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Biomolekulare Modellierung

Computerverfahren auf der Grundlage von Molekiilmodellen ge-

Angewandte

Aus dem Inhalt

winnen in Biologie, biologischer Chemie und Biophysik zunehmend

an Bedeutung. Da nur wenige Eigenschaften biomolekularer Systeme
durch Messungen zugdnglich sind, konnen Computersimulationen

experimentelle Daten erginzen, indem sie nicht nur Durchschnitts-

werte, sondern auch Verteilungen und Zeitreihen jeder bestimmbaren

Grofe liefern, z. B. Konformationsverteilungen oder Wechselwirkun-

gen zwischen Teilen eines Systems. Die Anwendung moderner bio-
molekularer Modellierungsverfahren wird zurzeit durch vier grund-

legende Probleme eingeschrinkt: 1) das Kraftfeldproblem, 2) das

Suchproblem, 3) das Ensembleproblem und 4) das Experimental-
problem. Diese vier Probleme werden anhand praktischer Beispiele
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erldutert, auflerdem werden Losungsperspektiven aufgezeigt.

1. Einleitung

In den vergangenen zehn Jahren haben Computerver-
fahren in der Biologie, biologischen Chemie und Biophysik
enorm an Bedeutung gewonnen. Durch die rasant verbesserte
Leistungsfihigkeit von Computern (und insbesondere von
Personalcomputern) ist es moglich geworden, groBe und
komplexe Datensétze aus Experimenten an biomolekularen
Systemen zu analysieren, zu vergleichen und zu charakteri-
sieren. Dies fiihrte im Gegenzug zur Entwicklung von Mo-
dellen fiir biomolekulare Vorginge, die sich durch Compu-
terverfahren simulieren und analysieren lassen. Entscheidend
fiir jede biomolekulare Modellstudie ist das Modellierungs-
niveau (Tabelle 1): die rdumliche Auflosung, die Zeitskala
und die relevanten Freiheitsgrade.

Die Wahl des Modellierungsniveaus héngt von der Art
des jeweiligen biomolekularen Vorgangs ab. In diesem Auf-
satz besprechen wir drei der vier biomolekularen Vorginge,
die in Abbildung 1 dargestellt sind: 1) Faltung von Polypep-
tiden, 2) Bildung von Komplexen (Protein-Ligand-, DNA-
Ligand-, Protein-DNA-Komplexe etc.), 3) Verteilung von
Molekiilen in unterschiedlichen Milieus wie Lipidmembra-
nen, Wasser, Gemischen (z.B. Wasser/Harnstoff, Elektrolyt-
losungen) und apolaren Losungsmitteln und 4) Bildung von
Lipidmembranen oder Micellen aus Mischungen ihrer Kom-
ponenten. Diese vier Prozesse spielen eine grundlegende
Rolle fiir das Verhalten von biomolekularen Systemen. Ihnen
ist gemeinsam, dass sie durch schwache, nichtbindende
Wechselwirkungen zwischen Atomen gelenkt werden, die die
thermodynamischen Eigenschaften der kondensierten Phase
bestimmen, in der die Prozesse ablaufen. Deshalb sollte die
Modellierung dieser Vorgédnge auf atomarer oder molekula-
rer Ebene (dritte Reihe in Tabelle 1) am ehesten zum Erfolg
filhren. Da der relevante Temperaturbereich zwischen
Raumtemperatur und physiologischen Temperaturen liegt
und Energien zwischen 1 und 10 kg T beteiligt sind (entspre-
chend einigen dutzend kJmol™', kg ist die Boltzmann-Kon-
stante), folgen die Prozesse weitgehend den Gesetzen der
klassischen statistischen Mechanik. Obwohl fiir die Wech-
selwirkung zwischen den Elektronen der Atome und Mole-
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kiile und fiir die Bewegung leichter

Teilchen (wie Protonen) quantenme-
chanische Gesetze gelten, konnen nichtbindende Wechsel-
wirkungen sehr gut durch eine klassische Potentialenergie-
funktion oder ein Kraftfeld als Teil eines klassischen Hamil-
ton-Operators des betreffenden Systems beschrieben
werden.[!!

Abbildung 2 zeigt die vier Moglichkeiten bei der Auswahl
des Modellierungsniveaus. Es wird festgelegt, 1) welche ato-
maren oder molekularen Freiheitsgrade explizit im Modell
beriicksichtigt werden, 2) welche Wechselwirkungsfunktion
oder welches Kraftfeld verwendet wird, um die Energie des
Systems als Funktion der gewéhlten Freiheitsgrade zu be-
schreiben, 3) wie der Konfigurationsraum beziiglich der (oft
zahlreichen) Freiheitsgrade zu durchmustern ist und 4) wie
die rdumlichen Systemgrenzen und externen Krifte model-
liert werden. Wir betrachten in erster Linie atomare und
molekulare Freiheitsgrade, wobei wir die zugehorigen klas-
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Tabelle 1: Beispiele fiir Modellierungsniveaus in der computergestiitzten Biochemie und molekularen

Biologie.

Methoden

Freiheitsgrade

Eigenschaften, Vorginge

Zeitskala

Quantendynamik

Quantenmechanik
(Ab-initio-, Dichtefunktional-,
semiempirische, Valence-
Bond-Methoden)

klassische statistische Me-

chanik (MD, MC, Kraftfelder)

statistische Methoden
(Datenbankanalyse)

Kontinuumsmethoden (hy-
drodynamische und elektro-
statische)

kinetische Gleichungen

Atome, Kerne, Elek-
tronen

Atome, Kerne, Elek-
tronen

Atome, Lésungsmittel

Gruppen von Atomen,
Aminoséurereste,
Basen

elektrisches Kontinu-
um, FlieRkontinuum

etc.

Besetzungsniveaus

angeregte Zustinde, Relaxa-
tion, Reaktionsdynamik

Grund- und angeregte Zu-
stinde, Reaktionsmechanis-
mus

Ensemble, Durchschnitts-
werte, Systemeigenschaften,
Faltung

Strukturhomologie und
-dhnlichkeit

rheologische Eigenschaften

Besetzungsdynamik, Signal-
transduktion

Pikosekunden

keine Zeitskala

Nanosekunden

keine Zeitskala

supramolekular

makroskopisch

Faltung

Membran- oder Micellenbildung

gefaltet/nativ denaturiert Micelle Mischung
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sischen Kraftfelder und die klassische
Newtonsche Dynamik zur Durchmusterung
des Konfigurationsraums heranziehen. So
konnen Systeme mit bis zu 10° oder 10°
Atomen oder Teilchen behandelt werden,
was noch immer sehr klein gegeniiber der
Avogadroschen Zahl ist, die als GroBen-
ordnung fiir makroskopische Systeme
dienen kann. Bei sehr kleinen Systemen hat
die Modellierung der Systemgrenze oder
der Oberflache einen groflen Einfluss auf
die berechneten Eigenschaften. Oberfli-
cheneffekte lassen sich mithilfe periodi-
scher Randbedingungen minimieren; in
diesem Fall ist der Kasten, der das Mole-
kiilsystem enthélt, von unendlich vielen
identischen Kopien umgeben (Abbil-
dung 3). Auf diese Weise werden zwar
Oberflicheneffekte vermieden, dafiir treten
aber Periodizititsartefakte auf.”>>

Moderne biomolekulare = Modellie-
rungsverfahren sind durch die in Tabelle 2
angefithrten  Probleme  eingeschrénkt:

Freiheitsgrade:
Atome als
kleinste Einheiten
1 Randbedingungen

MOLEKULARES
MODELL

T

Kraftfeld = System
physikochemische Methoden zur Temperatur
Eigenschaften ; Druck

Erzeugung atomarer Winde

Konfigurationen:
Newton

externe Kriifte

Abbildung 1. Vier biomolekulare Prozesse, die von thermodynami-
schen Gleichgewichten abhiangen.
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Abbildung 2. Vier grundlegende Auswahiméglichkeiten zur Festlegung
des in der Molekiilsimulation verwendeten Modells.

+ Oberfliacheneffekte
(Oberflichenspannung)

Vakuum

+ keine dielektrische Abschirmung

+ weiterhin Oberflicheneffekte
(an der Wasser-Vakuum-Grenzfliche)

« nur teilweise dielektrische Abschirmung

* Verdampfung des Losungsmittels

s Svstems mit identischen Abbildern
Vorteil

« keine Oberfliicheneffekte

Nachteil:

« kiinstliche Periodizitit

+ hohe effektive Konzentration

Abbildung 3. Drei Arten von raumlichen Randbedingungen, die bei
molekularen Simulationen verwendet werden, und ihre Charakteristika.
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Tabelle 2: Vier
Modellierung.

grundlegende Probleme in der biomolekularen

1. Kraftfeldproblem A) sehr kleine (freie) Energiedifferenzen,
viele Wechselwirkungen

B) entropische Einfliisse

C) unterschiedliche Atom- und Molekiiltypen
2. Suchproblem A) Konvergenz

B) vereinfachende Faktoren
C) erschwerende Faktoren
3. Ensembleproblem A) Entropie

B) Mittelungen

C) nichtlineare Mittelungen
4. Experimentalproblem A) Mittelungen

B) ungentigende Zahl von Daten

C) ungeniigende Genauigkeit der Daten

1) das Kraftfeldproblem, 2) das Suchproblem, 3) das Ensem-
bleproblem und 4) das Experimentalproblem. Diese vier
Probleme sind das zentrale Thema dieses Aufsatzes und
werden in den Abschnitten 2-5 anhand von Arbeiten unserer
Gruppe diskutiert. Wir mochten betonen, dass es nicht Ziel
dieses Aufsatzes ist, die Beitrdge der vielen auf diesem Gebiet
forschenden Arbeitsgruppen zusammenzufassen.

Der entscheidende Grund, weshalb Computersimulatio-
nen trotz der oben genannten Einschrinkungen zur Unter-
suchung von biomolekularen Systemen eingesetzt werden, ist
in Tabelle 3 an vierter Stelle genannt: Nur wenige Eigen-

Tabelle 3: Vier Griinde fiir den Einsatz von Computersimulationen in der
Forschung.

Simulationen kénnen ein Experiment ersetzen oder erginzen:

Kollision von Sternen oder Galaxien
Wettervorhersage

1. Experiment
ist unmaoglich

2. Experiment
ist gefahrlich

Flugsimulation
Explosionssimulation

Simulation von Hochdruck
Windkanalsimulation

3. Experiment
ist teuer

4. Experiment
ist blind

viele Eigenschaften kénnen auf sehr
kurzen Zeit- und sehr kleinen Raumskalen
nicht beobachtet werden.

schaften eines biomolekularen Systems kénnen experimentell
erfasst werden, wohingegen eine Computersimulation nicht
nur Durchschnittswerte, sondern auch Verteilungen und
Zeitreihen jeder definierbaren Grofle liefert. Computersi-
mulationen ergdnzen daher ein Experiment, indem sie de-
tallierte Konformations- und andere Verteilungen liefern, die
die experimentell ermittelbaren rdumlichen und zeitlichen
Durchschnittswerte festlegen. In dieser Funktion sind Com-
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putersimulationen von unschédtzbarem Wert fiir die Inter-
pretation experimenteller Daten. Sie lassen sich dartiber
hinaus zur Vorhersage von Eigenschaften in einer Umgebung
verwenden, die nur schwer oder mit groem Kostenaufwand
realisierbar ist. In den folgenden vier Abschnitten illustrieren
wir Einsatzmoglichkeiten, Leistungsvermogen und Grenzen
biomolekularer Modellierungsverfahren in Verbindung mit
experimentellen Ansétzen beziiglich der in Abbildung 1 ge-
zeigten Prozesse.

2. Das Kraftfeldproblem

Ein biomolekulares Kraftfeld besteht im Allgemeinen aus
Potentialenergietermen, die zum einen kovalente Wechsel-
wirkungen zwischen Atomen beschreiben (z.B. Bindungs-
dehnungen, Anderungen von Bindungs- und Diederwinkeln),
und zum anderen nichtkovalente Wechselwirkungen zwi-
schen Atomen in unterschiedlichen Molekiilen und zwischen
Atomen in einem Molekiil, die durch mehr als zwei oder drei
kovalente Bindungen voneinander getrennt sind.[%”!

Da uns thermodynamische Gleichgewichte und Prozesse
interessieren, die von nichtbindenden Wechselwirkungen
bestimmt werden (Abbildung 1), befassen wie uns in erster
Linie mit der Formulierung und Parametrisierung dieser Po-
tentialenergieterme. Bei der Entwicklung von Kraftfeldern
sind vor allem drei Punkte zu beachten (Tabelle 2, Punkt 1,
A-C):

Ein erstes Problem besteht darin, dass den in Abbildung 1
dargestellten Vorgéngen (freie) Energiedifferenzen zwischen
1 und 10 kg T zugrundeliegen (entsprechend einigen Dutzend
kJmol ™). Diese verhiltnismiBig kleinen Energien resultie-
ren aus einer Summierung iiber sehr viele (10°-10%) Atom-
paare: Ein System aus N =1000 Atomen enthilt etwa 'LN
(N—1)=500000 Atompaare, die zu den nichtbindenden
Wechselwirkungen beitragen. Um die Gesamtenergie der
nichtbindenden Wechselwirkungen mit der erforderlichen
Genauigkeit zu erhalten, miissen die Einzelterme — die En-
ergien der Atompaare — noch genauer bekannt sein. Das
Problem wird noch gravierender, wenn man versucht, ein
Kraftfeld hoher Genauigkeit fiir groere Systeme, d.h. gro-
Bere Teilchenzahlen N, abzuleiten.

Das zweite Problem betrifft die Behandlung entropischer
Effekte. Da uns biomolekulare Systeme am absoluten Null-
punkt (—273.15°C) nicht interessieren, miissen wir den en-
tropischen Beitrag S zur freien Energie F= U—T'S eines be-
treffenden Systems beriicksichtigen. Es ist bekannt, dass die
Entropie eine entscheidende Rolle bei allen in Abbildung 1
dargestellten Prozessen spielt. Anderungen der freien Ener-
gie, die biomolekulare Prozesse antreiben, konnen von An-
derungen der inneren Energie (U) oder der Entropie (S)
herriihren, die entweder zusammenwirken oder sich teilweise
kompensieren konnen, je nach der relativen Stirke der
nichtbindenden Wechselwirkungen zwischen den Kompo-
nenten (Atomen, Molekiilen) des Systems.™ Abbildung 4
veranschaulicht das Phdnomen der Energie-Entropie-Kom-
pensation: Fiir zwei Konformationen x; und x, eines Molekiils
kann die Beziehung U(x;)<U(x,) gelten und dennoch
F(x;) > F(x,) resultieren, wenn bei einer bestimmten Tempe-
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x héher als x,, die freie
¥ Energie ist abgr geringer
i
|
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i : X —»

X1 X2

Abbildung 4. Energie-Entropie-Kompensation bei endlichen Temperatu-
ren.

ratur S(x;) <S(x,) gilt. Die Entropie ist ein Maf} fiir die
GroBe des Konformationsraumes (x), der fiir das molekulare
System bei der Temperatur T zugénglich ist.

Abbildung 4 macht auBlerdem deutlich, dass die Suche
nach dem globalen Energieminimum eines biomolekularen
Systems bedeutungslos wird, wenn die Entropie des Systems
signifikant zur freien Energie beitrdgt. Beispielsweise erhilt
man fiir fliissiges Wasser bei Raumtemperatur und Normal-
druck die Werte F=-24kJmol™!, U=—41kImol™' und
TS =—17 kImol™". Deswegen kénnen die Eigenschaften von
flissigem Wasser in der kondensierten Phase nur durch eine
Konformationsverteilung beschrieben werden, die sich wie-
derum durch eine Computersimulation erzeugen ldsst. Ahn-
liche Uberlegungen gelten fiir biomolekulare Systeme: Eine
energieminimierte Struktur eines Proteins entspricht einer
moglichen Konformation bei 0 K und gibt keinerlei Auskunft
iiber die Konformationsverteilung des Proteins bei physiolo-
gischen Temperaturen. Dieser Sachverhalt hat Konsequenzen
fir die Kraftfeldentwicklung: Wenn ein Kraftfeld bei Tem-
peraturen iiber 0 K in einer Computersimulation verwendet
wird, dann sollten bei der Herleitung oder Kalibrierung seiner
Parameter aus Konsistenzgriinden entropische Effekte be-
riicksichtigt werden. In anderen Worten muss die Kalibrie-
rung von Kraftfeldparametern auch Computersimulationen
zur Erzeugung von Konfigurationsensembles einschlieen;
dadurch wird die Entwicklung aufwéndiger, als wenn nur
einzelne energieminimierte Konformationen oder gemessene
Durchschnittsstrukturen verwendet wiirden.

