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Zusammenfassung

Die Faltung und die Funktionsdynamik von Proteinen basieren auf schnellen Prozessen,
die zum Teil im Zeitbereich der Pikosekunden bis Nanosekunden ablaufen. Zur Untersu-
chung dieser Dynamiken und der mit ihnnen verbundenen strukturellen Anderungen wer-
den haufig Molekulardynamik (MD)-Simulationen eingesetzt, die auf empirisch parame-
trisierten molekularmechanischen (MM) Kraftfeldern basieren.

Die vorliegenden Arbeit stellt einen Ansatz zur Validierung solcher MM-Kraftfelder vor,
der darin besteht, die Relaxationsdynamik kleiner lichtschaltbarer Modellpeptide zu simu-
lieren und die dabei auftretenden Kinetiken mit Ergebnissen der Femtosekunden-Spektro-
skopie zu vergleichen. Erste Simulationen dieser Art zeigen eine Uberraschende Uber-
einstimmung zwischen den simulierten und den gemessenen Kinetiken [S. Spdrlein, H.
Carstens, H. Satzger, C. Renner, R. Behrendt, L. Moroder, P. Tavan, W. Zinth, J. Wacht-
veitl, PNAS99, 7998-8002 (2003)]. Weitere Untersuchungen, bei denen einzelne Details
des eingesetzten Kraftfelds variiert werden, lassen jedoch erkennen, dass diese Uberein-
stimmung auf einer zufalligen Kompensation von Fehlern beruht. Es wird gezeigt, dass
die simulierten Kinetiken sehr empfindlich auf Anderungen am MM-Kraftfeld reagieren
und damit als Mal3stab fur die Glite seiner Parametrisierung dienen kénnen. Besonders die
Modellierung des Lésungsmittels DMSO hat einen entscheidenden Einfluss auf die beob-
achteten Kinetiken, und zwar nicht nur auf die Kiihlzeiten der Warmedissipation, sondern
auch auf die Relaxationsdynamik des Peptidteils der Modellsysteme.

Als Vorarbeit fur die Simulation der Modellpeptide wird ein flexibles und explizites DMSO-
Modell aus ersten Prinzipien abgeleitet und dessen thermodynamische und strukturelle
Eigenschaften mit denen existierender Modelle verglichen. Ferner wird das eingesetzte
Kraftfeld um Parameter flr den in die Modellpeptide integrierten Farbstoff Azobenzol
erweitert und dessen lichtinduzierte Isomerisierungsreaktion modelliert. Dariber hinaus
werden neuartige Methoden zur statistischen Auswertung von MD-Trajektorien vorge-
stellt, die dazu dienen, eine strukturelle Klassifikation der Peptidgeometrien zu ermégli-
chen. Mit Hilfe dieser Klassifikation kann ein vertiefter Einblick in die wahrend der Rela-
xation der Modellpeptide auftretenden Konformationsiibergdnge gewonnen werden. Fer-
ner ermdglichen es die statistischen Auswertungsverfahren, aus Langzeitsimulationen der
Modellpeptide deren Gleichgewichtskonformationen zu bestimmen. Der Vergleich dieser
Konformationen mit Daten der NMR-Spektroskopie zeigt schlie3lich die Leistungsfahig-
keit der Methode der MD-Simulation fur die Vorhersage von Peptidstrukturen.

Vil



viii



Inhaltsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis Xi
Tabellenverzeichnis XV
Abkurzungsverzeichnis XVii
1 Einfuhrung 1
1.1 Struktur und Dynamik von Peptiden und Proteinen . . . . . ... ... 2
1.2 Experimentelle Methoden zur Untersuchung von Biomolekilen. . . . 10
1.3 Theoretische Beschreibungen . . . . . ... ... ... ...... 15
1.4 Lichtschaltbare Modellpeptide als kombinierter Ansatz . . . . .. .. . 23
1.5 Zieleund Gliederungder Arbeit . . . ... .. ... ... ....... 28

2 Standardkraftfelder und Simulationsmethoden 31
2.1 Grundlagen der Molekulardynamik . . . . . ... ... ... ... ... 31
2.2 Das eingesetzte MM-Kraftfeld . . . . ... ... ... ... ...... 34
2.3 Die strukturadaptierte Multipolmethode . . . . . ... ... ... ... 38

3 DMSO als explizites Lésungsmittel 43
3.1 Parametrisierung des neuen DMSO-Modells . . . . ... ... .. .. 44
3.1.1 DFT-BerechnungenimVakuum . . .. ... ... ....... 45

3.1.2 Hybride DFT/MM-Simulationen von DMSO inDMSO . . . . . . 52

3.1.3 Optimierung der Van der Waals Parameter . . . . . .. .. .. 59

3.2 Evaluation der DMSO-Modelle . . . . . ... ... ... ... ..... 61
3.2.1 Thermodynamische und kinetische Observablen . .. . . .. 61

3.2.2 Radiale Paarverteilungsfunktionen . . . . . ... ... ... .. 68

3.23 Diskussion . .. ... 71

4 Modellierung der lichtschaltbaren Peptide 73
4.1 Kraftfeldparameter fur die Azobenzolfarbstoffe . . . . ... ... ... 74
4.2 Ein MM-Modell der Isomerisierung . . . . . . ... ... ... .. 82

5 Datenanalyse und Modellbildung 89
5.1 Dimensionsreduktion . . . . .. ... .. L o 92
5.2 Dichteschatzung . . . . . . . . . . . . .. e 97
5.3 Unuberwachte Klassifikation und Prototypen . . . . .. .. ... 106
5.4 Zirkuldre Statistik . . . . . . ... 111



Inhaltsverzeichnis

6 Validierung des Peptid-Kraftfeldes: das Alanin-Dipeptid 117
6.1 MinimalstrukturenimVakuum . . . . . ... ... L L. 118
6.2 Energieflachenim VakuumundinlLésung . . . .. .. .. ... ... 121

7 Die Modellpeptide im Gleichgewicht 129
7.1 Details der Simulationen . . . . . ... ... ... .. oL 130
7.2 Die Energielandschaften dgs- undtransisomere . . . . . . ... ... 135

7.2.1 Ramachandran-Plots . . . .. .. ... ............ 135
7.2.2 Projektion der Energieflachen auf inre Hauptkomponenten . 139
7.3 Konformationsanalyse durch Klassifikation der MD-Trajektorien . . . 143
7.3.1 Die Anzahlen der bestimmten Konformationen . . . . . . .. 144
7.3.2 Reprasentative Strukturen . . . ... ... 146
7.4 Erfullungder NMR-Restraints . . . . . .. .. ... ... ....... 154
7.4.1 Die beispielhafte Diskussion einigerNOEs . . . . . ... .. 155
7.4.2 Die Erfillung der NOEs durch die Konformationen disscAPBs 159
7.4.3 Die Protonenabstande der anderen Modellpeptide . . . . . . 162.
7.4.4 \Vergleich defJ-Kopplungskonstanten . . . . . .. .. .. ... 164
7.5 Diskussion. . . . ... 167

8 Die lichtinduzierte Relaxationsdynamik der Modellpeptide 169
8.1 Detailsder Simulationen . . . . ... .. ... ... ......... 172
8.2 Energetische und geometrische Observablen . . . . . ... .. ... 175.
8.3 Ergebnisseund Diskussion . . . ... ... ... ... ... .. ... 179

8.3.1 Ubereinstimmung mit den Experimenten: Azobenzol und cAPB79
8.3.2 Der Einfluss des DMSO-Modells auf die Kiihlzeit des AzobenZ84

8.3.3 Die Reproduzierbarkeit der Simulationen des cAPBs . . . . . 187
8.3.4 Veranderungen an4 und den Dihedralpotentialen . . . . . . . 189
8.3.5 Das cAPB in unterschiedlichen DMSO-Modellen . . . . . .. 196
8.3.6 Ein Einblick in die lichtinduzierten Konformationsuibergénge . 199
9 Zusammenfassung und Ausblick 209
A Optimierung von VDW-Parametern mit der Simplex-Methode 213
B Korrektur der langreichweitigen VDW-Beitrage 215
C Geometrien der Konformationen 219
D Tabellen des MD-NMR Vergleichs 221
Literaturverzeichnis 229
Danksagung 251



Abbildungsverzeichnis

1.1 Ausschnitt aus einer Peptidkette . . . . . .. .. ... ... ... ... 2
1.2 Die Peptidbindung und Definition der Torsionswinkel . . . . . .. . .. 3
1.3 Seitengruppenvon Aminosauren . . . . . . .. ... 4
1.4 Ramachandran-Plots . . ... .. ... ... ... ... ........ 5
1.5 «-Helix und g-Faltblatt als Sekundarstrukturen . . . . . . ... .. ... 5
1.6 Die 3D-Struktur der Thioredoxin Reduktase . . . . ... ... ... .. 7
1.7 Energielandschaften der Proteinfaltung . . . . . .. .. ... ... ... 9
1.8 Das Ergebnis einer Rontgenstrukturanalyse . . . ... .. ... ... 11
1.9 Eine klassische lllustration des NMR-Prinzips . . . . . ... ... ... 13
1.10 Raumfillende Simulationsvolumina . . . . . ... .. ... ...... 20

1.11 Behandlung der Elektrostatik unter periodischen Randbedingungen . 21 .
1.12 Die Geometrieanderung von Azobenzol durch Photoisomerisierung .24 .

1.13 Die chemische Struktur von Azobenzol und den Modellpeptiden . . . 25
1.14 Je eine Konformation dess- undtranscAPBs . . . . . ... ... ... 27
2.1 Skizze derinternen Koordinaten . . . . ... .. ... ... ... 35
2.2 SAMM, die strukturadaptierte Multipolmethode . . . . . . ... .. .. 38
2.3 Der Uberlapp der Hierarchieebenen kSMUSAMM . . . . . . .. .. .. 40
3.1 Dimethylsulfoxid . . . .. .. ... ... ... . 43
3.2 Die IR-aktiven NormalmodendesDMSO . . . ... ... .. .. ... 48

3.3 Die Wahl der Gitterpunkte zur Bestimmung der ESP-Ladungen des DNMIBOs
3.4 Die Abhangigkeit der ESP-Ladungen und des DipolmomentsgfH) 51
3.5 Hybride Simulation von DMSOInDMSO . . . . . .. .. ... .. .. 53
3.6 Das molekulfeste Koordinatensystem fur DMSO . . . . . ... .. .. 54
3.7 Das Dipolmoment des DMSO-Molekiils in der 5-ps Hybridsimulation .55
3.8 Die Verteilung der internen Koordinaten wahrend der Hybridtrajektorie 58
3.9 Die Paarverteilungsfunktionen der schweren Atome des DMSO . . . 69.
3.10 Partielle Strukturfaktoren aus der Simulation und der Neutronenstreuuidd .

4.1 Die Struktur und die Atomnamen der Azobenzolfarbstoffe . . . .. .. 75
4.2 Eine farbkodierte Darstellung der MM-Partialladungen . . . . . . . .. 77
4.3 Die Potentialflachen der Bindungen und Winkel des Azobenzols . . . 79.
4.4 Die Potentialkurven der Dihedralwinkel . . . . . ... ... ... ... 83
4.5 Die diskutierten Reaktionspfade der Isomerisierung des Azobenzols .84 .
4.6 Das Zusatzpotential der erzwungenen Inversion . . . . . . .. .. .. 85.

Xi



Abbildungsverzeichnis

Xii

4.7 Das lokale Koordinatensystem der Isomerisierung . . . . . . . .. .. 86
5.1 Beispiel einer MD-Trajektorie . . . . . ... .. ... ... ...... 90
5.2 Hauptkomponentenanalyse . . . .. ... .. ... ... ... ... 94
5.3 Die Histogrammschatzung . . . . ... ... ... ... ... ..., 98
5.4 Die Partitionierung des Merkmalsraumes . . . . . ... ... .. .. 100
5.5 Der WNIVAR-Algorithmus . . . . .. ... .. ... .. ........ 103
5.6 Der Verlaufeines NIVAR-Trainings . . . . . . . . . ... ... .. ... 104
5.7 Die Entwicklung der Orte der Kodebuchzentren . . . . . .. ... .. 104
5.8 Das Ergebnis einerNUvAR Dichteschatzung . . . . . . .. ... ... 105
5.9 Die skalierte Modelldichte und ihre Maxima . . . . . ... ... ... 107
5.10 Das Ergebnis desssoVerfahrens . . . . . ... ... ... 109
5.11 Die Hierarchie der Prototypen als Baumstruktur . . . . . .. .. ... 109
5.12 Der Mittelwert zweier Winkelvariablen . . . . . . ... ... ... .. 112
5.13 Die Zirkulare Normalverteilung und ihre Darstellungen . . . . . . .. 113
5.14 Fehlerin den Darstellungen der zirkularen Normalverteilung . . . . . 114
5.15 Dichteschatzung im Fall zirkularer Variablen . . . . . ... ... .. 115
6.1 DasAlanin-Dipeptid . . . . .. ... . ... ... 118
6.2 Drei stabile Strukturen des Alanin-Dipeptids im Vakuum . . . . . . . 119
6.3 Zeitserien der Dihedralwinkel des Alanin-Dipeptids in Lésung . . . . 123
6.4 Die Energieflachen des Alanin-Dipeptids . . . . . ... .. ... .. 125
7.1 Relaxation einer NMR-Struktur wahrend der MD-Simulation . . . . . 134
7.2 Ramachandran-Plots der freien Energie der Modellpeptide . . . . . 136.
7.3 Die Motivation der Anwendung der Hauptkomponentenanalyse . . . 139
7.4 Die mit den Hauptkomponenten verbundenen Varianzen . . .. .. 141
7.5 Die freie Energie in Projektion auf die ersten beiden Hauptkomponentb42.
7.6 Die Anzahlen der Konformationen . . . . . .. ... ... ... ... 144
7.7 Die beobachteten Konformationen der Modellpeptide . . . . . . . .. 148
7.8 Die NMR-Strukturen . . . . . . ... . L 149
7.9 Die KonformationendescAPBs . . . .. ... ... ... .. ..., 152
7.10 Einige NOEsdesisCAPBS . . . . . . . . . . .. .. ... ... ... 156
7.11 Detaillierte Ergebnisse der Simulation zu einigen der NOEs . . . . . 157,
7.12 Abweichung decis-cAPB Konformationen vonden NOEs . . . . . . . 160
7.13 Das Ansteigen der mittleren NOE-Verletzungena®d . . . . . . . .. 162
7.14 3J-Kopplungskonstanten und die Dihedralwinkel . . . ... ... .. 165
8.1 Energierelaxation: Azobenzol (R1)undcAPB(R5) . ... ... ... 180
8.2 Energierelaxation: Azobenzol in verschiedenen DMSO-Modellen (R2134)
8.3 Energierelaxation: alte (R5) und neue (R6) Simulation des cAPBs . 188.
8.4 Energierelaxation: Veranderung der Dihedralpotentiale (R6 und R8) 190.
8.5 Energierelaxation: Anderung des Skalierungsfakigs$R6 und R7) . . 191
8.6 Klassifikation der Peptidgeometrien: cAPB, R6 bisR9 . . . . . . .. 193



Abbildungsverzeichnis

8.7 Energierelaxation: Veranderung der Dihedralpotentiale 11 (R7 und R9)194
8.8 Energierelaxation: cAPB in diversen DMSO-Modellen (R9, R11 und RIF)

8.9 Kilassifikation der Peptidgeometrien: cAPB, R9, R11und R12 . . . .198
8.10 Geometrische Klassifikation einiger Einzeltrajektorien . . . . . . . . 200
8.11 Hauptkomponentenprojektion einiger Relaxations-Trajektorien . . . 201
8.12 Schnappschisse der Molekulstrukturen . . . . . . ... ... .... 204
8.13 Die Einzeltrajektorien der Dihedralwinkel . . . . . .. ... ... .. 205
A.1 Der Simplex-Optimierungsalgorithmus in zwei Dimensionen . . . . . 213
B.1 Die optimale Korrektur der VDW-Wechselwirkung . . . . .. .. ... 216

Xiii



Abbildungsverzeichnis

Xiv



Tabellenverzeichnis

11
1.2

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9

4.1
4.2
4.3

6.1

7.1
7.2

8.1
8.2
8.3
8.4
8.5
8.6

B.1
C1l

D.1
D.2
D.3
D.4

Zeitskalen der Dynamik von Proteinen . . . . . . .. .. .. ... ... 8
Die Anwendungsbereiche verschiedener theoretischer Methoden . . 16 .

Mit DFT optimierte Geometrien und Dipolmomente von DMBQacuo 46

Wellenzahlen der IR-aktiven Normalmoden des DMSOs . . . . . . . 48
Zunahme des Dipolmoments beim Ubergang in die kondensierte Phasg7. .
Dipolmomente der DMSO-Modelle . . . . ... ... ... ...... 57
Die Geometrie des DMSO-Moleklils in der Hybridtrajektorie . . . . . . 59
Bindungsparameter der DMSO-Modelle . . . . . .. .. .. ... ... 62
Partialladungen und VDW-Parameter der DMSO-Modelle . . . . . . 63

Thermodynamische und dynamische Observablen der DMSO-Modelle65 .
Experimentelle Gewichtungsfaktoren der Paarverteilungsfunktionen .70.

Kraftfeldparameter der Bindungslangen und -winkel . . . . .. .. .. 76
Atomtypen und Partialladungen der Azobenzolfarbstoffe . . . . . .. 78
Kraftfeldparameter der Torsionswinkel . . . . . . . ... ... ... .. 80

Die Energien und Minimalstrukturen des Alanin-Dipeptids im Vakuum119

Mittlere RMSDs der Peptid-Konformationen. . . . . . .. ... ... 147
Mittlere RMSDs der cAPB-Konformationsensembles . . . . . . . .. 151
Ubersicht Uber die Relaxations-Simulationen . . . . . ... ... .. 172
Zeitkonstanten: Azobenzol (R1)undcAPB(R5) . . . . . . . ... .. 180
Zeitkonstanten: Azobenzol in verschiedenen DMSO-Modellen (R2-R4)86
Zeitkonstanten: alte (R5) und neue (R6) Simulation des cAPBs . . . 188.
Zeitkonstanten: cAPB,R6bisR9 . . . . . . ... ... .. oL, 190
Zeitkonstanten: cAPB, R9,R11undR12 . . . . . . . .. .. ... .. 197
Effektive Gyrationsradien zur VDW-Korrektur . . . . . . ... .. .. 217
Die Geometrien der Peptidkonformationen . . . . . . . ... ... .. 220
cis-cCAPB: Protonenabstande uddKopplungen . . .. .. .. .. ... 222
trans-cAPB: Protonenabstande uAdtKopplungen . . . . ... .. ... 223
cis-=cAMPB: Protonenabstande uAdKopplungen . . . ... .. .. .. 224
transcCAMPB: Protonenabstéande udd-Kopplungen . . . . ... .. .. 225

XV



Tabellenverzeichnis

D.5 cis-bcAMPB: Protonenabstinde uddKopplungen

D.6 transbcAMPB: Protonenabstande uAdKopplungen . . . . . ... ..

XVi



Abklrzungsverzeichnis

o/
AMPB

APB
bcAPB
cAMPB
CAPB
CPMD
DFT
DK
DMSO
HF

MD
MIC
MM
NMR
NOE
PBC
PCA
PMF
PP

Torsionswinkel des Peptidriickgrats, Seite 3
(4-Aminomethylphenyl)azobenzoeséure, Seite 25
(4-Aminophenyl)azobenzoeséaure, Seite 25

bizyklisches Peptid mit AMPB als Schalter, Seite 25

monozyklisches Peptid mit AMPB als Schalter, Seite 25

monozyklisches Peptid mit APB als Schalter, Seite 25

Car-Parinello Molecular Dynamics, Seite 17

Dichtefunktionaltheorie, Seite 16

Dielektrizitatskonstante, Seite 123

Dimethylsulfoxid,CoHgS O, Seite 28

Hartree-Fock Theorie oder Verfahren, Seite 16

Infrarot, Seite 14

Molekulardynamik, Seite 18

engl. Minimum Image Convention, Seite 20

Molekularmechanik, ein effektives Molektlmodell, Seite 17

engl. Nuclear Magnetic Resonance: Kernspinresonanz, Seite 12
Nuklearer Overhauser Effekt, Seite 12

engl. Periodic Boundary Conditions, periodische Randbedingungen, Seite 19
engl. Principal Component Analysis, Hauptkomponentenanalyse, Seite 94
engl. Potential of Mean Force, freie Energiefunktion, Seite 90

Pseudopotential, Seite 17

XVii



Abkurzungsverzeichnis

RF Reaktionsfeld, Seite 22

RMSD engl. Root Mean Square Deviation, mittlere quadratische Abweichung der
Atomkoordinaten, Seite 92

VDW Van der Waals-Wechselwirkung, Seite 19

WND engl. Wrapped Normal Distribution, eine der Normalverteilungen zirkulérer

Variablen, Seite 113

XVili



1 EinfUhrung

Hofstadter's Law:

It always takes longer than you expect, even when you take into account
Hofstadter's Law.
Douglas Hofstadtet;6del, Escher, Bagii979 [1]

Auf molekularer Ebene sind die Proteine die wichtigsten Bauteile und Werkzeuge der Le-
bewesenZ]. Um die vielfaltigsten Aufgaben in den Organismen wahrnehmen zu kénnen,
wurden sie durch die Evolution fortwahrend weiterentwickelt und optimiert. Sie dienen als
Strukturelemente der Zellen, als Botenstoffe und als Rezeptoren fir solche Stoffe, ermog-
lichen die Signalleitung in Nervenzellen oder sind Transportmittel, wie das Hamoglobin
fur Sauerstoff. Eine wichtige Aufgabe von Proteinen ist die Katalyse biochemischer Reak-
tionen. So spalten sie beispielsweise als Enzyme grof3e Molekiile der Nahrung in kleine,
verdaubare Teile oder bauen Giftstoffe ab, die dem Organismus schaden kénnten. Die
in den letzten Jahrzehnten entwickelten ComputersimulatioBed} grmoglichen einen
detaillierten Einblick in die Funktionsweise von Proteinen auf atomarer Ebene.

Die vorliegende Arbeit soll zur Beantwortung der Frage beitragen, unter welchen Bedin-
gungen solche Computersimulationen geeignet sind, eine ,virtuelle Realitat* dieser Bio-
molekile zu erzeugen, d.h. experimentell verifizierbare Vorhersagen fr die Werte physi-
kalischer Observablen zu treffen. Im Zentrum steht dabei die Beschreibung der Dynamik
von Proteinen und Peptiden auf Zeitskalen im Bereich von Femto- bis Nanosekunden.

Statt grofRer und sehr komplexer Proteine sollen dabei kleine lichtschaltbare Modellpep-
tide in Losung betrachtet werden. Dabei besteht die, wie es sich zeigen wird, begriindete
Hoffnung, aus solchen Minimalmodellen grundlegende Einsichten Uber den Ablauf jener

photobiologischen Prozesse zu generieren, vermittels derer in Proteinen Licht in Signale
oder chemische Energie umgewandelt wird.

Zur Einfuhrung in die Physik solcher Systeme wird daher zuerst die Struktur und Dynamik
von Peptiden und Proteinen vorgestellt. Es folgt eine Erlauterung zugehériger experimen-
teller Methoden und theoretischer Ansatze. Darauf aufbauend werden Ideen prasentiert,
die im Rahmen des SFB 533 ,Lichtinduzierte Dynamik von Biopolymeren“ entwickelt
wurden und zur dort durchgefuhrten Synthese, experimentellen Charakterisierung und
theoretischen Modellierung lichtschaltbarer Modellpeptide fiihrten. Schlie3lich werden



1 Einfuhrung
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Abbildung 1.1: Ausschnitt aus einer Peptidkette Eine Aminosaure ist mit ihren zwei Nachbarn
nach Abspaltung von Wassermolekiilen jeweils Uiber eine Peptidbindung verbunden und bildet in
der Peptidkette einen Aminoséure-Rest, der aucRedésduuniezeichnet wird. Die Seitengruppen

der Aminoséauren werden als RR, und R; abgekiirzt und die Fortsetzung des Polypeptids durch
gestrichelte Bindungen angedeutet.

die fir eine Simulation dieser Modellpeptide zu schaffenden Voraussetzungen skizziert
und die in dieser Arbeit angestrebten Ziele genauer vorgestellt.

1.1 Struktur und Dynamik von Peptiden und
Proteinen

Die Vielfalt von Funktionen, die Proteine als molekulare Maschinen und Werkstoffe wahr-
nehmen, resultiert aus der kombinatorischen Vielfalt, mit der ihre chemischen Baustei-
ne dreidimensional angeordnet werden kdnnen. Abgesehen von Metallionen oder kleinen
funktionalen Gruppen sind Proteine vor allem lineare Polymere, die in den Zellen aus 20
verschiedenen natirlichekminosaureraufgebaut werden. Die so genannte#Amino-

sauren werden durch ein zentrales KohlenstoffatontRarakterisiert, an das vier wei-

tere Gruppen gebunden sind. Neben einem Wasserstoff -H sind dies die Seitengruppe -
R, durch die sich die Aminosauren unterscheiden, eine Carboxylgruppe -COOH und ei-
ne Aminogruppe -Nk. Bis auf den Fall der einfachsten Aminosaure (Glyzin) ist das C
asymmetrisch koordiniert, so dass jeweils z¥ggimere also Molekile gleicher Zusam-
mensetzung, aber unterschiedlicher Struktur, existieren. In der Natur treten die Amino-
sauren dennoch stets nur als L-Isomere auf, da eine der beiden Handigkeiten im Laufe der
Evolution selektiert wurde.

Unter Abspaltung von Wassermolekilen und Ausbildung Reptidbindungerkénnen
Aminosauren zirolypeptiderpolymerisieren. Abbildund.1zeigt einen Ausschnitt eines
solchen Polypeptids mit drei seiner Monomere. Ublicherweise bezeichnet man mit dem
Begriff Peptideine kurze Kette dieses Typs, in der die Reihenfolge der Monomere, nicht
unbedingt aber ihre dreidimensionale Anordnung definiert ist. Proteine hingegen sind na-
turlich vorkommende Polypeptide. Die Reihenfolge ihrer Aminosauren, die so genannte



1.1 Struktur und Dynamik von Peptiden und Proteinen

10 c* o c*
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Abbildung 1.2: Die Peptidbindung und Definition der Torsionswinkel. aDurch Resonanz der
beiden dargestellten Valenzstrukturen hat die Peptidbindung einen partiellen Doppelbindungscha-
rakter und die Peptidgruppe ein starkes Dipolmomigiitans undcis-lsomere der Peptidbindung
beziiglich der G-Atome.c Perspektivische Darstellung der Peptidpléattchen und Definition der Tor-
sionswinkelp und s (Erlauterung im Text, Abbildung entnommen aus)).

Primarstruktur, ist im genetischen Code der DNS verschlisselt. Dabei gehort in der DNA

zu jeder Aminosaure mindestens ein Triplett aus den vier Nukleinsauren Adenin, Cytosin,
Guanin und Thymin. Anders als Peptide besitzen Proteine in ihrer natirlichen Umgebung
Ublicherweise eine genau festgelegte Struktur, durch die ihre Funktionsweise bestimmt ist.

Wie Abbildung 1.2 a verdeutlicht, beeinflusst der durch Mesomerie begriindete partielle
Doppelbindungscharakter der Peptidbindung entscheidend die Struktur des Peptidrick-
grats. Der rechte Grenzfall der Elektronenverteilung ist sowohl fiir den auftretenden Dipol
als auch fiir die Lange der C-N Bindung verantwortlich, die mit 1,36 A deutlich kiirzer
ist als eine G—N Einfachbindung mit 1,47 A. In dieser Grenzstruktur ist die Rotation
um die Peptidbindung erschwert, es entsteht ein st&eptdplattchendas nur tber ei-

ne Energiebarriere von etwa 20 kcal/mol von seinem energetisch gliinstagenin das
unginstigerecis-lsomer Uberfihrt werden kann (vgl. Abbildudg2 b). Durch die star-

ren Peptidplattchen wird der Abstand zwischen zwei benachbagtekt@nen auf etwa
3,8 A festgelegt. Die raumliche Struktur odéonfigurationder Kette von G-Atomen und
damit des Peptidriickgrats kann somit vollstadndig durch die Angabbedgepns-oderDi-
hedralwinkelg (phi) undy (psi) beschrieben werd&nZzum Beispiel erhdlt man fur den

aDie in der vorliegenden Arbeit verwendete Definition der Dihedralwinkeaind v richtet sich nach
der Vorgabe der IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomenclatlé} jn welcher sowohl der
Drehsinn (vgl. AbbildundL.2c) als auch der Werteberei¢h 180° < ¢, ¥ < 180°) der Winkel festlegt
wird.
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Glyzin Alanin Cystein Asparaginsaure Threonin Phenylalanin

Gly Ala Cys Asp Thr Phe
Abbildung 1.3: Seitengruppen von Aminosauren. Die in dieser Arbeit behandelten Peptide
setzen sich ausschlief3lich aus den sechs Aminosauren zusammen, deren Seitengruppen hier gezeigt
werden. Unter der chemischen Struktur ist jeweils der ausgeschriebene Name der Aminoséaure und
die dreibuchstabige Kurzform angegeben (Abbildung nach einer Vorlag@Jwus [

Dihedralwinkel, der in Abbildung..2b durch die vier Atome ~C—N-C, gebildet wird,
in der skizziertertrans-Konfiguration den Wert-180° und in dercis-Konfiguration den
Wert 7.

Neben der Peptidbindung bestimmen 8igitengruppener Aminoséuren die raumliche
Struktur von Proteinen und Peptiden. Abbilduh@ zeigt die Seitengruppen derjenigen
sechs Aminosauren, aus denen sich die in dieser Arbeit untersuchten Peptide zusammen-
setzen. Beim einfachsten Beispiel, dem Glyzin, ist dies ein einzelnes Wasserstoffatom,
welches so klein ist, dass die Peptidkette in der Umgebung sehr flexibel ist. Alle anderen
Aminosauren besitzen zumindest ein weiteres KohlenstoffatgmnC Fall des Alanins

in Form einer Methylgruppe. Wie auch die tbrigen aliphatischen Aminoséuren ist Alanin
chemisch inert und hydrophob, weshalb es h&ufig im Inneren von gefalteten Proteinen zu
finden ist, deren Struktur es als Baustein stabilisiert. Reaktiver sind Cysteine, die Uber ihr
Schwefelatom mit anderen Cysteinen Disulfid-Bricken formen und auf diese Weise kova-
lente Bindungen zwischen Peptidketten ausbilden kbénnen. Die Asparaginsaure liegt unter
physiologischen Bedingungen deprotoniert vor, tragt also eine negative Ladung, wogegen
die Hydroxyl-Gruppe des Threonins nur sehr schwach reaktiv ist, aber Wasserstoffbriicken
ausbilden kann. Dagegen ist das aromatische Phenylalanin hydrophober.

Nach Abbildungl.2 ¢ kdnnen die Dihedralwinkeb und v nicht alle méglichen Werte-
kombinationen einnehmen. Schon die Sperrigkeit der Peptidplattchen fusterzschen
Hinderungenso dass Konfigurationen, die eine Uberlappung von Atomen zur Folge hat-
ten, energetisch ausgeschlossen sind. Bei allen Aminosauren, dig-&to@ aufweisen,

ist, unabhangig von der sonstigen chemischen Struktur der Seitenkette, der Bereich der
zuganglichen Torsionswinkel zusatzlich eingeschrankt. Modelliert man die Atome einer
Aminosaure als harte Kugeln und halt man sowohl die Lange der Bindungen als auch die
Bindungswinkel konstant, so kann man durch Variieren der Torsionswinkel die Winkelbe-
reiche sterisch erlaubter Konfigurationen bestimmen. Eine Darstellung der auf diese Weise
gefundenend, v )-Bereiche, wie sie Abbildund.4 a zeigt, wird alRamachandran-Plot
bezeichnet13]. Ein Vergleich zwischen den Ergebnissen dieses Modells mit Werten der
Dihedralwinkel, die in Kristallstrukturen von Proteinen beobachtet wurden (Abbiltiuhg
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Abbildung 1.4: Ramachandran-Plots. aErlaubte und sterisch verbotene Dihedralwinkgl+)

nach einem Modell, das feste Bindungslangen und -winkel im Peptidriickgrat annimmt. Durch-
gezogene Linien umfassen erlaubte Winkelwerte bei der Wahl gréRerer Radien fur die beteiligten
Atome, gestrichelte Linien gelten fiir etwas kleinere Atomradien. Die Paare von Bezeichnungen
(Nomenklatur aus Abbildun@.2 c) benennen die Atome, die sich in einem verbotenen Bereich
Uberlappen. Ferner sind Winkelwerte angegeben, die einer link3-oder rechtshandiger{)
a-Helix, einer 3o-Helix sowie einemB-Faltblatt entsprechen (aug]]. b Winkelpaare von etwa
81.000 Residuen, die aus 500 hochaufgeldsten Kristallstrukturen gewonnen wltfdrs[sind

keine Glyzine oder Proline enthalten, da diese eine veranderte Winkelverteilung aufweisen.

Abbildung 1.5: a-Helix und g-Faltblatt als Sekundarstrukturen. a Eine spiralférmigex-He-
lix, die stabilisierenden Wasserstoff-Briicken sind gestrichelt eingezeidhrn®iei oder mehr
gestreckte Peptidketten konnen ghiraltblatt bilden (Abbildungen aud ).
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b), weist eine gewisse Ubereinstimmung auf. Allerdings sind, offensichtlich durch Aus-
lenkung der elastischen Bindungslangen und -winkel, weitere Bereiche zuganglich. So ist
vor allem die Barriere zwischen den mig und 8 bezeichneten Gebieten nicht so ausge-
pragt, wie es das starre Modell suggeriert.

Abbildung 1.4 b zeigt besonders in den beiden soeben genannten Gebieten eine hohe
Dichte von Datenpunkten. Diese Regionen werden in der Legende zu Abbilddiagler
rechtshandigen Helix und deprFaltblatt zugeordnet. Abbildung.5 zeigt die zugeho-

rigen Molekulstrukturen. Eine Abfolge von Residuen, depégr-Winkel in einer dieser
beiden Regionen liegen, bildet eine energetisch glnstige Nahordnung aBskdigdar-
struktureines Peptids oder Proteins. So wird die spiralférmaigdelix (Abbildungl.5a)

durch Wasserstoffbriicken zwischen einem Residuum und seinem viertndchsten Nachbarn
stabilisiert. Ferner ordnen sich in dieser Struktur die Dipole der einzelnen Peptidbindun-
gen parallel zueinander an, was zu einer weiteren Stabilisierung und zu einem Netto-
Dipol dera-Helix fiihrt. Ahnliche Eigenschaften, aber eine dichtere Packung, weisen die
310-Helizes auf, bei denen die Briicken zum drittn&chsten Nachbarn ausgebildet werden
und eine Windung genau 10 Atome umfasst. Verglichen mit den helikalen Sekundarstruk-
turen ist die Peptidkette in einefitFaltblatt lang gestreckt (Abbildunb5b), bildet aber
zusammen mit anderen Teilstrdngen eine regulére Struktur, die wiederum durch Wasser-
stoffbriicken zwischen den Ketten gefestigt wird. Der Begriff ,Faltblatt* bezieht sich dabei
auf die wellblechartige Faltung, die diese Sekundarstruktur in der Seitenansicht aufweist.

Abbildung 1.6 stellt die Thioredoxin Reduktase des Bakteriugssherichia colivor, ein

Protein, das hier nicht nur als Anschauungsbeispiel fur die Bildung von Sekundarstruktu-
ren dienen, sondern auch deren Anordnung in der Tertiarstruktur verdeutlichen soll. Ferner
wurde die Thioredoxin Reduktase als Beispiel ausgewahlt, da die Aminoséduresequenz der
in dieser Arbeit untersuchten Modellpeptide dem aktiven Zentrum dieses Proteins entnom-
men wurde 14]. Wie der Name andeutet, besteht die Aufgabe dieses Flavoproteins in der
Reduktion eines anderen Proteins, des Thioredoxins, das dazu dient, eine Vielzahl weite-
rer Substrate zu reduzierebhq. So ist es am Metabolismus der Deoxiribonukleotide, der
Bausteine der DNA, beteiligt. Dabei werden die Redoxreaktionen durch die Ubertragung
von Wasserstoffatomen ermdglicht, die an die Cysteine der aktiven Zentren dieser Proteine
gebunden sind. Um einen Einblick in den Aufbau der Thioredoxin Reduktase zu erhalten,
wurde ihre Struktur der Protein Data Bank (PDB) (Code 1TOB) gntnommen und mit

Hilfe des Programms VMDJ[7] visualisiert. In TeilabbildundlL.6 a sind alle Atome des
Proteinkomplexes in einem Kugel-Stabchen-Modell dargestellt, um die Komplexitat die-
ses 316 Residuen umfassenden Proteins zu verdeutlichen. Erst durch das Weglassen der
Seitengruppen und die vereinfachte DarstellGirgp des Proteinriickgrats kann die drei-
dimensionale Struktur des Proteins erkannt werden. In Ubereinstimmung mit der tiblichen
Praxis wurden Sekundarstrukturen durch spezielle geometrische Formen gekennzeichnet:
Zylinder fur Helizes und flache Bander farFaltblatter.

Mit diesem Beispiel eines Enzyms will ich die Vorstellung des Aufbaus der Peptide und
Proteine abschlieRen. Vertiefungen finden sich in vielen gangigen Lehrbi@&rhg).
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Abbildung 1.6: Die 3D-Struktur der Thioredoxin Reduktase. a Dargestellt als Kugel-Stab-
chen-Modell der einzelnen Atome und ihrer Bindungen, brads ,,Cartoon” der Sekundarstruk-
turen. Hierbei sind-Helizes dunkelblau, 3-Helizes hellblaug-Faltblatter gelb und ungeordnete

Teile des Ruckgrats grau eingefarbt. Die FAD-Gruppe ist violett hervorgehoben. Die Residuen
134-141 der Bindungstasche, deren Aminosauresequenz als Vorlage flr die in dieser Arbeit unter-
suchten Modellpeptide diente, werden explizit dargestellt.

Die Dynamik und das Faltungsproblem

Im Folgenden soll die Hierarchie der in Proteinen auftretenden dynamischen Prozesse
skizziert werden, die sich aus ihrem oben diskutierten hierarchischen Aufbau ergibt. Ta-
belle 1.1 bietet einen Uberblick tiber die wichtigsten Zeitskalen. Die in Proteinen stattfin-
denden Prozesse und Dynamiken umfassen:

() Kleinskalige Schwingungen und thermische Fluktuationen von Atomen oder kleinen
Atomgruppen um ihre durch die lokalen Bindungen gegebenen Gleichgewichtslagen. Die-
se Schwingungen finden im Zeitbereich einiger Femtosekunden (&> 4statt [L2].

(ii) Rotationen von Seitengruppen und Flips einzelner Peptidplattchen laufen auf Zeitska-
len von Pikosekunden (ps, 1 s) bis Nanosekunden (ns, 1s) ab [L2).

(iif) Kollektive Bewegungen ganzer Sekundarstrukturen, die z.B. mit scharnierartigen Ver-
formungen der Polypeptidkette verbunden sein kdnnen, tiberdecken den Zeitbereich von
100 ns bis zu Millisekunden (ms, 18s). Derart langsame Kinetiken wurden beispiels-
weise kurzlich an der Natrium-Kalium-ATPase beobachté} |
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Bewegung/Prozess Zeitskala
Bindungs- und Winkelschwingungen 10fs ... 100fs
Bewegungen von Peptid- und Seitengruppen 10ps ... 1ns
Kollektive Bewegungen 10ns ... 1ms
Bildung vona-Helizes in Peptiden 10ns ... 100 ns
Aufbau vong-Faltblattern (,Hairpins®) us... 10us
Proteinfaltung 4us...1000s

Tabelle 1.1: Zeitskalen der Dynamik von Proteinen.Die unterschiedlichen Bewegungen und
Prozesse erstrecken sich zusammengenommen Uber einen Zeitbereich von etwa 17 Zehnerpoten-
zen. Die Referenzen finden sich im Text.

(iv) Der Aufbau helikaler Sekundarstrukturelemente wird in den Nanosekunden-Bereich
eingeordnet0]. Schnellere Prozesse auf der ps-Zeitskala kénnen jedoch bei der Nuklea-
tion vona-Helizes eine entscheidende Rolle spielen.

(v) Der erste Schritt hin zu einerf-Faltblatt besteht in der Anordnung zweier Ketten
zu einemHairpin (vgl. Abbildung1.5b). Dieser Vorgang ist entropisch sehr unginstig,
weswegen er mit einer hohen Barriere in @ieien Energieverbunden ist und dement-
sprechend mit einer Zeitkonstante im Bereich einiger Mikrosekundeni0-°s) recht
langsam verlauft40].

(vi) Die Proteinfaltungals der gesamte Vorgang, in dem ein Protein von ungeordneten,
ausgedehnten Konfigurationen zu seiner biologisch funktionalen Struktur findet, ist als
zusammengesetzter Prozess in Takdellenit aufgenommen. Als Rekordhalter schnellster
Faltungsprozesse gelten momentan kleine Proteine, die mit einer Zeitkonstantgson 4
ihre native Form annehme2]]. Grol3e Eiweil3e bendétigen dagegen deutlich langer fur
ihre Faltung.

Neben einer Trennung der zeitlichen Skalen unterscheiden sich die aufgefiihrten dyna-
mischen Prozesse auch hinsichtlich der Gro3enordnung der mit ihnen verbundenen Geo-
metrieanderungen eines Proteins. Wahrend der schnellen Fluktuationen (i) durchlauft ein
Protein schnell viele, geometrisch sehr &hnliche Konfigurationen. Dagegen fihren die Ub-
rigen Prozesse teilweise zu Anderungen groRer Teile der Struktur und damit der so ge-
nannterkKonformationeines Proteins. Mit dem Begriff Konformation wird dabei ein me-
tastabiler Zustand eines Molekils bezeichnet, in dem es eine gewisse Zeitspanne lang
verweilt und thermisch fluktuiert, bevor es relativ plétzlich in einen anderen — meist auch
geometrisch deutlich verschiedenen — Zustand tibergeht. Damit entspricht eine Konforma-
tion einem lokalen Minimum der freien Energie, das von anderen Konformationen durch
Barrieren getrennt isep, 23].

Da die Energielandschaft eines Proteins &uf3erst komplex ist und viele lokale Minima auf-
weist, existieren auch viele moégliche Konformationen eines solchen Molekuls. Jedoch
stellten Anfinsen et al.2Z4] schon vor mehr als 40 Jahren die Hypothese a6f, [dass



1.1 Struktur und Dynamik von Peptiden und Proteinen

Abbildung 1.7: Energielandschaften der Proteinfaltung. aDie ,New View" erklart die Dy-

namik der Proteinfaltung durch Energielandschaften, die trichterférmig auf den nativen Zustand
N zulaufen. undo Obwohl in diesem Modell keine ausgezeichneten Reaktionspfade existieren,
kénnen Unebenheiten in der Energielandschaft zu intermediaren Zustanden und komplexen Reak-
tionsraten fuhren (Abbildungen entnommen &2@))]

Proteine reversibel zu genau einer, nur durch die Sequenz der Aminosauren bestimmten,
nativen Struktur oder Konformation falten, die dem globalen Minimum der freien Ener-
gie entspricht. Die Unmoglichkeit, dieses Minimum durch ein zufalliges Absuchen des
Konformationsraumes endlicher Zeit zu finden, wurde durch Levinthdb] formuliert

und spater als ,Levinthals Paradoxon* beka®7[Eine Uberschlagsrechnung zeigt dies:
wenn man fur die Torsionswinkel der 100 Aminosauren eines fiktiven Proteins nur zwei
erlaubte Winkelkombinationen annimmt, ergibt dies schtt? & 10°° mégliche Konfi-
gurationen. Nimmt man jede dieser Konfigurationen als mégliche Konformation an und
geht nun davon aus, dass das Protein in einer Nanosekunde eine dieser Konfigurationen
testen kann, so dauert das Absuchen des gesamten Konformationsraumes-&fiaark0

und damit entschieden langer als die beobachteten Zeiten der Proteinfaltung.

Als relativ einfache Modelle zur Erklarung der Proteinfaltung wurde spater die Existenz
von Reaktionspfaden angenommen, die von einem denaturierten Zustand tber Sequen-
zen von Intermediaten zum nativen, gefalteten Zustand ful2&nPurch die Annahme
solcher Reaktionspfade konnte die Beobachtung multi-exponentieller Kinetiken in Expe-
rimenten zur Proteinfaltung erklért werden, problematisch ist aber die in diesem Modell
auftretende Abhangigkeit der Endstruktur von den Startbedingungen, d.h. von der Wahl
des denaturierten Zustands.

Die Vorstellung von einzelnen Molekilen, die sich entlang definierter Reaktionspfade fal-
ten, wurde in den letzten Jahren durch die so genannte ,New Vigd}y‘abgelost. Diese
spricht von Ensembles von Proteinen, die sich auf einer trichterformigen Energieland-
schaft bewegen3[l, 32]. Die Zuspitzung der hochdimensionalen Energieflache hin zur
nativen Struktur, wie sie Abbildungy.7 a in zwei Dimensionen schematisch zeigt, ist da-

bei eine Folge verschiedenster Prozesse, die sukzessiv den Konformationsraum des Mole-
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kuls einschranken und seine Freie Energie minimieren. Beispiele hierzu konntey-der
drophobe Kollapssein, in dem sich die Seitengruppen der wasserldslichen Aminosauren
nach auf3en richten, wahrend die wasserabweisenden Residuen einen dichter gepackten
Kern des Proteins bilden, oder auch die oben skizzierte Ausbildung von Sekundarstruk-
turelementen. Auf diese Weise umfasst die ,New View" nicht nur die besprochene Mehr-
skaligkeit der Proteine, sondern I6st auch Levinthals Paradoxon, da sie unabhéngig von
der Ausgangsstruktur eine schnelle Faltung hin zu einer einzigen nativen Konformation
beschreibt.

1.2 Experimentelle Methoden zur Untersuchung von
Biomolektilen

Das bisher vorgestellte Verstandnis der Struktur und Dynamik von Proteinen und Peptiden
ist das Ergebnis von einer Vielzahl experimenteller und theoretischer Untersuchungen, die
in den letzten 50 Jahren an solchen Systemen vorgenommen wurden. Nun sollen zunachst
einige der dabei eingesetzten experimentellen Methoden etwas naher beschrieben wer-
den, vor allem jene, die bei der experimentellen Charakterisierung der in dieser Arbeit
untersuchten Modellpeptide eingesetzt wurden (vgl. Abscimdit Dies ist noétig, weil

meine eigenen theoretischen Untersuchungen darauf abzielen, die mit diesen Methoden
gewonnenen Daten zu verstehen und zu interpretieren. Anschliel3end folgt eine Vorstel-
lung theoretischer Ansatze und auch hier liegt das Gewicht auf jenen, die ich bei meinen
Untersuchungen eingesetzt habe.

Rontgenstreuung

Die Rontgenstreuung ist die meist verwendete Methode zur Strukturaufklarung von Bio-
molekilen: etwa 85% der bisher in der PDB Datenbank hinterlegten Strukturen sind auf
diese Weise bestimmt wordehd]. Abbildung 1.8 zeigt, dass dieses Verfahren es ermog-
licht, auch im Fall grof3er Proteine die Orte aller schweren Atome relativ direkt und mit
sehr hoher Aufldsung zu bestimmen. Somit kdbnnen nicht nur die Orientierungen von Sei-
tenketten oder der Aufbau von Sekundarstrukturen, sondern insbesondere auch die Terti-
arstruktur eines Proteins oder die Quartarstruktur ganzer Proteinkomplexe charakterisiert
werden.

So stark die Rontgenstreuung bei der Strukturuntersuchung ist, so wenig kann sie bisher
Uber dynamische Eigenschaften von Peptiden aussagen. Allenfalls kann der gemessene
Temperaturfaktor Einsicht in die Gro3e der Fluktuationen einzelner Atome oder kleiner
Gruppen geben3f]. Viel versprechend sind deshalb erste zeitaufgeldste Messungen an
Proteinkristallen 35]. Die dabei angewendete Technik gehort zu &emp-ProbeMe-

thoden, bei denen zuerst ein dynamischer Prozess durch einen ultraschnellen ,Pump*-
Laserpuls initiiert wird, um dann nach einer variablen Verzogerungsdeih Zustand des

10



1.2 Experimentelle Methoden zur Untersuchung von Biomolekulen

Abbildung 1.8: Das Ergebnis einer Réntgenstrukturanalyse Gezeigt ist die mit 1,6 A aufge-
|0ste Elektronendichte der Bindungstasche des Membranproteins FdhB$ehayrichia coli Sie
wurde von Jormakka et al3B] an der ESRF in Grenoble vermessen.

Systems mit einem ,Probe“-Puls, in diesem Fall Rontgenstrahlung, abtasten zu kdnnen.
Moderne Synchrotronstrahlungsquellen kdnnen hierzu breitbandige Rontgenpulse von et-
wa 100 ps Dauer erzeugen. Diese Abtastpulse ermoglichen es, mit der Laue-Methode
die sich dynamisch @ndernden Proteinstrukturen mit einer Sub-Nanosekunden-Auflésung
Uber Zeitbereiche von Nanosekunden bis Millisekunden zu verfolgen. Allerdings steht die
Datenauswertung in diesem Gebiet vor der Aufgabe, sich zeitlich tiberlagernde Prozesse
zu trennen und robust gegentber dem niedrigen Signal-zu-Rausch-Verhaltnis zu sein.

Neutronenstreuung

Wahrend Wasserstoffatome im Fall der Réntgenstreuung nur eine sehr kleine Streulange
aufweisen und damit nicht oder nur sehr schwer detektiert werden kénnen, gilt dies nicht
fur die Streuung von NeutroneB4, 36]. Deshalb kann die Neutronenstreuung Aussagen

zu biologisch wichtigen Fragestellungen liefern, die z.B. die Bildung von Wasserstoff-
bricken in Bindungstaschen von Proteinen betreffen. Dabei ist es méglich, durch inelas-
tische Streuung Informationen tber dynamische Prozesse in Proteinen zu erhalten. Die-
sen \orteilen stehen aber grof3e Hirden gegentber, da solche Experimente einen hohen
Neutronenfluss bendétigen, wie ihn nur moderne Reaktoren oder Spallationsquellen lie-
fern kbnnen 36]. Eine Messung von zeitaufgelosten Strukturen mittels Neutronenstreu-
ung scheint deswegen erst durch in Planung befindliche Grof3gerate, wie eine gepulste
Spallationsquelle, erreichbar zu sein. Von einer gewissen Relevanz fiir die vorliegende Ar-
beit ist die Mdglichkeit, mit der Neutronenbeugung an ungeordneten Systemen Aussagen
Uber radial gemittelte Verteilungsfunktionen zu machen. Da solche Verteilungsfunktionen
beispielsweise fur Loésungsmittel auch aus Computersimulationen ermittelt werden kon-
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nen, bieten sie sich fur einen Vergleich zwischen der Theorie und dem Experiment an. In
Kapitel 3 werde ich derartige Vergleiche anstellen.

Kernspinresonanz

Von gréf3erer Bedeutung fur meine Untersuchungen ist jedoch die Strukturaufklarung
durch Messung der Kernspinresonanz (NMR, nuclear magnetic resonance), da mit die-
ser Methode auch die Strukturen der Modellpeptide bestimmt wur@gr3g]. NMR-
Spektren von Proteinen und Peptiden kdnnen in Loésung und damit in der natirlichen Um-
gebung dieser Biomolekile aufgezeichnet werd40]. An einem Protein wurde dies
zuerst1957von Saunders et al4]l] gezeigt. Im Gegensatz zu den oben beschriebenen
Beugungstechniken wird bei der NMR-Strukturuntersuchung auf Grund der Verwendung
einer wassrigen Losung die biologische Funktion der Proteine nicht durch Kristallisati-
onseffekte eingeschrankt.

Das am besten mit NMR zu beobachtende, auf nattrliche Weise in Biopolymeren enthal-
tene Atom ist der WasserstoffH), dessen Kern einen halbzahligen Spin aufweist. Die
Wechselwirkung der Kernspins einer Probe mit einem von aul3en angelegten Feld muss
guantenmechanisch beschrieben werden; AbbilduBgeigt jedoch ein anschauliches

und klassisches Modell des zu Grunde liegenden Prinzips. Aktuellste NMR-Instrumen-
te erreichen eine Magnetfeldstérke von mehr als 21 Tesla, in déHd®&pins mit einer
Frequenz vongy = 900 Mhz préazedieren. Diese Bewegung des magnetischen Moments
innerhalb der x,y-Ebene induziert in einer Detektorspule einen messbaren Strom, der die
Observable der Messung darstellt. Wahrend das System in das Gleichgewicht zurlickkehrt
und die Spins ihre Koh&renz verlieren, nimmt die Induktion mit der Netto-Magnetisie-
rung ab. Aus dem so aufgenommenen Signal kann das NMR-Spektrum durch Fourier-
Transformation errechnet werden. In einem solchen Spektrum wird deutlich, dass die Pro-
tonen durch ihre chemischen Umgebung beeinflusst werden. Die kovalent angebundenen
Nachbaratome oder auch Kernspins in raumlicher Nahe des betrachteten Wasserstoffa-
toms andern das lokale Magnetfeld und bewirken so eine Verschiebung der gemessenen
Préazessionsfrequenz. Diese ,,chemische” VerschieBumigd Ublicherweise unabhéngig

von der verwendeten Magnetfeldstarke als Abweichung von einer Referenz in ppm (parts
per million) angegeben und nimmt Werte von 1 bis 10 an. Die durch kovalente Bindungen
vermittelte Wechselwirkung wird als ,J coupling” bezeichnet. Edir den Fall von drei
intermediaren Bindungen, gilt die Karplus-Beziehuag][

3) = Acog ¢ + Bcosp + C (1.1)

zwischen der Starke der Wechselwirkung und dem durch die Atome gebildeten Dihedral-
winkel ¢. Dabei sindA, B und C Konstanten, deren Werte fir die verschiedenen auftre-
tenden Torsionswinkel bekannt und tabelliert sind.

Einen direkten Einblick in die Struktur eines Proteins erméglichtiddeare Overhauser
Effekt(NOE), eine per Dipol-Dipol-Kopplung durch den Raum vermittelte Wechselwir-
kung [43]. Prinzipiell zeigt der NOE einq}G-Abhéngigkeit vorrij, dem Abstand zweier
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X

Abbildung 1.9: Eine klassische lllustration des NMR-Prinzips. aDurch ein starkes Magnetfeld

Bo werden die Kernspins (grau) polarisiert und in Richtung der z-Achse ausgerichtet: es entsteht
eine makroskopische Magnetisierung der Probe. Ein elektromagnetischer Puls passendBy Dauer
(ein so genannter 9€Puls) bt anschlieRend ein Drehmoment auf die Spins aus, das diese in die
x,y-Ebene dreht Die Spins prézedieren nun unter dem Einfluss Bgmit der Lamor-Frequenz

vo um die z-Achse.

Wasserstoffkerne und j. Zur Messung finden hierbei verschiedene Methoden der 2D-
NMR Spektroskopie Anwendung (z.B. NOESY, nuclear Overhauser enhancement and
exchange spectroscopy), bei denen mit einem zuséatzlichenBzeddikzessiv einzelne
Resonanzen angeregt und deren Einflisse auf die Spektren der anderen Spins gemessen
werden. Die so ermittelten NOEs liefern obere Grenzen fur den Abstand der zwei Wasser-
stoffkerne, wobei Distanzen kleiner als etwa 5 A beobachtet werden kodgen [

Die Zuordnung der Resonanzen im 2D-Spektrum zu einzelnen Atomen geschieht an-
schlieBend in zwei Schritten. Zuerst kann der Typ des Residuums durch einen Vergleich
mit bekannten Resonanzmustern bestimmt werden, bevor mit Hilfe der Primarstruktur des
Peptids und den Inter-Residue-NOEs zwischen den Aminosauren ihre genaue ldentitat
festgelegt wird. Auf diese Weise resultiert die Analyse der NMR-Daten in einer Menge
von Abstanden zwischen spezifischen Paaren von Wasserstoffatomen, den so genannten
RestraintsUm aus diesen Informationen eine dreidimensionale Struktur des Molekiils zu
erhalten, ist eine Modellbildung unter Zuhilfenahme der Topologie der Aminosauren mit
ihren angenommenen Bindungslangen und -winkeln notwendig. Durch Verfahren wie das
.Simulated annealing” wird das Optimierungsproblem gel6st, einen Satz von Backbone-
Dihedralwinkeln zu finden, der die Restraints erf(ddf]. Das Ergebnis dieser Berechnun-

gen ist Ublicherweise keine einzelne Struktur, sondern ein Ensemble von gleichermalRen
gultigen Modellen.

In den letzten Jahren wurden zusétzlich zu den etablierten Methoden der Strukturbestim-
mung durch NMR solche zur Messung von Spin-Relaxationen entwickg|t4p], die

auf der ps-ns Zeitskala einen Einblick in die Konformationsfluktuationen von Proteinen
ermdoglichen. Sie kénnen dabei Aussagen Uber die Rotationsdiffusionskonstanten der Sei-
tengruppen oder ganzer Proteindomanen machen. Allerdings ist zur Interpretation dieser
Ergebnisse stets eine Modellbildung oder der Vergleich mit Simulationen unerlasslich.
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1 Einfuhrung

Schnelle spektroskopische Techniken

In den bisher besprochenen experimentellen Techniken stand die Bestimmung der Gleich-
gewichtsstrukturen nativ gefalteter Proteine im Vordergrund. Um Einblicke in die Funkti-
ons- und Faltungsdynamik dieser Makromolekule zu erhalten, sind Methoden zur schnel-
len Auslosung einer geeigneten Reaktion und zur Beobachtung aussagekraftiger Observa-
blen notwendig. Einen guten Uberblick zu diesem Thema bietet der Review-Artikel von
Eaton et al. 20].

Die ersten Experimente auf diesem Gebiet verwendeten zur schnellen Auslosung der
Faltung die ,Stopped Flow"“-Technik, bei der chemisch denaturierte Proteine mdglichst
schnell mit einer Pufferlésung vermischt werden, die das Denaturant verdinnt und damit
die Faltung einleitet. Umgekehrt kann auch eine Entfaltungsreaktion durch das Zumischen
des Denaturants eingeleitet werden. Die Rate der mikroskopischen Vermischung der Flis-
sigkeiten limitiert jedoch bei den ,Stopped Flow"“-Methoden die Zeitauflésung auf eini-
ge Millisekunden 20]. Der Zeitbereich der Nanosekunden wurde erst durch Temperatur-
sprungexperimente untersuchbar, bei denen eine Probe mit einem kurzen Laserpuls Uber
die ,Schmelztemperatur® der Entfaltung erhitzt wid/{50]. Auch kann ein durch Piezo-
kristalle erzeugter Drucksprung die Faltung auslosen, da sie stets mit einer Volumenande-
rung des Proteins einhergebtl]. Fir Proteine, die wie das Cytochrom Metallatome bein-
halten, wurden Reaktionen erfolgreich durch einen photoinduzierten Elektronentransfer
gestartet$2], allerdings ist die Auswahl an untersuchbaren Systemen bei dieser Metho-
de gering. Ferner ist eine direkte photochemische Beeinflussung durch das lichtinduzierte
Aufbrechen von Bindungen erreichbar, z.B. durch das Verbinden einer Cysteinbriicke mit
einem photolabilen Disulfidg3]. Schlief3lich kann eine ultraschnelle Auslésung von Kon-
formationsdnderungen durch den Einbau von Farbstoffen in das zu untersuchende Molekdl
erreicht werden. Hierzu geeignete Farbstoffe zeigen nach Anregung durch einen Laserpuls
Geometrieanderungen im Femtosekundenbereich. Ein weiterer Vorteil dieses Ansatzes ist,
dass der gleiche Farbstoff auch als Sonde fir die ablaufenden Konformationsanderungen
dienen kann. Der Einbau eines Farbstoffs in ein Biomolekul ist die experimentelle Grund-
lage der vorliegenden Arbeit und wird deshalb in Abschh#tdetailliert dargestellt.

Wie schon im Fall der zeitaufgelosten Rontgenstreuung erwahnt wurde, ist die Kombina-
tion aus einem Laserpuls zum Auslésen einer Reaktion mit einem variabel zeitlich verzo-
gerten Folgepuls zur Beobachtung als ,,Pump-Probe“-Experiment bekannt. Wahrend die
Wellenlange des Pump-Pulses durch die zu erzielende Anregung der Probe bestimmt wird,
z.B. Infrarot (IR) flr Temperaturspriinge und im sichtbaren Spektrum oder UV fir elektro-
nische Ubergénge, stehen fiir den Probe-Vorgang eine groRe Anzahl an spektroskopischen
Techniken zur Verfugung3g].

Beginnend bei niedrigen Energien gibt dindrarotspektroskopiéuskunft tiber die Nor-
malmoden der Molekilschwingung im elektronischen Grundzustand. BesondArmidie
bandender Peptidgruppen bei Wellenzahlen von etwa 1600%csgind empfindliche Ob-
servablen fur die Konfiguration eines Peptids. Auf diese Weise konnten Williams et al.
[47] zeigen, dass ein helikales Peptid aus 21 Alanin-Residuen nach einem Temperatur-

14



1.3 Theoretische Beschreibungen

sprung mit Zeitkonstanten im Bereich von 20 ns ent- und refaltet. Auch Huang B0Rl. [
beobachteten mit dieser Methode den ,Helix-Coil“ Ubergang von Peptiden und fanden
eine Kinetik, die sich nur durch einen gedehnten exponentiellen Zenfalilellieren las-

sen kann. Solch ein Verhalten kann durch einen Faltungsprozess erklart werden, der auf
einer Energielandschaft ablauft, wie sie Abbilduhd b zeigt. Seit einiger Zeit werden
zudem Verfahren der 2D IR-Spektroskopie entwickedf und auf kleine Systeme wie das
Trialanin angewendebp, 56]. Die Dipol-Dipol-Wechselwirkung zwischen den einzelnen
Peptidgruppen tragt dabei prinzipiell ahnliche Informationen wie die NOEs der NMR.

Erfolgt die Abtastung der Probe mit Licht im sichtbaren oder ultravioletten Bereich (UV-
vis), so werden in detransienten Spektroskopi@n elektronischen Ubergangen her-
rihrende Absorptionsbanden vermessen. Zeigen die untersuchten Farbstoffe in Folge struk-
tureller Umwandlungen, der Anregung von Schwingungen oder chemischer Reaktionen
ein geandertes Absorptionsspektrum, so kénnen diese Prozesse mit hoher Zeitauflésung
beobachtet werden. Beispielhaft seien hier Untersuchungen genannt, diel S88won

Dobler et al. 7] am Bakteriorhodopsin und kirzlich von Lutz et 8] am bakteriel-

len Sensorhodopsin durchgefuhrt wurden. Allerdings sind solche lichtschaltbaren Proteine
so grof3 und kompliziert, dass sie sich einer komplementaren theoretischen Beschreibung
bisher entzogen haben.

1.3 Theoretische Beschreibungen

Bei einer Vielzahl experimentell gewonnener Daten zur Proteinstruktur und -dynamik
konnen erst vermittels adaquater theoretischer Beschreibungen Schlisse auf die mole-
kularen Strukturen und ihre Veranderungen gezogen werden (vgl. z.B. die oben skizzierte
Konstruktion von NMR-Strukturen). Angesichts der Komplexitat der zu behandelnden
Systeme mussen dabei rechnergestitzte Verfahren eingesetzt werden. Unterstitzt durch
die standig anwachsende Leistungsfahigkeit der verfigbaren Computer, nimmt deshalb
die Bedeutung theoretischer Ansétze stetig zu. Dabei macht es nicht nur die besprochene
Vielskaligkeit der Dynamik von Biopolymeren, sondern auch das Vorliegen eines Vielteil-
chenproblemsN Teilchen mitO(N?) Wechselwirkungen) notwendig, fiir jede gegebene
Fragestellung oder zu erfassende Eigenschaft eine Wahl der zu verwendenden theoreti-
schen Methode unter Abwagung von Rechenaufwand und zu erzielender Genauigkeit zu
treffen. Tabellel.2 zeigt einen Uberblick tiber die Anwendungsbereiche gegenwartig ver-
fugbarer Verfahren, die ich, beginnend mit den quantenmechanischen Methoden, im Fol-
genden vorstellen werde.

8Ein ,stretched exponential* hat die Forat) = A- [1 - B- exp(—t/r)f’], Huang et al.$0] bestimmten
Werte vong ~ 0.8 undt ~ 250ns.
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1 Einfuhrung

Methode Eigenschaften/Systeme Atome Zeitskala
Post-HF Methoden der - Exakte Minimalstrukturen <50 -
Quantenmechanik - 1D Potentialflachen

- Angeregte Zustande

Dichtefunktionaltheorie - Minimalstrukturen <100 ps
- 2D Potentialflachen
- Schwingungsmoden

QM/MM-Hybridrechnungen - Aktive Zentren in Proteinen QM <100 10ps
- Kleine Molekiile in Losung MMr 10°

Molekularmechanik mit - Proteine in nativer Umgebung =~ 10° ns
explizitem Lésungsmittel - Konformationsdynamik
- Thermodynamische Ensembles

Tabelle 1.2: Die Anwendungsbereiche verschiedener theoretischer MethodelMach abneh-
mender Genauigkeit sortiert, werden die Eigenschaften und mogliche Einsatzgebiete verfligbarer
Methoden aufgefihrt. Ihre jeweilige Anwendbarkeit wird sowohl durch die Zahl der zu behandeln-
den Atome als auch durch die zu erreichende Zeitskala der Simulation beschrankt.

Quantenmechanische ab initio -Verfahren

Die exaktesten Verfahren zur Beschreibung eines Molekiils sind quantenmechanischer
Natur, beinhalten keine freien Parameter zur Anpassung an Messergebnisse und sind als
»ab initio“-Verfahren der Quantenmechanik (QM) bekannt. Ihre Aufgabe besteht darin,
fur eine gegebene Konfiguration der Atomkerne die elektronischen Wellenfunktionen der
Grund- und der angeregten Zustande zu bestimmen. Das bekannte Hartree-Fock-Verfahren
(HF) konstruiert von Atomorbitalen ausgehend einen Satz von Molekulorbitalen fiir den
Grundzustand. Die Wechselwirkung der Elektronen wird dabei durch ein mittleres Feld
genahert, dessen Gestalt durch ein iterativ zu |6sendes Eigenwertproblem gegeben ist. Die
im HF-Verfahren verwendetamean-field Naherungernachlassigt allerdings Effekte der
Elektronenkorrelation, die z.B. besonders in de&lektronensystemen von Farbstoffen
einen grol3en Beitrag liefer9]. So genanntpost-HFTheorien kbnnen zwar diese Kor-
relationseffekte berticksichtigen, ihr Rechenaufwand liegt jedoch um GréRenordnungen
Uber dem der HF-Verfahren (vgl. z.B. das von Strodel und Tag@jgngegebene Skalie-
rungsverhalten so genannter Konfigurations-Wechselwirkungs-Verfahren), weshalb sie bis
auf weiteres flr die Beschreibung biologischer Systeme nicht verwendet werden kénnen.

Dichtefunktionaltheorie

Schon besser geeignet flr eine Beschreibung groRerer Biomolekiile ist das Verfahren der
Dichtefunktionaltheorie (DFT), welches auch im Rahmen dieser Arbeit haufig eingesetzt

wurde. Die DFT hat seit etwas mehr als einem Jahrzehnt eine herausragende Bedeutung in
der theoretischen Chemie gewonnen, die durch die Verleihung des Nobelpreises fir Che-
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mie im Jahr 1998 an Walter Kohn gewurdigt wurd@d][ Sie basiert auf den Hohenberg-
Kohn-Theoremend2], nach denen zur Beschreibung des Grundzustands eines Molekils
die Elektronendicht@®(x) genigt. Letztere lasst sich mit einem zum HF-Verfahren ver-
gleichbaren Rechenaufwand durch Anwendung der Kohn-Sham Gleichggjeeimit-

tels eines selbstkonsistenten Verfahrens berechnen. Durch die Verwendung von empirisch
parametrisierten Austausch- und Korrelationsfunktionalen ist die DFT zudem besser als
das HF-Verfahren in der Lage, die Elektronenkorrelation zu erfassen. In dieser Arbeit
finden neben dem einfachsten Funktional, der nur auf der lokalen Elektronendichte beru-
hendenlocal-density-approximatiolLDA), auch gradientenkorrigierte Funktionale wie
BLYP [64, 65 oder das hybride B3LYPgo6] Verwendung (siehe dazu die Monographie
von Parr und Yangd7)).

Die DFT-Methode ist in einer Vielzahl von Programmen implementiert worden, von de-
nen in der vorliegenden Arbeit sowohlaBssiAN [68] als auch ®MD [69] Verwendung
finden. GAUSSIAN als der Klassiker unter den quantenmechanischen Programmpaketen
zeichnet sich durch eine einfache Bedienung aus und eignet sich Dank einer Vielzahl von
eingebundenen Optimierungsalgorithmen besonders zur Bestimmung molekularer Mini-
malstrukturen und zur Untersuchung der Form von Potentialflachen.

Wahrend in QuUssIAN die Molekulorbitale nach einem Satz von Gaul3funktionen entwi-
ckelt werden (in der vorliegenden Arbeit wurde stets der Basissatz 6-31G* eingesetzt),
verwendet ®MD eine Entwicklung nach ebenen Wellen. Die Anzahl der ebenen Wellen
in der Basis muss dabei durch die Angabe einer grof3ten Wellenzahl oder maximalen ki-
netischen Energfeangegeben werden. Dieser Energie-Cutoff bestimmt somit durch die
Fourier-Transformation die maximale Auflosung des realen Raums, in dem die Elektro-
nendichte dargestellt wird.

Grol3e Dichtegradienten entstehen besonders durch die eng gebundenen Rumpfelektronen
der Atome, deren Einfluss und Abschirmung der Kernladung deshalb faeb @urch
Pseudopotentialbeschrieben wird. So kdnnen in devzen-coreNéherung allein die Va-
lenzelektronen betrachtet werden. Dies fuhrt zu einer Glattung der Elektronendichte und
einer Verringerung des Rechenaufwandes. Von Bedeutung fur die vorliegende Arbeit sind
die Pseudopotentiale von Troullier und Martif®] (MT) und die von Goedecker et al.

[71] (SG), deren Parametrisierung den zitierten Arbeiten entnommen werden kann.

Zwar ist CPMD durch denCar-ParinelloAnsatz [/2] in der Lage, auf effiziente Weise
gleichzeitig die Zeitentwicklung der Kernkoordinaten und der Elektronendichte zu be-
handeln, doch sind, wie Tabelle2 ausweist, die mit der DFT-Methode behandelbaren
Systeme zu klein fur die Beschreibung der hier betrachteten Modellpeptide in Losung
[73]. Trotzdem spielen DFT-Berechnungen im Folgenden eine wichtige Rolle bei der Er-
stellung effektiver Molekulmodelle, denen wir uns nun zuwenden wollen.

aCpmD verwendet hier Energie-Einheiten von Rydberg (Ry). Es gilt 1 Ry = 2 HartrB4,42 eV.
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Molekularmechanische Modelle

Die Entwicklung so genannter molekularmechanischer (MM) MolekiImodelleKmaét-
felderhat es ermdglicht, die Dynamik von Peptiden und Proteineoiekulardynamik-
simulationenMD-Simulationen) ¥4, 75 auf atomarer Auflésung zu verfolgen.

Die Ergebnisse dieser Entwicklung liegen in Form von MM-Standardkraftfeldern vor,
welche jeweils eine mdgliche empirische Parametrisierung des durch die Elektronen er-
zeugten und auf die Atomkerne wirkenden Potentials darstellen. Haufig werden die Kraft-
felder AMBER [76], CHARMM [77], GROMOS [78] oder OrLS [79] eingesetzt, die zu-
meist zusammen mit einem gleichnamigen Programmpaket verfuigbar sind. Dagegen wur-
de von mir fur die Simulationen der Modellpeptide ein eigenes, in unserer Gruppe entwi-
ckeltes Simulationsprogramm @®-mmi1) [80] verwendet, das eine erweiterte Form des
CHARMM 22-Kraftfeldes 81] implementiert. In einer MD-Simulation werden die Atome

der untersuchten Molekile durch Punktmassen reprasentiert und die auf sie wirkenden
Krafte aus dem MM-Potential abgeleitet. Durch eine zeitdiskrete Integration der klassi-
schen Newtonschen Bewegungsgleichungen wird in den Simulationen dann die Zeitent-
wicklung des molekularen Systems verfolgt] 75].

Bei solchen MM-MD-Simulationen werden haufig Systeme betrachtet, die eine grol3e An-
zahl von Atomen umfassen. Dies ist nicht nur durch die Grél3e der untersuchten Peptide
oder Proteine selbst begrindet, sondern auch dadurch, dass diese Biomolekle ihre Struk-
tur und Funktionsdynamik nur in ihrer jeweiligen physiologischen Umgebung zejjen [

die im einfachsten Fall durch Wasser als Losungsmittel gegeben ist. Daher ist es notwen-
dig, in ein Simulationsystem zusatzlich zum Biomolekil eine Vielzahl von Atomen des
Ldsungsmittels mit aufzunehmen.

Zwar wurdel977 bei den ersten MD-Simulationen eines Proteidls flesBovine Pan-
creatic Trypsin InhibitordBPTI), das Losungsmittel weggelassen, aber schon einige Jahre
spater konnten van Gunsteren und Berend8&jdie erste MD-Simulation eines Proteins

in wassriger Losung vorstellen. Seit diesen Anfangen wurde die Methode der MD-Si-
mulation stetig weiterentwickelt und eine Vielzahl von Untersuchungen an Biomolekulen
durchgefuhrt?, 8, 83-91]. Manche dieser Arbeiten zielten sogar darauf ab, experimentell
beobachtbare Gré3en zu berechnen, um so die Validitéat des MD-Verfahrens zu Uberprifen
[84, 87, 89, 90]. So haben beispielsweise Daura et 86, [87] die Gleichgewichtsfluktua-
tionen eines Beta-Pepti@sn Methanol Giber 100 ns simuliert und mit NMR-Daten vergli-
chen. Ferner konnten z.B. Zhou et &0 mit einer geeigneten Kombination aus MD- und
Monte-Carlo-Simulationen die beobachtete Temperaturabhangigkeit der Kinetikseiner
Hairpin-Bildung reproduzieren.

In allen MM-Kraftfeldern werden die chemischen Bindungen der Atome durch kurzreich-
weitige Modellpotentiale dargestellt, welche die elastischen Deformierbarkeiten der Bin-
dungslangen, Bindungswinkel und Torsionswinkel erfasgén79]. Dabei wird die Bin-

aBeta-Peptide unterscheiden sich von den nattrlich vorkommenden Alpha-Peptiden durch den zusatzlichen
Einbau einer Methylengruppe in das Riickgrat und eine damit verbundene deutlich hthere Flexibilitéat.
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dungsstruktur als unveranderlich angenommen. Auf die detaillierte Form dieser kurzreich-
weitigen Modellpotentiale, werde ich Abschrit@ vertieft eingehen.

Behandlung der langreichweitigen Wechselwirkungen in MM-Kraftfeldern

Neben den chemischen (engl. bonded) Wechselwirkungen missen in einem Kraftfeld auch
langreichweitige Krafte zwischen den Atomen beriicksichtigt werden. Ublicherweise wird
dabei die Pauli-Absto3ung der Elektronenhllen und die attraktive van der Waals-Wech-
selwirkung (VDW) zusammen durch ein Lennard-Jones-Potential erfagsDie nume-

rische Auswertung der VDW-Wechselwirkung ist unproblematisch, da sie sehr schnell
(mit r ~8) abfallt, so dass nur Kréafte zwischen Atomen in einer raumlichen Nahzone be-
ricksichtigt werden missen. Weiterreichende Energieanteile kdnnen, wie in Ab&chnitt
genauer erklart werden wird, im Rahmen einer Kontinuumsnaherung behandelt werden.

Weitaus schwieriger ist es, eine angemessene Beschreibung der elektrostatischen Wech-
selwirkungen im Simulationssystem zu erzeugen. In den verfigbaren nicht-polarisierbaren
Kraftfeldern wird die Ladungsverteilung der untersuchten Molekile durch statische Parti-
alladungen beschrieben, die an den Orten der Atome li&@Bnpie Annahme statischer
Partialladungen stellt das grof3te Defizit gegenwartiger MM-Kraftfelder dar, da durch sie
die Effekte der elektronischen Polarisierbarkeit lediglich in einer Molekularfeldn&herung
erfasst werden kdnnen. In inhomogenen und anisotropen Medien — Proteine und Peptide
sind Prototypen solcher Materialien — ist diese Naherung jedoch nicht begriu®@sar [

94]. Es wurde gezeigt, dass die Vernachlassigung der Polarisationsfluktuationen bei der
Beschreibung von Peptiden und Proteinen zu signifikanten Fehlern $4h&q).

Aber auch fur nicht-polarisierbare Kraftfelder wirft die Auswertung der Coulomb-Wech-
selwirkung der Partialladungen ein Problem auf, denn die bekarint&ldh&ngigkeit des
Coulomb-Potentials fiihrt dazu, dass die Wechselwirkung jedes geladenen Atoms mit jeder
anderen Ladung des notwendig endlich dimensionierten Simulationssystems auszuwerten
ist. Der Aufwand zur Berechnung der Coulomb-Summe steigt somit quadratisch mit der
Anzahl der Atome an.

Zur Lésung des Problems der Behandlung der langreichweitigen Wechselwirkungen exis-
tieren eine Reihe von Ansatzen, die fur Simulationssysteme mit periodischen Randbe-
dingungen (engl. periodic boundary conditions, PBC) formuliert wur®gin $7-100.
Solche Randbedingungen sind notwendig, um fur die Simulation von gelésten Proteinen
oder Peptiden ein gut definiertes thermodynamisches Ensemble zu erzedds). [Bei
Simulationssystemen mit PBCs wird das begrenzte Simulationsvolumen periodisch fort-
gesetzt. Auf diese Weise wird z.B. die Topologie eines Wiirfels zu der eines dreidimensio-
nalen Toruses erweitert. Abbildurigl0zeigt jene drei moglichen raumfillenden Simu-
lationsvolumina, die von Gerald Mathia8q] in EGo-mMmiIl implementiert wurden. Ein
solches periodisches System besitzt keine Grenzflachen und weist deshalb kontrollierba-
re thermodynamische Parameter wie Temperatur, Druck und Volumen auf, die mit einem
Thermostaten bzw. Barostaten geregelt werden kont@h. [
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Abbildung 1.10: Raumfiillende Simulationsvolumina.in EGo-MmMII wurden von Gerald Ma-

thias P6] fur eine Simulation unter periodischen Randbedingungen drei verschiedene Formen des
Simulationsvolumens implementiegder Quader bzw. Wrfeh der Rhombendodekaeder und

der abgeschnittene Oktaeder. Mit jedem dieser Kérper kann der dreidimensionale Raum lickenlos
geflllt werden. Wahrend der Simulation kénnen einzelne Lésungsmittelmolekiile das Simulati-
onsvolumen durch eine der Seitenflachen verlassen und in eines der periodisch fortgesetzten Bil-
der des Systems ubertreten. Der Vorteil der Kotpend ¢ liegt darin, dass diese, verglichen mit

dem Wiirfel, besser die Form einer Kugel anndhern. Auf diese Weise miissen — bei einem gegebe-
nen oder erwinschten Cutoff-Radius — weniger in den Ecken des Volumens liegende, und damit
zu den Wechselwirkungen des geltsten Molekiils kaum beitragende, Lésungsmittelmolekiile be-
handelt werden. Beim Ubergang vom wiirfelférmigen Volumen zu dem des Rhombendodekaeders
entspricht dies einer Rechenzeitersparnis von etwa 30%.

