;
A L EE PP e Datenausgabe
fprintf(fid, *%3f %3d %3d %3d\n ’,q,h,k,1);
/g
end
end
end
fclose(’all?);

[asuf,I]=sort(SortAusgabe(:,1));
SortAusgabe=SortAusgabe(I,:)

fid = fopen(’sort.txt’,’w’);

fprintf(fid, ’%3f\n ’,SortAusgabe);
fclose(’all?);
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% Programm: Theresa Matlab
% Martin Herbert Meling 2006-08-03
% Theresa Matlab berechnet die Pulvermittelung nach Gleichung (4.2)
hhm === mm e e Einlesen des Struktur-Daten
% at = Atomname
X = x-Koordinate der Struktur
% Y = y-Koordinate der Struktur
Z = z-Koordinate der Struktur

[at X Y Z] = textread(’cube944zipn.atxyz’, ’%q %f %f %f’);

el = char(at); % Namen der entsprechenden Atome
Str = [X Y Z]; % Koordinaten der einzelnen Atome
N = length(el); % Anzahl der simulierten Atome
R e et Zuteilung derAtomformfaktoren
u = zeros(N,1);
for n = 1:N
if el(n) == ’H’
u(n) = 1; % Atomformfaktor fuer Wasserstoff (H)
elseif el(n) == ’C’
u(n) = 6; % Atomformfaktor fuer Kohlenstoff (C)
elseif el(n) == ’N’
u(n) = 7; % Atomformfaktor fuer Stickstoff (N)
elseif el(n) == 0’
u(n) = 8; % Atomformfaktor fuer Sauerstoff (0)
else
error(’nicht erkanntes Atom’);
break;
end
end
R e e e TP Frage nach den Eingabeparametern
gp_offset = input(’Gib einen Wert fuer qp_offset ein: ’);
qz_offset = input(’Gib einen Wert fuer qz_offset ein: ’);
gp_nodes = input(’Gib einen Wert fuer gqp_nodes ein: ’);
qz_nodes = input (’Gib einen Wert fuer qz_nodes ein: ’);
gp_spacing = input(’Gib einen Wert fuer qp_nodespacing ein: ’);
in = input(’Gib einen Wert fuer integration_nodes ein: ’);
R e et e e g-Parallel und g-Senkrecht

qp = gp_offset:qp_spacing: (qp_offset+qp_nodes*qp_spacing);
qz_offset:qp_spacing: (qz_offset+qz_nodes*qp_spacing) ;
S = zeros(qz_nodes, gp_nodes);
for nz = 1:9z_nodes
for np = 1:qp_nodes
sm = 0;
for k = 1:in
phi = 2%pixk/in;
s_real = 0;
s_imag = 0;
s =0;
alpha = gqp(np)*(X(:)*cos(phi)+Y(:)*sin(phi)) + qz(nz)*Z(:);
s_real = u’+*cos(alpha);
s_imag = u’*sin(alpha);
s = s_real*s_real+s_imag*s_imag;

\Q
N
I

sSm=sm+s ;
end
S(nz,np) = sm/in;
end
end
figure
pcolor(S?);

shading interp
axis(’square’)
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7.2 Koordinaten-Files

7 Anhang

7.2.1 Peptid aus Abschnitt 4.1.1
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ATOM 187 HB1 ALA 19 0.750 -3.470 -59.940 1.00 0.00
ATOM 188 HB2 ALA 19 -0.700 -3.310 -58.950 1.00 0.00
ATOM 189 HB3 ALA 19 0.890 -3.430 -58.180 1.00 0.00
ATOM 190 C  ALA 19 -0.220 -0.910 -60.300 1.00 0.00
ATOM 191 0 ALA 19 -1.440 -0.790 -60.320 1.00 0.00
ATOM 192 N ALA 20 0.550 -0.550 -61.320 1.00 0.00
ATOM 193 H ALA 20 1.530 -0.700 -61.170 1.00 0.00
ATOM 194 CA ALA 20 0.000 0.000 -62.550 1.00 0.00
ATOM 195 HA ALA 20 -1.060 -0.320 -62.580 1.00 0.00
ATOM 196 CB ALA 20 0.150 1.540 -62.510 1.00 0.00
ATOM 197 HB1 ALA 20 -0.250 2.000 -63.410 1.00 0.00
ATOM 198 HB2 ALA 20 1.200 1.830 -62.420 1.00 0.00
ATOM 199 HB3 ALA 20 -0.380 1.970 -61.650 1.00 0.00
ATOM 200 C ALA 20 0.700 -0.570 -63.780 1.00 0.00
ATOM 201 0T ALA 20 0.300 -0.170 -64.610 1.00 0.00
ATOM 202 0 ALA 20 1.930 -0.690 -63.800 1.00 0.00
ATOM 203 HO ALA 20 2.210 -1.070 -64.680 1.00 0.00
TER