Ein drittes Problem bei der Entwicklung biomolekularer
Kraftfelder ist die enorme Vielfalt von chemischen Verbin-
dungen, fiir die es addquate Kraftfeldparameter abzuleiten
gilt. Das Problem kann zumindest teilweise entschirft
werden, wenn die Kraftfeldparameter zu einem gewissen
Grad zwischen Atomen oder Atomgruppen in unterschiedli-
chen Molekiilen tibertragbar sind. Dies gelingt im Allgemei-
nen recht gut, wenn man die Kraftfeldterme auf einer physi-
kalischen statt einer rein statistischen Basis entwickelt, ein-
fach hélt und lokal einschrinkt. Dariiber hinaus macht eine
moglichst einfache Berechnung die biomolekulare Simulation
effizienter, was die Durchmusterung des Konfigurationsrau-
mes erleichtert.

www.angewandte.de
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2.1. Funktionale Form der Kraftfeldterme

Die meisten biomolekularen Kraftfelder setzen sich aus
Termen mit relativ einfacher funktionaler Form zusammen.
Ein Beispiel hierfiir sind die Terme des GROMOS-Kraftfelds
[GL (1)~(8)]."*"

N»

V Bindung (oK by) = Z Vi Ky, [bﬁ—btz),,]z )
n=1
Ny
Wik (1K 9)) = Z Ky, [cos(6,)—cos(6,, )] @)
n=1
N
VR(rKeg) = Y h K E-&,] @)
n=l
‘/ln}3 r K (3 m Z K 1 + COS )cos(mn (nvn)} (4)
1
VH(r;Ci,,Co) = Z { 121(2 )7 6(6 ])] ()
Paare i,j rll rij
VC(ra) — qiq; 1
()= > et ©)
Paare ij ¥
4:4; ﬁ (7)
Paare ij 4]‘(8081 ij
RE, 4qi4; Ll)
4 dnege;, Ry ®

Paare i, j

Die ersten vier Terme beschreiben die vier schon er-
wihnten Arten von kovalenten (bindenden) Wechselwir-
kungen, die letzten vier spezifizieren die nichtbindenden
Wechselwirkungen: die Van-der-Waals-Wechselwirkung in
Form eines Lennard-Jones-Terms, die elektrostatische Cou-
lomb-Wechselwirkung zwischen Atomladungen (Partialla-
dungen) ¢; sowie die entfernungsabhingigen und entfer-
nungsunabhingigen (konstanten) Wechselwirkungen auf-
grund des dipolaren Reaktionsfeldes (RF), das durch die
Ladungsverteilung innerhalb der Schnittkugel iiber das kon-
tinuierliche dielektrische Medium aufBlerhalb der Kugel in-
duziert wird. Dieses Kraftfeld erfasst viele unterschiedliche
Molekiiltypen (unter anderem Polypeptide, Polysaccharide,
Nucleinsduren, Lipide) und enthélt deshalb einen umfang-
reichen Parametersatz:I"! 52 Typen von Bindungen [Gl. (1)],
54 Typen von Bindungswinkeln [GI. (2)], 3 Typen von unei-
gentlichen (harmonischen) Diederwinkeln [GI. (3)], 41 Typen
von eigentlichen torsionalen (trigonometrischen) Dieder-
winkeln [GL. (4)], Van-der-Waals-Parameter von 53 Atomty-
pen [GL. (5)] und viele verschiedene Sitze von Atomladungen
typischer polarer oder geladener Atomgruppen der oben
genannten Molekiile [Gl. (6)—(8)]."!"

Die funktionale Form wird so gewihlt, dass sie leicht zu
berechnen ist. Die Terme der nichtbindenden Wechselwir-
kungen sind ausschlieBlich Paarterme, und die komplexeren
Drei- und Vierkorperterme der kovalenten Wechselwirkun-
gen [Gl (3) und (4)] treten sehr viel seltener auf als die
nichtbindenden Paarterme. Das Losungsmittel wird aus-
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schlieBlich durch nichtbindende Terme beschrieben, wobei
die intramolekularen Freiheitsgrade der Losungsmittelmole-
kiile eingefroren werden. Der Hauptrechenaufwand liegt
somit in der Berechnung der nichtbindenden Wechselwir-
kungen.

2.2. Kalibrierung von Kraftfeldparametern

Nachdem die funktionale Form der Wechselwirkungster-
me spezifiziert worden ist, verbleibt die anspruchsvolle Auf-
gabe, konsistente Werte fiir Hunderte von Kraftfeldparame-
tern zu ermitteln. Diese Aufgabe umfasst die Auswahl des
Datentyps, des Systems, der thermodynamischen Phase und
der Eigenschaften, die als Kalibrierungssatz fiir spezifische
Kraftfeldparameter dienen. Tabelle 4 zeigt die Auswahl fiir
das GROMOS-Kraftfeld. Da biomolekulare Systeme im
Allgemeinen in der kondensierten Phase vorliegen, stiitzt
man sich moglichst auf (experimentelle wie theoretische)
Daten fiir diese Phase. Um Parameter zwischen Atomgrup-
pen in unterschiedlichen Molekiilen méglichst gut iibertragen
zu konnen, werden aulerdem nur Daten fiir kleine Molekiile
verwendet. Bei groBeren Molekiile wie Proteinen (z.B. aus
der Proteindatenbank) kann die spezielle Umgebung des
gefalteten Molekiils die Eigenschaften von Atomgruppen
beeinflussen. Davon abgesehen wurden die Strukturen in der
Proteindatenbank bei sehr unterschiedlichen thermodyami-
schen Bedingungen bestimmt (pH-Wert, Ionenstirke etc.).
Zuletzt ist noch zu bedenken, dass bestimmte Eigenschaften
mit manchen Kraftfeldparametern sehr eng, mit anderen aber
nur diffus zusammenhéngen. Man kann daher den Aufwand
fir die Kalibrierung verringern, indem man spezifische Teil-
sdtze von Parametern separat beziiglich eines begrenzten
Satzes von Eigenschaften optimiert.

Angewandte

Im Folgenden erldutern wir die Strategie bei der Ent-
wicklung des GROMOS-Kraftfeldes (Tabelle 4).”) Die geo-
metrischen Parameter fiir die Terme der kovalenten Wech-
selwirkung wurden aus Kristallstrukturen kleiner Molekiile
erhalten; die entsprechenden Schwingungskraftkonstanten
stammten aus IR-spektroskopischen Daten kleiner Molekiile
in der Gasphase, und die in den Termen fiir nichtbindende
Wechselwirkungen enthaltenen Parameter C,,, C; und ¢
wurden durch Kalibrierung von Molekiildynamik(MD)-Si-
mulationen mit experimentellen Verdampfungswirmen,
Dichten reiner Flissigkeiten und freie Solvatationsenergien
kleiner Molekiile in polaren und apolaren Losungsmitteln
erhalten. Dielektrische Permittivitidten und Diffusionseigen-
schaften von Fliissigkeiten wurden bei diesen Parametrisie-
rungen als Sekundirdaten genutzt. Elektronendichten aus
quantenmechanischen Rechnungen wurden nur verwendet,
um einen ersten Schéitzwert fiir atomare Partialladungen zu
erhalten, da diese aufgrund von Polarisierungseffekten stark
von der Umgebung (Gasphase oder kondensierte Phase)
abhéngen konnen. Torsionswinkelparameter wurden durch
Angleichen von Torsionsenergieprofilen an quantenmecha-
nische Daten abgeleitet, wobei der Parametersatz fiir nicht-
bindende Wechselwirkungen unveriandert blieb.

Ein biomolekulares Kraftfeld definiert im Prinzip jeweils
einen konsistenten Satz von Parametern sowohl fiir die ge-
16sten Molekiile (Proteine, Lipide, Saccharide, Nucleotide)
als auch fiir die Losungsmittelmolekiile (Wasser, Alkohole,
Dimethylsulfoxid, Chloroform etc.). Die Verwendung eines
Teilsatzes von Parametern anderer Kraftfelder oder Modelle
konnte zu Abweichungen fiihren.

Um Peptid- oder Proteinfaltungen simulieren zu kénnen
(Abbildung 1), sollten die aus der Simulation erhaltenen
Differenzen der relativen freien Solvatationsenergien der 20
Aminosédurereste, wie sie in einem polaren (Wasser) oder in

Tabelle 4: Auswahl der Kalibrierungssitze von Daten, Systemen, Eigenschaften und thermodynamischer Phase zur Herleitung der biomolekularen

Parameter des GROMOS-Kraftfeldes.”)

Datentyp Systemtyp Phase Art der Eigenschaften Kraftfeldparameter

Strukturdaten (exp.) kleine kristalline Molekiilstruktur: b, 6o, &
Molekiile Festphase Bindungslingen, -winkel

spektroskopische kleine Gasphase Molekiilschwingungen: Ky, Ko, K

Daten (exp.) Molekiile Kraftkonstanten

thermodynamische kleine kondensierte Verdampfungswirme, Dichte, van der Waals:

Daten (exp.) Molekiile, Phase Verteilungskoeffizienten, G, (iy), Geliy),
Mischungen, freie Solvatationsenthalpie gi(endgultig)
Lésungen

Dielektrizitatsdaten (exp.) kleine kondensierte dielektrische Permittivitét, Ladungen g;
Molekiile Phase Relaxation

Transporteigenschaften (exp.) kleine kondensierte Diffusions- und G (i), Co(iy), g
Molekiile Phase Viskosititskoeffizienten

Elektronendichte (theor.) kleine Gasphase quantenchemisch berechnete Atomladungen Ladungen g;
Molekiile (provisorisch)

Energieprofil (theor.) kleine Gasphase quantenchemisch berechnete Torsionswinkel und Ky 0, m
Molekiile Rotationsprofile
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einem unpolaren Losungsmittel (Cyclohexan) auftreten, gut
mit den entsprechenden experimentellen Daten {iiberein-
stimmen, da diese Differenzen die wichtigste Triebkraft der
Faltung sind. Mit dem GROMOS-53A6-Kraftfeld” berech-
nete freie Solvatationsenthalpien sind in Abbildung 5 darge-
stellt. Bei 18 Aminosdureseitenketten (Gly und Pro fehlen)
betrdgt die mittlere absolute Abweichung vom Experiment
1.0 kJmol™" in Wasser und 2.0 kJmol™' in Cyclohexan. Da
beide Werte kleiner sind als kg 7, eignet sich das GROMOS-
53A6-Kraftfeld zur Untersuchung von Proteinfaltungen.

20 T T T T T T T T T T T T T

10

10+

20+

—1
ber. AG,,, / kJ mol

-30+—

50 40 -30 20 -10 0 10 20
exp. AG_, /kJ mol™

solv

Abbildung 5. Vergleich von berechneten (MD-Simulationen mit dem
GROMOS-53A6-Kraftfeld) und experimentellen freien Solvatationsent-
halpien von 18 Aminosaureanaloga (Gly und Pro fehlen) in Cyclohexan
(Kreise) und in Wasser (Quadrate)."”!

2.3. Langreichweitige Krdfte

Elektrostatische Wechselwirkungen spielen eine wichtige
Rolle in biomolekularen Systemen. Im Unterschied zu ko-
valenten und Van-der-Waals-Wechselwirkungen werden die
elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen Molekiilen
oder Molekiilteilen mit wachsendem Abstand r nur langsam
schwicher:

1. Die Wechselwirkungsenergie zwischen zwei geladenen
Molekiilen ist proportional zu r~', wihrend die entspre-
chende Kraft, die (negative) Ableitung der Energie nach
dem Abstand, proportional zu r~2 ist.

2. Die Wechselwirkungsenergie zwischen einem neutralen
Molekiil mit einem dipolaren oder geladenen Molekiil ist
proportional zu r %, die entsprechende Kraft proportional
zur,

3. Die Wechselwirkungsenergie zwischen zwei neutralen
Molekiilen mit Dipolmoment ist proportional zu 7>,

wihrend die entsprechende Kraft proportional zu r* ist.

Setzt man diese Multipolentwicklung fiir Quadrupolmo-
mente, Octupolmomente etc. fort, dann zeigt sich, dass sogar
die Wechselwirkung zwischen zwei dipolfreien Neutralmole-
kiilen mit Quadrupolmomenten eine ldngere Reichweite hat
(proportional zu r7°) als die Van-der-Waals-Dispersions-
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wechselwirkung, die proportional zu r~® ist. Wenn wir die

elektrostatische Energie einer einzelnen Ladung, eines ein-
zelnen Dipols oder eines einzelnen Quadrupols mit allen
umgebenden Ladungen, Dipolen und Quadrupolen betrach-
ten, dann miissen wir die elektrostatische Wechselwirkung,
Ve(r)4nr*, von r bis unendlich integrieren. Dabei ist 4mr*dr
das Volumen der Kugelschale zwischen r und r+dr um die
zentrale Ladung, den zentralen Dipol oder den zentralen
Quadrupol [Gl. (9)].

00

Ve(r) dmr dr 9)

Allerdings konvergiert das Integral (9) nur unter der Be-
dingung in Gleichung (10):

V) ~r",n>3 (10)

Dies bedeutet insbesondere, dass die elektrostatische
Gesamtenergie ionischer Systeme von den rdumlichen
Randbedingungen abhingt, die den Bereich des Integrals (9)
bei konkreten Rechnungen einschrianken. Da die Paarener-
gien und -krifte mit dem interatomaren Abstand r langsam
abnehmen, hingen die Ergebnisse von Simulationen davon
ab, wie langreichweitige Wechselwirkungen in den Kraft- und
Energierechnungen behandelt werden.

Zur Berechnung langreichweitiger (elektrostatischer)
Wechselwirkungen in biomolekularen Systemen kommen vor
allem zwei Techniken zum Einsatz (Abbildung 6). Bei den
Gittersummenmethoden wird das System in einen Kasten
bestimmter Form gebracht (kubisch, rechteckig, triklin, ab-
gestumpft-oktaedrisch) und von einer unendlichen Zahl
identischer Kopien umgeben. Auf diese Weise verlagert man
das Problem der Systemgrenzen ins Unendliche, beseitigt es
jedoch leider nicht. Hinzu kommt, dass dem System eine
kiinstliche Periodizitdt aufgezwungen wird. Zu den Gitter-
summenmethoden gehoren die Ewald-Summierung,™? die

INE
( ]
B) O
() () ()
() () ()

Abbildung 6. Zwei Methoden zur Berechnung von langreichweitigen
elektrostatischen Energien und Kriften eines molekularen Systems. A)
Reales System mit expliziter Behandlung des Lésungsmittels; B) peri-
odische Anordnung des Systems, wie bei den Ewald-, P°M- und PME-
Methoden; C) Naherung eines dielektrischen Kontinuums jenseits
eines Cutoff-Abstandes.
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P°M-Methode (Particle-Particle/Particle-Mesh; Teilchen-  elektrostatischen Wechselwirkungen die freie Hydratations-
Teilchen/Teilchen-Sieb-Methode) "% und die PME-Methode  energie von ionischen Verbindungen in Wasser beeinflus-
(Particle-Mesh-Ewald; Teilchen-Sieb-Ewald).'"¥ Bei einem  sen.”” Die Ergebnisse belegen, dass die Methode, mit der
anderen Ansatz wird das Medium jenseits eines Cutoff-Ab-  langreichweitige Krifte und ihre Parameter (z.B. R;) ge-
standes R von einem spezifischen Atom oder Molekiil durch ~ handhabt werden, bei der Parametrisierung eines Kraftfeldes
ein dielektrisches Kontinuum einheitlicher Permittivitdat ¢; von groffter Bedeutung ist. Beispielsweise hat man die
und Tonenstirke I; angendhert.!”>'! Ein solches dielektri- nichtbindenden Parameter des OPLS-Kraftfeldes®?! ge-
sches Kontinuum erzeugt ein Reaktionsfeld, das der La- wohnlich aus Rechnungen mit Cutoff-Radien R.=0.95—
dungsverteilung innerhalb der Cutoff-Kugel mit Radius R; 1.5 nm erhalten und die langreichweitigen Van-der-Waals-
entspricht und fiir jedes Atom oder Molekiil leicht berechnet =~ Wechselwirkungen durch Korrekturformeln bertiicksichtigt
werden kann [siche GI. (7) und (8)]; die Konstante C ist  (siche z.B. Lit. [30]). Das GROMOS-Kraftfeld wurde mit
abhingig von R,;, &, und .19 R.=1.4 nm und einer Reaktionsfeldkraft kalibriert.
Beide Methoden sind Ndherungen, wenn auch unter-
schiedlicher Art. Die Reaktionsfeldmethode ist eine Mole-
kularfeldndherung fiir die reale Ladungsverteilung jenseits  2.4. Erprobung biomolekularer Krafifelder
eines Abstandes R, Sie beschreibt das dielektrische Konti-
nuum als kugelsymmetrisch und fiihrt keine kiinstliche Peri- Ein biomolekulares Kraftfeld wird zunichst durch Kalib-
odizitit ein. Gittersummenmethoden kommen ohne Mittel- rierung seiner Parameter so eingestellt, dass es die Eigen-
wertbildung aus, behandeln aber Wechselwirkungen jenseits  schaften kleiner Molekiile reproduziert. Die nédchste Aufgabe
des Kastens als periodisch. Beide Ndherungen sind in Simu-  besteht in der Erprobung des Kraftfeldes an gro3eren Bio-
lationen verschiedener Systeme getestet worden.> 171 molekiilen in kondensierter Phase. Zu den Tests sollten Pro-
Tabelle 5 veranschaulicht, wie unterschiedliche Néhe- teine, Saccharide oder Nucleotide in wassriger Losung her-
rungsmethoden zur Beschreibung der langreichweitigen angezogen werden, und simulierte Eigenschaften sollten mit

Tabelle 5: Berechnung von methodenunabhingigen freien Hydratationsenergien aus Molekiildynamiksimulationen mit explizit beriicksichtigtem
Lésungsmittel !