Durch die Einfuhrung einer Periodizitat in das Simulationssystem wird zwar dessen Ther-
modynamik beherrschbar, jedoch tritt das Problem der artifiziellen Selbst-Wechselwir-
kung eines geladenen Teilchens mit seinen Spiegelbildern auf. Die so geNamintem-

Image KonventiofMIC) [74] fordert deshalb, alle Wechselwirkungen zwischen Ladun-
gen zu vernachlassigen, die weiter als die halbe Kantenléange des Simulationssystems von-
einander entfernt sind. Ein einfaches Abschneiden der Wechselwirkungen an dem von der
MIC vorgegebenen Radius, d.h. die Anwendung eines so genaGuitexffs fuhrt aber

zu strukturellen und energetischen Artefakté0(@, 102, 103. Nichtsdestotrotz wurden

bis vor einigen Jahren viele MD-Simulatione8b| 86, 104 unter der Verwendung eines
einfachen Cutoffs durchgefuhrt, der jeweils sogar noch deutlich unter dem von der MIC
vorgegebenen Grolie lag, da eine vollstdndige Auswertung der Coulomb-Summe inner-
halb des von der MIC angegebenen Radius bei groReren Systemen zu rechenaufwandig
war.

Abbildung 1.11 veranschaulicht nicht nur den zweidimensionalen Fall von periodischen
Randbedingungen, sondern skizziert auch zwei aktuelle Anséatze zur Berechnung der lang-
reichweitigen Wechselwirkungen in einem solchen System. Der erste Ansatz, der in Teil-
bild a verdeutlicht wird, sind Gittermethode@7-99], die auf der Methode der Ewald-
Summation 105 beruhen und von einer Periodizitat nicht nur der in den Simulationen
beschriebenen Materie, sondern auch der des elektrostatischen Potentials ausgehen. Unter
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1.3 Theoretische Beschreibungen

Abbildung 1.11: Behandlung der Elektrostatik unter periodischen Randbedingungenin die-

sen zweidimensionalen Skizzen ist die zentrale Simulationsbox von acht periodisch fortgesetzten
Kopien umgebema Die Ewald-Summationsmethode nimmt ein periodisches elektrostatisches Po-
tential an. Dadurch wechselwirkt ein geldstes Protein mit allen seinen Kopien. Dies ist am Beispiel
der positiven Ladung dargestelitDurch die in dieser Arbeit verwendete strukturadaptierte Mul-
tipolmethode werden die Wechselwirkungen bis zu einem durch die Minimum-Image Konvention
[74] gegebenen Abstand (der halben Boxléange) explizit berechnet. Ein Reaktionsfeld (hellblau)
beinhaltet die Beitrage eines dielektrischen Kontinuums fur gréRere Abstande. Auf diese Weise er-
fahrt das simulierte Protein keine Kraftbeitrdge seiner periodischen Kopien. Abbildung nach einer
Vorlage aus10Q.

Verletzung der MIC wechselwirkt bei den Gittermethoden ein gewahltes Atom nicht nur
mit einem anderen Atom, sondern auch mit unendlich vielen Kopien, deren Abstande in
jeder Dimension um diskrete Vielfache der Boxgrof3e ansteigen. Bei Gittermethoden kann
die Coulomb-Summe im Fourier-Raum mit hoher Genauigkeit und unter vertretbarem nu-
merischen Aufwand berechnet werden. Zwar fuhrt dabei die Missachtung der MIC zu ar-
tifiziellen langreichweitigen Korrelationen, welche die Struktur eines simulierten Peptids
oder Proteins stark beeinflussen konnkdqg, jedoch ist zu erwarten, dass diese Artefakte

in grof3en Simulationssystemen mit grof3en Periodizitaten vernachlassigbar klein werden

[100.

Das dieser Arbeit zu Grunde liegende und in unserer Gruppe entwickelte Programmpa-
ket EGo-mMmiII [80] ermbglicht es, als alternativen Ansatz zur Behandlung der langreich-
weitigen Wechselwirkungen die Coulomb-Summe durch die Anwendung einer struktur-
adaptierten Multipolmethodelp7, 108 bis zu dem von der MIC vorgegebenen Radius
naherungsweise auszuwerten. Dazu nahert dieseiSgenannte Methode die Coulomb-
Beitrage weiter entfernter Atomgruppen durch die fihrenden Momente ihrer Ladungsver-
teilung (Nettoladungen, Dipole und evtl. Quadrupole) und das Potential am Ort der be-
trachteten Ladung durch eine entsprechende Reihenentwicklung. Dieses Verfahren flhrt
zu einem linearen Skalierungsverhalten mit der Anzahl der Ladungen, dessen \Vorfaktor
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1 Einfuhrung

noch durch einen Mehrschrittalgorithmus erniedrigt wird. Zusammengenommen spricht
man dabei vom EMUsSAMM -Algorithmus [L0§. Abbildung 1.11b verdeutlicht, wie auf
diese Weise die Beitrage zur elektrostatischen Wechselwirkung von allen Atomen im hell
gezeichneten Umkreis um die betrachtete Ladung bericksichtigt werden kdnnen.

Mathias et al. 10Q haben das kMusAMM -Verfahren um ein Kontinuumsmodell erwei-

tert, welches die Beitrdge des aufRerhalb des MIC-Radius liegenden Lésungsmittels in
Form eines dielektrischen Kontinuums mit passender Dielektrizitdtskonstante reprasen-
tiert und so Cutoff-Artefakte unterdriickt. Der Einfluss dieses Kontinuums auf die expli-
zit beschriebenen Ladungen kann anschaulich durch das Auftreten von Spiegelladungen
oder -multipolen dargestellt und durch ein Reaktionsfeld (RF) quantitativ erfasst werden
[96, 100, 109. Mit Hilfe dieses Ansatzes und durch Vergleich mit Ewald-Simulationen
konnten erstmals absolute Angaben zur Genauigkeit der Elektrostatikberechnung bei MD-
Simulationen gemacht werden. So hat sich anhand von Simulationen an grof3en Wasser-
systemen gezeigt, dass dieNFUSAMM /RF- und Ewald-Methoden voneinander nur um
wenige Promille abweichen.

Zusammenfassend ermdglichG&-mmil mit Hilfe des erweiterten AMuUsAMM -Algo-
rithmus die genaue Beschreibung der gelosten Modellpeptide in ihrer nattrlicheren Um-
gebung und unter Vermeidung jener Artefakte, die durch Selbstwechselwirkungen oder
Abschneiden der langreichweitigen Elektrostatik entstehen konnen. Auf Details der Im-
plementierung von AMUSAMM in EGO-MMII werde ich in KapiteR eingehen.

DFT/MM-Hybridrechnungen

Tabellel.2fuhrt neben dem oben vorgestellten akkuraten, aber in der Zahl der zu behan-
delten Atome beschréankten, DFT-Verfahren und den eben eingefuhrten klassischen MM-
Modellen auch die Methode d&FT/MM-Hybridrechnunge110, 111] auf. In der vor-
liegenden Arbeit dient diese Methode zur Ableitung eines Kraftfeldes fur das Losungsmit-
tel Dimethylsulfoxid (DMSO). Dabei wird ein quantenmechanisch beschriebenes DMSO-
Molekul in der Umgebung molekularmechanisch modellierter DMSO-Molekiile simuliert.

In einer DFT/MM-Hybridrechnung wird der Ansatz einer mehrskaligen Behandlung der
Simulationssysteme fortgefuihrt, der schon fur die Elektrostatik in den MM-Verfahren er-
lautert wurde. Die Verbindung eines DFT-Programms mit einer MM-Implementierung
ermoglicht es, einen kleinen Teil der Atome eines Simulationssystems mit der DFT-Me-
thode akkurat zu beschreiben, wahrend die Umgebung dieses Teilsystems durch eine MM-
Modellierung ndherungsweise reprasentiert wird. Die Einwirkung des MM-Teils auf die
guantenmechanisch beschriebenen Atome wird in einer solchen Hybridsimulation in Form
des durch die Partialladungen im QM-Teil erzeugten elektrischen Potentials erfasst. Auf
diese Weise kdnnen im DFT-Teil Polarisationseffekte untersucht werden.

Algorithmen zur Kopplung des DFT- und des MM-Teils wurden in unserer Gruppe entwi-
ckelt [111], sind in BEGo-MMII implementiert und wurden schon mehrfach erfolgreich zur
Berechnung der Schwingungsspektren von Molekilen in Losung eingekEzz1 4.
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1.4 Lichtschaltbare Modellpeptide als kombinierter Ansatz

1.4 Lichtschaltbare Modellpeptide als kombinierter
Ansatz

Weiter oben wurde die Bedeutung zeitaufgeldster Untersuchungen an Biomolekulen fr

das Verstandnis der Faltung und Funktionsweise von Proteinen betont. Viele Konzepte
Uber die Vorgénge auf der Zeitskala von Pikosekunden bis Nanosekunden wurden bisher
ausschlieRlich aus der Analyse molekularmechanischer Simulationen abgeleitet. Ein Ver-
gleich mit experimentellen Beobachtungen konnte zumeist nicht durchgefuhrt werden, da
experimentelle Methoden mit dieser Zeitauflosung bisher nicht verfigbar waren. Eaton

et al. 20] formulierten daher den aus diesem Umstand erwachsenden Ansporn an experi-
mentell tatige Wissenschattler:

»A (...) motivation for developing fast kinetic methods has been to provide a
much-needed reality check on computer simulations, which are flooding the
protein-folding literature.”

In dieser Hinsicht vielversprechend waren und sind die schon im Vorangehenden beschrie
benen optischen Pump-Probe-Techniken, die einen Einblick in molekulare Reaktionen
im Zeitbereich von Femto- bis Nanosekunden ermdglichen. In Zusammenarbeit mehre-
rer Forschungsgruppen (Zinth, Moroder und Tavan) im SFB 533 wurde diese schnel-
le Spektroskopie mit NMR-Untersuchungen und der theoretischen Beschreibung durch
MM-Simulationen kombiniert, um einen integrierten Ansatz zur Untersuchung der Pep-
tiddynamik zu erhalten. Dieser Ansatz steht im Zentrum der vorliegenden Dissertation, in
welcher die dazu entwickelten Simulationsmethoden und statistischen Analyseverfahren
vorgestellt, sowie die dabei erzielten Simulationsergebnisse prasentiert werden sollen. Mit
der angesprochenen Kombination von Methoden wurde angestrebt, nicht nur die Interpre-
tation der experimentellen Beobachtungen zu erleichtern, sondern auch die Evaluation der
Methode der MM-Simulationen und vor allem der MM-Kraftfelder voranzutreiben. Ein
besonderes Augenmerk sollte dabei der Aussagefahigkeit der Simulationen in Bezug auf
die Kinetik von Konformationsiibergdngen in Peptiden gelten.

Voraussetzung fur diese Zusammenarbeit war das Design eines Systems, das mehreren
Anforderungen gleichzeitig zu gentigen hat. So musste es fir die Pump-Probe-Experimen-
te einen Schalter beinhalten, der nach optischer Anregung Konformationsiibergange oder
Faltungsprozesse in einem Peptid initiiert. Zusatzlich war eine spektroskopische ,Sonde*
notwendig, Uber die mit einem Abtastpuls Aussagen Uber die Kinetik des Biomolekiils
getroffen werden konnen. Ferner sollte das System nicht zu komplex sein, um eindeu-
tige Interpretationen zu erméglichen, und auch nicht zu viele Atome umfassen, um die
theoretische Beschreibung zu erleichtern.

Die letzten beiden Forderungen schlossen beispielsweise das friher untersLgHi#d
Protein Bakteriorhodopsin (BR) als Modellsystem aus. BR und der verwandte Sehfarb-
stoff Rhodopsin weisen zwar einen Photozyklus auf, in dem nach Lichtanregung die
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Abbildung 1.12: Die Geometrieanderung von Azobenzol durch Photoisomerisierungis- und
transisomere des Farbstoffs Azobenzol, die durch Photoanregung ineinander tGberfihrt werden
konnen. Die Geometrien der beiden Isomere unterscheiden sich deutlich. Gemessen an den Posi-
tionen der beiden duRRersten Wasserstoffe fuihrt die gestrieakteForm zu einer Elongation um

etwa 3 A und besonders zu einer groBen Anderung des ,Offnungswinkels®.

Isomerisierung eines Farbstoffs Konformationsanderungen des umgebenden Proteins be-
wirkt, sind flr die hier angestrebte Behandlung aber zu komplex. Aus diesem Grund
wurde in unserem Verbundprojekt aus dem SFB 533 ein mit acht Residuen recht kurzes
Peptid ausgewahlt, bei dem davon ausgegangen werden kann, dass sein Konformations-
raum noch Uberschaubar ist. Dabei wurde die fur das Peptid gewéahlte Aminoséurense-
qguenz (Ala-Cys-Ala-Thr-Cys-Asp-Gly-Phe) der Bindungstasche der Thioredoxin Reduk-
tase, des schon in Abbildurig6 vorgestellten Proteins, entnommen. Dort ist die aufge-
fuhrte Peptidsequenz in den Residuen 134 bis 141 wiederzufinden und beinhaltet die zwei
fur die Funktion des Enzyms unverzichtbaren Cystein-Residuen.

Als optischer Schalter wurde dAzobenzofjiewahlt. Dieser organische Farbstoff und aus
ihm abgeleitete Verbindungen sind dafur bekannt, nach Photoanregung mit einer hohen
Quantenausbeute eimgs/trans oder — bei Anregung mit einer anderen Wellenlange —
einetrans/cislsomerisierung durchzufihrea7, 118. Wie Abbildung1.12zeigt, fihrt

die Photoisomerisierung zu einer deutlichen Anderung der Geometrie des Azobenzols.
Von Vorteil ist auch, dassis- und transAzobenzol stark unterschiedliche Absorptions-
spektren aufweisen, die zudem empfindlich auf Verspannungen des Chromophors reagie-
ren. Auf diese Weise erfiillt das Azobenzol nicht nur die Forderung nach einem schnellen
Schalter, sondern auch die nach einer spektroskopisch auswertbaren Sonde. Eine Integrati-
on des Azobenzols in Peptide wurde durch die Synthese von zwei Derivaten des Farbstoffs
ermdglicht, die als kinstliche Aminoséuren in ein Peptidriickgrat integriert werden kon-
nen 14, 119.

Die chemische Struktur dieser als APB und AMPB abgekiirzten Azoschalter wird zusam-
men mit der des freien Azobenzols und der vollstandigen zyklischen Modellpeptide in
Abbildung 1.13vorgestellt. Durch die direkte Integration des Lichtschalters in das Pep-
tidriickgrat ist zu erwarten, dass sich dessen Geometrieanderung als eine Anderung der
»-Randbedingungen® stark auf die moglichen Konformationen des Peptids auswirkt. Die
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Azobenzol ®N=N
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Abbildung 1.13: Die chemische Struktur von Azobenzol und den ModellpeptidenDas freie
Azobenzol umfasst eine Azo-Gruppe, d.h. zwei durch eine Doppelbindung verbundene Stickstof-
fe, sowie zwei Phenylringe. In obiger Darstellung sind die meisten Wasserstoffatome nicht gezeigt.
Zu einem Farbstoff wird Azobenzol durch ein sich tber das ganze Molekll ausdehnendes konju-
giertesr-Elektronensystem. Wird Azobenzol um eine Carboxyl- und eine Aminogruppe erweitert,
erhalt man (4-Aminophenyl)azobenzoesaure (APB), die als kiinstliche Aminoséaure in ein Peptid
eingebunden werden kann. Durch Ringschluss entstehen die lichtschaltbaren Zyklopeptide, deren
zwei Cystein-Residuen eine Variation durch eine geschlossene oder offene Disulfidbriicke erlau-
ben B7]. Zusatzlich wurde mit AMPB noch ein um eine Methylgruppe (grau hinterlegt) erweiterter
Schalter synthetisiert, der sich durch eine gréf3ere Flexibilitdt auszei@8et [

Die in der Grafik aufgefiihrten Kurzbezeichnungen sind: Azo bzw. Azobenzol fur den freien Farb-
stoff, ¢ .. fur die monozyklischen Peptide, hc flr die bizyklischen Peptide, .APB fiir Peptide

mit dem einfachen Schalter und schlieBlichAMPB flr Peptide mit Schalter und Methylen-
Spacer.
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1 Einfuhrung

lichtinduzierte Umkehrbarkeit des Vorgangs ermdglicht dabei ein unbeschranktes Hin-
und Herschalten des Peptids und dadurch eine einfache experimentelle Handhabung. Zur
lllustration der erzielbaren Konformationsanderungen zeigt Abbildutg beispielhaft

je eine Konformation desis- undtrans-cAPBs. Die beiden Strukturen wurden den spater
prasentierten MD-Simulationen entnommen.

Die vorgestellten nutzlichen Eigenschaften des Azobenzols als Lichtschalter sind schon
lange von technischem Interesse. So wird dieser Farbstoff beispielsweise in der Forschung
und Industrie verwendet, um optische Schali&a(d-122 oder Datenspeichedp3-125

zu entwickeln. Auch selbstorganisierend@@ oder funktionalisierte127, 128 Materia-

lien wurden schon mit seiner Hilfe realisiert. Selbst die Anwendung von Azobenzol als
Schalter fur biologische Systeme wurde bereits diskutiE2€j[und auch seine Einbin-

dung in ein PeptidriickgratlB( gezeigt. Ahnlich wie in dem hier vorgestellten Projekt
arbeitet die Gruppe um Andrew Woolle$31, 1327 mit einem«-helikalen Peptid, des-

sen Seitengruppen mit einem Azoschalter verbunden sind. Azobenzol wurde auch schon
in eine DNA Dreifach-Helix integriert]33. Schliel3lich untersuchten Hugel et al.34]

ein mehrere Azoschalter beinhaltendes Polymer mit Hilfe der Einzelmolekul-Kraftspek-
troskopie.

Experimentelle Charakterisierung der Modellpeptide

Erste fs-spektroskopische Messungen an Azobenzol, die im Rahmen des SFB 533 in den
Arbeitsgruppen von Wolfgang Zinth (LMU Miinchen) und Josef Wachtveitl (jetzt Frank-
furt) durchgefihrt wurden1[39, zeigten fir den Zerfall des elektronisch angeregten Zu-
stands nachx *-Anregund eine aus zwei exponentiellen Termen zusammengesetzte Ki-
netik mit Zeitkonstanten von 170fs und 2 ps. AnschlieRend befindet sich der Farbstoff
in seinem — eventuell heiRen — elektronischen Grundzustand, wobei der Grof3teil seiner
mit der Photoisomerisierung verbundenen Geometriednderung eingetreten ist. Relaxati-
onszeiten um 15 ps wurden deshalb einem Abkihlen der vibronischen Anregungen durch
Warmedissipation in das umgebende Lésungsmittel zugeschri@Bén Entsprechende
Messungen am APB, dem von Azobenzol abgeleiteten Schalter, ergaben vergleichbare
Zeiten fur diesen Prozes$37]. Selbst der Einbau des APBs in die Peptide beeinflusst
die schnelle Dynamik des Schalters kaum, allerdings traten in Abhangigkeit von der Pep-
tidstruktur (siehe Abbildund.13 zusatzliche Relaxationszeiten zwischen 30 ps und 1 ns
auf [37, 138, welche deutliche Anzeichen fur anhaltende Konformationsrelaxationen der
geschalteten Peptide sind. Vor allem konnte somit gezeigt werden, dass der Chromophor
sensitiv auf die Struktur des angeschlossenen Peptidrickgrats und deren Verspannung rea-
giert. Eine vertiefte Prasentation und Diskussion der spektroskopischen Ergebnisse findet
sich in den zitierten Veroéffentlichungen und besonders in der Dissertation von Sebastian
Sporlein [L39.

Wie schon die Synthese der Modellpeptide wurde auch ihre Strukturaufklarung in der
Gruppe von Luis Moroder am MPI fur Biochemie durchgefuhrt. Die bisher vorgestell-

aUbergang eines nichtbindenden Elektrons der Stickstoffatome in ein antibindendes Molekiitorbital
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a cis-cAPB

APB

b trans-cAPB

Abbildung 1.14: Je eine Konformation descis- und trans-cAPBs.Erganzend zu Abbildung).13

wird flr beide Isomerisierungszustande des Azobenzol-Farbstoffs exemplarisch jeweils eine der
in den Simulationen beobachteten Konformationen des cAPBs gezeigt. Beide Strukturen werden
als Stabchenmodell dargestellt, bei dem Kohlenstoffe grau, Sauerstoffe rot, Stickstoffe blau und
Wasserstoffe weild eingefarbt sind. Die Schwefelatome der Cysteine und die an sie gebundenen
Schutzgruppen wurden zu gelben Kigelchen vereinfacht. Dem Stadbchenmodell ist jeweils noch
eine ,Tube“-Darstellung Uberlagert, bei der die blau gefarbte Spline-Funktion digtd@ne der
Residuen verbindet und damit den Verlauf des Peptidriickgrats hervorhebt.
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1 Einfuhrung

te und in dieser Arbeit behandelte erste Generation von Peptiden ist nicht wasserléslich,
weswegen das Losungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO) Verwendung fabak durch
NMR-Messungen bestimmten Strukturen wurden von Renner &7aB§] veroffentlicht.

Sie zeigten in Abh&ngigkeit vom Isomerisierungszustand des Chromophores stark un-
terschiedliche Konformationsensembles der Modellpeptide. BesonderstianieForm
schranken die Randbedingungen den Peptidteil stark ein, insbesondere wurde im Fall des
CAPBs nur eine einzige Konfiguration gefunden. Auf diese Weise wurde die Vermutung
belegt, dass mit der Photoisomerisierung des Azoschalters eine starke Konformationsan-
derung des Peptidrickgrats einhergeht.

1.5 Ziele und Gliederung der Arbeit

Wie wir gesehen haben, stellen die zyklischen Modellpeptide ein Modellsystem dar, an
dem die Konformationsdynamik von Peptiden auf der Zeitskala von Femtosekunden bis
Nanosekunden experimentellen Untersuchungen offen steht. Das Ziel dieser Arbeit ist nun
eine komplementare theoretische Beschreibung. Die folgenden zentralen Fragestellungen
stehen dabei am Anfang:

— Kann die Struktur und die Relaxationsdynamik der lichtschaltbaren Peptide mit mo-
lekularmechanischen Simulationen adaquat modelliert werden?

— Ist eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse der Simulationen mit den Resultaten der
NMR-Strukturanalyse und denen der fs-Spektroskopie gegeben?

— Ermdglicht die theoretische Beschreibung einen vertieften Einblick in die Konfor-
mationsraume der Peptide und in die mit der Relaxation verbundenen Konformati-
onsubergange?

— Welche Prozesse spielen sich nach Anregung des Chromophores auf den verschie-
denen Zeitskalen ab?

— Konnen daraus allgemeine Schlussfolgerungen tber die lichtinduzierte Relaxations-
und Konformationsdynamik in Proteinen und Peptiden abgeleitet werden?

Eine erfolgreiche molekularmechanische Simulation der Modellpeptide héngt von einer
Reihe von Voraussetzungen ab, die ich nach einer detaillierten Darstellung der Standard-
kraftfelder und Simulationsmethoden (Kapi#lin jeweils einzelnen Kapiteln behandeln
werde.

Kapitel 3 beschatftigt sich mit dem DMSO als dem experimentell verwendeten Losungs-
mittel. Eine moglichst realitdtsgetreue Modellierung des DMSOs ist unerlasslich fir die

an der zweiten Generation der Modellpeptide wurde durch eine Anderung der Aminosaurensequenz die
Wasserloslichkeit der Modellpeptide erreich4f].

28
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Simulation der Relaxationsdynamik der Peptide, nicht nur weil der Dissipation von War-
me aus dem gelosten Molekil nach der Photoisomerisierung eine grol3e Bedeutung zu-
kommen sollte, sondern auch weil das moderat polare Losungsmittel DMSO einen star-
ken Einfluss auf die Struktur des Peptids austiben kann. Neben einer Diskussion der bisher
schon existierenden DMSO-Parametrisierungen wird im Rahmen dieser Arbeit ein neues
Modell hauptséachlich aus ,ersten Prinzipien®, d.h. quantenmechanischen Berechnungen,
abgeleitet.

Das darauf folgende Kapitel behandelt die Erstellung eines molekularmechanischen
Kraftfeldes fur die Azo-Schalter, die als in der Biologie unibliche Verbindungen nicht Teil
der weit verbreiteten Kraftfelder fir Peptide und Proteine sind. Die Bindungsparameter
und Partialladungen der Chromophore und deren Schnittstellen zum Peptidrickgrat wur-
den aus DFT-Berechnungen bestimmt. Ferner wird gezeigt, wie ein mechanisches Modell
der Photoisomerisierung des Azobenzols konstruiert und in die molekularmechanischen
Simulationen integriert werden kann, um eine vollstdndige Beschreibung der Pump-Pro-
be-Experimente zu erreichen.

Resultate von molekularmechanischen MD-Simulationen sind zun&ach$tagjektorien

der Molekulbewegungl.h. die Menge aller Atomkoordinaten als Zeitreihe. Die dabei ent-
stehenden Datenmengen kdnnen sehr umfangreich sein. So ergeben beispielsweise zehn
Trajektorien eines Molekils mit 100 Atomen, aufgezeichnet mit Zeitschritten von 100 fs
iiber einen Zeitraum von 1 ns, einen Datensatz vor81000- 10* = 3- 107 Gleitkomma-

Zahlen oder etwa 110 MByte an Daten. Eine Analyse der in einem System ablaufenden
Prozesse bedarf deshalb einer Datenreduktion, die auch auf die hohe Dimensionalitat der
Daten (3 bei N Atomen) eingeht. Entsprechende Konzepte der Neuroinformatik wurden

in den letzten Jahren in unserer Arbeitsgruppe entwickelt{147] und beispielswei-

se auf die Klassifikation von Sprachdaten angewahd8{15(. Ein weiteres Ziel der
vorliegenden Arbeit ist die Ubertragung dieser statistischen Ansétze auf die Konforma-
tionsanalyse von Peptiden. Kapitebeschreibt neuartige Methoden zur uniberwachten
Klassifizierung von Molekilkonformationen sowie ihre Erweiterung im Fall von zirkula-
ren Winkelvariablen.

Die darauf folgenden Kapitéd, 7 und 8 widmen sich den durchgefiihrten MD-Simula-
tionen und ihrer Auswertung. Zuerst werden in Kaptielie eingesetzten Peptidkraft-
felder untersucht. Dazu werden die Konformationen und die Energielandschaften eines
einfachen Beispielmolekils, des Alanin-Dipeptids, im Vakuum und in wassriger Losung
bestimmt und mit Literaturwerten verglichen.

An diese Verifikation der Methoden schlief3t sich in Kapitelie Untersuchung der zy-
klischen Modellpeptide in ihreais- undtrans-Gleichgewichtsensembles an. Die Energie-
landschaften der verschiedenen Peptid-Spezies werden charakterisiert und ihre prototypi-
schen Konformationen bestimmt. Ferner werden die in den Simulationen zu beobachten-
den Peptidkonfigurationen detailliert mit den Ergebnissen der NMR-Strukturuntersuchun-
gen verglichen.
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In Kapitel 8 werden schliel3lich an den Beispielen des freien Azobenzols und des mono-
zyklischen APB-Peptids (cAPB) die Auswirkungen der Wahl verschiedener Warmeleit-
fahigkeiten des Losungsmittels, verschieden steif parametrisierter Azobenzol-Farbstoffe
und unterschiedlicher Peptidkraftfeldvarianten auf die simulierte Relaxationskinetik und
die dabei ablaufenden Prozesse untersucht und mit den Beobachtungen aus der fs-Spektro-
skopie verglichen. Neben der Betrachtung von energetischen Observablen wird die struk-
turelle Konformationsdynamik des Peptidriickgrats analysiert.
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Schon in der Einfliihrung wurde die Methode der MD-Simulationen vorgestellt, mit der die
lichtinduzierte Relaxationsdynamik der Modellpeptide untersucht werden soll. Das fol-
gende Kapitel dient dazu, die eingesetzten Methoden detaillierter darzustellen. Eine aus-
fuhrliche Formulierung der molekularmechanischen Kraftfelder ist notwendig, um spater
meine eigenen Modifikationen einordnen und notieren zu kénnen. Ferner gehe ich hier
vertieft darauf ein, wie diese Kraftfelder in unserem Simulationsprogransa-&mi|

[80] implementiert sind und welche Weiterentwicklungen von meinen Kollegen und mir
an diesem Programmpaket vorgenommen wurden.

2.1 Grundlagen der Molekulardynamik

Die Dynamik eines Ensembles von Molekilen wird durch die Schrédingergleichung
ad N
ihﬁ Y(r,R)=H(,R) ¥(r,R) (2.1)

beschrieben, wobei in der Notation der Wellenfunktibtr, R) die Elektronenspins der
Einfachheit halber weggelassen wurden. Die Wellenfunktion hangt von &égktronen-
koordinatenr = {rq,...,rn} und denN KernkoodinaterR = {R1,..., Ry} ab. Der
HamiltonoperatoH (r, R) setzt sich, unter Verwendung atomarer Einheiten, d.h.

h=e=me= (4reg) Lt =1, (2.2)
aus drei Termen zusammen
H(r,R) = Tk (R) + Te(r) + V(r, R), (2.3)

namlich aus den Operatoren der kinetischen Energien der Kerne und der Elektronen,

N n

. 1 . 1

KR ==Y mvi und Te(r) = -3 > VZ, (2.4)
=1 i=1

mit den KernmasseM,,, sowie dem Operator der potentiellen Energie

V(r,R) = Vkk (R) + Vke(r, R) + VEe(r),
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2 Standardkraftfelder und Simulationsmethoden

der die Kern-Kern-, Kern-Elektron- und Elektron-Elektron-Wechselwirkungen beinhaltet
und durch

A Z,Z Z 1
Vr,Ry=Yy —HA— " “H 2.5
( ) Z|RM—RV| §|ri—RM|+Z|ri_rJ| (2.9)

U<v i<]j

gegeben ist. Di&,, sind dabei die Kernladungszahlen.

In der bisherigen Betrachtung wurden die Atomkerne und Elektronen gleichwertig behan-
delt. Jedoch ist das Verhaltnis der Elektronenmasse zur Kernmasse sehr kigimi€0
10~°), was dazu fiihrt, dass die Kerne sich viel langsamer als die Elektronen bewegen und
starker lokalisiert sind. Aus diesem Grund kann mit der Born-Oppenheimer-Naherung
[152 153 angenommen werden, dass die Elektronen der Bewegung der Kerne unmit-
telbar folgen kénnen. Als Konsequenz bewegen sich die Atomkerne in einem effektiven
elektrostatischen Potential, das von den tbrigen Kernen und allen Elektronen erzeugt wird

[157.

Im stationaren Fall ergibt sich dieses Potential aus der Losung der elektronischen Schro6-
dingergleichung gemaf}

He(r|R) We(r|R) = Eg(R) We(r|R), (2.6)

wobeiWg (r|R) die elektronische Wellenfunktion zur vorgegebenen Kernkonfigur&ion
und

He(r|R) = Te(r) + V(r|R) (2.7)

der eIektrpnischer Hamiltonoperator ist, der Ublicherweise auch die Kern-Kern-Wechsel-
wirkung Vg k (R) als rein additiven Term beinhaltet. Fir gebundene Zustande sind die
Losungen der elektronischen S&®) quantisiert

WE(r|R) = WE(r|R), k=0,1,2..., (2.8)

mit der Quantenzald = O fur den elektronischen Grundzustand und den Quantenzahlen
k =1, 2...furdie elektronisch angeregten Zustande. Die zugehdrigen EigenE},:é(rEe)
definieren separat fiir jeden elektronischen Zustand das effektive Potential der Kernbewe-
gung.

Statt nun im Rahmen der Born-Oppenheimer-N&herung fir die Kernbewegung die Schro-
dingergleichung

0 A
iho vk (r,R) = [TK(R) + E',‘E(R)] vk (r,R) (2.9)
zu l6sen, kann in vielen Anwendungen zum klassischen Limes, d.h. zu den Newtonschen
Bewegungsgleichungen der Kerne

d

Mu G2

R, =-V, ELR) (2.10)
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2.1 Grundlagen der Molekulardynamik

mit MassenM,, Ubergegangen werden. Um die Giiltigkeit, aber auch die Grenzen dieser
Naherung abzuschatzen, kann man die thermische de Broglie-Wellenl&je [

A (2.11)

V2rmkg T
eines Atoms der Massa und Temperatuil betrachten. Bel = 300K erhalt man fir
ein Wasserstoffatom etwa = 1,0 A, wahrend die Wellenlange eines schwereren Kohlen-
stoffatoms etwa 0,3 A betragt. Vergleicht man diese Langen mit einer charakteristischen
GrolRe des Systems, beispielsweise dem Abstand zweier Atome in einem Molekdl von et-
wa 1 bis 3 A, so erkennt man, dass die Bewegung des Kohlenstoffatoms in guter Naherung
klassisch beschrieben werden kann, beim leichteren Wasserstoff jedoch Quanteneffekte
eine grof3e Rolle spielen kdnnen.

Fur Vielteilchensysteme sind die Newtonschen Bewegungsgleichurdygd, (die ein
System gekoppelter Differenzialgleichungen zweiter Ordnung darstellen, nicht analytisch
|6sbar. Bei MD-Simulationen wird deshalb auf eine numerische Integration in diskreten
Zeitschritten zurlckgegriffen. Das bei den MD-Simulationen der Modellpeptide einge-
setzte Programmpaketd®-MMil verwendet hierzu eine Mehrschrittvariante$, 156

des Verlet-Algorithmus]57], dessen Integrationsschritt sich als

2

R.(t + At) = 2R, (1) — R, (t — At) — fﬂ—t V,.EER®), u=1,...,N (212

"

schreiben lasst. Sowohl im Verlet-Algorithmus als auch bei dem hier verwendeten Mehr-
schrittintegrator wird die neue Position eines Atoms zum Zeitpthakkt aus den Positio-
nen zu den vergangenen zwei Zeitschritten und der auf das Atom wirkenden Gesamtkraft
berechnet, ohne dass die Geschwindigkeit des betrachteten Atoms explizit awiftistt.
der Zeitschritt pro Integrationsschritt, der so zu wahlen ist, dass eine ausreichend glatte
Abtastung der schnellsten Freiheitsgrade gewahrleistet wird. Da die Frequenz einer Nor-
malmode durch das Verhéltnis der auftretenden Krafte zu den bewegten Massen bestimmt
ist, treten die kleinsten Periodendauern von etwa 10 fs bei den Bindungsstreckschwingun-
gen der leichten Wasserstoffe auf.

An dieser Stelle macht sich die beschrankte Gultigkeit der klassischen Naherung der Kern-
bewegung bemerkbar, denn in einer quantenstatistischen Betrachtungsweise sind derart
hochfrequente Moden bei Raumtemperatur Gberhaupt nicht angeregt. Im Sinne einer rea-
listischen Beschreibung der Molekildynamik sollten daher in einer MD-Simulation al-

le solche hochfrequenten Moden durch Zwangsbedingungen unterdriickt werden. Rein
praktisch kbnnen Zwangsbedingungen allerdings nur fur interne Koordinaten und damit
fur stark auf diese Koordinaten lokalisierte Normalmoden eingefuhrt werden. Vorteilhaft
ist, dass die grof3e Zahl von Wasserstoff-Streckschwingungen mit Wellenzahlen von etwa
3.000cnt?! nur sehr schwach mit anderen Normalmoden mischen, deren Wellenzahlen
meist unterhalb 2.000 cm liegen. Aus diesem Grund kann durch ein Festhalten der Bin-
dungslangen der Wasserstoffe der getrennte Unterraum dieser Schwingungen ausgeschal-
tet werden, ohne die anderen Normalmoden zu beeinflussen. In MD-Simulationen werden
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2 Standardkraftfelder und Simulationsmethoden

dazu Algorithmen wie BAKE [158 oder MSHAKE [159 eingesetzt. Um die Ubrig blei-
benden Moden glatt abzutasten, wird in dieser Arbeit durchgangig ein Integrationszeit-
schritt vonAt = 1fs verwendet.

2.2 Das eingesetzte MM-Kraftfeld

Nun moéchte ich detailliert auf das in dieser Arbeit eingesetzte Kraftfeld eingehen und
erlautern, welche fur die Simulation der Modellpeptide relevanten Weiterentwicklungen
dazu von meinen Kollegen und mir an unserem Programmpake{Nevil vorgenommen
wurden. Das von Eo-MMII verwendete Kraftfeld basiert auf dem vom&RmMm 22 [81]

und denjenigen Anderungen und Erweiterungen, die daran von den Entwicklern des Pro-
grammpaketes XLOR [16( vorgenommen wurden. Daher lehnt sich meine Darstellung
teils an jene von MacKerell et alB]], teils an jene von Briinged pQ an.

Jedes molekularmechanische Kraftfeld ist eine empirische und analytische Parametrisie-
rung fur das oben hergeleitete effektive Potential der Kernbewe&l%r@) im elektro-
nischen Grundzustand. Dabei wird das Modellpoteriial (R) stets inEponded die l0-

kalen Wechselwirkungen der Atome mit ihren Bindungsnachbarn, uigdfhondes die
langreichweitigen Energiebeitréage zerlegt

E%(R) ~ Emm (R) = EpondedR) + EnonbondedR)- (2.13)

Diese Unterteilung entspricht dem Konzept von lokalisierten chemischen Bindungen, die
von den Valenzelektronen der Atome ausgebildet werden. Auch der Hybridisierung der
Atome mit den daraus resultierenden Bindungswinkeln wirig,gegRechnung getra-
gen.Epondegbeinhaltet nach Definition den Grol3teil der Wechselwirkungen von Atomen,
die durch drei oder weniger kovalente Bindungen miteinander verbunden sind. Um die
raumliche Anordnung von vier solcher Atome darzustellen, ist ein Ubergang von den kar-
tesischen Koordinaten der Atomkerfein einen Satz von so genannteriernen Ko-
ordinatenhilfreich. Abbildung2.1 zeigt Beispiele solcher interner Koordinaten: fur die

Bindungslangerb = (b1, ..., by) zwischen je zwei gebundenen Atomen, die Winkel
0 = (04, ..., 6, zwischen zwei solcher Bindungen und die schon erwdhnten Dihedral-
winkel ¢ = (¢1, ..., ¢y). Die Hintransformation in interne KoordinateéR,— (b, 8, ¢),

besteht in der Auswertung einfacher geometrischer Operationen. Dagegen ist die Rick-
transformation haufig nichttrivial, beispielsweise wenn der Satz von internen Koordinaten
nicht vollstandig ist. Ein Beispiel hierflr ist die spater verwendete Darstellung der Kon-
figuration eines Peptids durch dig'y,-Winkel der Aminosauren. In anderen Féllen, wie

bei der kartesischen Darstellung von Kraften, die mit Hilfe interner Koordinaten berechnet
wurden, kann sich die Berechnung der Jacobi-Matrix der Koordinatentransformation als
kompliziert erweisen.

Das HARMM 22-Kraftfeld und aus ihm abgeleitete Varianten vernachlassigen mogliche
Kopplungen von internen Freiheitsgraden. Durch diese Annahmegagegals Summe
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2.2 Das eingesetzte MM-Kraftfeld

Abbildung 2.1: Skizze der internen Koordinaten. Ausschnitt einer Peptidkette mit einem Ala-
nin-Residuum, in dem Kohlenstoffatome grau, Stickstoffe schwarz, Sauerstoffe dunkelgrau und
Wasserstoffe weil’ eingefarbt wurden. Als Beispiele fur die internen Koordinaten sind eine Bin-
dungsléngeb, ein Bindungswinkeb und ein Torsionswinkey eingezeichnet. Die gestrichelte
Linie verbindet zwei Atome, zwischen denen die um den Fakigreduzierte elektrostatische
Wechselwirkung bertcksichtigt wird.

von Beitragen geschrieben werden

EbondedD, €, @) = Estretcdb) + Eangl(@) + Edihedral®), (2.14)

die den verschiedenen internen Freiheitsgraden zugeordnet sind. Zur Vereinfachung habe
ich an dieser Stelle die eng mit den Torsionbeitrdgen verwandten so genanpteper

Terme vernachlassigt, die von quadratischer Form sind und flr die Erzwingung planarer
Konfigurationen Verwendung finden. Dieser Effekt kann aber zumeist auch durch entspre-
chende Dihedralbeitrage erreicht werden.

Unter der Annahme kleiner Auslenkungen werden die Potentiale der kovalenten Bindun-
gen zwischen zwei Atomenund j als

Estretcf(b) = Z kb(b - b0)2 (2-15)

bonds

parametrisiert. Dabei istder aktuelle Abstand der zwei Atorm®, die Lange der Bindung

in Ruhelage un#y, die harmonische Kraftkonstante. Die hier angegebene Summe soll tiber
alle in derTopologiedes Molekils, d.h. der vorgegebenen chemischen Bindungsstruktur,
festgelegten Bindungen laufen. Die Angabe von Indize®fip undky und auch fir die
weiteren nun folgenden Kraftfeldparameter wird unterlassen, um eine unnétig komplexe
Darstellung zu vermeiden.

Analog zu den Bindungsldngen werden auch die Winkelpotentiale mit den Gleichge-
wichtswinkelnfy und den Kraftkonstanteky harmonisch genahert

Eangi®) = Y Ko (6 — 60)°. (2.16)

angles
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2 Standardkraftfelder und Simulationsmethoden

Die fur Bindungen und Winkel gultige Annahme kleiner Auslenkungen gilt nicht fur die
Torsionswinkel. Unter Ausnutzung der Periodizitét eines solchen Winkels wird sein zuge-
horiges Potential durch eine Kosinus-Entwicklung

Edihedra(®) = Y Y Kp.n[1+cogne + 6n)] (2.17)

dihedrals n

dargestellt. Ein Dihedral-Parametersatz besteht somit aus einer oder mehreren Periodizita-
tenn, fur die jeweils eine Kraftkonstantg, , und eine Phasenverschiebuhgangegeben

wird. Fir einen einfachen, d.h. nur mit einem Kosinus-Term beschriebenen, Dihedralwin-
kel ist demzufolge die Hohe der Rotationsbarriere durckg2, gegeben.

Die wahrend einer MM-Simulation einmal pro Zeitschritt notwendige Auswertung der bis
hier aufgefiihrterbondedEnergiebeitrage ist vom Rechenaufwand her unproblematisch,
da die Anzahl der zu berechnenden Wechselwirkungen nur linear mit der Zahl der betrach-
teten Atome ansteigt. Wie in der Einfihrung (Abschhi®) ausfuhrlich diskutiert wurde,

gilt dies nicht fur die langreichweitigen Beitrdge zum Kraftfeld

EnonbondedR) = Evbw (R) + EeledR), (2.18)

die sich aus Van der Waals (VDW) und elektrostatischen Beitrdgen zusammensetzen. Die
VDW-Wechselwirkung zwischen zwei Atomeémnd j ist eine Funktion ihres Abstandes

rij = IRi — Rj] (2.19)

und hat die Ubliche Form eines 12-6 Lennard-Jones (LJ)-Potentials

o\ 12 S\ 6
Evow(R) = Z 4 &ij [(?) - (TJ) } - swypw(, J). (2.20)
ij

i<j 1

Derr —12-abhangige Teil der Funktion modelliert die Pauli-AbstoBung der sich uiberlap-
penden Elektronenverteilungen zweier chemisch nicht gebundener Atome, die sich bei
nahem Kontakt fast wie harte Kugeln verhalten. Der mit eimefhVerhalten langreich-
weitigere Anteil entspricht der attraktiven Dispersionswechselwirkung, die in erster Nahe-
rung durch die Wechselwirkung von durch Fluktuationen der Elektronendichte induzierten
atomaren Dipolen erzeugt wird. Flr ein Atompaawigtder Radius der Paarwechselwir-
kung undejj die Energie am Minimum der LJ-Funktion. Diese Parameter werden aus den
atomaren Parametern der einzelnen Atome als arithmetisches bzw. geometrisches Mittel

6 = JEE (2.21)

berechnet. In Kraftfeldern wie i@aARMM werden diese atomaren Parameter, genau wie
die in (2.152.17) auftretenden Kraftkonstanten, jeweils fur die so genanAtemtypen
angegeben, die anhand einer Klassifikation kovalenter Bindungsmuster definiert sind. Je-
des in einem Molekul auftretende Atom wird nach seiner chemischen Umgebung einem
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2.2 Das eingesetzte MM-Kraftfeld

der etwa 50 Atomtypen zugeordnet und seine chemischen Bindungen durch den entspre-
chenden Satz von Parametern beschrieben. Die Summe in Gleich@f@duft Gber alle
Atompaare des Simulationssystems und umfasst dsf)i2 Summanden bdil Atomen.

Die Schaltfunktion

0 falls Atomi von Atom j weniger als drei Bindungen entfernt ist,

swvow(i, 1) = 1 sonst

(2.22)

schaltet die VDW-Wechselwirkung fur solche Atome ab, die tber einen Winkel bzw. we-
niger als drei Bindungen miteinander verbunden sind. Dem liegt die Annahme zu Grunde,
dass wahrend der Parametrisierung diese nun abgeschalteten Anteile der VDW-Wechsel-
wirkung schon in den Bindungs- oder Winkelkraften berticksichtigt wurden. Genauge-
nommen ist es nur schwer maoglich, diese Beitrage beispielsweise in QM-Rechnungen
voneinander zu trennen. Dasi@RMM -Kraftfeld beinhaltet dartiberhinaus noch einen ei-
genen Satz von VDW-Parametern, der Verwendung findet, sobald zwei Atome durch ge-
nau drei Bindungen getrennt sind. Diese so genannten 1-4 VDW-Parameter unterscheiden
sich aber nur in einigen wenigen Fallen von den sonst verwendeten.

Im Fall der mitr —® schnell abfallenden VDW-Wechselwirkung kann das quadratische
Anwachsen des Rechenaufwands durch die Einfihrung eines Cutoffs verhindert werden,
ohne die Genauigkeit der Berechnung \Eybw zu beeintrachtigen. Die VDW-Wechsel-
wirkung wird dazu gemalf

Evow (R) = Evbw,cut(R) + Evbw,corr(V) (2.23)

aufgeteilt in einen direkt zu berechnenden Ant&jpw cut fir Atomabstande kleinaty;

und fir groBere Abstéande in einen KorrekturteBypw corr [74]. Wahrend der Durch-
fuhrung der ersten Simulationen an Systemen des reinen Losungsmittels DMSO (siehe
Kapitel 3) wurden Abweichungen der berechneten Enthalpien und Dichten von den Li-
teraturwerten offenbar. Es stellte sich heraus, dass dies auf die fehlende VDW-Korrektur
in EGo-mMII zurlckzufiihren war. In AnhanB beschreibe ich die von mir geschaffene
Implementation einer VDW-Korrektur in &@-MMil, welche die Besonderheiten des er-
weiterten AMUSAMM -Algorithmus zur Berechnung der Elektrostatik berticksichtigt, die
weiter unten erlautert werden.

In nicht-polarisierbaren MM-Kraftfeldern wird der elektrostatischen Wechselwirkung der
Atome dadurch Rechnung getragen, dass ihnen integrale oder partielle Ladjragen
gewiesen werden. Diese Parameter sind unabhangig vom oben eingefihrten Atomtyp und
mussen somit fur jedes Atom eines Moleklils spezifiziert werden. In atomaren Einheiten
(2.2) geschrieben, wirkt zwischen zwei solchen Ladungen die Coulomb-Wechselwirkung
Eoec®) = Y~ 0 - sueedi, ). (2.24)

i<j
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Abbildung 2.2: SAmM, die strukturadaptierte Multipolmethode. Ausgehend von einem be-
trachteten Atom werden die umgebenden Partialladungen sukzessive zu Gruppen und Supergrup-
pen zusammengefasst und deren Wechselwirkung durch eine Multipolentwicklung genéhert. Ein
Reaktionsfeld beriicksichtigt zusatzlich die Beitrdge des dielektrischen Kontinuums. Erklarung im
Text.

Wie schon bei der VDW-Wechselwirkung werden auch bei der elektrostatischen Wech-
selwirkung jene Anteile irEpongeg Mit aufgenommen, die zwischen benachbarten Ato-
men wirken. Um ein doppeltes Z&hlen zu vermeiden, wird auch in Gleicli8g) eine
Schaltfunktionsw(i, j)elec €ingefuhrt,

0 falls Atomi von Atom j weniger als 3 Bindungen entfernt ist,
Sweledl, ]) = { A14 falls Atomi von Atom j genau 3 Bindungen entfernt ist,
1  sonst
(2.25)

mit der die Elektrostatik fir Atome abgeschaltet wird, zwischen denen eine oder zwei
chemische Bindungen liegen. Wie Gleichu2g2§ auffiihrt, gilt ein Sonderfall fir Ato-

me, die genau drei Bindungen voneinander entfernt, und damit durch einen Torsionswin-
kel verbunden sind. Fir diese wilekiec mit einem Faktori,4 skaliert, fir den in ver-
schiedenen Kraftfeldern unterschiedliche Werte vorgegeben sind. So wurde das Kraftfeld
CHARMM 19 unter der Annahme vory4 = 0,4 parametrisiert{7], das von GIARMM 22
dagegen mikq14 = 1,0 [81].

2.3 Die strukturadaptierte Multipolmethode

In EGo-mmII wird zur ndherungsweisen Berechnung der Coulomb-Sunig)(die
schon in Abschnittl.3 skizzierte strukturadaptierte Multipolmethodensv [107, 161
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eingesetzt. Durch denAmm-Algorithmus wird an der Position jedes Atomsin ge-
nahertes elektrostatisches Potendalbestimmt und daraus die elektrostatische Energie
einer Partialladundtelec berechnet. Die elektrostatische Gesamtenergie ist damit

N
EeleceadR) = ) _ 4 i(R). (2.26)
i=1

Die Berechnung vo® durch S\smm folgt dem in Abbildung2.2skizzierten mehrskaligen
Schema. In einem Umkreis von etwa 10 A um die betrachtete Ladung wird deren Wech-
selwirkung mit den anderen Partialladungen unter Beachtung der Schaltfunki®i (
exakt berechnet. Weiter entfernte Atome werden zu so genastmtédiurellen Einheiten
zusammengefasst, deren Definition sich an der Topologie der Molekiile und den auftreten-
den Partialladungen orientiert, also strukturadaptiert ist. Dabei wird darauf geachtet, auf
der einen Seite kompakte Einheiten zu bilden, auf der anderen Seite aber die vorliegenden
Multipolmomente moglichst akkurat zu reprasentier@@7 161, 162. Beispielsweise
sollten aus diesem Grund die Peptidgruppen, welche ein starkes Dipolmoment tragen, zu
strukturellen Einheiten zusammengefasst werden. Die Beitrage jeder einzelnen struktu-
rellen Einheit zu® wird anschlieRend durch eine Multipolentwicklung angenaheso-E

MMII ermdglicht es, neben den Nettoladungen und den Dipolen der strukturellen Einheiten
auch ihre Quadrupole miteinzubeziehen.

Abbildung 2.2 zeigt auch wie bei gréReren Abstanden von der betrachteten Punktladung
die strukturellen Einheiten zu Clustern und diese sukzessive zu Superclustern zusammen-
gefasst werden. Die in @-MMIl verwendete Implementierung geht allerdings genau-
genommen den umgekehrten Weg, indem ausgehend von den gro3ten Clustern Untertei-
lungen in Teilcluster vorgenommen werden. Diese Unterteilung wird durch den aus der
Neuroinformatik entliehenen ,Neural Gas"-Algorithmusp bewerkstelligt. Die Beitra-

ge eines Clusters zum elektrostatischen Potedtiserden analog zu jenen der strukturel-

len Einheiten (welche die Cluster auf Ebene 0 darstellen) durch ihre fihrenden Multipole
genahert. Da, von Atomaus betrachtet, weit entfernte Cluster zwar gro3er werden, die
Entfernungsklassen aber auf eine Weise eingeteilt sind, dass diese Cluster unter einem
konstanten Raumwinkel erscheinen, ist die Multipolndherung stets guiltig und fuhrt zu ei-
nem Skalierungsverhalten des Rechenaufwandedrug(N). Eine weitere Reduktion

des Aufwands ermdéglicht die Ausnutzung der raumlichen Glattheit des von entfernten
Clustern erzeugten Potentials. Vermittelt durch eine zweite Hierarchie und lokale Tay-
lorentwicklungen kann namlich das Potentilinnerhalb eines Clusters an allen Orten

von Subclustern oder Atomen effizient berechnet werden. Zusammen mit einem Mehr-
schrittverfahren zur Integration der Bewegungsgleichungen konnte ein insgesamt als F
MUSAMM bezeichneter Algorithmus formuliert werdel0B 164], der mit der Atomzahl

N linear skaliert.

In der urpringlichen Implementierung vom#usaMM wurde ein starkes algorithmi-
sches Rauschen beobachtet, das eine Erwarmung des Simulationssystems zur Folge hat-
te. Das Rauschen konnte darauf zurtickgefuihrt werden, dass in Dynamik-Simulationen
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Abbildung 2.3: Der Uberlapp der Hierarchieebenen in AMusAMM . Statt der eindeutigen Zu-
ordnung einer Ladungsverteilung zu genau einer Entfernungsklasse, wie sie Abldl@uegigt,

wird in der weiterentwickelten Form voraMUSAMM eine weiche Partitionierung durch die hier
gezeigten Zuordnungsfunktionéd, vorgenommen. Dies ermdglicht eine Interpolation der auf

den beiden Darstellungstufen berechneten Beitrage der Ladungsverteilung zum elektrostatischen
Potential und vermindert das algorithmische Rauschgrezeichnet den Radius der dielektri-
schen Grenzflache unl, den Cutoff-Radius an. Diese Abbildung wurde der Verdéffentlichung

von Mathias et al.J00 entnommen.

haufig Atomgruppen oder ganze Cluster aus einer Entfernungsklasse in eine héhere oder
niedrigere Klasse ubertreten, und damit Springe bei der Beschreibung ihrer Elektrosta-
tik einhergehen. Abbildung.3 zeigt den von Gerald Mathia9¢, 10Q in der aktuellen
Version von Bo-MMmil eingefiihrten Uberlapp der Entfernungsklassen und der damit ver-
bundenen Beschreibungen. Interpoliert man die Beitrage eines Clustdrswzihrend

seines Uberganges zwischen zwei Entfernungsklassen, so kann eine deutliche Redukti-
on des Rauschens erreicht werden. Auch eine zweite nicht minder wichtige Erweiterung
von FamusAamMM wird in den Abbildunger?.2und?2.3skizziert: die schon in der Einfuh-

rung (Abschnittl.3) ausfuhrlich diskutierte Einbeziehung eines Reaktionsfelds, welches
fur Abstande groRRer der aul3ersten Entfernungsklasse die Auswirkung eines dielektrischen
Lésungsmittels auf das Potentiblerfasst 100. Erst durch diese Erweiterung erméglicht
FaAMusAMM eine vollstdndige und konsistente Beschreibung der Elektrostatik auf allen
auftretenden Skalen, von den nahen, explizit berticksichtigten Partialladungen bis hin zum
Lésungsmittelkontinuum.

Die Anwendung desAvUsAMM -Verfahrens bei MD-Simulation der in DMSO geldsten
Modellpeptide hat gewisse Abweichungen von den soeben geschilderten Vorgehen zur
Folge. Dies liegt zum einen in der geringen Grol3e der Modellpeptide begriindet, bei de-
nen von einer maximalen raumlichen Ausdehnung von etwa 25 A ausgegangen werden
kann (vgl. Abbildungl.14). Um unter Bertcksichtigung der Minimum-Image-Konven-
tion keine intramolekularen Wechselwirkungen durch Anwendung des Cutoffs der lang-
reichweitigen Elektrostatik zu vernachlassigen ist es notwendig, ein Simulationssystem
zu verwenden, dessen Innenradius groR3er als die maximale Ausdehnung des gelésten Mo-
leklls ist. Aus diesem Grund wurde in den meisten Simulationen der Modellpeptide ein
Rhombendodekaeder als Simulationsvolumen gewahlt, der einen Innenradius von nur et-
was mehr als 27 A aufweist. Unter der Annahme der experimentellen Dichte von DMSO
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wurde dieses relativ kleine (und damit in der Simulation mit einem geringen Rechenauf-
wand verbundene) Volumen mit etwa 1000 DMSO-Molekilen gefillt. Nun ist ein DMSO-
Molekdl, verglichen mit einem Molekil des zumeist verwendeten Lésungsmittels Wasser,
relativ grof3. Sein Durchmesser, berechnet als der doppelte Gyrationsradius, betragt mehr
als 3A, so dass in jeder Richtung des Simulationssystems stets weniger als 10 DMSO-
Molekile angeordnet sind.

Vergleicht man die soeben beschriebenen Abmessungen und GroRRenverhéltnisse mit den
ublichen radialen Ausdehnungen demusAamM -Hierarchieebenen (vgl. Abbildurity3),

so wird deutlich, dass in den hier durchgefiihrten SimulationengleuBAMM -Algorith-

mus nur bis zur Hierarchieebene der strukturellen Einheiten (Level 0), d.h. der einzelnen
Ldsungsmittelmolekille angewendet werden kann. Auf Grund der kleinen Ausdehnung
des hier untersuchten Simulationssystems und der geringen Anzahl von simulierten Ato-
men (etwa 10.000) hatte die Verwendung von nur zwei HierachieebeneammgaAmMmM -
Verfahren bei den vorgestellten Simulationen keine negativen Auswirkungen auf den Re-
chenaufwand.

Weitere Details der durchgefiihrten MD-Simulationen, wie die jeweils gewahlten Parame-
ter des AMUsSAMM -Algorithmus, finden sich in den Abschnitt&nl.2 6.2und7.1
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Als erste Voraussetzung fur eine erfolgreiche Simulation der Relaxationsdynamik der Mo-
dellpeptide wurde im Abschnift.5 eine mdglichst realitdtsgetreue Modellierung des L6-
sungsmittels Dimethylsulfoxid (DMSQ;2HgS O, vgl. Abbildung3.1) gefordert. Durch

seine stark polare S=0 Doppelbindung ist DMSO in der Lage, Wasserstoffbriicken auszu-
bilden und die relativ grof3e Dielektrizitatskonstante von 45,8. Es besitzt jedoch auch zwei
apolare und damit hydrophobe Methylgruppen. Diese zwitterartige Struktur des DMSOs
bedingt seine komplexen Wechselwirkungen mit Wasser, durch welche die physikalischen
Eigenschaften von Mischungen dieser zwei Substanzen grol3e Abweichungen vom Verhal-
ten der beiden einzelnen Komponenten zeigen. So liegt der Gefrierpunkt einer Mischung
von 1 mol DMSO auf 3mol Wasser bei -7Q, ganz im Gegensatz zu reinem DMSO
(+19°C) oder reinem Wasser {C).

Zum Zeitpunkt des Beginns der vorliegenden Arbeit existierten eine ganze Reihe von MM-
Modellen des DMSOsl1[65-168, die in MD-Simulationen eingesetzt wurden, um ein Ver-
standnis fur die Eigenschaften reinen DMSOs Rao und Sih§H,[Luzar und Chandler
[166], Vaisman und Berkowitz][69, Luzar et al. L 70 und seiner Mischungen mit Wasser
[171-174 zu erhalten. Auch wurden mit diesen Modellen MD-Simulation von in DMSO
geldsten Zuckermolekileri7y, Salzen L76-178), Peptiden 179 und Proteinen 180

"all-atom" "united-atom"

Abbildung 3.1: Dimethylsulfoxid. a Die Struktur des Dimethylsulfoxids (DMSQO), optimiert mit

der DFT-Methode B3LYP/6-31G*. Der Sauerstoff ist rot, der Schwefel gelb, die Kohlenstoffe
grau und die Wasserstoffe sind weil3 eingefarbt. In einem ,all-atom*“ Modell des DMSOs werden
alle Atome explizit berticksichtigb In einem ,united-atom*“ Modell werden die Methylgruppen
jeweils durch ein Ch-Pseudoatom reprasentiert, ein Vorgehen, welches zu einer deutlichen Re-
chenzeitersparnis in einer MD-Simulation flhrt.
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durchgefihrt. Die Wasserstoffatome des DMSOs wurden bei den diesen Modélten |
1698 aus Grunden der Rechenzeitersparnis nicht explizit berticksichtigt. Vielmehr wurden
die Methylgruppen des DMSOs jeweils als Ganzes durch eigrRs¢udoatom repréasen-
tiert (vgl. Abbildung3.1). Dieses mit ,united-atom* bezeichnete Vorgehen steht in Uber-
einstimmung mit alteren Protein-Kraftfeldern, wie dem vans®@mm 19 [77].

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit stellte sich die Frage, ob eine realistische Beschreibung
der Modellpeptide unter Verwendung eines der ,united-atom* Modelle méglich ist oder
ob nicht vielmehr eine explizite Berlcksichtung der Wasserstoffatome der DMSO-Mole-
kule und der mit ihnen verbundenen Freiheitsgrade notwendig ist, um die Warmedissipa-
tion aus den geldsten Peptiden nach der Lichtanregung quantitativ richtig zu beschreiben.
Es war auch zweifelhaft, ob die Zusammenfassung der acht Partialladungen der Kohlen-
stoff- und Wasserstoffatome eines DMSO-Molekuls zu den zwei Partialladungen der bei-
den CH-Pseudoatome eine realistische Darstellung der auftretenden Ladungsverteilung
und insbesondere des Dipolmoments des DMSOs ergibt.

Aus diesen Grunden wurde die Schaffung eines expliziten (oder auch ,all-atom*) Modells
des DMSOs angestrebt. Im Gegensatz zum bisher Ublichen Vorgehen zur Parametrisie-
rung eines Lésungsmittelmodells sollten dabei mdglichst wenige empirische Annahmen
einflieBen, um die Leistungsfahigkeit der theoretischen Beschreibung eines Molekiils aus
ersten Prinzipien zu analysieren. Das entsprechende Vorgehen werde ich in Al&ghnitt
prasentieren. Anschlie3end wird das neue, im Folgenden mit ,HC* bezeichnete, DMSO-
Modell nicht nur mit einigen ausgewahlten ,united-atom“-Parametrisierungen, sondern
auch mit zwei weiteren ,all-atom* Modellen verglichen, die zeitgleich mit der vorliegen-
den Arbeit erstellt und verdéffentlicht wurdef§l, 1827. Bei diesen Vergleichen kénnen

die in der Literatur angegebenen Eigenschaften der bekannten Modelle nicht herangezo-
gen werden, da zu erwarten ist, dass diese Eigenschaften durch die hier eingesetzte Me-
thode zur Behandlung der langreichweitigen Wechselwirkungen (vgl. AbsehB)igtark
modifiziert werden kénnen. Vielmehr ist es angebracht, die Lésungsmitteleigenschaften
fur alle Modelle unter den gleichen Voraussetzungen neu zu berechnen.

3.1 Parametrisierung des neuen DMSO-Modells

Der gesuchte neue Parametersatz fur ein flexibles und explizites DMSO-Modell wurde
durch drei aufeinander aufbauende Schritte erzeugt.

1. DFT-Berechnungen an einem einzelnen isolierten DMSO-Molekil im Vakuum dien-
ten der Evaluierung und Optimierung des DFT-Zuganges durch Vergleich mit expe-
rimentellen Daten zu DMSO in der Gasphase. Vermittels der so bestimmten ,,opti-
malen“ DFT-Methode wurden die Geometrie, die Bindungsstarken und die Partial-
ladungen eines vorlaufigen Vakuum-Modells (,VAK*) bestimmt.
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2. Ein Simulationssystem aus VAK-DMSO wurde generiert und equilibriert. Durch
den in der Einfuhrung beschriebenen Ansatz der hybriden DFT/MM-Simulationen
wurde anschliel3end eines der DMSO-Molekile mit der in Schritt 1 bestimmten
DFT-Methode in der Umgebung molekularmechanisch reprasentierter DMSO-Mo-
lektle simuliert. Auf diese Weise konnten Polarisationseffekte untersucht und die
Ladungsverteilung des endgtiltigen ,HC"-Modells festgelegt werden.

3. Im letzten Schritt wurden die VDW-Parameter des HC-Modells mit einem automa-
tisierten Verfahren optimiert, um makroskopische Observable, wie die Dichte und
die Verdampfungswarme, zu reproduzieren.

Auf die Details dieser Schritte mochte ich in den nachsten drei Unterabschnitten eingehen.
Die auf diese Weise erzeugten Parameterséatze der Modelle ,VAK* und ,HC* werden
weiter unten in den Tabelleé®6 und 3.7 zusammengefasst.

3.1.1 DFT-Berechnungen im Vakuum

Bisher wurden nur wenige quantenmechanische Berechnungen an DMSO veroffentlicht,
darunter eine Arbeit von Muller-Plath&83), in der die Aussagekraft verschiedener Aus-
tausch-Korrelationsfunktionale der DFT anhand von Strukturoptimierungen verglichen
wurde. Eine weitere Arbeit beschatftigte sich mit Komplexen von DMSO an RU@|[

und kirzlich erschienen zwei Veréffentlichungen zu quantenmechanisch beschriebenen
DMSO-Wasser-Mischunged 85 186. Dabei ist die letztgenannte Untersuchung von be-
sonderem Interesse, da in ihr, wie auch in dieser Arbeit, das Programmpriket Zhir
Berechnung herangezogen wurde. Um eine vertiefte Diskussion der Strukturberechnung
von DMSO unter Verwendung unterschiedlicher DFT-Methoden zu ermdglichen, wurden
in der vorliegenden Arbeit jedoch auch Vergleichsrechnungen miSSIAN durchge-

fuhrt.

Tabelle3.1zeigt die Ergebnisse der Geometrieoptimierung von DMSO im Vakuum, nam-
lich die Bindungsléngen und -winkel zwischen den schweren Atomen und das Dipolmo-
ment der Ladungsverteilung. Im Fall der Gaul3schen Basisfunktionen wurde der 6-31G*
Basissatz verwendet und funf verschiedene Austausch-Korrelations-Funktionale mitein-
ander verglichen.

Es zeigt sich, dass SVWNL0, 19]] als Lokale-Dichte-Approximation die in der Gas-
phase gemessene Geometrie besser reproduziert als die gradientenkorrigierten Funktio-
nale BP86 §4, 197 und BLYP [64, 65]. Letztere unterschatzen auch deutlich das Di-
polmoment. Erkennbar ist das schon haufig beobachtete erfolgreiche Abschneiden des
Drei-Parameter Hybrid-Funktionals von Becl&], das in Kombination mit den beiden
Korrelations-Funktionalen von Perde@d92 (B3P86) bzw. Lee et al.g5] (B3LYP) gute
Geometrien und auch eine genaue Schatzung des Dipolmoments ergibt.
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Bindungslange [A] Winkelq] Dipol [D]

S-O C-S C-Ss-C C-S-0
Exp. gas 1,485 1,799 96,6 106,7 3,96
Exp. liquid 1,496 1,800 99,2 107,2 -
GAUSSIAN [68]
SVWN 1,505 (1,3) 1,812 (0,7) 94,6(-2,1) 107,6 (0,8) 3,79 (-4,3)
BP86 1523 (2,6) 1,855 (3,1) 95,1(-1,6) 107,9 (1,1) 3,71 (-6,3)
BLYP 1,530 (3,00 1,874 (4,1) 95,1(-1,6) 107,99 (1,1) 3,67 (-7,3)
B3P86 1,505 (1,3) 1,822 (1,3) 95,7(-0,9) 107,5 (0,7) 3,93 (-0,8)
B3LYP 1,512 (1,8) 1,838 (2,2) 95,8(-0,8) 107,5 (0,7) 3,93 (-0,8)
CpMD [69]
LDA/MT 1,564 (5,3) 1,843 (2,4) 95,4(-1,2) 105,3(-1,3) 4,32 (9,2)
BP/MT 1,581 (6,5 1,884 (4,7) 95,8(-0,8) 105,6(-1,0) 4,27 (7,8)
BLYP/MT 1,591 (7,1) 1,902 (5,7) 95,8(-0,8) 105,7(-0,9) 4,32 (9,2)
LDA/SG 1,479 (-0,4) 1,784 (-0,8) 95,8(-0,8) 106,7 (0,0) 3,83 (-3,2)
BLYP/SG 1,508 (1,5) 1,842 (2,4) 95,8(-0,8) 107,3 (0,6) 3,81 (-3,8)

Tabelle 3.1: Mit DFT optimierte Geometrien und Dipolmomente von DMSOQin vacuo Zum
Vergleich werden zusatzlich die experimentell durch Mikrowellenspektroskopie in der Gasphase
[187] bzw. durch Neutronenstreuung an flissigem DM3@g bestimmten Geometrien aufge-

fuhrt. Das Dipolmoment kann dagegen nur in der Gasphase gemessen widgebie Struktu-
roptimierungen wurden unter Verwendung des 6-31G* Basissatzes bzw. eines Cutoffs der ebenen
Wellen von 100 Ry und den angegebenen Austausch-Korrelationsfunktionalen durchgefiihrt. Im
Fall der @>MD-Berechnungen ist zusatzlich die Art der eingesetzten Pseudopotentiale, Martins-
Troullier (MT) [70] oder Goedecker (SG)/[], angegeben. Die Zahlen in Klammern geben die
relative Abweichung der berechneten Grof3en von der in der Gasphase gemessenen Geometrie an.

Die beiden letztgenannten Funktionale stehen bedauerlicherweisavin Qicht zur Ver-
figung, da ihre Berechnung in der Basis der ebenen Wellen zu rechenaufwandig ist. Ta-
belle 3.1 prasentiert die ermittelten Geometrien fur alle Kombinationen von Austausch-
Korrelationsfunktionalen und Pseudopotentialen (PP), die in der Standardverteilung von
CpMbD fir Schwefelatome verfligbar sind. Um eine Vergleichbarkeit bei konstantem Re-
chenaufwand zu erreichen, wurde in allen Rechnungen der Cutoff der Basis zu 100 Ry
gewahlt. Es zeigen sich deutliche Abweichungen bei Verwendung der PP von Martins und
Troullier (MT) [70]. Dabei traten, unabhangig vom gewéhlten Funktional, zu lange Bin-
dungen am Schwefelatom und ein zu grof3es Dipolmoment auf. Geeigneter erschienen die
PP von Goedecker (SGY]], die in beiden Féllen zu einer guten Geometrie und einem
etwas unterschatzten Dipolmoment flhrten. Wie schon im Fall dersSiAN-Rechnun-

gen konnte dabei die Lokale-Dichte-Methode (LDA/SG) die Gasphasengeometrie sehr gut
reproduzieren, wogegen BLYP/SG etwas zu lange Bindungen des Schwefelatoms ergab.

Bei der Auswahl des im Folgenden anzuwendendem&Funktionals waren mehrere
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Aspekte zu bedenken. Auf der einen Seite kénnen im Fall der LDA Ublicherweise klei-
nere Abstande zwischen den quantenmechanisch beschriebenen Atomen und dem Rand
der von G>MD verwendeten QM-Box gewahlt werden. Aus dem dadurch verminderten
Volumen der QM-Box resultiert, verglichen mit BLYP, ein geringerer Rechenaufwand.
Auf der anderen Seite sind gradientenkorrigierte Funktionale, wie BLYP, dafur bekannt,
bessere Energien und damit Bindungsstarken zu ergeben, d.h. die Form des von den Elek-
tronen in ihrem Grundzustand auf die Atomkerne eines Molekils ausgetibten Kraftfeldes
Ee(R) (siehe AbschnitR.1) genauer zu beschreiben. Eine sehr sensitive Vorgehensweise,
um die Gute der Berechnung eines solchen Kraftfeldes zu beurteilen, ist die Betrachtung
der durch dieses Kraftfeld bestimmten Schwingungsspektren eines Molekils. Dabei ist
nicht nur ein Vergleich beziglich des eingesetzten Funktionals mdglich, sondern auch ein
weiterer Vergleich mit experimentellen Messungen in der Form von IR-Spektren.

Zur Berechnung eines Schwingungsspektrums beschreibttpéR) in der Nahe eines
lokalen Minimums durch die harmonische Naherung

1
Ee(R) ~ Be(Ro) + 5(R — Ro)" H (R — Ry), (3.1)

mit der Hessematrixl der zweiten partiellen Ableitungen der Energie nach den Kernko-
ordinaten

4 I?Ee(R)
B (an IR )
Die Eintrage vorH kénnen dabei mittels der Bildung finiter Differenzen mit ausreichender
Genauigkeit und vertretbarem Aufwand aus einer Reihe von Einzelpunktrechnungen be-
stimmt werden. Aus den Eigenwerten der mit den Atommassen gewichteten Hessematrix
ergeben sich anschliel3end die Schwingungsfrequenzen der Normalmoden des Gesamt-
molekdls. Hierbei verschwinden die ersten sechs Eigenwerte, da sie mit dessen Rotations-
und Translationsfreiheitsgraden verbunden sind. Die zu den andiren63Eigenwerten
gehorigen Eigenvektoren beinhalten die Beitrdge der einzelnen Atomkoordinaten zu der
jeweiligen Normalmode und kénnen als Auslenkung der Atome oder Verschiebungsvek-
toren visualisiert werden. Dies zeigt AbbilduB@ fir die IR-aktiven Moden des DMSOs,

die sich durch ein hohes Ubergangsdipolmoment und damit groRe Absorptionsintensitéten
auszeichnen.

(3.2)

R=Rq

Erganzend dazu klassifiziert TabeB8e die Normalmoden nach den hauptsachlich auf-
tretenden Deformationen und zeigt die unter Anwendung von LDA/SG bzw. BLYP/SG
ermittelten Frequenzen und Intensitaten. Nimmt man an, dass die Kondensation des L6-
sungsmittels nicht zu einer sehr groRen Anderung der Kraftkonstanten fiihrt, so ermdglicht
ein Vergleich mit den an flissigem DMSO gemessenen IR-Absorptionsbanden eine Be-
wertung der beiden Funktionale.

Beginnt man die Diskussion bei kleinen Wellenzahlen, so zeigt sich, dass beide Metho-
den die niederenergetischen Verformungen der Bindungsgeometrie des Schwefels (Mode
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Abbildung 3.2: Die IR-aktiven Normalmoden des DMSO.Grline Pfeile zeigen die mit der je-
weiligen Normalmode verbundene Auslenkung der einzelnen Atome an, die Modennummern ent-
sprechen denen von Tabe8e

Nr. Typ Exp. BLYP/SG LDA/SG
k k Int. Abw. k Int. Abw.
4 C-S-0 Biegeschwingung 332 334 7 2 318 8 -14
5 S pyramidiale Verformung 381 360 7 21 367 5 -14
6 S—C gleichphasig 668 586 10 -82 657 9 -11
7 S—C gegenphasig 698 605 18 -93 677 16 -21
11 Schaukeln der Methylgr. 954 990 12 36 975 13 21
12 S-O Streckung 1055 1061 128 6 1120 132 65
14 Methylgr. symm. Deform. 1311 1292 8 -19 1247 28 64
18 Methylgr. asymm. Deform. 1437 1440 16 3 1385 24 52

Tabelle 3.2: Wellenzahlen der IR-aktiven Normalmoden des DMSOdJnter Verwendung der
beiden DFT-Funktionale BLYP bzw. LDA wurden die den Normalmoden zugeordneten Eigenfre-
quenzen aus der diagonalisierten Hessematrix bestimmt und in Wellenzahtelj {sngerech-

net. Die Amplituden wurden aus dem jeweiligen Ubergangsdipolmoment ermittelt. Zum Vergleich
wird die Lage der an flissigem DMSO gemessenen Absorptionslinien angegeben, dabei wurden
die Werte flr kleine Wellenzahlen aus93 und fir groRe Wellenzahlen au$94 entnommen.

Auch die Abweichung der berechneten Frequenzen von den experimentellen Werten wird in Wel-
lenzahlen angegeben.
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4 und 5) relativ gut beschreiben. Auffallig ist fir BLYP jedoch eine Unterschatzung der
Starke der S—C Bindung, die auch eine Entsprechung in einer zu grof3en Gleichgewichts-
lange (Tabell8.1) findet. Auf der anderen Seite trifft BLYP sehr gut die Frequenz der sehr
intensiven S—O Streckschwingung, die von LDA um 65 Wellenzahlen Gberschétzt wird.
Es zeigt sich damit, dass durch den Vergleich der Spektren keine der beiden Methoden
als untauglich ausgeschlossen werden kann. Weiterhin wird auch kein Skalierungsfaktor
offenbar, der Ublicherweise in vielen Untersuchungen pauschal angesetzt wird, um Uber-
oder Unterschatzungen in den Kraftkonstanten zu korrigieren. Unter Beriicksichtigung der
schon erwdhnten Ersparnisse an Rechenzeit, die durch Verwendung des LDA-Funktionals
erwartet werden kénnen, wurde deshalb den folgenden Rechnungen die LDA zu Grunde
gelegt.

Parametrisierung des Vakuum-Modells

Die spateren Hybridrechnungen an einem in DMSO geldsten DMSO-Molekil bauen auf
einem vorlaufigen Lésungsmittelmodell auf. Da dieses Modell auf der Betrachtung eines
einzelnen DMSO-Molekils im Vakuum beruht, wird es im Folgenden als das Vakuum-
Modell mit dem Akronym ,VAK" bezeichnet. In Tabell8.6 wird es zusammen mit dem
HC-Modell aufgefiihrt, da beide Parametrisierungen die gleichen Bindungsparameter ver-
wenden. Nach der im vorangehenden Abschnitt begriindeten Wahl von LDA/SG als der
zu verwendenden Kombination von Funktional und PP, wurde die Geometrie der beiden
Modelle, d.h. deren Bindungsléangen und -winkel, den entsprechenden Eintrdgen von Ta-
belle3.1entnommen.

Die Bestimmung von dem @arRMM -Kraftfeld angemessenen, lokalisierten Kraftkonstan-
ten der Bindungen, Winkel und Torsionswinkel aus der DFT-Rechnung gestaltete sich
allerdings etwas komplizierter und soll hier nur in der Form eines Uberblicks darge-
stellt werden. Hierzu war es notwendig, die Eintrage der kartesischen Hessematrix auf
die entsprechenden, stark lokalisierten, internen Freiheitsgrade zu projizieren. Als Zwi-
schenschritt bewahrte sich die Verwendung der redundanten internen Koordinaten von
Pulay et al. 195, die eine Basis aus kleinrAumigen Bewegungen bilden. Beispiele solcher
Koordinaten sind die symmetrischen oder die asymmetrischen Verformungen von Methyl-
gruppen, die auch als Teile der Normalmoden des DMSO auftreten und in Abbd2ing
gezeigt werden.