ENDMDL

7.2.2 Koordinaten der parallelen Einheitszelle (973)

ATOM 1 N ALA 650 81.030 53.550 78.210 1.00 0.00 N
ATOM 2 CA ALA 650 80.550 54.140 76.980 1.00 0.00 C
ATOM 3 C ALA 650 81.190 53.520 75.750 1.00 0.00 C
ATOM 4 0 ALA 650 82.420 53.410 75.700 1.00 0.00 0
ATOM 5 CB ALA 650 80.680 55.660 77.020 1.00 0.00 C
ATOM 6 H ALA 650 82.030 53.420 78.300 1.00 0.00 H
ATOM 7 HA ALA 650 79.490 53.930 76.900 1.00 0.00 H
ATOM 8 HB1 ALA 650 80.290 56.120 76.110 1.00 0.00 H
ATOM 9 HB2 ALA 650 81.710 55.990 77.120 1.00 0.00 H
ATOM 10 HB3 ALA 650 80.110 56.100 77.850 1.00 0.00 H
ATOM 11 N ALA 651 80.420 53.120 74.730 1.00 0.00 N
ATOM 12 CA ALA 651 80.900 52.520 73.500 1.00 0.00 C
ATOM 13 C ALA 651 80.250 53.140 72.270 1.00 0.00 C
ATOM 14 0 ALA 651 79.030 53.250 72.220 1.00 0.00 0
ATOM 15 CB ALA 651 80.770 51.000 73.550 1.00 0.00 C
ATOM 16 H ALA 651 79.420 53.250 74.820 1.00 0.00 H
ATOM 17 HA ALA 651 81.960 52.730 73.430 1.00 0.00 H
ATOM 18 HB1 ALA 651 81.160 50.540 72.640 1.00 0.00 H
ATOM 19 HB2 ALA 651 79.740 50.670 73.660 1.00 0.00 H
ATOM 20 HB3 ALA 651 81.340 50.570 74.370 1.00 0.00 H
TER 21 ALA 651

ATOM 22 N ALA 670 85.900 53.550 78.210 1.00 0.00 N
ATOM 23 CA ALA 670 85.420 54.140 76.980 1.00 0.00 C
ATOM 24 C ALA 670 86.060 53.520 75.750 1.00 0.00 C
ATOM 25 0 ALA 670 87.280 53.410 75.700 1.00 0.00 0
ATOM 26 CB ALA 670 85.540 55.660 77.020 1.00 0.00 C
ATOM 27 H ALA 670 86.900 53.420 78.290 1.00 0.00 H
ATOM 28 HA ALA 670 84.350 53.930 76.900 1.00 0.00 H
ATOM 29 HB1 ALA 670 85.150 56.120 76.110 1.00 0.00 H
ATOM 30 HB2 ALA 670 86.580 55.990 77.120 1.00 0.00 H
ATOM 31 HB3 ALA 670 84.980 56.100 77.840 1.00 0.00 H
ATOM 32 N ALA 671 85.280 53.120 74.730 1.00 0.00 N
ATOM 33 CA ALA 671 85.760 52.520 73.500 1.00 0.00 C
ATOM 34 C ALA 671 85.120 53.140 72.270 1.00 0.00 C
ATOM 35 0 ALA 671 83.890 53.250 72.220 1.00 0.00 0
ATOM 36 CB ALA 671 85.640 51.000 73.550 1.00 0.00 C
ATOM 37 H ALA 671 84.290 53.250 74.820 1.00 0.00 H
ATOM 38 HA ALA 671 86.830 52.730 73.430 1.00 0.00 H
ATOM 39 HB1 ALA 671 86.020 50.540 72.630 1.00 0.00 H
ATOM 40 HB2 ALA 671 84.600 50.670 73.660 1.00 0.00 H
ATOM 41 HB3 ALA 671 86.210 50.570 74.370 1.00 0.00 H
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TER 42 ALA 671