Methode N,, R AF,., AF,g, AF,,, AFgm AF.¢ AFp

P*M 4 - —45.8 0.0 —293.2 —61.9 —3.54 —390.82
PM 8 - -118.7 0.0 —259.7 —69.8 -1.97 —436.62
P*M 16 - —164.8 0.0 —221.5 —745 —1.04 —448.15
PM 32 - —209.9 0.0 —183.9 —77.1 —0.54 —457.67
P*M 64 - —249.0 0.0 —150.0 —78.4 -0.27 —464.02
P*M 128 - —279.8 0.0 —121.1 —79.1 —0.14 —466.45
P*M 256 - —303.8 0.0 —97.1 —79.4 —0.07 —466.71
PM 512 - —324.8 0.0 —~77.6 —~79.6 —0.03 —468.35
P*M 1024 - —340.5 0.0 —61.8 —-79.7 —0.02 —468.35
P*M 2048 - —353.5 0.0 —49.2 —-79.7 —0.01 —468.73
RF 512 0.8 —275.9 —128.1 —1.47 -76.8 0.0 —468.55
RF 512 1.0 —298.6 —102.7 —-3.76 —77.4 0.0 —468.77
RF 512 1.2 —311.0 —85.7 —6.76 -77.6 0.0 —467.49
RF 1024 0.8 —278.4 —128.1 —0.38 —~76.8 0.0 —469.97
RF 1024 1.0 —300.8 —102.7 —-1.26 —77.4 0.0 —468.49
RF 1024 1.2 —315.6 —85.7 —2.72 —-77.6 0.0 —468.03
RF 2048 0.8 —277.9 —128.1 —0.07 —-76.8 0.0 —469.20
RF 2048 1.0 —301.7 —102.7 —0.32 —77.4 0.0 —468.48
RF 2048 1.2 —318.4 —85.7 —0.87 -77.6 0.0 —468.98

[a] Freie Standardhydratationsenergie AF,,4 des Natriumions, berechnet fiir unterschiedliche Systemgréfien (Zahl der Wassermolekile N,) mit der
P*M-Methode"*?"? oder der Reaktionsfeldmethode (mit unterschiedlichen Cutoff-Radien R,)!"™'® zur Behandlung elektrostatischer Wechselwir-
kungen. Verwendet wurde das SPC-Wassermodell® in Kombination mit den Lennard-Jones-Parametern fiir lon-Wasser-Wechselwirkungen nach
Straatsma und Berendsen.”" Die Simulationen wurden bei einem konstanten Volumen in periodischen kubischen Kasten der Kantenlidnge L=[(N, +
1)o7 ']"’mit p=33.427 nm~> ausgefiihrt. Bei der P°M-Methode wurde eine ,, Spherical-Hat-Charge-Shaping*“-Funktion der Breite 0.4 nm (oder 0.26 nm
fur N,, <32) verwendet,™ zusammen mit einer Zuordnungsfunktion dritter Ordnung, einem Finite-Difference-Operator zweiter Ordnung, drei Alias-
Vektoren zur Berechnung der optimalen Einflussfunktion und einem Gitterabstand von 0.05 nm (oder 0.0166 nm fiir N, <32).?"! Bei der RF-Methode
wurden der Radius des Reaktionsfeldes auf R und die Lésungsmittelpermittivitit auf 66.6 gesetzt. Der Cutoff wurde beziiglich des Sauerstoffatoms
als Molekiilzentrum vorgenommen. Um zu den intrinsischen Standardwerten Angd zu gelangen, werden die Rohdaten der freien Energie AF,,,
(berechnet aus Simulationen mit dem von Hummer vorgeschlagenen Schema,? das auf drei ionischen Ladungszustinden 0, 0.5 und 1¢ beruht)
beziiglich mehrerer Einfliisse korrigiert (mit einer Losungsmittelpermittivitat von 66.6 und einem ungefidhren lonenradius von 0.2 nm). Die Kor-
rekturterme berlcksichtigen die Nicht-Coulomb-Wechselwirkungen (AF,.), die kiinstliche Periodizitit (AF,,), die Korrektur eines unzulissigen
Summierungsschemas fiir das elektrostatische Potential (AF,,,,; Konvertierung P-Summierungs- in M-Summierungskonvention®”!), den Einfluss des
Grenzflichenpotentials an der ionischen Oberfliche auf das durchschnittliche Potential im Kasten (AF), die fiir die Hohlraumbildung aufzuwen-
dende Arbeit (AF.,; 5.67 kjmol™") und die Kompressionsarbeit AF,,,, (7.95 kjmol™, entsprechend der Korrektur fiir den Standardzustand eines
Gases bei einem Referenzdruck von 1 bar).

mp
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experimentellen Werten mess-
barer Eigenschaften verglichen
werden. Man kann an dieser
Stelle auch versuchen, simulierte
Konformationsverteilungen in
Kristallen mit Durchschnitts-
werten aus Rontgenbeugungs-
experimenten zu vergleichen.
Weiterhin konnen aus Simula-
tionen erhaltene NOE-Intensi-
taten (Kern-Overhauser-Effekt),
3J-Kopplungskonstanten und
chemische Verschiebungen von
gelosten Biomolekiilen mit ent-
sprechenden Durchschnittswer-
ten aus NMR-Experimenten
verglichen werden. Allerdings ist
die rechnerische Reproduktion
einer experimentell charakteri-
sierten gefalteten Struktur weder
eine notwendige®!! noch eine
hinreichende Bedingung fiir die
Richtigkeit eines Kraftfeldes.
Das Kraftfeld sollte in der Lage
sein, die Konformationsvertei-
lung des gelosten Biomolekiils
als Funktion der thermodynami-
schen Bedingungen zu reprodu-
zieren; beispielsweise sollte es
die korrekte Schmelztemperatur
einer bestimmten Faltung vor-
hersagen konnen.

FEine besonders schwierige
Aufgabe besteht darin, mithilfe
eines Kraftfeldes die Faltung
eines Polypeptids in Losung als
Funktion der Aminosdurezu-
sammensetzung und der Art des
Losungsmittels vorauszusagen.
Die Abbildungen 7 und 8 veran-
schaulichen, dass das
GROMOS-Kraftfeld dieser
Aufgabe gewachsen ist. Bei Ver-
wendung der GROMOS-Kraft-
feldparametersitze 43A1 und
45A3 wurden unterschiedliche
Arten links- oder rechtsgéngiger
Helices sowie B-Kehren als vor-
herrschende Konformationen in
MD-Simulationen von - und o-
Peptiden in Methanol oder
Wasser identifiziert (Abbil-
dung 7). Die Ergebnisse stim-
men mit Befunden auf der
Grundlage von NOE-Daten

W. F. van Gunsteren et al.
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Abbildung 7. Durch MD-Simulationen ermittelte Faltungen von Polypeptiden und Peptoiden in unter-
schiedlichen Lésungsmitteln. Den gefalteten Strukturen (rot), die mithilfe der verfiigbaren experimentel-
len NMR- oder Réntgendaten modelliert wurden, sind Strukturen (blau) tiberlagert, die den Konformatio-
nen entsprechen, die in MD-Simulationen des Faltungs-Entfaltungs-Gleichgewichts am hiufigsten vorge-
funden wurden.P>*"l Lésungsmittel: A-C, E) Methanol, D) Wasser, F) Wasser oder Chloroform. Verwende-
te GROMOS-Versionen: A-D) 43A1, E) 53A6, F) 45A3.

iiberein.”>*"! Da allerdings nachgewiesen wurde, dass diese  ergab.”! Am Beispiel der Faltung eines f-Dodecapeptids mit
Parametersitze die Grofle der freien Hydratationsenthalpien  polaren Seitenketten verdeutlicht Abbildung 8 die Verbes-
von Aminosidureanaloga unterschitzen,”***! wurde eine serung, die erzielt wird, wenn freie Solvatationsenergien po-
Neuparametrisierung vorgenommen, die dem 53A6-Satz  larer Verbindungen in den Kalibrierungssatz aufgenommen
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Abbildung 8. Mittlere quadratische Abweichungen (msd) der Positio-
nen der Riickgratatome zweier [3-Peptide in Methanol, bezogen auf die
helicalen Modellstrukturen aus NMR-Daten. A) Bei einem Peptid, das
polare Seitenketten enthilt, wird die experimentelle Faltung ausschlieR-
lich durch den neueren Kraftfeldparametersatz 53A6 reproduziert.?

B) Ein Peptid ohne polare Seitengruppen lisst sich die experimentelle
Struktur sowohl durch das alte (45A3) als auch durch neue Kraftfeld
(53A6) gleichermafien reproduzieren (nur Daten fiir 45A3 gezeigt).

werden. Anders als der 45A3-Satz konnte der 53A6-Satz die
experimentell beobachtete Helix reproduzieren. Eigenschaf-
ten, die weniger stark von kleinen Energiedifferenzen ab-
héngen, wurden hingegen durch beide Parametersétze gut
reproduziert.

Ein Kraftfeld kann somit nur anhand von Molekiil- oder
Systemeigenschaften validiert werden, die auf die Simulati-
onsparameter und -bedingungen hinreichend empfindlich
reagieren.

2.5. Perspektiven bei der Entwicklung von Kraftfeldern

Gegenwirtige biomolekulare Kraftfelder sind durchaus
noch verbesserungsfihig. Zunichst wire es wiinschenswert,
wenn die Van-der-Waals-Parameter und Partialladungsver-
teilungen geladener Gruppen von freien Solvatationsenergi-
en abgeleitet wiirden, wie dies bei apolaren und polaren
neutralen Gruppen bereits geschehen ist.”) Beispiele fiir
solche Gruppen sind die Seitenketten von Arginin-, Lysin-,
Asparagin- und Glutaminresten oder Phosphatgruppen in
DNA, RNA und Lipiden. In Anbetracht der groen freien
Solvatationsenergien einzelner Ionen (mehrere hundert kg 7)
und der Tatsache, dass es technisch schwierig ist, solche Daten
experimentell®™? oder aus Simulationen® zu erhalten, diirfte
diese Aufgabe allerdings nicht einfach zu l6sen sein.

Als zweites sollten die Eigenschaften von Losungsmit-
telgemischen, die in Proteindenaturierungsexperimenten
verwendet werden, als Funktion ihrer Zusammensetzung
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bestimmt werden. Besonders thermodynamische Eigen-
schaften, wie die Mischungsenergien und die Dichte von
Mischungen, wiéren fiir die Berechnung von freien Solvata-
tionsenergien und die Simulation der Faltung geldster Bio-
molekiile wichtig.®**! Die Eigenschaften eines Losungs-
mittelgemischs miissen nicht unbedingt linear von seiner
Zusammensetzung abhingen, wie in Abbildung 9 am Beispiel
von Wasser-Dimethylsulfoxid(DMSO)-Mischungen gezeigt
ist. Lediglich die dielektrische Permittivitét ¢ zeigt einen li-
nearen Verlauf, alle anderen Eigenschaften verhalten sich auf
unterschiedliche Weisen nichtlinear.*”
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Abbildung 9. Eigenschaften von Wasser/DMSO-Mischungen bei 298 K
und 1 atm als Funktion des Stoffmengenanteils an DMSO (xpyso) aus
MD-Simulationen.? AH,,: Mischungsenthalpie, AV.,,.: Exzessvolu-
men, p: Dichte, ¢: relative dielektrische Permittivitit, D: Diffusionsko-
effizient (Diagramm E: DMSO, Diagramm F: Wasser), 7,: Rotations-
korrelationszeit (DMSQ), 7: Scherviskositit. Berechnete Werte:

A SPC-Wassermodell, o SPC/L-Wassermodell; experimentelle Werte:
x und e@.

Derzeit eingesetzte biomolekulare Kraftfelder beschrei-
ben die Elektronenpolarisation der Molekiile nur indirekt,
was bei Systemen unter verdnderlichen dielektrischen Be-
dingungen zu Ungenauigkeiten fiihrt.**¥ Dieses Problem
lieBe sich ausschalten, wenn man die Polarisierbarkeit explizit
behandeln wiirde; > dafiir miisste das Kraftfeld allerdings
mehr oder weniger vollstdndig neu parametrisiert und an
realistischen Systemen getestet werden. Die ersten Kraftfel-
der, die die Polarisierung explizit beriicksichtigen, wurden
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kiirzlich vorgestellt,F'¥ ihr Leistungsvermogen zur Berech-
nung freier Solvatationsenergien und zur Reproduzierung
von Faltungsgleichgewichten muss allerdings noch tiberpriift
werden.

Um groB3e biomolekulare Systeme und langsame Prozesse
wie die Bildung von Membranen oder Micellen effizient zu
simulieren, wire es niitzlich, ,,grobkornige” (coarse-grained)
Molekiilmodelle zu formulieren, bei denen eine Gruppe ko-
valent gebundener Atome als einzelnes Teilchen behandelt
wird.”~>1 Modelle dieser Art kénnen um GroBenordnungen
schneller simuliert werden als atomistische Modelle, aller-
dings auf Kosten der Detailschérfe. Sie wurden erfolgreich in
Simulationen von Membran- und Micellbildungen angewen-
det.™ Um einschitzen zu kénnen, wie sich die Néherungen
und Vereinfachungen auswirken, ist ein Vergleich der mit
grobkornigen und atomistischen Modellen erhaltenen Fi-
genschaften erforderlich.

3. Das Suchproblem

Ein biomolekulares System ist im Allgemeinen durch eine
sehr groBe Zahl von Freiheitsgraden charakterisiert (10*-10°
oder mehr). Die Bewegungen entlang dieser Freiheitsgrade
sind unterschiedlichster Art. Sie konnen harmonisch oder
anharmonisch, chaotisch oder diffusiv sein. Dariiber hinaus
kommt es zu einer zeitlichen und rdumlichen Korrelation vom
Femtosekundenbereich und einigen dutzend Nanometern bis
hin zum Millisekundenbereich und mehreren Mikrometern.
Die Energiehyperflidche eines solchen Systems, die durch die
Potentialenergiefunktion definiert ist [z.B. GI. (1)-(8)], ist
daher und Hohe und rdumlicher Ausdehnung auf. Dies macht
die Suche nach dem globalen Energieminimum einer solchen
mehrdimensionalen Funktion — genauer gesagt: die Suche
nach den Bereichen auf der Hyperfliche, die am stidrksten zur
freien Energie des Systems beitragen — zu einer schwierigen,
wenn nicht gar unlosbaren Aufgabe.

Wie bereits erwihnt wurde, kann der Zustand eines bio-
molekularen Systems nicht durch eine einzige, dem globalen
Minimum entsprechende Konfiguration oder Struktur be-
schrieben werden. Vielmehr ist mithilfe der statistischen
Mechanik ein Ensemble von Konfigurationen zu ermitteln, in
dem die Gewichtung einer Konfiguration x durch den
Boltzmann-Faktor gegeben ist [Gl. (11); k5 ist die Boltzmann-
Konstante und T die absolute Temperatur]:

P(x) ~ exp [~V(x) ks ] (11)

Die exponentielle Gewichtung in Gleichung (11) bewirkt,
dass Bereiche hoher Energie auf der Hyperfliche keine
Konfigurationen beisteuern, die fiir den Zustand des Systems
relevant wiren, es sei denn, diese kommen in sehr grofer
Zahl vor (Entropie). Die Gleichgewichtseigenschaften des
Systems werden von denjenigen Bereichen des Konfigurati-
onsraumes bestimmt, in denen V(x) niedrig ist. Somit besteht
eine vorrangige Aufgabe bei der biomolekularen Modellie-
rung darin, Techniken zu entwickeln, mit denen die ausge-
dehnten biomolekularen Energiehyperflichen nach Berei-
chen niedriger Energie abgesucht werden konnen.

www.angewandte.de

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

W. F. van Gunsteren et al.

Im Folgenden stellen wir die wichtigsten Methoden vor,
die gegenwértig zum Durchsuchen des Konfigurationsraumes
verwendet werden."* Es sind weiterhin Suchtechniken im
Einsatz, die nicht nur die Molekiilkoordinaten x als Variablen
verwenden, sondern auch ihre Boltzmann-Wahrscheinlich-
keiten P(x). Eine Diskussion dieser als Wahrscheinlichkeits-
suche bezeichneten Techniken findet sich in Lit. [61,64,65].

3.1. Methoden zum Durchsuchen (Sampling) des
Konfigurationsraumes

Alle verfiigbaren Suchmethoden haben ihre Stirken und
Schwichen. Die Eignung einer Methode fiir eine bestimmte
Aufgabe hingt zum einen von der Form der Potentialfunktion
V(x) ab und zum anderen von Zahl und Art der Freiheits-
grade im System. Man unterscheidet zwei Klassen von
Suchmethoden: systematische und heuristische.

Systematische Suchmethoden durchsuchen den gesamten
Konfigurationsraum des biomolekularen Systems oder zu-
mindest einen grofen Teil davon. Bestimmte Teilrdume
konnen von der Suche ausgeschlossen werden, ohne die
Qualitédt der Losung zu beeintrdachtigen, wenn rigorose Ar-
gumente dafiir sprechen, dass diese Teilrdume die gewiinschte
Losung nicht enthalten.™ Solche Argumente beruhen meist
auf physikalisch oder chemisch fundierten Vorgaben fiir die
Struktur des Konfigurationsraumes oder die Energiehyper-
flache. Systematische Suchtechniken sind nur bei kleinen
Molekiilen mit wenigen Freiheitsgraden anwendbar,’7" da
der Rechenaufwand exponentiell mit der Zahl der Freiheits-
grade ansteigt.

Heuristische Suchmethoden suchen nur einen kleinen Teil
des Konfigurationsraumes ab und erzeugen einen im Sinne
der Boltzmann-Gewichtung représentativen Satz von Sys-
temkonfigurationen. Diese Methoden kénnen in drei Kate-
gorien unterteilt werden (siche auch Tabelle 7):

1. Methoden, bei denen eine Serie von Systemkonfiguratio-
nen erzeugt wird, die voneinander unabhingig sind. Ein
Beispiel ist die Distanzgeometriemethode mit metrischer
Matrix,”>7 die eine nichtkorrelierte Serie von Zufalls-
konfigurationen erzeugt, sofern das Suchproblem auf der
Grundlage von Abstinden ausgedriickt werden kann.

2. Methoden, die die Konfiguration des vollstdndigen Mo-
lekiils oder Systems schrittweise aus Konfigurationen von
Molekiil- oder Systemfragmenten aufbauen. Beispiele
sind die Aufbauprozedur nach Scheraga,’*”™! kombinato-
rische Aufbaumethoden, die sich dynamische Program-
miertechniken zu Nutze machen,” und Monte-Car-
lo(MC)-Kettenwachstumsmethoden””®! wie die ,,Confi-
gurational-Bias-Monte-Carlo“(CBMC)-Technik."™

3. Energieminimierungs- (EM), Metropolis-Monte-Car-
lo(MC)-, Molekiildynamik- und stochastisch-dynamische
(SD) Methoden,®™ die ausgehend von einer bekannten
Konfiguration eine neue Konfiguration des vollstdndigen
Systems erzeugen. Diese Methoden konnen je nach
Schrittrichtung und -groBe weiter unterteilt werden (siehe
Tabelle 6). Energieminimierungen konnen lediglich auf
Energiewerten und Zufallsschritten beruhen (Simplex-
Methoden), auf Energien und Energiegradienten (Me-
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Tabelle 6: Heuristische Methoden zur Durchsuchung des Konfigura-
tionsraumes nach Konfigurationen x mit niedriger Energie V/(x)."