Mit vorhandenen Hilfsprogrammen (,hess2hess®, ,ego2gva“ und schliel3lich ,gva“) ist
ein Ubergang von der Hessematrix hin zu einer Darstellung der Kraftkonstanten in Pulay-
Koordinaten mdglich, aus welcher durch Mittelwertbildung bzw. die Berechnung von an-
deren Linearkombinationen die bendtigten Kraftkonstanten zusammenstellt werden kon-
nen. Diese werden ebenfalls in Tab&ll€égezeigt. AnschlielRend wurde die Gultigkeit und
Korrektheit dieses Verfahrens durch die Untersuchung seiner Selbstkonsistenz verifiziert.
Dazu wurde aus dem auf diesem Wege parametrisierten molekilmechanischen DMSO-
Modell wiederum die Hessematrix berechnet und das Projektionsverfahren auf deren Ein-
trdge angewendet. Es ergaben sich, mit nur kleinen Abweichungen, die in das MM-Modell
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Abbildung 3.3: Die Wahl der Gitterpunkte zur Bestimmung der ESP-Ladungen des DMSOs.
Schematische aber malistabsgetreue Darstellung eines DMSO-Molekils in Aufsicht. Weil3 einge-
farbt ist das Gebiet, das von mindestens einem Atomort wenigerrglsehtfernt ist. Die zweite
schwarze Linie umfasst das Gebiet, in dem der Abstand héchstgpsbétragt. Zur Anpassung

der ESP-Ladungen tragen alle dunkel hervorgehobenen Gitterpunkte bei. Die linke Darstellung
geht von dem urspriinglichen Kovalenzradius der Wasserstoffe aus, in der rechten wurde dieser als
doppelt so groR angenommen.

eingesetzten Kraftkonstanten, wogegen ein fehlerhaftes Vorgehen hier zu Diskrepanzen
gefuhrt hatte.

Um die elektrostatische Wechselwirkung eines DMSO-Molekiils mit seiner Umgebung zu
beschreiben, wurde ein Satz von an den Atomorten lokalisierten Partialladungen mit Hil-
fe des Verfahrens dd&iSP-Ladungefil9€6 aus der quantenmechanisch berechneten La-
dungsverteilung des Molekuls bestimmt. Dieses Verfahren geht vom gemeinsamen elek-
trostatischen Potential der Elektronendichte und der Kernladungen aus, das als Zwischen-
ergebnis der DFT-Rechnung in dem durch Gitterpunkte diskretisierten Volumen der QM-
Box vorliegt. Abbildung3.3zeigt anschaulich die QM-Box um ein zu berechnendes DMSO-
Molekul und einige der Gitterpunkte im Ortsraum. Der ESP-Algorithmus berticksichtigt
das quantenmechanisch berechnete Potential an denjenigen Gitterpunkten, die in einer ge-
wissen Schale um das Gesamtmolekdil liegen. Zur Bestimmung der zu beriicksichtigenden
Gitterpunkte wird jedem Atom nach seiner Ordnungszahl ein tabellierter Kovalenzradius
Icov ZUgewiesen und es werden alle jene Gitterpunkte ausgewahlt, die von irgendeinem
Atom weniger als vier solcher Radien entfernt liegen, aber zu keinem Atom einen gerin-
geren Abstand alsr2o, aufweisen. Das Optimierungsproblem besteht anschliel3end dar-
in, an den ausgewahlten Gitterpunkten die quadratischen Abweichungen des berechneten
Potentials von demjenigen zu minimieren, das durch die fiktiven Punktladungen erzeugt
werden wirde. Diese Aufgabenstellung fuhrt zu einem Uberbestimmten Gleichungssys-
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Abbildung 3.4: Die Abhangigkeit der ESP-Ladungen und des Dipolmoments vor.q,(H). Die

linken Abbildung zeigt die Uber gleiche Atomtypen gemittelten Partialladungen des DMSO in Ein-
heiten der Elementarladung, die mit der Methode der ESP-Ladungen aus der Vakuum-Rechnung
(LDA/SG) fur verschiedene Kovalenzradien des WasserstgffdH) bestimmt wurden. Das rech-

te Diagramm gibt den Betrag des aus den einzelnen atomaren Partialladungen und der Minimums-
Geometrie berechneten Dipolmoments in Debye an.

tem, dessen L6sung durch die Bildung einer Pseudoinversen leicht bestimmt werden kann.
Hierbei kann weiterhin durch das Hinzufligen einer zusatzlichen Gleichung die Ladungs-
neutralitdt des Gesamtmolekils erzwungen werden. Eine detailliertere Formulierung des
Vorgehens findet sich beispielsweise in der Diplomarbeit von W&&4.[Zur Generie-

rung von Partialladungen, die besonders geeignet sind, in einem MD-Modell das Dipol-
moment eines DMSO-Molekiils als das fuhrende Moment seiner Ladungsverteilung zu
reprasentieren, wurde das beschriebene Verfahren basierend auf dewinvGrliegen-

den Implementierung in zwei Details abgeandert.

Die erste Anderung betrifft den Kovalenzradius der WasserstoffaiogeH). Tabel-

le 3.1 zeigt, dass fiur DMSO im Vakuum im Fall der Verwendung des LDA-Funktio-
nals aus der Verteilung der Kernladungen und der Elektronendichte ein Dipolmoment von
uLpa = 3,83 D berechnet wurde. Die mit dem ESP-VerfahrerrbgiH) = 0,32 A opti-
mierten Partialladungen ergaben jedoch, zusammen mit der Minimalgeometrie des Mole-
kils, ein Dipolmoment von 4,22 D und Uberschatzen sgmifa um etwa 10%. Als mog-

liche Begriindung fur diesen Effekt, wurde der sehr klein erscheinende WertyoH)

in Betracht gezogen. Das Resultat von Vergleichsrechnungen mit verschiedenen Werten
vonrcoy(H) zeigt Abbildung3.4. Auffallig ist die Abhangigkeit der mittleren optimierten
Partialladungen der Wasserstoffe, Kohlenstoffe, des Schwefels und des zugehérigen MM-
Dipolmoments von ¢, (H). Besonders die Ladung der Kohlenstoffe nimmt flr wachsen-
desrcoy Vongc = —0,587 e fiirreoy(H) = 0,32 A ab bis hin zu einem deutlich geringeren
Wert vongc = —0,209 e im Fall vorrcoy(H) = 0,64 A. Der Parameteis,(H) wurde da-

her so gewahlt, dass das aus den ESP-Ladungen entstehende Dipolmoment den aus der
Elektronendichte resultierenden Wert von 3,82 D reproduziert.

Die angesprochene zweite Anderung des ESP-Verfahrens wurde durch die Einfiihrung
einer zweiten Nebenbedingung in das Uberbestimmte Gleichungssystem vorgenommen.
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Neben der Ladungsneutralitat des Gesamtmolekuils wurden zusatzlich gleiche Ladungen
fur alle sechs Wasserstoffatome eines DMSO-Molekiils gefordert. Diese Bedingung liegt
darin begriindet, dass in einem MM-Modell die drei Wasserstoffe einer Methylgruppe un-
unterscheidbar sind und deswegen mit identischen Ladungen beschrieben werden mussen.
Der erste Ansatz, unterschiedliche ESP-Ladungen zu bestimmen und diese anschliel3end
zu mitteln, fuhrte erwartungsgemalf zu einer schlechten Darstellung des molekularen Di-
polmoments durch das auf diese Weise generierte MM-Modell. Erst die erwahnte Ne-
benbedingung fiihrte zu einer guten Ubereinstimmung der Dipolmomente und damit zu
sinnvollen Partialladungen.

Schlief3lich mussten als die letzten noch fehlenden Parameter des VAK-Modells, die VDW-
Radien und -energien gewahlt werden. Da dieses Modell nur eine erste Approximation
darstellen sollte, wurden aus denH&RMM 22-Kraftfeld die entsprechenden Parameter
der verwandten Atomtypen , 0%, ,S*, ,CT3" bzw. ,HA" ibernommen. Damit wurde das
VAK-Modell zusammengestellt, das in Tabelel aufgefihrt wird.

3.1.2 Hybride DFT/MM-Simulationen von DMSO in DMSO

Als zweiter Schritt zur Erzeugung eines Modells fir DMSO in der kondensierten Phase
wurden, aufbauend auf dem zuvor bestimmten vorlaufigen Satz von Parametern, in einer
(SG/LDA)/MM-Hybridsimulation die Auswirkung der elektrostatischen Umgebung auf
das Dipolmoment und die Bindungsgeometrie eines solvatisierten, quantenmechanisch be-
schriebenen DMSO-Molekiils untersucht. Durch Polarisationseffekte ist beim Ubergang
vom Vakuum in die Flussigkeit eine Zunahme des Dipolmoments und eventuell eine An-
derung seiner Richtung in Bezug auf die Geometrie des Molekils zu erwarten. Expe-
rimentell konnte in der Gasphase ein Betrag von 3,96 D und ein Winkel zwischen dem
Dipolmoment und der S=0-Bindung von 26,destimmt werden189. Entsprechende
Messungen sind in kondensierter Phase jedoch nicht durchfiihrbar. Eine Abschatzung der
Polarisationseffekte wurde zuvor mit DFT-Rechnungen unter Annahme eines dielektri-
sches Kontinuums und dessen Beschreibung durch ein selbstkonsistentes Reaktionsfeld
getroffen. Dabei wurde eine Zunahme des Dipolmoments um 20% beobdd@get [

Als Grundlage der (SG/LDA)/MM-Hybridrechnungen diente ein wurfelfdrmiges Simu-
lationsvolumen mit einer Kantenldnge von 58,1 A, das periodischen Randbedingungen
unterworfen wurde und 1664 DMSO-Molekile (und damit 16.640 Atome) umfasste, die
klassisch mit Hilfe des VAK-Modells behandelt wurden. Die Grél3e des Systems wurde so
gewabhlt, dass die experimentelle Dichte von flissigem DMSO unter Normalbedingungen
(1,095 g/cmi) herrschte. Zur Berechnung der langreichweitigen elektrostatischen Wech-
selwirkungen mittels desAmMusAmMM -Algorithmus’ (siehe Abschnit.2) wurden unter
Bertcksichtigung der relativ kleinen Ausmalf3e des Simulationssystems nur zwei Entfer-
nungsklassen definiert. Demzufolge wurde fiir Atome mit weniger als etwa 10 A Abstand
die Coulomb-Summe explizit berechnet und wurden die elektrostatischen Beitrage aller
weiter entfernten DMSO-Molekiile, welche hier die strukturellen Einheiten darstellen,
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Abbildung 3.5: Hybride Simulation von DMSO in DMSO. Gezeigt wird ein Schnitt durch das
wiurfelférmige Simulationssystem, das vollstandig mit molekularmechanischen DMSO-Molekii-
len des VAK-Modells gefullt ist. Ein einzelnes Molekul wurde ausgewahlt und innerhalb der hell
angedeuteten QM-Box im Rahmen der DFT guantenmechanisch beschrieben.

durch die ihrer Dipolmomente approximiert. Der Uberlapp der beiden Entfernungsklassen
wurde zu 1,25 A gewéhlt. Konform zu der Minimum-Image Konvention lag der verwende-
te Reaktionsfeld-Cutoff bei der halben Kantenléange des Systems. Das sich anschlieRende
dielektrische Kontinuum wurde durch ein Reaktionsfeld mit der experimentellen Dielek-
trizitatskonstante vors = 45,8 bertcksichtigt. Nach einer kurzen Relaxation des neu
aufgesetzten Systems, wahrend der sich die Geschwindigkeiten der Atome in jedem Zeit-
schritt dissipativ um den Faktor 0,9 verringerten, wurde zur Equilibrierung des Systems
eine rein molekilmechanische Simulation mit Zeitschritten von 1fs durchgefihrt. Dabei
hielt der M-SHAKE Algorithmus 159 die Lange der Wasserstoffbindungen starr auf ih-
rem Gleichgewichtswert. Wahrend der ersten 15 ps der Equilibrierung des Systems wurde
es mit einer Zeitkonstante varr = 0,5 ps an das Warmebad angebunden, worauf 35 ps
mit 1 = 1 ps folgten.

Abbildung 3.5 zeigt einen Schnitt durch das Simulationssystem, in dem ein in der Mitte
des Wiirfels liegendes DMSO-Molekull ausgewahlt wurde, um in der Hybridsimulation
guantenmechanisch beschrieben zu werden. Als das dabei zu beriicksichtigende Volumen
im Ortsraum wurde eine QM-Box von 10 A Kantenldnge gewahlt, deren Mittelpunkt wéh-
rend der Simulation dem gewahlten Molekuls nachgefuhrt, dabei aber nicht rotiert wurde.
Auf diese Weise betrug der Abstand zwischen den Kernen des DMSO-Molekils und den
Begrenzungen der Box, unter Beriicksichtung der Rotation und eventueller Verformun-
gen des Molekils, immer mindestens 2,5A. Mit dem auch in den Vakuumrechnungen
verwendeten Cutoff der ebenen Wellen von 100 Ry bendtigte die Berechnung der Grund-
zustands-Elektronendichte des DMSO-Molekuls in dieser Box etwa 6 CPU-Minuten auf
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Abbildung 3.6: Das molekiilfeste Koordinatensystem fir DMSO .Farbig dargestellt sind die
schweren Atome des DMSO-Molekulls mit ihren Bindungen. Die Einheitsvekt@dn c} des
gezeigten molekulfesten Koordinatensystems werden zu jedem Zeitschritt der Trajektorie aus den
Ortsvektoren der Atom@ o, I's, I'c,, 'c,} durch

a=rg—"rg, b=ax (r¢c, +rc, — 2rg), c=axb

und eine sich anschlielende Normierung berechnet. Nach dieser Konstruktion spamten

die Ebene auf, in der sowohl die S=0O-Bindung als auch die Winkelhalbierende der beiden C-S-
Bindungen liegerb steht senkrecht auf dieser Ebene, zu der das Molekdl in seiner Gleichgewichts-
geometrie symmetrisch ist.

einer mit 600 MHz getakteten Alpha-Workstation des Typs XP1000. Die Integrationszeit
betrug 0,25 fs, um die Bewegung der Wasserstoffatome ausreichend haufig abzutasten. Die
hier vorgestellte hybride Trajektorie verfolgte die Zeitentwicklung des einzelnen DMSO-
Molekuls in seiner natirlichen Umgebung Uber eine Gesamtzeit von 5ps oder 20.000
Zeitschritte und entsprach damit einem Rechenaufwand von ungefahr 80 CPU-Tagen. Das
molekularmechanische System bildete ein NVT-Ensemble, wobei die quantenmechanisch
beschriebenen Atome von der Geschwindigkeitsskalierung ausgenommen wurden.

Im Verlauf der hybriden Trajektorie wurde neben der Geometrie des quantenmechanisch
beschriebenen DMSO-Molekils das Dipolmoment seiner Ladungsverteilung in Zeitschrit-
ten von 1fs gespeichert. Zur genaueren Analyse der auftretenden Polarisationseffekte sol-
len hier nicht nur der Betrag des Dipolmoments, sondern auch seine einzelnen Kompo-
nenten diskutiert werden. Um die Rotationen und Translationen des DMSO-Molekiils zu
beriicksichtigen, wurde ein Ubergang von den kartesischen Koordinaten des Simulations-
systems hin zu einem Satz von molekiilfesten Basisvektoren durchgefihrt, die in Abbil-
dung 3.6definiert werden. Abbildung.7 zeigt die Zeitentwicklung und die Verteilung der
Projektion des Dipolmoments auf diese Basisvektoren. In TaBdlgind die Mittelwerte

und Standardabweichungen der Einzelkomponenten zusammengefasst.

Wahrend der ersten 0,5 ps der Trajektorie sind starke Veranderungen der Komponenten
des Dipolmoments zu beobachten. Dies ist auf die Relaxation der lokalen Umgebung des
Molekils nach dem erfolgten Beschreibungswechsel zurtickzufihrenu & idie ers-

te und parallel zur S=0O-Bindung liegende Komponente des Dipolmoments, beobachtet
man eine periodische Zeitabhangigkeit mit grof3er Amplitude. Dieses Verhalten stammt

offensichtlich von der harmonischen Schwingung der stark polaren S=O Bindung um ihre
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Abbildung 3.7: Das Dipolmoment des DMSO-Molekiils in der 5-ps Hybridsimulation.Aus

der Ladungsverteilung des quantenmechanisch beschriebenen DMSO-Molekils wurde das Dipol-
moment berechnet und auf die molekilfesten Koordinaten projiziert, die in AbbilBlénigfiniert

sind. Die linke Spalte zeigt sowohl die Zeitentwicklung der drei Dipolkomponenten als auch die
des Gesamtbetrages. In den ersten 500 fs wurde eine Relaxation des Systems angenommen, die
durchgezogene Linie zeigt hier die Werte an, die dem Dipolmoment der Vakuumsrechnung ent-
sprechen. Zu spéteren Zeiten ist mit der durchgezogenen Linie der jeweilige Mittelwert und mit
den gestrichelten Linien die Standardabweichung dargestellt. Letzteres gilt auch fur die rechte
Spalte von Diagrammen, in denen die aufsummierten Verteilungen der Dipolkomponenten vorge-
stellt werden. Zahlenwerte hierzu gibt Tabedl8 an, Diskussion im Text.
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Gleichgewichtslange. Interessant ist die in der Mitte der Trajektorie auftretende Verande-
rung dieses Verhaltens. Eine genaue Betrachtung des Simulationssystems in einer drei-
dimensionalen Darstellung zeigte, dass sich von diesem Zeitpunkt an der Sauerstoff des
DFT-Fragments stark dem klassisch beschriebenen Schwefelatom eines anderen DMSO-
Molekuls ann&hert. Durch die entstehende elektrostatische Wechselwirkung nimmt effek-
tiv die Masse des DFT-Sauerstoffs zu und es andern sich die Frequenz und Amplitude
der S=0O-Schwingung. An dieser Stelle wurde daraufhin verifiziert, dass kein so genann-
ter ,spill-out” auftrat, d.h. keine Elektronendichte auf den Ort des klassisch modellierten
Schwefelatoms Uberging, welches in der hybriden Simulation durch eine gaussférmige
Ladungsverteilung in der QM-Box reprasentiert wird. Anders als die starke Komponen-
te ua, sollte up iIMm Zeitmittel aus Symmetriegriinden verschwinden. Der dazugehorige
Mittelwert liegt entsprechend nahe bei Null. Allerdings zeigt die Zeitreiheppmit ih-

rer langsamen Veranderlichkeit auf Zeitskalen von Pikosekunden, dass die Gesamtlange
der hier vorgestellten Trajektorie bei weitem keine ausreichende Abtastung der Konfi-
gurationen der Lésungsmittelumgebung des quantenmechanisch beschriebenen DMSO-
Molekils gestattet. Deshalb sind die Ergebnisse der Hybridrechnung mit einer gewissen
statistischen Unsicherheit verbunden. Der zur S=0O-Bindung orthogonale Anteil des Di-
polmomentsuc, zeigt schlie3lich eine eher zuféllig wirkende Zeitabhangigkeit, wobei
sein Beitrag zum Gesamtdipolmoment eher gering ist. Wie die letzte Reihe von Diagram-
men in Abbildung3.7 zeigt, ist dessen Betrag hauptsachlich durch den Werfobe-

stimmt.

Tabelle 3.3 zeigt die Mittelwerte der besprochenen Zeitreihen und ermdglicht eine Ab-
schatzung der Zunahme des Dipolmoments beim Ubergang eines DMSO-Molekiils vom
Vakuum in die kondensierte Phase. Das Anwachsen der beiden Komponenterd

wup fuhrt zu einer VergroRerung des Betrags yowon 3,83 D auf 4,73 D und damit um
23%. Diese Zunahme stimmt gut mit den schon zitierten Reaktionsfeldrechnur&n [
Uberein, die eine Steigerung um 20% beobachteten. Takhdlermoglicht zur Diskussi-

on einen Vergleich mit den Dipolmomenten der molekularmechanischen DMSO-Modelle.
Waéhrend die beiden anderen expliziten Modelle (REBH[ SF[182) ein zu grof3es Di-
polmoment aufweisen, wurde fir das HC-Modell gefordert, den Betrag und die relative
Ausrichtung des in der Hybridtrajektorie beobachteten Dipolmoments zu reproduzieren.
Dazu wurden ausgehend von den fiir das VAK-Modell berechneten ESP-Ladyf§€n

die Partialladungen des HC-Modells optimiert. Das molekularmechanische Dipolmoment
p wurde dazu aus, der als konstant angenommenen Gleichgewichtsgeometrie des mit
den VAK-Parametern modellierten DMSO-Molekiils, und aus den zu bestimmenden Par-
tialladungerg™© nach

10
p=3r-q"° (3:3)
i=1

berechnety soll die in Tabelle3.3 gezeigten mittleren Werte fij, und e anneh-
men. Aus den schon erwahnten Symmetrieliberlegungen heraus pgiddbei als ver-
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DFT Vakuum DFT/MM Verénderung
p'[D] @bl em(@) o) (@-wp')/n’
wa (]l S=0) -3,39 -4,06 (0,25) 0,35 +20%
M (Symm.) 0,00 -0,08 (0,30) 0,33 -
e (L S=0) 1,78 2,38 (0,29) 0,31 +33%
M 3,83 4,73 (0,32) 0,38 +23%
£(pn,S=0 27,7 30,3 - - -

Tabelle 3.3: Zunahme des Dipolmoments beim Ubergang in die kondensierte Phad@as

aus der Ladungsverteilung des DMSO-Molekiils berechnete Dipolmoment wird sowohl fur die
LDA/SG-optimierte Vakuum-Struktur{V, siehe Tabelle8.1) als auch als Mittelwerf: der hy-

briden DFT/MM-Trajektorie (Abbildung.7) angegeben. Aufgefuhrt sind der Gesamtbetrag des
Dipolmoments und seine Projektionen auf das in Abbild@reingefihrte molekiilfeste Koor-
dinatensystem. Fur die Observablen der Hybridtrajektorie wird neben der einfachen Standardab-
weichung der Verteilungo() eine Fehlerabschatzungr¢) angegeben. Diese Abschatzung basiert
auf der Standardabweichung von Mittelwerten, die auf 50 verschiedenen Teilstlicken der Zeitreihe
ermittelt wurden, ein Vorgehen das als so genanntes ,Block-averaging” in der Monographie von
Allen und Tildesley 74] beschrieben wird. Zusatzlich gibt die letzte Spalte der Tabelle die pro-
zentuale Zunahme des Dipolmoments beim Ubergang vom Vakuum in die Flissigkeit. AuRerdem
wird in der letzten Zeile der Tabelle der gemessene und der in der Simulation beobachtete mittlere
Winkel zwischen dem Gesamtdipolmoment und der S=0O-Bindung aufgefiihrt.

OPLS VG MP Ml RESP SF HC
Dipolmoment[D] 4,48 459 4,44 445 501 524 4,68

Tabelle 3.4: Dipolmomente der DMSO-Modelle.Fir die starren Modelle (OPLS, VA#§7],
MP[168)) wird das Dipolmoment eines einzelnen Molekuls im Vakuum angegeben. Im Fall der
flexiblen Parametrisierungen wurde das mittlere Dipolmoment pro Molekul aus der Nanosekun-
den-Trajektorie bestimmt.

schwindend angenommen. Als Nebenbedingungen dieser Optimierung wurden weiterhin
die Neutralitat des Gesamtmolekiils

10
Y g¢=0 (3.4)
i=1

und das Auftreten gleicher Ladungen an allen Wasserstoffen gefordert, wie auch eine mog-
lichst geringe quadratische Abweichung der neuen von den alten Partialladungen

Z (gHC - quAK)Z — min. (3.5)
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Abbildung 3.8: Die Verteilung der internen Koordinaten wahrend der Hybridtrajektorie. Ge-

zeigt sind die Histogramme der Bindungsléangen und -winkel des quantenmechanisch beschriebe-
nen DMSO-Molekils. Wie zuvor geben die durchgezogenen Linien den Mittelwert und die gestri-
chelten Linien die Standardabweichungen der Verteilungen an, deren Zahlenwerte in Jdbelle
aufgefiihrt werden.

Die letzte Forderung stabilisierte die Optimierung und konnte eingefiihrt werden, da das
Gleichungssystem bis zu diesem Zeitpunkt noch unterbestimmt war. Das Ergebnis der
Optimierung delquC unter den aufgefiihrten Nebenbedingungen wird in Form der Par-
tialladungen des HC-DMSO Modells in Tabele7 aufgefuhrt. Ein Vergleich mit den
Ladungen des VAK-Modells zeigt eine Zunahme der negativen Ladung des Sauerstof-
fatoms um etwa 13%, dagegen fir den Schwefel eine Abnahme der auch schon vorher
geringen Ladung um 26% und nur eine geringe Veranderung der Ladung der Kohlenstof-
fe. Deutlich ist dagegen wiederum die Zunahme der Partialladungen der Wasserstoffe um
etwa 15%, deren Betrag von 0,1d@roRer ist als der im BARMM 22-Protein-Kraftfeld

fur Wasserstoffe in Methylgruppen ubliche Wert von 0,890as resultierende mittlere
Dipolmoment eines MM-DMSO-Molekdls in Losung liegt mit 4,68 D sehr nahe am oben
berechneten Mittelwert der Hybridtrajektorie von 4,73 D (vergleiche TaBel)e

Abbildung 3.8 und Tabelle3.5 zeigen die Geometrie des DMSO-Molekiils wahrend der
Hybridtrajektorie. Die Bindungslangen der S=0O Doppelbindung und die der C-S Ein-
fachbindungen, als auch die Winkel zwischen den Atomen C-S-O und C-S-C wurden
schon in Tabelle3.1 zum Vergleich der verschiedenen DFT-Funktionale herangezogen
und geben hier Einblick in die Anderung der Geometrie von DMSO in der kondensierten
Phase im Vergleich zu seiner Vakuum-Struktur. Tab8lEzeigt die Mittelwerte dieser
Koordinaten Uber alle Zeitpunkte der Hybridtrajektorie an. Berlcksichtigt man den ab-
geschatzten Fehler der Mittelwerte, so kann nur fir die S=O-Bindung eine signifikante
Zunahme der Bindungsléange beobachtet werden, wahrend die anderen drei Koordinaten
nur Anderungen innerhalb des Fehlerbereichs zeigen. Da nur eine sehr geringe Verlange-
rung der S=0O-Bindung um 0,011 A auftritt, wurde zur Parametrisierung des endgiiltigen
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DFT Vakuum DFT/MM Veranderung

Xy X err(x) o(X) X—Xy)/Xv

Bindungslange S=O [A] 1,479 1,490 (0,005) 0,036 +0,7%
Bindungslange C-S[A] 1,784 1,787 (0,006) 0,043 +0,2%
Winkel C-S-0 [Grad] 106,7 107,0 (0,8) 3,7 +0,3%
Winkel C—S—C [Grad] 95,8 96,7 (1,2) 3,3 +0,9%

Tabelle 3.5: Die Geometrie des DMSO-Molekils in der Hybridtrajektorie. Aufgeftihrt werden

die Mittelwerte, die durch Blockmittelung abgeschatzten Fehler und die Varianzen der Bindungs-
langen und -winkel des quantenmechanisch beschriebenen DMSO-Molekils. Zum Vergleich mit
den Vakuum-Rechnungen werden die entsprechenden Werte aus Babelbeh einmal wieder-

holt und die jeweilige Veranderung beim Ubergang in die kondensierte Phase angegeben.

DMSO-Modells die Geometrie des Vakuum-Modells unverandert tbernommen. Aul3er-
dem ist mit der gezeigten Beobachtung einer fast konstanten Geometrie auch keine starke
Anderung der Kraftkonstanten beim Ubergang in die Fliissigkeit zu erwarten, so dass auch
diese unverandert ibernommen wurden, wie Tal®6eeigt.

3.1.3 Optimierung der Van der Waals Parameter

Im Vorangehenden konnte aufgezeigt werden, wie durch geeignete DFT-Berechnungen,
und damit aus ,ersten Prinzipien“ und unabhangig von Experimenten, die Geometrie
und die Partialladungen eines Lésungsmittelmodells bestimmt werden kdnnen, die dessen
Elektrostatik in der Flussigkeit moéglichst realitatsgetreu nachbilden. Fir die noch fehlen-
den VDW-Parameter ist ein solches Vorgehen allerdings nicht moglich, da (i) DFT-Be-
rechnungen die Dispersionswechselwirkungen nicht erfassen kohégndiese jedoch

fur den attraktiven Teil des VDW-Potentials verantwortlich sind und (ii) die makroskopi-
schen thermodynamischen Eigenschaften des Losungsmittelmodells sehr empfindlich von
den gewdahlten VDW-Parametern abhangen, weshalb diese sehr genau festgelegt werden
mussen.

Traditionell werden diese Parameter deshalb ausgehend von Werten in @hnlichen Molek-
len in Handarbeit durch kleine Anderungen und sich anschlieBenden Testrechnungen an
gemessene Werte von thermodynamischen Observablen angepasst. Meistens sind dies die
Dichte des Losungsmittelsund seine/erdampfungswarme Jj, (engl. heat of vaporiza-

tion). In erster Naherung erwartet man dabei eine Abnahme der Dichte bei Vergrof3erung
der VDW-Radiernr (vgl. die Definition der VDW-Energie2.20) und eine Zunahme der
Verdampfungswarme mit den Minimumsenergiefr4]. Mehrere Versuche im Rahmen

dieser Arbeit zeigten fir DMSO jedoch eine weit kompliziertere Abh&ngigkeit, bei der
diese Zusammenhange sogar umgekehrt wurden. Das Zusammenspiel der VDW-Wech-
selwirkung mit der starken Elektrostatik des DMSOs fiihrte beispielsweise zu einer Zu-
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nahme der Dichte, sobald der VDW-Radius des Schwefels vergro3ert wurde. Auch sind
fur DMSO acht verschiedene Parameter, vier Radien und vier Energien, zu optimieren. Es
liegt also ein hochdimensionales Optimierungsproblem vor. Im Gegensatz zu den am An-
fang des Kapitels vorgestellten DMSO-Modellen, bei denen nur einige der Parameter per
Hand in grol3en Schritten variiert wurden, konnten in der vorliegenden Arbeit die Parame-
ter des Sauerstoffs und Schwefeig (0, os undeg) frei optimiert werden. Anwendung

fand ein automatisiertes Verfahren, das auf der Simplex-Methode (siehe AAhatey
mehrdimensionalen Optimierun$y99 beruht und zuerst von Faller et a2(Q zur Kraft-
feldoptimierung eingesetzt wurde. Da das Simplex-Verfahren eine skalare Zielfunktion
bendétigt, wurde diese durch die Summe der relativen Abweichungen der Dichte und der
Verdampfungswarme von ihren experimentellen Werten (siehe Tah8)ldefiniert.

P (%) Hyap(Xi)
f(Xi):‘l— o ‘1_T§8 (3.6)

Eine hier mogliche Gewichtung der beiden Einzelbeitrage war nicht notwendig. Zur Eva-
luation der Zielfunktion 8.6) fur einen bestimmten Satz von VDW-Parametern wurde je-
weils eine eigenstandige MD-Simulation durchgefuhrt. Dabei wurde der Startzustand des
Systems, d.h. die Atomkoordinaten und -geschwindigkeiten, aus derjenigen schon durch-
gefuhrten Simulation entnommen, welche die zu dem aktuellen Satz ahnlichsten VDW-
Parameter aufwies. Das Simulationsvolumen hatte die Form eines rhombischen Dodeka-
eders mit einem Innenradius von 28 A, beinhaltete 956 DMSO-Molekiile und unterlag
periodischen Randbedingungen. Abweichend von den Grundeinstellungesoimng!

wurde in allen folgenden Simulationen digm -Abstandsklasse der Ebene 0 von 6 A auf

9 A vergréRert, d.h. die explizite Auswertung der Coulomb-Summe als auch die Berech-
nung der VDW-Wechselwirkung wurde in einem Umkreis von etwa 14 A (anstatt 10 A)
um jede betrachtete Ladung vorgenommen. Wie zuvor wurde als hochste Clusteringebene
die der strukturellen Einheiten (Level 0) gewahlt und ein Reaktionsfeld mit einer Dielek-
trizitatskonstante voa = 45,8 berlcksichtigt. Der Zeitschritt der Integration betrug wie
Ublich 1 fs. Die Equilibrierung des Systems wurde jeweils in zwei Schritten durchgefihrt:
zuerst 5ps im NVT-Ensemble mit = 298 K und einer Zeitkonstante der Anbindung

des Thermostaten vorr = 0,25 ps, anschlieBend im NPT-Ensemble unter Hinzunahme
des Barostaten mi® = 1atm,rzp = 1 ps und der experimentellen isothermen Kompres-
sibilitdt «1 aus Tabelle3.8. Anschlie3end erfolgte die Berechnung der auszuwertenden
Trajektorie von 100 ps Lange.

Unter Verwendung von zwei Knoten eines Linux-Clusters, die jeweils mit zwei Prozes-
soren des Typs AthlonMP 1900+ bestiickt sind, betrug die Rechenzeit pro Integrations-
schritt etwa 0,65 s und damit etwas mehr als einen Tag pro Satz von VDW-Parametern.
Als Startsimplex wurden die Werte des Vakuum-Modells (aug@vM 22 entnommen)
zusammen mit vier Auslenkungen entlang der Koordinatenachsen des Parameterraumes
um je 10% gewahlt. Nach der Berechnung der Observablen fur 37 Wertekombinationen
erzielte der Simplex-Algorithmus eine Abweichung von weniger als 1% in der Dichte und

in der Verdampfungswéarme. Dabei ist zu beachten, dass diese Observablen, bedingt durch
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die kurze 100-ps Trajektorie, mit einem Fehler dieser Gro3enordnung behaftet sind. Ta-
belle 3.7 zeigt das Endergebnis der Optimierung in Form der VDW-Parameter des HC-
DMSO Modells und Tabell&.8 die auf einer langeren Trajektorie fur dieses Modell be-
stimmten Werte vom und H,ap.

Ein weiteres neues Modell: MI-DMSO

Aus Beobachtungen, die ich spater vorstellen mochte, entstand die Idee, ein weiteres Mo-
dell fir DMSO zu parametrisieren, dessen Eigenschaften zwischen den starren ,united-
atom“ Modellen, und den neueren expliziten und flexiblen Modellen liegen. Dazu wurden
die Geometrie und die Partialladungen des MP-Moddl&][ verwendet, aber die Bin-
dungslangen und Winkel als flexibel angenommen. Die dazu notwendigen Kraftkonstan-
ten entstammen der in diesem Abschnitt vorgestellten Parametrisierung des HC-Modells.
Die Tabellen3.6 und 3.7 verdeutlichen dies, da sie diesen neuen Satz von Parametern
unter der Bezeichnung MI-DMSO (wie ,Mitte*) auffiihren. Die angegebenen VDW-Para-
meter des Sauerstoffs und des Schwefels wurden, ausgehend von denen des MP-Modells,
wiederum mit Hilfe der Simplex-Methode angepasst. Dabei wurde fur die VDW-Radien
eine leichte Zunahme beobachtet, die sich auch in der etwas geringeren Dichte des MI-
Modells im Vergleich zum MP-Modell bemerkbar macht.

3.2 Evaluation der DMSO-Modelle

Die TabellerB.6und3.7fuhren die Parametrisierungen der hier neu geschaffenen DMSO-
Modelle zusammen mit den Parametern der zuvor veréffentlichten Modelle auf. Dabei
werden die Modelle mit Akronymen bezeichnet, die in der Legende von Tabéller-

l&utert werden. Tabell8.6 gibt fir jedes der DMSO-Modelle an, ob dies ein kompaktes
Lunited-atom* oder ein explizites ,all-atom“ Modell ist und ob die Bindungswinkel flexi-
bel sind oder festgehalten werden. Aus diesen beiden Informationen ergibt sich jeweils die
zusatzlich aufgefiihrte Anzahl der Freiheitsgrade pro Molekil. Weiterhin enthalt Tabel-
le 3.6 die Bindungsparameter und die Kraftkonstanten der Modelle, wogegen Tabelle

die Parameter der langreichweitigen Wechselwirkungen beinhaltet.

Im Folgenden werden die beiden hier neu vorgestellten Modelle (HC, MI) hinsichtlich
ihrer thermodynamischen, kinetischen und strukturellen Eigenschaften sowohl mit den
rigiden ,united-atom* Modellen (OPLS, VG, MP) als auch mit den flexiblen ,all-atom*
Modellen (RESP, SF) verglichen.

3.2.1 Thermodynamische und kinetische Observablen

Fur jede der hier diskutierten DMSO-Parametrisierungen wurde ein 956 Molekile umfas-
sendes Simulationssystem generiert. Diese Systeme unterlagen den gleichen periodischen
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OPLS VGP MPC MY RESP SF' VAK/HC?

Wasserstoffe united united united united all all all
Starre Molekile ja ja ja nein nein  nein nein
Freiheitsgrade 6 6 6 12 24 24 24
Bindungen
S-0 bo 1,530 1530 1,530 1,530 1,530 1,530 1,479
Ko - - - 573,8 570,0 540,0 573,8
S-C bo 1,800 1,950 1,950 1,950 1,810 1,800 1,784
Ko - - - 206,9 227,0 240,0 206,9
C-H bo - - - - 1,090 1,110 1,100
Ke - - - - 340,0 322,0 357,2
Winkel
0O-S-C 6, 106,8 106,8 106,8 106,7 106,8 106,8 106,7
Ko - - - 88,6 80,0 79,0 88,6
C-S-C ¢, 97,4 97,4 97,4 95,8 97,4 95,0 95,8
Ko - - - 72,2 62,2 34,0 72,2
S-C-H 6, - - - - 1095 1113 108,5
Ko - - - - 50,0 46,1 35,9
H-C-H 6, - - - - 1095 108,44 110,4
Ko - - - - 35,0 35,5 34,0
Torsionswinkel
X-C-S-Xk, - - - - 0,28 0,20 0,37

Tabelle 3.6: Bindungsparameter der DMSO-Modelle Die Modelle werden durch Akronyme
bezeichnet, welche unten werden. Die Gruppierung der Spalten bzw. der Modelle spiegelt
die Behandlung der Wasserstoffatome wieder: ,united-atom®, heif3t dass Methylgruppen zu
Pseudoatomen zusammengefasst werden. Alternativ dazu werden in den ,all-atom“ Modellen
alle Atome explizit beriicksichtigt. Weiterhin sind die Modelle entweder starr oder flexibel,
wobei auch bei den flexiblen Parametrisierungen die Bindungslangen der Wasserstoffatome
konstant gehalten werden. Die resultierende Anzahl von Freiheitsgraden pro Molekal wird
aufgefiihrt. Die Bindungslangdm werden in A, die Bindungsstérkdq in kcal/(mol - AZ), die
Gleichgewichtswinkeby in Grad und die Winkelstarkeky, ks in kcal/(mol - rad®) angegeben.

Die Multiplizitat der Torsionswinkel der Methylgruppen ist hier imnmes 3 und die Phasé& = 0
(vergleiche mit Gleichunger2(15 bis (2.17)).

Erklarung der Akronyme und Referenzen:

3(OPLS) Aus dem OPLS-Kraftfeld. Bisher unpubliziert. Parameter 20 [

b(VG) Das Modell der Gruppe van Gunsterdi6{].

¢(MP) Eine Neuparametrisierung des VG-Modell§§.

d(MI) Eine Mischung aus den Modellen MP und HC. Hier neu vorgestellt.

¢(RESP) Dieses Modell wurde fiir das AMBER-Kraftfeld erst&it].

f(SF) Die Parametrisierung von Strader und Fell&].

9(HC) Das hier neu vorgestellte flexible und explizite Modell, zu dessen Erstellung das Va-
kuum-Modell (VAK) als Zwischenstufe dient. Beide Modelle weisen den gleichen Satz von
Bindungsparametern auf.
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OPLS VG MP Mi RESP SF VAR HC

Partialladungen
O g -0,4590 -0,4590 -0,4367 -0,4367 -0,5205 -0,5560 -0,3720 -0,4210
S qg 0,390 0,1390 0,1167 0,2167 0,3155 0,3120 0,1640 0,1210
C/ICH;gq 0,1600 0,1600 0,1600 0,1600 -0,3244 -0,1480 -0,2620 -0,2710
H q - - - - 0,2423 0,0900 0,1220 0,1400

Van der Waals-Parameter
¢ 0,2797 0,4097 0,4079 0,4165 0,2100 0,1200 0,1200 0,1354
o 29300 12,6300 12,6300 12,6616 29600 3,0290 3,0291 3,2754
S ¢ 0,3946 0,3098 0,3098 0,3159 0,2500 0,3500 0,4500 0,4398
o
&

3,5600 3,5600 3,5600 3,8061 3,5640 3,5640 3,5636 3,4863
0,1598 0,2248 0,2248 0,2248 0,1094 0,0780 0,0800 0,0800
3,8100 3,6600 3,7390 3,7390 3,4000 3,6350 3,6710 3,6710
- - - - 0,0157 0,0240 0,0220 0,0220
- - - - 24710 2,3880 2,3520 2,3520

Tabelle 3.7: Partialladungen und VDW-Parameter der DMSO-Modelle Fir die in Tabelle3.6
aufgefuihrten Modelle sind die Partialladungen der Atome in Einheiten der Elementarigdiiag
VDW-Energiene in kcal/mol und die Radier in A angegeben?Zusatzlich zu den Ladungen

und VDW-Parametern des hier neu vorgestellten HC-Modells werden auch die Werte des, als Zwi-
schenstufe bei der Erstellung des HC-Modells verwendeten, Vakuum-Modells (VAK) aufgefuhrt.
Referenzen siehe TabeBe6.

I
)

Randbedingungen, wie das in Abschi@itl.3zur Optimierung der VDW-Parameter des
HC-DMSOs eingesetzte System. Weiterhin wurden auch die gleichen Einstellungen ver-
wendet, beispielsweise die desNFUSAMM -Algorithmus’, eine Temperatur von 298 K

oder ein Druck von 1atm. Abweichend von den Optimierungslaufen wurde jedoch die
Dauer der Equilibrierungen auf 100 ps verlangert und fur die Auswertung jeweils Trajek-
torien von einer Nanosekunde Lange generiert. Die verschiedenen Energiebeitrage und
die Atomkoordinaten wurden in Zeitabstanden von 100 fs abgespeichert. Als Endergebnis
zeigt Tabelle3.8 die aus diesen Simulationen extrahierten thermodynamischen und dy-
namischen Observablen, sowie experimentelle Vergleichswerte, die an flissigem DMSO
unter Normalbedingungen gemessen wurden.

Betrachtet man als erstes die Dichten der verschiedenen Modelle, so wird deutlich, dass
die neu eingefuhrte VDW-Korrektur im Zusammenspiel mit der von Martina Stork imple-
mentierten Druckmessung eine korrekte Beschreibung des Losungsmittels im NPT-En-
semble erméglicht. Besonders die schon von anderen Arbeitsgruppen gemachte Beobach-
tung, dass altere DMSO-Modelle (VG, RESP) eine zu hohe Dichte aufweisen, sobald ihre
langreichweitige Elektrostatik vollstandig mit Hilfe eines RF- oder Ewald-Ansatzes Be-
ricksichtigung findet168, konnte reproduziert werden. Es zeigt sich aber auch, dass das
aus diesem Grund nachparametrisierte MP-Modell bei Verwendungndersamm -Me-

thode und des hier eingesetzten, recht groRen Simulationssystems immer noch eine leicht
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zu hohe Dichte aufweist. Dagegen reproduzieren das OPLS-, das kurzlich vorgestellte SF-
Modell und die hier neu eingefuhrten MI- und HC-Parametrisierungen die experimentelle
Dichte. Im Fall der neuen Modelle, bei denen offensichtlich identische Simulationsbedin-
gungen wahrend der Optimierung und der hier diskutierten Evaluation vorlagen, sind die
kleinen Abweichungen zur gemessenen Dichte durch die in der Optimierung durchgefthr-
ten, recht kurzen Simulationen zu erklaren, bei denen der Fehler in der Bestimmung von
o = N/(V) in der GréRenordnung der jetzt beobachteten Abweichungen lag.

Die in Tabelle3.8gezeigte Fehlerabschéatzung basiert im Fall der thermodynamischen Ob-
servablen auf der Bestimmung der Anzahl der statistisch unabhangigen Messwerte einer
GrolReA [74]. Die Varianz des Mittelwerts vonl hangt von der eigentlichen Varianz von

A, der Anzahl der Messwertd; und der Korrelationszeit dieser Messwerjgab.

o((A) = ZN%“ a?(A) (3.7)
74 wird dabei in Einheiten der Zeitabstdnde der Messwerte angegeben und bezeichnet den
Zeitpunkt, zu dem die Autokorrelationsfunktion vetit) ,ausreichend” weit abgefallen
ist. Die hier angewendete Bindung war, dass der natirliche Logarithmus der Autokor-
relationsfunktion auf einen willkirlichen Wert von -3 abgefallen sein muss. Auf diese
Weise kdnnen vor allem die Fehler untereinander gut verglichen werden. So zeigt sich
beispielsweise fir die Dichte ein relativ kleiner Fehler, der in der starken Anbindung
des Barostaten an die DMSO-Systeme begruindet ist.

Die zweite Observable ist die Verdampfungswarhhgp des Losungsmittels. Sie ist als
Differenz der Enthalpien pro Molekil zwischen der kondensierten und der gasférmigen
Phase definiert.

Hyap = Hiig — Hgas (3.8)

Berucksichtigt man zur Berechnung der inneren Energie des kondensierten Systems
Evbw + Eelec nur die intermolekularen Beitrage, so kann unter Annahme des Verhaltens
eines idealen Gasddgas zu R T = 0,596 kcal/mol abgeschatzt werden und man erhalt
die Berechnungsvorschrift fiitl,ap

Hyap = —(U) % - RT. (3.9
Fur die Verdampfungswéarme gelten in Tabel& ahnliche Beobachtungen wie fur die
zuvor diskutierte Dichte: als eine der Observablen, die tblicherweise bei der Generierung
der VDW-Parameter optimiert wird, sollte bei allen Modellen fir die Verdampfungswar-
me eine gute Ubereinstimmung zu erwarten sein. Allerdings kann@yadnd damit die
Verdampfungswarme, sehr sensitiv auf Veranderungen in der Methode der Berechnung
der langreichweitigen Wechselwirkungen reagieren. Zu beobachten ist ein deutlich zu ge-
ringer Wert vonH,5p flr das OPLS-Modell, aber keine grof3en Abweichungen fir VG
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P Huap o KT Cv D 121 7]
g kcal 41 51 cal am?
o mol 07°¢ 107z mark 1075 ps ps

Exp  1,0950 12,63 9,3 5,3 28,3 0,80 - 5
OPLS 1,0925(2) 11,07(0) 84(4) 3,1(1) 18,0(4) 1,04(6) 9(1) 4(0)
VG  1,1480(3) 12,56(0) 8,1(3) 4,0(1) 185(6) 0,70(7) 15(1) 6(1)
MP  1,1006 (2) 11,94(0) 8,2(2) 2,9(1) 192(4) 085(4) 13(1) 6(1)
Ml 1,0911(7) 12,68(1) 7.8(5) 24(1) 36,2(6) 0,64(5) 13(1) 6 (1)
RESP 1,1228(6) 12,23(1) 9,7(9) 3,6(1) 726() 059(5) 16(1) 7(1)
SF 1,0060(7) 12,93(2) 9.2(6) 4.6(5) 725(6) 058(4) 18(2) 8(1)
HC  1,0991(7) 12,84(2) 8,9(3) 4,2(3) 739(9) 047(4) 43(6) 16(3)

Tabelle 3.8: Thermodynamische und dynamische Observablen der DMSO-Modell&ezeigt

sind die Dichtep, die Verdampfungswarmel,.,, der thermische Expansionskoeffizient die
isotherme Kompressibilitatr und die spezifische Wéarme bei konstantem VolurGgn Weiter-

hin werdenD, der Diffusionskoeffizient der Translation, und dig,, die Zeiten der Rotations-
Diffusion bezlglich der S=0O-Bindung, tabelliert. Zahlen in Klammern geben jeweils eine Feh-
lerabschatzung fur die letzte Stelle des davor gezeigten Wertes an. Die Messwerte fur flissiges
DMSO unter Normalbedingungen wurden den Veroffentlichungen von Liu eL@F],[Vaisman

und Berkowitz 169 bzw. [202 entnommen. Das Vorgehen zur Berechnung der Observablen aus
den MD-Trajektorien und der Abschéatzung der damit verbundenen Unsicherheiten wird im Text
gegeben.

oder RESP, alles drei Modelle, die unter Verwendung eines kleinen Cutoffs erzeugt wur-

den. Das MP-Modell zeigt eine etwas zu kleine Verdampfungswarme, wogegen das SF-
Modell zu stark gebunden zu sein scheint. Fir die beiden neuen Parametrisierungen gilt
wie schon zuvor, dass die beobachtete Abweichung durch die Endlichkeit der Simulati-

onslaufe wahrend der Optimierung zu erklaren sind.

Die nachsten drei thermodynamischen Observablen, der thermische Expansionskoeffizient
«, die isotherme Kompressibilitét und die spezifische Warme bei konstantem Volumen
Cv, sind jeweils als die partiellen Ableitungen einer Zustandsgrof3e nach einer zweiten
definiert

1 /9V 1 (aV 39U
_1v __ (¥ cv=(Z) . 3.10
* V<8T)p “ v(aP)T v (8T)V (3.10)

Diese Gro3en wurden durch die Bildung finiter Differenzen bestimmt, wozu jeweils zwei
zusatzliche Simulationen von je 200 ps Dauer notwendig waren. Fur den Expansionskoef-
fizienten wurden diese Simulationen P T-Ensemble bei 283 und 313 K durchgefihrt,

fur die Kompressibilitat imN V T-Ensemble und den Dichten von 1,102 und 1,111 §/cm
und furCy in NV T bei wiederum 283 und 313 K. Die Fehler in den einzelnen Observa-
blen, die in die Gleichunger3(10 eingehen, wurden jeweils mit der zuvor beschriebenen
Methode bestimmt und die Fehlerfortpflanzung verfolgt. Wie Tali&Bezu entnehmen
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ist, treten als Folge der Differenzbildung besondersifiind « recht grof3e Fehler auf.

Der thermische Expansionskoeffizient hat deshalb keine groRe Aussagekraft zur Evalua-
tion der DMSO-Modelle, vielmehr beobachtet man lediglich etwas zu geringe Werte fir
die ,united-atom“ Modelle. Erstaunlicherweise zeigt das leicht flexible MI-Modell un-
ter diesen den kleinsten Expansionskoeffizienten. Die expliziten Modelle weisen alle eine
gute Ubereinstimmung mit dem gemesseneauf. Auch die Ergebnisse beziglich der
isothermen Kompressibilitatr sind &hnlich unspezifisch, alle hier besprochenen DMSO-
Modelle unterschatzen diese mehr oder weniger stark.

Fur die Kinetik der Warmedissipation von einem durch die Photoisomerisierung ther-
misch angeregten Modellpeptid in das DMSO ist die mikroskopische Warmeleitfahigkeit
des Ldsungsmittels bestimmend. Um diese GroR3e fur ein gegebenes DMSO-Modell zu
bestimmen, misste ein Nichtgleichgewichts-Ensemble geschaffen werden, in dem durch
einen Temperaturgradienten ein zu messender Warmestrom entsteht. Im Zusammenspiel
mit periodischen Randbedingungen ist dies nur schwer zu realisieren, weshalb Mduller-
Plathe P03 vorschlug, das Problem umgekehrt anzugehen, also einen Warmefluss in ei-
nem System zu erzeugen und den dadurch entstehenden Temperaturgradienten zu bestim-
men. Die Realisierung und Kalibrierung eines solchen Verfahrens ist leider sehr aufwandig
und konnte deshalb im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht durchgefihrt werden.

Aus diesem Grund mochte ich an dieser Stelle die Warmekap@zitder zur Verfiigung
stehenden DMSO-Modelle diskutieren, denn es kann erwartet werden, dass Unterschiede
in Cy fir verschiedene Parametrisierungen auch qualitative Schliisse auf das Verhaltnis
der jeweiligen Warmeleitfahigkeiten zulassen. Tab@&l&zeigt die fur die DMSO-Model-

le ermittelten Werte voy . Man erkennt, dass d&s, eines DMSO-Modells anscheinend

stets proportional zur Anzahl der Freiheitsgrddest (vgl. Tabelle3.6). Der Proportiona-
litatsfaktor zwischen diesen beiden Gréf3en betragt etwa 3,06 caK)r(older 1,54 in
Einheiten der Gaskonstante R). Dementsprechend zeigen die rigiden ,united-atom*“ Mo-
delle (f = 6) eine deutliche Unterschatzung des experimentellen WerteS\wam mehr

als 30%, wahrend die voll flexiblen ,all-atom* Modelld (= 24) die spezifische Wéarme
konsistent um mehr als 160% Uberschatzen. Auch das in seiner Anzahl der Freiheitsgrade
intermediare flexible ,united-atom“Modell MIf( = 12) UberschataEy, jedoch lediglich

um etwa 30%.

Die im letzten Fall der ,all-atom“ Modelle auftretende Uberschatzung von Warmekapa-
zitdten in MD-Simulationen ist ein bekanntes Phdnomen, da in der klassischen Naherung
alle vibronischen Freiheitsgrade unabhangig von der Temperatur angeregt werden kon-
nen. In der quantenmechanischen Realitat tragen hingegen nur diejenigen Normalmoden
eines Molekuls zur Warmekapazitat bei, die bei einer gegebenen Temperatur eine endliche
Besetzungszahl aufweisen. Flue= 300K giltk, T ~ 1/40eV. Dies ist die Energie, wel-

che einer harmonischen Schwingung mit der Wellenzahl von etwa 200 1/cm entspricht.
Betrachtet man das Spektrum der Normalmoden von DMSO, das ausschnittsweise in Ta-
belle3.2gezeigt wird, so erkennt man eine grol3e Lucke in den Moden zwischen 381 1/cm
und 668 1/cm. Geht man von einem ,Auftauen” der finf Moden mit Wellenzahlen un-
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3.2 Evaluation der DMSO-Modelle

terhalb dieser Licke aus, so erhalt mhn= 11 beitragende Freiheitsgrade und mit der
oben beschriebenen Proportionalitat ein theoretis€hesvon ungefahr 33 cal/(mdf),

das sehr nahe am gemessenen Wert liegt. Um eine konsistente Beschreibung im Rahmen
der MD-Simulationen zu erreichen, wurden trotzdem, in den expliziten DMSO-Modellen
nur die Lange der die hochsten Eigenfrequenzen aufweisenden C—H Bindungen mittels
des MsHAKE-Algorithmus festgehalten.

Die letzten drei betrachteten Observablen sind die Diffusionskonstanten der Translation
und der Rotation, welche Aussagen uber die Beweglichkeit der Losungsmittelmoleki-
le machen. Die Berechnung der Diffusionskoeffizienten lehnt sich an die Darstellung in
[103 an. Fir die Translationsbewegung wurden die Orte der Schwefelatome als Aufpunk-
te gewahlt, dabei soli; (t) den Ort desten Schwefels zum Zeitpunkt t bezeichnen. Als
Malf3 fur die in der Zeit zurtickgelegte Distanz wurde die Funktion

dw =g+ -nw?) @311)
betrachtet(- - - ); ; bezeichnet dabei die Mittelung Gber alle Molekiilend tber alle ge-
geneinander verschobenen Zeitintervalle der La~geZu jedemr wird somit das Mit-

tel des Abstands der Molekile von ihren Start- oder auch Referenzagctermestimmt.

Die periodischen Randbedingungen und das damit verbundene Uberwechseln einzelner
Losungsmittelmolektile von einem der Spiegelbilder der Simulationssystems in ein an-
deres fand Beriicksichtigung, indem beim Auftreten eines jeden solchen Ubergangs der
Referenzort des betroffenen Moleklls mitversetzt wurde. In der vorliegenden Auswer-
tung wurden, wie schon erwahnt, die Koordinaten wéahrend einer Trajektorie von 1ns
Lange alle 100 fs abgespeichert. Die Intervall-Largebetrug 100 ps und die einzelnen
Intervalle wurden jeweils um 50 ps gegeneinander verschoben. Auf diese Weise basierte
die Auswertung auf 20 Teiltrajektorien. Der Diffusionskoeffizi€htvurde anschlie3end

durch einen linearen Fit ad(r) im Zeitbereich von 10 bis 100 ps ermittelt, wobei die
Auslassung der ersten 10 ps dabei notwendig ist, da die in diesem Zeitbereich auftretende
ballistische Bewegung der Molekule nicht zur Diffusion beitragen darf. Eine Diskussi-
on dieses Vorgehens, besonders zur notwendigen Wahl langer Zeitintervalle und etwaiger
Fehlerquellen, findet sich in einer Veroffentlichung von Chitra und Yasho2adj. [Als
Fehlerabschatzung wurde fir alle Diffusionskonstanten die Standardabweichung der auf
den Teiltrajektorien bestimmten Einzelwerte angegeben.

Die in Tabelle3.8 als gemessen angegebene Diffusionskonstante nl0®—° m?/s ist

mit einer gewissen Unsicherheit behaftet, da in anderen Quellen auch Betrage von 0,6 oder
0,9 angegeben wurden. Vergleicht man die fir die verschiedenen Modelle gemessenen
Werte, so zeigen die rigiden und kompakten Parametrisierungen eine mit der Messung
ubereinstimmende Beweglichkeit, nur das OPLS-Modell scheint eventuell zu beweglich
zu sein. Dies kann im Zusammenhang mit seiner geringen Verdampfungswarme und den
damit nur schwéacher aneinander gebundenen Molekllen erklart werden. Die expliziten
Modelle und das flexible MI-DMSO zeigen dagegen eine zu kleine Diffusionskonstante,
besonders das HC-Modell, das am unbeweglichsten ist.
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3 DMSO als explizites Losungsmittel

Diese Beobachtung gilt auch und verstarkt fur die Diffusionszeiten der Rotgtiom 7,.
Diese wurden durch Betrachtung der Funktionen

p(m)=—-In(R@t+7)- &))at: =12 (3.12)

bestimmt. Hier bezeichneg (t) den Einheitsvektor entlang der S=0O-Bindung dtn
Molekuls zum Zeitpunkt und B die beiden ersten Legendre-Polynome

Pix)=x und  PyXx) = %(3x2 —1). (3.13)

Die gleiche Mittelung tGber die Moleklle und die Teiltrajektorien wie bei Translation wur-

de angewendet. Anschliel3end ergaben sichrdads die Kehrwerte der Steigung eines
linearen Fits an digy im Zeitbereich zwischen 1 ps und dem Zeitpunkt des ersten Auf-
tretens vonp () > 3. Experimentelle Messergebnisse sind nur #iiverfigbar. Die
kompakten Modelle reproduzieren die Rotations-Diffusionszeit relativ gut, die expliziten
Modelle sind dagegen etwas zu unbeweglich. Besonders das neu geschaffene HC-DMSO
weist eintz von 16 ps auf und zeigt damit eine Rotations-Diffusion, die etwa dreimal
langsamer als die gemessene und zweimal langsamer als die der beiden anderen explizi-
ten Modelle ist.

3.2.2 Radiale Paarverteilungsfunktionen

Abbildung 3.9 zeigt die Paarverteilungsfunktioney) (r) der schweren Atome flr einen

Teil der betrachteten DMSO-Modelle. Dagj (r) geben die Wahrscheinlichkeit an, und
zwar relativ zu einem vollkommen ungeordneten System der gleichen Dichte, zwei Atome
der Atomsortem und j in einem Abstand voneinander zu finden. Damit ermdglichen die
Paarverteilungsfunktionen einen Einblick in die Ordnung eines Losungsmittels. Sie sollen
hier dazu dienen, die strukturellen Eigenschaften der zur Verfigung stehenden DMSO-Pa-
rametrisierungen untereinander und mit Ergebnissen von Neutronenstreuungsexperimen-
ten [17Q zu vergleichen. Die Paarverteilungsfunktionen wurden fiir die sechs moglichen
Kombinationen der drei schweren Atome (O, S, C) mit Hilfe des ProgrammpaketsX

als Histogramme der Atomabstdnde berechnet. Als Datenquelle dienten wiederum die
schon im vorangehenden Abschnitt beschriebenen Nanosekunden-Trajektorien. Bei der
Berechnung der Histogramme fanden die Abstande der Atome eines Molekiils unterein-
ander keine Beriicksichtigung. Der Ubersichtlichkeit halber werden in Abbil@uhdie

gij (r) nur far zwei der kompakten DMSO-Modelle gezeigt (MP und MI), da die Kurven

fur das VG und das OPLS-Modell sich nur geringfugig von diesen unterscheiden.

Betrachtet man zuerst die Paarverteilungsfunktiogeg und gss so erkennt man in
beiden die Schalenstruktur des DMSOs. Neben einem ersten MaximunbBiA ist

eine gut ausgepragte zweite Lésungsmittelschale im Abstand von etwa 9 A und sogar eine
Dritte am Rand des dargestellten Bereichs zu beobachten. Deutlich zeigen diese Darstel-
lungen, dass die expliziten Modelle (RESP, SF und HC) strukturierter sind, als diejenigen
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Abbildung 3.9: Die Paarverteilungsfunktionen der schweren Atome des DMSOFUr jede der
sechs mdglichen Kombinationen der schweren Atome wirdiber dem radialen Abstand(in

[A]) dargestellt. Um die Ubersichtlichkeit zu wahren, werden die Kurven nur fur fiinf der sieben
betrachteten Modelle gezeigt.
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3 DMSO als explizites Losungsmittel

S @) C

S 0,0167
0 0,0684 0,0700
C 0,1566 0,3208 0,3675

Tabelle 3.9: Experimentelle Gewichtungsfaktoren der PaarverteilungsfunktionenMit diesen

sind die Paarverteilungsfunktionen der schweren Atome zu gewichten, um den Strukturfaktor der
Neutronenstreuung zu erhalten. Diese experimentell ermittelten Gewichtungen wurden in der Ver-
offentlichung von Luzar et al1]7( in Tabelle | aufgefihrt.

(MP, MI), in denen die Methylgruppen als ,united-atoms" beschrieben werden. Dagegen
weist die CC-Verteilung durch das Vorkommen von zwei Kohlenstoffatomen pro Molekiil
eine etwas kompliziertere Struktur auf. Ihr Verlauf ist allerdings fast vollstandig unabhan-
gig von Details der betrachteten Modelle. Ahnliches gilt auchgfi und bis auf kleine
Details auch fumgcs. In der letztgenannten Verteilungsfunktion ist allenfalls das Fehlen
der Wasserstoffatome an den beiden kompakten Modellen im Bereich von 5 bis 6 A zu
bemerken.

Sehr interessant hingegen ist das Verhalten der Schwefel-Sauerstoff-Verteilungsfunktion
Oso, in der wieder die expliziten Modelle eine ausgepragtere erste Schale zeigen. Beson-
ders aber unterscheidet sich hier das HC-DMSO auffallend von den anderen Modellen.
So fehlt ihm das Nebenmaximum bzw. die Schulterrbei 5A. Weiterhin scheint des-

sen erste Schale etwas nach auRen verschoben zu sein, so dass ein starker Uberlapp mit
der zweiten Schale auftritt. FUr gréRere Radien ist fir das HC-Modell auch eine starkere
Strukturierung zu erkennen. Um dies Verhalten zu verstehen, muss man die Details der in
den Tabeller8.6 und 3.7 aufgelisteten Modelle vergleichen. Unterschiede zwischen dem
HC-DMSO und den beiden anderen Modellen finden sich hauptséachlich in einigen Para-
metern. Beispielsweise wurde fur das HC-DMSO eine um etwa 3% klrzere S=0-Bindung
und tendenziell schwachere Partialladungen angenommen. Anzunehmen ist jedoch, dass
die Abweichungen igso hauptsachlich in den unterschiedlichen Verhaltnissen zwischen
den VDW-Radien des Schwefels und des Sauerstoffs begriindet liegen, die in den Para-
metrisierungen auftreten. So gilt das RESP-Modell ein Verhéltnisgao = 1,20 und

fur das SF-Modell ein vergleichbarer Wert von 1,18. Dagegen verwendet das HC-Modell
ein Verhéltnis von 1,06, d.h. einen relativ sehr viel groReren Sauerstoff. Diese Beobach-
tung kann auch eine Erklarung fur die langsame Rotations-Diffusionszeit des HC-DMSOs
liefern, denn sie bedeutet auch eine geringere ,Kugelformigkeit* dieses Modells.

Wie schon am Anfang dieses Abschnitts angedeutet wurde, sollte es durch einen Vergleich
mit Ergebnissen der Neutronenstreuung maoglich sein, die Paarverteilungsfunktionen und
damit die DMSO-Modelle selbst zu bewerten. Dazu ist es ausreichend,; djewichtet
aufzusummieren, um den partiellen Strukturfald@i zu erhalten, welcher in den Streu-
experimenten bestimmt wird. Die Gewichtungsfaktoren sind als Teilergebnis der Auswer-
tung der Experimente als bekannt vorauszusetzen und werden in Tal8dlefgefuhrt.
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Abbildung 3.10: Partielle Strukturfaktoren aus der Simulation und der Neutronenstreuung.
Die Strukturfaktoren der DMSO-Modelle sind die mit den Multiplikatoren aus Tal®Bge-
wichteten Paarverteilungsfunktionen, die in Abbildihggezeigt wurden. Der Strukturfaktor der
Neutronenstreuung wurde der Arbeit von Luzar et BI(J entnommen.

Leider zeigt diese Tabelle auch, dass die Hauptbeitragg zwvon den Verteilungegcc
undgc o stammen, die wigics, dem nachst-wichtigen Beitrag, kaum sensitiv auf die Pa-
rametrisierung der Modelle reagieren. Dementsprechend zeigt AbbiRldBguch sehr
ahnliche Verlaufe vorgx x fur die unterschiedlichen Modelle. Insbesondere kann keine
Unterscheidung zwischen den drei expliziten Modellen gemacht werden. Auffallig ist je-
doch das Fehlen des ersten Maximums in der experimentellen Kurve. Dieses Maximum
in den Daten der Simulationen wurde in den bisher veréffentlichten Arbeiten stets mit den
dabei verwendeten ,united-atom“ Modellen erklart. Hier handelt es sich aber offenbar um
eine bei allen diskutierten Modellen auftretende Eigenschatft.

3.2.3 Diskussion

Zusammenfassend stehen nach den Untersuchungen dieses Kapitels eine Reihe von ver-
schiedenen Parametrisierungen des DMSOs als Losungsmittel zur Verfigung. Die rigi-
den ,united-atom*“ Modelle (OPLS, VG, MP) zeigen eine zu geringe spezifische Wéarme,
wahrend die flexiblen Modelle diese mehr (RESP, SF, HC) oder minder (MI) Uberschat-
zen. Der oben vermutete Zusammenhang zwischen der spezifischen Warme eines DMSO-
Modells, bzw. seiner unbekannten mikroskopischen Warmeleitfahigkeit, und der in den
Simulationen der Dynamik des Azobenzols bzw. der Modellpeptide nach Lichtanregung
beobachteten Geschwindigkeit der Warmedissipation wird in Absct$Btantersucht
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3 DMSO als explizites Losungsmittel

werden.

Fur Simulationen, bei denen méglichst lange Trajektorien berechnet werden sollen und bei
denen zu vermuten ist, dass die Warmedissipation des DMSO-Modells keine Rolle spielt,
bietet sich das ,united-atom” Modell MP-DMSO zur Verwendung an, da es unter der
vollstandigen Behandlung der elektrostatischen Wechselwirkung eine relativ gute Dichte
und Verdampfungswarme aufweist und einen geringeren Rechenaufwand benétigt, die
deutlich ,teureren* flexiblen und expliziten Modelle.

Im Fall der flexiblen und expliziten Modellen ist das RESP-Modell durch seine zu hohe
Dichte und zu geringe Verdampfungswarme auszuschlieRen. Das SF-Modell stand erst
ganz zu Ende der Forschungsarbeit zur Verfiigung, so dass alleine die neu bestimmte HC-
Parametrisierung diese Klasse von Modellen vertreten kann. Wie im vorangehenden Ab-
schnitt anhand der Paarverteilungsfunktionen gezeigt wurde, scheint das HC-Modell al-
lerdings noch verbesserungswaurdig zu sein. Um eine Veroéffentlichung der Ergebnisse zu
ermdglichen, wird deshalb eine erneute Optimierung der VDW-Parameter angestrebt, bei
der das Verhaltnis der VDW-Radien des Sauerstoffs und des Schwefels konstant gehalten
werden soll. Es kann erwartet werden, dass ein solches verbessertes Modell nicht nur die
Leistungsfahigkeit einer Parametrisierung aus ersten Prinzipien aufweist, sondern auch im
Vergleich der thermodynamischen Observablen bestehen kann.
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Peptide

Schon bei der Beschreibung der Ziele der vorliegenden Arbeit (Abschbjtivar an-
gesprochen worden, dass neben einer neu zu schaffenden Modellierung des Lésungsmit-
tels DMSO auch mehrere Erganzungen am Kraftfeld der Modellpeptide notwendig sind,
um deren lichtinduzierte Dynamik mit computergestiitzten Simulationen beschreiben zu
konnen. FUr den Peptidteil der ringférmigen Molekulle, deren chemische Struktur in Ab-
bildung 1.13 gezeigt wird, fallt die Wahl des anzuwendenden Kraftfeldes leicht, da mit
der in EGo-MMII implementierten Variante desH8RMM 22-Kraftfeldes 81] schon eine
passende Parametrisierung zur Verfiigung steht. Die Form dieses Peptidkraftfeldes wurde
in Kapitel 2.2 vorgestellt.

Anders verhélt es sich mit den Azobenzolfarbstoffen, die als nicht-biologische Substan-
zen nicht von den existierenden Kraftfeldern abgedeckt werden. Auch eine Ubertragung
von existierenden Parametern, wie etwa derer fur die in Proteinen auftretenden Phenylrin-
ge, auf Teilgruppen des Azobenzols ist nicht zulassig, da sie das ausgedehnte konjugierte
-Elektronensystem dieses Molekils vernachlassigen wirde. Daher wird im ersten Ab-
schnitt dieses Kapitels aus ersten Prinzipien eine zumRMM 22-Kraftfeld konforme
Parametrisierung des Azobenzols, seiner Derivate (APB und AMPB) und deren Bindung
an das Peptidrickgrat vorgenommen. Dabei kommen erneut diejenigen QM-Methoden
zum Einsatz, die im letzten Kapitel schon erfolgreich zur Parametrisierung des DMSOs
eingesetzt wurden.

Abschnitt4.2 stellt schlie3lich ein molekularmechanisches Modell der Photoisomerisie-
rung des Azobenzols vor, welches nicht nur die dabei auftretenden Geometrieanderungen
der Farbstoffe, sondern auch die eingebrachten Anregungsenergien und die Isomerisie-
rungskinetik insoweit realistisch beschreibt, als dies im Rahmen der klassischen Mechanik
maglich ist. Erst diese vereinfachende klassische Beschreibung erméglicht die Untersu-
chung der Pikosekunden-Dynamik der Modellpeptide nach Lichtanregung, da es bislang
keine hinreichend exakten und recheneffizienten QM-Methoden zur Beschreibung von
Photoisomerisierungsreaktionen in grof3en organischen Farbstoffen, wie den Azobenzo-
len, gibt.
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4.1 Kraftfeldparameter flr die Azobenzolfarbstoffe

Zur Festlegung der Geometrie, der Partialladungen und der Kraftkonstanten der Azoben-
zolfarbstoffe wurden DFT-Berechnungen am freien Azobenzol und an zwei Modellmole-
kiulen durchgefihrt, deren Strukturen in Abbilduhd skizziert sind. Diese beiden Analo-

ga sollen die durch Peptidbindungen mit dem Peptidriickgrat verbundenen Azobenzolderi-
vate APB und AMPB reprasentieren. Aus einer Reihe von Veréffentlichungen ist bekannt,
dass die Dichtefunktional-Theorie die beobachtete Struktur und die Schwingungsspektren
des freien Azobenzols und seiner Derivate quantitativ beschreiben Ra&#D7]. In der
Literatur wird intensiv Uber die Planaritat deans-Azobenzols diskutiert, welche von
DFT-Studien vorhergesagt wir@Qg, wahrend MP2-Berechnungen eine nicht-planare
Struktur zeigten208 209. Da experimentelle Untersuchungen mit Elektronenstreuung
[208 und pikosekunden-zeitaufgeldste Raman-Spek2é&f[ebenfalls auf die Planaritat
hinweisen und ein MM-Kraftfeld des Azobenzols aus Symmetriegriinden nur eine planare
Struktur parametrisieren kann, wurde diese im Folgenden angenommen.

Alle hier an Azobenzol und seinen Derivaten vorgenommenen Rechnungen basierten auf
dem B3LYP-Funktional und dem Basissatz 6-31G*. Diese Kombination wurde von Bis-
was und Umapathy2D5 als diejenige bestimmt, welche die beste Ubereinstimmung mit
den experimentell bestimmten Strukturen zeigte. Alle Rechnungen wurden an einzelnen
Molekulen im Vakuum durchgefuhrt. Das Programmpakeu&siAN [68] erlaubte auf
einfache Weise nicht nur die Bestimmung der Geometrie der Molekiile, sondern auch die
Berechnung von Potentialflachen als Funktion der internen Koordinaten (Bindungslangen,
Winkel, Torsionswinkel). In einem ersten Schritt wurden die Geometrien der drei in Abbil-
dung4.1gezeigten Moleklle ausgehend von beliebigen Startstrukturen optimiert, jeweils
getrennt fur ihrcis- und ihrtrans-Isomer.

Fir Azobenzol zeigt Abbildund.12die berechneten Geometrien, deren Bindungslangen
und -winkel die zuvor verdffentlichten Werte reproduzier@dd. Wie Tabelle4.1 auf-

fahrt, wurden die in den optimierten Geometrien tlesis-Azobenzols, detransAPBs

und dedransAMPBs beobachteten Abstande und Winkel direkt als die Gleichgewichts-
langen und -winkel des Kraftfeldes ibernommen. Die Wahltders-Strukturen als Re-
ferenz wurde hier durch das Auftreten sterischer Hinderungen irtidestrukturen und
durch die Beobachtung nur kleiner Anderungen der Bindungslangen beim Ubergang von
trans nachcis motiviert. So verkiirzt sich die berechnete N=N Bindungslange beim Uber-
gang vomtrans-Azobenzol zu seinemis-Isomer um 0,012 A von 1,261 A auf 1,249 A,
wahrend die C—C Bindungen sich um 0,017 A von 1,419 A auf 1,436 A verlangern. Dies
entspricht in beiden Fallen relativen Anderungen von etwa 1%, die im Rahmen der groben
Approximation, welche ein molekularmechanisches Kraftfeld darstellt, vernachlassigbar
sind. Aus den gleichen Uberlegungen und weil sich die Geometrien der Azo-Gruppe und
der Phenylringe unter Austausch der in Abbilduhd gezeigten Seitengruppen nur sehr
schwach anderten, wurde die Geometrie des freien Azobenzols gleichermal3en auch fir
die dem Azobenzol aquivalenten Teile seiner Derivate APB und AMPB angenommen.
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Abbildung 4.1: Die Struktur und die Atomnamen der Azobenzolfarbstoffe.Die Topologie des
Azobenzols und seiner Derivate APB und AMPB unterscheidet sich durch die beiden Atomgrup-
pen R1 und R2. Im Fall des freien Azobenzols werden diese lediglich durch zwei Wasserstoffe
gebildet. Ein APB-Residuum umfasst, analog zu der Struktur der herkémmlichen Aminoséauren,
jeweils eine ,halbe” Peptidgruppe, die dunkel hervorgehoben ist. Die grau dargestellten Atome
sind deshalb kein Teil des APB-Residuums, sondern wurden in den DFT-Rechnungen mitberiick-
sichtigt, um den Einfluss der vollstédndigen Peptidbindungen auf die Struktur und die Energetik des
in das Peptidrickgrat eingebauten Farbstoffes zu erfassen. Offene Bindungen wurden mit Methyl-
gruppen abgesattigt. Wie schon in Abbilduhg 3gezeigt wurde, weist das AMPB im Vergleich

zum APB eine zusatzliche Methylengruppe auf, welche die N-terminale Peptidbindung vom Farb-
stoff trennt. Der untere Teil der Abbildung benennt die zusatzlichen Atome der Methylengruppe.
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Bindung Ky bo Winkel kg 6o
Azobenzol Azobenzol
CAZ CAZ 419,48 1,398 CAZ CAZ CAZ 40,00 120,6
NAZ CAZ 341,77 1,419 HAZ CAZ CAZ 34,4 120,06
HAZ CAZ 404,7 1,086 NAZ CAZ CAZ 60,22 120,¢
NAZ NAZ 716,8 1,26F NAZ NAZ CAZ 121, 114,8
APB/AMPB APB/AMPB
C CAzZ 250,00 1,504 C CAzZ CAz 458 1200
NH1 CAZ 320,0 1,408 O C CAz 80,0 121,¢
CT2 CAZ 230,0 1,528 NH1 C CAZ 80,0 1165

NH1 CAZ CAZ 70,0 120,¢
H NH1 CAZ 350 114,8
C NH1 CAz 50,0 1200
HA CT2 CAZ 49,3 1075
CT2 CAZ CAZ 458 120,0
NH1 CT2 CAZz 500 116,3

Tabelle 4.1: Kraftfeldparameter der Bindungslangen und -winkel. Fur das freie Azobenzol
und seine Derivate APB bzw. AMPB werden in der linken Tabelle fir alle zwischen den Atomty-
pen auftretenden Bindungen die Kraftkonstarkgfkcal mol‘lA_z] und die zugehdrigen Gleich-
gewichtsléangerb [A] angegeben. Die Zuordnung der Atomnamen aus Abbilddrigzu den
Atomtypen erfolgt in Tabellel.2 Analog zeigt die rechte Tabelle die Kraftkonstanten der Win-
kel ky [kcal mot~ Rad?] und die Gleichgewichtswinkel, [Grad]. Die FuRRnoten geben jeweils
die Vorgehensweise an, die zur Bestimmung des betreffenden Wertes angewendet wurde:

a Abstand oder Winkel wurden den DFT-optimiertgans-Strukturen des Azobenzols bzw. der
APB- und AMPB-Analoga entnommeh Die Kraftkonstante wurde durch einen Fit an die DFT-
berechnete Potentialflache festgeléddie Kraftkonstante der Bindung wurde aus der Projektion
der kartesischen Hesse-Matrix auf die internen Koordinaten der Bindungslangen beStEmtat.
nommen aus ahnlichen Parametern desRvm 22-Kraftfeldes® Die Winkel von 120 wurden
gewahlt, um den Symmetrien des Molekuls zu gentigen.

Unter Zugrundelegung der optimierten Geometrien wurden anschliel3end die Partialladun-
gen der Atome mit dem Verfahren der ESP-Ladungen (siehe Abséhhif) ermittelt.

Die Auswahl der Raumpunkte, an denen das elektrostatische Potential der Molekile be-
trachtet wurde, geschah durch den als stabil bekannten CHelpG-Algoritihi]s Fir

jedes der drei betrachteten Molekile wurden auf diese Weise die Partialladungen getrennt
in dercis- und in dertrans-Konfiguration bestimmt, anschlielend jedoch bezuglich des
Isomerisierungszustandes gemittelt, um eine Beschreibung zu finden, die gleichermalien
fur beide Isomere gliltig ist.