ATOM 43 N ALA 890 83.450 58.820 78.210 1.00 0.00 N
ATOM 44 CA ALA 890 82.950 59.400 76.980 1.00 0.00 C
ATOM 45 C ALA 890 83.610 58.800 75.750 1.00 0.00 C
ATOM 46 0 ALA 890 84.830 58.690 75.700 1.00 0.00 0
ATOM 47 CB ALA 890 82.990 60.930 77.020 1.00 0.00 C
ATOM 48 H ALA 890 84.450 58.700 78.290 1.00 0.00 H
ATOM 49 HA ALA 890 81.900 59.140 76.910 1.00 0.00 H
ATOM 50 HB1 ALA 890 82.560 61.360 76.120 1.00 0.00 H
ATOM 51 HB2 ALA 890 84.010 61.300 77.110 1.00 0.00 H
ATOM 52 HB3 ALA 890 82.420 61.320 77.870 1.00 0.00 H
ATOM 53 N ALA 891 82.840 58.400 74.730 1.00 0.00 N
ATOM 54 CA ALA 891 83.320 57.810 73.500 1.00 0.00 C
ATOM 556 C ALA 891 82.680 58.440 72.280 1.00 0.00 C
ATOM 56 0 ALA 891 81.450 58.570 72.250 1.00 0.00 0
ATOM 57 CB ALA 891 83.200 56.280 73.540 1.00 0.00 C
ATOM 58 H ALA 891 81.840 58.530 74.810 1.00 0.00 H
ATOM 59 HA ALA 891 84.390 58.020 73.430 1.00 0.00 H
ATOM 60 HB1 ALA 891 83.590 55.830 72.630 1.00 0.00 H
ATOM 61 HB2 ALA 891 82.170 55.960 73.650 1.00 0.00 H
ATOM 62 HB3 ALA 891 83.770 55.850 74.370 1.00 0.00 H
TER 63 ALA 891

ATOM 64 N ALA 910 88.320 58.820 78.210 1.00 0.00 N
ATOM 65 CA ALA 910 87.820 59.400 76.980 1.00 0.00 C
ATOM 66 C ALA 910 88.470 58.790 75.750 1.00 0.00 C
ATOM 67 0 ALA 910 89.700 58.690 75.700 1.00 0.00 0
ATOM 68 CB ALA 910 87.860 60.930 77.020 1.00 0.00 C
ATOM 69 H ALA 910 89.320 58.700 78.290 1.00 0.00 H
ATOM 70 HA ALA 910 86.760 59.140 76.910 1.00 0.00 H
ATOM 71 HB1 ALA 910 87.420 61.360 76.120 1.00 0.00 H
ATOM 72 HB2 ALA 910 88.880 61.300 77.110 1.00 0.00 H
ATOM 73 HB3 ALA 910 87.290 61.320 77.860 1.00 0.00 H
ATOM 74 N ALA 911 87.700 58.400 74.730 1.00 0.00 N
ATOM 75 CA ALA 911 88.190 57.810 73.500 1.00 0.00 C
ATOM 76 C ALA 911 87.540 58.440 72.280 1.00 0.00 C
ATOM 77 0 ALA 911 86.320 58.570 72.250 1.00 0.00 0
ATOM 78 CB ALA 911 88.070 56.280 73.540 1.00 0.00 C
ATOM 79 H ALA 911 86.700 58.540 74.810 1.00 0.00 H
ATOM 80 HA ALA 911 89.260 58.020 73.430 1.00 0.00 H
ATOM 81 HB1 ALA 911 88.450 55.830 72.630 1.00 0.00 H
ATOM 82 HB2 ALA 911 87.030 55.960 73.650 1.00 0.00 H
ATOM 83 HB3 ALA 911 88.640 55.850 74.370 1.00 0.00 H
END

7.2.3 Koordinaten der antiparallele Einheitszelle (Arnott)

ATOM 1 N ALA A 11 41.420 42.530 76.820 1.00 0.00 N
ATOM 2 CA ALA A 11 41.950 41.980 75.580 1.00 0.00 C
ATOM 3 C ALAA 11 41.240 42.550 74.360 1.00 0.00 C
ATOM 4 0 ALAA 11 40.010 42.600 74.340 1.00 0.00 0
ATOM 5 CB ALA A 11 41.920 40.450 75.620 1.00 0.00 C
ATOM 6 H ALA A 11 40.420 42.620 76.890 1.00 0.00 H
ATOM 7 HA ALA A 11 42.980 42.320 75.520 1.00 0.00 H
ATOM 8 HB1 ALA A 11 42.350 40.030 74.710 1.00 0.00 H
ATOM 9 HB2 ALA A 11 40.890 40.110 75.690 1.00 0.00 H
ATOM 10 HB3 ALA A 11 42.480 40.060 76.470 1.00 0.00 H
ATOM 11 N ALA A 12 42.000 42.930 73.340 1.00 0.00 N
ATOM 12 CA ALA A 12 41.450 43.480 72.110 1.00 0.00 C
ATOM 13 C ALA A 12 42.170 42.910 70.900 1.00 0.00 C
ATOM 14 0 ALA A 12 43.400 42.860 70.910 1.00 0.00 0
ATOM 15 CB ALA A 12 41.510 45.010 72.140 1.00 0.00 C
ATOM 16 H ALA A 12 43.000 42.850 73.430 1.00 0.00 H
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ATOM 82 HB2 ALA S 371 49.820 45.400 76.540 1.00 0.00
ATOM 83 HB3 ALA S 371 48.230 45.350 75.860 1.00 0.00
END
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