Angewandte

Tabelle 7: Techniken zur Steigerung der Suchleistung von Simulations-
methoden.?!

Wechsel basiert auf: Methode

EM MC MD SD PEACS
Energie ja ja nein nein ja
Energiegradient ja nein ja ja ja
2. Ableitung der Energie ja nein nein nein nein
Gedichtniseffekt nein nein ja ja ja
zufilliger Wechsel ja ja nein ja nein

[a] EM: Energieminimierung, MC: Monte-Carlo, MD: Molekiildynamik,
SD: stochastische Dynamik, PEACS: Konformationssuche bei getem-
perter Potentialenergie.l”"!

thoden des steilsten Abstiegs und konjugierter Gradien-
ten), oder auch Ableitungen zweiter Ordnung der Energie
einbeziehen (Hesse-Matrix-Methoden). Bei MC-Metho-
den ist die Schrittrichtung zufillig, und die Schrittgroe
wird durch das Boltzmannsche Akzeptanzkriterium be-
grenzt. Dieses besagt, dass der Schritt im Konfigurations-
raum akzeptiert wird, wenn die Energie des Systems ab-
nimmt (AV < 0). Fiir AV > 0 hingegen wird der Schritt mit
der Wahrscheinlichkeit exp(—AV/kgT) akzeptiert. In
MD-Simulationen legen zwei Faktoren den Schritt fest:
die Kraft (der negative Wert des lokalen Gradienten 9V/
Ox) und die Trégheit der Freiheitsgrade, die als ,,Kurz-
zeitgeddchtnis® fiir den bisher zuriickgelegten Weg dient.
In SD-Simulationen wird die Kraft durch eine Zufalls-
komponente erginzt, deren GroBe von der Temperatur
des Systems, den Atommassen und den atomaren Rei-
bungskoeffizienten abhéngt. In Algorithmen zum Verfol-
gen von Potentialenergie-Isolinien (potential-energy con-
tour tracing; PECT)® und zur Konformationssuche bei
getemperter Potentialenergie (potential-energy annealing
conformational search; PEACS)"""! werden die Energie-
werte konstant gehalten (PECT) bzw. getempert
(PEACS), um Sattelpunkte zu lokalisieren und diese zu
iiberqueren. Viele Suchprozeduren zur schrittweisen Un-
tersuchung des Konfigurationsraumes beruhen auf Kom-
binationen der fiinf genannten Grundprinzipien (Energie,
Gradienten, Hesse-Matrix, Gedichtnis, Zufall).!

Durch die allgemeine Beschaffenheit der Energiehyper-
flaichen V(x) sind der Wirksamkeit von Suchmethoden na-
tirliche Grenzen gesetzt, denn wegen der Vielzahl hochen-
ergetischer Barrieren zwischen lokalen Minima ist der Kon-
vergenzradius der schrittweisen Methoden (2., 3.) im Allge-
meinen sehr klein. Aus diesem Grund hat man verschiedene
Techniken entwickelt, um die Leistungsfahigkeit von Such-
methoden zu steigern. In Tabelle 7 sind drei allgemeine Ver-
fahren mit verbessertem Suchverhalten zusammengefasst."

3.1.1. Deformation oder Glittung der Potentialfliche, um
Energiebarrieren zu verringern

a) Im Allgemeinen verkiirzt das Gldtten der Potentialener-
giefunktion V(x) die Suche nach den Energieminima.
Diese Technik ist in verschiedenen Fillen angewendet
worden, z. B. bei Strukturaufkldrungen auf der Grundlage
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1. Deformation oder Glittung der Potentialfliche

a) Weglassen von hochaufgeldsten Strukturfaktoren bei der Struktur-
verfeinerung mit Réntgenbeugungsdaten

b) schrittweises Einfiihren von Abstandsfixierungen bei Strukturverfei-
nerungen auf der Basis von NOE-Daten!®

c) Ersetzen der ,harten“ Atomriimpfe bei nichtbindenden Wechsel-
wirkungen durch ,weiche Atomrimpfe!®

d) Gldtten der Hyperfliache durch Skalieren mit einer Diffusionsglei-
chung[8384]

e) Vermeiden der wiederholten Durchmusterung einer Energiemulde
durch lokale Energieanhebung oder Konformationsflutung!®#!

f) Diampfung von geometrischen Randbedingungen, die aus experi-
mentellen Daten abgeleitet wurden (NMR, Réntgen), durch zeitliche
Mittelung®”#

g) Umgehen von Energiebarrieren durch Erhéhen der Dimensionalitat
des Kartesischen Raumes (4D-MD)?

h) Einfrieren von hochfrequenten Freiheitsgraden durch Zwangsbe-
dingungen®

i) Erzeugung grobkérniger Modelle durch Verringerung der Zahl der
Wechselwirkungszentren®

2. Skalierung der Systemparameter
a) Tempern®!

b) Massenskalierung
c) Molekularfeldniherungen

[92]
193]

Systemvervielfachung
a) genetische Algorithmen!
b) Replika-Austausch und multikanonische Algorithmen!®?
c) kooperative Suche: SWARM %!

[a] Details finden sich in Lit. [60-62] und den darin zitierten Literatur-
stellen.

von Rontgenbeugungs- oder NMR-spektroskopischen
Daten, zur Konformationssuche und zur Vorhersage von
Proteinstrukturen. Bei der Methode 1a in Tabelle 7 wird
die Elektronendichte eines Biomolekiilkristalls geglittet,
indem man beim Zuriickrechnen aus den Fourier-Trans-
formierten hochaufgeloste Beugungsintensitédten auslésst.
Dieses Glitten erhoht den Konvergenzradius der Struk-
turverfeinerung.

b) Beim Aufbau einer Proteinstruktur aus NMR-spektro-
skopisch ermittelten Atomabstinden kann die Konver-
genz des Suchprozesses verbessert werden, indem man in
der Potentialenergiefunktion nach und nach Absténde
zwischen Atomen festlegt, die entlang der Polypeptid-
kette immer weiter voneinander entfernt sind (Methode
der verdnderlichen Zielfunktion; ,variable-target-func-
tion method«).[?

¢) Viele Barrieren auf der Energichyperfliche eines mole-
kularen Systems werden durch ,harte“ Atomriimpfe ver-
ursacht, d.h. durch die starke AbstoBung zwischen {iiber-
lappenden Atomen. Diese Barrieren lassen sich beseiti-
gen, indem man die kurzreichweitige Abstoung zwischen
Atomen ,,aufweicht“.’** Durch Atome mit weichem
Rumpf erhilt man glattere Energiehyperflichen und eine
stark verbesserte Suchleistung.

d) Bei Verformungsmethoden auf der Grundlage der Dif-
fusionsgleichung®™-* wird die Verformung der Energie-
hyperfliche wéhrend einer Simulation als proportional
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f)

g)

h)

zur lokalen Kriimmung (d.h. der zweiten Ableitung) der
Hyperflache berechnet. So werden bevorzugt die steilsten
Maxima und Minima der Hyperfldche geglittet, und die
Suche verlduft sehr effizient.

Eine weitere Moglichkeit zur Erhohung der Suchleistung
besteht darin, die wihrend der Suche gesammelte Infor-
mation zur Energiehyperfliche in die Potentialenergie-
funktion einflieBen zu lassen. Sobald ein lokales Ener-
gieminimum gefunden ist, wird es durch eine lokale Ver-
formung der Potentialenergiefunktion von der Energie-
hyperfldche entfernt. Auf diesem Konzept beruhen Ver-
fahren wie die Deflationsmethode,'™ die Methode des
lokalen Anstiegs®! (,,local elevation; auch als Metady-
namik bezeichnet)'!! und die Methode der konformati-
ven Flutung.®

Bei einer anderen Art der Suche wird eine Gedéchtnis-
funktion durch einen Potentialenergieterm eingefiihrt,
der anstelle des Istwertes einen gleitenden Mittelwert
einer Koordinate iiber die bis dahin durchlaufene Tra-
jektorie oder das bis dahin erzeugte Ensemble verwen-
det."” Die Anwendung dieser zeit- oder ensembleab-
hédngigen Randbedingungen bei der Bestimmung von
Proteinstrukturen aus NMR-spektroskopischen oder
Rontgenstrukturdaten verbessert die Suchleistung deut-
lich. 17881

Barrieren auf der Energiehyperfliche konnen umgangen
werden, indem man die Dimensionalitdt des Konfigura-
tionsraumes iiber die drei Kartesischen Koordinaten
hinaus erhoht. Diese Technik lokalisiert eine Konforma-
tion niedriger Energie in einem vieldimensionalen Kar-
tesischen Raum und projiziert sie nach und nach in den
dreidimensionalen Raum, wobei Energie und Konfigura-
tion moglichst wenig gestort werden.'®! Einige Varianten
des urspriinglichen  Verfahrens sind vorgestellt
worden.'" 1% Dynamische Suchmethoden konnen eben-
falls mit einer Erhohung der Dimensionalitdt kombiniert
werden. Durch Anwendung der Molekiildynamikmetho-
de im vierdimensionalen Kartesischen Raum lassen sich
Energiebarrieren im dreidimensionalen Raum umge-
hen™ und Anderungen der freien Energie berechnen.'*!
Eine Standardtechnik zum Glitten der Energiehyperfli-
che besteht darin, in einem System die Freiheitsgrade mit
den hochsten Frequenzen durch Zwangsbedingungen
einzufrieren.’™ %13 Zwangsbedingungen fiir Bindungs-
ldngen, die in biomolekularen Simulationen standardmaé-
Big verwendet werden, ermoglichen viermal léngere
Zeitschritte.'" Hochfrequente Bewegungen lassen sich
auch mithilfe von so genannten weichen Zwangsbedin-
gungen ausschalten;'”! die festgelegten Bindungslingen
dndern sich dabei adiabatisch mit den einwirkenden
Kriften.

3.1.2. Skalierung der Systemparameter

a)

www.angewandte.de

Die Technik des simulierten Temperns®! (,,simulated
annealing“) beruht auf einer Simulation oder Suche bei
hoher Temperatur 7 und dem anschlieBenden Abkiihlen
des Systems. Durch Erhohen der Temperatur werden
Energiebarrieren leichter iiberwunden, sodass ein grof3e-

b)

©)
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rer Teil des Konfigurationsraumes zuginglich ist. Simu-
liertes Tempern wird héufig in Kombination mit MC-,
MD- und SD-Simulationen angewendet. (Ein Beispiel fiir
das Tempern der Potentialenergie findet sich in Lit. [71].)
Die Skalierung von Atommassen verbessert die Such-
leistung. In der klassischen Verteilungsfunktion ohne
Zwangsbedingungen kann die Integration {iiber die
Atomimpulse analytisch und getrennt von der Integration
iiber die Koordinaten vorgenommen werden. Damit tau-
chen die Atommassen nicht im Konfigurationsintegral
auf, und die Gleichgewichtseigenschaften des Systems
sind folglich unabhéngig von den Atommassen. Dies kann
auf verschiedene Weise zur Verbesserung der Suchleis-
tung genutzt werden. Indem die Masse eines bestimmten
Molekiilteils erhoht wird, steigert man dessen relative
Tréagheit. Dadurch werden Energiebarrieren leichter
iiberwunden,” und die Zeitschritte konnen grofer ge-
wihlt werden.

Eine verbesserte Suchleistung lasst sich auch mithilfe
einer Molekularfeldnéherung erreichen, wenn man das
biomolekulare System in zwei Teile A und B teilt, die sich
jeweils im gemittelten Feld des anderen Teils bewegen.
Die Anfangskonfiguration des Systems besteht aus N,
identischen Abbildern von Teil A und Ny identischen
Abbildern von Teil B. Die Positionen entsprechender
Atome in den identischen Abbildern konnen als identisch
gewihlt werden. Die Krifte, die die Atome in allen Ab-
bildern von Teil B auf die Atome in jedem Abbild von Teil
A ausiiben, werden mit einem Faktor Np~' skaliert. Damit
erhilt man die mittlere Kraft, mit der Teil B auf die ein-
zelnen Atome von Teil A einwirkt. Umgekehrt werden
die Krifte, die die Atome in allen Abbildern von Teil A
auf jedes Abbild von Teil B ausiiben, mit einem Faktor
N,~! skaliert. Die Krifte zwischen unterschiedlichen
Abbildern von Teil A sind gleich null, ebenso wie die
Kréfte zwischen unterschiedlichen Abbildern von Teil B.
Die MD-Simulation beruht auf der simultanen Integrati-
on der Newtonschen Bewegungsgleichung, f=ma, fiir
alle Abbilder der Teile A und B. Auf diese Weise erhilt
man N, einzelne Trajektorien des Teils A im gemittelten
Feld des Teils B und umgekehrt. Dabei geht die korrekte
Beschreibung der Dynamik verloren, da das dritte New-
tonsche Gesetz, fag = —fsa, verletzt wird. Diese Technik
fiihrt nur dann zu einer effizienteren Simulation, wenn das
System in Teile sehr unterschiedlicher Grof3e unterteilt
wird (z.B. A <B) und der groBere Teil durch eine einzige
Kopie abgebildet wird, d.h. Ny=1. Verbesserte Such-
prozeduren auf der Grundlage einer Molekularfeldnéhe-
rung wurden in verschiedenen Varianten vorge-
stellt.”>1161271 Apgewendet wurden solche Methoden auf
die Diffusion von CO-Molekiilen im Feld eines Protein-
molekiils,”*"® auf das Konformationsgleichgewicht von
Proteinseitenketten,”'”) bei der Bestimmung der Konfor-
mation von Proteinschleifen,?! zur Suche nach Energie-
minima von Polypeptidkonformationen**'?”! und Nucle-
insiauresegmenten!'” sowie zur Suche nach Bindungs-
stellen in Enzymen.'?-131
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3.1.3. Simulationen mit vielfachen Abbildern (mit Bezug
zueinander)

Der Molekularfeldansatz verwendet vielfache Abbilder
eines Teils des Systems. Ausgehend von diesem Konzept
wurden weitere Methoden zur Verbesserung der Suchleistung
entwickelt (Tabelle 7):

a) In einem genetischen Algorithmus!"* wird eine Gruppe
von Abbildern des biomolekularen Systems mit unter-
schiedlichen Konfigurationen betrachtet. Mutation und
Kombination von (Teilen von) Konfigurationen nach
vorgegebenen Regeln erzeugen neue und loschen exis-
tierende Konfigurationen.

b) Beim , Replika-Austausch-Algorithmus“ werden mehrere
Abbilder des Systems jeweils bei einer bestimmten Tem-
peratur durch MC, MD oder SD simuliert. Von Zeit zu
Zeit werden Abbilder, die aus Simulationen bei dhnlicher
Temperatur stammen, unter Beriicksichtigung einer Aus-
tauschwahrscheinlichkeit auf der Grundlage des Boltz-
mann-Faktors [GL (11)] ersetzt. Auf diese Weise erhilt
man (bei vollstindiger Durchsuchung des Konfigurati-
onsraumes) fiir jede Temperatur Ensembles mit Boltz-
mann-Verteilung (kanonische Ensembles).!'**! Eine Ver-
allgemeinerung dieser Prozedur sind ,,multikanonische
Algorithmen*“,* die zur Simulation von Proteinen im
Vakuum eingesetzt wurden.'"™¥ Die Einbeziehung von
Freiheitsgraden des Losungsmittels kann die Effizienz des
Algorithmus beeintrichtigen."* Beim Austausch der
Abbilder geht dynamische Information verloren, und bei
kurzen Simulationszeiten kann der Entropiegehalt hin zu
den oberen und unteren Enden des betrachteten Tempe-
raturbereichs verzerrt werden.

c) Die SWARM-Molekiildynamikmethode®™' beruht auf
dem Konzept, eine Anzahl (einen ,,Schwarm*) von Ab-
bildern, die jeweils durch eine eigene Trajektorie be-
schrieben werden, in einem kooperativen System aus
vielen Abbildern zusammenzufassen, welche den Konfi-
gurationsraum durchsucht. Um ein solches kooperatives
System zu konstruieren, wird jedes Abbild zusitzlich zu
den physikalischen Kriften des Potentialenergiefeldes
V(x) kiinstlichen Kriften unterworfen, die die Trajektorie
jedes Abbildes hin zu einem Durchschnittswert der Tra-
jektorien des Schwarms lenken. Dieses Verfahren ist
analog zum scheinbar intelligenten Verhalten eines In-
sektenschwarmes, dessen Individuen nicht die Fihigkeit
zum Vorausdenken haben. SWARM-Trajektorien werden
durch lokale Minima nur schwach angezogen und neigen
stattdessen dazu, einem Gesamtenergiegradienten hin
zum globalen Energieminimum zu folgen.

Unser Uberblick beschreibt die Methoden zur Durchsu-
chung des Konfigurationsraumes nur in ihren Grundziigen.
Ausfiihrlichere Ubersichten finden sich in Lit. [61-63]. Da
biomolekulare Konfigurationsrdaume zu grof3 fiir systemati-
sche Suchmethoden sind, wird man in der biomolekularen
Modellierung im Allgemeinen auf heuristische Suchmetho-
den zuriickgreifen. Dieser Uberblick (Tabelle 6 und 7) iiber
die Methoden und Tricks, die angewendet und kombiniert
werden koénnen, um eine leistungsfihige Suchmethode zu
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konstruieren, soll als praktische Hilfe bei der Auswahl des
besten Modellierungsverfahrens fiir eine spezielle Aufgabe
oder die interessierende Energiehyperflache dienen.