Hier bleibt anzumerken, dass eine realistischere Beschreibung der Elektrostatik von pola-
risierbaren Gruppen, wie den Azobenzolfarbstoffen oder den Peptidplattchen der Proteine,
nur mit Hilfe von Kraftfeldern erreicht werden kann, welche elektronische Polarisierbar-
keiten explizit beriicksichtigen. Solche Kraftfelder werden seit einigen Jahren von ver-
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Abbildung 4.2: Eine farbkodierte Darstellung der MM-Partialladungen. Die in Tabelle4.2
aufgefuhrten Partialladungen der Azobenzolfarbstoffe werden in der Farbskala der Atome des Ka-
lottenmodells visualisiert.

schiedenen Gruppen entwickeMl[2-214]. Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass
solche Parametrisierungen grundsatzlich besser die Ladungsverschiebungen reprasentie-
ren, welche als Folge einer strukturellen Umordnung der Atome eines Molekils auftre-
ten [215. Die in dieser Arbeit betrachteten Isomerisierungsreaktionen oder auch die zu
untersuchenden Konformationsiibergange des Rickgrats der Modellpeptide stellen genau
solche strukturellen Umordnungen dar. Demzufolge ware die Verwendung eines polari-
sierbaren Kraftfeldes anzustreben. Leider befinden sich diese Kraftfelder in einem friihen
Stadium ihrer Entwicklung und konnten bisher nicht ausreichend getestet werden, was
besonders problematisch ist, da sie auf einer, verglichen mit den schon kompliziert zu
definierenden herkdmmlichen Kraftfeldern, noch gréf3eren Zahl von Parametern beruhen.
Somit stellt das hier vorgestellte Vorgehen der mittleren Partialladungen die zur Zeit best-
maogliche Losung dar.

Tabelle4.2fuhrt die Partialladungen fiir jedes Atom der drei Azobenzolderivate auf. Diese
Daten sind in Abbildungt.2 anschaulich dargestellt. In dieser Abbildung wird deutlich,
dass die Partialladungen neben der besprochenen Mittelung tber die beiden Isomere auch
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4 Modellierung der lichtschaltbaren Peptide

Atomname Atomtyp Partialladungen [e]
Azobenzol APB AMPB
C1 CAZ 0,4543 0,4028 0,4204
Cc2 CAZ -0,2565 -0,2561 -0,2477
C3 CAZ -0,0419 -0,0145 -0,0221
C4 CAzZ -0,1352 -0,1647 -0,1439
C5 CAZ -0,0419 -0,0145 -0,0221
C6 CAzZ -0,2565 -0,2561 -0,2477
N1 NAZ -0,2564 -0,2439 -0,2462
N2 NAZ -0,2564 -0,2439 -0,2462
Cc7 CAZ 0,4543 0,4028 0,4204
C8 CAZ -0,2565 -0,1803 -0,2250
C9 CAzZ -0,0419 -0,2389 -0,1113
C10 CAZ -0,1352 0,3665 0,0004
C11 CAZ -0,0419 -0,2389 -0,1113
C12 CAZ -0,2565 -0,1803 -0,2250
H1 HAZ 0,1229 0,1202 0,1251
H2 HAZ 0,0946 0,0836 0,0823
H3 HAZ 0,0991
H4 HAZ 0,0946 0,0836 0,0823
H5 HAZ 0,1229 0,1202 0,1251
H6 HAZ 0,1229 0,1202 0,1251
H7 HAZ 0,0946 0,1654 0,1191
H8 HAZ 0,0991
H9 HAZ 0,0946 0,1654 0,1191
H10 HAZ 0,1229 0,1202 0,1251
N-terminus
N NH1 -0,5293 -0,5351
HN H 0,3192 0,3182
CM CT2 0,1969
HM1 HA 0,0263
HM2 HA 0,0263
C-terminus
C C 0,5930 0,5723
0] O -0,5017 -0,5008

Tabelle 4.2: Atomtypen und Partialladungen der AzobenzolfarbstoffeDen in Abbildung4.1
benannten Atomen werden in dieser Tabelle die jeweiligen Atomtypen zugeordnet. Die Atomtypen
NAZ, CAZ und HAZ werden zusatzlich zu denen ausA&RmMMm 22 eingeflhrt. Weiterhin werden

die Partialladungen fir den Fall der Parametrisierung des freien Azobenzols und seiner zwei Deri-
vate aufgefiihrt. Diese Ladungen gelten sowohl flraieals auch digrans-Isomere.
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4.1 Kraftfeldparameter fur die Azobenzolfarbstoffe

14

Bindung C-N 12 Bindung C-H

N

Bindung N=N
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08
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E (kcal/mol)

1.15 12 1.25 13 1.35 13 1.35 14 1.45 15 1.04 1.06 1.08 141 1.12
Bindungslénge (A) Bindungslange (A) Bindungslange (A)

4 Winkel C-N=N Winkel C-C-N Winkel C-C-H

E (kcal/mol)

105 110 115 120 115 120 125 130 110 115 120 125 130
Bindungswinkel (Grad) Bindungswinkel (Grad) Bindungswinkel (Grad)
Abbildung 4.3: Die Potentialflachen der Bindungen und Winkel des Azobenzoldie roten
Punkte stellen die Gesamtenergien des Azobenzols dar, die unter Vorgabe einer der gezeigten inter-
nen Koordinaten und Relaxation der tbrigen Freiheitsgrade mit Hilfe der DFT berechnet wurden.
Die durchgezogenen Linien sind Fits von Polynomen dritter Ordnung an diese Datenpunkte.

hinsichtlich der in den Phenylringen auftretenden Symmetrien gemittelt wurden. So ist
in Abbildung 4.1 beispielsweise offensichtlich, dass die Wasserstoffatome H2 und H4
zueinander aquivalent sind und deshalb mit den gleichen Partialladungen parametrisiert
werden missen. Abbildung2verdeutlicht die starke Elektronegativitat der beiden Stick-
stoffatome der Azogruppe, die zu positiven Partialladungen an den beiden angebunde-
nen Kohlenstoffatomen fuhrt. Aus der entstehenden Ladungsverteilung folgt fiir das freie
Azobenzol ein Dipolmoment in dexis-Form, aber keines im Fall désansisomers. Be-
trachtet man die Derivate des Azobenzols, so sieht man, dass die Azogruppe durch die
Substitution der beiden duReren Wasserstoffe kaum beeinflusst wird, die Anbindung der
rechten Peptidgruppe (sozusagen am N-Terminus des Farbstoffs) aber beim APB zu einer
starken Ladungsverschiebung im rechten Phenylring fihrt. Die Anbindung der C-termi-
nalen Peptidgruppe scheint dagegen nur einen geringen Einfluss auszutiben. Die Form der
Molekulorbitale des APBs, wie sie aus den DFT-Rechnungen bestimmt werden kdnnen
(hier nicht gezeigt), deutet an, dass sich das ausgedeHakektronensystem, welches das
Azobenzol und seine Derivate erst zu Farbstoffen macht, sich ununterbrochen auch tber
die beiden angeschlossenen Peptidgruppen erstreckt. Dieser Effekt wird in dem mole-
kularmechanischen Kraftfeld aus Konsistenzgriinden vernachlassigt. Folglich werden die
beiden angebundenen Peptidgruppen mit den gleichen Parametern beschrieben, wie alle
ubrigen Peptidgruppen.
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4 Modellierung der lichtschaltbaren Peptide

Torsionswinkel kj ki N o

Azobenzol

CAZ NAZ NAZ CAzZ 1258 216 2 180,0

- 430 4 0,0

NAZ NAZ CAZ CAZ 0,868 1,67 2 180,0

- 02?9 4 0,0

CAZ CAZ CAZ CAZ 3,10 3,100 2 180,0

HAZ CAZ CAZ X 350¢ 350" 2 180,0

NAZ CAZ CAZ CAZ 3,10 3,10/ 2 180,0
APB/AMPB

CAZ NAZ NAZ CAZ 1247 20,62 2 180,0

- 319 4 0,0

NAZ NAZ CAZ CAZ 1299 203 2 180,0

- 018 4 0,0

CAZ CAZ C X 0,85 059 2 180,0

- 01 4 0,0

C CAZ CAZ CAZz 3,10 3,10/ 2 180,0

CAZ C NH1 CTl1 160 160 1 0,0

2500 250" 2 180,0

CAZ C NH1 H 250 250 2 180,0

CAZ CAZ NH1 X 042 0,7 2 180,0

- 01 4 0,0

NH1 CAZ CAZ CAZ 3,10 3,100 2 180,0

CTl C NH1 CAZ 160 160 1 0,0

2500 250" 2 180,0

O C NH1cCAzZ 250 250° 2 1800

Tabelle 4.3: Kraftfeldparameter der Torsionswinkel. Die Parameter werden flr Azobenzol und
seine beiden Derivate angegeben. Es wird sowohl die alfgral§ auch die neuerdd) Parame-
trisierung aufgefuhrt. Eine Diskussion dazu findet sich im Text. In Notation der Gleiclauhg (
werden die Kraftkonstanteky, [kcal mol~!], die Periodizitatem und die Phasenverschiebungen

8 [Grad] angegeben. Die Parametrisierubibenutzt teilweise mehrere Terme in der Kosinus-Ent-
wicklung, diese werden als zusatzliche Zeilen in der Tabelle gezeigt. Die Herkunft der einzelnen
Werte wird durch die folgenden Fulznoten erkl&rEit eines einzelnen Kosinus an die Potential-
flache in der nahen Umgebung des Minimu&it einer Kosinus-Entwicklung an die gesamte
Potentialflache, unter Beriicksichtigung der Torsionsbarri@r&mtnommen aus @hnlichen Para-
metern des BARMM 22-Kraftfeldes.
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4.1 Kraftfeldparameter fur die Azobenzolfarbstoffe

Kraftkonstanten

Die in den Tabeller.1 und 4.3 aufgefihrten Kraftkonstanten wurden, wie die Ful3noten
angeben, auf unterschiedlichen Wegen festgelegt. So wurden einige der Werte aus dem
CHARMM 22-Kraftfeld der Peptide bernommen, sofern dort ahnliche chemische Umge-
bungen behandelt werden. Dies trifft beispielsweise auf die Methylengruppe des AMPBs
zu, bei der aufgrund der Einfachbindungen zu den Nachbargruppen davon ausgegangen
werden kann, dass ihre Struktur und Energetik kaum von der chemischen Natur dieser
Nachbarn abhangt. Dagegen wurden die Kraftkonstanten des Azobenzol-Residuums ex-
plizit aus der Betrachtung der potentiellen Energieflache abgeleitet. Aufwandige DFT-
Berechnungen wurden durchgefiihrt, in denen fur eine Reihe von festgelegten Werten der
entsprechenden internen Koordinate eine Relaxation der tbrigen Freiheitsgrade zugelas-
sen wurde.

Die Ergebnisse dieser Optimierungen der Molektlgeometrie unter der Zwangsbedingung
jeweils einer festgehaltenen Koordinate zeigt Abbilddri@gjfir einen Teil der Bindungs-
langen und -winkel. Durch die Relaxation des restlichen Molekuls entsprechen die dar-
gestellten Potentialkurven denjenigen Einzeltermen, welche in einem MM-Kraftfeld den
Beitrag der zugehdrigen internen Koordinaten reprasentieren. Bei der Abtastung der Po-
tentialkurven wurden auch grofR3ere Auslenkungen erzeugt, so dass Anharmonizitaten auf-
traten. Aus diesem Grund wurde an die berechneten Punkte jeweils ein Polynom dritten
Grades angepasst, anschlieRend aber in Ubereinstimmung mit der Form des Kraftfeldes
(siehe Gleichunger2(15 und .16 nur die quadratischen Terme beriicksichtigt. Ein al-
ternatives Vorgehen ware an dieser Stelle die Selektion derjenigen Datenpunkte, deren
Energien unter einer Grenze von der Gré3enordnungkgoh liegen, und somit desje-
nigen Bereichs der Energieflache, an dem das System eine nicht-verschwindende Auf-
enthaltswahrscheinlichkeit aufweist. Ein quadratischer Fit an diese ausgewahlten Punkte
liefert beispielsweise fur die N=N Doppelbindung eine leicht schwéchere Kraftkonstan-

te von 700 statt 717 kcal/(mdi®) und fur die C—C Bindung 332 statt 342 kcal/ (o).

Da beide Vorgehensweisen gleichermalien berechtigt sind und erstere keine willkirliche
Wabhl eines Energiebereichs bendtigt, zeigt TabélleWerte, die aus dem Fit des Poly-
noms dritter Ordnung entstanden sind.

Fur die Dehnung der C=C Bindungen innerhalb der Phenylringe konnte dieses Verfahren
nicht angewendet werden, vielmehr wurde fur diesen Parameter die in kartesischen Koor-
dinaten berechnete Hessematrix mittels des Programms G AMESsBuf den Koordi-
natensatz der Bindungslangen projiziert. Die dabei resultierenden 410 kca&fbnldﬂa-

gen tuber dem Wert von 305 kcal/(m&?), den GHARMM 22 fur Phenylgruppen annimmt.

Ein ahnliches Verhalten ist auch bei den Winkelstarken zu beobachten, die beispielsweise
fur die Wasserstoffe der Phenylringe um etwa 10% im Vergleich garim 22 erhoht
ausfallen. Vergleichswerte fur die Eigenschaften der Azo-Gruppe existieren in dem Pep-
tid-Kraftfeld natdrlich nicht.
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4 Modellierung der lichtschaltbaren Peptide

Auch im Fall der Torsionswinkel mochte ich zwei unterschiedliche Anséatze zur Bestim-
mung der Kraftkonstanten diskutieren, die chronologisch aufeinander folgten. Beide ba-
sieren, wie schon zuvor, auf der Betrachtung der Potentialflache als Funktion einer inter-
nen Koordinate, hier der Dihedralwinkel. Wiederrum wurden die Potentialkurven mit Hil-
fe der DFT unter Relaxation der tbrigen Freiheitsgrade der Molekiile berechnet. Die Be-
rechnungen wurden nicht nur am freien Azobenzol durchgefuhrt, sondern auch am APB,
um den etwaigen Einfluss der angebundenen Peptidgruppen auf die Steifigkeit der Azo-
gruppe zu untersuchen. Das erste Vorgehen und die mit ihn bestimmten Kraftkonstanten
bezeichne ich im folgenden mit dem Buchstabéf. Jn diesem ersten Ansatz wurden die
Potentialkurven in der unmittelbaren Umgebung der Gleichgewichtslage des Dihedralwin-
kels in dertrans-Struktur der Farbstoffe betrachtet. In Abbildufg sind die betreffenden
Datenpunkte blau hervorgehoben. An diese Punkte wurde anschlielRend ein einzelner Ko-
sinusterm angepasst (vergleiche Gleichuad ), wobei, wie Tabellet.3 auffiihrt, stets

eine zweifache Periodizitat der Winkel angenommen wurde. Wie Abbilduhgeiterhin

zeigt, konnte das Verfahreham C-Terminus des APBs nicht angewendet werden, da dort

in der planaren Struktur des Molekls eine leichte sterische Hinderung auftritt. Stattdessen
wurden fir diesen Winkel Parameter aus demm@mm 22-Kraftfeld tbernommen.

Nachdem erste Simulationen der zyklischen Peptide unter Verwendung der Kraftfeldpa-
rameterA durchgefihrt und veroffentlicht wurded 38, stellte sich die Frage, ob die-

se Parameter in der Lage sind, die Torsionsbarrieren der Dihedralwinkel zu reproduzie-
ren. Zur Beantwortung dieser Frage wurden in zusatzlichen Berechnungen die Potential-
kurven Uber grol3ere Winkelbereiche abgetastet, welche ausgehend vom Minimum auch
die Winkel maximaler Energie abdecken. So zeigt erwartungsgemal3 die Doppelbindung
C—C=N-C in Abbildungd.4 ein hohe Barriere zwischen ddamans (180°) und demcis-

Isomer (O bzw. 360C°). In dercis-Form tritt erneut eine sterische Hinderung auf, hier ver-
ursacht durch die Kollision der beiden Phenylringe. Diese Hinderung fuhrt beim Azoben-
zol dazu, dass dags-Isomer energetisch 15,7 kcal/mol tGber de#amsIsomer liegt. Die
Rechnungen am APB ergaben eine ahnliche Energiedifferenz von 16,1 kcal/mol. Aufbau-
end auf den umfassenderen Berechnungen an den Potentialflachen wurden im VBrgehen
alle in Abbildung4.4 blau oder rot gefarbten Punkte beriicksichtigt und an diese eine Ko-
sinus-Entwicklung mit zwei Termen angepasst. Tab&lBzeigt die Kraftkonstanten der
dabei verwendeten doppelt- und vierfach-periodischen Teilbeitrage. Abbildidnger-
deutlicht, dass die so parametrisierten Funktionen die Torsionsbarrieren besser beschrei-
ben, aber auch etwas flachere Verlaufe in der Nahe der Minima aufweisen. Diese geringen
Unterschiede werden sich spater noch als sehr wichtig erweisen.

4.2 Ein MM-Modell der Isomerisierung

Eine theoretische Beschreibung der durch Lichtanregung ausgeldsten Isomerisierungsre-
aktion von Azobenzol muss die elektronisch angeregten Zustande des Farbstoffs bertick-
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Abbildung 4.4: Die Potentialkurven der Dihedralwinkel. Fir das freie Azobenzol und das APB
wurde die Potentialflache im elektronischen Grundzustand durch DFT-Rechnungen abgetastet.
Schwarze Punkte stellen die einzelnen Datenpunkte dar. Die blau eingefarbten Punkte fanden
Beriicksichtigung beim Fit der gestrichelt dargestellten einfachen Kosinus-Funktionen (Verfah-
ren A, siehe Text). Das VerfahreB resultierte in den durchgezogen gezeichneten Kurven und
basiert neben den blauen auch auf den roten Datenpunkten. Von den sechs Winkeln, bezeichnet
C-C=N-C jeweils die Torsion um die Doppelbindung. Die beiden Minima entsprechecisgen

bzw. transIsomeren der Molekule. Zur Untersuchung der anderen Winkel wurde stettsudse
Struktur zu Grunde gelegt. Mit C-C—C=N ist die Rotation der Phenylringe in Bezug auf die Azo-
gruppe bezeichnet und N-term bzw. C-term betrifft die von den Atomtypen CAZ-CAZ-NH1-X
bzw. CAZ-CAZ-C—-X gebildeten Torsionswinkel (siehe Abbilduhg).
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4 Modellierung der lichtschaltbaren Peptide
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Abbildung 4.5: Die diskutierten Reaktionspfade der Isomerisierung des Azobenzolde nach
Wellenlange das Anregungspulses und des damit verbundenen Ubergangs des Azobenzols in den
elektronisch angeregtef oder S, Zustand lauft die darauf folgende Isomerisierungsreaktion in
Form einer Inversion an einem der beiden Stickstoffatome oder einer Rotation um die N=N Bin-
dung ab 217). Diskussion im Text.

sichtigen. Ein entsprechender Ansatz wurde schon in der Einfuhrung (Abst!8iér-

wahnt. Die angeregten Zustande des Azobenzols waren bis heute Gegenstand einer Reihe
von Untersuchungen. So berechneten Astrand eRal [fir das Azobenzol und meh-

rere seiner Derivate durch Einzelpunktrechnungen die Anregungsenergien zwischen dem
Grundzustandy, und den beiden ersten angeregten Singulett-ZustaSgemd $. In
anderen Arbeiten wurden zusatzlich die PotentialflachenSgedesS und anderer an-
geregter Zustande entlang gewisser eindimension2iét P19 bzw. zweidimensionaler

[22( Reaktionskoordinaten abgetastet. Dabei konnten die experimentell bestimmten ver-
tikalen Anregungsenergien reproduziert werden, es wurden aber unterschiedliche Verlaufe
der Potentialflachen gefunden. Die genaue Form dieser Flachen ist jedoch wichtig fur die
Bestimmung der Reaktionskoordinate der Photoisomerisierung des Azobenzols.

Abbildung 4.5 zeigt die beiden in diesem Zusammenhang diskutierten Reaktionspfade:
eine Rotation um die N=N Bindung und eine Inversion an einem der beiden Stickstoffe.
Im Folgenden bezeichne ich rmtdas energetisch am héchsten liegende nichtbindende
Molekulorbital, mitz das hdchste besetzte Orbital und mitz* das niedrigste unbe-
setzterr-Orbital. In dieser Schreibweise besteht eine Anregung inSemauptséchlich

aus einemr — 7* Ubergang. Die zuvor zitierten theoretischen Arbeiten stimmen darin
Uberein, dass im Fall der Anregung in d&ndie Isomerisierungsreaktion als Rotation
ablauft, wie schon Monti et al2fL7] vorschlugen. In den Experimenten der Femtosekun-
den-Spektroskopie wird jedoch dgf-Zustand durch einen — 7* Ubergang angeregt.

Fur diese Reaktion konnte bis zum jetzigen Zeitpunkt durch QM-Berechnungen keiner
der beiden Reaktionspfade ausgeschlossen werden. Experimente an Azobenzolderivaten,
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Abbildung 4.6: Das Zusatzpotential der erzwungenen InversionDie Inversion und ihre Reak-
tionskoordinate, der Bindungswinke&l werden in der kleinen Darstellung skizziert. Das Einschal-
ten des geged aufgetragenen Zusatzpotentials (hier in ttans-Form des Chromophors) fuhrt
instantan zum Eintrag der Anregungsenergie. Wahrend der sich anschlieRenden Relaxation
wird das Azobenzol hindber in déransZustand gezwungen.

in denen die Rotation der Phenylgruppen durch geeignete chemische Modifikationen ver-
hindert wurde, lieferten zu dieser Frage jedoch eine eindeutige Aussage: sie zeigten, dass
die Isomerisierung in& durch die chemische Modifikation stark beeinflusst wird, nicht
aber die Reaktion aus de® [221, 227. Dieses Verhalten weist auf eine Rotation im

S und eine Inversion ing; hin, eine Schlussfolgerung, die spater durch Femtosekunden-
Fluoreszenz-Spektroskopie an Azobenzol von Fujino eRa[bestatigt wurde.

In Ubereinstimmung mit diesen Resultaten wurde die Photoisomerisierung in der Form
einer Inversion modelliert. Fur das molekularmechanische Modeltrdas-cislsome-
risierung (bzw. vice versa) wurde dabei angenommen, dass der Azobenzolfarbstoff un-
mittelbar nach optischer Anregung in die Franck-Condon-Regiortrdas-Isomers auf

der S;-Potentialflache einen Reaktionspfad durchlauft, der ihn direkt durch eine konische
Durchschneidung224 auf die S-Potentialflache desis-Isomers fuhrt. Abbildungt.6
verdeutlicht, wie dabei der Bindungswinkg&lan einem der beiden Stickstoffatome als
Reaktionskoordinate dient. Um die in der Zeichnungsebene liegende Bewegung des einen
Phenylrings hervorzurufen, wurde ardas gezeigte Zusatzpotential angelegt. Die analy-
tische Form dieses Winkelpotentials

(6 —61) + AE, 6 <61
E@) =1 4F [1+cos<n 992‘_9911)], 0>61 A0 <0 (4.1)
Ko (6 — 62). 0 > 02

ist fur 6 im ganzen Winkelbereich von©°Obis 360° definiert. Die Potentialfunktion setzt
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4 Modellierung der lichtschaltbaren Peptide

0
Abbildung 4.7: Das lokale Koordinatensystem der IsomerisierungDie Orte der vier an der
Isomerisierung beteiligten Atome (0, 1, 2 und 3, d.h. C-N=N-C) sind gezeigt. Das lokale Koordi-
natensystem (blau) hat seinen Ursprung am Ort von Atom 2, seine Definition ist im Text gegeben.
Die Ortsvektoren der Atome 0, 1 und 3 im lokalen Koordinatensystem sind griin und die Krafte auf

Atom 3 rot hervorgehoben. Der Bindungswinkeist als der Winkel zwischen der x-Achse und
der Projektion von 3 auf die xy-Ebene definiert.

sich stickweise zusammen aus den tblichen quadratischen Termen der R/ibBaliid

einem Kosinus, der die Isomerisierungsreaktion treibt. Winkel kleiner al§ §@@oren

zu dem Ausgangszustand der Isomerisierung, wahrend gré3ere Werte dem Endzustand
entsprechen. Somit entsprechen die zwei Wigkeindd, dem Gleichgewichtswinkek,

jeweils in dercis- oder detrans-Form des Chromophors. Die Kraftkonstakgast durch

den fur die N=N-C Gruppe angenommenen Wert aus Taldellgegeben, wahrend die
EnergiedifferenzA E = 64,9 kcal/mol der Energie eines Photons der Wellenlange 480 nm
entspricht. Letzteres ist die im Experiment eingesetzte Anregungswellenlange. Mit diesen
Festlegungen enthalt das Zusatzpotendal)(und damit die Modellierung der Isomeri-
sierungsreaktion keinen freien Parameter.

Wahrend die Einfuhrung eines zusatzlichen Winkelpotentials in ein MM-Kraftfeld frei
von Schwierigkeiten ist, gilt dies leider nicht flr das Isomerisierungspotedtigl Be-
trachtet man den in Abbildund.6 skizzierten Verlauf der Inversionsreaktion, so erkennt
man, dass im Verlauf der Reaktion eine lineare Konfiguration der drei Atome N=N-C
auftreten kann. Eine solche lineare Anordnung ist jedoch in MM-Kraftfeldern nicht vor-
gesehen: tritt sie auf, so ist nicht nur der Bindungswinkel zwischen den drei Atomen schle-
cht definiert, sondern es entstehen auch numerische Instabilitaten in der Berechnung der
Dihedralwinkel, an denen das zur Isomerisierung gewahlte Stickstoffatom beteiligt ist.
Um dieses Problem zu beheben, wurden die betroffenen Dihedralkrafte durch aquivalente
.improper“-Winkel ersetzt und deren Kraftbeitrage mit der neu eingefiihrte Winkelkraft
kombiniert.

Abbildung 4.7 zeigt die vier beteiligten Atome und ein lokales Koordinatensystem, wel-
ches die weitere Behandlung vereinfacht. Dabei wird davon ausgegangen, dass die Iso-
merisierungsreaktion an Atom 2, d.h. einem der beiden Stickstoffatome, stattfindet. Die
x-Achse des neuen Koordinatensystem verbindet Atom 2 mit Atom 1, die z-Achse steht
senkrecht auf der durch die Atome 0, 1 und 2 aufgespannten Ebene und die y-Achse soll
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4.2 Ein MM-Modell der Isomerisierung

orthogonal zu den beiden anderen Achsen sein. Setzt man den Koordinatenursprung auf
Atom 2 so lassen sich die Orte der anderen Atome als

rO = (rOX’ roya 0)
rs = (rsx, ray, r3z)

schreiben. Die auf Atom 3 wirkende Kraft setzt sich aus der Winkelkraft und den Impro-
per-Kraften zusammen

f3 = f3 9+ 5™ = (fa. fay. fa). (4.3)

Die Winkelkraft ist der Gradient des Zusatzpotentidsl), der in den Koordinaten des
lokalen Koordinatensystems berechnet wird

. —1/2
fgng'e: VE® mit 6= arcco<r3X (r3X2 + r3y2) ) . (4.4)

Nach der in Abbildungt.7 gezeigten Definition des Winkefsbeinhaltet3"®° nur Kraft-
komponenten irx- und y-Richtung. Die Improperkraft wirkt senkrecht dazu und zwingt
das Atom 3 in die Ebene der anderen drei Atome zurlick. Aus einer Reihenentwicklung
der Dihedralenergie2(17) bezuglichrs,

EMP" = 2ky 2 4 (2ks.1 — 8Kp.2) F32 + 8Ky 2 ran (4.5)

kann die z-Komponente der Improperkraft zu

" = (4 Kp.1 — 16Kg 2) r3; + 32Ky 2 33 (4.6)

bestimmt werden. Die hier auftretenden Kraftkonstarkgn und kg 1 sind die der Tor-
sionskrafte, wie sie in Tabellé.3 aufgefiihrt wurden. Mit diesen zwei Beitragen ist die
auf Atom 3 wirkende Kraft in der Darstellung des internen Koordinatensystems festge-
legt (4.3). Die Kréfte der anderen drei Atome kdnnen nun als Funktionen dieser Kraft
(f3) und der Atomkoordinaten geschrieben werden. Als Nebenbedingungen missen die
Gesamtkraft und das Gesamtdrehmoment verschwinden

3
F:Z fi
i=0

Weiterhin wurde festgelegt, dass keine Krafte auf den Winkel 0-1-2 und auf die Bindung
1-2 wirken sollen, d.hfo, = fo, = f1, = 0. Mit diesen Bedingungen entstand ein
eindeutig bestimmtes Gleichungssystem. Kirzt man die Projektionen der Komponenten
von f3 auf diejenigen vom3 folgendermafien ab

0, M =

ri xfi=0. 4.7)

W

i=0

Mab = f35 - I3p, (4.8)
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4 Modellierung der lichtschaltbaren Peptide

so ergab die Auflésung des Gleichungssystems die fehlenden drei nicht-trivialen Kraft-
komponenten zu

fo, = (Myz— mz,y)/Toy
fly = (Myxy — My x)/l1x (4.9)
fi, = [(mz,y — My z) Fox + (Mx,z — Mzx) rOy] /(Foy F1x)-

Die hier hergeleiteten Zusatzkrafte und die mit ihnen verbundene potentielle Energie wur-
den in EGo-mMII implementiert und kdnnen in der Befehlsdatei mit dem Kommando
JSOMER" genutzt werden. Ein Anschalten der Zusatzkraft fihrt automatisch zu einer
Abschaltung des ,normalen* fir den Winkelgeltenden Winkelpotentials und aller be-
troffenen Dihedral-Potentiale. Sobald in einer Simulation das System vom Ausgangszu-
stand bezuglich der Isomerisierung hintiber in den Zielzustand wechselt und anschliel3end
eine gewahlte Hochstauslenkung v@raus der neuen Ruhelage unterschritten wird, er-
folgt eine graduelle Abschaltung der Zusatzkraft innerhalb eines vorgegebenen Zeitraums
und ein gleichzeitiges graduelles Anschalten des Standardpotentials. Diese lineare Inter-
polation zwischen den beiden Potentialen verhindert Spriinge in der Darstellung der Ener-
gieflache des Chromophors, welche in Folge der ndherungsweisen Ersetzung der Dihe-
dralwinkel durch Improperwinkel entstehen kdnnen.
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In den letzten Kapiteln wurden diejenigen Vorarbeiten prasentiert, die fur eine theoretische
Beschreibung der Dynamik der lichtschaltbaren Modellpeptide mittels MD-Simulationen
unabdingbar sind. Bevor jedoch die Simulationen und ihre vielféaltige Ergebnisse vorge-
stellt werden konnen, ist es notwendig, Methoden der statistischen Datenanalyse an das
vorliegende Problem anzupassen oder neu zu entwickeln. Im Folgenden werde ich da-
her zunachst die bei der Analyse von Simulationsdaten anfallenden Aufgaben skizzieren,
bevor ich genauer auf die von mir verwendeten Ansétze eingehe.

Das Ergebnis einer MD-Simulation ist stets eine TrajektRii® der Ortskoordinaten aller
Atome des Systemg}]. Als Folge der diskreten Integration (vgl. Abschriitll) der Be-
wegungsgleichungen werden die AtomdRgt) an dquidistanten Zeitpunkten bestimmt

R(t) = {Ri(t),...,RN®)), mit t=m-At, m=1..., M. (5.1)

Die AnzahlN der Atome des simulierten Systems und die Gesamtdauer der Simulation
M - At sind dabei durch die zu untersuchenden Prozesse oder Reaktionen vorgegeben.
Durch die Verfugbarkeit immer leistungsfahigerer Computer kdnnen heutzutage grof3e
Proteine in expliziten Losungsmitteln behandelt und dafir Trajektorien bis Mikrosekun-
den Lange aufgezeichnet werd&d] Die dabei anfallenden Datenséatze sind hochdimen-
sional, denn es sind die Koordinaten von mehreren tausend Atomen zu verarbeiten. Sie
sind zusétzlich auch sehr umfangreich, da bei Integrationsschitteon Femtosekun-

den und typischen Simulationsdauern im Nanosekundenbereich mehrere Millionen Kon-
figurationen des Molekils berechnet werden.

Die erste Aufgabe bei der Analyse solcher Daten ist somit eine Reduktion des Umfangs
der anfallenden Datensétze, wobei darauf zu achten ist, dass die relevanten Informationen
zum Systemverhalten erhalten bleiben. Abschiitist dieser Fragestellung gewidmet.

Dort werden mogliche Strategien zur Auswahl einer Teilmenge der in der Trajekidiie (
beinhalteten Daten, sowie zur Wahl passender Koordinaten diskutiert. Ferner wird in Ab-
schnitt5.1 die Methode der Hauptkomponentenanaly®25(227 erlautert, welche es

unter Ausnutzung linearer Korrelationen der Daten ermdglicht, die Datensétze auf essen-
tielle Untermannigfaltigkeiten zu projizieren.

Weitere Ziele der statistischen Analyse von Peptidtrajektorien, auf die in den nachfolgen-
den Abschnitten eingegangen werden soll, lassen sich gut an einem einfachen Beispiel
illustrieren. Abbildung5.1 zeigt dazu eine MD-Trajektorie der, v -Dihedralwinkel des
Alanin-Dipeptids, eines kleinen Molekils, das haufig zu Testzwecken betrachtet wird.
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3 4 5 0 1 2

0 1 2 4 5
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Abbildung 5.1: Beispiel einer MD-Trajektorie. Das Alanin-Dipeptid ist ein kleines Peptid-Ana-
logon, das in Kapiteb noch detailliert untersucht wird. Uber einen Zeitraum von 5 ns wird hier die
Dynamik des Dipeptids in wassriger Losung und bei einer Temperatur von 500 K vermittels der
Zeitserien der beiden Dihedralwinkglunds dargestellt. Mit der weiter unten vorgestellten i
VAR-Methode wurde die Dichte der Datenpunkte im zweidimensionalen Winkelraum geschatzt,
anschlieRend mit einem weiteren zu schildernden Verfahren die Konformationen des Molekils
identifiziert und in den Zeitserien farbig hervorgehoben. Weitere Erklarungen finden sich im Text.

Vorgreifend auf die Diskussion in Abschnitl sei festgestellt, dass sich die Konfigura-
tion, d.h. die raumliche Struktur, von Peptiden gut durch diese Winkel beschreiben lasst.
Die ihn Abbildung5.1 gezeigten Zeitverlaufe der beiden Winkel machen deutlich, dass
das Dipeptid mehrere geometrisch unterschiedliche Zustande einnehmen kann. Das Mo-
lekill zeigt thermische Fluktuationen innerhalb dieser Zustande und plotzliche Ubergéange
zwischen diesen metastabilen Zustédnden, den so genannten Konformationen des Mole-
kuls [22], die auch schon in der Einfihrung erwéhnt wurden (vgl. AbscHnitf. Die

hier beschriebene Dynamik eines Molekils wird Ksnformationsdynamikezeichnet

und ist ein zentraler Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Abbil&ubgeigt, wieder im
Vorgriff auf die Ergebnisse dieses Kapitels, drei farblich hervorgehobene Konformationen
des Dipeptids, die durch ein noch zu spezifizierendes Verfahren identifiziert und markiert
wurden. Man beobachtet haufige Ubergange zwischen der griin markierten und der blaue
markierten Konformation, wahrend das System nur selten in die rot markierte Konforma-
tion wechselt.

Wie in Abschnittl.1 schon allgemein angedeutet und in Refer&t# §nhand eines ver-
einfachten Proteinmodells gezeigt wurde, gehdéren Peptid- oder Proteinkonformationen zu
lokalen Minima einer freien Energiefunktiof(Rs). Diese Funktion, welche audPo-

tential der mittleren Kraft(engl. Potential of Mean Force, PMF) genannt wird, hat als
Argument einen Satz von Koordinat&gz, welche die Bewegung einiger weniger ausge-
wahlter Freiheitsgrade im ,Warmebad*” der vielen restlichen Freiheitsgrade des Simula-
tionssystems charakterisiere2?]. Im Fall des Beispiels aus Abbildurigl umfasstRg
lediglich die beiden Dihedralwinkel des Dipeptids, wahrend die tbrigen Freiheitsgrade
dieses Molekiils, sowie die des umgebenden Wassers das Warmebad bilden.

In Referenz 22] wird genauer begrindet, daBgRs) geman
F(Rs) = —kg T Ino(Rs), (5.2)

aus der invarianten Dichi@Rs) des SubsystenS der ausgewahlten Freiheitsgrade ent-
steht. Hierbei iskg der Boltzmannfaktor und@ die Temperatur des Syster8saind damit
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die des Gesamtsystems. Die invariante Digh®s) kennzeichnet dabei das thermische
Gleichgewicht vor5[75] und kann bei hinreichend langen Simulationszeiten und im Fall
einer ergodischen Dynamik vdhdurch die zur Trajektori®s gehérige Punktdichte

~ D/ 1 v /
0(RY =+ ; 5 (Rs— Rs()) (5.3)

genahert werden. Um aus dieser Punktdichte die Orte der Dichtemaxima ableiten zu kon-
nen, welche naclb(2) den Minima vonF (Rs) entsprechen und somit Molekulkonforma-
tionen kennzeichnen, muss zunachst zur PunktdigtiRe) (5.3) ein glattes, differenzier-
bares Modelb(Rs) assoziiert werden. Diese Aufgabe ist ein Spezialfall eines allgemeinen
Problems der statistischen Datenanalyse, namlich des Proble&berschatzungines
Datensatzed’ aus Datenpunktex) [22§. Die Schatzung eines glatten Modell&Rs) fur

die aus den Trajektorien extrahierten Datensdtzbasiert auf theoretischen Konzepten
und Algorithmen, die in den letzten Jahren in der Gruppe von Paul Tavan erarbeitet wur-
den [145 147-149. In Abschnitt5.2 fasse ich diese Konzepte zusammen und erlautere
die zugehdrigen Algorithmen anhand eines einfachen Beispiels.

Ist ein glattes Modelb(Rs) der invarianten Dichte(Rs) vorhanden, so kdnnen die Or-

te der Maxima dieser Dichte durch einen Gradientenaufstieg naherungsweise bestimmt
werden. Bei diesem Zugang gibt es jedoch aufgrund der Endlichkeit der Trajektorie eine
gewisse Unsicherheit, die darin besteht, dass auch statistische Schwankungen zu Dich-
temaxima der Punktdicht@(Rs) und im zugeordneten Modell fihren kénnen. Um die
Peptidkonformationen von solchen zufélligen, aus unzureichender Statistik stammenden
Dichtefluktuationen unterscheiden zu kénnen, ist, wie in Abscar8rlautert wird, eine
Analyse der Modelldichte auf multiplen Glattungsskalen notweng8{231]. Insbe-
sondere werde ich im angefiuihrten Abschbit3 den zugehérigen Stand der Forschung
einschliel3lich meiner eigenen Beitra@3]] darstellen.

Schon in der Einleitung (Abschnitt 1) wurde gezeigt, dass die Konfiguration eines Pep-
tids gut durch die Angabe seiner Dihedralwinkel beschrieben werden kann, ein Umstand,
der schon bei dem Beispiel aus Abbildubg bertcksichtigt wurde und der in Abschnitt

5.1 ndher erlautert wird. Solche Dihedralwinkel sind jedoch, wie alle Winkel, zirkula-

re Grofen, bei deren statistischer Analyse Vorsicht angebracht ist. Wie Jammalamadaka
und SenGuptaZ32 in ihrer Monographie zeigen, ist schon die Mittelwertbildung zwei-

er Winkel nicht trivial zu bewerkstelligen, da in diesem Fall die naive Berechnung des
arithmetischen Mittels zu unsinnigen Ergebnissen fuhren kann. Deshalb ist die letzte Auf-
gabe dieses Kapitels eine Erweiterung der bisher angesprochenen statistischen Verfahren
in Bezug auf die Betrachtung zirkularer Variablen. In Abschsitt wird deshalb kurz

die deskriptive Statistik zirkularer Gro3en diskutiert, hauptsachlich werden dort aber die
notigen Erweiterungen am eingesetzten Verfahren zur Dichteschétzung vorgestellt.
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5.1 Dimensionsreduktion

Als erste Aufgabe der Datenanalyse war die Reduktion des Umfangs des zur MD-Tra-
jektorie (.1) gehoérigen Datensatzes formuliert worden, welcher die Ortskoodinaten der
N Atome des betrachteten Systems an Mebetrachteten Zeitpunkten umfasst. Zumeist
findet der erste Schritt zur Datenreduktion schon wahrend der Berechnung der MD-Tra-
jektorie statt, da die Atomkoordinaten haufig nicht an jedem Integrationsschritt, sondern
beispielsweise nur alle 500 fs oder nur jede Pikosekunde abgespeichert werden. Dies ist
gerechtfertigt, denn zwar sind sehr kurze Integrations-Zeitschritte notwendig, um die Dy-
namik der schnellsten Freiheitsgrade des Systems ausreichend glatt abzutasten, jedoch
laufen die meisten Prozesse von Interesse, wie Konformationstubergange in Proteinen, auf
viel langeren Zeitskalen ab (siehe Kapifgl Fur die Untersuchung dieser Prozesse ist
deshalb ein groberes Abtasten der abgespeicherten Trajektorie vertretbar. In der vorlie-
genden Arbeit wurden die Nanosekunden-Simulationen auf diese Weise zu Datensatzen
mit M = 103. .. 10* Zeitschritten reduziert.

Die DimensionD = 3N der Daten kann dagegen wahrend der Simulation, abgesehen
von einer eventuellen Vernachlassigung der Freiheitsgrade des Losungsmittels, nicht ohne
weiteres verringert werden, da beispielsweise im Rahmen einer spateren Visualisierung
der Bewegung des betrachteten Molekdls, d.h. fur die Erzeugung eines Films, alle seine
Atomkoordinaten benotigt werden. Diese Einschrankung gilt allerdings nicht fur die sich
an den Simulationslauf anschlieRende statistische Analyse des abgespeicherten Datensat-
zes, in der eine dimensionsreduzierte Darstellung der Molekulkonfiguration sehr hilfreich
ist. Im einfachsten Fall kann eine solche reduzierte Darstellung durch die Auswahl einer
Teilmenge aller Atomkoordinaten erzeugt werden. So ist es beispielsweise mdglich, die
dreidimensionale Struktur eines Proteins in guter Naherung durch die alleinige Angabe
der Orte seiner ZAtome (siehe Abbildund..2) wiederzugegeben. Ein Hinweis auf die
Gultigkeit dieses Vorgehens stellt Abbildutigb dar. Die dort gezeigte vereinfachte Dar-
stellung des Peptidriickgrats eines Proteins basiert nur auf den Koordinatey Atorae

und vermittelt dennoch einen guten Einblick in die Struktur dieses komplexen Molekdls.

Die Wahl der Koordinaten zur Beschreibung der Peptidkonfigurationen

Die Orte der zuvor ausgewdahlten Atome werden Ublicherweise in kartesischen Koordi-
naten abgespeichert, nicht nur weil dies der internen Darstellung der meisten Simulati-
onsprogramme entspricht, sondern auch weil kartesische Koordinaten in Berechnungen
einfach zu handhaben sind. Bei einem Vergleich verschiedener Konfigurationen eines sich
frei in Losung bewegenden Proteins oder Peptids missen jedoch stets die drei Translati-
ons- und die drei Rotationsfreiheitsgrade des Molekiils eliminiert werden, was beispiels-
weise durch ein ,Matching“ der betrachteten Strukturen auf eine zuvor berechnete mitt-
lere ReferenzstruktuRR geschehen kann. Dazu ist es Ublich, die mittlere quadratische
Abweichung (engl. Root Mean Square Deviation, RMSD) der Atomkoordingtether
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anzupassenden Konfiguration von den Koordinaémler Referenzstruktur

D
_ i . _ pR\2
RMSD= | = ;(R. RR) (5.4)

durch eine Rotation und eine Verschiebung des Molekilschwerpunkts zu minimieren. Pro-
blematisch bei diesem Vorgehen ist, dass die RMSD im allgemeinen viele lokale Minima
aufweist und die Resultate des Fits deshalb von der anfanglichen Ausrichtung der anzu-
passenden Struktur abhangig sind. Besonders stark ist diese Abhangigkeit bei einer An-
wendung des RMSD-Fits auf die hier betrachteten sehr flexil3ér8g] Modellpeptide,

da dort haufig sehr stark unterschiedliche Konfigurationen tberlagert werden.

Um die hier skizzierten Probleme bei der Strukturanalyse von Peptiden zu vermeiden,
ist es daher ratsam, statt kartesischer Koordinaten so genannte ,interne* Koordinaten zu
verwenden. Hier bieten sich besonders die in Abschiniteingefihrten Dihedralwinkel

¢ undys an, mit deren Angabe die Struktur des Peptidriickgrats eindeutig definiert ist. In
dieser Darstellung tritt das Problem der Elimination der globalen Rotations- und Translati-
onsfreiheitsgrade nicht auf, eine eventuell schlecht definierte mittlere Struktur muss nicht
angegeben werden und ein Matching ist nicht notwendig. Auch unter dem Gesichtspunkt
der Dimensionsreduktion ist die Beschreibung des Proteinrtickgrats der Modellpeptide
durch seine 28 = 16 Dihedralwinkel mindestens genauso ginstig wie beispielweise die
Angabe der 38 = 24 kartesischen Koordinaten deg-Btome.

Bei der hier getroffenen Festlegung der zur Beschreibung der Peptidkonfiguration verwen-
deten Koordinaten ist anzumerken, dass hier und auch im Folgenden die Konfiguration
der eingebauten Lichtschalter getrennt von der des zu schaltenden Peptids behandelt wird.
Dieses Vorgehen begrundet sich durch die Betrachtung des Azobenzol-Schalters als eine
extern auf das Peptid wirkende Randbedingung, unter der die Konfiguration und Dynamik
des Peptidriickgrats untersucht werden soll.

Mit den bisherigen Voruberlegungen kdnnen die Voraussetzungen fur die in diesem Ka-
pitel vorgestellten statistischen Analysemethoden folgendermal3en zusammengefasst wer-
den: die Konfiguration des Riickgrats der Modellpeptide wird in eiDea 16 dimensio-
nalenMerkmalsvektozusammengefasst. Wahrend ein kartesischer Merkmalsvektor als

X = (X1,...,xp)" € RP (5.5)
geschrieben wird, gelten griechische Buchstaben fir zirkulare Variablen
oa=(ag,..., ozD)T e SP, (5.6)

wobeiSP den D-dimensionalen Torus bezeichnet, welcher durchii#/inkelvariablen
aufgespannt wird. Der in einer typischen Simulation entstehende Datensatz

X={,....xm} CRP bzw. A={a1q,...,am} cSP (5.7)
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"1 0 N = 0 x, 1 N 0 o
Abbildung 5.2: Hauptkomponentenanalyse. ain Beispiel linear korrelierter Datet. Darge-

stellt sind die dem Datensatz zu Grunde liegende bivariate Normalverteilung und die zwei orthogo-
nalen Eigenvektoren der Kovarianzmatrix. Letztere wurden mit den Varianzend o skaliert.

¢ Das Ergebnis der Hauptkomponentenanalyse ist ein unkorrelierter Datensatz.

umfasstM = 10°...10* Datenpunktey, € RP (bzw. am € SP), deren statistische Un-
abhangigkeit durch ein hinreichend grobkdrniges Abstasten der Trajektorien garantiert
wird.

Die Hauptkomponentenanalyse

Die Hauptkomponentenanalyse (engl. principal component analysis, PCA) ist ein altbe-
kanntes Verfahren der multivariaten Statistik. Pear@®§[formulierte sie schon 1901,
jedoch wurde sie mehrfach, teils unabhangig von vorangehenden Arbeiten, neu entdeckt
[234). Die PCA basiert darauf, lineare Abhangigkeiten in Datensatzen auszunutzen, um
die Daten auf essentielle Unterraume zu projizieren. Auf diese Weise kann eine Dimen-
sionreduktion erreicht werden, die beispielsweise zu einer Verringerung des Rechenauf-
wandes in spateren Verarbeitungsschritten fuhrt. Sie wird auch héufig dazu eingesetzt,
hochdimensionale Datensétze auf ein- oder zweidimenionale Abbildungen zu reduzieren.
Die Theorie der PCA und das praktischen Vorgehen bei der Untersuchung eines Datensat-
zes findet sich in vielen Lehrbiichern, es existieren jedoch auch spezielle Monographien
[225, 226§]. In diesem Abschnitt soll die Theorie der PCA kurz zusammengefasst werden
und ein Uberblick tiber die zuvor veroffentlichten Anwendungen dieser Methode bei der
Analyse von MD-Trajektorien gegeben werden. Bis auf Weiteres wird dabei von einem
Datensatz nicht-zirkularer Variablen ausgegangen, bevor in Abséhitie entsprechen-

de Erweiterung der PCA auf zirkulare Variablen beschrieben wird.

Die PCA basiert auf der Beschreibung des Datensatzdsirch seine ersten beiden sta-
tistischen Kumulanten. Als Beispiel soll der in AbbilduBg a gezeigte Datensatz verar-
beitet werden. Die erste Kumulante eines Datensatzes ist der Mittelwert

X=Xy, (5.8)
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die zweiten sind die Kovarianzen, welche in #@wvarianzmatrix
CX) ={x-x-%"), (5.9)

zusammengefasst werden. Die Schreibweise y zeigt hier die Mittelung tGber allé/
Datenpunkte an. Verwendet man zur Untersuchung eines Datengatres solche Sta-
tistik zweiter Ordnung, so nimmt man implizit an, dass die dem Datensatz zu Grunde
liegende Wahrscheinlichkeitsdichte eine einzigativariate Normalverteilung

B exp[-3(x— 0T =71 (x —0)]

= 5.10
PO (27)P72(detx)1/2 (5-10)

ist. Fur die erste und zweite Kumulante einer solchen Verteilung gilt
X=c und C=1%. (5.11)

Die KovarianzmatrixC' ist nach Definition symmetrisch und reell und weist desHalb
positive Eigenwerte:?

Cui=cuj, i=1....D (5.12)

auf. Eine Entartung der Eigenwerte tritt bei aus realen Zufallsprozessen erzeugten Daten
praktisch nicht auf, stellt aber auch keine Schwierigkeit dar. Ohne Einschréankung der
Allgemeinheit sollen die Eigenwerte nach ihrer Grél3e sortiert sein

aiZZajz fur i < j.

Aus der Symmetrie vol©' folgt weiterhin, dass die zugehorigen Eigenvektoren stets or-
thogonal zueinander sind. Normiert man sie, so gilt

Ui - uj = §jj.

Abbildung 5.2 b skizziert die beiden Eigenvektoren der Kovarianzmatrix des Beispiel-
datensatzes, welche die Richtung der gré3ten und der zweitgrof3ten (und hier damit der
kleinsten) Varianz der Daten angeben. Das Verfahren der Hauptkomponentenanalyse be-
steht aus der Mittelwertsbefreiung des Datensatzes und der Projektion der Differenzen
x — X auf die Eigenvektoren vo@’

X{ = Uj - (X —X), (5.13)

zur Erzeugung neuer Koordinat&h Das Ergebnis ist ein DatensatZ mit verschwin-
dendem Mittelwert, der keine Korrelationen aufweist

C(X') = diago?, ..., 03). (5.14)
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Abbildung 5.2 ¢ zeigt das Ergebnis dieser Transformation. Eine Dimensionsreduktion
kann nun durch eine Projektion voti, nicht auf alle, sondern nur auf die ersigrii-
genvektoren erreicht werden. Die Wahl der Anzahl der vernachlassigten Hauptachsen
g+1,..., D bestimmtden Teil

D
og= Y of (5.15)

der Gesamtvarianz des Datensat2gsvelcher im projizierten DatensafZ’ vernachlas-
sigt wird.

Bei Zufallsverteilungen, die durch Messungen oder Simulationen komplexer Systeme be-
stimmt wurden, ist zumeist ein exponentielles Abfallen wgnmit i zu beobachten, so

dass haufig schon sehr wenige #uptkomponentem.h. der Hauptachsen mit grol3em

aiz, einen groRen Teil der Variabilitat einer Datenverteilung erfassen. Dementsprechend
geht bei der Projektion auf die Hauptkomponenten kaum Information verloren. Zieht man
ferner in Betracht, dass die mit den vernachlassigten Dimensionen assoziierten Daten-
variabilitaten haufig das unkorrelierte Rauschen darstellen, so fuhrt eine PCA zusétzlich
zur Rauschunterdrickung@25. Abbildung 5.2 zeigt die PCA fur einen linear korrelier-

ten zweidimensionalen Datensatz. In diesem Beispiel konnte durch eine Projektion auf
die grol3ere der beiden Hauptkomponenten ein gutes Modell der Datenverteilung erzeugt
werden.

Vergleichbar mit dem am Anfang dieses Abschnitts erwdhnten mehrfachen historischen
~Wiederentdecken" der PCA als statistisches Analyseverfahren wurde die Idee, eine PCA
zur Auswertung von MD-Simulationen zu nutzen, mehrfach von verschiedenen Gruppen
eingefuhrt und deshalb auch mit unterschiedlichen Bezeichnungen versehen. Einen guten
Uberblick zu dieser Entwicklung gibt der Artikel von Kitao und Gz8f. In der Gro-

ninger Forschungsgruppe wurde die PCA treffend als ein Verfahren zur Untersuchung der
.-Essential Dynamics” von Proteinen bezeichrn2®q und untersucht, welchen Einfluss

die Dauer einer MD-Trajektorie auf das Ergebnis dieses Verfahren233t [

Anwendungen der Methode der ,Essential Dynamics* beschéaftigten sich unter anderem
mit dem reversiblen Faltungsverhalten eines Heptapei8d,[den von einem Protein

in freien Simulationen abgetasteten Subrdumen seiner KonformatiaBgnund einem
Vergleich dieser RA&ume mit NMR-Ensembl@gl(]. Abseher und NilgesZ41] verwen-

deten schliel3lich das Wissen uber die essentiellen Freiheitsgrade eines Proteins, um eine
gesteuerte Dynamik zu formulieren, die auf effizientere Weise das Absuchen von Kon-
formationsraumen ermdglicht. Andere Anwendungen, in denen die PCA genutzt wurde,
um die Konfigurationen von Biomolekilen zu untersuchen, wurden in der letzten Zeit
fur Peptide 88, 90, 242 und Proteine T, 243 244 prasentiert. Probleme treten bei der
Anwendung der PCA besonders durch die immer beschrankte Simulationszeit und das da-
mit verbundene unvollstandige Abtasten des Konformationsraumes der Molekdle auf, wie
Balsera et al.249 und Hess 244 aufgezeigt haben.
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Eng verwandt mit der PCA — und unter gewissen Bedingungen dual zu ihr — ist die so
genannte ,Principal Co-ordinate Analysis* (PCoordA), die nicht auf der Betrachtung der
Korrelationen der einzelnen Variablen basiert, sondern die Ahnlichkeiten der einzelnen
Datenpunkte in Form ihrer Distanzmatrix auswertet. Dabei bietet die PCoordA durch die
freie Wahl der anzuwendenden Distanz-Metrik eine gewisse groRere Flexibilitat als die
PCA. Der Hauptunterschied in der Anwendung der PCA und der PCoordA liegt jedoch
darin, dass im ersten Fall eiri@ x D-Matrix zu diagonalisieren ist5(12), wahrend im
zweiten Fall eine Matrix der Grofdl x M vorliegt. Da in den meisten Féllen die An-
zahl der Datenpunkte deutlich gré3er als die der DimensionemMisg{ D), fuhrt die

PCA Ublicherweise zu einem geringeren Rechenaufwand. Eingefuhrt in das Gebiet der
MD-Simulationen wurde die PCoordA von Becked[/, 248 und dort mehrfach genutzt
[249 250, um beispielsweise den Einfluss von strukturellen Einschrankungen auf die
Energielandschaft von Peptiden zu untersuchen.

5.2 Dichteschatzung

Wie schon in der Einleitung dieses Kapitels dargestellt wurde, ist es die Aufgabe der
Dichteschatzung, aus einem Datens#tgs.7) ein glattes und evtl. differenzierbares Mo-
dell p(x) der ihm zu Grunde liegenden unbekannten Wahrscheinlichkeitsvertgi(xng

zu erzeugeng2§.

Eine direkte Methode zu einem Datenmodell (v§l.3) eine geglattete Dichte zu asso-
ziieren, wurde von Parzerz$1] vorgeschlagen und ist auch &grnel-Dichteschatzung
bekannt. Die Kernel-Dichteschéatzung ist ein Dichtemodell

) 1o
PX|X, o) = M; g(x — Xi|o) (5.16)

in Form einer Mischung normierter Gauf3funktionen

(X — Xj)?
g(X — Xilo) = (2rn02)D/2 eXp[—T} (5.17)
identischer Breiten, welche an den Orten der Datenpunkte zentriert sind. Im Grenzfall be-
liebig kleiner Breitery entspricht die Kernelschéatzung dem Datenmodell. Die Wahl eines
endlichen Wertes fis ermoglicht hingegen eine Glattung und Generalisierung der ge-
schatzten Dichte. Jedoch ist es nicht méglich, eine optimale Wahl der Braiteugeben,
da fur diesen frei wahlbaren Parameter kein Optimierungskriterium existiert. Auf3erdem
beschrankt die mit der Anzahl der Datenpunkte steigende Anzahl von Gauf3funktionen und
der damit verbundene Berechnungsaufwand die Anwendung der Kernel-Dichteschéatzung
auf kleine Datensatze.

97



5 Datenanalyse und Modellbildung

N
11T
o

-1 -1
-1 0 w1 -1 0 x, 1

Abbildung 5.3: Die Histogrammschatzung. aEin Beispiel multimodal verteilter Dateh.Dich-
teschatzung durch ein Histogramm.

Im Gegensatz zu der nicht-parametrischen Kernel-Dichteschatzung wird bepanaer
metrischen Dichteschatzurggne bestimmte funktionale Formp(x|®) der Wahrschein-
lichkeitsverteilung angenommen. Die Parame®edes geschatzten Modells sind dann
durch geeignete Mittelwertbildungen aus dem Datensatz zu bestimmen. Offensichtlich
stellt in diesem Sinne auch die im vorangehenden Abschnitt vorgestellte Hauptkompo-
nentenanalyse eine Dichteschatzung dar: als Modelldichte nimmt sie eine multivariate
Normalverteilung der Fornb(10 an und erlaubt es nacb.@1), deren Parameter aus den
ersten beiden Kumulanten voti zu schatzen. Allerdings kénnen mit einer Normalver-
teilung nur Datenverteilungen in akzeptabler Weise repréasentiert werden, die lediglich ein
Maximum aufweisen.

Abbildung 5.3 a zeigt dagegen das Beispiel eines multimodalen Datensatzes, der nur
schlecht durch eine einzige Normalverteilung beschrieben werden kann. Ein erster und
naheliegender Weg, die Dichte dieses Datensatzes durch ein parametrisches Modell zu
schétzen, ist die Berechnung eitéistogrammswie es in Abbildungs.3b gezeigt wird.

Bei der Histogramm-Schatzung wird die zu Grunde liegende Wahrscheinlichkeitsdich-
te durch eine Mischung von lokalen Gleichverteilungen angenahert, deren Zentren auf
einem regelméafiigen Gitter liegen und die alle die gleiche Bbegtigfweisen. Die statisti-

schen Gewichte dieser Gleichverteilungen werden dann durch einfaches Abzahlen der in
die entsprechenden , Topfe” fallenden Datenpunkte geschatzt.

Eine Histogrammschatzung ist leicht zu implementieren und liefert schnell anschauliche
Ergebnisse. Jedoch ist diese Art der Dichteschéatzung gleich mehreren Begrenzungen un-
terworfen. Erstens ist es nicht méglich, eine optimale Wahl fir die Topfloeited damit

die Auflésung des Histogramms anzugeben. Wieds zu gro3 gewahlt, kbnnen wichtige
Details einer Datenverteilung Ubersehen werden, bei zu klelmemd die statistischen
Gewichte mit sehr grol3en Fehlern versehen. Fatal ist jedoch die hier auftretende Verkor-
perung des so genannten ,Fluchs der Dimensionalitat”. Denn mit der DimeDsaes
Problems steigt — bei einer fest gewahlten Kantenldngalie Anzahl der zur Untertei-

98



5.2 Dichteschéatzung

lung Raumes anzusetzenden Gleichverteilungen exponentiell an, so dass in den meisten
der Volumina keine oder nur wenige Datenpunkte gezahlt werden. Aus diesem Grund ist
die Anwendung der Histogrammschatzung effektiv auf zwei- oder dreidimensionale Da-
tensatze beschrankt.

Dichteschatzung mit Mischungen von Normalverteilungen

Im Gegensatz zu den bis hierhin vorgestellten Verfahren ist die Dichteschatzung mit Mi-
schungen von Normalverteilungen frei von Beschrankungen bezlglich der Dimensiona-
litat der zu schatzenden Datenverteilung und hat den Vorteil, mit einer frei wéhlbaren
Datenreduktion verbunden zu sein. Hier méchte ich die in der Gruppe von Paul Tavan zu
diesem Thema geleisteten Vorarbeitéd3-147, 149, 252 zusammenfassen.

Wahrend Kloppenburg und Tavad45 den verallgemeinerten Fall einer Dichteschat-
zung mit einer Mischung aus multivariaten Gaul3verteilungen verschiedener statistischer
Gewichte formulierten, werde ich mich auf den fur die vorliegende Arbeit wichtigen Spe-
zialfall univariater Normalverteilungen gleicher Gewichite = 1/R beschranken. Die
dabei angenommene parametrische Form der Wahrscheinlichkeitsdichte

) 18
pX|©) = = ; g(x — ¢ |o) (5.18)

ist eine Mischung au® normierten Gaul3kugelg(x — ¢;|o) (5.17). Im Gegensatz zur
Kernel-Dichteschatzunds(16) repréasentiert hier jede Normalverteilung nicht nur einen
einzelnen Datenpunkt, sondern eine Teilmenge des Datensatzes, so d@ateik®m-
pressionum den Faktok = M/R erzielt wird. Die Menge der Parameter des Mischungs-
modells 6.18 wird mit ® bezeichnet und setzt sich aus den Zentyeder Mischungs-
komponenten sowie der globalen Variamz zusammen. Kloppenburg und Tava#§

gaben mit WIVAR einen robusten Lernalgorithmus zur Optimierung des Parametersat-
zes® an, dessen Eigenschaften spater von Albrecht efldl] jhoch detaillierter unter-
sucht wurden. Bevor der Lernalgorithmus vorgestellt werden kann, ist es notwendig, die
zu Grunde liegende Partitionierung des Merkmalsraumes zu diskutieren und das Kriterium
fr eine optimale Dichteschatzung festzulegen.

Bayessche Klassifikation und die Partitionsfunktion

In der Mustererkennung stellt sich haufig das Problem der Klassifikation, d.h. der Zuord-
nung einer durch einen Merkmalsvekiof5.5) beschriebenen Beobachtung zu einem von
mehreren diskreten und grobkérnig definierten Zustanden oder Klessely . . ., K des
betrachteten Systems. Bei der so genaniitesrwachten Klassifikatiogeht man davon

aus, dass sowohl die Anzahl der mdglichen Zust&fads auch die priori Wahrschein-
lichkeiten P (k) bekannt sind, einen Zustamkdunter Vernachlassigung der Beobachtung
vorzufinden. Zusétzlich seien auch die klassenlokalen bedingten Wahrscheinlichkeitsdich-
ten p(x|k) verfligbar, welche die Verteilungen der Zufallsvariabldiir jede der Klassen
angeben.
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Abbildung 5.4: Die Partitionierung des Merkmalsraumes. aEin eindimensionales Beispiel ei-

ner Mischungsdichtd(x|®) (5.18 aus univariaten Normalverteilungen identischer statistischer
Gewichte. Jede der drei gestrichelt dargestellten Einzelkomponenten bildet eine eigene Klasse.
b Die PartitionsfunktionerP(r |x) (5.22 unterteilen den Raum und ordnen die einzelnen Raum-
bereiche unscharf, d.h. nach Wahrscheinlichkeit, jeweils einer der drei Klassen zu.

Der Bayessche Sat228 253 254 verbindet diese Grofien mit denposterioriWahr-
scheinlichkeiten

Pk p(x|k)
Pkix) = 000 (5.19)
mit
K
PO = Y P p(x[k), (5.20)
k'=1

des Vorliegens eines Zustankisinter der Bedingung der Beobachtung vork-Ur jeden
Merkmalsvektox gilt

K
> Pkix) = 1. (5.21)
k=1
Betrachtet man dia posterioriWahrscheinlichkeiten als Funktionen veyso erhalt man
eine unscharfe Aufteilung des Merkmalsraumes in Gebiete, die den einzelnen Klassen
nach den Wahrscheinlichkeitd?(k|x) zuzuordnen sind. Aus diesem Grund werden die
Wabhrscheinlichkeite® (k|x) auch diePartitionsfunktionerbezeichnet.

Identifiziert man dieR Komponenten der geschétzten Mischubdl8 als Schatzungen
von klassenlokalen Dichten und fasst man die statistischen GemFﬁah:tel/R als diea
priori Wahrscheinlichkeiten der Zustadndewuf, so kann der Bayessche S&z.0 dazu
genutzt werden, die Zuordnungswahrscheinlichkeiten der Datenpxialitden einzelnen
Normalverteilungen anzugeben. Durch Einsetzebif9) erhalt man die Partitionsfunk-
tionen des univariaten Dichtemodells

|5(r|x’ ®) = g(X —¢rlo)

= . 5.22
RP(x|©) 5-22)
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5.2 Dichteschéatzung

Abbildung 5.4 zeigt die hier diskutierten Zusammenhé&nge an einem eindimensionalen
Beispiel.

Aufbauend auf der unscharfen Partitionierung des Merkmalsraumes kann auch eine ein-
deutige und diskrete Klassifikation der Merkmalsvektoren vorgenommen werden. Das
Bayessche Entscheidungkriterium sagt hierzu aus, dass die optimale Entscheidungsstra-
tegie diejenige istx einfach der Klass& mit der grof3ten Zuordnungswahrscheinlichkeit
zuzuordnenZ2§

P(k|x, ©) = mkgx{ﬁ(kqx, @)} = X k (5.23)

Fasst man wie zuvor jede Komponente einer geschatzten Mischungséidi@ea(s eine
eigene Klasse auf, so wird jeder Datenpunkt dutcB3 dem Zentrunty einer der Kom-
ponenten zugeordrfatnd somit durch diesen kodiert. Aus diesem Grund wird die Menge
dieser Zentren auch als ddsedebuchder Dichteschatzung bezeichnet und werdercdie
manchmal aucKodebuchzentregenannt.

Das Prinzip der Maximum Likelihood

Wie lasst sich fir einen gegebenen Datengatgtatistisch unabhangiger Messwerte ei-
ne moglichst gute Dichteschatzufigx|®) in Form einer Mischung auR univariaten
Normalverteilungen bestimmen, d.h. welches sind die optimalen Parateder Mo-
delldichte? Zur Bewertung der Glite einer solchen Schatzung erweist sitikelidood

£©X) =[] pxi®) (5.24)
XekX

als zweckmalfig, welche als Funktion des Parametersate@s Mal? fir die Wahrschein-
lichkeit angibt, den Datensat¥ durch Ziehen aus der geschatzten Wahrscheinlichkeits-
dichte p(x|®) zu erzeugen. Somit kann das Optimierungsproblem der Dichteschéatzung
in das Problem der Maximierung der Likelihood bezlglich der Parantetéberfthrt
werden. Alternativ wird zumeist die mittleteng-Likelihood

1
1(01%) = > In[px|©)] (5.25)
xeX

maximiert. Dieses Vorgehen ist durch die Monotonitat des Logarithmus gerechtfertigt und
meist vorteilhaft, da die Log-Likelihood analytisch einfacher zu handhaben ist.

Kloppenburg und Tavarif9 haben gezeigt, dass die Likelihood von denjenigen Parame-
tern® einer univariaten Dichteschatzung maximiert wird, die den Selbstkonsistenzbedin-

& Im hier diskutierten univariaten Fall entsprictt.23 einfach einer Zuordnung des Datenpunktes zu
demjenigen Zentrurog mit dem geringsten euklidischen Abstamd- ck|.
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gungen der Mittelwerte
& = Mo (5:26)
A 1 A
Pr=5= <P(r|x, ®)>X (5.27)

genugen. Hier tritt neben dem tblichen globalen Mittelwert einer Funktiomn in Bezug
auf den gesamten Datensdiz

(f (X)) Z f () (5.28)

xeX

auch einokaler Mittelwert

D xex P(r|x ®) f(x)
Y xex P IX, ©)

auf, welcher auf der zuvor eingefihrten Partitionierub@®® des Merkmalsraumes ba-
siert. Man erkennt, dass die Selbstkonsistenzbedingbira§) (bedeutet, dass bei einer
optimalen Dichteschatzung die Zentren der Mischungskomponenten jeweils einen loka-
len Mittelwert der Datenverteilung bilden. Die zweite Bedingub@®() fordert dazu die

so genanntéoad-Balanced.h. dass jede Normalverteilung gleich viele Datenpunkte re-
prasentiert.

<f(X)>r® -

(5.29)

Eine &hnliche Formulierung der Selbstkonsistenzbedingungen fiir den allgemeinen Fall
multivariater Normalverteilungen variabler statistischer Gewichte ergibt nicht nur ein Kri-
terium fUr eine optimale Schatzung der Parameter, sondern definiert auch einen iterativen
Algorithmus zu deren Optimierung, der dxpectation-MaximizatiofEM) Verfahren

[259 bezeichnet wird. Das EM-Verfahren weist allerdings schwerwiegende algorithmi-
sche Probleme auflfi7, 228, so zum Beispiel eine starke Abhangigkeit der sich erge-
benden Parameter von der Wahl ihrer Startwerte und eine Instabilitit der statistischen Ge-
wichte Py [257]. Kloppenburg und Tavarlig erklarten dieses Verhalten, das haufig zu
singularen Losungen der Selbstkonsistenzbedingungen fihrt, durch die komplexe Struktur
der Likelihood im hochdimensionalen Parameterraum, auf welcher der EM-Algorithmus
einen naiven Gradientenaufstieg durchfihrt.

Der Lernalgorithmus

Das von Kloppenburg und Tavat45 (vgl. auch [L47] sowie [252)) geschaffene Wi-
VAR-Verfahren zur Optimierung der Parame&einer Dichteschatzung mit Mischungen
univariater Normalverteilungen erfillt die Selbstkonsistenzbedingurig2i (ind .26

und beseitigt gleichzeitig die beschriebenen Probleme des EM-VerfahramgarJver-
bindet das aus dem EM-Verfahren ibernommene Kriterium der maximalen Likelihood mit
Konzepten des statistischen Clusterings, wie sie von Rose, Gurewitz undFaRGF)
eingefuhrt wurden. Die Autoren schlugen zur Optimierung eines Kodebuchs unter Mini-
mierung eines Fehlermal3es ein Verfahren des deterministisgherated annealingor.
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1. Initialisierung der Kodebuchzentre;m mit dem Schwerpunkt der
Daten, der Gaul3breite mit der Standardabweichung der Daten und
Festlegung eines Startwerts des Lernparameters

2. Zuféllige Ziehung eines Datenpunkbtegus.X’.

3. Berechnung der neuen Kodebuchzent#t zu
i — @ty ¢ Brix, ©) (x _ c?'t> tu, (5.30)

wobeiv ein kleiner Rauschterm ist, der das Aufspalten der Kompo-
nenten erleichtert.

4. Verkleinerung voro und ¢ nach den Abkuhlregeln. Weiter mit 2.,
bis das Maximum der Likelihood erreicht ist.

Abbildung 5.5: Der UNIVAR -Algorithmus. Das Verfahren zur Optimierung der Parameter einer
Dichteschatzung mit univariaten Normalverteilungen unter Maximierung der Likelihood.

Das RGF-Verfahren basiert auf der Variation eines Skalenparanaeteées die Unscharfe

einer Partitionsfunktiony.22 angibt und dem eine Temperatur zugeordnet werden kann
[256]. Eine hohe Temperatur fuhrt zu einer glatten und konvexen Energielandschaft mit
einem leicht aufzufindenden Minimum. Ein sich anschlieRendes Abkihlen resultiert dann
in einer hierarchischen Serie von Kodebtichern, die jeweils eine naherungsweise Losung
des Problems auf feineren Skalen darstellen. Das/AR -Verfahren Gbernimmt die Idee

des Abkuhlverfahrens, sein Optimierungskriterium, die Log-Likelihood, weist jedoch, im
Gegensatz zum Fehlermal des RGF-Verfahrens, ein Extremum beim optimalen Wert des
Parameters auf und erlaubt damit die Festlegung der optimalen minimalen Temperatur
im Abkuhlprozess.

Abbildung 5.5 fuhrt die Schritte des NIVAR-Algorithmus auf. In dem gezeigten Lern-
schritt werden die Kodebuchzentren auf einen beliebig gezogenen Datenpunkt zu bewegt,
wobei die Schrittweite jeweils mit der Zuordnungswahrscheinlichﬁeinx, ®) des Da-
tenpunktes zu dem betreffenden Kodebuchzentrum und einem Lernparametachtet

wird. Nach Albrecht et al. J47] konvergiert diese sequentielle stochastische Lernregel
auf Parameterwerte, welche der Selbstkonsistenzbedingud® ¢entgen, d.h. die Li-
kelihood maximieren. Im Verlauf des Trainings der Parameter wird die Gaul3braite

der Lernparametes nach einem vorgegebenen Schema abgekuhlt. Um das wahrend des
AbkUhlprozesses stattfindende Aufspalten der Kodebuchzentren zu erleichtern, wird in
Gleichung 6.30 zusatzlich ein kleiner normalverteilter Rauschtevnaddiert. Dersch

und Tavan 252 haben schlief3lich zum skizzierten Verfahren noch einige weitere algo-
rithmische Schritte hinzugeflgt, die dafiir sorgen, dass auch die zweite Selbstkonsistenz-
bedingung %.27) erflllt wird und somit suboptimale Losungen vermieden werden.
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Abbildung 5.6: Der Verlauf eines UNIVAR -Trainings. Als Funktion des Trainingsintervalls wird
fur das in Abbildungs.8 gezeigte Beispiel einer Dichteschéatzumdie GaulRbreite, b die beob-
achtete Load; (5.31) der 20 Kodebiicher untddie resultierende Log-Likelihoddaufgetragen.

Nr.: 01 ©=2.00 Nr.:17 0=1.29 Nr.: 33 0=0.83 Nr.:61 0=0.38 Nr.: 83 0=0.23

Abbildung 5.7: Die Entwicklung der Orte der Kodebuchzentren. Zu dem in Abbildungs.6ge-

zeigten Verlauf eines NIVAR-Trainings wird hier die entsprechende Entwicklung der Aufpunkte

¢ verdeutlicht. Zu einer Auswahl der Lernintervalle, mit deren Nummer die Bilder jeweils be-
zeichnet bezeichnet sind, werden der Beispieldatensatz als schwarze Punkte und die Orte der Ko-
debuchzentren als rote Kreuze dargestellt. Die Kreise verdeutlichen die jeweilige &rd&e
Gauffunktionen.

Anhand des in Abbildun®.3 a gezeigten Beispieldatensatzes soll der Ablauf des U
VAR-Lernprozesses vorgefuhrt werden. Zur Schatzung der Dichte dieses 4.000 Daten-
punkte umfassenden Datensatzes wurde eine Mischungrwo20 univariaten Normal-
verteilungen angesetzt. Abbildurig6 a zeigt das exponentielle Abkihlen der Breite

im Verlauf des Trainings. Etwas abweichend von dem in Abbildbagaufgefihrten Al-
gorithmus und motiviert durch Effizienzbetrachtungen geschah das Abkihlen vod

¢ nicht kontinuierlich, sondern in diskreten Intervallen. In jedem dieser Trainingsinter-
valle wurde jeweils eine Anzahl von Datenpunkten zufallig aus dem Datensatz gezogen
und trainiert, welche von der Gréf3enordnung des Gesamtumfangs des Datensatzes ist, so
dass wahrend jedes Intervalls ein quasistationérer Zustand der Dichteschatzung angestrebt
wurde.

Der Verlauf des Trainings kann anhand mehrerer Gro3en verfolgt werden. AbbBdaing
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Abbildung 5.8: Das Ergebnis einer INIVAR Dichteschatzung. a@Das schon in Abbildung.3ge-
zeigte Beispiel multimodal verteilter Datelm Dichteschatzung durch eine Mischung vBrs 20
univariaten Normalverteilungen. Die Konturlinien verbinden Punkte gleicher Wahrscheinlichkeits-
dichte p(x|®). Der Abstand der Konturen ist logarithmisch gewabhilt.

b zeigt die so genanntead
7n=R-(Px 0) (5.31)

der R Kodebiicher, d.h. der beobachtete Anteil der von einem Kodebuch reprasentierten
Datenpunkte relativ zu dem Anteil vory R, der durch die nactb(27) geforderten Load-
Balance vorgeschrieben wird32. Die Load-Balance gilt im Fall einer endlichen Anzahl

R von Kodebtuichern jedoch immer nur nédherungsweise, da bei den im Abkuhlprozess
auftretenden Aufspaltungen (siehe Abbildung) immer eine diskrete Zahl von Kode-
buchzentren auf mehrere Datenverteilungen unterschiedlichen Umfangs aufgeteilt werden
mussen. Die in Abbildun&.6 b nach der Aufspaltung in drei Verteilungen zu beobach-
tende Abweichung der Loads vom Idealwegrt= 1 ist ein Beispiel daftr. Um eine zu
breite Verteilung der Loads zu verhindern, wird, sobald fur zwei Kodebuchzentned

j ein Verhaltnis der Loads vop > 2y; auftritt, ein Umsortieren vorgenommen, d.h. der
Ort des Kodebuchzentrumnjswird gleich dem des Zentrumsgesetzt 252. Laut Abbil-
dung5.6b ist dies im gezeigten Beispiel aber nicht zu beobachten.

Abbildung 5.6 ¢ zeigt mit der Log-Likelihood%.29 die entscheidende Observable des
Trainings. Wie schon erlautert wurde, nimmt sie in einem bestimmten Trainingsintervall
ein Maximumlmax an und bestimmt damit die optimale Gaul3breigg:. Im Beispiel-
training wird das Maximum der Log-Likelihood im 83ten Trainingsintervall beobachtet,
was einer optimalen Gaulbreitgpt von 0,23 entspricht. Diese Breite bildet zusammen

mit den Orten der Kodebuchzentren am Ende des ausgezeichneten Trainingsintervalls den
Parametersat®,pt der optimalen Dichteschatzung. Der optimale Parametersatz wird im
letzten Bild der Seri&.7 gezeigt, wahrend Abbildung.8 noch einmal den Beispieldaten-

satz und dessen optimal geschéatzte Dichte im Detail vorfuhrt.
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5 Datenanalyse und Modellbildung

5.3 Unuberwachte Klassifikation und Prototypen

Wahrend man bei der Uberwachten Klassifikation, die weiter oben dargestellt wurde, da-
von ausgeht, die Komponentgxix|k) und GewichteP (k) der Mischung $.19 seien be-
kannt, wird beim Problem der uniiberwachten Klassifikation lediglich die Miscluixp

als bekannt vorausgesetzt, so dass die zu lI6sende Aufgabe darin besteht,eine ge-

wisse Zahl von Komponentgm(x|k) mit GewichtenP (k) zu zerlegen. Praktisch stellt sich

das Problem dabei so, dagé&x) lediglich in Form einer endlichen StichproBébekannt

ist.