3.2. Konvergenz der simulierten Eigenschaften

Die Zeitskalen, auf denen sich die unterschiedlichen Ei-
genschaften von biomolekularen Systemen dynamisch ent-
wickeln, reichen vom Femtosekundenbereich bis iiber den
Sekundenbereich hinaus. Durch die begrenzte Rechenleis-
tung konnen gegenwértige MD-Simulationen biomolekularer
Systeme je nach SystemgroBe einige Nanosekunden bis zu
einige hundert Nanosekunden erfassen. Dies wirft die Frage
auf, ob solche Zeitrdume ausreichen, um verlissliche Tra-
jektorienmittel fiir die unterschiedlichen Molekiil- oder Sys-
temeigenschaften zu gewinnen. Trajektorienmittel werden
gewohnlich nur dann reprisentativ sein, wenn der Aquilib-
rierungszeitraum einer Simulation, 744, ldnger ist als die
Relaxationszeit 7., (Q) einer Eigenschaft Q [Gl. (12)] und
wenn die Suimulationszeit, T, viel ldnger ist als Tre,(Q)
[GL (13)].

Taqui > Trelax(Q) (12)

Tsim > Tretax (Q) (13)
Wenn die Bedingungen (12) und (13) nicht erfiillt sind,

wird das Trajektorienmittel (Q(#)), der Eigenschaft O einen

zeitlichen Drift zeigen oder fehlerbehaftet sein.!'*1%7]

Die Zeitskala, auf der sich eine bestimmte physikalische
Grofe eines biomolekularen Systems dndert und relaxiert,
hiangt ab von 1) der Art des molekularen Systems, 2) dem
thermodynamischen Zustand und 3) der speziellen GroBe
oder Eigenschaft. Dieser Sachverhalt ist in Abbildung 10 am
Beispiel der Dynamik von [3-Heptapeptiden in Methanollo-
sung illustriert. Bei 298 K ist das vorherrschende Konformer
die 3,,-L-Helix, die sich innerhalb von 100 ns nur wenige Male
faltet und entfaltet (Diagramm A). Bei 340 K werden sehr
viel mehr Faltungs- und Entfaltungsereignisse beobachtet
(Diagramm B). Durch Verringern der Losungsmittelviskosi-
tit auf 1/3 (Diagramm C) oder 1/10 (Diagramm D) des ur-
spriinglichen Wertes wird der Faltungs- und Entfaltungspro-
zess deutlich beschleunigt, sodass die Statistik des Faltungs-
Entfaltungs-Gleichgewichts besser konvergiert. Das Dia-
gramm E verdeutlicht, dass ldngere und geladene Seitenket-
ten im Polypeptid den Faltungs- und Entfaltungsprozess ver-
langsamen und die ,,Abtastgeschwindigkeit entsprechend
verringern (vgl. Diagramm B).

Nicht nur unterschiedliche Molekiile und thermodyna-
mische Zustinde konnen sich in unterschiedlichen Relaxa-
tionszeiten duflern, sondern auch unterschiedliche Eigen-
schaften. Die Potentialenergie des gelosten Stoffs und das
Quadrat seines Gesamtdipolmomentes (das mit seiner di-
elektrischen Permittivitit in Beziehung steht) relaxieren
schneller als etwa die quadratisch gemittelten Fluktuationen
der Atompositionen aller Atome.[“*!*] Systemeigenschaften
wie die freie Faltungsenergie konvergieren sogar noch lang-
samer. (Ein allgemeines Prinzip besagt, dass Systemeigen-
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Abbildung 10. Mittlere quadratische Abweichung der Atompositionen
im Peptidriickgrat zweier §-Heptapeptide identischer Kettenlinge in
Methanol bei 1 atm. A-D) Ein Peptid mit apolaren Seitenketten wurde
bei 298 K (A) und bei 340 K (B-D) simuliert.?*"*® In den Simulationen
(C) und (D) wurde die Viskositit des Lésungsmittels durch Massen-
skalierung um einen Faktor 3 (C) oder 10 (D) reduziert. Eine Erhchung
der Temperatur oder eine Verringerung der Lésungsmittelviskositat be-
schleunigt die Faltung und Entfaltung des Peptids. E) Ein Peptid mit
einigen polaren Seitenketten wurde bei 340 K in Methanol simuliert.
Die polaren Seitenketten verlangsamen die Faltung und Entfaltung."*!

schaften langsamer konvergieren als Molekiileigenschaf-

ten.[1,142])

Relaxation und Dynamik der Eigenschaften eines bio-
molekularen Systems konnen mithilfe unterschiedlicher Me-
thoden analysiert werden:13137)

1. Aus Gleichgewichtssimulationen kann man die Zeitreihen
einer Eigenschaft Q(r), ihres Mittelwertes (O(1)), oder
ihrer Fluktuationen ((Q(f)— (Q(z)})} ermitteln oder aber
die Autokorrelationsfunktion, (Q(¢)Q(¢'+t)),, berechnen.
Die Abklingzeit der Autokorrelationsfunktion und die
Geschwindigkeit, mit der sich das Trajektorienmittel auf-
baut, liefern eine GroBenabschitzung fiir Te,(Q)."

2. Startet man die Simulation von einem Nichtgleichge-
wichtszustand aus, dann liefert die Geschwindigkeit, mit
der Q(f) zum Gleichgewicht relaxiert, iiber mehrere
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Nichtgleichgewichtstrajektorien gemessen eine GroBen-
angabe fir T (Q).

3. Konvergieren unterschiedliche MD-Simulationen, die bei
unterschiedlichen Anfangszustinden beginnen, nicht auf
das gleiche Trajektorienmittel der Eigenschaft O, dann ist
Treax(Q) ldnger als die Simulationszeit.!*’)

Beziiglich weiterer Beispiele fiir Relaxationszeiten von
Eigenschaften diverser Systeme verweisen wir auf Lit. [135-
137,140-143].

3.3. Vereinfachende Faktoren beim Suchproblem

Das Durchsuchen des Konfigurationsraumes biomoleku-
larer Systeme erscheint auf den ersten Blick wie eine schier
unlosbare Aufgabe, doch das Problem kann je nach Be-
schaffenheit der Energiehyperfliche weniger kompliziert
sein. Simulationen der Faltungs-Entfaltungs-Gleichgewichte
von Polypeptiden in Losung mithilfe eines thermodynamisch
kalibrierten Kraftfeldes und einer expliziten Darstellung der
Losungsmittelmolekiile haben ergeben, dass im entfalteten
oder denaturierten Zustand dieser Polypeptide nur ein ge-
ringer Teil der theoretisch moglichen Konformationen im
Gleichgewicht vorhanden ist. Im Fall von Peptiden mit 20
Torsionswinkeln im Riickgrat beschrankt die Verwendung
von physikalisch realistischen Kraftfeldern, die die (nicht-
bindenden) Wechselwirkungen zwischen den Aminosiure-
resten beschreiben, die Zahl der 10° theoretisch moglichen
Konformere auf 10° relevante Konformere.'*'*! In Abbil-
dung 11 ist die Zahl der Konformationen aufgetragen, die
wihrend einer MD-Simulation eines Polypeptids und eines
anderen Polymers gleicher Lange generiert werden. In Me-
thanol steigt diese Zahl fiir das -Heptapeptid sublinear an
und geht in ein Plateau von etwa 200 Konformationen iiber

A) 300 ] 1 1 "
_ B-Peptid
=
:Nd
S 200 L
5 20—
Q
£
& 1004 -
=
=}
N
B) 4000 L L L
Poly(hydroxybutanoat)

S 30001 L
N
§
g 2000 F
E
o
10001 L
=]
¥

0 u T T

0 25 50 75 100

t/ns

Abbildung 11. Anzahl generierter Konformationen als Funktion der
Laufzeit einer MD-Simulation: A) 3-Heptapeptid in Methanol bei
340 K;"*® B) (Val-Ala-Leu),-3-Hydroxybutanoat in Chloroform bei
298 K."7 Beziiglich der Definition einer Konformation (Cluster von
Strukturen) beziehen wir uns auf Lit. [138].
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(Abbildung 11 A). Bei einem Poly(hydroxybutanoat)-Mole-
kiil gleicher Lénge in Chloroform steigt dagegen die Zahl der
generierten (relevanten) Konformationen linear mit der Zeit
(Abbildung 11B), wie man es bei etwa 10° theoretisch mog-
lichen Konformationen fiir jedes der beiden Molekiile auch
erwarten wiirde. Der Unterschied ist auf die Gegenwart von
Wasserstoffbriickendonoren und -acceptoren im [-Hepta-
peptid zuriickzufiithren, die durch Bildung von (energetisch
giinstigen) Wasserstoffbriicken den zugidnglichen Konforma-
tionsraum des Molekiils einschranken. Sind wie beim Poly-
(hydroxybutanoat) keine Wasserstoffbriickendonoren vor-
handen, so entfillt diese Beschriankung des Konfigurations-
raumes.!*!

Bei Verwendung eines realistischen Kraftfeldes wird der
grofte Teil des Konfigurationsraumes sehr hohen Energien
entsprechen, was bedeutet, dass der Teil des Konfigurations-
raumes, der zur Vorhersage der stabilsten Faltung eines Po-
lypeptids oder Proteins durchsucht werden muss, nicht ex-
ponentiell mit der SystemgroBe oder Kettenlinge wichst.*!

3.4. Erschwerende Faktoren beim Suchproblem

Die freie Energie Feines Systems aus N Teilchen in einem
Volumen V bei der Temperatur T ist ein 6/N-dimensionales
Integral tiber alle Teilchenkoordinaten r und Teilchenimpulse
p des Boltzmann-Faktors mit dem Hamilton-Operator des
Systems (kinetische plus Potentialenergie) [GL. (14); A ist das
Plancksche Wirkungsquantum)].

FNVT:kaT1n<(N!h3N)" / / exp(fH(p,r)/kBT)dpdr> (14)

Der Faktor N! entfillt, wenn unterscheidbare Teilchen
betrachtet werden. Da der Integrand — der Boltzmann-Faktor
— tiberall positiv ist, fithrt das Weglassen von Konfigurationen
im Integral zu systematischen (sich nicht gegenseitig aufhe-
benden) Fehlern. Die Gleichung (14) verdeutlicht, dass die
zum globalen Energieminimum gehodrende Struktur weder
die freie Energie ganz allein bestimmt noch fiir das Ensemble
von Konfigurationen représentativ ist, sondern dass andere
Konfigurationen hoherer Energie und groSerer Haufigkeit
ebenfalls signifikant beitragen. Mit anderen Worten setzt sich
die freie Energie gemiB Gleichung (15) aus der inneren
Energie U und der Entropie S zusammen.
F=U-TS (15)

Freiheitsgrade des Losungsmittels konnen ebenfalls sig-
nifikant zur freien Faltungsenergie beitragen.'"*! Aus einer
200-ns-MD-Simulation des Faltungs-Entfaltungs-Gleichge-
wichts eines -Heptapeptids in Methanol konnten die Ent-
halpie- (AHg,,) und Entropiedifferenzen (ASg,,) des Pep-
tids zwischen der gefalteten Konformation und den entfalte-
ten Konformationen berechnet werden: Aus AHLune—

Solut
—64 kJmol™" und TASE " = —157 kImol™" ergibt sich eine
Anderung der freien Enthalpie von AGE™“" = 493 kI mol .

Berechnet man allerdings die freie Faltungsenthalpie des
Gesamtsystems, d.h. Peptid plus Losungsmittel, aus dem
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Verhiltnis zwischen gefalteten und ungefalteten Konforma-
tionen, dann ergibt sich ein Wert von AG™""¢ = _8 kJmol ..
Anderungen in der freien Enthalpie des gelosten Peptids
allein konnen daher das beobachtete Faltungsverhalten nicht
erklidren. Dies unterstreicht die wichtige Rolle des Losungs-
mittels in der Peptidfaltung und zeigt, dass Entropierech-
nungen die Freiheitsgrade des Losungsmittels berticksichti-
gen miissen. Leider erschwert ein aufwindiges Absuchen der
Losungsmittelfreiheitsgrade das Simulationsproblem.
Abbildung 12 illustriert anhand eines Beispiels, dass ein
ganzes Ensemble von relevanten Konformationen bertick-

Abbildung 12. Berechnung der freien Energien fuir die Bindung von 16
hydroxylierten polychlorierten Biphenylderivaten an die ligandenbin-
dende Domine des Ostrogenrezeptors: Gezeigt sind fiinf Protein-
Ligand-Strukturen, die am stirksten zur freien Bindungsenergie eines
ausgewihlten Liganden beitragen. Zur Berechnung wurden MD-Simu-
lationen und die einstufige Stérungstechnik (one-step perturbation)
verwendet."!

sichtigt werden muss, um einen guten Schitzwert fiir die freie
Energie zu erhalten. Gezeigt ist eine Uberlagerung der
Konfigurationen eines Protein-Ligand-Komplexes, die am
starksten zur freien Bindungsenergie des Biphenylliganden
mit dem Ostrogenrezeptor beitragen. Die Konfigurationen
weichen betrichtlich voneinander ab, und wiirde man eine
einzelne Konfiguration als reprisentativ fiir das gesamte
Ensemble annehmen, erhielte man nur einen sehr ungenauen
Schitzwert fiir die freie Bindungsenergie."*”) Im Widerspruch
zu einer vereinfachenden Annahme, die vielen standardmai-
Big genutzten Ligand-Protein-Dockingalgorithmen zugrun-
deliegt, zeigt dieses Beispiel, dass die Freiheitsgrade eines
Proteins offenbar im Abtastprozess beriicksichtigt werden
miissen, um gute Ergebnisse zu erhalten. Leider erschwert
auch dies das Such- und Abtastproblem von Dockingalgo-
rithmen.

Ein letztes Beispiel fiir eine Erschwerung des Suchpro-
blems betrifft die Abhéngigkeit des hydrophoben Effekts von
der Grofle eines hydrophoben Clusters und der Zusammen-
setzung des Losungsmittels. Da der hydrophobe Effekt ver-
mutlich entscheidend an der Proteinfaltung beteiligt ist,
miissen die Zusammenhinge auf molekularer Ebene aufge-
klart werden. Abbildung 13 zeigt die freie Energie des Clus-
terwachstums fiir Cluster aus 2 bis 46 Methanmolekiilen in
Harnstoff-Wasser-Mischungen bei unterschiedlichen Harn-
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Abbildung 13. Freie Enthalpie des Clusterwachtums von Methanclus-
tern als Funktion der Clustergréle gemafl MD-Simulationen fuir unter-
schiedliche Zusammensetzungen Methan/Harnstoff/Wasser."% N, ist
die Zahl der Methanmolekiile, N, die Zahl der Harnstoffmolekiile und
N,, die Zahl der Wassermolekiile. Durchgezogene Linie: N, =10,
N,=0, N,,=990; gepunktete Linie: N,,=40, N,=0, N,,=960; Punkt-
Strich-Linie: N,,=50, N,=150, N,,=800; Doppelpunkt-Strich-Linie:
N,,=50, N,=250, N,,=700; gestrichelte Linie: N,,=50, N,=0,
N,,=950; Punkt-Doppelstrich-Linie: N, =64, N,=250, N,,=686. Die
grofen Fluktuationen an den Kurvenenden sind auf eine unzureichen-
de statistische Behandlung der groRRen Cluster zuriickzufiihren.

stoffkonzentrationen.™ Die Aggregation von Methan ist
erst ab ClustergroBen von fiinf Methanmolekiilen energetisch
giinstig. Weiterhin zeigt sich, dass hohe Harnstoffkonzentra-
tionen die Bildung von Clustern aus Methanmolekiilen er-
leichtern und die hydrophoben Wechselwirkungen offenbar
nicht verringern. Dieses Ergebnis spricht dagegen, dass die
Proteindenaturierung durch Harnstoff iiber einen Mechanis-
mus verlduft, der auf einer Schwichung von hydrophoben
Wechselwirkungen beruht.>!! Die beobachtete Abhiingigkeit
der freien Energie von der Clustergrof3e und der Harnstoff-
konzentration erschwert das Suchproblem, weil beide Frei-
heitsgrade variiert werden miissen, um aussagekriftige Er-
gebnisse zu erhalten.

3.5. Perspektiven zur Vereinfachung des Suchproblems

Es gibt noch reichlich Spielraum fiir Verbesserungen der
Suchleistung biomolekularer Simulationstechniken. Schon
die vergangenen zehn Jahre haben ermutigende Fortschritte
gebracht, die auch die Erforschung groferer und wichtiger
biomolekularer Systeme erleichtern sollten. Insbesondere
Techniken zum Glitten der Potentialfliche konnten die
Suchleistung verbessern. Hierzu zidhlen die Methoden der
,weichen“ Atomriimpfe und des lokalen Anstiegs (local ele-
vation, LE), die Verformung der Energiehyperfliche durch
Anwendung von Diffusionsgleichungen und, auf einem an-
deren Niveau, die Formulierung von grobkornigen Modellen.
Das Leistungsvermdgen von LE-Simulationen™ bei der
Durchmusterung des Konformationsraums eines Dipeptids in
wissriger Losung ist in Abbildung 14 illustriert: In einer
deutlich kiirzeren Simulationszeit erfasst die LE-MD-Me-
thode einen sehr viel grofleren Teil der Ramachandran-Karte
als Standard-MD-Simulationen.
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Abbildung 14. Ramachandran-Karten aus MD-Simulationen eines Ala-
nindipeptids in Wasser (SPC/E). ¢-i-Verteilungen, die durch Standard-
MD iiber 5 ns (A) und 50 ns (B) oder durch Local-Elevation(LE)-MD
tiber 0.5 ns (C) und 5 ns (D) erhalten wurden,® belegen die sehr viel
bessere Suchleistung des LE-MD-Algorithmus: Wird eine bestimmte
Konfiguration ein weiteres Mal generiert, so wird die zugehérige LE-
Potentialenergie um 2.0 k) mol™' erhsht.