Als Ansatz zur Lésung dieser Aufgabenstellung schlug SchagBj[1964 vor, Klassen
anhand der Maximg® von p(x) zu definieren und alle Punkiec RP, die durch Gradi-
entenaufstieg aup(x) mit yX verbunden sind, in eine Klassezusammenzufassen. Zur
Erzeugung einer glatten Schatzupg) von p(x) wahlte Schnell die zuvor vorgestellte
Methode der Kernel-Schatzung 16). Er schlug weiterhin vor, die geschatzte Dicie)

einer variablen Glattung der Breitezu unterziehen und den Gradientenaufstieg auf den
unterschiedlich geglatteten Dichtemodellen durchzufiihren. Schnell erkannte ferner, dass
die Betrachtung der AnzalN, der bei einer Auflésungsstute auftretenden Maxima es
ermdglicht, diejenigen Klassenaufteilungen zu identifizieren, die tGber weite Bereiche von
o stabil sind und die damit eine besondere Bedeutung fir die Struktur des Datensatzes
aufweisen. Insbesondere kénnen so statistische Dichteschwankungen von signifikanten
Dichtemaxima unterschieden werden.

Ein verwandtes Verfahren haben Tavan et 2B(J im Jahr 1990formuliert. Sie legten
jedoch der uniiberwachten Klassifikation ein dimensionsreduziertes Dichtembgill [

257 des Datensatzes zu Grunde, welches auf den von Koh@sh Jorgeschlagenen
selbstorganisierenden Merkmalskarten basiert. Erst durch diese Dimensionreduktion wur-
de die Schnellsche Method249 fur grolRere Datensatze anwendbar. Aufgrund der Ver-
wendung neurophysiologisch motivierter Merkmalskarten wies das Verfahren von Tavan
et al. 23( jedoch eine Reihe unschdner Eigenschaften auf, die mit einer statistisch wohl-
begrindeten und konsistenten Modellbildung nicht vereinbar sind.

Hirschberger, Carstens, Stork und TavaB]] formulierten daher eine Kombination der

im vorangehenden Kapitel vorgestellten Methode der Dichteschatzung mit Mischungen
von Normalverteilungenlf45, 147 mit dem oben skizzierten Gradientenaufstieg und er-
weiterten auf diese Weise die statistisch fundierte und sehr leistungsfahige Methode der
Dichteschéatzung um die Fahigkeit zur uniberwachten Klassifikation. Die Theorie zu die-
ser Kombination von Methoden wurde von Hirschberd®sd in seiner Diplomarbeit,
welche von Paul Tavan vorgeschlagen und von mir betreut wurde, ausgearbeitet und soll
hier kurz zusammengefasst werden.

Die bendtigte parametrische Glattung der aus einem Datensatz bestimmten Modelldichte
ist bei Verwendung der Dichteschatzung mit univariaten Normalverteilurigés) (ein-
fach zu erzielen. Dazu konstruiert man eine ein-parametrische Mannigfaltigkeit von Dich-
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Nr.:00 p=10.00 ©=2.26 Nr.:21 p=6.14 ©=1.39 Nr.:45 p=3.51 6=0.79 Nr.:99 p=1.00 ¢=0.23

Abbildung 5.9: Die skalierte Modelldichte und ihre Maxima. Beispielhaft sind einige Elemente

der Schar von skalierten Modelldichtgrix|®) des Beispieldatensatzes aus Abbild&ngabge-

bildet. Der Skalenparameterund die resultierende Gaul3breitesind fir jede der Dichten an-
gegeben. Die Abstande der Konturlinien wurden wie zuvor logarithmisch gewéahlt. Die durch den
Gradientenaufstieg bestimmten Prototypen werden durch Kreuze markiert. Die beiden mittleren
Diagramme zeigen die Modelldichten, bei denen gerade eine Aufspaltung der Minima aufgetreten
ist. Die beiden anderen Diagramme reprasentieren die maximale Vergroberung des Modells bzw.
die optimale Dichteschéatzung.

teschatzunge(x|Oopt, o) deren GaulRbreites durch eine einfache Skalierung
oO=p-0Ogpt, Mt p>1 (5.32)

aus der im vorangehenden Abschnitt festgelegten optimalen Gauldygitentstehen.
Abbildung5.9 zeigt einige geglattete Dichten des schon oben betrachteten Datensatzes.

Dadurch, dass die Faltung einer Gaul3funktion mit einer zweiten wieder eine Gauf3funktion
ergibt, ist die Skalierung der Breiten(5.32 aquivalent zu einer Gaul3glattung der optimal
geschatzten Dichte

P(X|Oopt, 0) = /]RD dPx’ gx — X', o) P(X'|Oopy). (5.33)

Aus diesem Grund steht das hier gewéhlte Vorgehen in engem Zusammenhang mit Me-
thoden deiSkalenraumanalyselie schon in den 50er Jahren in Japan entwickelt wurden
[26(. Skalenraummethoden sind besonders in der Bildverarbeitung von grol3er Bedeu-
tung, da sie dort die vorurteilsfreie Analyse eines aufgenommenen Bildes ermdglichen,
ohne dass zuvor eine Auflosungsskala festgelegt werden 26&E62.

Folgt man dem Vorschlag von Tavan et &3(] und formuliert den Gradientenaufstieg
aus Grunden der numerischen Stabilitat auf dem Logarithmus der skalierten Modelldichte
P(X|®opt, 0), SO lasst sich zeigeB1], dass er durch die zeitliche Dynamik eines Vektors

X(1)

R
X(t+1) =) cPrIXt), Opt o) (5.34)
r=1
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5 Datenanalyse und Modellbildung

als Fixpunktiteration formuliert werden kann. Dabei ist der Startwgt ein Datenpunkt
ausX und die PartitionsfunktioneR (r [x(t), Oopt; o) Sind diejenigen, welche nach.@?

zu den skalierten Komponenten 83 gehdren. Es sei angemerkt, dass Kowalew2&8]
aufbauend auf der Arbeit von Tavan et &3() ein verwandtes Verfahren vorgeschlagen
hat.

Die durch 6.34) definierte Dynamik, welche nach Tavan et &3(] auch als rekurrente
autoassoziative Dynamik in einem neuronalen Zweischichten-Netzwerk aufgefasst wer-
den kann, wird an einem der Extreryfader skalierten Modelldichte stationar

YK = Jim x(). (5.35)

In der Implementierung des Gradientenaufstiegs, dem so genanstea\&rfahren,

wurde unter Ausnutzung der Tatsache, dass die stationaren Phrd8eder Dynamik nur

an den Maxima stabil sind, durch Erweiterungen des Algorithmus daflir Sorge getragen,
dass die Dynamik auch tatsachlich nur an einem solchen Maximum abbricht. Im Sinne der
undberwachten Klassifikation wird anschlieBend der Datenpunkt, der als Startpunkt des
Gradientenaufstiegs diente, dem erreichten Maximum und der mit diesem verbundenen
Klasse 6.35 zugeordnet

x(0) — yX. (5.36)

Fuhrt man den Gradientenaufstieg auf einer der geglatteten Dichten fur alle Datenpunkte
des Datensatze® — oder alternativ auch nur fur alle Kodebuchzentogn- durch, so
erhalt man mit

ya:{y(lﬂk:l’---vNa}, (537)

die Menge aller stationaren Punktg der Auflosungsstufe, deren Anzahl wie zuvor mit
N, (oder nach%.32 aquivalent mitN,) bezeichnet werden soll.

Abbildung 5.10 prasentiert das Ergebnis der Anwendung des&\Verfahrens auf die
skalierte Dichte des Beispieldatensatzes, die schon in Abbil8undargestellt wurde.
Abbildung 5.10 a zeigt erwartungsgemal3, dass fir groef3ggrofRep) alle Normalver-
teilungen verschmelzen und nur ein einziges Maximum aufgefunden wird. Auf feineren
Skalen treten erst zwei und schlief3lich drei Maxiy{jaso genannt@rototypenzu Tage.
Prinzipiell konnen selbst bei = oqpt (0 = 1) nie mehr Maxima existieren, als Normalver-
teilungen zur Dichteschatzung herangezogen wurden. Damit gilt

1<N, <R Vo. (5.38)

Abbildung 5.10 a zeigt, dass in der Beispielsdichte selbst bet 1 nur drei Maxima
existieren, was auf die Glattheit der Schatzung und die Kompaktheit der drei Einzelvertei-
lungen zuriickzufiihren ist. Abbildurig10b verdeutlicht schlie3lich das Aufspalten der
Prototypen bei immer feineren Darstellungen der Modelldichte.

a Die Bezeichnung ,AsoVerfahren® fur die Implementierung des Gradientenaufstiegs auf der Modell-
dichte bezieht sich auf die Tatsache, dass dieses Modell als Autoassoziativspzherufgefasst
werden kann.
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14 J—

1 2 4 6 810
P

a
.
|

X

Abbildung 5.10: Das Ergebnis des Aso-Verfahrens. Beispielhaft wurde das #soVerfahren
auf die in Abbildungb.8gezeigte Datenverteilung angewendeie Anzahl der detektierten Pro-
totypenN, als Funktion des Skalenparametens logarithmischer Auftragundh Die x;-Kompo-
nenten der gefundenen Maxing geben einen Einblick in die Entwicklung der Aufspaltung.
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Abbildung 5.11: Die Hierarchie der Prototypen als Baumstruktur. Die minimale Hierarchie

der vom AssoVerfahren (Abbildungs.10) in dem zweidimensionalen Beispieldatensatz aufge-
fundenen Prototypen wird vermittels einer Baumstruktur gezeigt. Diese illustriert die Vater-Kind-
Beziehungen der auf verschiedenen Auflosungsstpferistierenden Prototypeyf . Jeder Pro-

totyp wird durch ein Quadrat reprasentiert, in dem die Anzahl der zugeordneten Kodebuchzen-
tren angegeben ist (zur Dichteschatzung wurden 20 Zentren verwendet). Berlcksichtigt man, dass
die Datenpunkte im Verhdltnis 2:1:1 aus drei Normalverteilungen gezogen wurden, so fasst die
gezeigte Darstellung die hierarchische Struktur des Datensatzes in guter Naherung und auf sehr

Ubersichtliche Weise zusammen.
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5 Datenanalyse und Modellbildung

Bis hierhin wurde in der beispielhaften Anwendung dessAVerfahrens der Skalen-
parameterps sehr fein abgetastet, so dass in AbbilddngO der Eindruck einer konti-
nuierlichen Skala entsteht. Versieht man den Skalenparameter mit einem tdex:

s = 1,...,S dann wurde bishet = 100 gewahlt. Die hierarchische Struktur der im
Skalenraum der Modelldichte zu beobachtenden Maxima bzw. der Prototypen lasst sich
jedoch noch weiter in eine ,minimale Hierarchie* kondensieren. Dazu werden aus der
Schar der Mengen der Prototyp@}, diejenigen ausgewahlt, bei denen eine weitere Ver-
feinerung der Skala zu einer neueren Aufspaltung fihren wirde. Auf diese Weise wird
fur jede auftretende Anzall, nur genau ein reprasentativer Satz von Prototypen aus-
gewdahlt. Nach der Auswahlvorschrift wird dabei genau derjenige Satz von Prototypen
selektiert, bei dem kurz vor dem Aufspalten die Orte der Prototypen am besten definiert
sind.

Wird die rekurrente Dynamik5(34) nicht nur innerhalb einer Skalenstufe durchgefihrt,
sondern werden die Orte der Prototypen einer der selektierten Stufen in der nachst-h6-
heren und damit groberen Stufe zu den dort bestimmten Prototypen zugeordnet, so kann
die hierarchische Struktur des der Dichteschatzung zu Grunde liegenden Datensatzes in
Form eines abstrakten Baumes dargestellt werden. Abbil&ubhyzeigt die Hierarchie

der Prototypen wiederum an dem bisher betrachteten Beispieldatensatz und verdeutlicht
die Aussagekraft dieser Darstellung.

Effiziente zweistufige Klassifizierung

Im Vorangehenden wurde dargestellt, wie durch das@&Verfahren eine uniberwachte
Klassifikation eines Datensatz&svorgenommen werden kann. Als Ergebnis ist dann, ab-
hangig von der gewéhlten Auflosungsstufe, die Anzahl der Klalgdmekannt, in die der
Datensatzt’ einzuteilen ist. Jede Klasg&ewird dabei durch einen prototypischen Merk-
malsvektory('ﬁ charakterisiert. Um in einem zweiten Schritt Uberwacht jeden Datenpunkt

x des Datensatzes einer der gefundenen Klassen zuzuordnen, kann prinzipiell wieder das
AssoVerfahren herangezogen werden. Die Zuordnungsrégag(definiert dazu eine
diskrete und scharfe Klassifikation. Ein solches Vorgehen ist aber mit zwei Problemen
verbunden: (i) Eine scharfe Klassifikation ist nicht immer erwinscht, vielmehr kann die
Angabe einer fraktionellen Zugehoérigkeit eines Datenpunktes zu mehreren Klassen eine
wichtige Information darstellen. (ii) Die Klassifikation mit dens80-Verfahren ist sehr
rechenaufwandig, da fir jeden Datenpurlkdie rekurrente Dynamik5(.34) vollstandig
auszuwerten ist.

Aus diesen Grunden soll hier ein zweistufiges Verfahren zur Klassifikation diskutiert wer-
den. Es beruht auf einer Unterteilung der geschatzten Modelldixx{®) (5.18 in klas-
senlokale Teildichten. Dazu wird das Kodebu€h= {ci, ..., cr} in N, disjunkte Teil-
mengerCy zerlegt

No
C=[JCk mit CknC=0 Vk#I, (5.39)
k=1
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und zwar derart, das3¢ genau diejenigen Kodebuchzentren enthalt, die na@d6 dem
PrototyperyX zugeordnet werden. Die klassenlokale Wahrscheinlichkeitsdiixi&) ist
dann ein einfaches Mischungsmodell

Lo 1 .
POtk = = > PN, (5.40)

reCg

Hier bezeichne{Cy| die Machtigkeit der Meng€x. Um unter dieser Annahme die Zu-
ordnungswahrscheinlichkeFf’(k|x) eines Datenpunktg zu einer Konformatioryﬁ Zu
berechnen, wendet man den Bayessche $atf(auf das Mischungsmodelb(40 an
und setzt die bekanntenpriori Wahrscheinlichkeiten der Klassen

|Ck|

= (5.41)

B =
ein. Es zeigt sich dann, dass ddk|x) durch eine einfache Summenbildung aus den Zu-

ordnungswahrscheinlichkeiten zu den einzelnen KodebuchzeRtirer) (5.22 berech-
net werden kénnen

Pkix) = > P(rx). (5.42)

reCg

Damit konnte gezeigt werden, dass die Zuordnung der Datenpunkte zu den gefundenen
Prototypen eines Datensatzes einfach in einem zweistufigen Verfahren durchgefuhrt wer-
den kann: zuerst werden die Kodebuchzentren aufwéndig durch sias-Yerfahren zu

den Prototypen assoziiert. Fur jeden Datenpunkt sind dann nur die Zuordnungswahr-
scheinlichkeiten zu den Kodebuchzentrfr |x) zu berechnen und klassenlokal aufzu-
addieren.

5.4 Zirkulare Statistik

Am Beginn dieses Kapitels wurde erwéahnt, dass die statistische Analyse so genannter
zirkularer Variablenmit besonderen Problemen verbunden ist. Eine zirkulare Variable
zeichnet sich dadurch aus, dass eine durch sie festgelegte Beobachtung invariant unter
der Addition des Vielfachen einer bestimmten Periodenlénge ist. Bei Winkelvariablen im
Bogenmal} betragt diese Lange, 20 dass die Transformation

o =a+p2r mit peZ (5.43)
keine Auswirkung auf die Beobachtung hat. In spater folgenden Abbildungen und Aus-

wertungen der Simulationsdaten werde ich den Wertebereieh 4] und die entspre-
chende Angabe in Grad<{[L8(, 180°]) austauschbar verwenden.
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a b a=170°%

-170°
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%(oc1 +o,) =-10°

Abbildung 5.12: Der Mittelwert zweier Winkelvariablen. Beispielhaft werden zwei Winkel,

—170¢ und 150, auf dem Einheitskreis dargestelit Werden diese beiden Winkel wie einfache
lineare GrofRen behandelt und ihr Mittelwert berechnet, so sieht man, dass der berechnete Winkel
genau die falsche Richtung angibtDer richtige Mittelwert zirkularer Variable@ kann durch die
Addition der zugehdrigen Einheitsvektoren bestimmt werden. Details im Text.

Wendet man die bisher vorgestellten statistischen Verfahren in naiver Weise auf zirkulare
Variablen an, so werden schnell gravierende Probleme offe@Ba}. [Abbildung5.12a

erklart, dass schon die Berechnung des Mittelwertes zweier oder mehrerer Winkelvaria-
blen nicht einfach durch die Berechnung des arithmetischen MiGed§)(bewerkstelligt
werden kann. Vielmehr ist es notwendig, den in Abbildént2b gezeigten Weg zu ge-

hen: statt als skalare Gr63en werden die Winkel als Ortsvektoren der durch sie bestimmten
Punkte auf dem Einheitskreis betrachtet und diese Vektoren komponentenweise aufad-
diert. Die Richtung des resultierenden Vektors gibt dann den mittleren Winkel an, wah-
rend seine Lange eine Aussage Uber die Definiertheit dieses Mittelwertes 2z#hDjie
Komponenten der Vektoren sind dabei offensichtlich durch den Sinus und den Kosinus der
Winkel gegeben, so dass darkulare Mittelwertals

> sina

acA

> cosu
acA

@ = (a) 4, = arctari (5.44)

definiert werden kann. Weil die tibliche Arkustangens-Funktion nur einen Wertebereich
von —%, % aufweist, muss hier die mit arctabezeichnete Erweiterung dieser Funktion

auf alle vier Quadranten des \ollkreises eingesetzt werden. Die in den meisten Program-
miersprachen (beispielsweise C und auch IDL) vorhandene Arkustangens-implementie-

rung zeigt genau die gewinschten Eigenschaften.

Auch die Differenz zweier zirkularer Variablen bedarf einer gesonderten Definition, wo-
fur auch wieder mehrere mdgliche Vorgehensweisen existieren. Hier wurdeldiére
Differenz

aof=[(a—B+m)mod2r] —n (5.45)
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Abbildung 5.13: Die Zirkulare Normalverteilung und ihre Darstellungen. a Die um den Ur-
sprung zentrierte zirkulare Normalverteilugg(«|0, o) wird als zweidimensionale Funktion des
Winkels« und der Breites dargestellt. Die in dieser Teilabbildung gezeigte Referenz der ,wah-
ren“ zirkularen Verteilung wurde unter Berticksichtigung einer groRen Zakl {00) von Termen

aus 6.47) berechnet. Die Konturlinien sind aquidistant gewahlt, jedoch ist der dargestellte Werte-
bereich nach oben hin beschrankt. Man sieht, dass fiir Breiten die sacimahern, die zirkulare
Normalverteilung zusehends flacher witdZum Vergleich wird die nicht-zirkulare Normalver-
teilung g(«|0, o) dargestellt, die in der NIVAR -Implementierung als Darstellung der zirkularen
Verteilung fur kleine Gaul3breitemn gewahlt wurde. Fis < 0,7 ist keine Abweichung zwischen
den Abbildungen a und b sichtbarFir gréReres wird die Darstellunggc(a|u, o) (5.48 der
zirkuléren Verteilung verwendet, die auf einer Entwicklung nach Kosinusfunktionen beruht. Hier
wurdenP = 4 Terme der Entwicklung bertcksichtigt. FUr kleimesind periodische Artefakte zu
erkennen, fir > 0,7 jedoch wieder eine gute Ubereinstimmung mit der Abbildung a.

so gewahlt, dass ihr Betrag dem Abstand waru der am nachsten liegenden periodischen
Kopie von B entspricht, das Vorzeichen die entsprechende Drehrichtung angibt und der
Wertebereich der Differenz wieder[r, 7] betragt.

Jammalamadaka und SenGuf837 schlagen weiterhin auch mehrere alternative Malie
fir einezirkulare Kovarianzwischen zwei Variablea; unde; vor. Die Definition

CAi,j= (Sin(ai — &i)Sin(aj — &j))A (5.46)

hat neben einer guten Anschaulichkeit und einfachen Implementierung auch den Vorteil,
fur den Fall recht kompakter Datenverteilungen naherungsweise in die normale nicht-
zirkulare Kovarianzmatrixg.9) des Datensatzes Uiberzugehen.

Eine direkte Ubertragung der Normalverteilulgl(?) auf den Fall zirkularer Daten, kann
erreicht werden, indem diese um den Einheitskreis ,gewickelt* wird (engl. wrapped nor-
mal distribution, WND)

(5.47)

1 > (@ — p — 27p)?
Gu (@l 0) = ——— > exp{— 57 ]

p=—0c0

Es existieren zwar auch hier mehrere alternative zirkulare Verteilungen, die Eigenschaften
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Abbildung 5.14: Fehler in den Darstellungen der zirkularen Normalverteilung. In der linken
Abbildung wird f, (o) (5.49, die integrale quadratische Abweichung der nicht-zirkularen von der
zirkularen Normalverteilung, als Funktion der GauR3breitgestrichelt dargestellt. Die durchge-
zogenen Linien zeigen dig (o |P) (5.50, die Fehler der Darstellung 48 unter der Berlcksich-
tigung vonP von Kosinus-Termen. Die hervorgehobenen Schnittpunkte der Graphen bestimmen
nach Gleichung4.51) die optimalen Schwellwertep. Die Ergebnisse werden zusatzlich in der
Tabelle zusammengefasst.

einer Normalverteilung zeigen (besonders haufig wird die von-Mises-Verteilung betrach-
tet [237)), doch hat die hier verwendete Definitiob.47) den entscheidenden Vorteil, dass
die Faltung einer solchen Verteilung mit einer GauR3funkt®B83 wieder eine zirkulare
Normalverteilung mit passender Varianz ergibt. Nur mit dieser Wahl ist eine Ubertragung
der Theorie des 8soVerfahrens auf zirkulare Variablen moglich.

Wird anstelle der einfachen univariaten Normalverteilund 7) deren zirkulare Entspre-
chung 6.47) in den beschriebenen Verfahren der Dichteschatzung eingesetzt, so muss die
Berechnung der Reihenentwicklung B147) bei einem festzulegenden Terfhabgebro-

chen werden. Die Summation Gbe5.47) lauft dann nur noch vor-P bis P. Wahrend

die zirkulare Verteilung fir kleine Breitenin die nicht-zirkulare Form tbergeht und auch

fir o <« 7 eine Berticksichtigung nur der ersten Ordnung der UbertrRge 1) notwen-

dig ist, steigt das zu wahlende fir o > 7 rapide an. In diesem Fall ist eine alternative
Darstellung der zirkularen Normalverteilung sehr hilfrei2B2, 269

2

1 > , .
(|, 0) = — [ 1+ ZZ 02P cosp(a — ) mit o=¢€ 7, (5.48)
2 1

da diese eine Entwicklung nach periodischen Kosinus-Funktionen darstellt. Damit kon-
vergiertgc (5.48 fur grol3es deutlich schneller alg,, (5.47). Umgekehrtes gilt jedoch im
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b LA

- 0 o, T - 0 o, ™

Abbildung 5.15: Dichteschéatzung im Fall zirkulérer Variablen. a Eine leichte Abanderung des
bisher betrachteten Datensatzes (siehe AbbilduBgfihrt zu einem zirkularen Datensatz, bei

dem eine der Teilverteilungen Uber die Grenze des Wertebereichs hinausragt und zurtickgefaltet
wird. b Wie zuvor wurde eine Dichteschatzung mit einer Mischung Ron 20 univariaten, hier

aber zirkularen Normalverteilungen, vorgenommen.

Fall kleiner Gaul3breiten. Abbildurig13verdeutlicht dies auf anschauliche Weise.

Bei der Erweiterung der Implementierung desii\AR -Algorithmus zur Bericksichti-

gung der zirkularen Statistik wird fur kleiredie nicht-zirkulare Normalverteilund(17)
verwendet und ab einem gewissen Schwellwerauf die Kosinus-Darstellung. umge-
schaltet. Der Inde¥P deutet dabei an, das$ natirlich in Abhangigkeit von der vorge-
gebenen Anzahl der zu beriicksichtigenden Kosinus-Terme bestimmt werden muss. Als
Fehlermal? wurde fur einige Werte véhnumerisch das Integral der quadratischen Ab-
weichung der beiden Darstellungen von der ,wahren“ Verteilung bestimmt, welche unter
Aufsummierung vieler (100) Terme aus.47) berechnet wurde

b4

1
fn(o) = > f [0w ([0, o) — g(a'[0, a)]zdo/ (5.49)

1 T
fc(o|P)=Z / [gw(o/lo,a)—gCP(o/lo,a)]zdo/. (5.50)

o'=—m

Der optimale Schwellwewp ist dadurch bestimmt, dass die Fehler der beiden méglichen
Darstellungen gerade gleich grof3 sind

fo(op) = fe(op|P). (5.51)

Abbildung5.14zeigt den Verlauf der Fehlerfunktione®.49 und 6.50 in Abhangigkeit
von der Gaul3breite und die numerisch bestimmten Punkte, an denen sich diese Graphen
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5 Datenanalyse und Modellbildung

schneiden. Die so bestimmten Schwellweitenverden erwartungsgemalf kleiner, je mehr
Terme in der Kosinus-Entwicklung verwendet werden. Die Tabelle in Abbildubdgibt
mithin auch eine Abschéatzung des maximal auftretenden digemittelten Fehlers in der
Berechnung der zirkularen Normalverteilung an.

Abbildung 5.15illustriert den Erfolg der Erweiterung desNWAR -Algorithmus um die
Behandlung zirkularer Merkmalsvektoren. Eine hier nicht gezeigte Anwendung sles A
so-Verfahrens auf der Modelldichte wirde unweigerlich mégliche Fehler oder Ungenau-
igkeiten im Ubergang zwischen den diskutierten Darstellungen der zirkularen Normal-
verteilung aufzeigen, da diese Methode auf der Annahme einer glatten Vergréberung der
Modelldichte basiert. Testrechnungen zeigten jedoch, dass beim Ubergang von einer Dar-
stellung zur anderen keine willkirrlichen Aufspaltungen von Prototypen oder Diskontinui-
taten auftraten.

Mit der Erweiterung der statistischen Verfahren um die Mdglichkeit, Winkelvariablen an-
gemessen behandeln zu kénnen, sind nun alle Voraussetzungen dafir geschaffen worden,
um die MD-Simulationen der Modellpeptide strukturell auswerten zu kénnen. Die Erwei-
terungen wurden in den entsprechenden Programmen implementiert und der Arbeitsgrup-
pe als Werkzeuge zur Verfigung gestellt.
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6 Validierung des Peptid-Kraftfeldes: das
Alanin-Dipeptid

Nachdem in KapiteB Modelle fur das Losungsmittel DMSO vorgestellt, in Kapdedas
eingesetzte Kraftfeld diskutiert und schlie3lich im letzten Kapitel statistische Methoden
zur Analyse der Simulationsdaten prasentiert wurden, sind nun alle notwendigen ,Zuta-
ten” fir die MD-Simulationen und deren Auswertung vorhanden. Bevor in den néchs-
ten beiden Kapiteln die Ergebnisse der Simulationen der lichtschaltbaren Modellpeptide
vorgestellt werden kdnnen, ist es jedoch angebracht, die verwendeten Methoden und vor
allem das eingesetzte Peptid-Kraftfeld anhand eines gut charakterisierten einfachen Bei-
spielmolekuls zu validieren.

Eine solche Validierung erschien insbesondere deshalb angebracht, da im Laufe der vorge-
stellten Arbeit deutlich wurde, dass eventuell Unstimmigkeiten zwischen dem publizierten
Peptidkkraftfeld 81] und seiner in unserer Arbeitsgruppe eingesetzten Implementierung
bestanden. Um diese Problematik zu erlautern sei noch einmal auf AbstRmtirtick-
verwiesen, in dem die KARMM-Energiefunktion 2.13 eingefiihrt wurde. Ein Detail die-

ses Kraftfeldes ist die Schaltfunktio®.R5, welche die Coulomb-Wechselwirkung.R4)

fur solche Atome abschaltet oder vermindert, die chemisch tber héchstens drei kovalente
Bindungen miteinander verbunden sind. Wie Gleichubd@% ausweist, wird der Wert
dieser Abschaltfunktion bei einem Abstand der Atome von genau drei Bindungen durch
einen Parameter;4 gegeben. Es wurde auch schon erwéahnt, dass der Wektyydoeim
Ubergang von Versionen 19 auf Version 22 dasa@mMMm-Kraftfelds von zuerst 0,4 auf

den Wert 1,0 gedndert wurdéf, 81].

Die ersten Versionen unseres MD-Programm®kerwendeten die altere der beiden Ver-
sionen des Kraftfeldes (@ RMM19) und zwar in einer leicht veranderten Form, welche

mit dem Programmpaket{ OoR [16( ausgeliefert wurde. Dies ist der Grund dafir, dass
(A14 = 0,4) als Standardwert Aufnahme in die Befehlsdateien vao Eand [270. Al-
lerdings wurde einige Jahre spater in der Arbeitsgruppe zur Verwendung des neueren, ex-
plizite Wasserstoffatome umfassenden Kraftfeldss@vm 22 Ubergegangen, zu dem je-
doch zu dem damaligen Zeitpunkt noch keine Veroéffentlichung vorlag. Die entsprechende
Publikation erschien erdti998[81], weshalb bei der Einfuhrung desH@rRMM 22-Kraft-

feldes in K50 die Information Ubersehen wurde, dass diese Version des Kraftfeldes auf
einemiq4 von 1,0 basiert.

Nachdem ich die Abweichung des in der Arbeitsgruppe bisher verwendeten Kraftfeldes
[270 von seiner publizierten FornB[] bemerkt hatte, stellte sich die Frage nach den
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a b HL1 OL HL HA OR HR HRI
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Abbildung 6.1: Das Alanin-Dipeptid. a Die chemische Struktur des Alanin-DipeptitisDie da-
zugehdrige Topologie, in der die Atomnamen und chemischen Bindungen festgelegt werden. Diese
Topologie wurde nicht, wie fir Peptide Ublich, aus der des Alanin-Residuums und zweier Termini
gebildet, sondern existiert in der zumHErRMM 22-Kraftfeld gehérigen Datei ,topallh22x.mod*

als eigenstandige Definition.

Auswirkungen der Wahl des Nahfeld-Skalierungsfaktorsauf die Struktur und Dyna-
mik von Peptiden.

Anstatt entsprechende Untersuchungen an den relativ komplexen Modellpeptiden durch-
zufiihren, entschied ich mich, Vergleichsrechnungen an einem kleineren und besser un-
tersuchten Molekil vorzunehmen. Dazu bot sich das so genataén-Dipeptid an,
dessen chemische Struktur und Topologie in Abbildériggezeigt werden. Von besonde-

rem Vorteil ist, dass fur dieses Molekil sowohl die Geometrien seiner Minimalstrukturen
bekannt sind, als auch seine durch die Referenzimplementation resnMii 22-Kraft-

felds gegebene Energielandschaft vorlieff |

Das Alanin-Dipeptid umfasst ein einzelnes Alanin-Residuum und zwei vollstéandige Pep-
tidgruppen, welche durch Methylgruppen terminiert sind. Es kann somit als einfachstes
Modell einer in ein Proteinriickgrat eingebundenen Aminosaure angesehen werden. Seine
Konfiguration lasst sich in guter Naherung durch die Angabe der beiden Dihedralwin-
kel ¢ undy des Alanin-Residuums beschreiben (vgl. Abschhit) und damit direkt in

einem zweidimensionalen Ramachandran-Plot visualisieren. Wegen dieser einfachen Dar-
stellbarkeit und seiner geringen Zahl von Atomen, stellt das Alanin-Dipeptid so etwas wie
das ,Wasserstoffatom* oder die ,weil3e Labormaus” der computergestttzten molekularen
Biophysik dar.

6.1 Minimalstrukturen im Vakuum

In einem ersten Schritt wurden mitd®-mmil die Minimalstrukturen des Alanin-Dipep-
tids im Vakuum ermittelt, um deren Geometrien und potentielle Energien vergleichen
zu kénnen. Zu diesem Zweck wurden MD-Simulationen durchgefihrt, denen das MM-

aN-Acetyl Alanin N'-Methyl Amid
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6.1 Minimalstrukturen im Vakuum

C7eq c5 Cc7

ax

Abbildung 6.2: Drei stabile Strukturen des Alanin-Dipeptids im Vakuum. Unter Verwendung
des GHARMM 22-Kraftfeldes 14 = 1,0) weist das Alanin-Dipeptid im Vakuum drei Minimal-
strukturen auf, die Ublicherweise als &7C5 und C7%, bezeichnet werden. Die zugehorigen po-
tentiellen Energien und Geometrien werden in Tab&lleaufgefuhrt.

Struktur Eso CHARMM?2 HF° DFT® MPX
Aa = 0,4 Aa = l,O
Cleq AEwmm 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C5 AEmm -3,01 0,90 0,92 0,40 1,41 1,39
C7ax  AEwum 3,71 2,04 2,05 2,82 2,60 2,66
Cleq ¢ -88,7 -81,3 -81,3 -85,8 -82,8 -82,6
v 76,9 70,6 70,6 79,0 73,3 75,8
C5 ¢ -157,5 -151,6 -151,4 -157,2 -158,0 -161,1
W 176,6 171,0 170,6 159,8 163,9 1555
C7ax ¢ 75,1 69,8 69,7 76,0 73,6 73,7
v -74,2 -67,8 -67,6 -55,4 -57,8 -53,7

Tabelle 6.1: Die Energien und Minimalstrukturen des Alanin-Dipeptids im Vakuum. Fir die

drei in Abbildung6.2 gezeigten Minimalstrukturen des Alanin-Dipeptids im Vakuum werden so-
wohl die inneren Energien E [kcal/mol] relativ zu C¢, als auch die jeweiligen Geometrien an-
gegeben. Neben den mitcB-mMmII optimierten Konfigurationen (unter Verwendung der beiden
diskutierten Werte fui.14) werden auch verschiedene Referenzwerte angeg@heteraturwert
des GiARMM 22-Kraftfeldes 1], ® HF/6-31G* [271], ¢ B3LYP/6-31G* (vorliegende Arbeit),

d MP2/CBS limit [272.
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6 Validierung des Peptid-Kraftfeldes: das Alanin-Dipeptid

Kraftfeld CHARMM 22 mit den beiden alternativen Werten #iy zu Grunde gelegt wur-

de. Ausgehend von unterschiedlichen Startkonfigurationen des Dipeptids, d.h. mehreren
unterschiedlicher /v Winkelkombinationen, wurde jeweils durch eine dissipative Ge-
schwindigkeitsskalierung eine Strukturminimierung erreicht. Zuséatzlich wurden ahnliche
Optimierungen auch mit dem ProgrammpaketuSsiAN unter Verwendung der DFT-
Methode B3LYP/6-31G* durchgefihrt.

Abbildung6.2zeigt jene drei Minimalstrukturen, die fiir das Alanin-Dipeptid im Vakuum
durch das @ARMM 22-Kraftfeld festgelegt werden. Erganzend hierzu fuhrt Tak&le

die Geometrien dieser Minimalstrukturen und ihre Energiedifferenzen auf. Dabei werden
nicht nur die Ergebnisse fir die zwei sich im Skalierungsfakigrunterscheidenden Im-
plementation des €ARMM 22 Kraftfeldes prasentiert, sondern auch die Referenzwerte,
die zusammen mit der Parametrisierung des\Rvim 22-Kraftfeldes verdffentlicht wur-

den B1]. Weiterhin beinhaltet Tabell6.1 auch die Ergebnisse der DFT-Rechnung und
Literaturwerte die mit HF-271, 273 oder aufwandigen MP2-Rechnunge2vf] ermit-

telt wurden. Zu allen bisher veréffentlichten QM-Rechnungen am Alanin-Dipeptid im
Vakuum bietet der Artikel von Vargas et a272 einen umfassenden Uberblick.

Die in Abbildung6.2verwendeten Bezeichnungen der drei Minimalstrukturen des Dipep-
tids im Vakuum beziehen sich auf die Anzahl der Atome, die der durch eine Wasserstoff-
briickenbindung stabilisierte Ring von Atomen beinhaltet: sieben Atome im Fall vgp C7
bzw. C7y und funf bei der C5-Konfiguration. Das Kirzel ,,eq” bezeichnet die aquatoriale
Lage des ¢ auRRerhalb des Rings, ,ax“ seine axiale Lage innerhalb des Rings der ande-
ren Atome. Betrachtet man die gestreckte Form der Struktur C5 und vergleicht man die
in Tabelle6.1 aufgefihrten dazugehdrigen Dihedralwinkel mit den Ramachandran-Plots
aus Abbildungdl.4, so wird deutlich, dass diese Struktur der eines Ausschnitts einer Pep-
tidkette in einemB-Faltblatt entspricht. Dagegen kdnnen die beiden anderen Strukturen
nicht einfach einer der vorgestellten Protein-Sekundéarstrukturen zugeordnet werden. Bei-
de Strukturen machen einen eher gefalteten Eindruck, jedoch liegen die Dihedralwinkel
von C7%q in einem Bereich des Ramachandran-Plots, dergbEaltblattern auftritt und

die Winkel der Struktur Cx fallen in einen Bereich, der in Abbildunt.4 als sterisch
verboten klassifiziert wurde. Erst eine genauere Betrachtung zeigt, dass diese beiden Mi-
nimalstrukturen so genanntenTurns[274, 275 entsprechen, die bei Faltblattern drei
Residuen umfassen und in denen das Peptidriickgrat um fastal®&ich zurlickge-
faltet wird. Zwar fehlen dem Alanin-Dipeptid natirlich Teile des ersten und des dritten
Residuums, die Wasserstoffbricke, die beiden Dihedralwinkel des Alanins und die Ato-
manordnung stimmen fur die Minimalstruktur £&7edoch sehr gut mit der Definition des
-Klassischen® -Turns lGberein274. Gleichermalen entspricht gginem ,inversen? -

Turn [274).

Ein Vergleich der beiden in Tabelg.1 aufgefiihrten EGO-Minimalstrukturen, die aus
der Verwendung der beiden alternativen WerteXiyresultieren, zeigt bei den Dihedral-
winkeln nur relativ geringe Unterschiede (L0°). Eine gute Ubereinstimmung mit den
CHARMM 22-Referenzwerten kann allerdings nur fijn = 1,0 beobachtet werden. Ver-
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6.2 Energieflachen im Vakuum und in Losung

gleicht man weiterhin diese MM-Strukturen mit den entsprechenden Ergebnissen aus den
QM-Rechnungen so ist zu beobachten, dass, obwohl dag@m 22-Kraftfeld teilweise
anhand von HF-Rechnungen am Alanin-Dipeptid optimiert wurde, diaf31m-Geo-
metrien nicht den HF-Geometrien entsprechen. Die mit den akkurateren DFT und MP2-
Methoden bestimmen Geometrien sind untereinander sehr gut vergleichbar, gegentber
den GHARMM-Geometrien sind hier bei den C5- und £Btrukturen jedoch um etwa

15° kleinere Werte fur, zu beobachten.

Die zusatzlich zu den Geometrien in Tabedld aufgeflhrten potentiellen Energien der
EGO-Minimalstrukturen relativ zu GGgweisen einen deutlichen Einfluss des Skalierungs-
faktorsiy4 auf. Das Ergebnis fUr den Literaturwesty = 1,0 stimmt gut mitden @ARMM -
Referenzwerten Gberein, insbesondere darin, daggd@renergetisch gunstigere Zustand
ist, wahrend C5 um etwa 1 kcal/mol und & om ungefahr 2 kcal/mol dartber liegen. Bei
einer Wahl voni14 = 0,4 wird die energetische Reihenfolge der beiden geometrisch re-
lativ &hnlichen Strukturen G4 und C5 jedoch vertauscht, C5 liegt hier etwa 3 kcal/mol
unterhalb von Cd; Die aus den QM-Berechnungen ermittelten Energien bestatigen das
CHARMM-Kraftfeld, wobei mit den akkurateren Methoden etwas grofiere Energiediffe-
renzen gefunden werden.

Zusammenfassend konnte in diesem Unterabschnitt aufgezeigt werden, dass die Geome-
trien und Energetik der mit&-Mmil berechneten Minimalstrukturen des Alanin-Dipep-

tids gut mit den publizierten Resultaten desA&Mm 22-Kraftfeldes tGibereinstimmen, so-

bald der Literaturwert von14 = 1,0 flr den Skalierungsfaktor der elektrostatischen 1-4-
Wechselwirkung verwendet wird. In diesem Fall ist auch eine zufriedenstellende Uber-
einstimmung mit den Resultaten der DFT- und MP2-Rechnungen zu beobachten. Im Fall
der Wahl vonii4 = 0,4 sind zwar nur geringe Abweichungen bei den Geometrien der
drei Strukturen des Dipeptids zu beobachten, es tritt jedoch eine auffallige Uberstabilisie-
rung der gestrecktef-Faltblatt-dhnlichen C5-Struktur gegeniber gefiurn-ahnlichen
Strukturen C¢qund C7%y auf.

6.2 Energieflachen im Vakuum und in Lésung

Zwar hat die oben betrachtete Lage der Minima in der durch die verschiedenen Kraft-
felder definierten potentiellen Energie des Alanin-Dipeptids einen ersten Einblick in die
Auswirkungen der jeweiligen Wahl des Skalierungsfaktors ermdglicht, jedoch wird

die bei einer MD-Simulation beobachtete Dynamik eines Molekuls durch die Form sei-
ner vollstdndigen Energielandschaft bestimmt. Wie zuvor sollen in diesem Abschnitt die
durch den Skalierungsfaktan 4 induzierten Veranderungen der Energieflache eines be-
liebigen Peptids durch die stellvertretende Betrachtung des Alanin-Dipeptids untersucht
werden. Wie seine Konfiguration kann die potentielle Enet$)i®) = Eum(R) (2.13

des Dipeptids in guter Naherung als Funktion der beiden Dihedralwithkeld v» ange-
geben werden, was wiederum eine einfache Darstellung und Diskussion erméglicht. Noch
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wichtiger als ein Verstandnis der Veranderungen an der potentiellen Enkigie) ) ist

fur die spateren Simulationen der in DMSO gelésten Modellpeptide allerdings eine Un-
tersuchung der freien Energie(¢, ¥) des in Wasser geldsten Alanin-Dipeptids, da die
Dynamik der Modellpeptide auf dieser durch Solvatationseffekte und entropische Beitrage
modifizierten Energieflache stattfindet.

Die zu einer solchen Untersuchung der freien Energie notwendige MD-Simulation des
Alanin-Dipeptids in explizitem Wasser wurde erstma®’9von der Gruppe um Martin
Karplus vorgestellt 276, 277. Mit der Zunahme der Leistungsfahigkeit der verfligba-
ren Computer konnten spater langere Trajektorien berechnet werden, was es Tobias und
Brooks 278 1992ermdéglichte, den Einfluss des Wassers auf die Konformationen des Di-
peptids detailliert zu untersuchen. Seitdem wurden viele der im Bereich der MD-Simula-
tionen neu entwickelten Methoden zuerst am Alanin-Dipeptid getestet. Dies gilt besonders
fur solche, die dazu dienen, auf effektive Weise den Konfigurationsraum eines Molekiils
abzutastend79-283, wie z.B. fur das ,Adaptive Umbrella-Sampling284], das von
Bartels und KarplusZ85 und auch Smith28€ eingesetzt wurde, um die zweidimensio-
nale Flache der freien Energie des Dipeptids moglichst akkurat zu bestimmen. Auch die
Reaktionspfade zwischen den durch hohe Barrieren getrennten Konformeren des Alanin-
Dipeptids in Losung wurden mehrfach untersu@gf, 289.

Erwahnenswert im Zusammenhang mit der Abschatzung der Qualitat von MM-Kraftfel-
dern ist schlief3lich die vor kurzem erschienene Arbeit von Hu et289] in welcher

die Dynamik des quantenmechanisch beschriebenen und in Wasser gelosten Alanin-Di-
peptids mittels einer hybriden QM/MM-Methode Uber einen Zeitraum von 5 ns verfolgt
wurde. Hu et al. 289 haben die aus dieser Hybridtrajektorie berechnete Landschaft der
freien Energie mit den entsprechenden Ergebnissen von klassischen MD-Simulationen
verglichen und dabei deutliche Abweichungen, nicht nur zwischen den verschiedenen
verfligbaren MM-Kraftfeldern, sondern insbesondere im Vergleich zu den Ergebnissen
der verwendeten QM/MM-Methode gefunden. Angesichts der bei der verwendeten QM-
Methode (SCCDFTB)Z9( eingesetzten Naherungen muss dies jedoch nicht bedeuten,
dass die QM/MM-Flache der freien Energie verlasslicher ist als jene, die von den klassi-
schen Simulationen vorhergesagt werden. Die in dieser Publikation und in anderen MD-
Untersuchungen beobachtete betrachtliche Bandbreite der Ergebnisse zeigt lediglich die
Unsicherheiten auf, mit denen gegenwartig noch alle Versuche theoretischer Beschreibun-
gen der Konformationsdynamik von Peptiden behaftet sind.

Zur Bestimmung der potentiellen Energie des Alanin-Dipeptids im Vakuus, ) wur-

den die Dihedralwinke$ und v in 6°-Schritten abgetastet. Fir jedes der vorgegebenen
Winkelpaare wurde in einem mehrstufigen Prozess der Energieminimierung zunehmend
starkere Zusatzpotentiale an diese beiden Dihedralwinkel angelegt, wahrend die restli-
chen Freiheitsgrade des Molekils relaxieren konnten. Auf diese Weise Kdite))

glatt abgetastet werden. Das entsprechende Ergebnis fiur die Wakjaen0,4 wird im
Folgenden mitg 4 bezeichnet, wahrend unter Verwendung des Literaturweites 1,0

die Energieflach&1 o berechnet wurde.
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Abbildung 6.3: Zeitserien der Dihedralwinkel des Alanin-Dipeptids in Losung. azeigt die
Zeitentwicklung der Dihedralwinkel wahrend der Trajektorie, die bei 300 K unter der Wahl von
A14 = 1,0 berechnet wurdéa die entsprechende Zeitserie bei 500 K.

Die Bestimmung der freien Energke(¢, ¢) basierte auf MD-Simulationen von jeweils
5ns Dauer. Dazu wurde das Dipeptid in einen mit etwa 900 Wassermolekilen gefullten
Rhombendodekaeder eingesetzt. Fur das Wasser wurde eine amiARs N2 2-Kraft-

feld angepasste8[l] und flexible Form des TIP3P Wassermodell92 eingesetzt. Im
NVT-Ensemble wurden fur jeden der beiden diskutierten Werte ManSimulationen

bei zwei verschiedenen Temperaturen, 300K und 500 K, durchgefiihrt. Der Thermostat
[10]] wurde mit einer Relaxationszeit varr = 0,5ps an das System angekoppelt, das
Volumen wurde so gewahlt, dass eine Dichte von 1,0 §/eanlag. Die Lange der Zeit-
schritte betrug 1fs und der 8HAKE-Algorithmus [L59 hielt die Bindungslangen aller
Wasserstoffe konstant. Die Elektrostatik wurde mitfosSAMM (siehe AbschnitR.2) bis

zur Ebene der strukturellen Einheiten unter Bertcksichtigung ihrer Quadrupolmomente
ausgewertet, wobei ein ReaktionfeltD[] das weiter entfernte Wasser beschrieb, dessen
Dielektrizitatskonstante (DK9 = 80 betrug. Die in Anhan® vorgestellte Korrektur der
VDW-Wechselwirkung wurde angewendet. Schlie3lich wurden die berechneten Konfigu-
rationen des Dipeptids wahrend der Simulationsdauer von 5 ns alle 500 fs abgespeichert.
Das Vorgehen, um aus diesen Trajektorien die freie Enéfgie ) zu berechnen, wur-

de in Kapitel5 erlautert. Erganzend bleibt hier nur anzumerken, dass zur Schatzung der
invarianten Dichtep(¢, ¥) aus der Trajektorie def- und -Winkel eine Mischung von

R = 100 univariaten Normalverteilungen verwendet wurde. Analog zur potentiellen Ener-
gie wird auch fur die freie Energie die Notatiéia 4 bzw. F1 o verwendet, um die beiden
alternativen Werte voi14 zu verdeutlichen.
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Zur Beantwortung der Frage, ob die Dauer der vorgestellten Trajektorien des geldsten Di-
peptids ausreichend ist, um eine ausreichende Abtastung seines Konformationsraumes zu
erreichen, zeigt Abbildung.3 die Zeitentwicklungen der Dihedralwinkelund v wah-

rend der beiden Simulationslaufe (300 K und 500 K), bei dengnr= 1,0 gewahlt wurde.

Die dargestellte Trajektorie bei 500 K war schon zuvor (Kaehls Beispiel fir eine
Konformationsdynamik herangezogen worden. Vergleicht man die in Abbil@uBwpr-
gestellten Zeitreihen mit den Geometrien der Vakuum-Minimalstrukturen aus Tébklle

so erkennt man, dass erst bei 500K einige wenige Ubergange von den Konformeren mit
¢ < 0° zu dem Konformer Cx% (¢ ~ 70°) auftreten, nicht aber bei 300 K. Aus diesem
Grund wurden die Trajektorien bei 500 K verwendet, um die Konfigurationsraumdichte
des Alanin-Dipeptids zu bestimmen. Offensichtlich kann aber auch in diesem Fall nur von
einer relativ schlechten Approximation der invarianten Dichte des Systems und auch nicht
von einer ergodischen Dynamik ausgegangen werden, wie sie in Kagitelenommen
wurde.

Abbildung 6.4 zeigt zusammenfassend die zweidimensionalen Landschaften sowohl der
potentiellen Energiellg 4 undU1 o des Alanin-Dipeptids im Vakuum, als auch der freien
EnergienFo 4 und F1,o in wassriger Losung. Beginnt man die Betrachtung mit Teilbild

a, so ist festzustellen (Vergleich hier nicht gezeigt), dass sehr gut mit der Energie-
landschaft Ubereinstimmt, die im Rahmen derABmm -Kraftfeldoptimierung von Ma-
cKerell et al. B1] veroffentlicht wurde. In Teilbild a sind auch die drei in Abbildu6d
vorgestellten und in Tabellé.1 quantitativ charakterisierten Minimalstrukturen in Form
lokaler Minima der potentiellen Energie zu erkennen. Vergleicht man die Hoéhen der Bar-
rieren zwischen diesen Minima, so sieht man, dass zwischen den geometrisch benachbar-
ten Strukturen Cgy und C5 nur 1-2 kcal/mol zu tberwinden sind, sofern der Ubergang
tiber den Sattelpunks, erfolgt. Der Ubergang (ibe$; ist dagegen mit einer Barriere

von 4-5 kcal/mol verbunden. Zwar ist auch der geometrisch weiter entfernte Zustgnd C7
Uber zwei Sattelpunkte zu erreichen, die mit ihnen verbundenen Barrieren sind mit etwa
8 kcal/mol aber noch einmal deutlich héher.

Behéalt man nun den Literaturweris = 1,0 fur den Skalierungsfaktor bei und geht von

der potentiellen Energid o (Teilbild a) zur freien Energi€1 o (Teilbild c) Gber, so wird
zuerst die bei der freien Simulation beschréankte Abtastung der Energielandschaft deutlich.
Auf Grund dieser Beschrankung kann nur derjenige Teil der Energielandschaft mittels ei-
ner freien Simulation untersucht werden, der hochstens ein kleines (drei- bis vierfaches)
Vielfaches vorkg T Uber dem absoluten Minimum vdn g liegt (kg - 500 K~ 1 kcal/mol).

Eine weitere Begrenzung der hier verwendeten einfachen Methode zur Bestimmung der
Landschatft der freien Energie hatten schon die in AbbildiBgezeigten Zeitreihen auf-
gezeigt: dadurch, dass bei den MD-Simulationen bei weitem nicht genug Ubergénge zum
Konformer C%x beobachtet wurden, ist eine Angabe der Energie dieses Zustands relativ
zur Energie der beiden anderen Konformere mit einem sehr groRen Fehler behaftet. Glei-
ches gilt auch fur die Form und Hb6he der Barriere am Sattelpunkn8 besonders auch

fur den Uberhaupt nicht aufgelésten Bereich der Energieflache in der Nahe des (hier fiktiv
eingezeichneten) Sattelpunkig S
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Abbildung 6.4: Die Energieflachen des Alanin-Dipeptids. @ie potentielle Energi®; o(¢, ¥)

des Dipeptids im Vakuum, berechnet unter der Annahmexiigr= 1,0, dem Literaturwert des
Skalierungsfaktorg.;4 der elektrostatischen 1-4-Wechselwirkung. Wie auch in den anderen Teil-
bildern betragt der Abstand der Konturlinien jeweils 1 kcal/mol. Die MinimaWdgp, ) werden
durch die in Abbildungs.2 eingefiihrten Bezeichnungen gekennzeichbeétnalog zu Teilbild a

wird die potentielle Energi®g 4(¢, ¥) dargestellt, hier jedoch unter der Wahl vbp, = 0,4. ¢
undd stellen die freien EnergieR (¢, ¥) des Alanin-Dipeptids in wassriger Lésung dar, die nach
Gleichung 6.2) aus Trajektorien bei 500 K bestimmt wurden. Auch hier werden die Ergebnisse
fur die beiden Werte von4 miteinander verglichen. Die Bezeichnungen der Minima der freien
Energie finden ihre Erklarung im Text. Zusatzlich sind in allen Teilbildern die SattelpunkiteqS

S,;) zwischen den stabilen Konformationen hervorgehoben.
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6 Validierung des Peptid-Kraftfeldes: das Alanin-Dipeptid

Eine ausreichende Statistik und damit eine gut definierte Energielandschaft kann jedoch
fur denjenigen Teil der Abbildung.4 c angenommen werden, in den< —40° gilt.

Dort beobachtet man béi o im Vergleich zuU; o eine durch den Einfluss des Losungs-
mittels und evtl. intramolekularer entropischer Beitrage verursachte Verschmelzung der
zwei vorher unterscheidbaren Strukturen C5 undq@n einer einzigen Konformation.
Nach der weiter oben angegebenen Interpretation dieser beiden Struktysefaiitdatt-

artig bzw. eineny-Turn entsprechend und im Vergleich mit dem Ramachandran-Plot aus
Abbildung 1.4 liegt es nahe, die entstehende Konformation mit eifferu bezeichnen.
Auffallig ist das Auftreten eines Minimums iR o, das keine Entsprechunglih o findet.

Seine Geometrie entspricht der einer rechtshandigbalikalen Peptidstruktur, weshalb
diese Konformation in Abbildun§.4 c die Bezeichnungg,r" tragt. Die 8- und diear-
Konformation sind energetisch gleichwertig und Bgjp Uber zwei Sattelpunkte mitein-
ander verbunden, wobei bei einem Ubergang tibegiBe Barriere von 2-3 kcal/mol zu
Uberwinden ist, wahrend der Sattelpunktriicht einmal 1 kcal/mol Gber den beiden Mi-
nima liegt. Die hier beobachtete Hohe der Barriere QeisEder einzige auffallige Un-
terschied zu den von anderen Gruppen prasentierten Landschaften der freien Energie des
Alanin-Dipeptids P86, 287, 289, in denen fur diese Barriere grofl3ere Werte im Bereich
von 4 kcal/mol gefunden wurden (Vergleich nicht gezeigt).

Die Auswirkung des Wechsels des Skalierungsfakigrsvom Literaturwert 1,0 auf den

Wert von 0,4 auf die Minima itJ wurde schon zuvor anhand der Tabelé diskutiert.

Ein Vergleich der Teilbilder a und b der Abbildur@g4 verdeutlicht die dabei gemach-

ten Beobachtungen noch einmal: Der Wechsel kgnfiihrt zwar zu keiner deutlichen
Verschiebung der Lage der Minima, aber zu deutlichen Veranderungen ihrer Energien,
insbesondere ihrer energetischen Reihenfolge. In Teilbild b und damiitghgist nicht

mehr C¢q der energetisch niedrigste Zustand, sondern C5. Dies hat auch zur Folge, dass
der Zustand Cgg bei Ug 4 kaum noch als lokales Minimum in Erscheinung tritt und der
Sattelpunkt $ mit einer sehr kleinen Barriere verbunden ist. Auf der anderen Seite fuhrt
der Wechsel von14 dazu, dass die anderen Sattelpunkte angehoben werden und dies zum
Teil sehr deutlich: $um etwa 4 kcal/mol auf 8-9 kcal/mol,zSm etwa 6 kcal/mol auf

etwa 15 kcal/mol und Simmerhin um etwa 2 kcal/mol auf etwa 9 kcal/mol. Insgesamt ist

zu beobachten, dask 4 deutlich ,schroffer” erscheint ald1 o, da der Anstieg der Ener-
gieflache hin zu den verbotenen Bereichen steiler und diese verbotenen Bereiche selbst
ausgedehnter werden.

Beim Vergleich vonFg 4 (Teilbild d) mit F1 o (Teilbild c) werden &hnliche Veranderungen
sichtbar. So ist auch hier eine zunehmende Rauheit der Energielandschaft zu beobachten.
Wahrend die Lage der Konformationerk und C7%y beim Wechsel vorki4 unverén-

dert bleibt, tritt bei deis-Konformation beiFg 4 eine deutliche Zunahme des Winkels

auf. Auch liegt die Konformation nicht wie zuvor hauptsachlich in einem Bereich von

¥ < 180, sondern weist eine fast gleichmassige Verteilung yoonm den Wert von

180°/ — 180 auf. Diese Verschiebung d¢r-Konformation liegt offensichtlich in der

zuvor diskutierten Absenkung der potentiellen Energie der gestreckten C5-Struktur be-
gruandet, welche nun einen starkeren Einflul3 aufgh€onformation ausibt. Weiterhin
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6.2 Energieflachen im Vakuum und in Losung

kann an Teilbild d beobachtet werden, dass, wahrend die beiden Konfopmere or
ungefahr gleiche Energieffy o aufweisenpr bei Fg 4 um etwa 1-2 kcal/mol tber de-
Konformation liegt. Dagegen kann hier Uber die freie Energie vog @ativ zu den

beiden anderen Konformationen keine Aussage getroffen werden, da die entsprechenden
Bereiche der Energielandschaft nicht verbunden sind. Wegen der unzureichenden Statistik
kdnnen beiFg 4 auch nicht die Formen und HOohen der Sattelpunkter® S bestimmt
werden. Dies gilt prinzipiell auch fur,$in dessen Umgebung die berechnete freie Ener-

gie Fo 4 eindeutig artifizielle Strukturen aufweist. Die Hohe der Barriere am Sattelpunkt

S, betragt weiterhin weniger als 1 kcal/mol.

Zusammenfassend zeichnet Abbildwhdein klares Bild der Veranderungen an den Land-
schaften der potentiellen und der freien Energie des Alanin-Dipeptids, die durch einen
Wechsel des Skalierungsfaktorgs, vom Literaturwert 1,0 auf den alternativ diskutier-

ten Wert von 0,4 ausgelost werden. Im Vergleich mit den in der Literatur veréffentlichten
Energieflachen des Dipeptid81, 286 287, 289 wird deutlich, dass der Literaturwert

(A14 = 1,0) zu einer guten Reproduktion dieser Ergebnisse fuhrt. Die alternative Wahl
von A14 = 0,4 fiihrt zu einer raueren Energielandschaft und einer Uberstabilisierung der
B-Faltblatt-Konformation im Vergleich zurr-Helix. Eine direkte Ubertragung dieser Be-
obachtungen auf langere Peptide basiert auf der Annahme, dass der Wechsglpion

mar die Wechselwirkungen innerhalb des betrachteten Alanin-Residuums betrifft. Eine
Betrachtung der in Abbildung.2 gezeigten Strukturen und der sich darin raumlich na-

he kommenden und durch drei Bindungen verbundene Atome legt die Vermutung nahe,
dass diese Annahme gultig ist und somit nédherungsweise von einer Additivitatfes
Effekts bezuglich der Residuen eines Peptids ausgegangen werden kann. Somit ist auch
in langeren Peptiden fiky4 = 0,4 eine Uberstabilisierung dg-Faltblatt-Konformation
gegeniber einer-Helix um etwa 1-2 kcal/mol pro Residuum zu erwarten. Bedenkt man,
dass beim Ubergang eines Polyalaninpeptids von einer ungeordneten (Random Coil) Kon-
formation in einex-Helix eine Differenz der freien Energie von etwa dem gleichen Betrag
pro Residuum beobachtet wurd29[, so ist zu erwarten, dass die Wahil, = 0,4 die
Stabilitat einew-Helix in MD-Simulationen entscheidend vermindert.
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7 Die Modellpeptide im Gleichgewicht

Mit der Verifikation des Kraftfeldes im vorangehenden Kapitel sind nun alle notwendigen
Vorarbeiten fir die MD-Simulationen der Modellpeptide geleistet worden. Die Aufgabe
besteht nun darin, die Konformationsraume dieser Peptide zu bestimmen und auf geeigne-
te Weise zu analysieren. Dazu werden Langzeittrajektorien der verschiedenen Modellpep-
tide in L6sung vorgestellt und mit den in Kapiteentwickelten Verfahren analysiert. Ziel
dieser Analyse ist es, die Landschaften der freien Energie der Modellsysteme in Abh&ngig-
keit vom Isomerisierungszustand des Farbstoffs zu bestimmen. Diese Energielandschaften
bilden anschlieRend die Grundlage fur eine detaillierte Untersuchung der Konformations-
raume der Modellpeptide und der dort ablaufenden Konformationsdynamik.

Die Betrachtung der Resultate der MD-Simulationen wird anschlielend um einen Ver-
gleich mit den Ergebnissen der NMR-Strukturuntersuchung8@&n3g] erganzt. Das ein-
fachste Vorgehen bei einem solchen Vergleich ist es, die Geometrien der bei den Simu-
lationen beobachteten Konformationen der Peptide direkt den aus dem NMR-Refinement
hervorgegangenen Strukturen gegeniberzustellen und daraus Gemeinsamkeiten und Un-
terschiede zu erkennen. Dagegen kann eingewandt werden, dass das beim NMR-Refine-
ment eingesetzte Kraftfeld und das verwendete Verfahren zur Strukturoptimierung den
Vergleich beeinflussen kbnnen. Daher wurde in der Literatur vorgeschlagen, die Ergebnis-
se einer MD-Simulation direkt mit den NOE-Abstandsbedingungen zwischen den Wasser-
stoffatomen oder defJ-Kopplungskonstanten der Dihedralwinkel des Peptidriickgrats in
Beziehung zu setzen. Beispielsweise wurden in der Gruppe van Gunsteren schon mehrfach
Simulationen von Peptiden auf diese Weise mit NMR-Messungen vergli@ve294].

Die gleichen Autoren haben auch untersucht, mit welchen Problemen die NMR-Struk-
turaufklarung im Fall kleiner in Losung auf NMR-Zeitskalen schnell rotierender Peptide
verbunden ist395 und welchen Effekt das Vorliegen einer Mischung verschiedener Kon-
formationen auf die gemessenen NMR-Spektren haf|[ Andere erwahnenswerte Bei-
spiele fur Vergleiche zwischen NMR-Restraints und MD-Simulationen sind die von Co-
lombo et al. 96 an dem kinstlichen Peptid ,Betanova“ durchgeftihrten Untersuchungen
und die ausfihrliche Analyse einer MD-Trajektorie des Lysozyms der HUB8&r299.

In den letzten Jahren wurde auch mit Erfolg versucht, nicht die Abstandsbedingungen,
sondern die ,rohen” Daten der NMR-Messungen, etwa die NOESY-Spektren, zur Beurtei-
lung von MD-Simulationen heranzuziehe&80p-302. Hierzu ist es notwendig, ausgehend

von den tabellierten chemischen Verschiebungen der einzelnen Atome, die Spektren aus
der MD-Trajektorie zu berechnen. Diese ,back-calculation® ist in dem von mir verwende-
ten MD-Programm nicht vorgesehen. Ihre Implementierung héatte einen auf3erordentlichen
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7 Die Modellpeptide im Gleichgewicht

Programmieraufwand erfordert und konnte deshalb hier nicht eingesetzt werden.

Zwei weitere Arbeiten sind fur die in diesem Abschnitt untersuchte Frage nach der kon-
formellen Flexibilitat von Peptiden und deren Bestimmung durch MD-Simulationen und
NMR-Messungen von Interesse: Lei und Smi8®J konnten zeigen, dass in Simula-
tionen eine weit groRere Flexibilitat einer ungeordneten Loop-Region eines Proteins zu
beobachten ist als sie von den NMR-Strukturen gezeigt wird. Ferner beobachteten Stote
et al. 304 in der MD-Trajektorie eines kurzen Peptids starker entfaltete Konformationen
als sie durch NMR-Messungen vorausgesagt wurden. Schlief3lich ist noch die Arbeit von
Abseher et al.24Q zu erwahnen, in welcher die Autoren eine Hauptkomponentenanaly-
se verwendet haben, um gleichermal3en in MD-Trajektorien und NMR-Strukturensembles
die ,weichen Moden*, d.h. kollektive Koordinaten grol3er Beweglichkeit, zu bestimmen.
Hier zeigte sich, dass diese Moden in der Theorie und im Experiment einen vergleichbar
ausgedehnten Raum aufspannen.

Das vorliegende Kapitel ist wie folgt gegliedert: zuerst werden die Details der durch-
gefuhrten Simulationen vorgestellt. Insbesondere wird dabei auf die behutsame Equili-
brierung der Simulationssysteme eingegangen. Mit dem geschilderten Vorgehen kann die
Stabilitdt der NMR-Strukturen bezlglich des verwendeten MD-Kraftfeldes beurteilt wer-
den. Hieran schlief3t sich in Abschnitt2 die Betrachtung der aus den MD-Trajektori-

en berechneten Landschaften der freien Energie der Modellpeptide an. Die Landschaf-
ten werden sowohl in Form von Ramachandran-Plots als auch in der Projektion auf ihre
Hauptkomponenten dargestellt. Anhand dieser Darstellungen kann ein erster Einblick in
die Konformationsraume der drei Peptide und ihrer beiden Isomere gewonnen werden. In
Abschnitt7.3folgt dann die quantitative Analyse der Konformations-Subzusténde, bei der
die in Abschnitt5.3 vorgestellten Methoden der uniberwachten Klassifikation zum Ein-
satz kommen. Die unterschiedlichen Ensembles von Konformationen werden anschlie-
Rend visualisiert und den verdffentlichten NMR-Strukturen gegenubergestellt, bevor sie
in Abschnitt7.4 direkt mit den NMR-Restraints beurteilt werden. Schliel3lich werden in
Abschnitt7.5die Ergebnisse dieses Kapitels diskutiert.

7.1 Detalls der Simulationen

Die Konformationsraume aller drei in Abbildurigl3 gezeigten Mitglieder der Familie

von zyklischen Peptiden wurden untersucht: des cAPBs, des cAMPBs mit Methylenspacer
und des bcAMPBSs, bei welchem zusétzlich zu dem Spacer die Disulfidbriicke geschlossen
ist. Die in Kapiteld4 bestimmte Energiebarriere von mehr als 40 kcal/mol fur eine Drehung
um die N=N-Bindung in den Azobenzolfarbstoffen verhindert innerhalb der erreichbaren
Simulationszeiten einen thermisch angeregten Ubergang zwischeisdend dertrans-
Isomeren der Modellpeptide, die deshalb jeweils in getrennten Simulationen untersucht
werden. Statt von einer einzigen Energielandschaft wird deshalb in Zukunft von getrenn-
tencis- bzw. transLandschaften gesprochen.
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Um die Konformationsraume der Modellpeptide abzutasten, wurden lange MD-Simulatio-
nen durchgefihrt. Ahnlich wie im Fall des Alanin-Dipeptids zeigten Voruntersuchungen
in Form einer Reihe von Simulationen bei unterschiedlichen Temperaturen, dass erst ab
450K einige wenige Konformationsibergadnge pro Nanosekunde Simulationszeit auftre-
ten. Umim Rahmen der hier vorgestellten Trajektorien von jeweils 10 ns Dauer wenigstens
eine grobe Abtastung der Konformationsrdume zu erreichen, wWiuedé00 K gewahlt.

Als Ausgangsstrukturen fir die Simulationen dienten jeweils die ersten der verdoffentlich-
ten NMR-Strukturen37, 38|, die nach Auffassung der Autoren die entsprechenden NMR-
Restraints am besten erfillen. Jede dieser sechs Startkonfigurationen wurde in einen mit
etwa 960 DMSO-Molekiilen gefiillten Rhombendodekaeder eingesetzt. Dies entspricht
einem Innenradius des Simulationssystems von etwa 27 A. In Hinblick auf den hohen
Rechenaufwand, der mit der Berechnung einer Langzeittrajektorie verbunden ist, und da
angenommen werden kann, dass bei einer Gleichgewichtssimulation die Warmeleitfahig-
keit des Losungsmittelmodells eine eher untergeordnete Rolle spielt, wurde die als MP
bezeichnete Parametrisierung fir die DMSO-Molekille gewahlt (siehe K&it&as
Kraftfeld der Modellpeptide wurde schon ausfihrlich in Kap#dlesprochen. Hier wur-

de stets die Variante B der Dihedralstarken der Azobenzolfarbstoffe und-oernav 22-
Standardwert von 1,0 fur den Skalierungsfaktgr gewahlt.

Bei dem Einsetzen der Peptide in die DMSO-Dodekaeder wurden alle DMSO-Molekiile
die von einem der Peptidatome weniger als 2 A Entfernung aufwiesen, ausgeschnitten. Es
galten periodische Randbedingungen. Die langreichweitigen elektrostatischen Wechsel-
wirkungen wurden mit dem AMusAMM -Algorithmus (siehe Abschnit2.2) berechnet,
wobei wegen der relativ kleinen Ausmal3e des Simulationssystems nur zwei Entfernungs-
klassen definiert wurden: die explizite Berechnung der Coulomb-Summe galt fir alle La-
dungen mit einem Abstand von weniger als etwa 13 A, wogegen die elektrostatischen Bei-
trage aller weiter entfernten strukturellen Einheiten durch ihre Dipol- und Quadrupolmo-
mente approximiert wurden. Der Uberlapp der beiden Entfernungsklassen betrug 1,25 A.
Aulerhalb des durch die Minimum-Image Konvention vorgegebenen Abschneideradius
von etwas weniger als 27 A wurde das sich anschlieRende dielektrische Kontinuum durch
ein ReaktionsfeldZ0Q mit einer DK von 45,8 bericksichtigt. Schliel3lich fand wieder die

in AnhangB vorgestellte Korrektur der langreichweitigen VDW-Wechselwirkungen An-
wendung, wobei der effektive Gyrationsradius 1,2 A betrug. In allen vorgestellten Simu-
lationen der Modellpeptide wurde ein Integrationszeitschritt von 1 fs Lange gewahlt. Die
Geometrie der starren DMSO-Modelle und auch die Langen der Bindungen aller Was-
serstoffatome des Peptids wurden mit Hilfe destMKE Algorithmus [L59 konstant
gehalten.

Equilibrierung der Simulationssysteme

Durch das Einsetzen der NMR-Strukturen in das Losungsmittel und das darauf folgende
Entfernen Uberlappender Atome entstanden stark verspannte Konfigurationen des Simula-
tionssystems. Die so genantiiquilibrierungeines solchen Systems, die vor der eigentli-
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chen MD-Simulation durchzufihren ist, hat zum Ziel, aus einer solchen Startkonfiguration
ein Simulationssystem zu erzeugen, in dem die Konfiguration der Losungsmittelmoleki-
le an das geltste Molekil angepasst ist, die Geschwindigkeitsverteilung der Atome einer
Maxwell-Verteilung bei der gewahlten Temperatur entspricht und schlief3lich die Struktur
des simulierten Biomolekiils in Ubereinstimmung mit dem MD-Kraftfeld stéf Hier

und auch bei den spéater folgenden Simulationen wurde eine sehr vorsichtige Equilibrie-
rung vorgenommen, die abrupte Verdnderungen in der Beschreibung der Modellpeptide
und somit Kraftstol3e auf Teile der Molekile vermeidet. Sie bestand jeweils aus den fol-
genden sechs Schritten bzw. Simulationslaufen:
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. Zuerst wurde das geldste Peptid vollstdndig immobilisiert und die Energie des L6-

sungsmittels 200 Zeitschritte lang minimiert, indem die Geschwindigkeiten der Ato-
me in jedem Schritt mit einem Faktor von 0,95 skaliert wurde. Auf diese Weise wur-
den diejenigen Energiebeitrdge aus dem System entfernt, die an einzelnen Atomen
durch einen evtl. noch vorhandenen Uberlapp mit den VDW-Kugeln anderer Atome
auftreten konnen.

. Bei weiterhin festgehaltenem Peptid wurde die freie Dynamik des Losungsmittels

im NVE-Ensemble 5.000 Schritte lang verfolgt. Die Bewegung der Losungsmittel-
molekile entstand dabei durch die Relaxation noch vorhandener Verspannungen.
Wahrend dieser Simulation heizten sich die Systeme, auch durch die immer auftre-
tenden Rauschkrafte, auf eine Temperatur von etwa 100 K auf. Auch konnten so die
DMSO-Moleklle mdgliche Leerraume in der Nahe des geldsten Peptids ausfillen.

. In den darauf folgenden 15 ps der Simulation wurde der Thermdsi4} fur das

Losungsmittel eingeschaltet und dieses im NVT-Ensemble auf eine Temperatur von
298 K erwarmt. Die Peptide blieben weiterhin immobilisiert, die Zeitskala der An-
bindung an das Warmebad betrtag= 0,5 ps.

. Bei einem immer noch festgehalten Peptid wurde nun vom NVT- in das NPT-En-

semble Ubergegangen und der Druck durch den Barostafdhduf 1 atm festge-
legt. Die Zeitkonstante der Ankopplung betrag = 2,5 ps und die experimentel-
le isotherme Kompressibilitat des DMSQ& (= 5,32 x 10~° 1/atm) wurde ange-
nommen. Dieser Schritt der Equilibrierung dauerte weitere 80 ps.

. Das Peptid wurde nun mit Hilfe des vollstandig equilibrierten Lésungsmittels vor-

sichtig ,aufgetaut”. Dazu wurden in den nachsten 50 ps der Simulation die Atome
der Modellpeptide freigegeben, allerdings nicht vollstandig: fur die Positionen der
Cq-Atome und der Stickstoffatome der Azo-Gruppe galten harmonische Zwangsbe-

dingungen mit einer Starke von 0,4 kcal/(mﬁo%). Auf diese Weise wurde die Kon-
figuration des Peptidrickgrats weiterhin festgehalten, wahrend die Seitengruppen
relaxieren konnten. Von diesem Equilibrierungsschritt an wurden der Thermo- und
der Barostat nur halb so stark an das System angebunglen { ps undcp = 5 ps).
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6. Jede Equilibrierung wurde durch eine Simulation von 100 ps Dauer bei einer Tem-
peratur von 298 K abgeschlossen, bei der die Dynamik der Modellpeptide frei von
allen Einschrankungen verfolgt wurde.

Stabilitat der NMR-Strukturen wahrend der Equilibrierung

Ein Zweck der vorgestellten aufwandigen Equilibrierung ist es, eine Aussage Uber die
Kompatibilitat der veroffentlichten NMR-Strukturen mit dem hier eingesetzten Kraftfeld
treffen zu kdnnen. Dazu ist zuerst anzumerken, dass bei der Optimierung der NMR-Struk-
turen das ProgrammpaketdiGHT || mit dem dort implementierten Kraftfeld \G-F Ver-
wendung fand. Dabei wurde der Einfluss des DMSOs als Lésungsmittel implizit durch die
Annahme einer DK von 46,7 abgescha&T][ Unterschiede zwischen dem im NMR-Re-
finement verwendeten und dem hier eingesetzten Kraftfeld bestehen daher unter anderem
in unterschiedlichen Parametern der Bonded- und Nonbonded-Wechselwirkungen (siehe
Abschnitt2.2) und in der ganz anderen Modellierung des Losungsmittels. Die Stabilitat
der NMR-Strukturen wahrend der Equilibrierung erméglicht daher eine Aussage Uber das
Ausmal dieser Unterschiede.

Abbildung 7.1 zeigt am Beispiel der Equilibrierung einer der NMR-Strukturen cies
cAPBs die wahrend der Schritte 5 und 6 im Peptidriickgrat auftretenden geometrischen
Anderungen. Wie zu Beginn des Kapit@®rortert wurde, dienen zur Beschreibung der
Geometrie des Peptidrickgrats die 16 Dihedralwigkehds der acht Aminosauren. Die
naheliegenste und in Abbildungl verwendete Darstellung dieser Daten ist die in Form
von acht Ramachandran-Plots.

Vergleicht man zuerst die in Abbildurig1 gezeigte NMR-Struktur (Lage der roten Kreu-

ze) mit dem schon mehrfach diskutierten abstrakten Ramachandran-Plot (Abkildung

bzw. den fur das Alanin-Dipeptid berechneten Energieflachen (Abbiléufgso ist zu
erkennen, dass durch die NMR-Strukturoptimierung teilweise Winkelkombinationen fur
das Peptid festgelegt wurden, die (nicht nur) imA&mm 22-Kraftfeld als energetisch un-
gunstig angesehen werden. In dem gezeigten Beispiel liegen beispielsweise die Geometri-
en der Residuen Ala 3 und Cys 5 in einem Bereich des Ramachandran-Plots, welcher der
in Peptiden selten beobachtetenSekundarstruktur entspricht. Im Verlauf der gezeigten
Equilibrierung ist auch sehr schnell (nach etwa 35 ps, Zeitachse hier nicht gezeigt) eine
Relaxation des Peptids hin zu einer Konfiguration geringerer innerer Energie zu beobach-
ten. Diese Relaxation bestand bei vielen der untersuchten NMR-Strukturen in einem oder
mehreren, sehr schnell ablaufenden so genariPgptid-Flips bei denen sich eines der
starren Peptidplattchen (vgl. Abbildurig?) um etwa 1860 dreht. Ein solcher Flip fuhrt

nicht unmittelbar zu groRen Anderungen an der raumlichen Struktur des Peptidriickgrats,
jedoch sind Auswirkungen des umgedrehten Dipols der Peptidgruppe zu erwarten. Ein
Flip der Peptidgruppe zwischen einem Residuuamd dem darauf folgenden Residuum

i 4+ 1 bewirkt eine gleichzeitige Anderung der Winkgl undg¢; 11 um jeweils etwa 180

Somit ist in Abbildung7.1 ein solcher Flip bei den Residuen 2 und 3 zu beobachten.
Er wird durch einen blauen Pfeil hervorgehoben. Gleichzeitig ist ein ahnlicher Ubergang
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Abbildung 7.1: Relaxation einer NMR-Struktur wahrend der MD-Simulation. Rama-
chandran-Plots der 16 Dihedralwinkglund s des Peptidrickgrats iris-cCAPB. Die Achsen-
beschriftungen (-180 0°, 180°) wurden aus Griinden der Ubersichtlichkeit weggelassen. Rote
Kreuze kennzeichnen die Geometrie der NMR-Startstruktur (hier die flnfte der zehn veréffent-
lichten Strukturen). Schwarze Punkte stellen die wahrend der Schritte 5 und 6 der Equilibrierung
aufgezeichnete Trajektorie dar. Farbige Pfeile verdeutlichen den Konformationiibergang in Form
zweier fast simultaner Peptid-Flips, der etwatbei 35 ps in Schritt 6, der freien Simulation, auf-

trat.

auch an den Residuen 6 und 7 zu beobachten (griner Pfeil). Durch die hohe Flexibilitat des
Glyzins ist der zweite Flip im Dihedralraum jedoch nicht im gleichen Mal3e ausgepragt.
Schlieflich sind in Abbildun@.1an fast allen Dihedralwinkeln, die nicht von einem der
Flips betroffen sind, Verschiebungen der bei der Simulation beobachteten Winkelvertei-
lung gegentiber der NMR-Struktur zu erkennen.

Zusammenfassend kann also festgestellt werden, dass viele der NMR-Strukturen bei Ver-
wendung des BARMM 22-Kraftfeldes und einer expliziten Modellierung des Lésungs-
mittels keine Strukturen minimaler freier Energie darstellen. Vielmehr scheint das beim
NMR-Strukturrefinement eingesetzte Verfahren des ,Simulated Annealings* in vielen Fal-
len Verspannungen im Peptidriickgrat erzeugt zu haben. Insbesondere ist darauf hinzuwei-
sen, dass die in den NMR-Strukturen festgelegten Ausrichtungen der Peptidplattchen und
damit die ihrer Dipole, von dem bei den Simulationen verwendeten Kraftfeld haufig als
energetisch aul3erst ungunstig beurteilt werden.
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7.2 Die Energielandschaften der cis- und trans -
Isomere

Eine Untersuchung der Landschaften der freien Energie der Modellpeptide ermdglicht es,
Aussagen uber die Ausdehnung ihrer Konformationsrdume zu treffen. Von Interesse ist
dabei ein Vergleich der Energielandschaften der unterschiedlichen Spezies der zyklischen
Peptide (AbbildunglL.13. Hier soll unter anderem der Einflu? des Methylenspacers im
cAMPB auf die Flexibilitat des Peptidriickgrats untersucht werden. Gleiches gilt nattrlich
auch fur die Auswirkungen der Disulfidbriicke im bcAMPB. Weiterhin ist es von grof3-
ter Wichtigkeit, fur jedes der drei Modellpeptide die Verdnderung der Energielandschaft
bei einem Wechsel des Isomerisierungszustandes des eingebauten Azobenzolfarbstoffs zu
bestimmen. Die sich hier stellenden Fragen sind: Wie schranken die durch die Geometrie
des Farbstoffs gebildeten Randbedingungen den Peptidteil der Modellsysteme ein? Wel-
che Unterschiede sind dabei zwischen den undtransIsomeren des Farbstoffs zu be-
obachten? Und wie stark Gberlappen die Energielandschaften der beiden Isomere jeweils
eines der Modellpeptide?

Wie schon am Anfang dieses Abschnitts erlautert wurde, dienten zur Bestimmung der
Energielandschaften freie Simulationen von jeweils 10 ns Dauer, die bei 500K durchge-
fuhrt wurden. Diese Erhohung der Temperatur auf einen Wert, der leicht iber dem expe-
rimentellen Siedepunkt von DMSO liegt, fihrte im NPT-Ensemble zu einer Abnahme der
Dichte auf etwa 0,9 g/cfaJedoch konnten bei einer visuellen Inspektion der Lésungsmit-
telkonfigurationen keine besonderen Dichteschwankungen oder entstehenden Hohlrdume
beobachtet werden. Wahrend der MD-Simulationen wurden die Koordinaten der Modell-
peptide alle 500 fs abgespeichert, so dass sich Trajektorien aus jeweils 20.000 Konfigura-
tionen ergaben.

7.2.1 Ramachandran-Plots

Abbildung 7.2 zeigt die Energielandschaften der drei betrachteten Modellpeptide, wobei
die Isomerisierungszustande jeweils zusammen in einem Diagramm dargestellt werden.
Zur Beschreibung der Konfiguration des Peptidriickgrats wurden wiederum die 16 Dihe-
dralwinkel verwendet und die Daten in Form von jeweils acht Ramachandran-Plots darge-
stellt. Die freie Energie wurde mit den in Kapitekrlauterten Methoden aus den Gleich-
gewichtstrajektorien bestimmt. Im Gegensatz zu den im NVT-Ensemble durchgefihrten
Simulationen am Alanin-Dipeptid und der daraus berechneten Helmholtz’'schen freien
EnergieF ist bei dem hier erzeugten NPT-Ensemble praziserweise von der Gibbs’schen
freien Energiegs zu sprechen. Da bei MD-Simulationen d@¥-Term allerdings nur eine

sehr untergeordnete Rolle spie¥0f, werden im Folgenden beide Energien vereinfacht
als die ,freie Energie“ bezeichnet.

Aufgrund der endlichen Lange der aufgezeichneten Trajektorien kann nattrlich nicht von
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Abbildung 7.2: Ramachandran-Plots der freien Energie der Modellpeptide Fur jedes der drei
zyklischen Peptide wird die aus den Gleichgewichtstrajektorien berechnete Schatzung der freien
Energie 6.2 als Funktion der acht Dihedralwinkelpaare dargestellt. Rote Konturlinien représentie-
ren die Energielandschaft deis-Isomere, blaue Konturlinien die deanslsomere. Der Abstand
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der Konturlinien betrégt jeweils 1 kcal/mol.
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einer wirklich ergodischen Dynamik des Systems ausgegangen werden, so dass die be-
obachteten Konfigurationsraumdichten wahrscheinlich mit hohen Fehlern behaftet sind.
Dennoch wurden die in Kapitd) vorgestellten Methoden unverédndert angewendet, es
muss aber jeweils die Signifikanz der gewonnenen Resultate diskutiert werden. Die Schéat-
zung der Konfigurationsraumdichten aus den Trajektorien geschah jeweils durch eine Mi-
schung von 100 univariaten Normalverteilungen, wobei deniar-Algorithmus in sei-

ner Erweiterung auf zirkulare Variablen Einsatz fand (siehe Abschiit Fir die sechs
betrachteten Datensatze ergaben sich sehr ahnliche optimale Gauldygismdass zur
besseren Vergleichbarkeit der Schatzungen in allen Féller0,43 gewahlt wurde.

Beginnt man die Diskussion der Abbildurg2 mit der Energielandschaft bzw. Konfi-
gurationsraumdichte dess-Isomers (rot) des monozyklischen APB-Peptids (cCAPB), so
zeigt sich zuerst, dass alle Residuen bei der MD-Simulation nur solche Winkelkombina-
tionen aufweisen, die den erlaubten Bereichervdbelikalen odeB-Faltblatt-ahnlichen
Sekundarstrukturen entsprechen. Eine Ausnahme bildet nattrlich immer das Glyzin mit
der Residuennummer 7 (Gly 7), dessen Konfiguration relativ unspezifisch ist und deshalb
hier nicht diskutiert werden soll. Die beiden an jedem Residuum auftretenden Minima der
freien Energie sind beimis-cAPB ungefahr gleich tief, nur beim Thr 4 tritt eine leich-

te Bevorzugung deg-Faltblatt-Konfiguration auf. Uneinheitlich ist die Aussage uber die
Hohe der Sattelpunkte zwischen den beiden Minima. Wahrend bei den Residuen 1, 2, 3
und 5 die Barriere bei negativen Werten vgngeringer ist (vgl. auch Abbildung.4),
scheint im Fall der Residuen 6 und 8 ein Ubergang iiber denjenigen Sattelpunkt giinstiger
zu sein, der bei positiven Werten vgnzu finden ist.

Ein anderes Bild bietet sich bei Betrachtung der blau eingezeichneten Energielandschaft
destranscAPBs. Hier ist der Konfigurationsraum der Mehrzahl der Residuen merklich
durch den gestreckten Azobenzolfarbstoff eingeschrankt: deutlich ist dies am Ala 1 zu be-
obachten, bei dem Uberhaupt nur didelikale Konfiguration auftritt. Auch beim Cys 2

ist jetzt diese Konfiguration leicht energetisch gegeniber der weiterhin beobachtbaren
Strang-Konfiguration bevorzugt. Dagegen erzwingt ti@ns-Chromophor bei den Resi-
duen 3 und 4 di@g-Strang-Struktur, die nun auch bei den Residuen 5 und 6 bevorzugt wird.
Am Phe 8 ist dagegen keine nennenswerte Verdnderung durch das Umschalten des Farb-
stoffs festzustellen. Im Vergleich zuams-cAPB drangt sich somit fir dasans-cAPB das

Bild einer durch den Farbstoff konformell stark eingeengte und gestreckte Konfiguration
des Peptidrickgrats auf.

Die Gegenuberstellung der Energieflachen des cAPBs und des cAMPBs ermoglicht es
nun, den Einfluss des zusatzlichen Methylenspacers im cAMPB abzuschétzen, der zwi-
schen dem Azobenzolfarbstoff und dem Phenylalanin (Phe 8) eingebaut ist (siehe Abbil-
dung1.13. Vergleicht man in Abbildung.2die Energielandschaften des cAPBs und des
cAMPBSs, so sind dort fur dieis-Isomere keinerlei signifikante Unterschiede festzustel-
len. Dagegen scheint beitranscAMPB der Einfluss des Farbstoffs nicht so ausgepragt
zu sein wie beinmtranscAPB. Beispielsweise konnen itnranscAMPB die Residuen 3

bis 5 weiterhin einer-helikale Konfiguration annehmen.
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Die Beobachtungen an deransisomeren zeigen demnach, dass dort der Einbau des
Spacers zu einer erhohten Flexibilitat des Modellpeptids bzw. zu schwécheren Ankopp-
lung der durch den Farbstoff ausgelbten Zwangsbedingungen fuhrt. Warum ist dies aber
nicht im Vergleich der beideais-Isomere zu beobachten? Ein mogliche Erklarung hierflr

ist, dass das Peptidrickgrat schondaiscAPB nur so wenig durch den Farbstoff beein-
flusst wird, dass es dort problemlos seine ,natirlichen* Konformationen einnehmen kann.
Eine weiteren Abschwachung der Anbindung des Farbstoffs durch den Spacer ist dann
nicht mehr maglich und bleibt ohne Folge. Alternativ kbnnte man vermuten, dass der
Einbau der Methylengruppe in das-Isomer prinzipiell keine Abschwachung der Anbin-
dung des Farbstoffes zur Folge hat. Die letztere Hypothese ist aber unter Berlcksichtigung
der in Abbildungl.12gezeigten Geometrien der beiden Azobenzol-Isomere zu verwerfen.
Dort wurde insbesondere der sich mit der Isomerisierung verandernde Offnungswinkel
des Farbstoffs als eine an das Peptid angelegte Zwangsbedingung hervorgehoben. Der
Methylenspacer erlaubt jedoch eine frei rotierbare Anbindung des Peptidriickgrats an den
Farbstoffs und fuhrt damit zwangslaufig zu einer Abschwachung der Einschrankung des
Peptid-Konformationsraumes.

Einen weitaus starkeren Einfluss auf die Energielandschaft des Peptids hat das Schliel3en
der Schwefelbriicke zwischen den beiden Cystein-Residuen, d.h. der Ubergang vom mo-
nozyklischen cAMPB zum bizyklischen bcAMPB. Abbildui? zeigt, dass die Schwe-
felbriicke die Konfiguration der ,eingeklammerten* Residuen Cys 2, Ala 3 und Thr 4
extrem einschrankt, so dass dort in der Energielandschaft nur ein einzelnes und gut de-
finiertes Minimum existiert. Diese Beobachtung ist unabhangig vom Isomerisierungszu-
stand des Farbstoffs. Wahrend an den Residuen 5, 6 und 8 des bcAMPBs teilweise noch
zwei Minima der freien Energie zu beobachten sind, also noch eine gewisse konformelle
Flexibilitat erhalten bleibt, sind auch dort die Energieflachen der beiden Isomere sehr ahn-
lich. Nur am Ala 1 weist dasissbcAMPB zwei Minima auf, dasransbcAMPB jedoch

nur eines. Verglichen mit den cAMPB zeigt das bcAMPB somit eine viel eingeschranktere
Energielandschaft, bei der nur noch ein geringer Effekt des Umschaltens des Farbstoffs zu
beobachten ist.

Zusammenfassend zeigen die Ramachandran-Plots der Energielandschaften, dass sich beim
Umschalten des Azobenzolfarbstoffs im cAPB der Konformationsraum des Peptidrick-
grats deutlich verandert. Wahrend dis-Energielandschaft eine hohe Komplexitat auf-

weist, scheint das Peptid in d#ansForm auf eine oder wenige Konformationen fest-

gelegt zu sein. Durch den Einbau des Methylenspacers in das cAMPB wird der Einfluss
des Farbstoffs auf das Peptidriickgrat merklich abgeschwacht. Schlief3lich fuhrt die Disul-
fidbriicke im bcAMPB zu einer extremen Versteifung des Peptids zwischen den beiden
Cysteinen. Die Energielandschatft lasst sich dort durch den Farbstoff nur noch wenig be-
einflussen.

Bei der Diskussion der in den Ramachandran-Plots dargestellten Energielandschaften ist
jedoch stets zu beriicksichtigen, dass diese acht zweidimensionalen Projektionen der frei-
en Energie keinen Einblick in die Korrelationen zwischen der Konfiguration eines der Re-
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Abbildung 7.3: Die Motivation der Anwendung der Hauptkomponentenanalyse.Sind die
Geometrien decis- und dertransisomere ausreichend verschieden voneinander, so kann ange-
nommen werden, dass die Hauptkomponenten des aus den beiden Trajektorien zusammengesetz-
ten Gesamtdatensatzes die Richtung bezeichnen bzw. denjenigen Unterraum aufspannen, in dem
eine gute Trennung der beiden Verteilungen beobachtet werden kann.

siduen mit derjenigen der anderen Aminosauren erlauben. So ist nicht ersichtlich, welche
Kombinationen solcher Konfigurationen tiberhaupt auftreten. Nimmt man am Beispiel des
cis-cCAPBs fur die sieben nicht-Glyzin Residuen je zwei mdgliche Konfigurationea-an (
helikal oderB-Strang-ahnlich), so lassen sich daralis 228 mégliche Konfigurationen

des Gesamtpeptids konstruieren. Die Fragen, welche dieser Kombinationen als Konfor-
mationen wéahrend der Simulation aufgetreten sind, wie diese Konformationen energe-
tisch zueinander stehen und welche Ubergange vorgekommen sind, kénnen in der bisher
gezeigten Darstellung nicht beantwortet werden.

7.2.2 Projektion der Energieflachen auf ihre
Hauptkomponenten

In Abschnitt5.1 wurde die Hauptkomponentenanalyse (PCA) als Methode zur Auswer-
tung der Korrelationen in hochdimensionalen Datensatzen vorgestellt und gezeigt, wie mit
ihrer Hilfe niedrigdimensionale Darstellungen dieser Daten erzeugt werden kdnnen. Be-
trachtet man, wie oben, die Peptidkonfigurationen bzw. Energielandschaften nur in ihrer
Projektion auf die einzelnen Residuen und deren Winkelverteilungen, so ist es unmaéglich,
beispielsweise Aussagen uber die auftretenden Sekundarstrukturmotive zu machen, nach
deren Definition die Geometrien mehrerer aufeinanderfolgender Residuen gleichzeitig in
bestimmten Gebieten des Ramachandran-Plots liegen missen. Deshalb spielen Korrela-
tionen zwischen den einzelnen Winkelkoordinaten eine grof3e Rolle. Es liegt also nahe,
die PCA auf die Energielandschaften anzuwenden.

Wurde man die Hauptkomponenten einer der Trajektorien, beispielsweise deisdes
cAPBs, untersuchen, so kdnnte man einen Einblick in die ,weichen* Freiheitsgrade des
dabei beobachteten Gemisches von Konformationen gewinnen. Im Hinblick auf die spater
durchzufiihrenden Nichtgleichgewichtssimulationen ist aber vielmehr eine gemeinsame
Auswertung der jeweiligenis- undtrans-Energielandschaften der Modellpeptide von In-
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teresse. Abbildund.2 skizziert die hiermit verbundene ldee: nimmt man an, dass sich
die Geometrien dearis-Isomere eines der Peptide grundlegend von denen des dazugehdri-
gentransIsomers unterscheiden, so sollte der aus beiden Simulationen zusammengesetzte
Gesamtdatensatz eine hohe Varianz in diejenige Richtung aufweisen, welche die beiden
Isomere im Winkelraum voneinander trennt. Eine Projektion der Daten auf diese ausge-
zeichnete Richtung erzeugt im gezeigten Beispiel zwei deutlich getrennte Verteilungen.
Dagegen hétte eine Projektion auf eine der eingezeichneten kartesischen Koordinatenach-
sen ein mehr oder minder starker Uberlapp der beiden Verteilungen zur Folge.

Ein solcher Uberlapp konnte auch zuvor in den Ramachandran-Plots der Abbildiing
beobachtet werden. Kann nun durch die PCA der drei Gesamtdatensatze aus den Simu-
lationen des cAPBs, des cAMPBs und des bcAMPBs jeweils eine optimale Richtung zur
Trennung decis- undtransKonformationsrdume bestimmt werden? Solch ein einfach zu
berechnendes und lineares Mal3 zur Klassifikation einer Peptidstruktis-adslertrans

artig ware zur Auswertung der Isomerisierungssimulationen sehr hilfreich. Und welche
Einsichten erlauben die Projektionen der hochdimensionalen Energielandschaften auf die
ersten Hauptkomponenten?

Der Hauptkomponentenanalyse wurde nicht direkt auf den MD-Trajektorien ausgefuhrt.
Vielmehr stiitzt sie sich auf die schon im vorangehenden Unterabschnitt verwendeten
Schatzungen der Konfigurationsraumdichten durch jeweils 100 univariate Normalvertei-
lungen. Auf diese Weise konnte der hohe Rechenaufwand vermieden werden, der mit der
Verarbeitung der zweimal 20.000 Merkmalsvektoren der Trajektorien verbunden ist. Zu-
satzlich umfasst dieses Vorgehen schon vor der PCA eine Verminderung des unkorrelier-
ten Rauschens der Daten, denn die Dichteschatzung mit univariaten Normalverteilungen
erzeugt ein Datenmodell, in dem Rauschbeitrdge senkrecht zu der durch die Daten aufge-
spannten Mannigfaltigkeit im Merkmalsraum unterdrickt sitdl.

Fuhrt man die PCA auf den Orten der Kodebuchzentren aus, so erhalt man das in Abbil-
dung7.4gezeigte Eigenwertspektrum der Kovarianzmatrizen der drei Gesamtdatenséatze.
Bei allen drei Modellpeptiden tritt der erwartete exponentielle Abfall der Varianzen mit
der Nummer der Hauptkomponente auf, besonders interessant ist jedoch der Umstand,
dass sich gerade die ersten zwei Hauptkomponenten stark von den anderen Komponen-
ten absetzten. Diese Beobachtung motiviert eine Projektion der Energielandschaften auf
genau diese ersten zwei Komponenten, wie sie in AbbilduBgargestellt wird. Es wer-

den zwei alternative Darstellungen gezeigt: einmal unter Verwendung von Hohenlinien, in
denen Details der Energielandschaften besser erkennbar sind und eine dreidimensionale
Berg- und Tallandschaft, die eine bessere Ubersicht und Anschaulichkeit bieten. Schon
ein erster Blick auf die abgebildeten Energielandschaften macht deutlich, dass durch die
PCA bei keinem der drei Peptide eine vollstandige Trennungideund trans-Konfor-
mationsraume erreicht wird.

Am Beispiel der beiden cAPB Isomere ist zu sehen, dassidiEnergielandschaft (rot)
weiter ausgedehnt ist als die dazugehotigasLandschaft (blau). Wéahrend der Schwer-
punkt dercis-Konfigurationen des cAPBs eher im oberen linken Quadranten der Abbil-
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Abbildung 7.4: Die mit den Hauptkomponenten verbundenen VarianzenDie nach ihrer Gro3e
sortierten Eigenwerte der Kovarianzmatrix 12 bzw. die Varianzen der 16 Hauptkomponenten
fur die drei Gesamtdatensétze. Diese Datensatze wurden jeweils aus den Trajektazisnucer
trans-lsomere der drei Modellpeptide zusammengesetzt.

dung7.5a zu finden ist, liegt der Schwerpunkt deans-Konfigurationen im unteren rech-

ten Quadranten. Eine gewisse Trennung der beiden Konformationsraume kann auf diese
Weise beobachtet werden, allerdings zeigen die Verteilungen einen starken Uberlapp. Da
dieser Uberlapp auch in Projektion auf die weiteren Hauptkomponenten auftritt und dort
erwartungsgemal zunimmt (Daten hier nicht gezeigt), ist festzustellen, dass bei den Si-
mulationencis-Strukturen auftreten, welche in der Winkeldarstellung ttans-Struktu-

ren nicht unahnlich sind. Innerhalb dgs-Energielandschaft des cAPBs erkennt man ein
groReres und in sich strukturiertes Minimum und vier bis funf Nebenminima, die durch
Barrieren von etwa 0,5 bis 1 kcal/mol voneinander getrennt sind. Die dazugetrange
Energielandschaft weist zwei sehr ausgepragte Minima auf, die Gber eine ahnlich hohe
Barriere verbunden sind, wéahrend schwach ein drittes Minimum zu entdecken ist.

Die projizierten Energielandschaften des cAMPBSs zeigen, verglichen mit denen des cAPBS,
keine gravierenden Unterschiede. Im Fall des cAMPBSs erscheiotgieandschaft etwas
kompakter zu sein als zuvor. Auch treten ihre Nebenminima weniger deutlich hervor. Die
trans-Landschaft des cAPBs hat ungefahr die gleiche Ausdehnung wie die des cAPBs
und zeigt neben einem ausgepragten Maximum noch ein einzelnes Nebenminimum. In-
teressanterweise scheint der in Abbilduh8a skizzierte Ansatz, durch eine PCA dis-
undtransisomere zu trennen, im Fall des CAMPBs besser realisiert zu sein: zwar ist auch
hier ein deutlicher Uberlapp der beiden Konformationsraume festzustellen, jedoch gibt die
erste Hauptkomponente eine gute Richtung zur deren Trennung an, wie man an der Lage
der beiden Schwerpunkte erkennen kann.

Von einer Trennung der beiden Konformationsraume kann dagegen beim bcAMPB nicht
gesprochen werden. Wie schon die Ramachandran-Plots der bcAMPB-Energielandschaf-
ten (Abbildung7.2) vermuten lieRen, tritt hier ein fast vollstandiger Uberlapp der beiden
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Abbildung 7.5: Die freie Energie in Projektion auf die ersten beiden HauptkomponentenEir

die drei Modellpeptide cAPB, cAMPB und bcAMPB wird die aus den Gleichgewichtssimulationen
bestimmte freie Energia G relativ zum Energieminimum in ihrer Projektion auf die ersten beiden
Hauptkomponenten der Gesamtdatenverteilung als Kontur- und als 3D-Plot dargestellt. Die Ener-
gieflachen decis-Isomere sind rot, die déransIsomere blau gezeichnet. Die Hauptkomponenten
sind in Radians angegeben und die Konturlinien haben einen Abstand von jeweils 0,5 kcal/mol.
Zur besseren Ubersicht wurde in den 3D-Plots die z-Achse umgedreht, so dass die Minima der
freien Energie als Maxima erscheinen.
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7.3 Konformationsanalyse durch Klassifikation der MD-Trajektorien

Verteilungen auf. Auch in ihrer Ausdehnung, Strukturierung und in der Anzahl der zu
beobachtenden Minima sind sich beim bcAMPB beide Konformationsraume sehr ahnlich.

Die in Abbildung7.5vorgestellten zweidimensionalen Projektionen der Energielandschatf-
ten auf die ersten zwei Hauptkomponenten der Peptidkonfigurationen ermdglichen so-
mit einen ersten anschaulichen Einblick in die Konformationsraume der Modellpeptide.
Der Vergleich der Ergebnisse deis- und dertransisomere zeigt fur das cAPB und das
cAMPB, dass dort ein Umschalten des Azobenzolfarbstoffs, wie erwiinscht, zu deutlichen
Veranderungen an dem flr das Peptidrickgrat zuganglichen Konformationsraum fuhrt.
Im Fall des bcAMPBs scheint dies nicht im gleichen Mal3e zuzutreffen. Die angestreb-
te Definition einer linearen Reaktionskoordinate zur Bewertung einer beliebigen Peptid-
konfiguration als mehcis- odertrans-artig konnte nicht erreicht werden, was zu dem
Schluss fuhrt, dass sich die beiden Konformationsrdume nicht linear trennen lassen. Auf
die Diskussion der in Abbildung.5beobachteten Minima der auf die Hauptkomponenten
projizierten freien Energie mochte ich verzichten, da die Konformationen im folgenden
Unterabschnitt der Peptide zuverlassiger im vollen 16-dimensionalen Raum aller Dihe-
dralwinkel bestimmt werden kdnnen.

7.3 Konformationsanalyse durch Klassifikation der
MD-Trajektorien

Mit dem in Abschnitt5.3 vorgestellten AsoVerfahren steht eine Methode der untber-
wachten Klassifikation zur Verfiigung, die es erlaubt, die Hierarchie von Molekilkonfor-
mationen aus den Gleichgewichtssimulationen zu bestimmen. Als Ausgangspunkt dieses
Verfahrens dienen wiederum die parametrischen Schatzungen der Konfigurationsraum-
dichten, die schon in den vorangehenden Unterabschnitten in Form der Energielandschaf-
ten diskutiert wurden. Das Resultat deso-Verfahrens ist nach Abschn#t3in einer
Menge von prototypischen Merkmalsvektorgh (5.37) in Abhangigkeit von einer zu
wéahlenden Auflosungsstute, die alternativ auch durch den Skalenparametéb.32
angegeben werden kann. Nach Kapfiddezeichnet jeder dieser Protoypen den Ort eines
lokalen Maximums der skalierten Datendichte und damit eine Konformation des simulier-
ten Molekdls.

Das AssoVerfahren wurde jeweils auf die Trajektorien der drei Modellpeptide in ih-

ren beiden Isomerisierungszustadnden angewendet. Die zu Grunde liegende Schatzung der
Konfigurationsraumdichten wurde schon in den vorangehenden Unterabschnitten vorge-
stellt. Wichtig fur die nun folgende Diskussion ist nur, dass bei den Dichteschatzungen
stetsR = 100 Kodebuchzentren Verwendung fanden und dass, zur besseren Vergleich-
barkeit, einheitlich fur alle Peptide und Isomerisierungszustéande die selbe Gaul3breite
o = 0,43 angenommen wurde.

143



7 Die Modellpeptide im Gleichgewicht
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Abbildung 7.6: Die Anzahlen der Konformationen. Fir die drei Modellpeptide und deren Iso-
mere wurden mit Hilfe des aso-Verfahrens die ZahleiN, der Konformationen als Funktionen
des Skalenparametepsbestimmt. Eine gestrichelte Linie hebt die zur weiteren Diskussion aus-
gewahlte Skalenstufe = 3,2 (0 = 1,39) hervor. Die auf dieser Stufe gefundenen Anzahlen von
Konformationen werden zusatzlich jeweils fur dis- (rot) und dietrans-Isomere (blau) in die
Diagramme eingetragen.

7.3.1 Die Anzahlen der bestimmten Konformationen

Die erste Observable bei der untiberwachten Klassifikation der Trajektorien ist die Zahl
No der gefundenen Konformationen als Funktion der Auflésungsstiizw. o). Abbil-
dung7.6 zeigt diese Funktionen fur die drei Modellpeptide und erméglicht jeweils einen
Vergleich dercis- und dertranslsomere. Beginnt man die Diskussion mit ders-Iso-

mer des cAPBs, so wird dort fur grof3e Glattunger=(4,6) nur ein Prototyp detektiert,
welcher den globalen Mittelwert aller bei der Simulation durchlaufenen Peptidkonfigu-
rationen darstellt. Mit abnehmendesbeobachtet man das nach den Ausfihrungen von
Abschnitt5.3 erwartete monotone Ansteigen vébh, d.h., dass bei verfeinerter Darstel-
lung immer kleinrAumigere Strukturen sichtbar werden. BagtAPB fallt auf, dass die
Unterteilung in drei Konformationen tber einen gré3eren Bereichov&tabil ist. Danach

folgt eine stetige Zunahme vdW,. Die hochdimensionale Energielandschaft dieses Pep-
tids weist demnach drei ausgepragte Minima oder Konformationen auf, die bei naherer
Betrachtung eine starke Strukturierung zeigen, also in Sub-Konformationen zerfallen.

Dagegen tritt das in Abbildung.5 beobachtete zweite Minimum der freien Energie beim
trans-CAPB erst bei sehr viel kleineren Werten voauf. Dies geschieht in einem Bereich,

in dem dascis-Isomer schon fast 20 Konformationen aufweist. Man erkennt an diesem
Beispiel, dass der Vergleich der zu den beiden Isomeren gehdrigen Graphen und beson-
ders die Grole der dazwischen eingeschlossenen Flache es erméglicht, die Ausdehnung
der beiden Konformationsrdume in Beziehung zu setzen. Damit kann die Fahigkeit des
Azobenzolfarbstoffes beurteilen werden, den Konformationsraum des Peptidteils durch
die mit der Isomerisierung verbundene Geometriednderung zu modifizieren. Im Fall des
CAPBs bestatigt sich die schon zuvor gemachte Beobachtung, dass der Konformations-
raum dercis-Isomere viel weiter ausgedehnt und strukturierter ist, als derjenigeates
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Isomers. Es kann hier somit von einer hohen ,Schaltfahigkeit* des Modellsystems gespro-
chen werden kann.

Geht man zur Betrachtung des cAMPBs uber, so fallt auf, dasssitsomer auch bei
grofR3en Glattungen zwei Prototypen auftreten. Diese Beobachtung verweist auf zwei geo-
metrisch stark unterschiedliche Gruppen von Konformationen. Ansonsten @sdar-

ve ihrem Gegenstiick beim cAPB sehr &hnlich und zeigt einen vergleichbaren Anstieg im
selben Bereich vop. Dagegen ist an der Kurve dgansIsomers eine im Vergleich zum
cAPB viel friher einsetzende Zunahme vblg zu beobachten, die auf eine Zunahme
der konformellen Flexibilitat degans-Peptids durch den Einbau des Methylen-Spacers
hinweist. Wie schon in den vorangehenden Abschnitten vermutet wurde, beeinflusst der
Spacer dagegen ders-Konformationsraum nur in geringem Mal3e. Betrachtet man wie-
der die Flache zwischen den beiden Kurven als MaR fur die Schaltfahigkeit des cAMPBs,
so nimmt diese durch den Einbau des Spacers deutlich ab.

Das Schliel3en der Disulfid-Brticke fuhrt nur zu geringen Veranderungen an der Kurve der
N, destransbcAMPBs, wie ein Vergleich mit dem Graphen desnscAMPBs zeigt.
Tendenziell werden beitmans-bcAMPB etwas weniger Konformationen detektiert. Auf-
fallig ist hier auch die Stabilitat der Unterteilung in genau drei Konformationen. Wie auch
schon in den vorangehenden Diskussionen vermutet wurde, schrankt die Disulfid-Briicke
jedoch dertis-Konformationsraum des Peptids sehr stark ein. Wahrend beim cAPB und
beim cAMPB flir Skalenstufen vom < 3,0 eine schier uniiberschaubare Anzahl von Kon-
formationen beobachtet werden konnte, ist der Anstieg loesfhcAMPB weit weniger
ausgepragt. Durch die Ahnlichkeit der Kurven der beiden Isomere des bcAMPBs in Ab-
bildung 7.6 ist fur dieses Modellpeptid nur noch von einer sehr geringen Schaltfahigkeit
auszugehen.

Bevor eine detailliertere Untersuchung der beobachteten Konformationen stattfinden kann,
ist es notwendig, eine Auflosungsstufeur Betrachtung auszuwahlen, da sich sonst der
Umfang der zu diskutierenden Ergebnisse als zu grof3 darstellt. Diese Auswahl ist mit
einer gewissen Willktr verbunden. Zwar legt Abbildung nahe, dass sich in der Um-
gebung vono = 3,8 die Zahl der klassifizierten Prototypen bei kleinen Variationen der
Auflésung nicht stark &ndert. Jedoch wird fur dasbcAMPB bei dieser Auflésung ei-

ne geringere Zahl von Konformationen identifiziert als fur t@ans-Zustand, obwohl der
Verlauf der Kurven fir kleine Skalenstufen eine gegenlaufige Tendenz andeutet. Wie Ab-
bildung 7.6 ferner zeigt, steigt fip < 3,0 die Zahl der Konformationen dess-cAPBs

und descis-cCAMPBSs so stark an, dass eine Darstellung und Diskussion aller dieser Struk-
turen sehr untibersichtlich ware. Als Kompromiss wurde deshah3,2 gewahlt. Diese
Skalenstufe und die auf ihr beobachtete Anzahl von Konformationen ist in Abbildléng
hervorgehoben. Somit wird die GleichgewichtstrajektoriedesAPBs im Folgenden in

12 verschiedene Konformationen unterteilt, wahrend fir das entsprectrangdésomer

noch keine Unterteilung vorgenommen wird (12:1). Fur das cAMPB wird ein Verhaltnis
von siebercis-Konformationen zu dreransKonformationen beobachtet (7:3), wéahrend
das bcAMPB vier zu drei Konformationen zeigt (4:3). Anhdhgibt einen tabellarischen
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7 Die Modellpeptide im Gleichgewicht

Uberblick tiber die zu allen diesen Konformationen gehérengeur -Winkel, die dort
zusatzlich in einer einfachen binaren Klassifikat®entweder als ¢-helikal“ oder ,8-
faltblattartig” bezeichnet werden.

7.3.2 Reprasentative Strukturen

In der bisherigen Diskussion der untiberwachten Klassifikation der Gleichgewichtstra-
jektorien wurde ausschliellich auf die Anzahl der gefundenen Konformatibipeals
Funktion der Auflésungsstufe eingegangen. Die mit einer der Konformationen verbun-
dene Molekllgeometrie kdnnte zur Betrachtung wie zuvor in einen Ramachandran-Plot
eingezeichnet werden. Da aber schon gezeigt wurde, dass diese Art der Darstellung nur
einen beschrankten Einblick in eine Molekulkonfiguration erlaubt, und um einen weiteren
Vergleich mit den verdffentlichten NMR-Strukturen zu erméglichen, soll hier der Schritt
zuriick aus dem Raum der Dihedralwinkel in den der kartesischen Koordinaten aller Ato-
me der Modellpeptide gemacht werden. Wie in Abschnittdiskutiert wurde, fehlen in

der dimensionsreduzierten Winkeldarstellung alle Informationen tber die Orte der Atome
der Peptid-Seitengruppen oder der Azobenzolfarbstoffe. Um dennoch fir einen gegebenen
Satz von Dihedralwinkeln dazu passende kartesische Atomkoordinaten des Gesamtmole-
kuls zu erhalten, ist es naheliegend, in der Gleichgewichtstrajektorie nach einer Molekil-
geometrie zu suchen, deren Dihedralwinkel eine mdglichst kleine quadratische Abwei-
chung von den gegebenen Winkeln aufweisen. Die so gefundene reprasentative Struktur
kann dann als Grundlage der Visualisierung der Konformation dienen.

Abbildung 7.7 zeigt die auf der im vorhergehenden Abschnitt ausgewahlten Skalenstufe
von p = 3,2 beobachteten Konformationen der drei Modellpeptide in ihren jeweils zwei
Isomerisierungszustanden. Um diese Abbildung zu erzeugen, wurden die jeweiligen re-
prasentativen Strukturen der Konformere durch einen RMSD-Fit (siehe AbsgHhiiuf

eine dieser Strukturen abgebildet, danach eine mittlere Struktur berechnet und anschlie-
Rend alle Strukturen auf diese mittlere gefittet. Bei den Fits wurde jeweils die Koordina-
ten allerC,-Atome berlcksichtigt. Um eine gute Anpassung der Farbstoffe aneinander
zu erzielen, wurden von diesen jeweils sechs Atome (die beiden Stickstoffe und die Koh-
lenstoffe auf den Symmetrieachsen der Phenylringe) hinzugezogen. Talielkbgt die
beobachteten mittleren RMSDs. Fur die dreidimensionale Zeichnung des Peptidriickgrats
der Strukturen wurde die schon in Abbildubhd 4verwendete Darstellungsform verwen-

det, bei der eine Spline-Funktion dig,-Atome verbindet. Ferner werden die schweren
Atome des Farbstoffs durch eine weitere zylinderformige Darstellung hervorgehoben. Die
Seitenketten und leichten Atome der Molektile werden in dieser vereinfachten Abbildung
nicht gezeigt.

Zusatzlich wird in Abbildungr.7 auch noch eine Abschéatzung der relativen freien Ener-
gien der Konformere vorgenommen. Diese Abschatzung beruht auf den bei den Gleichge-
wichtssimulationen beobachteten Besetzungen der Konformationssubzustande. Am Ende
von Abschnitt5.3 wurde erlautert, wie die Zuordnungswahrscheinlichiik|x) (5.42)
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RMSD (A)
Peptid cis trans

CAPB 1,69 0,00
CAMPB 191 0,63
bcAMPB 1,75 0,61

Tabelle 7.1: Mittlere RMSDs der Peptid-Konformationen. Fir die drei Peptide in ihren jeweils

zwei Isomerisierungszustanden wurden die mittleren RMSDR§ der in Abbildung7.7 gezeigten
reprasentativen Strukturen aller Konformationen in Bezug auf eine gemittelte Struktur berechnet.
Da fur dagranscAPB auf der gewahlten Auflésungsstufe nur eine Konformation gefunden wurde,
verschwindet die RMSD fiir dieses Peptid.

einer durch den Merkmalsvektgrbeschriebenen Molekilgeometrie zur Konformation

aus dem Dichtemodell und dem Ergebnis der untiberwachten Klassifikation der Trajekto-
rie zu berechnen ist. Die in einer Trajektorie beobachtete Besetzungswahrscheinlichkeit
Px einer Konformatiork ist dann der zeitliche Mittelwert dieser Grol3e

M
1 A
Pe= t§=1ﬁ PkIx(®)), (7.1)

aus der analog zb(2) die Differenz der freien Energie zweier Konformationennd|
zu

AF = —kg T In% (7.2)

berechnet werden kann. In Abbildu@g7 wird diese Differenz immer in Bezug auf die
Konformation kleinster freier Energie in Einheiten danT angegeben, was b&i= 500 K

fast exakt 1 kcal/mol entspricht. Die gezeigte Energieskala verdeutlicht die in den Grau-
stufen der Molekuldarstellung kodierten Energiedifferenzen: dunkle Schattierungen fur
energetisch niedrige Konformationen, helle Tone fur nur schwach besetzte, energetisch
hoherliegende Konformationen.

Schlief3lich stellt Abbildung’.8 den aus den MD-Simulationen bestimmten Konforma-
tionen die entsprechenden von Renner et3d, B8] verodffentlichten NMR-Strukturen
gegeniber. Es wurden jeweils die 10 energetisch niedrigsten Strukturen des NMR-Refine-
ments ausgewahlt und der€g-Atome durch einen RMSD-Fit aufeinander gelegt. Es ist

zu betonen, dass im Fall des bcAMPBs nicht die Strukturen der Originalveroffentlichung
[38] gezeigt werden, sondern die bisher unveréffentlichten Ergebnisse neuer Messungen.

Um den Vergleich zwischen den MD-Konformationen und den NMR-Strukturen besser
herausarbeiten zu kdnnen, mdchte ich die Abbildung&mund 7.8 gleichzeitig diskutie-
ren. Beginnt man die Betrachtung mit ders-cAPB, so weisen die zwolf dort gefundenen
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trans-cAPB

trans-cAMPB
cis-bcAMPB trans-bcAMPB
EETT [ 7 7 1]
00 025 05 075 10 125 15 175 >20
AF (k,T)

Abbildung 7.7: Die beobachteten Konformationen der Modellpeptide Fir jedes der drei Mo-
dellpeptide werden die in den MD-Simulationen bei 500 K beobacht@temnd trans-Konfor-
mationen dargestellt. Die jeweiligen Anzahlen und Geometrien der Konformationen wurden durch
eine unuberwachte Klassifikation aus den Trajektorien bei ermittelt. Die Legende gibt die Skala der

Graustufen an, mit denen die freie Energie der Konformationen relativ zum energetisch niedrigsten
Zustand angegeben wird.
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Cis-CAPB trans-cAPB

cis-bcAMPB trans-bcAMPB

Abbildung 7.8: Die NMR-Strukturen. Die hier gezeigten Abbildungen fir das cAPB und das
cAMPB wurden den Veroffentlichen von Renner et &7,[38] enthommen. Die Strukturen des
bcAMPBSs entstammen erneuten, bisher unveroffentlichten Messungen.
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MD-Konformationen recht unterschiedliche Geometrien auf. Sie sind teils helikaler Na-
tur, einige Konformationen weisen aber auch weite, ungeordnete Geometrien auf, die tb-
licherweise als ,Loops" bezeichnet werden. Die Einfarbung der dargestellten Strukturen
zeigt, dass mehrere sehr unterschiedliche Konformationen eine vergleichbar niedrige freie
Energie besitzen, also davon ausgegangen werden kann, dass diese Konformere auch bei
300 K zu beobachten sind. Dies gilt nicht unbedingt fur diejenigen Konformationen, deren
Energiedifferenz mehr als etwa 1 kcal/mol betragt. Dieser Umstand besitzt eine gewisse
Relevanz fur den Vergleich mit den entsprechenden NMR-Strukturen, die als Minimal-
strukturen aus dem Refinement hervorgegangen sind und damit einem Ensemble bei 0K
entsprechen. Hier, im Fall dess-cAPBs, wirken die NMR-Strukturen viel kompakter

als diejenigen der MD-Konformationen. Neben zwei helikaler Strukturen beobachtet man
dort eine Reihe von gestreckten Geometrien, die einander sehr &hnlich sind. Bei allen
der zehn gezeigten NMR-Strukturen tritt eine sehr kleine Distanz zwischen den mittleren
Teilen des Peptidriickgrats und dem Farbstoff auf. Dies steht im Gegensatz zu den MD-
Strukturen, bei denen haufig eine fast kreisformige Geometrie des Molekiils auftritt.

Eine groRRe Ubereinstimmung zwischen den NMR- und den MD-Untersuchungen herrscht
bei der Frage der Geometrie des Peptidrickgratstrdes cAPBs: sowohl die einzige
MD-Konformation als auch die sehr uniformen NMR-Strukturen weisen eine gestreck-
te Form des Peptidteils auf. Unterschiede der beiden Abbildungen sind auf verschiedene
Definitionen der Tube-Darstellung zurtickzuftihren. Eine deutliche Differenz zeigt sich je-
doch in der Orientierung der Phenylringe des Azobenzolfarbstoffs, die bei allen dreien der
transModellpeptide bei den MD-Simulationen in der Ebene des ringférmigen Molekiils
liegen, wahrend sie bei den NMR-Strukturen senkrecht dazu stehen.

Geht man zuntis-cAMPB (ber, ist bei den MD-Simulationen im Vergleich zuns-

cAPB noch einmal die schon diskutierte Abnahme der Anzahl von Konformationen zu
beobachten. Wéahrend bei den bisherigen Untersuchungen zwischen diesen beiden Mo-
dellsystemen keine gravierenden Verénderungen durch den Einbau des Methylenspacers
festgestellt werden konnten, fallt in Abbildurig7 die starker ausgepragte Helizitat der
energiearmsten Konformationen das-cCAMPBs auf. Diese Beobachtung deutet darauf

hin, dass erst durch die Kombination des Spacers mit defRarbstoff die konformel-

le Einschrankung des Peptidteils so weit aufgehoben wird, dass dem Peptidriickgrat die
Ausbildung der ,natirlichen” helikalen Struktur gelingt. Die NMR-Messungencan
CcAMPB bestéatigen diese Beobachtung: fir alle zehn Strukturen wird hier eine Windung
mit zwei Umdrehungen angenommen. Allerdings wird diese helikale Struktur aus den
NMR-Messungen auch fur dasnscAMPB vorhergesagt. Hier lasst das Refinement nur
eine einzige Konformation zu. Die dabei bestimmte Helix des Peptidriickgrats ist offen-
sichtlich nicht ganz mit den vom Farbstoff erzeugten Randbedingungen vereinbar, was zu
teilweise stark gebogenen und unter Spannung stehenden Konfigurationen der Azobenzol-
gruppe fuhrt. Diesen gewundenen Strukturentdass-cAMPBs widersprechen die MD-
Simulationen, bei denen die Konformere desscAMPBs zwar eine etwas grof3ere Va-
riabilitat als beimtrans-cAPB, aber immer noch eine gestreckte Gestalt aufweisen. Wenn
man die energetisch ungunstigste der drei Konformationen vernachlassigt, lassen die Si-
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cis-cAPB

Konformation 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
RMSD (A) 2,00 0,47 1,27 1,44 0,00 2,27 1,08 1,97 1,72 1,47 1,56 1,15

trans-cAPB

Konformation 1
RMSD (A) 1,15

Tabelle 7.2: Mittlere RMSDs der cAPB-KonformationsensemblesFur jeder der in Abbil-
dung7.9gezeigten Konformationen wurden die RMSDs der zugeordneten Strukturen gemittelt.

mulationsergebnisse nur im rechten Teil des Peptids Auswirkungen des Spacers erkennen.

Wie schon zuvor festgestellt wurde, beobachtet man bei den Simulationen des bhcAMPBs
eine vergleichbare Flexibilitat in dems- und dentrans-Konformationsraumen. Nach Ab-
bildung 7.7 zeigen die Geometrien des Peptidriickgrats bei beiden Isomeren gréRRere Ahn-
lichkeiten als dies bei den anderen Modellpeptiden der Fall ist. Wahrend allerdings im
cis-Zustand neben einer energetisch favorisierten Konformation auch einige abweichende,
energetisch hoherliegende Konformere existieren, sind sich die drei Konformationen des
transbcAMPBs geometrisch sehr &hnlich und wurden auch in der Trajektorie zu fast glei-
chen Anteilen beobachtet. Der Vergleich der MD-Konformationen mit den aus den neuren
Messungen bestimmten NMR-Strukturen fordert beim bcAMPB eine fast Uberraschende
Ubereinstimmung zu Tage. Nur Uiber das Ausmaf der Variabilitat der Konformationen be-
steht keine Einigkeit. Auch im Fall des bcAMPBs erzeugt das NMR-Refinement deutlich
kompaktere Verteilungen.

Zusammenfassend kann folgendes festgehalten werden: beschreibt man wie in den Abbil-
dungen?7.7und 7.8 die Geometrie des Peptidriickgrats alleine durch die raumliche Lage
derC,-Atome, so ist flr die Geometrien der Peptidteile einiger der Modellsysteme, nam-
lich dastranscAPB, dascis-=cCAMPB und die beiden bcAMPBSs, eine erstaunlich gute
Ubereinstimmung zwischen Simulation und NMR-Messung festzustellen. Bei den ande-
ren Peptiden treten hingegen teilweise deutliche Unterschiede auf. Ferner beobachtet man
tendenziell bei den MD-Simulationen eine grofl3ere Variabilitat der moglichen Peptidkon-
formationen, wogegen die Ensembles der NMR-Strukturen zumeist kompakter erschei-
nen.

Die Konformationen des cAPBs im Detalil

Fur die im nachsten Abschnitt anstehende Diskussion der NMR-Restraints ist es unab-
dingbar, auf die in den Simulationen beobachteten Konformationen der Peptide detaillier-
ter als zuvor geschehen einzugehen. An Stelle der in Abbildungezeigten Uberlage-
rungen aller Konformationen, werden in Abbilduidg am Beispiel des cAPBs die ge-
fundenen Konformere einzeln dargestellt. Zusatzlich zu der farbig hervorgehobenen Mo-
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cis-cAPB

Abbildung 7.9: Die Konformationen des cAPBs.Die in Abbildung7.7 gezeigten Konformatio-

nen desis- undtranscAPBs werden einzeln dargestellt und sind farblich hervorgehoben. Zusatz-
lich werden in grau die zugeordneten Strukturen gezeigt, die jeweils ein Kodebuchzentrum der
Dichteschéatzung représentieren. Die Ziffern benennen die Konformationen, die absteigend nach

ihrer Besetzung4.1) sortiert sind. Ferner werden den ersten sechs Konformationen eindeutige
Farben zugeordnet.
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7.3 Konformationsanalyse durch Klassifikation der MD-Trajektorien

lektlgeometrie mit welcher der Prototyp der entsprechenden Konformation reprasentiert
wird, gibt Abbildung7.9aber auch einen Einblick in die Ausdehnung des entsprechenden
Konformationssubraumes. Dazu werden jeder Struktur minimaler freier Energie eine Aus-
wahl von Molekilkonfigurationen Uberlagert, die als zu dieser Konformation zugehoérig
klassifiziert wurden. In Ubereinstimmung mit dem am Ende von Abscraformulier-

ten zweistufigen Klassifikationsverfahren wurden hierzu diejenigen Molekilgeometrien
aus der Trajektorie verwendet, die den 100 Kodebuchzentren der Dichteschatzung der
Gesamtrajektorie entsprechen. Die jeweilige Anzahl der zu einer Konformation zugeord-
neten Strukturen spiegelt vergrobert die schon zuvor betrachtete Besetzi)ngi€der.
Tabelle7.2 fuhrt die gemittelten RMSDs auf, die bei der Anpassung der reprasentativen
Strukturen an die Struktur des Minimums beobachtet wurden. Die in Abbilduhgnd

im Folgenden fur die Konformationen verwendeten Bezeichnungen (,1%-,12%) entstam-
men der Reihenfolge, in der diese Zustande wéahrend der Klassifikation der Trajektorien
aufgefunden wurden. Da diese Reihenfolge keinerlei physikalische Bedeutung hat, wur-
den die Konformationen in Abbildung.9 absteigend nach ihrer Besetzunglj bzw.

nach zunehmender freier Energie sortiert. Schlief3lich wird den ersten sechs Konformatio-
nen jeweils zusatzlich eine Farbe zugeordnet, was zur besseren Ubersichtlichkeit spaterer
Abbildungen beitragen soll.

In ihrer Gesamtheit betrachtet, verstarken die in Abbilda@gezeigten Konformationen

des cAPBs noch einmal die Beobachtungen, die schon anhand von Abbildigemacht
worden: dadransisomer des cAPBs weist genau eine gut definierte Konformation auf.
Tabelle7.2weist fur die detrans-Konformation zugeordneten Strukturen eine sehr kleine
mittlere RMSD von 1,15 A aus. Diese Strukturen sind sich demnach nicht nur im Winkel-
raum sondern auch in ihren kartesischen Koordinaten sehr &hnlich. Allenfalls im Bereich
der Residueh5 bis 7 ist eine gewisse Variabilitat zu beobachten. Dagegen weisislas
CAPB eine Vielzahl von Konformationen auf, deren Geometrien sich stark voneinander
unterscheiden. Bei vielen der MD-Konformationen descAPBs tritt, im Gegensatz zu

den Strukturen des NMR-Refinements (Abbildung), ein grofRer Abstand zwischen dem
Azobenzol-Farbstoff und dem ihm gegeniberliegenden Teil des Peptidriickgrats auf. Gute
Beispiele hierfir sind die Konformationen 11, 2 und besonders die 10. Betrachtet man
nur die farblich hervorgehobenen ,Mittelpunkte® dis-Konformationen, so kann man in
deren Geometrien eine Vielzahl Sekundarstrukturmotive entdecken: eine helikale Anord-
nung beispielsweise beim Konformer 12, gestreckte Formen bei den Konformeren 11 und
7 und vor allem eine Vielzahl von , Turns®, in denen das Peptidrickgrat eine scharfe Wen-
dung vollfihrt. Bei genauerer Betrachtung diegefurns (hier nicht gezeigt) ist haufig

eine Stabilisierung durch Wasserstoff-Briicken zu beobachten.

Ich mdchte die ersten sechs Konformationen im Detail diskutieren, soweit dies Abbil-
dung7.9erlaubt, in der die Strukturen nur von einem Blickpunkt aus dargestellt werden.
Die Konformation Nummer 8 weist die grof3te Besetzuid)(auf. lhre Geometrie ist

nicht allzu gut definiert, wie auch der RMSD von knapp 2 A zeigt. Bestimmend fiir die

aZur Reihenfolge der Residuen siehe Abbildung4oder auch Abbildung.10
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7 Die Modellpeptide im Gleichgewicht

Konformation 8 scheint jedoch eine helikale Anordnung der Residuen 1 bis 4 zu sein, wah-
rend die Residuen 5 bis 7 einen Turn bilden. Dieser Turn ist in der gewahlten Darstellung
auf den Beobachter hin ausgerichtet.

Im Vergleich dazu tritt bei der Konformation 6 ein Turn im linken Teil der Darstellung auf,
etwa bei den Residuen 1 bis 4. Auffallig ist, dass die Konformation 6 aus zwei Sub-Konfor-
mationen zusammengesetzt ist: bei der einen weist der Turn in Richtung des Betrachters,
bei der anderen weg von ihm. Dies fiihrt auch hier zu einem relativ grol3en RMSD des
Ensembles von Strukturen. Betrachtet man die Offnung des durch das Molekiil gebildeten
Rings, erscheint die Konformation 6 jedoch etwas kompakter zu sein, als Nummer 8.

Konformation 1 zeigt wieder einen etwas weiter getffneten Ring und eine gestreckte Kon-

figuration zwischen den Residuen 3 und 6. In diesem Bereich ist die raumliche Lage des
Ruckgrats nicht festgelegt, wahrend dies bei den anderen Residuen der Fall ist. Bei ge-
nauerer Betrachtung stellt man fest, dass auch die Konformation 1 aus mindestens zwei
Sub-Konformationen aufgebaut ist.

Ignoriert man diejenige Struktur bei der Konformation 11, die nicht richtig angepasst wer-
den konnte, so sind die tbrigen Strukturen als weit ausgedehnte ,Loops* zu klassifizieren,
die im Bereich der Residuen 3 und 4 eine leichte Helizitat aufweisen. Insgesamt stellt
Konformation 11 wieder einen weit ge6ffneten Ring dar.

In Konformation 9 ist ein Konformer relativ niedriger freier Energie mit zwei weiteren
Konfigurationen zusammengefasst worden. Wéahrend ersteres fast symmetrisch beziiglich
einer Spiegelung an der Vertikalen erscheint, weisen die anderen Strukturen ein geschwun-
genes Peptidrickgrat im rechten Teil der Abbildung auf.

Schlief3lich kann mit Konformation 12 ein gut definierter Zustand beobachtet werden. Die
zugeordneten Strukturen weisen untereinander eine grofRe Ahnlichkeit auf, was zu einem
RMSD von nur etwas mehr als 1 A fuhrt. Die Geometrie dieser Konformation zeigt einen
gut ausgepragten Turn bei den Residuen 5 bis 7, der beziglich des Farbstoffs stark nach
rechts verschoben ist.

7.4 Erfullung der NMR-Restraints

Schon zu Beginn des vorliegenden Abschnitts wurde erlautert, dass die oben préasentier-
te Gegenuberstellung der bei den MD-Simulationen auftretenden Molektlkonformationen
mit den im Zuge des NMR-Refinements bestimmten Strukturen nicht der optimale Weg
ist, um die Ergebnisse von Theorie und Experiment miteinander zu vergleichen. Von gro-
Berer Aussagekraft ist ein Ruckgriff auf die im NMR-Experiment gemessenen Absténde
zwischen Paaren von Wasserstoffkernen, die als Zwangsbedingungen oder ,Restraints” in
das NMR-Refinement eingehen. Zu diesem Thema wurde in AbsdhPktirz erlautert,

wie aus dem bei der 2D-NMR-Spektroskopie beobachteten Nuklearen Overhauser Effekt
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7.4 Erfullung der NMR-Restraints

(NOE) jeweils eine Obergrenze fur solche Abstande ermittelt werden kann.

Die zum Vergleich mit NOE-Restraints benotigten Abstande gegebener Wasserstoffatome
liegen bei den MD-Trajektorien direkt vor. Fir den Vergleich ist es vorteilhaft, die Abhan-
gigkeit des NOEs von der inversen sechsten Potenz des Protonenabstandes zu berticksich-
tigen, indem der bei einer MD-Trajektorie beobachtete Abstamach

F = <r‘6>_1/ ° (7.3)

gewichtet gemittelt wird§7, 294]. Die Implementierung dieser Abstandsberechnung in
einem MD-Programmpaket wird etwas durch die Tatsache erschwert, dass manche Proto-
nen in den NMR-Spektren aus Symmetriegriinden ununterscheidbar sind. Die Orte solcher
Atome werden deshalb im NMR-Refinement geometrisch gemittelt und die auf diese Wei-
se bestimmte raumliche Position als ,Pseudoatom* behandelt. Solche Pseudoatome sind
also bei der Auswertung der MD-Trajektorien zu bertcksichtigen.

In AnhangD zeigen die zu den drei verschiedenen Modellpeptiden und ihren Isomerisie-
rungszustanden gehorigen Tabellen die Ergebnisse der Abstandmittélgrfgr diejeni-

gen Protonenpaare, fur die experimentell ein NOE beobachtet wurde. Die entsprechenden
Daten wurden freundlicherweise von Christian ReAmer Verfliigung gestellt. Die bei

den Simulationen auftretenden Protonenabstande wurden jeweils sowohl in Bezug auf die
gesamte Trajektorie, als auch unter Berlcksichtigung der zuvor diskutierten Konformatio-
nen gemittelt. In Anhand® werden anstatt der konformationslokalen Mittelwerte deren
Abweichung von den experimentellen NOEs tabelliert.

7.4.1 Die beispielhafte Diskussion einiger NOEs

Anstatt sofort mit der Diskussion der Vielzahl von NOEs zu beginnen, die an den drei
unterschiedlichen Modellpeptiden beobachtet wurden, mdchte ich zuerst beispielhaft und
vertieft auf finf dasis-cCAPB betreffende Abstéande eingehen. Diese ausgewéhlten NOEs
werden in Abbildung/.10vorgestellt und in Tabell®.1 unter den Nummern 2, 8, 11, 20

und 33 gefuhrt.

Um nicht ausschlie3lich darauf beschrankt zu sein, die experimentellen NOEs mit den
gemittelten Protonenabstanden aus AnhBngu vergleichen, zeigt Abbildung.11er-
géanzend die Zeitentwicklungen dieser Abstéande im Verlauf der aufgezeichneten Trajek-
torien und ihre Verteilungen in Form von Histogrammen, jeweils unter Bertcksichtigung
der Klassifikation der Molekiilgeometrien zu einer der sechs wichtigsten Konformationen
des Peptidriickgrats aus AbbilduA@®. Um die Verbindung der Abstandsverteilungen mit

den dort abgebildeten Konformationen hervorzuheben, wird die gleiche Farbkodierung
verwendet. Zeitpunkte der Trajektorien, bei denen die Peptidkonfiguration nicht einer der
sechs wichtigen, sondern einer der anderen, energetisch héherliegenden Konformationen

aMPI fur Biochemie, Martinsried
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7 Die Modellpeptide im Gleichgewicht

Abbildung 7.10: Einige NOEs descis-cAPBs. In eine Darstellung der Konformation , 11" des
cis-cCAPBs wurden die im Text detailliert diskutierten NOEs eingezeichnet. Die gestrichelten Lini-
en verbinden die jeweils betroffenen Wasserstoffatome oder Pseudoatome. Zusatzlich werden die
NOEs durch ihre Nummern gekennzeichnet (siehe Anlidng

zugeordnet wurden, werden in AbbilduAdl1aus Grinden der Ubersichtlichkeit wegge-
lassen. Abbildungd.11zeigt zusatzlich die experimentellen NOEs als gestrichelte Linien,
wahrend die durchgezogenen schwarzen Linien das Ergebnis dermddbegtglich der
Gesamttrajektorie durchgefuihrten Mittelung darstellen.

Beginnt man die Diskussion der Abbildui@gl1mit dem NOE 2, so erkennt man anhand

der Molekulstruktur aus Abbildung.10, dass dieser NOE den Abstand zwischen dem

HN des Ala 1 und einem Pseudoatom misst, das in der Ebene eines der Phenylringe des
Azobenzols liegt. Die Starrheit dieses Rings und die des angebundenen Peptidplattchens
hat zur Folge, dass zwischen den beiden betroffenen Atomen nur eine einzige C—C Bin-
dung frei drehbar ist. Da das Pseudoatom aber stets nahe der Achse dieser Drehung liegt,
andert sie den betrachteten Abstand nicht. Diese Uberlegung wird durch AbbildLihg
bestéatigt, die fur den NOE 2 nur geringe zeitliche Variationen ausweist. Diese Abstands-
variationen werden durch thermische Fluktuationen von Bindungslangen und -winkeln
verursacht. Die konformationsspezifischen Abstandsverteilungen sind daher alle unimo-
dal und miteinander identisch. Die Simulationen reproduzieren also den experimentellen
NOE 2 trivialerweise fur alle Konformationen. Damit ist anzunehmen, dass der NOE 2
keinen Einflul3 auf das Ergebnis eines NMR-Refinement haben kann.

Eine andere Beobachtung ist am Beispiel des NOEs 8 zu machen, welcher sich auf den Ab-
stand zwischen dem HA des Ala 3 und dem HN des darauf folgenden Residuums bezieht.
Wie im vorangehenden Beispiel ist auch hier zwischen den beiden betroffenen Atomen

nur ein einziger Dihedralwinkel frei drehbar: der Winkkldes Ala 3. In der Monogra-

phie von Wuthrich 89] wird ein solcher Protonenabstand rdify bezeichnet. Aus der
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Abbildung 7.11: Detaillierte Ergebnisse der Simulation zu einigen der NOEsFur funf der
NOEs de<is-cAPBs werden die bei der Simulation beobachteten Inter-Proton-Abstande gezeigt:
links die Zeitreihe und rechts die Verteilung der Abstande als Histogramm. Farblich werden die
sechs wichtigen Konformationen aus Abbildun@ kodiert. Die gestrichelte Linie zeigt jeweils

die experimentelle Obergrenze des NOEs und die durchgezogene Linie dervr@dibér die
Gesamttrajektorie gemittelten Abstand.
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7 Die Modellpeptide im Gleichgewicht

Geometrie der Bindungen zwischen den beiden Wasserstoffatomen folg,gassit

dem Kosinus vony variiert: fir ¢ ~ 130, also im Bereich dep-Faltblatt-Sekundéar-
struktur, ergibt sich ein Wert von weniger als 2,5A, wahrends 90° («-Helix) einen

weit groReren Wert von etwa 3,5 A zur Folge hat. Die fir den Dihedralwigkela 3) in
Abbildung7.2 auftretenden beiden Minima der freien Energie erzeugen dementsprechend
in Abbildung 7.11 eine bimodale Abstandsverteilung. In einer einzelnen Konformation
descis-cAPBs bestimmt) (Ala 3) damit, ob sie den NOE 8 erflllt oder nicht. Dies ist

gut an den zugehdrigen Histogrammen zu erkennen, die fur die Konformationen 11 und
9 hauptséachlich kleine Protonenabstande ausweisen, wahrend die Abstande bei den Kon-
formationen 6, 1 und 12 die experimentelle Obergrenze von 2,8 A Uiberschreiten (diese
Unterteilung stimmt mit der einfachen Klassifikation der Geometrien der Residuen aus
TabelleC.1 Uberein). Auffallig ist dagegen, dass die Konformation 8 schon fur sich allei-

ne betrachtet eine bimodale Abstandsverteilung besitzt. Diese Beobachtung weist darauf
hin, dass die Konformation 8 mehrere Sub-Konformationen umfasst. Betrachtet man den
gewichteten Mittelwert des mit dem NOE 8 verbundenen Protonenabstandes (schwarze
Linie) so erkennt man, dass das Auftreten von Konformationen mit gro3en Abstanden
d,n nur eine geringe Auswirkung auf den gewichteten Mittelwert hat. Vielmehr fuhrt
wegen (.3 das zeitweilige Auftreten von Konformationen geringer Protonenabstande
umgekehrt dazu, dass die Gesamttrajektorie den NOE 8 effektiv erfillt.

Nach Abbildung7.10misst NOE 33 den Abstand des Amid-Wasserstoffs HN des Asp 6
vom HN des Gly 7. Dieser von WthricB9] alsdy n bezeichnete Abstand hangt sowohl
von ¢ als auch vony am Asp 6 ab. In jenem erlaubten Bereich des Ramachandran-Plots,
der dena-helikalen Strukturen entspricht, idk N Stets kiirzer als 3,0 A, wahrend i
Strangen Absténde zwischen 2,0 und 4,8 A auftreten kénnen. RésiocAPB am Asp 6
Fluktuationen zwischen diesen beiden Strukturen auftreten, zeigt Abbillihguch fir

NOE 33 eine bimodale Verteilung. Drei der sechs Konformationen (8, 6 und 12) erfillen
die Abstandsbedingung, wéhrend die drei anderen (1, 11 und 9) diesen NOE verletzen.
Auch hier entspricht diese Unterteilung der Konformationen in zwei Gruppen genau der
Klassifikation des Residuums Asp 6 als entweder helikal oder faltblattartig.

Auch der NOE 20 gehort zu einem Abstand des Tgps, welcher durch die Dihedral-
winkel des Residuums Thr 4 bestimmt wird. Tab&lld weist hierflr fast ausschlief3lich
gestreckte Geometrien aus. Nur Konformation 6 zeigt am Thr 4 ein deutlich abweichendes
Y. Blickt man zurtick auf Abbildun@.9, so wurde fur diese Konformation im Bereich der
Residuen 3 bis 4 ein stark zurtickgefaltegeTurn beobachtet. Nur diese Konfiguration

des Peptidriickgrats fiihrt zu Abstéanden der beiden HNs, die unterhalb von 3,0 A liegen,
wie man Tabelld.1 entnehmen kann. Abbildungy11bestatigt dieses Ergebnis und zeigt
aulRerdem, dass Ubergange zwischen der Konformation 6 (rot) und den anderen Konfor-
mation sehr selten sind. So wird dieser Zustand Uberhaupt nur innerhalb der ersten 3 ns
der Trajektorie angenommen.

Alle drei der zuletzt diskutierten NOEs waren lokaler Natur und die durch sie bestimmten
Protonenabstdnde wurden jeweils ausschlief3lich durch einen oder zwei der Dihedralwin-

158



7.4 Erfullung der NMR-Restraints

kel des Peptidriickgrats bestimmt. Aus diesem Grund ist davon auszugehen, dass diese
NOEs kaum zur Festlegung der grof3rdumigen dreidimensionalen Struktur der Modell-
peptide beitragen. Von groRer Bedeutung fir das NMR-Strukturrefinement und auch fur
die Bewertung der MD-Konformationen sind deshalb NOEs zwischen Wasserstoffatomen,
die in der chemischen Struktur der Peptidkette weit voneinender entfernt liegen. Beispiel-
haft hierfur ist NOE 11. Nach Abbildung.10wird der zugehorige Abstand quer durch

das Molekil gemessen. Dabei beeinflusst die Orientierung der Seitengruppe des Ala 3 in
Bezug auf den Azobenzolfarbstoff diesen Abstand in starker Weise.

TabelleD.1 weist fiir NOE 11 einen experimentellen Maximalabstand von etwa 8,0 A aus,
wahrend der gewichtete Mittelwert der Trajektorie mit 8,8 A etwas groRer ist. Aus Abbil-
dung7.11wird deutlich, dass auch hier nur wahrend kurzer Teilabschnitte der Trajektorie
kleine Abstande auftreten. Beispielsweise nahern sich die beiden Wasserstoffe in der gelb
eingezeichneten Konformation 12, welche schon in der Diskussion der Abbili8ads

sehr kompakt beschrieben wurde, teilweise bis auf 4,0 A aneinander an. Auch eine der
Sub-Konformationen des Zustands 1 weist teilweise geringe Abstdnde des Ala 3 vom
rechten Teil des Farbstoffs auf, wie das Histogramm in Abbilduid nahe legt.

7.4.2 Die Erfullung der NOEs durch die Konformationen des
cis-CAPBs

Die obige Diskussion der funf ausgewéhlten NOEs hat gezeigt, dass jede dieser Abstand-
bedingungen von jeweils mindestens einer der sechs betrachteten Konformatiooien des
cAPBs erfillt wird. Doch gilt diese Beobachtung fir alle 41 NOEs? Von Interesse ist hier
ferner die Frage, welche dieser Abstandsbedingungen von welchen Konformationen er-
fullt bzw. verletzt werden.

Um einen Uberblick zu erhalten sind die in Tabdlel aufgefiihrten konformationslo-
kalen Abweichungen in Abbildung.12grafisch dargestellt. Dort entsprechen die Zeilen
den verschiedenen NOEs und die Spalten den 12 Konformationen aus Abbil@ubie

in der Matrix verwendeten Graustufen reprasentieren auf einer logarithmischen Skala die
festgestellten Abweichungen der MD-Konformationen von den experimentellen NOEs.
Zur Erleichterung der Diskussion wurde in AbbildudL2 zusétzlich eine Tabelle ein-
gefugt, die fur jede Konformation die Gesamtzahl der aufgetretenen Verletzungen, die
mittlere Abweichung in Angstrém und die freie Energi& auffiihrt.

Ich mdchte Abbildungr.12 zuerst entlang der unterschiedlichen NOEs diskutieren: ei-

ne erste Betrachtung zeigt, dass 14 der 41 NOEs ausnahmslos von allen Konformationen
erfullt werden. Die betroffenen NOEs wurden stets zwischen Protonen zweier aufeinan-
derfolgender Residuen beobachtet, die nur durch wenige chemische Bindungen voneinan-
der getrennt sind. Wie oben am Beispiel des NOE 2 diskutiert wurde, bestimmt in diesen
Fallen die lokale Geometrie des Molekiils vollstandig die Protonenabstande. Man erkennt
deshalb an der Erfuillung dieser NOEs allenfalls die Qualitat der Parametrisierung der Bin-
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Abbildung 7.12: Abweichung dercis-cAPB Konformationen von den NOEs.Die Abweichun-

gen der konformationslokal nach®) gemittelten und in Tabell®.1 aufgeflihrten Protonenab-
stande von den experimentellen Abstandsbedingungen werden auf einer logarithmischen Skala in
Graustufen kodiert. Die Farbfelder Uber den Spalten markieren die in den Abbildidrgyend
7.11diskutierten Konformationen. Kleine Kreise zeigen auf NOEs der Faysmnoderdy n dieje-

nigen Konformationen an, bei denen durch eine einfache Betrachtung der Geometrie des entspre-
chenden Residuums eine Verletzung erwartet werden kann. Erlauterung hierzu im Text.
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dungslangen und -winkel im verwendeten Kraftfeld. Deshalb ist zu erwarten, dass auch
das im NMR-Refinement verwendete Kraftfeld diese NOEs von sich aus erfillt und sie
somit keinen Einfluf3 auf die experimentell ermittelten Strukturen haben.

Abbildung7.12zeigt weiterhin, dass eine andere Gruppe von NOESs jeweils von etwa der
Halfte der Konformationen erfullt bzw. verletzt wird. Zu dieser Gruppe von Abstands-
bedingungen gehdren vor allem solche des Tgps$ oderdyn, bei denen der Proto-
nenabstand direkt von der Winkel-Konfiguration des entsprechenden Residuums abhangt.
Anhand der Beispiele der NOEs 8, 33 und 20 wurde oben diskutiert, dass — vereinfacht
betrachtet — eine im Ramachandran-Plot (Abbildarg) als «-helikal bezeichnete Kon-
figuration eines Residuums stets mit einem grofReren Abstapderbunden ist, als eine
gestreckte faltblattartige Geometrie, wahrenddijiy genau die Umkehrung gilt. Damit

ist es leicht méglich, basierend auf der in Anhahgufgefihrten Zuordnung der einzel-

nen Residuen zu den beiden mdglichen Geometuaedérp), die bei den verschiedenen
Konformationen desis-cCAPBs auftretenden Verletzungen der NOEs vorherzusagen. Um
dies zu verdeutlichen, wurden in Abbilduiigl2 diejenigen NOE/Konformations-Kom-
binationen mit einem kleinen Kreis versehen, bei denen eine Verletzung zu erwarten ist:
bei den NOEs des Typ,n (Nummern 3, 6, 8, 14, 21 und 35) wurden diejenigen Kon-
formationen markiert, bei denen die betroffenen Residuen im Gegensatz zum Wert des
NOEs als helikal eingestuft wurden, wéhrend bei den NOEs desdyp<g7, 13, 19, 20,

33, 40) diejenigen Zustande hervorgehoben sind, bei denen das entsprechende Residuum
faltblattartig erscheint. Eine Betrachtung der Markierungen zeigt, dass alle zugehdrigen
Abstandsuberschreitungen von dieser einfachen Betrachtung erklart werden.

Abzlglich der Menge der trivial erfillten NOEs und der soeben diskutierten kurzreich-
weitigen Abstandsbedingungen, die nur von einem Teil der Konformationen erfullt wer-
den, bleiben von den 41 aois-cCAPB beobachteten NOEs noch 14 tbrig. Davon ist die
Mehrzahl wirklich langreichweitiger Natur, d.h. es wird eine Abstandsbedingung zwi-
schen Wasserstoffatomen angegeben, deren Residuen in der Peptidkette mindestens durch
eine weitere Aminosaure voneinander getrennt sind. Mit dem NOE 11 wurde oben schon
einer dieser Abstdnde genauer untersucht und festgestellt, dass dieser genau von einer
Konformation (Nummer 12) erfillt wird, bei welcher das Ala 3 dem Farbstoff sehr nahe
kommt. Da die NOEs 10 und 12 mit dem NOE 11 stark verwandt sind, gilt fur sie die
gleiche Aussage. Dagegen werden die NOEs 16 bis 18, welche die Distanz der Seiten-
gruppe des Thr 4 vom Farbstoff betreffen, sogar von drei der Konformationen eingehalten
(1, 4 und 9), bei denen diese Seitengruppe in Richtung der Mitte des zyklischen Mole-
kils gedreht ist. Die Abstandsbedingungen 25 bis 28 werden schlief3lich von der zentralen
Konformation 8 erfullt, da dort anscheinend durch den in der Umgebung des Asp 6 beob-
achteten Loop dieses Residuum ndher an den Farbstoff und an das Phe 8 gelangen kann.

Zusammenfassend zeigt diese Betrachtung von Abbilduhg dass ausnahmslos jede
Abstandsbedingung von mindestens einer der 12 Konformationen erfillt wird. Fur die
Uber die Gesamttrajektorie gemittelten Protonenabsténde tritt in Tdhéljedoch trotz-

dem nicht immer eine vollstandige Ubereinstimmung mit den experimentellen NOEs auf.
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1.2F

Mittlere Verletzung (A)

AG (kcal/mol)

Abbildung 7.13: Das Ansteigen der mittleren NOE-Verletzungen mitAG. Fur jede der durch-
nummerierten Konformationen des-cAPBs wird das zuvor in Abbildung.12tabellierte arith-
metische Mittel der NOE-Verletzungen Uber die freie Energig aufgetragen. Die durchgezogene
Linie zeigt einen linearen Fit an diese Daten nach der Methode der kleinsten Quadrate.

Dies kann beispielsweise daran liegen, dass die relativen Besetzungen der unterschiedli-
chen Konformationen in der relativ kurzen MD-Trajektorie noch nicht ausreichend gut be-
stimmt werden oder dass sich die Peptidstruktur bei der Simulationstemperatur von 500 K
leicht von jener bei der experimentellen Temperatur von etwa 300 K unterscheidet. Au-
Rerdem fihrt die erhéhte Simulationstemperatur dazu, dass Konformationen héherer frei-
er EnergieAG verstarkt angenommen werden. Nimmt man an, dass die Konformationen
mit steigendemAG einen zunehmend ,entfalteteren* Charakter aufweisen, so erwartet
man eine damit verbundene Zunahme der Anzahl der NOE-Verletzungen oder alternativ
ein Ansteigen des arithmetischen Mittels der konformationslokalen Abweichungen.

Um diese Hypothese zu prufen, wurden in Abbilduhgi3die mittleren NOE-Verletzun-

gen der Konformationen UbexG aufgetragen. Die vermutete Korrelation ist deutlich zu
erkennen. Die gezeigte Gerade stellt einen Fit an die Datenpunkte dar und weist eine Stei-
gung von etwa 0,2 (Anol)/kcal auf. Damit wird die Annahme bestétigt, dass Konforma-
tionen hoherer freier Energie weiter ausgedehnt, weniger kompakt oder starker entfaltet
sind. Demzufolge ist davon auszugehen, dass eine MD-Simulation bei Raumtemperatur
verglichen mit den hier diskutierten Simulationen bei 500 K zu tendenziell kleineren Pro-
tonenabstdnden und damit zu einer noch besseren Erfillung der experimentellen NOEs
fuhren wirde.

7.4.3 Die Protonenabstande der anderen Modellpeptide

Im Vorangehenden wurden am Beispiel descAPBs die bei den MD-Simulationen
auftretenden konformationslokalen Protonenabstande ausfiihrlich und detailliert mit den
NOE-Abstandsbedingungen der NMR-Untersuchungen verglichen. FiiradescAPB

und die ubrigen beiden Modellpeptide cAMPB und bcAMPB in ihren beiden Isomeren
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werden die entsprechenden Daten gleichfalls in AnHarsgifgefiihrt, sie sollen hier je-
doch nur kurz diskutiert werden.

Da fur dagtrans-cAPB bei der gewahlten Auflésungsstufe nur eine einzige Konformation
gefunden wurde, mussen in diesem Fall nur die globalen Mittelwerte der Protonenab-
stande betrachtet werden. Die Tab&l& zeigt, dass ein Grol3teil der NOEs erfillt wird.
Neben einigen kleinen und insignifikanten Abweichungen fallen jedoch die langreich-
weitigen NOEs 15, 16, 24 und 25 auf, bei denen die MD-Simulationen deutlich gré3ere
Protonenabsténde zeigen. Interessanterweise sind die an diesen NOEs beteiligten Residu-
en genau jene beiden, deren Seitengruppen chemisch labile Protonen aufweisen: das HG1
der OH-Gruppe des Thr 4 und das HD2 der Carboxylgruppe des ASP 6. Diese Protonen
kdnnen mit Protonen aus der Umgebung des Peptids austauschen. Zwar stehen hierfr in
reinem DMSO keine Protonen des Lésungsmittels zur Verfiigung, jedoch ist davon auszu-
gehen, dass sich das in der Realitat stets im DMSO geltdste Wasser in der Umgebung der
hydrophilen Seitengruppen ansammelt. Ein solcher Austausch kann zur Verstarkung der
betroffenen NOEs fuhren. Die MD-Simulationen weisen also darauf hin, dass die erwahn-
ten Abstandsbedingungen kritisch zu hinterfragen sind.

Geht man zuntis-=cAMPB uber, so zeigt sich, dass dort 17 der insgesamt 34 Abstands-
bedingungen trivial von allen Konformationen erftllt werden. Wie schon zuvor beim

CAPB, liegt bei den tbrigen NOEs entweder schon der Gber die Trajektorie gemittelte Pro-
tonenabstand unter der gegebenen Obergrenze oder es findet sich mindestens eine Konfor-
mation, bei der ein entsprechend kleiner Abstand auftritt. Die einzige Ausnahme hierbei
bilden der NOE 12 und in geringerem Mal3e auch der diesem stark verwandte NOE 11.
Jedoch wurde hier nur ein sehr schwacher NOE beobachtet, und diesem ein sehr grol3er
Protonenabstand von 4,8 A zugeordnet, so dass die absoluten Abweichungen nicht signi-
fikant zu sein scheinen.