Die einstufige Storungsmethode ermoglicht die Bestim-
mung von freien Energien der Ligandenbindung oder freien
Solvatationsenergien fiir eine gro3e Zahl von Verbindungen.
Die Methode benétigt nur wenige Simulationen, die zur
Vergroflerung des Konfigurationsensembles nichtphysikali-
sche Referenzzustinde mit ,,weichen“ Atomriimpfen einbe-
ziehen. Mit dieser Methode ist die Berechnung von freien
Energien um GroBenordnungen effizienter als mit Stan-
dardtechniken (thermodynamischer Integration oder Sto-
rungsmethoden).['**1315 Abbildung 15 veranschaulicht dies:
Die freien Enthalpien fiir die Bindung von 16 hydroxylierten
polychlorierten Biphenylderivaten an den Ostrogenrezeptor
wurden mithilfe der einstufigen Storungstechnik aus nur zwei
MD-Simulationen berechnet.'"*] Die mittlere Abweichung
der simulierten Werte von den experimentellen Werten ist mit
2.5kJmol™! kleiner als die Abweichung zwischen expe-
rimentellen  Werten aus unterschiedlichen Quellen
(4.2 kJmol ™). Folglich sind das angewendete Kraftfeld und
die Suchtechnik auf der Basis ,,weicher* Atomriimpfe in der
Lage, die experimentellen Werte innerhalb der Messgenau-
igkeit zu reproduzieren.

Auch eine Verringerung der Losungsmittelviskositét
(siehe Abbildung 10) kann die Suchleistung betréchtlich er-
hohen, ohne dass nichtdynamische Gleichgewichtseigen-
schaften des Systems beeinflusst werden.

Die Beobachtung, dass der ungefaltete Zustand von Po-
lypeptiden sehr viel weniger relevante als theoretisch mogli-
che Konformationen umfasst, lidsst hoffen, dass man schon
bald in der Lage sein wird, die reversible Faltung/Entfaltung
von kleinen Proteinen zu simulieren (Abbildung 16).
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Abbildung 15. Vergleich zwischen experimentellen und berechneten re-
lativen freien Enthalpien fiir die Bindung von 16 hydroxylierten poly-
chlorierten Biphenylderivaten an die Bindungsdomine des Ostrogen-
rezeptors in Lésung."* Die horizontalen Linien verbinden unterschied-
liche experimentelle Werte fiir eine Verbindung. Die berechneten Werte
wurden aus nur zwei Simulationen und der einstufigen Stérungsme-
thode erhalten. Als Kraftfeld wurde GROMOS43A1 verwendet.

Zahl der Faltungszeit Anzahl
Aminosduren  (exp./sim) in moglicher  relevanter
im Protein Sckunden Strukturen  (beobachteter)
Strukturen
Peptid 10 10°# 3% =107 10°

Protein 100 102 330 10%

'y

= Der Faltungsmechanismus ist einfacher als allgemein ange-
nommen wird: Durchmusterung von nur 10° Strukturen

= Bis 2010 wird es méglich sein, die Proteinfaltung auf einem
Computer zu simulieren

Abbildung 16. Ein iiberraschendes Resultat aus vielen Peptidsimulatio-
nen: Die Anzahl entfalteter Konformationen, die in MD-Simulationen
von Faltungs-Entfaltungs-Gleichgewichten von Polypeptiden und Pep-
toiden generiert wird, ist sehr viel kleiner als die Zahl der theoretisch
méglichen Konformationen.!"**4

4. Das Ensembleproblem

Biomolekulare Modellierungen werden dadurch er-
schwert, dass sich biomolekulare Systeme gemif3 den Geset-
zen der statistischen Mechanik verhalten. Wire lediglich eine
konventionelle Mechanik anzuwenden, konnte man solche
Systeme durch Strukturen am globalen Energieminimum
charakterisieren. Die statistische Mechanik fiihrt die Entro-
pie eines Systems ein, d.h. die negative Ableitung der freien
Energie F nach der Temperatur [GL. (16)]:

Swr=-(57) = W-FYT (16)

Die Entropie legt zusammen mit der inneren Energie des
Systems [Gl. (17)], d.h. dem Mittelwert des Hamilton-Ope-
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rators des Systems iiber die Impulse und Koordinaten aller
Freiheitsgrade, die freie Energie [GIl. (14)] des Systems fest.

Der Boltzmann-Mittelwert (-),, einer GroBe Q(p,r), die

von den Atomkoordinaten und -impulsen abhingt, ist durch
Gleichung (18) definiert:

J JOp.r) exp[-H(p.r)/ks T)dpdr

QP.r))p, = f fexp[—H(pJ')/kB T)dpdr

(18)

Der Zustand eines Systems wird im Allgemeinen nicht
nur durch eine einzelne Konfiguration oder Struktur, sondern
durch ein Boltzmann-Ensemble von Konfigurationen oder
Strukturen bestimmt. Dies erschwert biomolekulare Model-
lierungen, da es nicht ausreicht, einzelne Strukturen zu be-
trachten, sondern ein ganzes Ensemble von Konfigurationen
generiert werden muss. Eine Reihe von experimentellen Be-
obachtungen kann nur verstanden werden, wenn man alter-
native Strukturen in einem Ensemble sowie entropische
Einfliisse in Betracht zieht.

4.1. Freie Energie, innere Energie und Entropie der Solvatation

Well fiir die freie Energie die Beziehung F= U—-TS gilt,
konnen unterschiedliche Kombinationen von Werten der in-
neren Energie (U) und der Entropie (S) gleiche Werte der
freien Energie ergeben. Veranschaulichen ldsst sich dies
durch eine MD-Simulation der freien Solvatationsenergie
AF eines Stoffs in einem bindren Losungsmittelgemisch.”®!
Abbildung 17 zeigt die freie Enthalpie AGg (die zu AFg
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Abbildung 17. Freie Enthalpie AG, fiir die Solvatation von Methan (obere

Reihe) sowie Wechselwirkungsenergie AAU,, (Dreiecke) zwischen Lésungs-
mittel und geléstem Stoff und die zugehérige Entropie TAAS,, (Quadrate) im
Verhiltnis zu reinem Wasser (untere Diagramme) als Funktion der NaCl-Kon-

zentration (linke Diagramme), des Stoffmengenanteils DMSO (mittlere

Diagramme) und des Stoffmengenanteils Aceton (rechte Diagramme).®! Zur
Berechnung wurde die ,Particle-Insertion“-Technik (Teilcheninsertionstechnik)

verwendet.
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dquivalente Grofe bei konstantem Druck) fiir die Solvatation
eines Methanmolekiils in einem Gemisch aus Wasser und
einem Cosolvens als Funktion der Konzentration oder des
Stoffmengenanteils des Cosolvens (NaCl, DMSO oder
Aceton). Bei Zusatz von NaCl steigt AGg mit steigender
Konzentration, wihrend AGg mit einem steigenden Stoff-
mengenanteil an DMSO und Aceton sinkt. Die freie Ent-
halpie AGg kann zerlegt werden in einen energetischen Bei-
trag (die Anderung der Wechselwirkungsenergie bei der
Solvatation, AU,,) und in einen entsprechenden entropischen
Beitrag —TAS,, [Gl. (19)]:&17-1%)

AGg = AU, ~TAS,, (19)

Die unteren Diagramme in Abbildung 17 zeigen diese
energetischen und entropischen Beitrdge im Verhiltnis zu
reinem Wasser (angedeutet durch AA), ebenfalls als Funktion
der Konzentration und des Stoffmengenanteils des Cosolvens.
Die Solvatation von Methan in wissriger Losung wird mit
steigender NaCl-Konzentration ungiinstiger; Ursache hierfiir
ist die zunehmend ungiinstiger werdende Entropie der Sol-
vatation. Auf der anderen Seite wird die Solvatation von
Methan in wéssriger Losung mit steigendem Stoffmengen-
anteil an DMSO oder Aceton immer giinstiger. Die relativen
Beitrdge von Energie und Entropie sind allerdings deutlich
verschieden, obwohl DMSO und Aceton dhnliche Molekiil-
strukturen haben. Die Solvatation in DMSO-haltigen Lo-
sungen wird mit steigendem DMSO-Gehalt vom giinstigen
Energieterm bestimmt, wihrend in acetonhaltigen Losungen
der giinstige Entropieterm dominierend wird. Die vergleich-
bar aussehenden Kurven fiir AGg sind also auf unterschied-
liche Solvatationsmechanismen zuriickzufithren. Dieses Bei-
spiel verdeutlicht, dass bei biomolekularen Modellierungen
die Entropie sorgfiltig beriicksichtigt werden sollte.

Die wechselnden Rollen von Energie und Entropie bei
der hydrophoben Solvatation sind in Tabelle 8 fiir einige hy-
drophobe Molekiile in unterschiedlichen wéssrigen Losungen
veranschaulicht. In NaCl-Losung steigt AAGs fiir groBere
Molekiilen, da —TAAS,, zunimmt. In einer Harnstoff-Wasser-
Mischung kommt es zu einer Energie-Entropie-Kompensati-
on, sodass AAGs kaum von der Molekiilgrofle abhéngt. In
DMSO wird AAG giinstiger, je grofier die gelosten Molekiile
sind; der Grund hierfiir ist ein sehr giinstiger energetischer

W. F. van Gunsteren et al.

Beitrag bei einem nur schwach entgegenwirkenden Entro-
pieterm. Beim Ubergang von DMSO zu Aceton 4ndert sich
die Situation erneut, da nun der Entropieterm mit dem
Solvatationsenergieterm zusammenwirkt. Der Effekt scheint
sich mit steigendem Acetongehalt zu verstiarken. Diese Er-
gebnisse zeigen, dass dhnliche Anderungen der freien Ener-
gie, genauso wie die davon angetriebenen Prozesse, auf sehr
unterschiedlichen Mechanismen beruhen konnen. Um solche
Prozesse auf molekularer Ebene erfassen zu kdnnen, ist eine
geeignete Modellierung der entropischen Einfliisse notwen-
dig.

4.2. Temperaturabhdngigkeit der Faltungs-Entfaltungs-
Gleichgewichte

Das Faltungs-Entfaltungs-Gleichgewicht eines Polypep-
tids wird durch Anderungen sowohl der Energie als auch der
Entropie wéhrend des Faltungs- oder Entfaltungsprozesses
bestimmt. Daraus folgt, dass das zugehorige Ensemble von
Konformationen und die Faltungswege temperaturabhingig
sind. Abbildung 18 zeigt die am hé&ufigsten vorkommenden
Konformationen eines B-Heptapeptids in Methanol; die
Daten stammen aus MD-Simulationen bei drei unterschied-
lichen Temperaturen.® Die vertikalen Pfeile verweisen auf
zusammengehorige Konformationen bei unterschiedlichen
Temperaturen; die horizontalen Pfeile markieren die wich-
tigsten Faltungs- und Entfaltungswege zur bzw. ausgehend
von der stabilsten (helicalen) Konformation, C1. Wie erwar-
tet, sind sowohl das Ensemble von Konformationen als auch
die Faltungs- und Entfaltungswege temperaturabhingig. Mit
MD-Simulationen bietet sich eine Moglichkeit, diese Ab-
héngigkeit zu studieren.

4.3. Verschiedene Konformationen kénnen zum
Ensemblemittelwert beitragen

Falls in Losung unterschiedliche Konformationen im En-
semble eines Polypeptids vorliegen, dann kann es durchaus
sein, dass der gemessene Mittelwert einer Observablen, z.B.
einer NOE-Intensitit oder einer */-Kopplungskonstanten,
keiner realistischen (d.h. energetisch erreichbaren) Konfor-

Tabelle 8: Thermodynamische Daten [k] mol "] fur den Transfer von gelosten Stoffen aus reinem Wasser in Cosolvens-Wasser-Mischungen bei 298 K und 1 atm (berechnet mit MD-

Simulationen).”! Die Prozentangaben bezeichnen Stoffmengenanteile.

Fiir Aceton wurden zwei verschiedene Modelle verwendet (I und I1).

geloster Stoff

NaCl (11%) Harnstoff (15%) DMSO (10%)®

Aceton(l) (10%) Aceton(l) (50%) Aceton(ll) (10%)

AAGs AAU,, TAAS, AAGs AAU, TAAS, AAGs AAU, TAAS, AAGs AAU, TAAS, AAGs AAU, TAAS, AAGs AAU, TAAS,,
Helium 20 —04 -24 13 —01 -14 00 -02 -02 -04 -02 02 -17 —06 1.1 —01 -02 0.1
Neon 2.8 02 -26 11 —07 -18 -03 -07 -04 -07 -04 03 —24 10 14 —04 —06 —02
Argon 37 —01 -38 08 -23 -31 -09 -18 -09 -13 -1.0 03 —44 —21 23 -11  -17 -06
Krypton 40  —02 —42 04 —32 -36 -12 -23 -11 -16 -12 04 —52 -26 26 ~15 -23  —08
Xenon 44 12 -56 —05 —47 -42 15 -27 -12 -22 -17 05 —68 —36 32 —21 34 13
Methan 42 02 —44 05 -31 -36 -11 -21 -10 -17 -12 05 54 —26 28 ~14 22 -08
Ethan 56 -08 -64 —09 —60 -51 -28 —44 —16 -29 -24 05 -84 —46 38 —26 —43 17
Propan 54 -03 -57 -22 -73 -51 -48 -58 -10 -58 -39 19 ~13.0 —65 65 —48 62 14
n-Butan 74 12 -86 -27 -106 -79 -58 -79 -21 —64 -56 038 157 -93 64 —43  —60 1.7
Isobutan 57  -12 -69 -23 -102 -79 -65 -67 -02 —67 -49 138 ~152 -77 75 -59 -77 -18
Neopentan 82  -06 -88 -22 -109 -87 -60 -83 -23 —67 —43 24 ~158 -7 87 —53 97 —44

[a] Um den Konfigurationsraum schneller durchsuchen zu kénnen, wurden die MD-Simulationen mit einer Atommasse von 15.9994 amu fiir die Schwefelatome des DMSO und die
Wasserstoffatome des Wassers ausgefiihrt. Damit war ein MD-Zeitschritt von 4 fs méglich.
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Abbildung 18. Hiufigste Konformationen eines 3-Heptapeptids in Me-
thanol, aus MD-Simulationen bei drei unterschiedlichen Temperatu-
ren.'* Die Pfeile in vertikaler Richtung verbinden zusammengehorige
Konformationen bei unterschiedlichen Temperaturen; die horizontalen
Pfeile markieren die dominanten Faltungs- und Entfaltungswege zur
stabilsten (helicalen) Konformation C1.

mation entspricht. Das Problem ist noch gravierender, wenn
die Observable nichtlinear von der Polypeptidkonformation
abhéngt. In einem solchen Fall kann die Strukturbestimmung
aus NMR-Daten nur dann mit den experimentell gemessenen

Angewandte

Werten der Observablen in Einklang gebracht werden, wenn
keine Einzelstrukturen, sondern Ensembles von Konforma-
tionen betrachtet werden. Ein Beispiel fiir einen solchen Fall
ist das in Abbildung 19 gezeigte B-Nonapeptid. Eine Einzel-
strukturverfeinerung auf der Grundlage von 65 NOE-Inten-
sititen und vier *J-Kopplungskonstanten, die fiir das f-No-
napeptid (ohne Schutzgruppen) in Methanollésung gemessen
wurden, ergab eine 12/10-helicale Modellstruktur. Das fiir
diesen Helixtyp charakteristische Wasserstoffbriickenmuster
ist in Abbildung 19 dargestellt (volle und gestrichelte Pfeile).
Bei der Verfeinerung waren jedoch drei schwache NOE-In-
tensitdten (2HN-SHf, 6HN-3Hf, 7THN-4Hfg.) weggelassen
worden, da sie mit der 12/10-Helix nicht kompatibel
waren.'®! Eine 100-ns-MD-Simulation des B-Nonapeptids in
Methanol (ohne die NOE-Intensitdten und */-Kopplungs-
konstanten als einschrinkende Nebenbedingungen) repro-
duzierte dagegen alle gemessenen NOE-Intensitéten und *J-
Werte.'®] Eine Analyse der MD-Trajektorie ergab, dass die
drei erwidhnten NOE-Intensitidten auf einen kleinen Anteil
einer alternativen 3,,-helicalen Konformation im Ensemble
zuriickzufiithren sind (Abbildung 19, gepunktete Pfeile).
Dieses Beispiel belegt, dass MD-Simulationen mit konsis-
tenten, thermodynamisch kalibrierten Kraftfeldern fiir den
gelosten Stoff und das Losungsmittel bei expliziter Behand-
lung der Losungsmittelfreiheitsgrade zu einer korrekten In-
terpretation von experimentellen Daten auf der Grundlage
von Konformationsverteilungen beitragen konnen, ohne dass
die experimentellen Daten von vornherein als Randbedin-
gungen bei der Durchfiihrung der Simulation beriicksichtigt
werden.

4.4. Perspektiven zur Berechnung von Entropien

Wihrend die Bestimmung von Differenzen der freien
Energie mit MD-Simulationen zu einer Standardprozedur

Abbildung 19. Strukturformel eines 3-Nonapeptids; die Pfeile kennzeichnen das fiir 12/10- und 3,,-Helices charakteristische Wasserstoffbriicken-
muster. Die 12/10-Helix (obere Struktur) ist durch 10- (volle Pfeile) und 12-gliedrige (gestrichelte Pfeile) Wasserstoffbriickenringe charakterisiert;
die 3,,-Helix (untere Struktur) weist 14-gliedrige Wasserstoffbriickenringe auf (gepunktete Pfeile).
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gereift ist, fiir die eine Vielzahl von Techniken entwickelt
wurde, sind Entropien und Entropiedifferenzen bisher nur
selten berechnet worden. Die Entropie ist allerdings von
entscheidender Bedeutung fiir Phinomene wie hydrophobe
Wechselwirkungen, Solvatation, Ligandenbindung etc. Leider
ist es keineswegs einfach, absolute Entropien oder Entro-
piedifferenzen aus MD-Simulationen zu bestimmen, da
hierzu im Prinzip der gesamte Phasenraum durchsucht
werden muss. Im Allgemeinen kann man zwei Gruppen von
Methoden unterscheiden, die aus MD-Simulationen ver-
niinftige Schitzwerte fiir Entropien ableiten.

Ein Ansatz stiitzt sich auf Konformationsentropien, die
nicht alle, sondern nur die internen (konformativen) nicht-
diffusiven Freiheitsgrade einschlieBen,''%! z. B. in einem
Protein.['%]

Der zweite Ansatz bedient sich Techniken, die erfolgreich
zur Bestimmung von Differenzen der freien Energie einge-
setzt worden sind, um auch Entropiedifferenzen zu berech-
nen. Differenzen der freien Energie zwischen zwei Zustédnden
eines Systems oder zwischen zwei Systemen erhilt man, ohne
die vollstdandigen Verteilungsfunktionen zu kennen. Vielmehr
geniigt es, nur die relevanten Teile des Phasen- oder des
Konfigurationsraumes griindlich abzusuchen, d. h. diejenigen,
in denen sich die beiden Zustinde oder Systeme unterschei-
den. Die entsprechenden Techniken zur Bestimmung von
Entropiedifferenzen sind allerdings mit dem Problem behaf-
tet, dass sie einen genauen Schétzwert fiir einen Ensemble-
mittelwert benotigen, der den vollstdndigen Hamilton-Ope-
rator H des Systems in beiden Zustidnden betrifft. Es geniigt
also nicht, nur den Teil des Hamilton-Operators zu betrach-
ten, in dem sich die beiden Zustédnde oder Systeme unter-
scheiden (OH/OA; sieche Abbildung 20).14! Der vollstindige
Hamilton-Operator ist eine Summe iiber viele Terme, von
denen sich nur einige wenige in den beiden Zustdnden des
Systems unterscheiden. Daher ist es sehr zeitaufwindig, pra-
zise Ensemblemittelwerte zu erhalten. Am genauesten ar-
beiten die Methoden 3 und 4 in Abbildung 20. Methode 4
liefert genaue Werte fiir 8S,,, die sdmtliche Losungsmittel-
terme einschlieen, aber keine Solvatationsentropien. Sie
wurde verwendet, um die in Tabelle 8 und Abbildung 17 ge-
zeigten Daten zu berechnen.

Der zuerst genannte Ansatz eignet sich nur zur Berech-
nung von Konformationsentropien des gelosten Molekiils und
kann bei diffusiven Systemen wie Losungsmitteln nicht an-
gewendet werden. Die zur Berechnung der Entropiediffe-
renzen verwendeten Ansitze (Abbildung20) wurden kiirz-
lich iiberpriift und bewertet.'*”) Trotz der Fortschritte bei der
Methodenentwicklung ist die genaue Berechnung von En-
tropien auch hier schwierig. Keine der untersuchten Techni-
ken scheint fiir die Berechnung der Entropie des Ligand-
Protein-Bindungsvorgangs oder der Entropie der Polypep-
tidfaltung geeignet zu sein.

5. Das Experimentalproblem
Experimentelle Daten spielen eine entscheidende Rolle
bei biomolekularen Modellierungen. Zunéchst bilden sie die

Grundlage fiir die Entwicklung von klassischen Kraftfeldern
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mithilfe des Kopplungsparameters 4 .
Hamiltonian wird Funktion von 4: H,(p,r)=H(p,r, A)— Zustand a
H,(p.r)=H(p.r,A) — Zustand b
Freie Energie hangt von 2 ab:

For () =~k Tln([h“ \”] _Uexp _u,?./i):’k,,T)nT)ch)

1. Entropiedifferenz aus Energiedifferenz und

thermodynamischer Integration (TI) der freien Energien

Differenzen von freien Energien und Endzustandsenergien
’ H
—f‘(f,)=j di= J(a >

AU, =(H), -(H),

AF" =F(4,) —

=U(4)-U(L)=AU" ungenau

AU™ —AF" weniger exakt wegen

AS = f Energieungenauigkeit

2. Entropiedifferenz direkt aus (TI)

__[9oF 1 -' oH oH
R e ] R

und 878)
9] s

e

a# und H weniger genau
A

T T

nur A-abhiingige Terme

Korrelation von

alle Terme

3. Entropiedifferenz aus endlichen Temperaturdifferenzen

JoF

mit g _ (ar) C> ASAT = _

Unterschied zwischen fast gleichen genauen Werten

AF(T + AT) - AF," (T - AT)
ZAT

4. Entropiedifferenz der Solvatation aus der
Entropiedifferenz von Solvens und geléstem Stoff
(mithilfe von TI) und Solvens-Solvens-Entropiedifferenz
im Endzustand

AT j[ o\ (11,)), ~(H gy, ‘j:]af,ul[ihf,':.—c:’H= )]
“RTAIN A [y Rl T el T
= At Al
=2

weniger genau Solvens: v
i geloster Stoff: u
reine Solvensterme

genau

Terme von Solvens
und geldstem Stoff

Abbildung 20. Vier Wege zur Berechnung von Entropiedifferenzen
durch Anwendung der Kopplungsparametertechnik im Rahmen von
MD-Simulationen.[

(siehe Tabelle 4). Ohne die dort genannten experimentellen
Daten wire dies praktisch unmdoglich, da theoretische,
quantenchemische Daten allein nicht ausreichen, um ein
Kraftfeld zu konstruieren. In einem weiteren Schritt lassen
sich Simulationsmethode und Kraftfeld validieren und testen,
indem man simulierte oder berechnete Werte von Molekiil-
oder Systemeigenschaften mit den experimentellen Daten
vergleicht.

Der Einsatz experimenteller Daten in der biomolekularen
Modellierung ist jedoch auch mit drei Problemen behaftet:
1) Bei fast jedem Experiment wird iiber die Zeit und den
Raum oder iiber die Molekiile gemittelt, sodass fiir die
Konfigurationen, die sich zu einer Simulationstrajektorie zu-
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sammensetzen, Kkeine direkten Informationen erhalten
werden. 2) Gemessen an der gro3en Zahl von Freiheitsgraden
werden aus Messungen an biomolekularen Systemen nur sehr
sparliche experimentelle Daten erhalten. Daher ist das Kon-
formationsensemble eines biomolekularen Systems durch die
experimentellen Daten unterbestimmt. Es kann vorkommen,
dass viele unterschiedliche Ensembles den gleichen Satz von
experimentellen Daten reproduzieren. 3) In einigen Fillen
sind experimentelle Daten nicht genau genug, um eine Si-
mulation zu validieren. Diese drei Experimentalprobleme im
Zusammenhang mit der biomolekularen Modellierung
werden im Folgenden anhand von Beispielen illustriert.

5.1. Das Problem der Mittelwertbildung

Die Messung einer GroBe Q(r), die als Funktion einer
Molekiil- oder Systemkonfiguration r ausgedriickt werden
kann, liefert keinen Wert Q°™ = Q(r), der von einer einzelnen
Konfiguration r abhéngt, sondern einen Mittelwert iiber viele
Molekiile im realen (makroskopischen) System und iiber die
Dauer der Messung [Gl. (20); das Symbol (--) kennzeichnet
eine Mittelwertbildung]:
o = (0(r )) Molekile Zeit (20)
Mit anderen Worten wird nur ein Mittelwert iiber die

Verteilung P(Q) der GroBe Q gemessen (siche Abbil-
dung 21), nicht aber die Verteilung selbst. Bei der Mittel-

Wahrschein- lineares Mittel
lichkeit <Q>
P(Q)

GréBe Q

Abbildung 21. Das Mittelwert-Problem: Eine Verteilung von Konforma-
tionen, tber die ein Mittelwert gebildet wird, kann nicht aus diesem
Mittelwert abgeleitet werden.

wertbildung geht die detaillierte Information iiber die Ver-
teilung verloren, und sehr unterschiedliche Verteilungen
konnen zum gleichen Mittelwert fithren. Wie empfindlich der
Mittelwert (Q) einer bestimmten GréBe Q von der Form der
Verteilung P(Q) oder der Form der Konformationsverteilung
P(r) abhingt, kann je nach Art der Messgrofie Q variieren.

Als ein Beispiel betrachten wir die Konformationsvertei-
lungen des Octapeptids Aibs-Leu-Aib (Aib = Aminoisobut-
tersdure) in DMSO-Lésung und im Kristall (Abbildung 22).
Da dieses Peptid als Hauptkomponente die achiralen helix-
bildenden Aib-Reste enthilt, sollte es in Losung sowohl eine
R- als auch eine L-helicale Konformation annehmen konnen,
was auch die NOE-Intensititen und */-Werte aus NMR-Ex-
perimenten in Losung auch bestitigten.'""”! Dagegen wird im
Kristall nur die R-helicale Form gefunden.'®® Die berechne-
ten *J-Werte fiir die Kristallstruktur sind jedoch mit 4.2 Hz
deutlich kleiner als die in Losung gemessenen Werte von

Angew. Chem. 2006, 118, 4168 —4198

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

geloster Stoff:

Polypeptid: (Aib)g-Leu-Aib
4 T
achiral L-Aminosédure
Experiment:
NMR:  NOE-Werte deuten auf eine helicale R- oder L-Helix

Struktur in Losung: 37 (Hy-He,) = 6.9 Hz

)

RSA: R-Helix
Struktur im Kristall: NOE-Werte bestatigt, aber 37 = 4.2 Hz
MD-Simulationen: L- und R-helicale
DMSO-Lésung: 3NC)EE—Werte bestatigt, } Fragmente
= 6.8 Hz

Kristall:

nur eine Konformation:

NOE-Werte bestatigt R-Helix

R-Helix, in Einklang mit RSA
3] = 4.0 Hz

Abbildung 22. *]-Kopplungskonstanten sind von der Konformations-
verteilung eines Octapeptids abhingig, NOE-Intensititen hingegen
nicht.'617

6.9 Hz. Diese Beobachtung weist auf eine unterschiedliche
Konformationsverteilung in Losung und im Kristall hin. MD-
Simulationen des Octapeptids in DMSO-Losung und im
Kristalll'® 7" konnten die gemessenen NOE-Intensititen, °J-
Werte und die Rontgenkristallstruktur exakt reproduzieren
und zeigten auf, dass in Losung und im Kristall unterschied-
liche Konformationsensembles vorliegen (Abbildung 23). In

Kristall Losung

Wahrschein-
lichkeit
P(x)

Konformation x

Abbildung 23. Die Konformationsverteilung in Lésung und im Kristall
kann unterschiedlich sein. Im Text wird dies am Beispiel eines Octa-
peptids erortert.'*%170

Losung treten kurzlebige R- und L-helicale Teilstrukturen
auf, die zu einem breiten Ensemble von Konformationen mit
dem Wert (3J)=6.8 Hz fiihren, der dem experimentellen
Wert gleicht. Im Kristall wird hingegen ein relativ schmales
Ensemble von R-helicalen Konformationen mit dem Wert
(3J) =4.0 Hz gefunden, der dem *J-Wert der Rontgenkris-
tallstruktur nahekommt. Die Simulationen zeigen, dass die
NOE-Intensitdten nur schwach von der Form des Kon-
formationsensembles abhidngen, solange helicale Teilstruk-
turen vorhanden sind. Die NOE-Intensitdten eignen sich
daher nicht, um zwischen den Ensembles in Lésung und im
Kristall zu unterscheiden. Dagegen spiegeln die *J-Kopp-
lungskonstanten in diesem Fall die relativ deutlichen Unter-
schiede zwischen den beiden Konformationsensembles sehr
gut wider.
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Es kommt auch vor, dass die */-Kopplungskonstanten
extrem unempfindlich gegeniiber der Konformationsvertei-
lung sind. Dieser Fall ist in Abbildung 24 illustriert, in der
simulierte *J-Werte fiir ein f-Heptapeptid in Methanol mit

14 IIIIIIIIlIIIlIlIIIIIIIIIIIl IIIIllIIIIIIlIIIIlIIIIIIlIl
12_: 298 K 06’ :__: 340 K :_
§ 103 E 3
A 8- — — —
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Abbildung 24. Vergleich der 21 gemessenen mittleren *)-Kopplungs-
konstanten bei 298 K mit den gemittelten *-Kopplungskonstanten, die
aus den Strukturen eines B-Heptapeptids in Methanol (50-ns-MD-Tra-
jektorien) bei vier Temperaturen berechnet wurden. Die vier Konforma-
tionsverteilungen unterscheiden sich relativ deutlich voneinander und
enthalten 97, 50, 39 bzw. 25% 3,,-helicale Strukturen."”

experimentellen Werten verglichen werden.!'’!! Es wurden
vier Konformationsverteilungen verwendet (erzeugt fiir 298,
340, 350 und 360 K), die sich relativ deutlich unterscheiden
und 97, 50, 39 bzw. 25 % 3,,-helicale Strukturen enthalten.['"!]
Dennoch stimmen die vier Verteilungen gleich gut mit dem
Experiment iiberein.

Ein Informationsverlust durch Mittelwertbildung tritt
nicht nur bei NMR-Experimenten auf. Ahnliche Beobach-
tungen wurden auch bei Circulardichroismus(CD)-Spektren
gemacht.'””l Abbildung 25 zeigt die gemessenen CD-Spek-
tren von zwei B-Hexapeptiden in Methanol. Die Spektren
sind sehr dhnlich, obwohl man erwarten sollte, dass sich die
Konformationsensembles der beiden Peptide deutlich unter-
scheiden, verhindert doch die doppelte Methylierung am o-
Kohlenstoffatom des Peptids A die Bildung einer 3,,-Helix,
wohingegen Peptid B, das sich vom Peptid A nur an dieser
Stelle unterscheidet, eine solche Helixform annimmt. Das
wurde durch Messungen der NOE-Intensitidten in NMR-Ex-
perimenten bestédtigt. Um néheren Einblick zu gewinnen,
wurden fiir beide Molekiile 100-ns-Simulationen durchge-
fiihrt und mittlere CD-Spektren aus den MD-Trajektorien
abgeleitet.'” Die berechneten Spektren dhnelten den expe-
rimentellen, lediglich die Amplituden waren kleiner. Die
wichtigsten Konformationen sind in Abbildung 26 zusammen
mit den zugehorigen CD-Spektren gezeigt. Das CD-Spek-

www.angewandte.de

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

W. F. van Gunsteren et al.

H,N OH

Peptid A: DM-BHP
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Abbildung 25. Experimentelle und durch 100-ns-MD-Simulationen be-
rechnete CD-Spektren von zwei [3-Hexapeptiden in Methanol bei 298 K.
Peptid B bildet eine 3,,-Helix, was durch NMR-Experimente bestitigt
wurde. Peptid A ist in a-Position doppelt methyliert und bildet daher
keine 3,,-Helix, zeigt aber ein fiir die 3,,-Helix ,typisches* CD-Spek-
trum .l

trum von Peptid A wird von zweithdufigsten Konformation
bestimmt (13 % des Ensembles), nicht etwa von der haufigs-
ten. Die einzige helicale Konformation des Peptids B (18 %)
erzeugt ein Spektrum, das sich von den Spektren anderer
Konformationen und vom experimentellen Spektrum deut-
lich unterscheidet.

Dies wirft die generelle Frage auf, ob man ein CD-Spek-
trum iiberhaupt einer bestimmten Struktur zuordnen kann.
Abbildung 27 zeigt fiir jedes Peptid die sechs CD-Spektren
mit den groiten Amplituden und die sechs Strukturen auf den
MD-Trajektorien, die zu diesen Spektren fithren. Es ist klar
erkennbar, dass sehr unterschiedliche Strukturen das gleiche
Spektrum erzeugen konnen. Abbildung 28 prisentiert eine
Konformations-Clusteranalyse der kombinierten MD-Tra-
jektorien beider Peptide. Zwischen den beiden Konforma-
tionsensembles der Peptide gibt es praktisch keine Uberlap-
pung, obwohl ihre CD-Spektren sowohl im Experiment als
auch in der Simulation sehr dhnlich sind. Diese Beobachtung
sollte als Warnung gelten, bei der Interpretation von CD-
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Abbildung 26. Wichtigste Konformationen aus den MD-Trajektorien der beiden 3-Hexapeptide A (methyliert) und B (nicht methyliert; siehe Abbil-
dung 25) sowie die zugehérigen CD-Spektren."”? (Ahnlichkeitskriterium der Clusteranalyse: RMSD der Riickgratatome <0.09 nm; 10000 Struktu-

ren, 10-ps-Intervalle)
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Abbildung 27. CD-Spektren einzelner Strukturen aus den MD-Trajektorien mit den stirksten CD-Signalen und die zugehérigen Strukturen der

beiden B-Hexapeptide A und B.'"?
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Abbildung 28. Die Konformations-Clusteranalyse der kombinierten
MD-Trajektorien der 3-Hexapeptide A (methyliert, DM-BHP) und B
(nicht methyliert, BHP) bestitigt, dass es trotz dhnlicher CD-Spektren
praktisch keinerlei Uberlappung zwischen den Konformationsensem-
bles der beiden Peptide gibt.'™
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Spektren in Hinblick auf Molekiilkonformationen vorsichtig
zu sein. Wegen des Problems der Mittelwertbildung liefern
gemessene CD-Spektren keine verlésslichen Aussagen iiber
bevorzugte Konformationen.