Fur dastransisomer des cAMPBs gelten &hnliche Aussagen, wie sie oben fiiratas

cAPB getroffen wurden. Auch hier treten einige deutliche Verletzungen auf, wobei wie
zuvor auffallig oft das Residuum Thr 4 beteiligt ist. Bei einem Teil dieser Abweichungen,
beispielsweise bezlglich der NOEs 15 und 16, lasst eine Betrachtung der zugehdorigen
Zeitreihen der Protonenabstande (hier nicht gezeigt) vermuten, dass bei der Analyse lan-
gerer MD-Trajektorien eine Ubereinstimmung erreicht werden konnte. Dies gilt jedoch
nicht fir den NOE 23, bei dem sich die betroffenen Wasserstoffatome in der Trajektorie
nicht auch nur annédhernd nahe kommen, weshalb dessen Giltigkeit in Frage zu stellen
ist. Auch zeigt eine Betrachtung der im NMR-Refinement verwendeten Eingabedatei der
NOE-Restraints, dass diese Abstandsbedingungen teilweise nicht wie zu erwarten zwi-
schen Wasserstoffatomen, sondern auch zwischen Kohlenstoffatomen angegeben wurden.
Bei der hier vorgestellten Auswertung wurde die Position dieser Kohlenstoffatome jeweils
durch die an sie gebundenen Wasserstoffe ersetzt.

Schliellich ist der Vergleich zwischen den MD-Trajektorien und den NMR-Restraints
noch fur das bizyklische bcAMPB zu diskutieren. Hierzu wurden im Verlauf der Erstel-
lung der vorliegenden Arbeit zuerst diejenigen NOEs herangezogen, die bei einer ersten
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7 Die Modellpeptide im Gleichgewicht

Messung an den beiden Isomeren des bcAMPBs beobachtet wurden und die der Struk-
turaufklarung der veréffentlichten NMR-Strukture8g] zu Grunde lagen. Dieser erste
Vergleich offenbarte eine Vielzahl von deutlichen Abweichungen zwischen den MD-Tra-
jektorien und den NOE-Restraints (Daten nicht gezeigt), was einer der Grinde daftr war,
diese Messungen zu wiederholen. Die TabeemhundD.6in AnhangD zeigen die NOEs

aus der erneuten Messung. Fur desbcAMPB wurden bei der zweiten Messung nur 28
NOEs beobachtet, die, bis auf eine Ausnahme, von jeweils mindestens einer MD-Konfor-
mation erfullt werden. Einzig beim NOE 8 treten stets geringfligige Abweichungen von
etwa 0,2 A auf, wobei hierbei ein weiteres Mal das Thr 4 beteiligt ist.

Wie schon beintrans-cAPB sind auch beirtransbcAMPB auffallend mehr Verletzungen

zu beobachten, als bei den dazugehorigefisomeren. Signifikant gré3ere Protonenab-
stande erkennt man im Fall deansbcAMPBs beispielsweise bei den NOEs 3, 13 und

16, die alle Abstande des Typlsn mit Beteiligung eines Alanin-Residuums betreffen.

Bei den meisten der restlichen Verletzungen weist zumindest eine der drei Konformatio-
nen einen naherungsweise passenden Abstand auf, so dass auch hier eine Simulation bei
Raumtemperatur oder eine langere Trajektorie zu passenderen Ergebnissen fihren konnte.
Zuletzt ist noch der NOE Nummer 23 von Interesse, bei dem experimentell ein Abstand
von 4 A festgestellt wurde. In der MD-Trajektorie liegen das HA des Cysteins 5 und das
HN des Glyzins jedoch meist mindestens 6 A voneinander entfernt. Nur wenn kurzzeitig
das Peptidplattchen zwischen dem Asp 6 und dem Gly 7 einen Flip (siehe Abschnitt

in eine nach dem BARMM 22-Kraftfeld als ungtinstig angesehene Ausrichtung ausfuhrt,
kann sich dieser Abstand verkleinern. Dies tritt wahrend der Simulation aber nur selten
und immer nur kurzzeitig auf, so dass der mittlere Protonenabstand deutlich zu grof3 ist.

7.4.4 Vergleich der 3J-Kopplungskonstanten

Neben den oben diskutierten NOEs wurden bei den NMR-Messungen an den Modellpepti-
den auch jeweils einige der durch chemische Bindungen vermittelten Spin-Spin-Kopplun-
gen vermessen (siehe Abschriit®). Im Fall zweier, durch drei intermediéare chemische
Bindungen getrennten Protonen hangtdi&opplungskonstante von dem durch die Bin-
dungen gebildeten Dihedralwinkélab. Die funktionale Form dieser Abhéngigkeit, die
Karplus-Beziehung, wurde schon in der Einfihrung vorgestel

3J = Acog 9 + Bcosd + C. (7.4)

In AnhangD werden die experimentell ermittelten Kopplungskonstaﬁtmp den aus
den MD-Trajektorien berechneten Wert&hyp gegeniibergestellt. URJy p zu bestim-
men, wurden die Winked aus den Gleichgewichtstrajektorien extrahiert, nath) (die
Zeitreihen der Kopplungen berechnet und hieraus der arithmetische Mittelwert gebildet.

Da nach Aussage von Christian Renner Hiekopplungskonstanten, verglichen mit den
NOEs, keinen tibermaRigen Einflul3 auf das Ergebnis des NMR-Refinements hatten, méch-
te ich nichtim Detail auf die tabellierten Werte eingehen. Man erkennt bei vielen Winkeln
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Abbildung 7.14: 2J-Kopplungskonstanten und die Dihedralwinkel. aDie Abhangigkeit 7.4)

der 3J-Kopplungskonstanten von den Dihedralwinkélibzw. ¢ = |6 + 60°|. b Zwei Beispiele

fur die bei den Simulationen des cAPBs beobachteten Winkelverteilungen. Links: am Ala 1 des
Cis-cAPBs, rechts: am Thr 4 déianscAPBs. Die im NMR-Refinement auf Grundlage der Kopp-
lungskonstanten als erlaubt angesehenen Winkelbereiche sind grau hinténtie8amachandran-

Plot wird, erganzend zum ersten Diagramm in Teillt]dlie ¢/ -Winkelverteilung am Ala 1 des
cis-CAPBs gezeigt.
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eine zufriedenstellende Ubereinstimmung, d.h. dort unterscheiden sich die experimen-
tellen und theoretischen Kopplungskonstanten um weniger als 1 Hz voneinander. Zwei
Trends fallen jedoch auf: bei vielen der Alanin-Residuen findet sich ein deutlich gréRerer
Wert von3Jup aIs3JeXp, wahrend umgekehrt bei einigen der Threoninen eine Abwei-
chung zu geringeren Kopplungen zu beobachten ist.

Um diese Beobachtung zu interpretieren, ist eine Betrachtung der geometrischen Zusam-
menhange hilfreich, die Abbildung.14 ermdglicht. Die Tabellen in AnhanD machen
deutlich, dass experimentell fast ausschlief3lich Kopplungskonstanten an Dihedralwinkeln
6 des Typs HN-N-G-H, gemessen wurden. Ein Ruckblick auf die Struktur der Amino-
saureresiduen (Abbildunty2) zeigt, dass unter Annahme eines perfekt tetraedisch koor-
dinierten G, der zuvor schon mehrfach diskutierte Dihedralwinkeles Peptidriickgrats
nach¢ = |60 + 60°| auf einfache Weise mit dem Winkélzusammenhangt. Aus diesem
Grund wird in Abbildungr.14a die Karplus-Beziehung (4) gleichermal3en als Funktion

von 6 und vong skizziert. Die Parametek, B, C wurden dabei in Ubereinstimmung mit

dem NMR-Refinementd7] zu A = 6,7Hz,B = —1,3Hz undC = 1,5Hz gewabhlt.

Abbildung 7.14 a zeigt, dass die Kopplungskonstante Gber einen Bereich von etwa 1 bis
9 Hz variieren kann und dass — aufgrund der quadratischen Abhangigkeit dieser Grol3e
vom Kosinus des Dihedralwinkels — einer gemessenen Kopplung zwei bis vier erlaubte
Winkelbereiche zugeordnet werden kdnnen. Diese erlaubten Bereiche, deren Breite sich
jeweils aus dem Messfehler der Kopplungskonstanten ergibt, werden in Abbifdiuhg

b am Beispiel von zwei Residuen deis- bzw. transcAPBs durch grau hinterlegte Fla-
chen angedeutet, wahrend die dort gezeigten Graphen die jeweils bei den Simulationen
beobachteten Verteilungen der Dihedralwinkel verdeutlichen.

Die Winkelverteilung am Ala 1 desis-cAPBs weist ihr Maximum etwas links (oder ge-
dreht entgegen dem mathematischen Drehsinn) von einem der erlaubten Winkelbereiche
auf. Da die Karplus-Beziehung in diesem Bereich eine negative Ableitung aufweist (vgl.
Abbildung7.14a), erklart diese Beobachtung den erhdéhten Wert der Kopplungskonstan-
ten. Dieser Zusammenhang ist interessant, da schon zuvor, beispielsweise von Hu et al.
[289, festgestellt wurde, dass bei Verwendung des\@vMm 22-Kraftfeldes im Vergleich

zu anderen Kraftfeldern, wie Romosoder CrLS, die Verteilung der Dihedralwinkel des
Alanin-Dipeptids sich als nach links verschoben prasentiert. Dieser Eindruck wird durch
die hier gemachten Beobachtungen verstarkt, wie Abbildufgc zeigt.

Schliel3lich erkennt man in Abbildung14b eine &hnliche Verschiebung auch am Thr 4
destranscAPBs, die hier sicherlich einen Teil zu den etwas geringen Kopplungskon-
stanter?Jyp beitragt. Relevanter scheint jedoch die durch die erhéhte Temperatur in der
Simulation ausgeldste Verbreiterung der Winkelverteilung zu sein, durch die Winkelberei-
che erreicht werden, die nach Abbildurig.4a mit sehr kleinen Werten fur die Kopplung
verbunden sind. Dieser Effekt ist zu erwarten und stellt damit keine systematische Abwei-
chung zwischen den Messungen und den Simulationen dar.
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7.5 Diskussion

Die in diesem Kapitel vorgestellten Untersuchungen haben bewiesen, dass es mdglich ist,
mit dem Stand der Technik entsprechenden molekularmechanischen MD-Simulationen
die Gleichgewichtskonformationen der zyklischen Modellpeptide quantitativ korrekt vor-
herzusagen. Dies zeigt sich vor allem daran, dass die mit den Simulationen berechneten
Konformationsensembles die aus den NMR-Messungen abgeleiteten NOE-Abstandsbe-
dingungen bis auf einige wenige Ausnahmen erfullen.

Jedoch ist hervorzugeben, dass die hier festgestellte Vorhersagefahigkeit der MD-Simu-
lationen und die damit verbundene Validierung des eingesetzten MM-Kraftfeldes, even-
tuell nicht ohne weiteres auf die Untersuchung anderer Biomolekiile, wie beispielsweise
nicht-zyklischer Peptide oder ganzer Proteine, Ubertragen werden darf, denn diese Syste-
me weisen verglichen mit den hier untersuchten zyklischen Peptiden weitaus komplexere
Konformationsrdume auf. Solche komplexen Konformationrdume umfassen tblichweise
eine Vielzahl von entfalteten Strukturen und einige wenige native bzw. gefaltete Kon-
formationen, wobei letztere zumeist nur um wenige kcal/mol energetisch gegentber den
ungefalteten Zustanden begunstigt sind. Wahrend bei der Simulation eines solchen, in
seinem Konformationen unbeschrankten Molekiils das verwendete Kraftfeld in der Lage
sein muss, die erwahnten sehr kleinen Energieunterschiede akkurat zu reproduzieren, ist
eine derartige Genauigkeit zur erfolgreichen Beschreibung der zyklischen Peptide nicht
notwendig, denn diese durch den Ringschluss konformell stark eingeschrankten Molekiile
konnen sich nicht entfalten oder konformell denaturieren. So haben die Gleichgewichts-
simulationen gezeigt, dass die Modellpeptide selbst bei einer erhéhten Temperatur von
500K jeweils nur ein vergleichsweise Uberschaubares Ensemble von mdglichen Konfor-
mationen aufweisen. Welche Konformationen einem der Modellpeptide zuganglich sind
und welche nicht, scheint dabei hauptséchlich durch den Ringschluss, die vom Farbstoff
auf das Peptid ausgetbten Zwénge und durch sterische Hinderungen im Peptidteil selbst
bestimmt zu werden. Diese Zwange werden in erster Linie durch die im Kraftfeld verwen-
deten Bindungslangen beeinflusst und weniger durch schwieriger festzulegende Parameter
wie den Kraftkonstanten oder den Partialladungen. Aus diesem Grund ist zu erwarten, dass
auch andere Kraftfelder zu sehr ahnlichen Gleichgewichtskonformationen der Modellpep-
tide fihren wirden.

Das vorliegende Kapitel diente jedoch nicht nur dazu, nachzuweisen, dass die Gleichge-
wichtsensembles der Peptide mit den verwendeten MD-Methoden quantitativ richtig be-
schrieben werden kdnnen. Vielmer wurde hier auch die Leistungsfahigkeit der in Kapitel
vorgestellten Methoden zur datengetriebenen Modellbildung und uniberwachten Klassifi-
kation von MD-Trajektorien untersucht. Ein erstes Ergebnis ist hier die Feststellung, dass
mit dem ,state of the art* der Auswertung von MD-Simulationen, d.h. mit einer einfachen
Hauptkomponentenanalyse, keine besonders tiefe Einsicht in die Topologie des Konfor-
mationsraums der Modellpeptide gewonnen werden kann. Weiterhin konnte jedoch die
Ausgereiftheit des um eine Behandlung von Winkelraumen erweitertexnaa -Verfah-
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rens zur Schétzung einer analytischen Dichtemodells und des darauf aufbauersten A
Verfahren zur uniiberwachten Identifikation von Molektlkonformationen aufgezeigt wer-
den.

Basierend auf den durch dasao-Verfahren identifizierten Konformationen der Modell-
peptide war es anschlielBend moglich, die Simulattionsdaten in BEzug auf die NOE-Ab-
standsbedingungen konformationslokal auszuwerten. Dabei zeigte sich besonders am Bei-
spiel der Strukturen dess-cAPBSs, dass nicht alle NOEs von jeder Konformation erfullt
wird, zu den meisten NOEs jedoch mindestens eine Konformation existiert, die mit dieser
Abstandsbedingung konform ist. Dies erklart sich aus der Tatsache, dass bei der Auf-
nahme des NMR-Spektrums bekannterweise ein Zeit- und Scharmittel gebildet wird. Im
Gegensatz zu den hier vorgestellten virtuellen ,Einzelmolekilexperimenten® wird dabei
uber lange Zeiten (etwa 0,01s) und {ber alle etw& 1 der Probe vorhandenen Mo-
leklle gemittelt. Treten, wie hier, wahrend der Messzeit Konformationsibergéange in den
untersuchten Molekulen auf, bzw. liegen diese aquivalent als Konformerengemisch vor,
so stellen die gemessenen NOEs gleichermassen Mittelwerte der einzelnen Spin-Spin-
Wechselwirkungen dar. In einem einfachen Modell geschieht dies analog zu der®mit
gewichteten Mittelung4.3), so dass das Signal von Konformationen, die an einem Paar
von Protonen einen kleinen Abstand aufweisen, das Signal der anderen Konformationen
L<aberstrahlt®. Es werden damitin der Messung somit gleichzeitignratiglicherkKontakte
beobachtet, jedoch gilt nicht, dass dieséwendigerweisgweils von jeder Konformation

erfullt werden.

Problematisch ist in diesem Zusammenhang das allgemein tbliche und auch bei der Struk-
turaufklarung der ModellpeptideY] gewahlte Vorgehen des NMR-Strukturrefinements
(siehe Abschnittl.2), bei dem stets alle NOEs in der Form von Zusatzpotentialen be-
ricksichtigt werden. Auf diese Weise wird eine strikte und gleichzeitige Einhaltung al-
ler Abstandsbedingungen erzwungen. Damit erklart sich nicht nur die in diesem Kapitel
festgestellte weitaus grof3ere Kompaktheit der NMR-Strukturen im Vergleich zu den si-
mulierten Konformationen, sondern auch die Verspannung der NMR-Strukturen, die sich
beispielsweise in der unnattrlichen und willktrlichen Ausrichtung der Peptidplattchen be-
merkbar macht. Es erscheint so, als ob die durch die vielen Abstandsbedingungen stark
eingeschrankte Beweglichkeit der Peptide im Zusammenspiel mit einem zu schnellen Ab-
kiihlen im Annealing-Prozess zu einem regelrechten Einfrieren der Ausrichtung der Pep-
tidplattchen gefuhrt hat. Dies hat natirlich auch eine willkirliche Ausrichtung der mit den
Peptidplattchen verbundenen Dipole zur Folge. Basierend auf den veréffentlichten NMR-
Strukturen war die Ausrichtung dieser Dipole jedoch auch der Ausgangspunkt fur eine
Berechnung oder Abschatzung der Lage der Amidbanden der Modellpeptide Bredenbeck
et al. [310 311]. Im Hinblick auf die hier gezeigten Ergebnisse erscheint diese Berech-
nung der Amidbanden zumindest mit einem hohen Fehler verbunden zu sein.
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der Modellpeptide

Im vorangehenden Abschnitt wurde gezeigt, dass die vorgestellten Langzeitsimulationen
der Modellpeptide, trotz der bekannted8] 94] Fehler und Unzulanglichkeiten der ver-
wendeten MM-Kraftfelder, in der Lage sind, die Konformationen dieser Molekdle in L6-
sung verlasslich vorherzusagen. Denn es wurde eine gute quantitative Ubereinstimmung
der berechneten Strukturen mit den aus den NMR-Messungen ermittelten Abstandsbedin-
gungen beobachtet. Ahnliche Validierungen der Methode der MD-Simulation in Hinsicht
auf strukturelle Observablen wurden schon zuvor mehrfach durchgefihrt und publiziert
(siehe Abschnittl.3). Uber solche strukturellen Fragestellungen hinausgehend werden
MD-Simulationen jedoch héaufig auch zur Aufklarung dynamischer Prozesse eingesetzt.
Dieses Vorgehen sttitzt sich auf die Tatsache, dass aus MD-Simulationen — im Gegensatz
beispielsweise zu Monte-Carlo-Simulationen — unmittelbar Aussagen Uber die in einem
System auftretenden Dynamiken gewonnen werden konnen. In der Einfuhrung (Kapitel
wurde berichtet, dass die meisten Ideen und Einsichten zur Konformationsdynamik von
Proteinen auf kurzen Zeitskalen der Auswertung von MD-Trajektorien entstammen.

Jedoch war bisher keine Verifikation der simulierten Dynamiken durch einen Vergleich
mit experimentellen Daten mdglich, denn es fehlten geeignete Modellsysteme und aus-
reichend schnelle Messmethoden, um die Dynamik solcher Molekile in dem den Simu-
lationen zuganglichen Zeitbereich der Piko- bis Nanosekunden experimentell anzuregen
und im Detail zu verfolgen. Erst durch die Synthese der lichtschaltbaren Modellpeptide
und die Anwendung der Femtosekunden-zeitaufgelosten Spektroskopie auf diese hinrei-
chend einfachen Systeme konnte ein Uberlapp zwischen den in Simulationen und den in
Experimenten zuganglichen Zeitskalen erzielt werden.

Aufbauend auf der in Kapitéd und4 vorgestellten Parametrisierung eines Kraftfeldes fir
die in DMSO geldsten Modellpeptide soll nun untersucht werden, ob und unter welchen
Bedingungen MD-Simulationen in der Lage sind, die lichtinduzierte Relaxationsdynamik
der Peptide quantitativ korrekt zu beschreiben. Ein erster Schritt zur Beantwortung dieser
Fragen wurde im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit durch die Auswertung einer klei-
nen Anzahl von Simulationslaufen gemacht, in denen die LichtanregungsieAPBs

und die des freienis-Azobenzols sowie die sich anschliel3ende Relaxation der Molekile
hin in ihren jeweiligerntrans-Zustand verfolgt wurde. Die dabei festgestellte, erstaunlich
gute Ubereinstimmung zwischen den in den Simulationen beobachteten Dynamiken und
den aus der fs-Spektroskopie ermittelten Zeitkonstanten wurde anschliel3end veroffent-
licht [138 und als Hinweis darauf interpretiert, dass MD-Simulationen prinzipiell dazu
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8 Die lichtinduzierte Relaxationsdynamik der Modellpeptide

geeignet sind, die Konformationsdynamik von Proteinen und Peptiden in Lésung korrekt
vorherzusagen.

So erfreulich diese fast perfekte Ubereinstimmung zuerst erschien, so unbefriedigend
ist sie, wenn man bedenkt, dass die hier prasentierte Kombination von fs-Experimenten
und MD-Simulationen eigentlich dazu auserkoren war, einen Test fur die Beschreibung
von Proteindynamik durch MD-Simulationen und insbesondere fur die dabei eingesetzten
Kraftfelder zu bilden. Wenn es, wie bei diesen ersten Simulationen, ausreichemabst,
liebiges Peptidkraftfeld (ARMM) mit einemmdglichen Losungsmittelmodell urainer
denkbaren Parametrisierung der Farbstoffe zu kombinieren und eiesiorgegebene
Implementierung (Eo-mMmIl ) dieses Gesamtkraftfeldes einzusetzen, um eine fast perfek-
te Ubereinstimmung zu erreichen, so kann auf diese Weise kein Beitrag zur Verbesserung
der Methodik oder der Kraftfelder geleistet werden. Aber dieser Eindruck tauscht, denn es
beruht, wie sich zeigen wird, die bei den ersten Simulationen beobachtete gute Uberein-
stimmung mit den Experimenten tatséchlich gerade auf einer gliicklichen Wahl der magli-
chen Kraftfeldparameter, auf deren Veranderung die simulierten Dynamiken empfindlich
reagieren.

Naturlich ist es unmdoglich, den Einfluss der Vielzahl der bendétigten Kraftfeldparameter
auf die Molekuldynamik vollstandig und umfassend zu untersuchen. Schon zur Abschét-
zung der Auswirkungen einer Variation eines einzelnen Details des Kraftfeldes ist die
Berechnung einer gewissen Anzahl (mindestens 10) von Nanosekunden-Trajektorien der
Modellsysteme nach Lichtanregung notwendig. Uber diese Einzeltrajektorien ist zu mit-
teln, um ein akzeptables Signal-zu-Rausch-Verhaltnis fur die auszuwertenden Observa-
blen zu erreichen. Aus den experimentellen Voruntersuchungen ist bekannt, dass sich die
Konformationsdynamik der zyklischen Peptide nach Umschalten des Azobenzols min-
destens in den Zeitbereich einer Nanosekunde hinein erstd&%t o dass der mit jeder
einzelnen Trajektorie verbundene Rechenaufwand recht erheblich ist. Deshalb kann in
endlicher Zeit und mit den zur Verfigung stehenden Ressourcen nur exemplarisch der
Einflul3 einer sehr geringen Anzahl von Kraftfeldparametern auf die Peptiddynamik un-
tersucht werden. Aus den gleichen Griinden mdchte ich mich neben dem Azobenzol auf
die alleinige Betrachtung des cAPBs beschréanken und nur eine mdgliche Richtung der
Isomerisierungsreaktion untersuchen. Wahrend mit dem in Kapimigestellten Zusatz-
potential sowohl dieis—transals auch digrans— cis-Isomerisierung modelliert werden
kann, soll hier nur der erste Fall betrachtet werden, da dieser im Experiment besser cha-
rakterisiert werden konnté B9.

Mit diesen Einschrankungen kann der Einfluss der folgenden Kraftfelddetails auf die si-
mulierten Dynamiken untersucht werden:

(i) Das Modell des Lésungsmittels DMSO

In Kapitel 3wurden mehrere mdgliche Modelle fir das Losungsmittel DMSO vorgestellt,
darunter solche, bei denen die Wasserstoffatome der Methylgruppen explizit berticksich-
tigt werden, und andere, bei denen diese Gruppen jeweils ein Pseudoatom bilden. Ferner
unterscheiden sich die DMSO-Modelle auch hinsichtlich ihrer Flexibilitdt und weiterer
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Kraftfeldparameter. Aus der Vielzahl der bekannten Modelle wurden das neue und flexible
Modell mit der Bezeichnung HC (bzw. sein Vorlaufer VAK-DMSO), das rigide ,united-
atom*“ Modell MP und das semi-flexible Modell Ml ausgewahlt, um den Einfluss der Wahl
des Losungsmittelmodells zu ermitteln.

(ii) Der Skalierungsfaktor 114 der Elektrostatik

In Kapitel 6 wurde detailliert auf den Faktdr14 eingegangen, mit dem imHARMM -
Kraftfeld die elektrostatische Wechselwirkung zweier durch drei Bindungen voneinander
getrennter Atome skaliert wird (sieh2.25). Im Gegensatz zum iKARMM-Standard von

A14 = 1,0 basierten die zuerst durchgefiihrten und publiziert88)[Simulationen auf der
Annahme des Wertds 4 = 0,4, der gestreckte Peptidkonformationen beginstigt. Esist zu
untersuchen, welche Auswirkungen die mit diesem Parameter verbundenen Anderungen
der Energielandschaft des Peptids (vgl. Abscttiy auf dessen Konformationsdynamik
haben.

(iif) Die Dihedralpotentiale in den Azobenzolfarbstoffen

Als drittes Detail des Kraftfeldes werden die beiden alternativen Parametrisierdngen
und B der Dihedralpotentiale der Azobenzolfarbstoffe verglichen, die in KapitEhbel-

le 4.3) vorgestellt wurden. Zurickblickend auf Abbildudg3 sei daran erinnert, dass die
Parametrisieruné\ einen steileren Verlauf der Potentiale in der Néhe der Minima zeigt als
die VarianteB. Dagegen gibB die Hohen der Potentialbarrieren exakt wieder, wahrend
A sie unterschatzt.

Selbst mit der Beschrénkung auf nur diese drei zu variierenden Aspekte des Kraftfeldes
war es unmoglich, Simulationen fur alle méglichen Parameterkombinationen durchzuftih-
ren, denn hierzu wéren unter Bericksichtigung dreier DMSO-Modelle, zweier mdglicher
Werte fliri14 und zweier alternativer Dihedralpotentiale immerhin noch 12 Kombinatio-
nen zu evaluieren gewesen. Die Auswahl der tatsachlich untersuchten Kombinationen und
die Details der Simulationen werden in Absch8itt erlautert.

Um die Relaxation der Modellsysteme in den Simulationen verfolgen zu kénnen, bedarf
es noch geeigneter Observablen. In Abscthtwerden zwei hierzu geeignete Grolien
besprochen: als erste skalare Observable wird aus den Trajektorien jeweils die Gesamt-
energie der gelosten Molekile berechnet. Durch die Anpassung eines Ratenmodells von
multiexponentiellen Zerfallen an die so entstehenden Zeitreihen der Gesamtenergie kon-
nen dann jeweils die Zeitkonstanten der Relaxationsdynamiken bestimmt und mit den aus
der fs-Spektroskopie bekannten Werten verglichen werden. Daneben beinhalten die MD-
Trajektorien in Form aller Atomkoordinaten jedoch noch eine Vielzahl weiterer Informa-
tionen Uber die stattfindenden Relaxationsprozesse. Dabei ist es offensichtlich von beson-
derem Interesse, einen Einblick in die im Peptidteil des cAPBs stattfindenden Konfor-
mationsiibergénge zu gewinnen. Um die auftretende Konformationsdynamik quantitativ
auswerten zu kdnnen, ist ein Maf3 dafur notwendig, wie weit sich die Geometrie eines ein-
zelnen Molekils zu einem gegebenen Zeitpunkt vom Rauntidéfonformere entfernt

und dem detrans-Konformere angenahert hat. Basierend auf den in Kapiehrbeiteten
Methoden zur statistischen Datenanalyse wird in AbscBrtein solches Mal} definiert.
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8 Die lichtinduzierte Relaxationsdynamik der Modellpeptide

Bez. Mol. DMSO )4 Dihe-Par. Anz. dook (PS) bosk (PS) fsom(pS) CPU-Tage

R1 Azo VAK 04 A 6 0 100 100 44

R2 Azo HC 1,0 B 10 0 500 1000 323
R3 Azo Ml 1,0 B 10 0 500 1000 56

R4 Azo MP 1,0 B 10 0 500 1000 56
R5 <cAPB VAK 04 A 6 0 0 1000 239

R6  cAPB HC 0,4 A 10 50 200 1000 312
R7  cAPB HC 1.0 A 10 50 200 1000 312
R8 cAPB HC 0,4 B 10 50 200 1000 312
R9 cAPB HC 1.0 B 10 50 200 1000 312
R10 cAPB Ml 0,4 B 10 500 500 1000 63
R11 cAPB Ml 1,0 B 10 500 500 1000 63
R12 cAPB MP 1,0 B 10 500 500 1000 63

Tabelle 8.1: Ubersicht (iber die Relaxations-Simulationen.Es werden die 12 durchgefiihrten
Simulationen der lichtinduzierten Relaxationsdynamik benannt und die jeweils gewahlten Kraft-
felddetails aufgefuhrt. Neben der Bezeichnung der Simulation werden das dabei untersuchte Mo-
lekdl, entweder ,Azo" fur das freie Azobenzol oder ,cAPB*" fir das erste Modellpeptid (siehe
Abbildung1.13, und das verwendete DMSO-Modell (siehe Kap#ehngegeben. Die beiden fol-
genden Spalten beinhalten den in der Simulation angenommenen Skalierungsfakier elek-
trostatischen 1-4-Wechselwirkung (sielZe2)) und den ausgewahlten Satzoder B der Dihe-
dralpotentiale im Farbstoff (siehe Tabelle). Es folgt die Anzahl der Einzeltrajektorien, aus der

sich die Simulation zusammensetzt, die Zeitdauer der zuséatzlich zur Equilibrierung durchgefihr-
ten Gleichgewichtssimulation bei 500 K und 298 K und die Daug ter jeweils berechneten
Trajektorien der Relaxation. In der letzten Spalte wird der Rechenaufwand der Simulationen ab-
geschétzt. Angegeben sind CPU-Tage auf Prozessoren des Typs AMD AthlonMP 1900+. In der
Tabelle werden mit R1 und R5 diejenigen Simulationen bezeichnet, deren Ergebnisse schon zuvor
veroffentlicht wurden 13§|.

AnschlieRend werden in AbschnBt3 die Ergebnisse einer Vielzahl von Simulationen
prasentiert und diskutiert. Ein Vergleich der einzelnen Simulationsergebnisse untereinan-
der erméglicht dabei eine Beantwortung der Fragen (i) bis (iii). Ferner werden exempla-
risch einige Trajektorien der Relaxation des cAPBs nach Lichtanregung strukturell unter-
sucht, um Einsichten in die ablaufende Konformationsdynamik zu gewinnen und damit
gleichzeitig das Potential der in dieser Arbeit vorgestellten datengetriebenen Modellbil-
dung zur Analyse von MD-Trajektorien aufzuzeigen.

8.1 Details der Simulationen

Tabelle8.1 listet alle zur Untersuchung der Relaxationsdynamik durchgefuhrten Simula-
tionen auf und zeigt neben den dabei vorgenommenen Variationen der oben diskutierten
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8.1 Details der Simulationen

Kraftfeldaspekte auch die Anzahl der jeweils berechneten Einzeltrajektorien. Hinsichtlich
ihrer Durchfiihrung unterscheiden sich die beiden alteren und zuvor veroffentliai3@n [
Simulationen R1 und R&eilweise deutlich von den Ubrigen, neueren Simulationen, fiir
welche die Details der Durchfiihrung schon in Abschniftausfthrlich dargestellt wur-

den und hier deshalb nicht wiederholt werden mussen.

Die Simulationen R1 und R5 entstanden unter Verwendung einer alteren Version des Pro-
grammpaketes &0, der einige wichtige Funktionen fehlten. Aus diesem Grund konnte
beispielsweise anstatt des mit den neueren Simulationen beschriebenen Rhombendodeka-
eders (etwa 960 DMSO-Molekile) nur ein wirfelfdrmiges Simulationsvolumen angesetzt
werden, welches mit etwa 29 A Kantenlange mehr als 1.600 DMSO-Molekiile umfasst.
Weitere Unterschiede zu den neueren Simulationen bestehen darin, dass die Coulomb-
Summe nur bis zu einem Abstand von 11 A (anstatt 13 A) explizit berechnet wurde, dass
die Quadrupolmomente weiter entfernter struktureller Einheiten keine Berucksichtigung
fanden und auch darin, dass ein kleinerer Uberlapp der SAMM-Distanzklassen von 1 A
verwendet wurde (siehda Q).

Als Ausgangspunkte fur die Berechnung von Relaxationstrajektorien nach Lichtanregung
dienten equilibrierte Schnappschiisse der Simulationssysteme, die getrennt jeweils fir alle
ausgewahlten Kombinationen von Kraftfelddetails erzeugt wurden. Solche Schnappschis-
se kénnten prinzipiell aus einer Gleichgewichtstrajektorie entnommen werden, wie sie in
Kapitel 7 vorgestellt wurde. Da diese Langzeitsimulationen aufgrund des mit ihnen ver-
bundenen hohen Aufwands jedoch nur fur eine der Parameterkombinationen (HC-DMSO;
Ar14 = 1,0; Dihedralparametersatz B) berechnet wurden, musste ein anderer Weg gewahlt
werden, um equilibrierte Simulationssysteme zu erhalten und gleichzeitig einen zumin-
dest eingeschrankten Uberblick (iber die Konformationsraumeisiardtrans-lsomere

zu erhalten. Es wurden, entsprechend der in Tal&llegezeigten Anzahl von Einzel-
trajektorien, die besten 6 oder 10 der vertffentlichten NMR-Strukturen des cAFHBs |
einzeln in Losungsmittelboxen eingesetzt und anschliel3end die in AbstHrettauter-

ten Schritte der Equilibrierung durchgeftihrt. An den Schritt 6 dieses Verfahrens schlossen
sich dann jeweils zwei weitere Gleichgewichtssimulationen im NPT-Ensemble an, deren
Zeitdauern Tabell&.1 als ook bzw. bggk angibt. Die erste Simulation bei 500K diente
einer vollstandigen Relaxation der verspannten NMR-Strukturen, wahrend die zweite bei
298 K eine Erforschung des Peptid-Konformationsraumes ermoglichte. Als Startpunkt der
Relaxationssimulationen wurde anschliel3end jeweils die Systemkonfiguration am Ende
der zweiten Gleichgewichtstrajektorie gewahlt.

Abweichungen von dem beschriebenen Vorgehen ergaben sich erstens bei den Simula-
tionen des freien Azobenzols, welches offensichtlich — abgesehen von der mdglichen
cis-translsomerisierung — keine weitere konformelle Variabilitat aufweist. Hier wurden
die Schnappschusse jeweils einer einzelnen Gleichgewichtstrajektorie von 500 ps Dauer
entnommen. Ferner wichen bei der Simulation R5 die Equilibrierungen von dem in Ab-

aZur besseren Unterscheidung werden im Folgenden die beiden alteren Simulationen R1 und R5 auch
teilweise zusatzlich mit dem Kirzel ,PNAS" gekennzeichnet.
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schnitt7.1aufgefihrten Schema wie folgt ab: die Schritte 2, 4 und 5 wurden ausgelassen,
dagegen betrugen die Simulationsdauern 30 ps bei Schritt 3 und 50 ps bei Schritt 6. Da zu
dem damaligen Zeitpunkt kein Barostat iz &implementiert war, konnten die Simulatio-

nen R1 und R5 nur im NVT-Ensemble durchgeflhrt werden. Dabei entsprach die Dichte
der Losungsmittelboxen der experimentellen Dichte von reinem DMSO bei Normalbedin-
gungen.

Details der Relaxationssimulationen

Ausgehend von den oben beschriebenen Startkonfigurationen wurdgs-diemere der
Modellsysteme jeweils eine weitere Pikosekunde lang im thermischen Gleichgewicht ver-
folgt, um deren Ausgangszustand zu charakterisieren. Hierbei und wéhrend der gesamten
Relaxationssimulation, wurde der Barostat abgeschaltet und somit in das NVT-Ensemble
gewechselt. Alle anderen Details der Simulationen, wie die Auswertung der langreichwei-
tigen Wechselwirkungen, die Zeitkonstanten des Thermostaten, etc. entsprachen denen
der oben bzw. in Abschniit.1 beschriebenen Gleichgewichtssimulationen. Insbesondere
wurde auch hier der Thermostat ausschlief3lich an die Freiheitsgrade der Losungsmittel-
molekile angebunden, um Artefakte zu vermeiden.

Die Modellierung der lichtinduzierten Isomerisierungsreaktion der Azobenzolfarbstof-
fe wurde in Abschnitt4.2 geschildert. Dementsprechend wurde zum ZeitpunitO

der Relaxationssimulationen das Zusatzpoten#al) (angeschaltet, um die Lichtanre-
gung zu beschreiben. Die auf diese Weise instantan in den Farbstoff eingetragene Energie
AE = 64,9 kcal/mol entsprach derjenigen eines Photons der experimentell verwendeten
Anregungswellenlange (480 nm). Wahrend der nachsten 10 ps der Simulation wurde die
Geometrie der Azogruppe Uberwacht. Sobaldtdens-Zustand erreicht und der Winkel
N=N-C (die Reaktionskoordinat® nur noch um weniger als 2@us seiner Gleichge-
wichtslage ausgelenkt war, wurde damit begonnen, Uber einen Zeitraum von 1 ps line-
ar zwischen dem Zusatzpotential und den normalen Kraftfeldbeitrdgen zu interpolieren.
Anschlie3end war die Standardbeschreibung td@ssIsomers der Modellsysteme er-
reicht, deren Relaxationsdynamiken bis zu den in Tal&Mlleaufgefuhrten Zeitpunkten

tisom verfolgt wurden. Wahrend der Simulationen wurden die unterschiedlichen Beitrage
zur MM-Gesamtenergie2(13 aufgezeichnet und dabei zwischen dem geldsten Molekal
und dem Losungsmittel unterschieden. Auch die Geometrien des cAPBs bzw. des Azo-
benzols wurden abgespeichert. In beiden Féllen geschah dies in Zeitschritten von 5fs
(t=-1ps...10ps), 50fst{= 10ps...100ps) und 0,5pst = 100ps .. 1ns). Die aus
diesen Aufzeichnungen extrahierten Observablen werden in den n&chsten Abschnitten
vorgestellt.

An dieser Stelle sei noch auf den mit den vorgestellten Simulationen verbundenen er-
heblichen Rechenaufwand eingegangen, der in TaBellen Einheiten von CPU-Tagen
aufgefihrt wird. Die Abschatzung des Aufwands bezieht sich dabei auf Workstations, die
mit Prozessoren des Typs AMD AthlonMP 1900+ besttckt sind, da ein Cluster solcher
Doppelprozessor-Maschinen zur Berechnung der neueren Trajektorien eingesetzt wurde.
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8.2 Energetische und geometrische Observablen

Der Gesamtaufwand betrug mehr als 2000 CPU-Tage. Besonders auffallig ist, dass die
Verwendung eines ,all-atom* DMSO-Modells (VAK, HC) einen deutlich héheren Auf-
wand zur Folge hat, als die eines ,united-atom“ Modells. Es wird sich jedoch zeigen, dass
dieser Aufwand in Kauf genommen werden muss.

8.2 Energetische und geometrische Observablen

Bei einer MD-Simulation stehen die verschiedenen Einzelbeitrage zur Gesamtenergie des
untersuchten Systems zumeist direkt in Form von Zeitreihen zur Verfiigung und kénnen
dazu dienen, einen solchen Simulationslauf auszuwerten. Es liegt deshalb nahe, die licht-
induzierte Relaxationsdynamik des Azobenzols und des cAPBs durch eine Betrachtung
der zu einem Zeitpunkt nach Anschalten des Zusatzpotentials noch im gelésten Mole-
kil verbleibenden Anregungsenergie quantitativ zu analysieren. Dazu wurde fir jede der
Trajektorien, aus denen sich die Simulationen zusammensetzen, jeweils die als

Egest) = Emm,sol(t) + Exkin,sol(t) (8.1)

definierte Gesamtenergie des Molekils berechifgls setzt sich ausyvm,sol, der MM-

Energie 2.13 aller Atome des geltsten Molekuls, und deren kinetischen EneEgigBo
zusammen. Zwar ware es im Fall des cAPBs gunstiger, anstelle des Gesamtmolekdils nur
den Azobenzol-Farbstoff alleine zu betrachten, da dies einen direkteren Bezug zu den
experimentellen Beobachtungen erlauben wiirde, jedoch fuhrt die relativ starre Anbindung
des Farbstoffes an den Peptidteil dazu, dass zwischen diesen beiden Teilen der zyklischen
Peptide starke Energiefluktuationen stattfinden, deren Amplituden deutlich gré3er sein
konnen, als die wahrend der Energierelaxation zu untersuchenden Energiedifferenzen.

Bei der Auswertung der Messergebnisse der fs-Spektroskopie werden die beobachteten
Dynamiken zumeist durch ein Ratenmodell beschrieben, in dem das Ensemble der unter-
suchten Molekule nach ihrer Anregung sequentiell eine Reihe von getrennten Zwischenzu-
stéanden = 1, ..., n mit jeweils unterschiedlichen Absorptionseigenschaften durchlauft,
bevor es wieder in seinen Grundzustand Uberd&td][ In einem solchen linearen Raten-
modell kann der Verlauf der Abgabe der Anregungsenergie durch einen multi-exponenti-
ellen Zerfall der Form

0 ,t <0

il aexp(—t/q) .t=0 (8.2)

Erate(t) = {

modelliert werden. Die Parameter dieses Modells sind die Zerfallskonstgnden ein-
zelnen Zustande und die Amplitudan Ein mdglicher energetischer Offset zwischen dem
cis-lsomer als Ausgangszustand vor der Anregung und dem vollstéandig relatraren
Isomer wird im Folgenden durch die Angabe einer ,unendlich” grof3en Zeitkonstante mit
zugehdriger Amplitude angegeben.
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8 Die lichtinduzierte Relaxationsdynamik der Modellpeptide

Zur Anpassung der Modellfunktior8(2) an die vermittels der Simulationen beobachtete
Abnahme der Gesamtenerdiges wurde letztere zuerst auf ihren mittleren Wert wah-
rend der einen Pikosekunde vor Anschalten des Zusatzpotentials normiert. Weiterhin wur-
den aus der Zeitreihe défges eine Teilmenge von Zeitpunkten ausgewahlt, die auf der

in der fs-Spektroskopie tblichen linear-logarithmischen Zeitskala mdglichst aquidistant
sind. Diese spezielle Zeitskala, die auch in vielen der nachfolgenden Abbildungen verwen-
det wird, ist linear im Bereich von -1 ps bis 1 ps und wéchst anschlielend logarithmisch
bis zut = 1ns an.

Als Optimierungskriterium der Anpassung des Ratenmodells diente die mittlere quadrati-
sche Abweichung

1 M
xP(m.a) = o ; [Egest) — Eraet)]” (8.3)

der ModellfunktionErate (8.2) von den ausgewahlten Datenpunkiégs wobei dier;

und dieg; als freie Parameter betrachtet, die Anzahl der exponentiellen Zerfélle hingegen
fest vorgegeben wurde. FUr die freien Parameter wurden interaktiv Startwerte vorgegeben
und diese anschlie3end mit Hilfe des von den Mitarbeitern des Labors Z20 an unserem
Lehrstuhl entwickelten IDL-Programm813 auf eine minimale AbweichungB(3) hin
optimiert.

Die Anpassung der Modellfunktior8(2) erweist sich nicht immer als unproblematisch,

da beispielsweise die optimierten Parameter deutlich von den gewéhlten Startbedingun-
gen abhéangen kénnen. Ferner ist festzustellen, dass sobald zwei Zerfallsprozesse nicht
mindestens um eine Grdél3enordnung voneinander differierende Zeitkonstanten aufweisen,
deren Betrage nur sehr schlecht definiert sind. Dies fuhrt zu der Beobachtung, dass ei-
ne Datenreihe, die durch zwei Zerfallszeiten von beispielsweise 3 ps und 10 ps modelliert
werden kann, ebenso gut durch einen einzelnen Zerfalt mit6é ps zu beschreiben ist.

Um dieses Verhalten besser verstehen zu kénnen und um die Aussagekraft der ermit-
telten Zeitkonstanten zu starken, wurde von angestrebt, eine Fehlerabschatzung fur die
Anpassung der Zeitkonstanten zu treffen. Hierzu fand ein von Helmut Sa&téri-
plementiertes Verfahren Anwendung, bei dem nach der erfolgten Optimierung des Mo-
dells untersucht wird, welche Auswirkung die Variation eines der Parameter auf die Gite
des gefundenen Fits hatte. Dazu wurde jeweils iterativ getestet, um wieviel Prozent dieser
Parameter, unter Konstanthalten der Ubrigen Parameter, nach unten und oben verandert
werden kann, ohne dass sich das M&®R8.3) um mehr als — willkiirliche gewéhlte — 3%
erhoht. Die auf diese Weise bestimmten Unsicherheiten fur die Zeitkonstantemden

im Folgenden mie(t;) bezeichnet.

Klassifizierung der Peptidkonfigurationen

Um einen Einblick in die wahrend der Relaxation im Peptidteil des cAPBs stattfindenden
Konformationsiibergange zu erhalten, ist es notwendig, ein Maf3 dafur festzulegen, wie
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8.2 Energetische und geometrische Observablen

weit sich die Geometrie des Peptidriickgrats zu einem gegebenen Zeitpunkt von der eines
cis-Isomers entfernt und sich derjenigen eit@msIsomers angenahert hat. Die in Ka-

pitel 5 vorgestellten Uberlegungen lassen vermuten, dass es schwierig ist, im Raum der
kartesischen Atomkoordinaten eine Metrik fir den Abstand einer beliebigen Peptidkonfi-
guration von den als bekannt angenommenen Konformationecisdlemd translsome-

re zu definieren. Stattdessen sind die Dihedralwinkel des Peptidrickgrats die zu diesem
Zweck geeigneteren Koordinaten. Nun hat aber die in Abschrditi prasentierte Unter-
suchung der Peptid-Konformationsraume gezeigt, dass eine Projektion dieser Raume auf
die Ramachandranplots der einzelnen Aminosauren haufig einen deutlichen Uberlapp der
cis- undtrans-Geometrien zur Folge hat. In Abschiit2.2wurde deshalb versucht, durch

eine Hauptkomponentenanalyse diejenige Linearkombination der Winkelvariablen zu fin-
den, die eine optimale Trennung zwischen den beiden Konformationsrd&umen ermdglicht.
Laut Abbildung7.5 gelingt dies im Fall des cAPBs allerdings nur mit beschranktem Er-
folg. Dementsprechend ist festzustellen, dass man einen stark mit Rauschen und Fehlern
behafteten Eindruck desis-transUbergangs erhalt, wenn man die wahrend der Rela-
xationstrajektorien durchlaufenen Peptidgeometrien auf die erste der Hauptkomponenten
— oder auch die optimale Kombination der ersten zwei oder drei Komponenten — projiziert
(Daten hier nicht gezeigt).

Uber eine einfache PCA hinausgehend wurde bei der Auswertung der Gleichgewichtstra-
jektorien jedoch auch schon die Leistungsfahigkeit der in Kapitttwickelten Metho-

den zur Klassifikation von Datensatzen nachgewiesen. So konnten mit diesen Methoden
nicht nur die Peptidkonformationen aufgefunden, sondern anschlieRend auch alle in den
Trajektorien auftretenden Peptidgeometrien einer dieser Konformationen zugeordnet wer-
den.

Angewendet auf die nun vorliegende Problemstellung liegt es naheisdiend dietrans
Konformationen als Klassen zu betrachten, denen eine gegebene Peptidkonfiguration zu-
zuordnen ist. Als Modelle dieser beiden Klassen kdnnen zwei klassenlokale Dichteschét-
zungen 5.40 dienen, die gemeinsam zu einem Kodebuch zusammengefasst werden (fur
eine genauere Erklarung dieses Ansatzes zum Bau eines Klassifikators siehe die Verof-
fentlichung von Albrecht et al.147]). Bezeichnet man die beiden Klassen @ fur cis

und C; fiir trans, so erhalt man fur einen Daten- oder Winkelvektarach 6.42) die Zu-
ordnungswahrscheinIichkeitéfh(Cc|x) und f’(Ct|x), die sich stets zu Eins erganzen. Als
skalares MaR fir den Fortschritt des Ubergangs des Peptide vorcisinan einertrans:

artigen Geometrie bietet sich SOnRitC; |X) an, da diese Grol3e am Anfang einer Relaxa-
tionstrajektorie einen Wert nahe bei Null aufweist, Konformationsiibergange hin auf den
trans-Zustand mit einem Anstieg dieser Gréf3e verbunden sind und deren Wert von 1 einen
geometrisch vollstandig relaxiertétans-Zustand anzeigt.

Es war notwendig, fur jede der in TabeBel aufgefiihrten Simulationen des cAPBs ein
eigenstandiges Modell deis undtrans Konformationslandschaften zu generieren, da da-

von auszugehen ist, dass deren Gestalt durch die gewéhlten Kraftfeldparameter beeinflusst
wird. Die zur Erzeugung der Modelle notwendigen Gleichgewichtssimulationen wurden
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in Abschnitt8.1erlautert. Im Gegensatz zu den in Kapitelorgestellten Langzeittrajekto-

rien wurden hier die Konformationsrdume jeweils mit Hilfe mehrerer kurzer Simulationen
charakterisiert, die sich hinsichtlich der Startgeometrien der Modellpeptide unterschieden.
Aus den in diesen Simulationen bei Raumtemperatur beobachteten Peptidkonfigurationen
wurden die durchlaufenen Dihedralwinkelkombinationen extrahiert und, jeweils getrennt
fur die beiden Isomere, zu einem Gesamtdatensatz vereinigt, aus dem anschlie3end die
Konfigurationsraumdichte mit Hilfe desNWAR -Verfahrens geschéatzt wurde (siehe Ab-
schnitt5.2). Die dabei angesetzten Mischungsmodelle umfassen, wie zuvor, jeweils 100
univariate zirkulare Normalverteilungen. Wahrend die optimale GauR3brgitém Fall

der Langzeitsimulationen etwa 0,43 betrug (siehe Unterabscéhith, beobachtet man

hier die maximale Log-likelihood im Mittel schon bebp: = 0,22, was auf die geringe-

re Temperatur und das, durch die kirzeren Simulationen bedingte, weniger umfassende
Abtasten der Konformationraume zurtickzufiihren ist.

Verwendet man die auf diese Weise konstruierten klassenlokalen Dichteschatzungen, um
aus den einzelnen Relaxationstrajektorien die Zeitreihen der geometrischen Observablen
P(Ci|x(t)) zu berechnen, so wird schnell deutlich, dass die relativ kleinen GauRbreiten
oopt €ine sehr scharfe Partitionsfunktion (siehe Abbilding erzeugen. Dies hat zur
Folge, dass die geometrische Zuordnung zu einem der beiden Konformationsraume auf
fast diskrete Weise geschieht, d.h. dﬁ%{@ﬂx(t)) im Zeitverlauf plotzlich von 0 auf 1
springt. Dieses — hier nicht gezeigte — Verhalten weist auf den Mangel an Informationen
Uber die Gestalt der Energielandschaft der Peptide im Bereich zwischen den Konforma-
tionsrdumen decis- und dertrans-Isomere hin, welcher nicht durch die Gleichgewicht-
strajektorien abgetastet wurde. Um dennoch ein graduelles Mal3 fiir die ablaufenden geo-
metrischen Anderungen zu erhalten, wurde das ,Wissen*“ {iber die Energielandschaften
durch ein Hochskalieren der Gaul3breiten in den Mischungsmodellen spekulativ ausge-
dehnt. Dieses Vorgehen entspricht der im Rahmen desoA/erfahrens in Abschnitf.3
vorgenommenen Vergroberung des Konformationsraumes der Peptide. Dort wurde zur de-
taillierten Analyse der Peptidkonformationen ein Skalierungsfaktoroven3,2 gewahlt,

was einer Gaul3breite von 1,29 entspricht, und gezeigt, dass auf dieser Auflosungsstufe
die wichtigen Merkmale der Konformationsrdume in Form von deutlich unterschiedlichen
Konformationen sichtbar sind, wahrend tberflissige Details durch die Glattung entfallen.
Aus diesem Grund und um die Konsistenz zu wahren, wurden die Gaul3breiten der hier
verwendeten Dichtemodelle auf den gleichen Wert von 1,29 gesetzt, was einer Skalierung
um etwap = 6,0 entspricht.
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8.3 Ergebnisse und Diskussion

8.3.1 Ubereinstimmung mit den Experimenten: Azobenzol und
cAPB

Bei der Vorstellung und Diskussion der Ergebnisse der diversen Relaxations-Simulationen
mochte ich mit den beiden Simulationslaufen beginnen, die in der Chronologie zuerst
durchgefuhrt wurden und deren Ergebnisse schon zuvor Grundlage einer Veroffentlichung
waren [L3§. Dies sind diejenige Simulation des Azobenzols, die in Tabgleals R1
bezeichnet wird und die Simulation R5 des cAPBs.

Abbildung 8.1 zeigt die aus diesen Rechnungen folgenden Zeitverlaufe der Gesamtener-
gie Eges (8.1 auf der erwahnten linear/logarithmischen Zeitskala. An beide Zeitreihen
wurde sowohl ein bi- als auch ein tri-exponentieller Zerfall der Fa8r8) @ngepasst. Al-

le auf diese Weise ermittelten Zeitkonstanten, ihre Unsicherheiten und die zugehdérigen
Amplituden werden in Tabell8.2 aufgefihrt, wahrend in Abbildung.1 jeweils nur der
tri-exponentielle Zerfall als durchgezogener Graph dargestellt ist. Zum Verstandnis dieser
Art von Abbildungen ist zu beachten, dass durch die lineare Auftragundyeyiiber der
logarithmischen Zeitskala die Zerfallskonstanten des Ratenmodells als Wendepunkte der
Modellfunktion in Erscheinung treten.

Im Fall des Azobenzols (R1, griin) weisen die Datenpunkte der Gesamtenergie nur eine
geringe Streuung auf. Tabel&?2 zeigt dementsprechend, dass die Anpassung der Mo-
dellfunktion an diesen Datensatz gut definiert ist und dass ein bi-exponentieller Zerfall
ausreicht, um die Dynamik dieser Grol3e zu beschreiben. Eine dritte Zeitkonstante ist
nicht notwendig, wird sie dennoch angesetzt, so ist sie mit einer sehr hohen Unsicher-
heit verbunden. Verfolgt man bei R1 den Verlauf Végesbzw. den der angepassten Mo-
dellfunktion, so erkennt man beéi= 0 die durch das Anschalten des Zusatzpotentials
(4.1 instantan in das Molekul eingebrachte Anregungsenergie von etwa 65 kcal/mol. Di-
rekt im Anschluss an die Anregung wird in einem kurzen Zeitbereich ein grol3er Teil der
Anregungsenergie vom Farbstoffmolekil an das Losungsmittel abgegeben. Die diesem
Prozess entsprechende Zeitkonstante betragt 144 fs und ist lediglich mit einer Unsicher-
heit von+10 % verbunden. Visualisiert man die kartesischen Trajektorien des Azoben-
zols nach Lichtanregung als Film, so beobachtet man in diesem Zeitbereich die durch
das Zusatzpotential getriebene ballistische Isomerisierungsreaktion der Azo-Gruppe. Die
mit dieser Reaktion verbundene starke Anderung der Geometrie des Azobenzols (siehe
Abbildung 1.12) ist mit einer raschen Bewegung der beiden Phenylringe durch das sie
umgebende Losungsmittel verbunden. Als Folge der dabei stattfindenden Beschleunigung
und Verlagerung von DMSO-Molekulen wird ein gro3er Teil der Anregungsenergie direkt
vom Azobenzol auf das umgebende Lésungsmittel Gbertragen.

Die spektroskopischen Messungen eisy-trans-Ubergang des Azobenzols ergaben sehr
gut vergleichbare schnellste Zeitkonstanten: Nagele el 3§ pestimmtenr; zu 170fs,
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Abbildung 8.1: Energierelaxation: Azobenzol (R1) und cAPB (R5)Der Zeitverlauf der tGber

die Einzeltrajektorien gemittelten Gesamtenerfgjgs des Azobenzols (R1, kleine griine Punkte)
und des cAPBs (R5, kleine blaue Punkte) wird Uber einer Zeitskala aufgetragen, die linear im
Bereich von -1 ps bis 1 ps und logarithmisch fur grof3ere Zeiten ist. Die simulierte Lichtanregung
findet zum Zeitpunkt = O statt. Durchgezogenen Linien stellen die an diese Daten angepassten
Modellfunktion @.2) eines tri-exponentiellen Zerfalls dar, deren Parameter in TaBelaufge-

fuhrt werden. Zum Vergleich werden zusatzlich experimentelle Daten (rote Punkte) in Form der
vertikalen Anregungsenergien deans- 7 *-Ubergangs im Farbstoff des cAPBs gezeigt. Erlaute-
rungen im Text.

R1: Azo VAK 0,4 A PNAS R5: cAPB VAK 0,4 A PNAS

i e(m) & Tj e@) & e & T e@) 4

144 -10 +10 82 141 -15+15 82 280 -30 +40 50 258 -35+40 50

59 -25+35 10 3,1 -100+100 7 45,7 -15+20 39 19,3 -100 +100 12
12,7 -55+10 5 61,7 -40+10 30

o0 -7 00 -7 o'e) -15 00 -15

Tabelle 8.2: Zeitkonstanten: Azobenzol (R1) und cAPB (R5)An die in den ersten Simula-
tionen des Azobenzols und des cAPBs beobachtete Relaxationsdynamik der Gesamiggergie
(8.2 wurde jeweils ein RatenmodelB ) mit zwei (jeweils links) bzw. drei (jeweils rechts) ex-
ponentiellen Zerfallen angepasst (siehe Abbild8rly. Die Zeitkonstanten; dieser Zerfélle sind
untereinander angeordnet, wobei die schnellste Zerfallszeit in Femtosekunden und alle weiteren in
Pikosekunden angegeben werden. Die Unsicherheftender Zeitkonstanten sind in Prozent und

die Amplitudena; in kcal/mol aufgefiihrt. Eingo" bezeichnet den Offset fiir grol3e Zeiten.
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wahrend neuere Messungen von Sporldi8g auf einen etwas schnelleren Verlauf von
130fs deuteten. Die schon in AbschritR erlauterte Vorstellung beztiglich des in die-

sem Zeitbereich ablaufenden Prozesses ist, dass die Azo-Gruppe unmittelbar nach der
Lichtanregung desr*-Ubergangs im ersten elektronisch angeregten Zust&y)dvon

cis nachtrans isomerisiert und dabei durch eine konische Durchschneidung in den vi-
bronisch angeregten elektronischen Grundzust&i(ergeht. Die Ubereinstimmung

der in den Simulationen auftretenden Zeitkonstante mit den Messergebnissen zeigt, dass
das hier angesetzte Zusatzpotential den Isomerisierungsprozess im Rahmen der MM-Na-
herung nicht nur qualitativ, sondern auch quantitativ richtig beschreibt. Sie ist damit ein
weiterer Hinweis auf die Korrektheit der Annahme einer Inversionsreaktion an einem der
Stickstoffatome der Azo-Gruppe.

Im Hinblick auf die Beschreibung der Photoisomerisierung ist das verwendete Modell
jedoch limitiert. Im Gegensatz zu Abbildurgyl wird in den Experimenten eine zweite
Zeitkonstante von etwa 1 bis 2 ps beobachi®d. Diese Zerfallszeit wurde als diffu-

sive Dynamik des Molekuls auf des;-Flache identifiziert 138, d.h. als ,Suche” des
Molekdls nach der konischen Durchschneiduh8g. Bei der Entwicklung des Modell-
potentials wurde jedoch angenommen, dass das Molekiil einen Reaktionspfad durchlauft,
der es direkt in den Grundzustand fuhrt. Das Fehlen der angesprochenen Zerfallszeit in
den Simulationen sollte demnach konstruktionsbedingt sein.

Laut Abbildung8.1 verbleiben eine Pikosekunde nach Anschalten des Zusatzpotentials
noch etwa 10 kcal/mol der anfangs eingebrachten Energie im Azobenzol. Nimmt man an,
dass sich diese Energie gleichmafig auf die 62 Freiheitsgrade des Azoberreidt, so
entspricht dies einer Erwarmung des geldsten Molekils um etwa 100 K. Ferner ist davon
auszugehen, dass sich zu diesem Zeitpunkt auch das umgebende DMSO in einem Nicht-
gleichgewichtszustand befindet, nicht nur durch die schon tGibertragene Anregungsenergie,
sondern auch durch die Stérung der das Azobenzol umgebenden Solvathtlle aufgrund der
Geometrieanderung des Farbstoffs. Basierend auf diesen Uberlegungen ist die in Tabel-
le 8.2 aufgefihrte zweite Zeitkonstante von 5,9 ps mit der Relaxation des Gesamtsystems
in das thermische Gleichgewicht zu identifizieren. Diese Schlussfolgerung wurde auch
schon bei der Interpretation der zeitaufgelosten spektroskopischen Messungen am Azo-
benzol gezogenlBg, in denen diesem Prozess Zeitkonstanten zwischen 10 und 20 ps
zugeordnet wurden. In spateren Messungen am Azobenzol ergaben sich Kihlzeiten von
15ps [138, 11 ps [L39 und 5,6 ps B15. Der Vergleich mit den Experimenten zeigt, dass

in der hier betrachteten Simulation R1 die Kuhlzeit des Azobenzols in DMSO héchst-
wahrscheinlich unterschatzt wird. Zu erklaren ist dies mit dem verwendeten flexiblen ,all-
atom” Modell des DMSOs (VAK-DMSO). Bei dieser Art von DMSO-Modellen wurde

in Kapitel 3 stets eine Uberschatzung der spezifischen Warme festgestellt, durch die ein
schneller Warmetbergang vom geldsten Molekul in das Losungsmittel begiinstigt wird.
Der Einflul des DMSO-Modells auf die Kuhlzeiten des Azobenzols soll weiter unten

8Ein Azobenzol-Molekul umfasst 24 Atome, von deren 72 Freiheitsgraden jedoch 10 durch das Konstant-
halten der Bindungslangen der Wasserstoff-Atome wegfallen.
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noch detaillierter untersucht werden.

Zuvor mdchte ich jedoch die Besprechung von Abbild8rigortsetzen. Als letztes Merk-

mal bleibt dort in der Gesamtenergie des Azobenzols noch ein Offset von 7 kcal/mol (siehe
Tabelle8.2) zwischen Ausgangs- und Endzustahda=(100 ps) zu erklaren. Dieser Offset
spiegelt die unterschiedlichen freien Energien der beiden Azobenzol-lsomere wider. Zieht
man in Betracht, dass die in Abschndttl vorgestellten DFT-Berechnungen am freien
Azobenzol im Vakuum fur dasis-Isomer eine um etwa 16 kcal/mol héhere innere Ener-
gie als fur dasgranslsomer ergaben, so ist der hier beobachtete geringere Offset wohl auf
Fehler des MM-Kraftfeldes oder auf Solvatationseffekte zurtickzufihren.

Geht man nun zur Simulation R5 des Modellpeptids cAPB Uber, dessen Gesamtenergie
in Abbildung 8.1 blau dargestellt ist, so zeigt TabeBe2, dass auch in diesem Fall zwei
exponentielle Zerfallszeiten ausreichend sind, um die beobachtete Relaxationsdynamik zu
modellieren. Werden drei Zeitkonstanten angesetzt, so hat dies zur Folge, dass zwei von
ihnen,t2 und 3, sich nur um einen Faktor 3 voneinander unterscheiden und dementspre-
chend schlecht definiert sind. Die schnellere Zeitkonstante von 280 fs beschreibt wie zuvor
die ballistische Isomerisierung des Farbstoffs, welcher hier in Form des APBs in den Pepti-
dring eingebunden ist. Offensichtlich fuhrt die Anbindung des Farbstoffs an den Peptidteil
zu einer Verlangsamung des Umschaltprozesses. Die fs-Messungen stimmen hiermit tiber-
ein. So finden sich fur das freie APB, welches nicht durch Simulationen untersucht wurde,
Zeitkonstanten, die denen des unmodifizierten Azobenzols sehr nahe kod®dpje
Einbindung des ABPs in das zyklische Molekul fihrt experimentell zu verlangsamten Iso-
merisierungszeiten von 270 38 bzw. 230 bis 300 fs139.

Abbildung 8.1 zeigt, dass im Fall des cAPBs nach der Isomerisierung des Farbstoffs ein
deutlich grof3erer Teil der Anregungsenergie im Molekil verbleibt. Wahrend beim Azo-
benzol direkt etwa 65 kcal/mol in das DMSO lbergehen, sind es hier nur etwa 45 kcal/mol.
Es ist davon auszugehen, dass sich die verbleibende Energie teils auf die vibronischen
Freiheitsgrade des Gesamtmolekils verteilt, aber anschlieRend auch teils in Form einer
Verspannung sowohl des Farbstoffes als auch des Peptids vorliegt. Eine solche Verspan-
nung muss notwendigerweise auftreten, da durch die GeometrieAnderung des Azobenzol-
farbstoffs die Randbedingungen des Peptidriickgrats nicht zu seiner aktuellen Konforma-
tion passen. Wahrend gezeigt wurde, dass der Farbstoff seine Geometrieanderung in we-
niger als einer Pikosekunde durchlauft, kann auf dieser kurzen Zeitskala keine signifikante
Anderung der Konformation des Peptidriickgrats stattfinden. Eine visuelle Inspektion der
kartesischen Trajektorien zeigt in den ersten Pikosekunden nach der Lichtanregung al-
lenfalls Verdnderungen bei den direkt am Farbstoff angebundenen Peptid-Residuen Ala 1
und Phe 9. Erst die zweite der in Tabel aufgefihrten Zeitkonstanten von 45,7 ps ist

mit der Konformationsdynamik des Peptidriickgrats zu identifizieren, durch welche die
Relaxation des Peptidteils von eir@s-zu einertrans-artigen Konformation ablauft.

Um beim Vergleich zwischen den Simulationen und den Experimenten nicht nur auf dieje-
nigen Zeitkonstanten zurtickgreifen zu konnen, die aus der Anpassung einer globalen Fit-
funktion an das gesamte zeitaufgeloste Spektrum ermittelt wuldh fvurde in Abbil-
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dung8.1 zusatzlich die Zeitabhangigkeit der vertikalen Anregungsenexgiedess *-
Ubergangs intransAPB aufgenommen. UM E zu berechnen, wurde an ausgewahlten
Zeitpunkten die spektrale Lage des Maximums der entsprechenden Absorptionsbande er-
mittelt. Die 7 7*-Absorptionsbanden von Farbstoffen mit konjugierten Doppelbindungen
sind dafur bekannt, mit deutlichen spektralen Verschiebungen auf TorsionerElek-
tronen-System zu reagieren. Im Fall des Azobenzols zeigten Monti &1a], dass der
elektronische Grundzustar& durch solche Verdrehungen weit weniger beeinflusst wird
als der angeregte Zustafg Aus diesen Griinden ist davon auszugehen, dass der Zeitver-
lauf von A E die vibronische und konformelle Relaxation im Grundzustand widerspiegelt.
Eine &quivalente Eigenschaft wurde weiter oben auch der in den MD-Simulationen auf-
tretenden Gesamtenergifes attestiert. Zusammen motiviert dies den in Abbilduhd
angestellten Vergleich der Zeitreihen varfe und Eges bei dem zur Anpassung der beiden
Energien ein Offset und eine Skalierung frei gewahlt wurden.

Die abweichenden Skalen der beiden Energien haben mehrere Ursachen. Erstens wird in
den Simulationen die Energie des ganzen Molekuls betrachtet, wahrerdie Energie-
differenz des Farbstoffs misst. Zweitens liegt immer nur ein Bruchteil der Gesamtenergie
in denjenigen Freiheitsgraden vor, die zur Anderungdédektronensystems beitragen

und drittens fuhrt das Verhaltnis der Steigungen der beiden Energiefl&hem S, als
Funktion der Kernkoordinaten zu einer weiteren Skalierung. Da diese drei Effekte nicht
quantifiziert werden kénnen, wurde die Skala der Anregungsenaigim Abbildung8.1
bestmdglich an den Verlauf des Ratenmodells angepasst. Dabei wurde nur geringer Wert
auf eine Ubereinstimmung im Zeitbereich bis zu 1 ps gelegt, da dort, wie oben erlautert
wurde, mit Abweichungen der Modellierung von der realen Dynamik des Farbstoffes ge-
rechnet werden muss.

Abbildung 8.1 lasst fur die Relaxationsdynamik nach der ersten Pikosekunde eine schon
zuvor als erstaunlich gute bezeichnete Ubereinstimmung zwischen den Simulationen und
den Experimenten erkennen. In beiden Fallen tritt die gleiche Kinetik mit einer Zeitkon-
stanten von etwa 45 ps und einer Amplitude von etwa 45 kcal/mol auf. Neuere Messungen
am cAPB ergaben durch einen globalen Fit der spektralen Daten alternativ eine Zerfalls-
zeit von 64 ps139. Dieser Wert ist mit den hier vorgestellten Daten vereinbar, wenn man
neben seinem maglichen Fehler auch die starke Streuung der Gesamtéigeybertick-
sichtigt, durch die laut Tabell8.2 die im Ratenmodell gefundene Relaxationszeit mit
einem Fehler mindestens der GroRRenordntti§%, d.h 47 ps behaftet ist. Ferner konn-

te mit Hilfe der Spektroskopie noch eine zusatzliche Zeitkonstante von 1,4 ns bestimmt
werden [L39, die in den auf 1 ns Dauer beschrankten und mit starkem Rauschen behaf-
teten MD-Trajektorien nicht beobachtbar ist. Anscheinend ist diese grof3e Zeitkonstante
auch nicht aus der 1 ns-Zeitreihe deE ablesbar.

Auch hier bleibt der Offset zwischen den Energien@dsrund dertransKonformere des
CAPBs zu diskutieren. Dieser wird von den Simulationen und den Experimenten tberein-
stimmend mit etwa 10 bis 15 kcal/mol angegeben. Er ist gro3er als derjenige im Azobenzol
(R1), weshalb davon auszugehen ist, dass beim deutlich gro3eren und polareren cAPB die
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Solvatationseffekte zu einer Absenkung der freien Energigrdassomers fuhren.

8.3.2 Der Einfluss des DMSO-Modells auf die Kiihlzeit des
Azobenzols

Weiter oben wurde vermutet, dass der in der Simulation R1 am Azobenzol beobachtete
schnelle Abkiihlprozess (6 ps) auf die typische Uberschatzung der spezifischen Warme
und damit vermutlich auch der mikroskopischen Warmeleitfahigkeit des Losungsmittels
durch das verwendete flexible ,all-atom* Modell des DMSOs zuriickzufiihren ist. Diese
Vermutung lasst sich leicht verifizieren, indem man gleichartige Simulationen der Relaxa-
tionsdynamik des Azobenzols mit mehreren der in Ka@itelrgestellten DMSO-Modelle
durchfuhrt und dabei Modelle mit unterschiedlichen spezifischen Wa@ypesuswabhit.

Ein Vergleich dieser Art wurde vermittels der Simulationen R2 bis R4 angestellt. Bei
der Simulation R2 wurde das flexible ,all-atom“ Modell HC-DMSO eingesetzt, das die
endgultige Parametrisierung des in der Simulation R1 verwendeten VAK-DMSOs dar-
stellt und desse@y von etwa 74 cal/(meK) etwa 160% Uber dem experimentellen Wert

von 28,3 cal/(moK) liegt (siehe Tabell8.8). Als Gegenstiick hierzu basiert die Simula-

tion R4 auf dem rigiden ,united-atom* Modell MP-DMSO, das mit ein€m von etwa

19 cal/(molK) eine um etwa 30% zu geringe spezifische Warme aufweist. Als ein Kom-
promiss zwischen diesen beiden in ihren Eigenschaften extremen DMSO-Modellen wurde
in Kapitel 3 mit dem MI-DMSO noch ein flexibles ,united-atom* Modell Modell vorge-
stellt, dessen Parametrisierung eine Mischung der beiden Extrema ist. Durch die Annahme
flexibler Bindungswinkel weist das MI-DMSO ei@y von etwa 36 cal/(meK) auf, ein

Wert der erwartungsgemal’ zwischen denen der beiden anderen Modelle liegt, jedoch die
experimentelle spezifische Warme immer noch etwa 30% lberschétzt.

Um die Ergebnisse der Simulationen R2, R3 und R4 einordnen zu kdnnen, ist es zunéchst
angebracht, R2 mit der zuvor publiziertelB8f Simulation R1 zu vergleichen, weil bei
diesen beiden Simulationen sehr &hnliche DMSO-Modelle verwendet wurden, so dass
ahnliche Klhlzeiten erwartet werden kénnen. Andererseits beinhaltet der Ubergang von
R1 zu R2, wie Tabell8.1 ausweist, eine Reihe weiterer Anderungen des MM-Kraftfelds.

So wurden zusétzlich der Skalierungsfaktegf und die Dihedralpotentiale des Farbstoffs
verandert. Dementsprechend ist nicht auszuschlieRen, dass diese Anderungen die ballisti-
sche Isomerisierung des Azobenzols modifizieren.

Eine Antwort auf diese Frage liefert der Vergleich der Daten zur Energierelaxation in
Tabelle8.2 fir R1 und Tabelle8.3fiir R2. Die in diesen beiden Tabellen fett gedruckten
Zeitkonstanten fr die ballistische Isomerisierung von 144 fs (R1) und 160 fs (R2), sowie
fur die Energiedissipation von 5,9 ps (R1) und 8,4 ps (R2) sind nahezu gleich. Daraus folgt,
dass die Simulationen R1 und R2 die Photoisomerisierung von Azobenzol in DMSO trotz
der Kraftfeldunterschiede in aquivalenter Weise beschreiben.
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8.3 Ergebnisse und Diskussion

Es ist lediglich festzustellen, dass die Relaxationsdynamik bei R2 durch einen tri-expo-
nentiellen Zerfall modelliert werden muss, wahrend, wie oben schon festgestellt wurde,
bei R1 ein bi-exponentielles Modell ausreicht. Mithin liefert R2 eine zusatzliche Zeitkon-
stante von 0,7 ps, deren Ursache unklar ist. Es kbnnte sein, dass es sich hierbei um ein
Artefakt der Modellbildung handelt, welches auf den Umstand zurtickzufthren ist, dass
nach Anndherung an dieansGeometrie fir eine Zeitdauer von 1 ps zwischen dem die
Isomerisierung treibenden Modellpotential und dem harmonischen Zielpotential interpo-
liert wird. In R1 wurde eine solche Interpolation nicht vorgenommen.

Andererseits kdnnte es auch sein, dass aufgrund der bei R2 verbesserten Statistik un-
terschiedliche Azobenzol-Populationen sichtbar werden. So kénnten beispielsweise bei
einem Teil der Farbstoffmolekile die Geschwindigkeitsvektoren der Atome im Moment
des Anschaltens des Modellpotentials in Richtung der Isomerisierungskoordinate weisen
und auf diese Weise unmittelbar die ballistische Isomerisierungsreaktion einleiten. Da-
gegen konnten bei einem anderen Teil der Molekiile die Geschwindigkeiten in andere
Richtungen deuten, so dass die Reaktion erst durch die Wirkung der am Franck-Condon
Punkt noch schwachen Krafte des Modellpotentials (vgl. Abbilddu®y induziert wird

und daher langsamer ablauft. Falls diese Erklarung zutreffend ware, so wirde das hier
prasentierte klassische Modell sogar eine Interpretation der experimentell beobachteten
Zeitkonstante von etwa 3 ps erlauben.

Ein auffalliger Unterschied zwischen den Simulationen R1 und R2 existiert jedoch: durch
die in R2 starker berucksichtigte elektrostatische 1-4-Wechselwirkung= 1,0) nimmt

der Offset zwischen derdis- und demtrans-Azobenzobon 7 kcal/mol auf 17 kcal/mol

zu. Dies ist zu erwarten, wenn man sich die in Abbild4nggezeigten Partialladungen

im Azobenzol und dessen Geometrieanderung wéhrend der Isomerisierung (siehe Abbil-
dungl.12 in Erinnerung ruft. Beispielsweise kommen sich die beiden stark negativ gela-
denen, durch drei Bindungen voneinander getrennten Kohlenstoffatome, die an die Stick-
stoffe gebunden sind, iis-Azobenzol sehr nahe. Eine Heraufskalierung ihrer Coulomb-
Wechselwirkung fuhrt damit zu einer Anhebung der inneren Energie dieses Isomers. Auf
die Geschwindigkeit der modellierten Inversionsreaktion hat dieser Energieunterschied
aber anscheinend keine grof3e Auswirkung.

Wendet man sich nun dem Vergleich der drei alternativen DMSO-Modelle zu, so sind die
in Abbildung 8.2 sowie in Tabelle8.3 aufgeflihrten Daten zur Energierelaxation zu ana-
lysieren. TabelleB.3 zeigt, dass auch die in den Simulationen R3 und R4 auftretenden
Dynamiken am besten mit einem tri-exponentiellen Zerfall beschrieben werden kdnnen.
Insbesondere weist TabeBe3nach, dass die Wahl des Losungsmittelmodells weder einen
signifikanten Einfluss auf die schnellen Zeitkonstanten der Isomerisierungsreaktion noch
auf den energetischen Offset zwischen den Isomeren hat. Im Gegensatz hierzu ist jedoch
eine deutliche Abhangigkeit der beobachteten Kihlzeitom verwendeten DMSO-Mo-

dell zu beobachten: von 8,4 ps beim HC-DMSO uber 33,3 ps beim MI-DMSO zu 39,3 ps
beim MP-DMSO, d.h. es zeigt sich eine Zunahme der Kiihlzeit mit Abnahme der Anzahl
der Freiheitsgrade des eingesetzten DMSO-Modells bzw. mit dessen spezifischer Warme.
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8 Die lichtinduzierte Relaxationsdynamik der Modellpeptide

R2: AzoHC 1,0B R3:AzoMI 1,0B

i e a i e(m) a i e(m) & 5 e(m) a

215 -10+10 76 160 -20+20 66 317 -10+10 70 180 -25+25 62

7,2 -10+15 25 0,7 -40+80 17 23,2 -15+20 16 1,1 -35+45 20
8,4 -15+15 22 33,3-20+20 13

00 -17 00 -17 00 -14 00 -14

R4: AzoMP 1,0B
T e@m) & T e@m) &

293 -15+15 70 169 -20+20 63

30,3 -15+15 21 1,1 -30+50 19
39,3-15+15 19

00 -16 (%) -17

Tabelle 8.3: Zeitkonstanten: Azobenzol in verschiedenen DMSO-Modellen (R2-R4Analog
zu Tabelle8.2 werden die Parameter des Ratenmodells fiir die Simulationen des Azobenzols in
unterschiedlichen DMSO-Modellen aufgefuhrt.

— R2: Azo HC 1,0B
60~ R3: Azo Ml 1,0 B

— R4: Azo MP 108B

40

20+

MD Gesamtenergie Egq (kcal/mol)

-20 1

T T T
10 1 10 100 1000
t (ps)

Abbildung 8.2: Energierelaxation: Azobenzol in verschiedenen DMSO-Modellen (R2-R4).