5.2. Unzureichende Zahl experimenteller Daten

Hat ein biomolekulares System mehr Freiheitsgrade als
experimentelle Daten vorliegen, oder sind die unterschiedli-
chen experimentellen Daten korreliert, so kann dies dazu
fiihren, dass die vorherrschende Konformation des Biomo-
lekiils im Konformationsensemble nicht eindeutig durch die
experimentellen Daten festgelegt ist. Diese Situation illus-
triert Abbildung 29 anhand eines Beispiels: Fiir ein 3-Hexa-
peptid in Methanol werden die NOE-Abstinde und /-
Kopplungskonstanten aus MD-Simulationen!'” sowie aus
einem Satz von 20 aus NMR-Strukturverfeinerungen abge-

www.angewandte.de

Chemie

4191


http://www.angewandte.de

Aufsiitze

0.1

-0. 1
-0.2-
-0.3
-0.4
-0.5
0.1
0
-0.1
-0.2
-0.3
-0.4
-0.5

0
-0.1
-0.2
-0.3
-0.4
-0.5

Schrankeniiberschreitung / nm

Abbildung 29. Uberschreitung von NOE-Abstandsschranken sowie *J-Kopplungskonstanten bei einem f-
Octapeptid in Methanol. Die Parameter wurden aus zwei 100-ns-MD-Trajektorien berechnet (ohne expe-
rimentelle Daten)!'”?! sowie aus einem Satz von 20 NMR-Modellstrukturen, die durch Strukturverfeine-
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rung ausgehend von den experimentellen NMR-Daten erhalten wurden.!'
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leiteten Modellstrukturen!" mit den Messwerten verglichen.
NOE-Abstinde und *J-Werte aus den 100-ns-MD-Simula-
tionen stimmen mit den experimentellen Werten tiberein (bei
nur zwei geringfiigigen Abweichungen). Der Satz von 20
NMR-Modellstrukturen geniigt zwangsldufig ebenfalls den
experimentellen Daten, aus denen er abgeleitet wurde.'’!
Zwischen den simulierten Konformationsensembles und dem
Satz von NMR-Modellstrukturen gibt es jedoch kaum Uber-
lappungen (Abbildung 30), obwohl beide Sitze die experi-
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Abbildung 30. Konformations-Clusteranalysen des Satzes von NMR-
Modellstrukturen (schwarz) eines $-Octapeptids und einer MD-Trajek-
torie bei 298 K (blau) und 340 K (rot) mit zwei unterschiedlichen Ahn-
lichkeitskriterien fur die mittlere quadratische Abweichung zwischen
den Riickgratatomen der Peptidstrukturen: Es gibt keine Uberlappung
zwischen MD-Trajektorie und gebiindelten NMR-Strukturen.'”*!

mentellen Daten reproduzieren. Daher scheint die Zahl der
Daten unzureichend zu sein, um das wichtigste Konformer
eindeutig festzulegen: Die MD-Trajektorien deuten auf eine
2.5.,-P-Helix hin, wihrend der Satz von NMR-Modellstruk-
turen fiir eine 24-P-Helix spricht.”!
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2 Uberschreitungen (~0.05 nm)

mittlere Abweichung von
exp. J-Werten: 0.44 Hz

1 Uberschreitung (~ 0.03 nm)

mittlere Abweichung von
exp. J-Werten: 0.91 Hz

* gebiindelte NMR-Strukturen:
keine Uberschreitung

mittlere Abweichung von
exp. J-Werten: 0.57 Hz
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5.3. Genauigkeit experimenteller Daten

Die Genauigkeit von experimentel-
len Daten ist oft nicht ausreichend, um
Simulationsergebnisse zu validieren. Ein
Beispiel fiir diese Situation ist in Abbil-
dung 15 anhand der freien Energien fiir
die Bindung von Liganden an den Os-
trogenrezeptor dargestellt. Dort sind die
Abweichungen zwischen den berechne-
ten und gemessenen freien Bindungsen-
ergien geringer als die Abweichungen
zwischen experimentellen Werten eines
Liganden.

Ein anderer Parameter, dessen Ge-
nauigkeit nicht einfach zu bestimmen ist,
sind NOE-Abstandsschranken, die aus
NMR-Experimenten an Proteinen in
wassriger Losung erhalten werden. Hier
taucht die Frage auf, in welchem Ausmaf3
solche NOE-Abstandsschranken in einer
MD-Simulation iiberschritten werden
miissen, bevor man von einer signifikanten Abweichung
zwischen Simulation und Experiment sprechen kann. Abbil-
dung 31 zeigt, wie die Verletzungen von NOE-Schranken fiir
3.5-ns-MD-Trajektorien des Proteins Hiihnereiwei3-Lysozym
in wiissriger Losung verteilt sind.'””! Zwei MD-Simulationen
mit unterschiedlichen Sitzen von Kraftfeldparametern (Dia-
gramme A, C sowie B, D) werden mit zwei Sdtzen von ex-
perimentell bestimmten NOE-Schranken verglichen (Dia-
gramme A, B sowie C, D). Das Experiment aus dem Jahr 1993
lieferte 1079 Schranken,['™ das jiingere Experiment aus dem

150
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I I O NI B

Haufigkeit

-0.6

04 -02 0 02 04 -06 -04 -02 0

Uberschreitung von NOE-Schrankenwerten / nm

02 04

Abbildung 31. Verteilung der tiber r* gemittelten "H-"H-NOE-Absténde
in zwei 3.5-ns-MD-Simulationen des Huhnereiweif3-Lysozyms in wiss-
riger Losung,'”* bezogen auf zwei Sitze von NOE-Abstandsschranken
aus NMR-Daten. Positive Werte entsprechen Uberschreitungen der
oberen NOE-Abstandsschranken. A, B) 1079 NOE-Abstinde, berechnet
aus den MD-Trajektorien, bezogen auf die in Lit. [176] angegebenen
NOE-Schranken. C, D) 1630 NOE-Abstinde, berechnet aus denselben
MD-Trajektorien, bezogen auf die neueren, in Lit. [177] angegebenen
NOE-Schranken. Linke Diagramme: MD-Simulationen mit dem
GROMOS-43A1-Kraftfeld. Rechte Diagramme: MD-Simulationen mit
dem GROMOS-45A3-Kraftfeld.
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Jahr 2001 deutlich mehr (ni@mlich 1630).'7" Ein Vergleich der
beiden experimentellen Datensétze mit den MD-Trajektorien
belegt, dass die neueren experimentellen Daten etwas besser
mit den Simulationen iibereinstimmen (geringere mittlere
Uberschreitung, weniger starke Uberschreitungen). Dies
zeigt, dass experimentelle Daten sich mit der Zeit theoreti-
schen Daten anndhern konnen. Aus diesem Grund ist Vor-
sicht geboten, wenn aus beobachteten Abweichungen zwi-
schen berechneten und experimentellen Daten auf die (un-
zureichende) Qualitdt von Simulationsergebnissen geschlos-
sen wird.

5.4. Perspektiven fiir den Vergleich simulierter und gemessener
Daten

Simulationsstudien werden normalerweise anhand der
gemessenen Eigenschaften des betrachteten Systems vali-
diert.'” Die Ergebnisse eines solchen Vergleichs zwischen
Simulation und Experiment konnen in verschiedene Kate-
gorien fallen, 371791801

Fall 1: Ubereinstimmung zwischen Simulation und Expe-
riment. In diesem Fall kann eine der folgenden Situationen
vorliegen:

a) Die Simulation gibt das experimentelle System adiquat
wieder.

b) Die untersuchte Eigenschaft hingt nur wenig von den
Details der Simulationstrajektorie ab. Eine Anderung der
Simulationsparameter wiirde die Ubereinstimmung nicht
andern.

¢) Fehlerkompensation: Diese Situation kann leicht eintre-
ten, wenn bei einem System mit vielen Freiheitsgraden
nur wenige (globale oder systemische) Eigenschaften
berechnet und verglichen werden.

Fall 2: Keine Ubereinstimmung zwischen Simulation und
Experiment als Folge von einem oder beiden der folgenden
Griinde:

a) Die Simulation gibt das experimentelle System nicht
richtig wieder. Entweder sind Theorie oder Modell falsch,
die simulierte Eigenschaft konvergiert nicht, die Software
ist fehlerhaft oder sie wird falsch bedient.

b) Die experimentellen Daten sind falsch und/oder werden
falsch interpretiert.

Bei einem Vergleich von simulierten mit experimentellen
Ergebnissen sollten stets dieselben Eigenschaften betrachtet
werden. Dies ist nicht immer moglich, und manchmal werden
nur verwandte Eigenschaften verglichen. Zum Beispiel sind
sowohl die mittleren quadratischen Fluktuationen der
Atompositionen als auch die kristallographischen B-Faktoren
ein MaB fiir die Atombeweglichkeit und die Atomfehlord-
nung, sie sind aber unterschiedlich definiert: Die erste Grofie
misst die rdumliche Verteilung eines bestimmten Atoms, die
zweite misst, wie hiufig eine bestimmte Position im Raum
von einem (gleich welchem) Atom eingenommen wird.!'s!]
Als weiteres Beispiel fithren wir die Geschwindigkeiten von
Proteinfaltungen an, die durch Renaturierung bei simulierten
Temperaturen ermittelt werden und von den gemessenen
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Geschwindigkeiten der Cosolvens-induzierten Faltung ab-
weichen.

Mit der Zeit werden Simulationen mit verbesserten
Kraftfeldern und lingeren Aquilibrierungs- und Simulati-
onszeiten immer genauere Werte fiir die verschiedensten
molekularen und systemischen Eigenschaften liefern. Es ist
zu hoffen, dass die Verbesserungen der experimentellen Ge-
nauigkeit durch ausgefeilte Messtechniken mit den Ent-
wicklungen in der Modellierung Schritt halten kdnnen.

Beziiglich der experimentellen Daten, die in der Kraft-
feldentwicklung eingesetzt werden, wiére es fiir die Verfei-
nerung von biomolekularen Modellierungsmethoden von
vorrangiger Bedeutung, prézise thermodynamische Daten
wie Verdampfungswirmen, Mischungswiarmen etc. fiir viel-
faltige Verbindungen unter physiologischen Bedingungen zu
gewinnen.

6. Perspektiven in der biomolekularen Modellierung

Der entscheidende Parameter bei der Entwicklung der
biomolekularen Modellierung war, ist und wird auch kiinftig
der rasante Anstieg der verfiigbaren Rechenleistung sein.
Abbildung 32 verdeutlicht, dass die Computerleistung bisher
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Abbildung 32. Entwicklung der Rechenleistung der weltweit leistungs-
fahigsten Computer.

alle fiinf Jahre um den Faktor 10 gestiegen ist. Nimmt man die
gegenwirtigen Parallelrechnern zur Grundlage, dann wird
sich dieser Trend in néchster Zukunft wahrscheinlich fort-
setzen. Parallelrechentechniken kommen bei biomolekularen
Simulationen hervorragend zur Geltung, da der zeitrau-
bendste Teil einer Simulation die Berechnung von Kriften
oder Wechselwirkungen ist, die fiir alle Atome im System
parallel ausgefiihrt werden kann. Insbesondere die Einfiih-
rung neuer Hardware, die speziell zur Losung des Protein-
faltungsproblems durch klassische dynamische Simulationen
entwickelt wurde, eroffnet Perspektiven fiir préazisere Simu-
lationen und neue Anwendungen.!*?

Eine zweite Triebkraft der biomolekularen Modellierung
sind die Fortschritte bei den Modellierungstechniken. Bei-
spielsweise stehen heute zur Berechnung von langreichwei-
tigen elektrostatischen Kriften effiziente Algorithmen zur
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Verfiigung['*2?"! Zahlreiche Methoden haben die Effizienz
bei der Durchmusterung des Konfigurationsraumes verbes-
sert, 0103851551831 ynd die biomolekularen Kraftfelder sind
verfeinert worden.'*

Dank dieser Entwicklungen gelingen Simulationen fiir
immer groflere Systeme und iiber immer ldngere Zeitrdume
(siehe Tabelle 9). Praktische Anwendungen von Simulationen

Tabelle 9: Geschichte und extrapolierte Zukunft der Molekiildynamik-
Simulation. Zukiinftige Entwicklungen sind ausgehend von der bisheri-
gen Erfahrung abgeleitet, dass die Computerleistung alle 5 Jahre um den
Faktor 10 steigt (sieche Abbildung 32).

Jahr molekulares System (Art, Gréfe) Simulations-
dauer [s]
1957 erste Molekiildynamik-Simulation
(harte Scheiben)
1964 atomare Flussigkeit (Argon) 10"
1971 molekulare Flussigkeit (Wasser) 5x107"2
1977 Protein im Vakuum 2x107"
1983 Protein in Wasser 2x10™"
1989 Protein-DNA-Komplex in Wasser 107"
1997 Polypeptidfaltung in Lésung 1077
2001 Micellbildung 1077
200x Faltung eines kleinen Proteins 10°
Und die Zukunft ...
2001 Biomolekiile in Wasser (ca. 10* Atome) 10°%
2029 Biomolekiile in Wasser (Faltung eher?) 10°°
2034 E.-coli-Bakterien (ca. 10" Atome) 10°°
2056 Saugerzelle (ca. 10" Atome) 107°
2080 Biomolekiile in Wasser (so schnell 10°
wie in der Natur)
2172 menschlicher Kérper (ca. 107 Atome) 1

betreffen verschiedenste Systeme und Prozesse: Komplex-
bildung, Ligandenkoordination, Polypeptidfaltung, Mem-
brantransport, Membranbildung, Kristallisation. Ginge man
weiterhin davon aus, dass sich die Effizienz alle 5 Jahre um
den Faktor 10 verbessert, so ergeben sich die in Tabelle 9
genannten Prognosen, die aber im Grunde miifig sind. Ers-
tens ist es unwahrscheinlich, dass die Rechenleistung weiter-
hin mit dem bisherigen Tempo steigt. Zweitens ist zu beden-
ken, dass zur Simulation immer grof3erer Systeme auf ato-
marer Ebene immer mehr Paarwechselwirkungen herange-
zogen werden miissen. Um ein groBes System mit der glei-
chen Genauigkeit zu berechnen wie ein kleines, miissen die
Paarwechselwirkungen des groferen Systems genauer be-
stimmt sein. Die Genauigkeit wird jedoch durch die Nihe-
rungen begrenzt, auf denen eine Kraftfeldbeschreibung des
Systems beruht. Drittens kann man den Wert einer detail-
lierten atomaren Beschreibung makroskopischer Systeme
grundsédtzlich anzweifeln. Vorrangigste Aufgabe bleibt es
daher, einfache und geniherte Modelle zu formulieren (Ab-
bildung 33), die eine interessierende Eigenschaft mithilfe
moglichst weniger Freiheitsgrade addquat wiedergeben.

Es stellt sich die Frage, nach welchen Kriterien biomole-
kulare Modelle erweitert, verbessert oder vereinfacht werden
sollten. Erstens erfordert eine angemessene Beschreibung
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Experimentelle
Daten

—— | Experimente

Klassifizierung

Abstraktion Vergleich
Vereinfachung =
Niaherung Test

Verallgemeinerung
Modell ———=| Vorhersagen

Rechnerische
Verfahren

Tha.lcs 600 v. Chr. Baterarf vori Beobachtung —* Modell
Galileo 1500 Modell —+ Experimenten Beobachtung —» Modell
Rahman 1980 Modell —+ Computersimulation * Beobachtung —+ Modell

der realen Welt

Abbildung 33. Grundlage der Computerphysik, -chemie und -biologie
ist die Formulierung und Uberpriifung von (mathematischen) Model-
len der realen Welt.

von Enzymreaktionen, dass elektronische Freiheitsgrade be-

riicksichtigt werden, die gemal3 Tabelle 1 eine Stufe iiber dem

Theorieniveau klassischer MD-Methoden liegen. Quanten-

klassische Hybridverfahren (QM/MM) werden in dieser

Hinsicht die weitere Entwicklung bestimmen.[*¥1871 zyur

Simulation von Protonentransferreaktionen kénnten quan-

tendynamische Methoden notig sein,'® !l die noch hohere

Rechenleistungen als QM/MM-Rechnungen erfordern.!'?

Zweitens werden Verbesserungen im Bereich der klassischen

Modellierungsmethoden aus der Beriicksichtigung der Pola-

risierbarkeit in biomolekularen Kraftfeldern folgen!**

sowie aus der expliziten Simulation von Cosolvenseffekten!!*”!
und aus Techniken mit verbesserter Durchmusterung des

Konfigurationsraumes.® %! Drittens wird die Vereinfachung

von Modellen durch Mittelwertbildung iiber atomare Frei-

heitsgrade (grobkornige Molekiilmodelle)®*>! die Simula-
tion langsamer Prozesse wie der Membranbildung ermogli-

Chen.[60‘194j
Die Motivation zur Verwendung von Simulationen und

Modellstudien wurde in Tabelle 3 dargelegt: Sie sollen ein

mikroskopisch genaues Bild mit sonst unerreichbarer Auflo-

sung in Zeit, Raum und Energie erzeugen, das den begrenz-
ten Satz von experimentell zugédnglichen Eigenschaften er-
ganzt. Dariiber hinaus koénnen bei einer Modellstudie die

Systemparameter nach Belieben verdndert werden, um ein-

zelne Ursache-Wirkungs-Beziehungen zu untersuchen und

dadurch biomolekulare Systeme besser zu verstehen.

Zur Modellierung eines biomolekularen Systems ist es
entscheidend, den richtigen Mittelweg bei der Auswahl der
Freiheitsgrade, des Kraftfeldes, der Simulationsmethode und
der Randbedingungen zu finden (siche Abbildung 2). Drei
Faktoren sind hier maBgeblich (Abbildung 34):

1. Die interessierenden Eigenschaften des betreffenden
biomolekularen Systems sollten benannt werden, und die
GroBe des zu durchsuchenden Konfigurationsraumes
(oder die Zeitskala) sollte abgeschitzt werden.

2. Die erforderliche Genauigkeit sollte festgelegt werden.

3. Die verfiigbare Rechenleistung sollte abgeschétzt werden.

Falls das Modell zu einfach gewéahlt wird, kann es sein,
dass das interessierende Phidnomen verborgen bleibt oder die

Genauigkeit unzureichend ist. Bei zu aufwindigen Modellen
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Eigenschaft oder
GroBe

Auswahl:
- Molekilmodell
- Kraftfeld

- Suchmethode /
Zeitrahmen

erforderliche
Genauigkeit - e

verfligbare
Rechenleistung

Nutze alle verfiigbaren Techniken zur Zeitersparnis,
die nicht die erforderliche Genauigkeit beeintréchtigen!

Ziele:

langere Zeitskalen
héhere Suchleistung

Abbildung 34. Die Auswahl des Molekiilmodells (Freiheitsgrade), des

Kraftfeldes und des Simulationsverfahrens hingen von der betreffen-

den Eigenschaft ab, die berechnet werden soll, der benétigten Genau-
igkeit des Ergebnisses und der verfiigbaren Rechenleistung zur Erzeu-
gung des Boltzmann-Ensembles.

kann es andererseits unmoglich werden, den Konfigurati-
onsraum im geforderten Umfang zu durchsuchen. Hier den
richtigen Mittelweg zu finden — darin besteht die Kunst bei
der biomolekularen Modellierung.
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