Zur Beurteilung der Auswirkung des gewahlten DMSO-Modells auf die Kiihlzeit des Azobenzols
werden hier drei Simulationen verglichen: R2 (blau), bei der das flexible ,all-atom* Modell HC-
DMSO eingesetzt wurde, R3 (grin), in der das semi-flexiblen ,united-atom* Modell MI-DMSO
Verwendung fand und schlieB3lich die Simulation R4 (rot), die auf dem rigiden ,united-atom*“ Mo-
dell MP-DMSO basiert. Alle drei DMSO-Modelle wurden in KapiVorgestellt und diskutiert.

Die den Kuhlzeiten des Azobenzols (die in Tabdll8 aufgeflhrten Zeitkonstanten) entspre-
chenden Wendepunkte der Modellfunktionen werden durch senkrechte Linien hervorgehoben. Zur
Erlauterung der gewdahlten Darstellung siehe die Legende von AbbiRidng
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8.3 Ergebnisse und Diskussion

Auch die Energierelaxationskurven aus Abbildug bestatigen diesen Trend, wie aus
einer visuellen Inspektion unmittelbar hervorgeht.

Damit ist die Vermutung bestétigt, dass die Kuhlzeit des geldsten Azobenzols stark vom
DMSO-Modell bestimmt wird. Es zeigt sich jedoch auch, dass die beobachteten Kihlzei-
ten nicht alleine durch die unterschiedlichen spezifischen Warmen der DMSO-Modelle
erklart werden kdnnen, da entgegen den Erwartungen beim MI-DMSO, welches die expe-
rimentelle spezifische Warme um etwa 30% Uberschéatzt, keine zu kleine sondern eine zu
grolR3e Kuhlzeit auftritt. Vielmehr deuten die relativ ahnlicher Kihlzeiten bei den beiden
L=united-atom“ Modellen (MI, MP) darauf hin, dass die Frage, ob in einem DMSO-Modell
die Wasserstoffatome explizit berticksichtigt werden oder nicht, einen grof3en Einfluss auf
dessen mikroskopische Warmeleitfahigkeit und damit auf die Kuihlzeit hat.

Da in keinem der Experimente eine Kihlzeit von mehr als 20 ps gemessen wurde, er-
scheinen die beiden Modelle MI und MP fir die Simulation der Relaxationsdynamik des
Azobenzols und auch des cAPBs nicht geeignet zu sein. Besonders schwer wiegt hier,
dass bei Verwendung eines dieser beiden unflexiblen Modelle die am Azobenzol beob-
achtete Kuhlzeit in den Bereich der Zeitkonstanten der zu untersuchenden Konformati-
onsdynamik der Modellpeptide verschoben wird, was deren Untersuchung — zumindest
mittels der Observablen der Gesamtenergie — unmoglich macht. Hierauf méchte ich wei-
ter unten noch einmal zurickkommen. Festzustellen bleibt, dass das flexible ,all-atom*®
Modell (HC) des DMSOs aufgrund seiner sehr schnellen Wéarmedissipation offensichtlich
die optimale Wahl zur Untersuchung der Relaxationsdynamik der Modellpeptide darstellt.
Insbesondere wurde also in diesem Fall in der Originalart8#[,intuitiv* die richtige

Wahl getroffen.

8.3.3 Die Reproduzierbarkeit der Simulationen des cAPBs

Als nachster Schritt bei der Analyse der simulierten Relaxationsdynamiken ist es an der
Zeit, von den ,alten” (R1, R5) zu den ,neuen” Simulationen Uberzugehen. Die Simulation
R5 des cAPBs wurde schon oben diskutiert. Talflereigt, dass die spater durchgefihr-

te Simulation R6 auf einem ahnlichen Kraftfeld basiert wie R5, da hier der gleiche Wert
fur L14 und die gleichen Dihedralpotentiale gewahlt wurden. Ein geringer Unterschied er-
gibt sich durch das Losungsmittelmodell: VAK-DMSO in R5 und dessen mit geringfugig
veranderten VDW-Parametern behafteter Nachfolger HC-DMSO in der Simulation R6.
Die ubrigen Unterschiede der beiden Simulationssysteme, wie die Systemgréf3e und das
statistische Ensemble, wurden schon in Absclitbeschrieben.

Unter der begrindeten Annahme, dass die Auswirkungen der aufgezahlten Unterschiede
auf die Relaxationsdynamik des cAPBs vernachlassigbar klein sind, kann die Simulation
R6 als eine Wiederholung des ,Experiments* R5 angesehen werden und dazu dienen, die
Reproduzierbarkeit der eingesetzten Methodik zu untersuchen. Wie schon zuvor, werden
die Ergebnisse der Simulationen R5 und R6 in einer Abbild8r§) zur Energierelaxation
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— R5: CcAPB VAK 0,4 A
60~ — R6: cAPB HC 04 A

40
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MD Gesamtenergie Egq (kcal/mol)

20 -
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Abbildung 8.3: Energierelaxation: alte (R5) und neue (R6) Simulation des cAPBsAnalog

zu Abbildung8.1 wird die in den Simulationen R5 (rot) und R6 (blau) des cAPBs beobachtete

Relaxation der Gesamtenergie dargestellt. Beide Simulationen verwendeten die gleichen Kraft-

feldparameter fur das Modellpeptid, und sehr ahnliche DMSO-Modelle. Die senkrechten Linien

markieren die in Tabell8.4 hervorgehobenen Zeitkonstanten.

R5: cAPB VAK 0,4 A PNAS R6: cAPBHC 0,4 A
e & T e@) & i em) & T e@) &
280 -30+40 50 258 -35+40 50 395 -25+30 61 263 -55+45 59
45,7 -15+20 39 19,3 -100 +100 12 22,8 -20+20 34 2,8 -75+100 16
61,7 -40+10 30 31,8 -25+50 28
00 -15 fo'e) -15 fo'e) -11 00 -11

Tabelle 8.4: Zeitkonstanten: alte (R5) und neue (R6) Simulation des cAPBAnalog zu Tabel-
le 8.2werden die Parameter des Ratenmodells aufgefihrt.

und in einer Tabelleq§.4) mit Zeitkonstanten und Amplitude® @) zusammengefasst.

Man erkennt in Abbildun@.3, dass die Zeitreihen der Gesamtenergie aus den beiden Si-
mulationen sehr ahnlich verlaufen. Beriicksichtigt man ihre jeweiligen statistischen Schwan-
kungen, die im Fall der nur aus sechs Trajektorien zusammengesetzten Simulation R5
groRer sind als bei R6, so ist in weiten Teilen der Zeitachse eine gute Ubereinstimmung
festzustellen. Allenfalls im Zeitbereich zwischen etwa 4 ps und 20 ps kénnte davon ge-
sprochen werden, dass die Energie bei R6 etwas niedriger verlauft als bei R5. Da der
Zeitverlauf der Energie bei R6 in der logarithmischen Auftragung fast linear erscheint,
kann er nicht mit einem bi-exponentiellen Zerfall reprasentiert werden. Ubereinstimmend
damit, dass die beiden Modellfunktionen im Zeitbereich unter einer Pikosekunde fast de-
ckungsgleich verlaufen, werden fur die beiden Simulationen mit 280fs bzw. 263 fs fast
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8.3 Ergebnisse und Diskussion

identische Zeitkonstanten fir die Isomerisierung des Farbstoffs gefunden. Nennenswer-
te Unterschiede treten jedoch bei der Zeitkonstante der Konformationsdynamik auf, die
bei R6 mit etwa 32 ps anzugeben ist, wahrend fur R5 ein Wert von etwa 46 ps bestimmt
wurde. Diese beiden Zeiten sind aber im Rahmen ihrer angegebenen Ungenauigkeiten
miteinander vereinbar. Speziell bei der Simulation R6 ist die Zeitkonstantat einer
Unsicherheit von etwa +50% in Richtung langerer Zeiten behaftet, was einer absoluten
Unsicherheit von etwa 16 ps entspricht.

Mit dem Vergleich der Simulationen R5 und R6 konnte somit gezeigt werden, dass die
Computer-Experimente zur Relaxationsdynamik der Modellpeptide zwar wiederholbar
sind, die berechneten Zeitkonstanten jedoch aufgrund unzureichender Statistik mit einer
relativ hohen Unsicherheit verbunden sind. Um diese Unsicherheit zu vermindern, musste
Uber eine deutlich gréRere Anzahl von Einzeltrajektorien gemittelt werden.

8.3.4 Veranderungen an X4 und den Dihedralpotentialen

Nachdem oben vermittels der Simulation R6 des cAPBs eine Verbindung zu den zuvor
veroffentlichten Ergebnissen hergestellt wurde, kann diese Simulation nun als Ausgangs-
punkt fur die Beantwortung der weiter oben formulierten Fragestellungen (i) und (iii)
dienen, welche sich mit den Auswirkungen einer Veranderung des Skalierungsfaktors
A14 bzw. der Dihedralpotentiale des Farbstoffs auf die simulierte Relaxationsdynamik des
CAPBs beschatftigten. Als Datenquellen stehen daflr die folgenden Simulationen zur Ver-
fugung: R7, bei der — im Gegensatz zu R6 — der Literaturwert 1,@fiiangenommen
wurde, R8, die sich von R6 darin unterscheidet, dass hier der ,weichereBS#gr Di-
hedralpotentiale angenommen wurde und schlie3lich R9, die von beiden Veranderungen
des Kraftfelds gleichzeitig betroffen ist (siehe hierzu auch Tal&lle

Ich mdchte die Diskussion der Kraftfeldmodifikationen mit einem Vergleich der Simu-
lationen R6 und R8 beginnen und mithin zuerst lediglich den Ubergang von den steifen
Dihedralpotentialem zu den weichen Potentiale® untersuchen (siehe Abschnittl).

In Abbildung8.4werden die zugehérigen Energierelaxationsdaten und tri-exponentiellen
Fitkurven miteinander verglichen. Die dort abgebildete Kurve R6 (blau) ist mit jener aus
Abbildung 8.3 identisch und wurde schon dort diskutiert. Bei R8 (griine Kurve) verlauft
die Energierelaxation offensichtlich langsamer. Sie wird im Pikosekundenbereich, wie aus
Tabelle 8.5 hervorgeht, durch Relaxationszeiten von 11,2 ps und 188 ps charakterisiert,
wéahrend dort bei R6 lediglich eine Zeitkonstante von 31,8 ps auftrat.

Anscheinend verzdgert der Ubergang zu den weicheren DihedralpoterBialen Kon-
formationsiibergang des Peptids wasnachtransso sehr, dass die Prozesse der Energie-
dissipation (11,2 ps) und die der Konformationsrelaxation (188 ps) in den Daten getrennt
sichtbar werden, wahrend sie bei den Potentidl¢R6) noch untrennbar Uberlagert waren
und dort in Form der 31,8 ps-Kinetik gemeinsam in Erscheinung traten. Eine anschauliche
Deutung der Funktion der Dihedralpotentiale als mely ¢der minder B) steife Fe-
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8 Die lichtinduzierte Relaxationsdynamik der Modellpeptide

R6: cAPBHC 0,4 A R7:cAPBHC 1,0 A
i e 4 Tj ern) a i e & T e@n) &
395 -25+30 61 263 -55+45 59 320 -25+35 52 260 -35+40 49
22,8 -20+20 34 2,8 -75+100 16 10,1 -20+20 34 3,6 -60+100 18
31,8 -25+50 28 16,6 -35+100 21
00 -11 00 -11 00 -3 00 -4
R8: cAPBHC 0,4 B R9: cAPBHC 1,0B
i em) & Tj e@) a T e & Tj e@) a
248 -30+50 43 192 -30+35 43 253 -35+55 45 182 -30+40 44
21,9 -15+20 40 11,2 -20+25 32 16,4 -25+30 33 7,3 -25+30 30
188 -40+80 16 293 -50+100 15
00 -9 00 -14 00 -5 00 -12

Tabelle 8.5: Zeitkonstanten: cAPB, R6 bis R9In zu Tabelle8.2 analoger Weise werden die
Parameter des Ratenmodells fur die Simulationen R6 bis R9 des cAPBs zusammengefasst. Die
Anordnung der vier Simulationen soll den Vergleich der Ergebnisse bezlglich der beiden im Text
diskutierten Kraftfelddetails vereinfachen: in der linken Spalte/git= 0,4, wahrend rechts die
beiden Simulationen mit14 = 1,0 angeordnet sind. In der oberen Zeile wurde der Qatier
Dihedralpotentiale des Farbstoffs verwendet, in der unteren Zeile entsprechend d@r Satz

— R6: CAPB HC 04 A
60 R8: cAPB HC 04 B

40

20+

MD Gesamtenergie Ege (kcal/mol)

-20 1

1.0 1 10 100 1000
t(ps)

Abbildung 8.4: Energierelaxation: Veranderung der Dihedralpotentiale (R6 und R8).Ana-

log zu Abbildung8.1wird die in den Simulationen R6 (blau, Dihedralpotentialeund R8 (grin,
Dihedralpotentiald8) des cAPBs beobachtete Relaxation der Gesamtenergie dargestellt. Die senk-
rechten Linien markieren die Zeitkonstanten aus Tal&8e
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— R6: cAPB HC 04 A
— R7: cAPB HC 1,0 A
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Abbildung 8.5: Energierelaxation: Anderung des Skalierungsfaktorsiy4 (R6 und R7). Ana-

log zu Abbildung8.1 werden die Zeitreihen der Gesamtenergie fir die Simulationen R6 (blau,

A14 = 0,4) und R7 (rotpr14 = 1,0) gezeigt.

dern, welche das Peptid nach a@&s-transisomerisierung des Farbstoffs in Richtung der
transKonformation ziehen, wird weiter unten (Abschrit3.6 anhand der Diskussion
einzelner Trajektorien nachgeliefert werden. Schon hier sei jedoch festgehalten, dass die
Identifikation der Dihedralpotential® mit einer weicheren Zugfeder die Verzégerung des
Peptid-Konformationsiibergangs im Fall R8 erklaren kann. Erstaunlich ist lediglich, wie
stark sich eine relativ geringfiigige Anderung dieses Kraftfelddetails (vgl. Tahé&jlauf

die Konformationsdynamik auswirkt.

Wie Tabelle8.5 ausweist, verkiirzt der Ubergang von den DihedralpotentidleachB

beim cAPB zusatzlich (und im Gegensatz zu den Befunden am Azobenzol in DMSO, vgl.
Abschnitt8.3.2 auch noch die Zeitkonstante der ballistischen Isomerisierung von 263 fs

auf 192 fs. Der letztere Wert ist dabei deutlich kleiner als das experimentelle Ergebnis von
etwa 270fs.

Die hier festgestellte Beschleunigung der Isomerisierung des Farbstoffs ist vermutlich dar-
auf zurtckzufiihren, dass bei dem in das zyklische Peptid eingebundenen APB-Farbstoff
im Verlauf der Isomerisierung grofl3e Auslenkungen der Dihedralwinkel in der Azo-Grup-
pe auftreten. Dabei wird der bei grol3eren Auslenkungen steilere Verlauf der Dihedralpo-
tentialeB abgetastet, was zu grof3eren Kraften und damit zur Beschleunigung der Reaktion
fuhrt. Mithin wurde in der Originalpublikation1l3§ mit den Dihedralpotentiale’ so-

wohl in Hinblick auf die Modellierung der ballistischen Isomerisierungsreaktion als auch
auf die Starke der ,Zugfeder” die richtige Wahl getroffen.

Im néachsten Schritt kann nun der Ubergang ¥en= 0,4 zui14 = 1,0 untersucht werden
(vgl. Frage (ii) weiter oben), wozu es nutzlich ist, zunachst den Fall der steifen F&der (
d.h. den Ubergang von Simulation R6 zu R7 zu betrachten. Man erkennt in AbbBdbng
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8 Die lichtinduzierte Relaxationsdynamik der Modellpeptide

dass die Energierelaxation wahrend der ersten etwa 20 ps bei R6 und R7 &hnlich verlauft.
Dementsprechend weist TabeBi&fur diese beiden Simulationen sehr ahnliche schnellste
Zeitkonstanten aus, ein Befund der mit den Ergebnissen zur ballistischen Isomerisierung
des freien Azobenzols tbereinstimmt (vgl. AbschBi®.2. Wahrend anschliel3end die
Gesamtenergie bei R6 bis auf 11 kcal/mol absinkt, scheint die Energierelaxation bei R7
jedoch abgeschlossen zu sein und endet in etisfiransOffset von lediglich 4 kcal/mol

(siehe Tabelld.5). Der bei R7 relativ kleine Offset ist Giberraschend, ruft man sich in Er-
innerung, dass im Fall des Azobenzols beim adquivalenten Ubergang von R1 nach R2 die
Energiedifferenz von 7 kcal/mol auf 17 kcal/mol anwuchs, was dort anhand einer Analyse
der Partialladungsverteilung und der daraus zu erwartenden Wirkung génderung

erklart werden konnte. Zur Interpretation des tberraschenden Ergebnisses von R7 muss
daher angenommen werden, dass dort die Konformationsrelaxation auch nach einer Nano-
sekunde noch nicht weit fortgeschritten und ein betrachtlicher Teil der Anregungsenergie
im Peptid als Verspannung verblieben ist.

Die soeben skizzierte Interpretation wird durch den Vergleich der Relaxationsdaten in Ta-
belle 8.5 bestatigt. Fir R7 wird dort als langsamste Kinetik lediglich eine Zeitkonstante
von 16,6 ps ausgewiesen, welche im typischen Zeitbereich der Energiedissipations-Kine-
tiken liegt (vgl. dazu die @hnliche 11,2 ps-Kinetik von R8, die oben solchen Prozessen
zugeordnet wurde). Im Hinblick auf die Konformationsdynamik fuhrt also ein Kraftfeld,
welches die gestreckigFaltblatt-Konformation degans-Zielzustands weniger begins-

tigt (A14 = 1,0; R7) als die bisher diskutierten Kraftfelder14 = 0,4; R6 und R8), zu

einer so stark verzogerten Relaxationskinetik, dass sie im abgetasteten Zeitbereich von
einer Nanosekunde noch nicht in Form einer Energieabgabe erkennbar ist. Zumindest fur
die steife FederA) ist diese Schlussfolgerung unabweisbar.

Wie die Untersuchung des Alanin-Dipeptids gezeigt hat (siehe Ka&itélhrt eine Wahl

von A14 = 1,0 im Vergleich miti14 = 0,4 nicht nur zu einer energetischen Bevorzugung
gestreckter Strukturen, sondern auch zu einer deutlich glatteren Landschaft der freien
Energie sowie zu geringeren Barrieren zwischenaéelikalen €is) und dens-Faltblatt-
artigen frans) Konformationen. Im diskutierten Fall von R7 wird diese glattere Energie-
landschaft mit einen Farbstoff kombiniert, der eine harte Feder darstellt. Es erhebt sich
die Frage, welche Auswirkungen diese Kombination auf die strukturellen Aspekte der
Peptiddynamik hat.

Zur Beantwortung dieser Frage kann der in Abbildéggezeigte Zeitverlauf der geo-
metrischen Observablen (siehe Absch8if) dienen. Dort beobachtet man bei R6 schon
nach etwa 10 ps ein erstes Ansteigen der Zuordnungswahrscheinlichkeit der Peptidkonfi-
gurationen hin zum Raum dé&ans-Konformationen, ganz im Gegensatz zur Simulation
R7, fur die Gber einen deutlich langeren Zeitraum von etwa 80 ps eine unveranderte Zu-
gehorigkeit zu demris-Konformationen sichtbar ist. Diese Beobachtung untermauert die
Annahme einer bel14 = 0,4 (R6) inharenten Praferenz des Peptidrickgrats fur eine ge-
streckte Konfiguration. Ferner bestatigt AbbilduBi$ noch einmal die Annahme einer

bei R7 im Vergleich zu R6 verzdgerten Relaxationskinetik, da sie im Zeitbereich zwi-
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Abbildung 8.6: Klassifikation der Peptidgeometrien: cAPB, R6 bis R9Auf einer logarithmi-

schen Skala werden fiir die Simulationen R6 bis R9 die Zeitreihen der in Absglgthgeflhrten
geometrischen Observablen gezeigt, welche die Zuordnungswahrscheinlichkeit der Konfiguration
des Peptidrickgrats entweder zum Raumaieroder dem detransKonformationen angibt. Der

Wert von 0 dieser Observablen entspricht dem Ausgangszustand einerais#@@ometrie, wah-
rend der Wert von 1 zu einer vollstandig relaxierteans-Struktur gehort.

schen 100 ps und 1 ns bei R7 einen geringeren AnstiegralesArtigkeit ausweist, als
bei R6.

Zur Erklarung der verzogerten Kinetik bei R7 ist es jedoch nicht ausreichend, lediglich den
Kraftfeldparameteh 4 heranzuziehen. Auch dies zeigt Abbildu8g, wenn man in ihr

die strukturelle Dynamik von R7 mit der von R9 vergleicht. In diesen beiden Simulationen
galti14 = 1,0, im Gegensatz zu RA] wurden in R9 jedoch die weicheren Dihedralwin-
kelpotentialeB angenommen. Die oben diskutierte Gegeniberstellung der Simulationen
R6 und R8 hatte gezeigt, dass bei R8 die schwéachere Federkraft der DihedralpoRentiale
die Konformationsdynamik des Peptidteils verlangsamt.

Analog ist beim Ubergang von R7 zu R9 eine weitere Verzégerung der strukturellen Dyna-
mik zu erwarten. Abbildun@.6 macht jedoch deutlich, dass diese Erwartung nicht erfullt
wird. Vielmehr fuhrt unter der Annahme vong = 1,0 ein Aufweichen der FedemB)

zu einer Beschleunigung der strukturellen Relaxation. Dies ist daran zu erkennen, dass
bei R9 eine erste Abweichung von den reir@sStrukturen schon etwa 40 ps nach der
Lichtanregung auftritt und dort auch ein, verglichen mit R7, deutlich steilerer Anstieg der
geometrischen Observablen im Zeitbereich nach 200 ps zu beobachten ist.

Wie kommt es dazu, dass ein weicherer die Konformationsiibergange treibender Farb-
stoff zu einer Beschleunigung der strukturellen Relaxation des Peptidriickgrats fuhrt? Eine
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Abbildung 8.7: Energierelaxation: Veranderung der Dihedralpotentiale 1l (R7 und R9). Ana-

log zu Abbildung8.1wird die in den Simulationen R7 (rot, Dihedralpotenti&eund R9 (orange,
DihedralpotentialeB) des cAPBs beobachtete Relaxation der Gesamtenergie dargestellt. Im Ge-
gensatz zu den in Abbildurgy4 verglichenen Simulationen R6 und R8 galt hies = 1,0.

maogliche Erklarung hierfir ist, dass bei R7 die harte Fedé¢rden Peptidteil auf dessen
glattercis-Energielandschafig4 = 1,0) schnell und sehr direkt in Richtung auf dians
Konformation treibt, das Peptid auf diesem direkten Weg jedoch haufig in edrsesnti-

gen Zustand gefangen bleibt, aus dem es nur Uber eine sehr hohe Energiebarriere in eine
trans-artige Konformation entkommen kann.

Diese Interpretation ist konsistent mit den an den anderen Simulationen gemachten Beob-
achtungen. So erlaubt bei R9 die weichere Fe@grgrolRere Fluktuationen der Peptid-
konfiguration, da sie weniger starke Randbedingungen anlegt. Durch den geringeren Zug
des Farbstoffs stehen dem Peptid bei R9 mehr gangbare Wege in Richtung &aifslie
Konformation zur Verfligung, so dass es seltener in einen fir den Ablauf der Relaxation
ungunstigen Zustand getrieben wird. Ferner ist nach diesem Modell davon auszugehen,
dass bei den Simulationen R6 und RQ4= 0,4) die Rauheit der Energielandschatft ei-

ne weitaus diffusivere Dynamik des Peptids bedingt als bei den Simulationen R7 und R9
(A14 = 1,0). Solch eine diffusive Dynamik wird weniger stark vom Zug des Farbstoffs
bestimmt und miindet deshalb auch nur seltener in einen der ,getrappten” Zustande, was
die beobachtete Beschleunigung der Relaxationskinetik zur Folge hat.

Eine Ruckkehr zur Observablen der Gesamtenergie und der diesbezuglich in Ab@ldung
gezeigte Vergleich von R7 und R9 bestétigen die oben ausgesprochene Vermutung, dass
bei R9 die Konformationsdynamik des Peptids schneller und vollstandiger ablauft als bei
R7. Dies wird besonders an dem bei R9 (orange) gré3eren Offset von 12 kcal/mol deutlich
und daran, dass Tabele5 fir R9 eine Zeitkonstante von 293 ps auffiihrt. Das Auftreten
dieser grof3en Zeitkonstante weist darauf hin, dass bei R9 die Konformationsdynamik,
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verglichen mit R7, beschleunigt wird und sich damit in den von den Computer-Experi-
menten abgedeckten Zeitbereich unter einer Nanosekunde verschiebt. Auch die tbrigen
der in Tabelle8.5flr R9 aufgeflhrten Zeitkonstanten sind mit den zuvor diskutierten Be-
obachtungen kompatibel. So ist, verglichen mit R7 und in guter Ubereinstimmung mit
dem Ubergang von R6 zu R8, auch hier eine Beschleunigung der ballistischen Isomerisie-
rung von 260 fs auf 182 fs zu beobachten, die weiter oben durch die mit diesem Ubergang
verbundenen Veranderungen der Dihedralpotentiale erklart wurde. Ferner werden in R9,
wie auch in R8, die Prozesse der Energiedissipation (7,3 ps) von denen der Konformati-
onsdynamik getrennt.

Schlief3t man die Untersuchung der Kraftfeldmodifikationen mit einem Vergleich der in
Tabelle8.5 aufgefuihrten Dynamiken der Simulationen R8 und R9 ab, so zeigt es sich,
dass mit den obigen Annahmen ein konsistentes Bild der Auswirkungen dieser Modifi-
kationen auf die Relaxationsdynamik des cAPBs gewonnen werden konnte. Interpretiert
man in diesem Bild die bei R8 und R9 verwendeten Kraftfelddetails, so findet sowohl
bei R8 als auch bei R9 die weiche Variante des Farbstoffs Verwendung. Es ist somit bei
beiden Simulationen eine sehr &hnliche Geschwindigkeit der Isomerisierungsreaktion des
Azobenzols zu erwarten. TabeBebs bestatigt diese Erwartung.

Weiterhin wurde der Wechsel des Skalierungsfaktauszwischen R8 X14 = 0,4) und

R9 (L14 = 1,0) mit einem Ubergang identifiziert, der von einer rauen Energielandschaft
des Peptids, welche gestreckte Konformationen begunstigt, zu einer glatteren Energie-
landschatft fuhrt, die keine solche Bevorzugung aufweist. Durch das Fehlen einer starken
treibenden Feder ist bei den Simulationen R8 und R9 kein Auftreten des oben beschrie-
benen ,Trappings” zu erwarten, so dass bei R9 die fehlende Praferenz der Zielstruktur zu
einer Verlangsamung der Konformationsdynamik fiihren sollte. Dies bestatigt Talklle

die fur diesen Prozess ein Anwachsen der Zeitkonstante von 188 ps auf 293 ps ausweist.

Auch die geometrische Observable aus Abbild8ngzeigt eine Ubereinstimmung mit

den bisher formulierten Erwartungen beziiglich des Ubergangs von R8 zu R9. Bei R8 ist
hier ein initiales Ansteigen dérans-Artigkeit des Peptids nach etwa 20 ps zu beobachten,
waéahrend dies bei R9 erst nach etwa 40 ps geschieht. Auch hier wird also die bei R8 dem
Peptidrickgrat inharente Praferenz flur eine gestreckte Konfiguration sichtbar. Interessant
ist jedoch auch, dass in Abbildur®y6 zu spateren Zeiten der Anstieg der geometrischen
Observablen bei R9 schneller zu verlaufen scheint als bei R8. Nach den zuvor vorge-
brachten Erlauterungen weist dies darauf hin, dass die spateren Konformationtibergange
auf der bei R9 glatteren Energielandschaft etwas schneller ablaufen kénnen als auf der
rauen Landschaft von R8.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass durch die Simulationen der Relaxation des cAPBs
vier dynamische Prozesse identifiziert werden konnten, die jeweils mitiainiesischen
Zeitkonstante verbunden sind:

() die ballistische Isomerisierung des Azobenzol-Farbstoffs mit einer intrinsischen Zeit-
konstante von etwa 260 fs,

(ii) eine weitere unspezifische Dynamik im Bereich 1 bis 3 ps, die mit der Isomerisierung
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des Farbstoffs verbunden ist,

(iif) der Prozess der Energiedissipation in das umgebende DMSO (etwa 7 ps) und schliel3-
lich

(iv) die Konformationsdynamik des Peptidteils des Modellsystems, fiir die Zeitkonstanten
beginnend bei 30 ps bis hin in den Bereich der Nanosekunden gefunden wurden.

Der teilweise bei der Dynamik der Energierelaxation auftretende Uberlapp dieser vier
Prozesse fuhrt jedoch dazu, dass die beobachapigarenterZeitkonstanten zumeist Mi-
schungen der intrinsischen Zeitkonstanten sind. Als Beispiel flir das Auftreten solcher Mi-
schungen wurde weiter oben schon die Simulation R6 diskutiert. Aber auch in dem zuletzt
angestellten Vergleich zwischen R8 und R9 ist in Tab&leu beobachten, dass mit dem
Herausschieben der Konformationsdynamik von 188 ps auf 293 ps auch eine Abnahme
der Kihlzeit von 11,2 ps auf 7,3 ps verbunden ist. Diese Beobachtung kann gleichfalls mit
einer Abnahme der Uberlagerung der Prozesse (iii) und (iv) zwischen R8 und R9 gedeutet
werden.

8.3.5 Das cAPB in unterschiedlichen DMSO-Modellen

Mit dem im vorangehenden Abschnitt erzielten Verstandnis fur die wahrend der Relaxa-
tion des cAPBs ablaufenden Prozesse und die damit verbundenen Zeitskalen ist es nun
an der Zeit, noch einmal auf die Wichtigkeit der Wahl eines geeigneten Losungsmittel-
modells einzugehen. Schon in Abschiit8.2wurde anhand der Simulationen R2 bis R4
gezeigt, dass die beiden ,united-atom*“ Modelle Ml und MP die Zeitkonstante des Kuhl-
prozesses (iii) (vgl. oben) beim Azobenzol von etwa 7 ps auf mehr als 30 ps verg6RRern.
Daraus wurde geschlossen, dass eine Beschreibung der Relaxation des cAPBs unter Ver-
wendung dieser beiden DMSO-Modelle zu falschen apparenten Relaxationszeiten flihren
kann. Der Vergleich der Simulationen R9, R11 und R12, bei denen die selben DMSO-
Modelle eingesetzt wurden wie bei R2 bis R4 (siehe Tal@llg erméglicht es nun, diese
Vermutung zu Uberprufen.

Abbildung 8.8 zeigt den schon oben diskutierten Zeitverlauf der Gesamtenergie bei R9
und stellt ihm die entsprechenden Daten aus den Simulationen R11 und R12 gegeniber.
Man erkennt, dass die Energieabgabe bei allen drei Simulationen bis etwa zum Zeit-
punktt = 1 ps sehr ahnlich verlauft. Dementsprechend stimmen die in TaB&l&ir

R11 und R12 aufgefiihrten Zeitkonstanten des ballistischen Isomerisierungsprozesses (i)
(vgl. oben) innerhalb ihrer Unsicherheiten mit der bei R9 festgestellten Zerfallszeit von
182 fs uberein. Diese Zeitkonstanten sind bei R11 und R12 relativ schlecht definiert, da in
diesen Simulationen auch der im Pikosekundenbereich angesiedelte Prozess (ii) erscheint
und in die Zerfallszeit des Isomerisierungsprozesses (i) einmischt.

Wahrend Tabelle.6 fir R9 neben einer Kihlzeit von etwa 7 ps noch eine Zeitkonstan-
te der Konformationsdynamik von 293 ps ausweist, wird bei R11 lediglich eine weitere
Zerfallszeit von etwa 39 ps und bei R12 von etwa 31 ps detektiert. In beiden Féllen liegt
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Abbildung 8.8: Energierelaxation: cAPB in diversen DMSO-Modellen (R9, R11 und R12).
Analog zu Abbildung8.1 wird die in den Simulationen R9 (blau, HC-DMSO), R11 (grin, MI-
DMSO) und R12 (rot, MP-DMSOQ) des cAPBs beobachtete Relaxation der Gesamtenergie darge-
stellt. Die senkrechten Linien markieren die Zeitkonstanten aus Tethélle

R9:cAPBHC 1,0B

R11:cAPBMI1,0B

T e & T e@) & e & T e @) &
253 -35+55 45 182 -30+40 44 385 -25+30 41 135 -100+100 29
16,4 -25+30 33 73 -25+30 30 37,0 -10+15 37 0,7 -55+100 22
293 -50 +100 15 38,6 -10+15 36
fo'e) -5 00 -12 00 -12 fo'e) -12
R12: cAPBMP 1,0B
i em) & T e@) &

395 -25+25 45
26,1 -15+15 35

222 -65+50 43
2,1 -85+100 13
31,4 -15+25 31
00 -12

00 -12

Tabelle 8.6: Zeitkonstanten: cAPB, R9, R11 und R12n zu TabelleB8.2 analoger Weise werden
die Parameter des Ratenmodells fir die Simulationen R9, R11 und R12 des cAPBs zusammenge-
fasst, in denen unterschiedliche Modelle des Lésungsmittels verwendet wurden.
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Abbildung 8.9: Klassifikation der Peptidgeometrien: cAPB, R9, R11 und R12Analog zu Ab-
bildung 8.6 wird die Klassifikation der in den Trajektorien durchlaufenen Peptidgeometrien als
cis- odertransartig gezeigt, hier fir diejenigen Simulationen, die sich im Losungsmittelmodell
unterscheiden.

diese Zeitkonstante im Bereich der am Azobenzol unter Verwendung der entsprechenden
DMSO-Modelle (MI, MP) beobachteten Kihlzeiten.

Hier stellt sich die Frage, weshalb die Energierelaxation bei den Simulationen R11 und
R12 keine Signatur der Konformationsdynamik aufweist. Als Erklarung ist eine durch die
kompakten DMSO-Modelle bewirkte Verschiebung der Konformationsdynamik zu Zeiten
langer einer Nanosekunde auszuschliel3en, denn Tahéllgeist fir alle drei Simula-
tionen stets den gleich grol3en Energieoffset von 12 kcal/mol aus. Dies beweist, dass die
Energierelaxation am Ende aller drei Simulationen ahnlich weit vorangeschritten ist.

Eine zweite mdgliche Erklarung fur die Unbeobachtbarkeit der Konformationsdynamik
bei R11 und R12 ist, dass zwar deren intrinsische Zeitkonstante nicht durch das DMSO-
Modell beeinflusst wird und dementsprechend etwa 300 ps betragt, jedoch ein starker
Uberlapp mit dem auf etwa 30 ps verlangsamten Kiihlprozess zu nur einer einzelnen appa-
renten Zerfallszeit fuhrt. Gegen diese Erklarung spricht jedoch sowohl der fast eine ganze
GrofRenordnung betragende Unterschied zwischen diesen beiden intrinsischen Zeitkon-
stanten, als auch der Umstand, dass das Ergebnis ihrer Mischung deutlich von den reinen
Kuhlzeiten abweichen misste. Das ist hier aber nicht der Fall.

Demzufolge bleibt nur eine mdgliche Erklarung fir die in Abbilduhg bei R11 und

R12 beobachteten Energierelaxationen ubrig, ndmlich diejenige, nach der die ,united-
atom“ Modelle des DMSOs (MI, MP) die Konformationsdynamik des Peptidteils derart
beschleunigen, dass die intrinsische Zeitkonstante dieses Prozesses in einen Zeitbereich
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von 30 bis 60 ps verschoben wird, in dem bei diesen DMSO-Modellen auch die Kiihlzei-
ten liegen.

Bestatigt wird die soeben formulierte Interpretation durch Abbild8i®gdie den Zeitver-

lauf der geometrischen Observablen fir die drei Simulationen zeigt. Dabei ist zu beachten,
dass (im Gegensatz zu der oben diskutierten Abbildi6gn Abbildung8.9der gesamte
Wertebereich [01] der Observablen abgebildet wird. Man beobachtet dort bei R11 (MI-
DMSO), verglichen mit R9 (HC-DMSO), sowohl eine leichte Zunahme der strukturellen
Umordnungen, als auch ein Ansteigen ttans-Artigkeit am Ende der Trajektorien von
etwa 0,5 auf etwa 0,6, eine Beobachtung, die auf eine Beschleunigung der Konformati-
onsdynamik hindeutet. Ein noch starkeren Hinweis liefert jedoch die Simulation R12 mit
dem steifsten DMSO-Modell (MP-DMSO), bei der ein kréftiger, schort kei60 ps ein-
setzender Anstieg erkennbar ist, der in einem Wertrdeis-Artigkeit von fast 0,8 endet.
Damit haben bei R12 etwa 80% der Trajektorien nach einer Nanosekunde Simulationszeit
den strukturell vollstandig relaxiertérans-Zustand erreicht.

Zusammenfassend wurde hier gezeigt, dass die Verwendung der ,united-atom*“ Model-
le MI-DMSO und MP-DMSO zumindest bei solchen Simulationen des cAPBs zu einer
deutlichen Beschleunigung der strukturellen Umordnungen im Peptidteil fuhrt, bei denen
der Standardwert14 = 1,0 und die weiche FarbstofffedeB) eingesetzt werden. Die im
Abschnitt8.3.2fur diese beiden DMSO-Modelle beobachteten verlangerten Kihlzeiten
zeigen, dass dort langer ein ,heiReres” Modellpeptid vorliegt, welchem es leichter fallt,
energetische Barrieren auf dem Reaktionspfad hin ztraes-Konformation zu tiberque-

ren. Andererseits verdecken hier die Uberlagerten Kuhlzeiten die mit der Konformations-
dynamik verbundenen Kinetiken der Energierelaxation.

8.3.6 Ein Einblick in die lichtinduzierten
Konformationsiibergange

Bislang wurden ausschliel3lich Mittelwerte von Observablen betrachtet. Wendet man die-
se Observablen stattdessen exemplarisch auf einzelne ausgewahlte Relaxationstrajektorien
an, so kann man einen detaillierten Einblick in die nach der Lichtanregung in den Modell-
systemen ablaufenden Konformationsiibergange zu gewinnen. Um diese Konformations-
Ubergange auch auf atomarer Ebene diskutieren zu kdnnen, wird im Folgenden zusatzlich
auch auf die ,Rohdaten” der Trajektorien in Form der kartesischen Atomkoordinaten und
der Zeitreihen der Dihedralwinkel zurtickgegriffen.

Bei der Untersuchung einzelner Trajektorien méchte ich mich auf die Simulation R6 (siehe

Tabelle8.1) beschréanken, da die dort eingesetzte Parameterkombination die beobachtete
Relaxationskinetik am besten reproduziert. Aul3erdem ist es von Vorteil, dass bei R6 die
Konformationsdynamik des Peptids in dem von den Simulationen erfassten Zeitbereich
von 1 ns weit voranschreitet.
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Abbildung 8.10: Geometrische Klassifikation einiger Einzeltrajektorien. Analog zu Abbil-

dung 8.6 werden fur vier aus der Simulation R6 ausgewahlte Trajektorien (Nr. 1, 5, 9, 10) die
Zeitreihen der geometrischen Observablen gezeigt. Wie zuvor, bezeichnet ein Wert nahe Null eine
reinecis-Geometrie des Peptids, wahrend ein Wert von 1 einer vollstandig relaxieaternGeo-

metrie entspricht. Schwarz eingezeichnete Datenpunkte oberhalb von 1 kennzeichnen Konfigura-
tion des Peptids, die keinem der beiden Konformationsraume zugeordnet werden konnten. R6mi-
sche Ziffern markieren diejenigen Zeitpunkte, an denen die Molekdlstrukturen in Abbig&iliag
visualisiert werden.

Abbildung8.10zeigt den Zeitverlauf der geometrischen Observablen fir vier Trajektorien
aus R6. Diese aus den zehn zur Verfugung stehenden Trajektorien ausgewahlten Beispiele
geben jede fur sich einen typischen Verlauf der geometrischen Observablen wieder. Zu
beachten ist, dass Abbilduy10im Gegensatz den weiter oben gezeigten Abbildungen
der strukturellen Observablen noch eine zuséatzliche Angabe enthalt, ndmlich welche der
durchlaufenen Peptidkonfigurationen weder desnnoch dentrans-Konformationsraum
zugeordnet werden kdnnen. Um diese Information zu erhalten, wurde wéahrend der Klas-
sifikation der Relaxationstrajektorien (vgl. Abschi@i®) zuerst fur jeden Datenpunkt des

aus allen Trajektorien zusammengesetzten Datensatzes der zugehoérige Wert der Gesamt-
Modelldichte 6.18 berechnet und nach einer Sortierung jene 10% aller Peptidkonfigura-
tionen ermittelt, welche am unwahrscheinlichsten aus der Modelldichte gezogen werden.
Dieses Vorgehen definiert eine so genariRestklass¢147]. Da Uber Datenpunkte aus

der Restklasse im Dichtemodell nur wenige Informationen vorhanden sind, werden diese
in Abbildung8.10gesondert hervorgehoben.

Beginnt man die Betrachtung von AbbilduBdgLOmit der rot eingefarbten Trajektorie 1
(im folgenden auch kurz mit T1 bezeichnet), so erkennt man im ganzen Zeitbereich bis zu
1 ns nach der Lichtanregung eine ausschlief3liche Zuordnung des Peptidscis: Senk-
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Hauptkomponente 1
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Abbildung 8.11: Hauptkomponentenprojektion einiger Relaxations-Trajektorien. Als Kon-
turlinien werden die in der Simulation R6 im thermischen Gleichgewicht beobachteten Landschaf-
ten der freie Energie des cAPBs in ihrer Projektion auf die Hauptkomponenten der Konforma-
tionsrdume dargestellt. Die Konturlinien weisen einen Abstand von 0,5 kcal/mol auf und wurden
rot fur die cis-Isomere und blau fitransIsomere eingeférbt. In der gleichen Projektion werden
zusatzlich vier der Relaxationstrajektorien (1, rot; 5, blau; 9, grin; 10 orange) aus R6 mit in die
Abbildung aufgenommen. Beginnend bei der Nummer der Trajektorie verdeutlichen die Punkte
die eingezeichnete logarithmische Zeitskala.
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turen. Ausgenommen sind hiervon lediglich diejenigen Zeitpunkte in T1, an denen sich die
Peptidkonfiguration so weit vom bekanntas-Konformationsraum hin in die Restklasse
entfernt hat, dass keine sichere Zuordnung zu den bekannten Strukturen maoglich ist.

Der stadndige Aufenthalt von T1 im Raum aes-Strukturen ist auch gut in Abbildurgy11

zu beobachten. Dort werden die untersuchten Trajektorien jeweils in Form des Zeitverlaufs
der Peptid-Dihedralwinkel auf die Hauptkomponenten cer und trans-Energieland-
schaften projiziert, welche zuvor durch die Gleichgewichtssimulationen (vgl. Tébh&)le
bestimmt wurden. Man erkennt in Abbildur&)11, dass T1 in der Nahe einer deis-
Konformationen startet, anschliel3end zwischea50 ps undt = 100 ps dercis-Raum
durchquert und sich schlie3lich nach einer Nanosekunde immer noch in diesem Raum be-
findet. Die Frage, welche Konformationsibergéange hinter diesem Verlauf verborgen sind
und weshalb das Peptid dérans-Konformationsraum innerhalb der gegebenen Simu-
lationszeit nicht erreicht, werde ich weiter unten anhand von Schnappschiissen aus der
kartesischen Molekultrajektorie diskutieren.

Zuvor mdchte ich jedoch noch die drei anderen Trajektorien anhand der Abbild8rigen
und8.11kurz charakterisieren. Die Trajektorie 5 (blau) zeigt laut Abbild8ntpein zu

T1 in gewisser Weise komplementéres Verhalten, da sie schon nach weniger als 10 ps
den Raum decis-Strukturen zigig verlasst und bereits nach 100 ps tdams-Zustand
erreicht. Auch hier ermdglicht Abbildung.11einen erganzenden Einblick in die ablau-
fenden Strukturibergange. Man stellt dort fest, dass T5 bei eisdé&fonformation be-

ginnt, welche nahe an der Grenze ztransKonformationsraum liegt. Nach etwa 10 ps
Uberschreitet T5 diese Grenze um anschliel3end nach 500 ps im Schwerputnahser
Strukturen anzukommen.

Auch die Trajektorie 9 (gruin) beginnt in Abbildur&y11bei einercis-Konformation, die

in der PCA nahe artrans-Raum liegt. Nach 100 ps streift T9 deans-Raum, verlasst ihn
jedoch anschliel3end wieder, um nach 500 ps zu einer, sich vom Ausgangszustand unter-
scheidendergis-Konformation zurlickzukehren. Dieser strukturelle Verlauf von T9 lasst
sich im Detail anhand von Abbildury10verfolgen, in der schon von Beginn der Trajek-
torie an keine ausschlief3liche Zuordnung zu desStrukturen gezeigt wird. Dies deutet

auf einen Uberlapp der beiden Konformationsraume in der Nahe des Startpunkts von T9
hin (vgl. Abbildung8.11). Im weiteren Verlauf von T9 steigt digans-Artigkeit zuerst

steil an, wobei nur sehr wenige nicht zuordnungsféahige Konfigurationen auftreten, um
dann nach etwa 200 ps ein Maximum zu erreichen. AnschlieRend fallt die geometrische
Observable fiir T9 steil ab und endet, in Ubereinstimmung mit den an der PCA gemachten
Beobachtungen, bei einer erneuten Zuordnung eigrKonformationsraum.

Schliellich ist die Trajektorie 10 (orange) ein gutes Beispiel fir eine Trajektorie, bei der
sich die Anndherung an dérans-Zustand monoton und in mehreren diskreten Schritten
vollzieht, wie man Abbildun@.10entnehmen kann. In Abbildury11&ufiert sich dieses
Verhalten in einer relativ geradlinigen Bewegung, die von T10 ausgehend vorcesner
Konformation in Richtung auf detrans-Raum ausfihrt wird. In Ubereinstimmung mit
Abbildung 8.10 zeigt Abbildung8.11 ferner, dass T10 nach 1ns de#ansKonforma-
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tionsraum noch nicht ganz erreicht hat.

Die soeben diskutierte Charakterisierung der vier Trajektorien hat gezeigt, wie unter-
schiedlich und vielfaltig die wahrend der Relaxation des cAPBs ablaufenden strukturellen
Veranderungen sein kdnnen. Um zuséatzlich die Geometrie des Azobenzol-Farbstoffs mit
in die Betrachtung einbeziehen zu kdnnen und um die Konformationsiibergange im Pep-
tidriickgrat auf atomarer Ebene zu untersuchen, zeigt Abbil8ut@Schnappschiisse der
Molekulstrukturen zu verschiedenen aus den Trajektorien herausgegriffenen Zeitpunkten.

Versucht man zuerst, die Gemeinsamkeiten der vier Trajektorien in Abbil8Ur®zu
untersuchen, so sieht man den Azobenzol-Farbstoff APB am Beginn der Trajektorien und
damit direkt vor der Lichtanregung & 0 ps) erwartungsgemal jeweils in seiner gewin-
kelten cis-Form vorliegen. Dagegen weist der Peptidteil in jeder der Trajektorien eine
andere Konformation auf, die entweder mehr oder minder kompakt erscheint, jedoch stets
vereinbar ist mit den in Abbildung.9 gezeigtercis-Konformationen.

Zeile Il aus Abbildung8.12wurde den Trajektorien eine Pikosekunde nach der Lichtan-
regung entnommen. Man erkennt, wie in der ersten Pikosekunde das in Ab4ciwait-
gestellte Modellpotential die als Inversion ablaufende Isomerisierungsreaktion der Azo-
Gruppe bewirkt hat. Der Farbstoff liegt nun in allen Fallen tadsxs-Isomer vor, weist
jedoch eine stark nicht-planare Geometrie und damit eine grof3e Verspannung auf. Ins-
besondere bei den Trajektorien 1, 5 und 10 ist an den Strukturen Il deutlich ersichtlich,
dass — wie weiter oben schon vermutet wurde — das verspannte APB die Rolle einer Feder
spielt, deren Federstarke durch die Dihedralpotentiale in der Azo-Gruppe bestimmt wird.
Dabei sei in Erinnerung gerufen, dass in dem hier betrachteten Fall der Simulation R6
die steifere Parametrisierugder Dihedralpotentiale Verwendung fand. Abbilduhg2

zeigt ferner erwartungsgemal3, dass der Zug der Farbstoff-Feder erwartungsgemal inner-
halb der kurzen Zeitspanne der ersten Pikosekunde zu keinen sichtbaren Veranderungen
an der Konformation des Peptidriickgrats fiihrt. Allenfalls bei den beiden direkt an den
Farbstoff angebundenen Residuen sind kleine Verschiebungen der Atompositionen zu be-
obachten.

Sucht man nach weiteren Gemeinsamkeiten der Trajektorien, so lasst ihr anschlie3ender
Verlauf in Abbildung8.12 eine fortschreitende Relaxation des Azobenzol-Farbstoffs in
Richtung auf seine planateans Struktur erkennen, die bei allen vier Beispielen nach ei-

ner Nanosekunde nahezu erreicht ist. Mit etwas Abstand betrachtet, zeigt AbiBidizng
ferner, wie das mit der Relaxation des Farbstoffs verbundene Offnen des von ihm einge-
schlossenen Winkels (vgl. Abbilduriy1? dazu fuhrt, dass das Peptidrickgrat zuneh-
mend von seiner Startkonformation in Richtung auf eine gestreckte Konfiguration ge-
zwungen wird.

Eine genauere Betrachtung der einzelnen Struktur-Schnappschiisse und der Vergleich zwi-
schen zeitlich aufeinanderfolgenden Strukturen ermdglicht es nicht nur, zu beurteilen,
welche Arten von Konformationsiibergangen im Peptidrickgrat auftreten, sondern auch
herauszufinden, an welchen Stellen sich die Peptidstruktur nach einer Nanosekunde noch

203



8 Die lichtinduzierte Relaxationsdynamik der Modellpeptide

Trajektorie 1 Trajektorie 5 W Trajektorie 9 @ Trajektorie 10 @
0 ps v 0 ps LY 0 ps ) . Ops |, .
A Y /vt X Y/ AR AR
Y X < no bty - ™~
® - ' ! ST <
} w A . , ’ A, “\ f
~, ’ 4 l
A ; . P, 'y >4,
) N ;_-_,
1ps - 1ps Ly 1ps ) 1ps C oyl
~ At A \ X 5 Y i‘\ b N {4
¥ ~ A =~ 1 ."I. ..(. .8.\
0] i } A Yy { )
& \ Ay S e ot ,"’ LN r
- A ‘J: ' - (
70 ps 7 ps \ 85 ps 30 ps
e N, ) Ve Y~ Ty
- ¢ / Y, AN Yy 1 ~
@ T { ! A Y., Tt y ¥
~ — - ’ Y Y,
Y . R 8 _\'" Y ¢ — 0 9 7
-f. ~ " ! ’ N
120 ps . 70 ps 300 ps 200 ps
. ¥ - . -
L > < ‘J‘Y, \ J AT 4 YY)
® v R J oo e Ny X
A ¢ \ 2
¢ — :* h ‘-*’ T o 4 —
1ns 1ns 1ns 1ns
-~ ' j 1 A . P L‘ ‘l ) l
kRt L A AN - X .* Y &~ TN~
{ N A\ ' o 1 y r \
©® f Nl SRSV S SR O S A SO U
*0 b ‘-"‘. ..-( r\ ’ 7 ‘_\—, Ay ' ‘ LA f’ * r\ ! ‘ ‘-\‘ q ‘*

Abbildung 8.12: Schnappschisse der MoleklstrukturenDie gezeigten Strukturen wurden den

vier ndher untersuchten Relaxationstrajektorien der Simulation R6 entnommen und mit Hilfe des
Programms VMD 17] visualisiert. Kohlenstoffe sind hellblau, Stickstoffe dunkelblau, Sauerstoffe
rot und Wasserstoffe dunkelgrau dargestellt. Die Ausrichtung der Seitengruppen der Aminosau-
ren wird durch hellgraue Linien verdeutlicht, welche jeweils die PositionenCdesnd desCg
miteinander verbinden. Die Zeitachse verlauft senkrecht aber nicht gleichférmig. Bei jeder Trajek-
torie wird die Molekulstruktur im Moment der Lichtanregung (0 ps), nach 1 ps und am Ende der
berechneten Trajektorie gezeigt. Die mit den romischen Ziffern Il und IV markierten Strukturen
wurden den Trajektorien zu solchen Zeitpunkten enthommen, bei denen laut Abdidatput-

liche Anderungen in der geometrischen Observablen und damit in der Konformation der Molekiile
auftreten.

Griune Pfeile deuten auf Residuen, an denen im letzten Schritt zwischen zwei Schnappschuissen
eine Veranderung in Richtung auf drans-Konformation eintrat. Rote Pfeile zeigen eine Verande-
rung weg vom Raum derans-Strukturen an. Schwarze Pfeile verweisen auf diejenigen Residuen,
bei denen am Ende der Trajektorie eine andauernde Abweichung von der strukturell vollstandig
relaxiertertransKonformation existiert.
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Abbildung 8.13: Die Einzeltrajektorien der Dihedralwinkel. Fir die vier ausgewahlten Relaxa-
tionstrajektorien der Simulation R6 werden die Zeitverlaufe aller Dihedralwigkaid auf einer
logarithmischen Zeitskala gezeigt. Die Farbkodierung der Trajektorien entspricht dabei derjenigen
aus den AbbildungeB.10und 8.11 Die gestrichelten horizontalen Linien geben die Geometrie
der mittlerentrans-Konformation an, die mit Hilfe des #so-Verfahrens aus der entsprechenden
Gleichgewichtstrajektorie der Simulation R6 ermittelt wurde. Die schwarzen Balken an der rech-
ten Seite der Teilbilder markieren diejenigen Winkelbereiche, in denen die freie Enertiarder
Konformationen laut Abbildun@.2kleiner als 3 kcal/mol ist.
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immer von einer vollstandig relaxiertdrans-Struktur unterscheidet. Fur eine vertiefte
Diskussion und eine Zuordnung der konformellen Strukturanderungen zu den Aminoséu-
reresiduen, zeigt Abbildun§.13 zusatzlich fur alle vier Trajektorien die Zeitreihen der
Dihedralwinkelp und .

Fur die Trajektorie 1 weist Abbildung.13im Zeitbereich zwischen etwa 40 ps und etwa
120 ps einen langsamen und kontinuierlichen Ubergang des #ladh einer gestreckten

zu einer turn-artigen Geometrie aus, wie sie in wans-Konformation des Peptids stets
anzutreffen ist. Abbildun@.12 macht deutlich, dass eine solche Krimmung beim Ala 1
und auch beim Phe 9 (fur die Lage der Residuen siehe auch Abbildadgnotwendig

ist, um die durch den Farbstoff vorgegebenen Randbedingungen zu erfillen. Gleichzeitig
mit dieser fiir den Ubergang des Peptids in Richtung aufrdies-Konformation giinsti-

gen Anderung der Geometrie des Ala 1 ist jedoch auch eine Umordnung am Gly 7 fest-
zustellen. Dieses Residuum ist zwar nicht sehr strukturbestimmend, jedoch zeigt der in
Schnappschuss bei 120 ps aus Abbild@tp, dass die Peptidkonformation zu diesem
Zeitpunkt, tbereinstimmend mit der obigen Charakterisierung, immer nocltiseditig
erscheint. Die gleichzeitigen Anderungen an den Winkeln Ala (griiner Pfeil in Ab-
bildung 8.12 und Gly 7 (roter Pfeil) fihren somit zu dem oben bei T1 beobachteten
Ubergang des Peptids von eirs-Konformation zu einer anderen.

Vergleicht man in Abbildung.13die am Ende der Trajektorie 1 vorliegenden Winkel-
werte mit der dort eingezeichneten Vergleichswerten der mittlasers Geometrie, so

kann man mehrere Residuen identifizieren, bei denen auch nach einer Nanosekunde der
Dihedralwinkely» noch nicht relaxiert ist: das Cys 2, das Asp 6, das schon erwéhnte Gly 7
und schlieRlich das an den Farbstoff angebundene Phe 8. In AbbidLiagerden diese
Residuen bei der Struktur V mit schwarzen Pfeilen markiert. Der Umstand, dass hier vier
von 16 Dihedralwinkeln am Ende der Trajektorie noch vontdars Struktur abweichen,

erklart auch, weshalb Abbildur@10fur T1 nur eine verschwindendens-Artigkeit aus-

weist.

Wendet man sich der Trajektorie 5 (blau) zu, so wurde in deren Zeitverlauf schon nach
etwa 7 ps ein Verlassen des-Konformationsraumes beobachtet (vgl. Abbilduhd0.
Abbildung8.13lasst erkennen, dass zu diesem Zeitpunkt der Winkel Rhei@e relativ
abrupte Veranderung erfahrt, nach welcher er etreams-konformen Wert annimmt. sehr
interessant ist auch der zweite sprunghafte Anstiegrdes-Artigkeit zwischent = 70 ps
(Struktur 1V) und der Struktur V. Laut Abbildun@.13ist dieser Anstieg auf einen plétzli-
chen Peptid-Flip (vgl. Abbildun@.l) zurlckzufihren, der nach etwa 110 ps an den Win-
keln Thr 4 und Cys 5¢ stattfindet. Nach Abbildung.12flhrt dieser Flip direkt von
einer recht helikalen Konformation zur gestrecktems-Konformation des Peptids. Ab-
bildung8.13zeigt dementsprechend, dass bei T5 nach dem Flip im Peptidrickgrat keiner-
lei Abweichungen der Dihedralwinkel von der mittleregans Struktur mehr existieren.

Fur die Trajektorie 9 (griin) kdnnen keine gleichermal3en klare Aussagen gemacht wer-
den, da durch den oben beobachteten Uberlapp der Konformationsraume in den von die-
ser Trajektorie durchlaufenen Winkelbereichen ein sehr empfindlicher funktionaler Zu-
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sammenhang zwischen den Dihedralwinkeln und der durch die Klassifikation angegebe-
nentrans-Artigkeit besteht. Man erkennt jedoch, dass der in Abbild8t0 beobach-

tete Anstieg der geometrischen Observablen im Zeitbereich vor 300 ps vor allem auf ei-
ne graduellen Anderung an den Winkeln Cysy2und Ala 3 zuriickzufiihren ist. In
Abbildung 8.12 entspricht dieser Vorgang einer Auflosung der helikalen Peptidstruktur
zwischen den Schnappschissen Il und 1V (griner Pfeil). Das spatere steile Abfallen der
trans-Artigkeit ist schlie3lich auf einen Peptid-Flip an den Winkeln Asp @nd Gly 7¢
zurlickzufuihren. Es bleibt anzumerken, dass in T9 die Struktur V des cAPBs nach einer
Nanosekunde etwas ungewohnlich erscheint, da in ihr der Peptidteil stark nach ,rechts”
bezuglich des Farbstoffs verschoben ist.

Die Schnappschisse (AbbilduBdl? aus der Trajektorie 10 zeigen schliel3lich auf ein-
gangliche Weise, wie die eine Loop-Struktur aufweisendeKonformation durch den

vom Farbstoff ausgeiibten Zug aufgel6st und in eine gestreckte Konformation tberfuhrt
wird. Bei den Dihedralwinkeln sind diese Ubergéange laut Abbild8rig nicht mit Pep-
tid-Flips sondern vielmehr mit einer grof3eren Zahl von relativ unabhéngigen schnellen
Veranderungen an einzelnen Winkeln verbunden. So wird der erste AnstiggraeAr-

tigkeit beit = 30 ps durch die gleichzeitige Relaxation der Winkel Cyg Bnd Ala 3
bewirkt, wahrend der zweite Anstieg bei ettiva 110 ps auf eine Geometrieanderung des
Gly 7 zurickzufihren ist. Am Ende der Trajektorie 10 bleiben Abweichungen von der
trans-Konformation beim dann noch immer helikal erscheinenden Asp 6 und wiederum
beim Phe 8 bestehen.

Zusammenfassend zeigt die detaillierte Untersuchung der Einzeltrajektorien, dass die Kon-
formationsibergénge, welche die Relaxation des Peptids hin aufainsKonformation
ausmachen, vielfaltiger Natur sind. Man beobachtet sowohl graduelle und langsame Ver-
anderungen an einzelnen Residuen, als auch plotzliche Springe an einzelnen Dihedral-
winkeln und sogar korrelierte Spriinge mehrerer Winkel, letztere teilweise in der Form
ganzer Peptid-Flips. Solche Flips fuhren in der hier verwendeten Darstellung der Pep-
tidkonfiguration durch die Dihedralwinkel des Peptidriickgrats nattrlich zur Feststellung
groRer konformeller Anderungen.

Weiterhin hat dieser Abschnitt deutlich gemacht, in welcher Weise diese Konformations-
Ubergdnge vom Azobenzol-Farbstoff getrieben werden. Es bestatigt sich, dass der Farb-
stoff die Rolle einer Feder spielt. Zuletzt bleibt die Beobachtung hervorzuheben, dass sich
die nach einer Nanosekunde verbleibenden Abweichungen der Peptidstrukturen von der
vollstandig relaxiertentrans-Struktur zumeist auf die Residuen Phe 8 bzw. Gly 7 bezie-
hen. Es ist anzunehmen, dass dies einerseits auf die Rolle des Phe 8 als ein ,Gelenk®
zurtckzufuhren ist, in dem das Peptidrickgrat in glansKonformation um fast 180
zuruckgefaltet wird, andererseits aber auch eventuell die grof3e Flexibilitdt des Gly 7 eine
Rolle spielt. Auf der anderen Seite des Peptids scheint der stets graduell erfolgende Uber-
gang des mit einer kleineren Seitenkette behafteten Ala 1 dagegen im Hinblick auf das
Erreichen detrans-Konformation unproblematischer zu sein.
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9 Zusammenfassung und Ausblick

Wir haben in dieser Arbeit einen Ansatz zur Validierung von molekularmechanischen
(MM) Kraftfeldern kennengelernt, der darin besteht, die Molekulardynamik (MD) der Re-
laxation kleiner lichtschaltbarer Modellpeptide zu simulieren und die dabei auftretenden
Kinetiken mit Ergebnissen der Femtosekunden-Spektroskopie zu vergleichen.

Erste Untersuchungen dieser Art zeigten uUberraschenderweise, dass die Relaxationsdy-
namik der Modellpeptide nach deis-transisomerisierung des eingebauten Azobenzol-
Farbstoffs durch MD-Simulationen mit der ersten Wahl eines MM-Kraftfelds quantitativ
richtig wiedergegeben wurdd38. Dieses in Bezug auf die Validierung der Kraftfelder
enttduschende Ergebnis lie’ keinen Rickschluss auf mégliche Mangel der Parametrisie-
rung zu. Nachfolgende Untersuchungen zeigten jedoch, dass der erste Eindruck tauschte.
Vielmehr trat in den ersten Simulationen eine gltickliche Kompensation von Fehlern auf.
Exakt die dort verwendete Kombination eines expliziten und flexiblen DMSO-Modells,
eines Peptidkraftfelds, welches eine Praferenz fur gestreckte Peptidstrukturen aufweist,
mit einer Farbstoffparametrisierung, die eine starke Feder bildet, hatte eine Kinetik zur
Folge, die zufalligerweise mit der experimentell beobachteten Ubereinstimmte.

Ein sehr Uberraschendes Ergebnis der nachfolgenden Parametrisierungsstudien war die Er-
kenntnis, dass die Modellierung des Losungsmittels DMSO einen entscheidenden Einfluss
auf die beobachteten Kinetiken hat. So konnte an der Photoisomerisierung des Azoben-
zols in Lésung beobachtet werden, dass das flexible und explizite Modell HC-DMSO zu
schnell kihlt, wahrend die kompakteren ,united-atom“ Modelle (das flexible MI-DMSO
und das rigide MP-DMSO) den Farbstoff zu lange heil? bleiben lassen. Uberraschend war
nun, dass die Kuhleigenschaften des eingesetzten DMSO-Modells die Kinetik der Kon-
formationsrelaxation des vollstandigen Modellpeptids noch zu Zeiten beeinflussen, bei
denen das Peptid langst auf Umgebungstemperatur abgekuhlt ist. Dies lasst den Schluss
zu, dass wahrend der kurzen, etwa 15 ps dauernden Abkuhlperiode, welche der Photoiso-
merisierung nachfolgt, die Weichen fir die sich anschlieRende Konformationsrelaxation
des Peptidrickgrats in unterschiedlicher Weise gestellt werden kénnen: Eine verlangerte
Abkuhlperiode ermdglicht offensichtlich eine Anfangsrelaxation in Zustande, von denen
aus der vollstandig relaxierteans-Zustand durch Zimmertemperatur-Fluktuationen um
GroRRenordnungen schneller erreicht werden kann, als von jenen Zustanden, die nach ei-
nem rapiden Abkuhlprozess besetzt sind.

Damit konnte die Ausdehnung von Kihlzeiten ein mogliches Optimierungskriterium und
Designprinzip photobiologischer Prozesse in Proteinen sein, wenn unterstellt wird, dass
die dabei ablaufenden Konformationsdynamiken maglichst schnell zum jeweiligen Ziel-
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zustand fiihren sollen.

Auch Veranderungen an zwei zusatzlich untersuchten Kraftfelddetails, der Starke der durch
den Farbstoff gebildeten Feder und der Praferenz des Peptids fur eine gestreckte Struktur,
haben jeweils deutliche Auswirkungen auf die Kinetiken der Peptidrelaxation. Dabei sind
die Auswirkungen einzelner Parameterdnderungen voneinander abhangig. Daher fihrt je-
de Kombination von Kraftfelddetails und einem DMSO-Modell zu spezifischen Veréande-
rungen all jener Prozesse, aus denen sich die gesamte Relaxationsdynamik der Modell-
peptide zusammensetzt. Hier hat sich gezeigt, dass die steifere P¢dex bessere Wahl
darstellt, da die Photoisomerisierung andernfalls zu schnell, die Konformationsdynamik
dagegen zu langsam ablauft. Die Kombination der steifen Feder mit dem schnell kiihlen-
den HC-DMSO fuhrt jedoch zu einem , Trapping®* der Konformationsdynamik des Mo-
dellpeptids, sofern das Standardkraftfeld fir den Peptidteil angenommen wird. Erst durch
den Einsatz des veranderten Peptidkraftfelds mit seiner Praferenz fur die Zielstruktur der
Konformationsuibergange kénnen, wie in den ersten Simulatiot@®), [die experimen-

tellen Relaxationszeiten reproduziert werden.

Daher kann vermutet werden, dass ein Gesamtkraftfeld aus einem langsamer kiihlenden
DMSO-Modell, der steifen Feder und der Standardparametrisierung des Peptids zu akzep-
tablen Ergebnissen in der Relaxationsdynamik flihren kénnte. Dabei sollte die Kuhldy-
namik jedoch schneller sein als bei den steifen DMSO-Modellen, damit sich ihre Zeit-
konstante von jener der Konformationsdynamik, wie im Experiment, noch hinreichend
unterscheidet. Andernfalls ware eine Trennung dieser Prozesse durch Beobachtung der
Energierelaxation nicht moglich.

Hervorzuheben ist, dass die hier und in KapBgbrasentierten Einsichten in die kom-
plexen Auswirkungen der Kraftfelddetails nur gewonnen werden konnten, nachdem die
in den Kapiteln3 bis 6 vorgestellten umfangreichen Vorarbeiten gewissenhaft geschaffen
worden waren. Zu diesen Vorarbeiten gehort sowohl die Parametrisierung des flexiblen
xall-atom“ Modells des DMSOs als auch die Charakterisierung einer Vielzahl von DMSO-
Modellen. Beide waren notwendig, um die Gberragende Rolle des DMSO Lésungsmittel-
modells fur die Steuerung der Kinetik der Konformationsrelaxation erkennen zu kdénnen.
Ferner ermdglichte es erst die aufwandige Modellierung des Farbstoffs und seiner lichtin-
duzierten Isomerisierungsreaktion, die schnellsten Prozesse der Relaxationsdynamik der
Modellpeptide in den MD-Simulationen quantitativ zu beschreiben. Schliel3lich konnte
erst durch die erarbeiteten Methoden der Datenanalyse der Zusammenhang zwischen den
Prozessen der strukturellen Relaxation der Peptide und den bei der Energierelaxation auf-
tretenden Zeitkonstanten aufgeklart werden.

Neben den in Kapiter diskutierten Untersuchungen der Gleichgewichtskonformationen
der Modellpeptide, mit denen Probleme der NMR-Strukturaufklarung flexibler Molekiile
analysiert werden konnten, stellen auch die diversen Vorarbeiten, jede fir sich, eigenstan-
dige Ergebnisse dar. So hat die hybride DFT/MM-Beschreibung des DMSOs die Leis-
tungsfahigkeit dieser Methode zur Untersuchung von Polarisationseffekten gezeigt. Fer-
ner fihrte der Versuch, die thermodynamischen Eigenschaften dieses Losungsmittels zu
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reproduzieren, zu einer Validierung unseres SimulationsprograngasMiil und zur
Einfihrung der Korrektur der langreichweitigen VDW-Energiebeitrage. Schlief3lich wur-
de im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein automatisiertes Verfahren zu Optimierung der
VDW-Parameter eines Losungsmittels implementiert. Dieses Verfahren kdnnte beispiels-
weise in Zukunft dazu genutzt werden, um ein weiteres, im oben angesprochenen Sinne
verbessertes DMSO-Modell zu parametrisieren. Basierend auf den festgestellten Zusam-
menhangen zwischen der Bauart (,all-atom* bzw. ,united-atom*) und der Anzahl der Frei-
heitsgrade eines DMSO-Modells auf der einen und dessen Kuhlverhalten auf der anderen
Seite ist zu vermuten, dass ein ,all-atom“ DMSO-Modell, bei dem zusétzlich zu den Was-
serstoff-Streckschwingungen weitere Freiheitsgrade eingefroren werden (beispielsweise
durch die Annahme rigider Methylgruppen), die experimentellen Kihlzeiten reproduzie-
ren kénnte.

Auch stellt die Anwendung der neuen Methoden zur statistischen Auswertung von MD-
Trajektorien, einschliellich ihrer in KapitBlvorgestellten Erweiterungen, ein eigenstan-
diges Ergebnis dar. Es ist zu erwarten, dass diese Auswertungsmethoden in Zukunft be-
sonders bei der Analyse von MD-Simulationen gréf3erer und noch komplexer Biomolekile
eine wichtige Rolle spielen werden.
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A Optimierung von VDW-Parametern mit
der Simplex-Methode

Die Simplex-Methode]99 ist ein einfach zu implementierender Algorithmus zur Mini-
mierung einer skalaren Funktidi(xy, . .., Xq) vond Variablenx;. Diese Methode ist sehr
robust in der Lage, ein lokales Minimum vdnzu finden, benétigt aber dazu tblicherwei-

se mehr Schritte als andere Methoden. Ein Simplex ist Mengealvprl Punkten imd-
dimensionalen Raum, die einen konvexen Korper aufspannen. Fur drei Dimensionen zeigt
AbbildungA.1 diesen Kérper als einen ,verformten Tetraeder”. In jedem Schritt des Al-
gorithmus wirdf an an allen Punkten des Simplexes ausgewertet und derjenige mit dem
hdchsten Funktionswert bestimmt. Dieser Punkt wird anschlie3end durch die Hyperebene
der anderen Punkte reflektiert. Ist diesem neuen Punkt ein Funktionswert zugeordnet, der
niedriger als der bisher kleinste ist, so fuhrt der Algorithmus zusatzlich zu der Spiegelung
eine Ausdehnung in die neue Richtung durch. Ist jedoch der neue Funktionswert grofier
als alle anderen Werte, so wird statt der Spiegelung das Volumen des Simplex durch eine
Kontraktion verkleinert. Visualisiert man die Abfolge der vom Simplex-Algorithmus eva-
luierten Funktionswerte, so ahnelt das Verhalten dem einer Amdébe, die sich durch kleine
Offnungen zwéngt aber auch breite Taler ausfiillen kann, um flache Bereichie effin

zient abzudecken.

Die Anbindung der Simplex-Methode arcEBmMmII basiert auf einer Sammlung von Pro-
grammskripten, die von der Gruppe von Florian Muller-Plathe (jetzt International Uni-

vor dem . Spiegelung
Schritt Spiegelung und Ausdehnung

— & ¢ 4

Abbildung A.1: Der Simplex-Optimierungsalgorithmus in zwei Dimensionen.Der aus vier
Punkten bestehende Simplex und die mdglichen Schritte der Simplex-Methode werden skizziert.
Vor dem Schritt wird der Eckpunkt mit dem héchsten Funktionswertinibarkiert und die durch

die anderen Punkte definierte Hyperebene grau hervorgehoben. Bei der Spiegelung wird der Punkt
H durch die Hyperebene reflektiert, das Volumen des Simplex bleibt konstant. Ausdehnung und
Kontraktion sind lineare Transformationen, die zu keiner Entartung des Simplex filhren kdénnen,
jedoch sein Volumen vergréRern bzw. verkleinern.

Kontraktion
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A Optimierung von VDW-Parametern mit der Simplex-Methode

versity of Bremen) zur Verfiigung gestellt wurde. Neben einer Anpassung der Skripte an
die Formate der Dateien, die im Fall vocEmMII die Parametrisierung des Simulations-
systems definieren, mussten vor allem ein automatisierte Verfahren zur Auswertung der
Simulationen erstellt werden. Das dabei gewéhlte Vorgehen zur Berechnung der thermo-
dynamischen Observablen entspricht jenem, welches in Abs&Bgiteschrieben wird.

Zur Automatisierung des Verfahrens wurde der Optimierungsalgorithmus schlie3lich an
das so genannte ,Batch queueing” System unseres Rechenclusters angebunden, welches
eine automatische Verwaltung von Rechenjobs und ihrer Abhangigkeiten untereinander
ermaoglicht.
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B Korrektur der langreichweitigen VDW-
Beitrage

Gleichung .23 zeigte die vorgenommene Aufspaltung der VDW-Wechselwirkung in
einen explizit zu berechnenden Anteil fur Abstande kleiner gls dem Cutoff-Radius,

und in den zu Kkorrigierenden langreichweitigen Antjlpw,.corr. Um den Korrekturterm

zu berechnen, geht man davon aus, dass die Paarverteilungsfugkbi@atier Atomsorten

im Bereich aul3erhalb des Cutoffs keine Strukturen mehr aufweisengalso~ 1 fur

r > reyt Qilt. Die Korrektur kann dann fir ein, nur aus einer Teilchensorte bestehendes,
System als Integral Uber die Kugelschalen

(0.9]

Evbw,corr = 27 NP/ r2EVDW(r)dr (B.1)
lcut

geschrieben werder’4]. N ist dabei die Anzahl der Teilchep, die Teilchendichte und

Evpw (r) das Lennard-Jones Potential der Paarwechselwirkung. Mit der Definition die-

ses Potentials (Gleichung.0) und unter der gerechtfertigten Vernachlassigung der mit

r ~12 schnell abfallenden repulsiven Anteile erhalt man

87 Npeob

: (B.2)
3r§ut

Evbow,corr =

mit den VDW-Parameteraundo. In einem Simulationssystem, dblgpesverschiedenen
Atomsorten enthalt, ist Gber alle Sortenpaiargzu summieren

Ntypes
8 6
Evbw,corr = 3r§’utV(t) ZJ: €ij Ojj N; Nj. (B.3)
Im letzten Schritt wurde zusatzligh durchN/V ersetzt, was eine inund j symmetri-
schen Darstellung zur Folge hat. Von Vortell ist, dass in dieser GleichBr8) élleine
das WolumerV eine Zeitabhangigkeit aufweist. Deshalb muss die Berechnung der Sum-
me nur einmal zu Beginn einer Simulation durchgefiihrt werden und die Berechnung der
Korrektur-Energie beschrankt sich auf eine einfache Division.

Wie in Abschnitt 2.2 dargestellt wurde, tritt als Besonderheit bei Verwendung derd~
sAMM-Methode kein einfach definierter atombasierter Cutoff-Radius auf. Vielmehr wird
auf der Ebene der strukturellen Einheiten ein Abstandskriterium auf die Distanz ihrer Mas-
senschwerpunkte angewendet, das auch ihre jeweiligen Gyrationsradien bertcksichtigt.
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B Korrektur der langreichweitigen VDW-Beitrage

-64 .63
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Abbildung B.1: Die optimale Korrektur der VDW-Wechselwirkung. Fir zwei der in KapiteB
vorgesteltten DMSO-Modelle, dem Pseudoatome verwendenden MP-DMSO (links) und dem ex-
pliziten HC-DMSO (rechts), wird das Vorgehen zur optimalen Korrektur der langreichweitigen
Anteile der VDW-Wechselwirkung illustriert. Die x-Achse zeiglo), den gewahlten Abstand der
strukturellen Einheiten (Cluster-Level 0), der in den Standardeinstellungencomigi 6 A be-

tragt. Schwarze Punkte stellen den aus Einzelpunktrechnungen eines Testsystems bei abgeschalte-
ter Korrektur bestimmten VDW-Beitrag pro Molekul dar. Die daran angepasste Funktion der Form
( B.3) ist grau dargestellt. Die VDW-Beitrage mit Korrektur sind fur den Fall der automatischer
Wahl des mittleren Gyrationsradiusses (gestrichelt) und den der Verwendung des optjpaten
(durchgezogen) gezeigt. An den y-Achsen ist der Wert Egpy markiert, der asymptotisch fir

r'io) — oo angenommen wird. Details und Diskussion im Text.

Auch wird durch den neu eingefiihrten Uberlapp der Distanzklassen die VDW-Wechsel-
wirkung [10Q nicht ab einem bestimmten Abstand hart abgeschaltet, sondern existiert
ein Ubergangsbereich der Breitgerap in dem zwischen der vollen Wechselwirkung

und der Nicht-Bertcksichtigung mittels einer kubischen Funktion interpoliert wird. Da
die Korrektur der VDW-Wechselwirkung unabh&ngig von der raumlichen Anordnung der
Atome oder der strukturellen Einheiten im System sein soll, wurde ein effektiver mittlerer
Abschneideradiubg: abgeschatzt. Dieser hangt vy, dem vom Anwender vorgege-
benen Abstand der strukturellen Einheiten auf Clusterebene 0, von der halben Breite des

Uberlappbereichsovenap und auch von dem mittleren Gyrationsradius der strukturellen
Einheiten(rgyr()) ab.

(rgyr(0)) automatisch

L (B.4)

. 1
l'cut = r'd(0) + Eroverlap+ 2 {

Der mittleren Gyrationsradius kann alternativ vom Anwender durch einen effektiven Gy-
rationsradius gyr eff €rsetzt werden, der in einer externen Optimierung zu bestimmen ist.
AbbildungB.1illustriert das Vorgehen, fir das zuerst Einzelpunktberechnungen des VDW-
Beitrags ohne jegliche Korrektur durchgefuhrt werden muissen, wobei der Abstand der
strukturellen Einheiteng(g), und damit der effektive Abschneideraditg; variiert wird.

Die, in AbbildungB.1 gezeigten, grol3en Werte fiigo) wurden durch Missachtung der
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DMSO Wasser
OPLS VG/MP/MI RESP SF HC TIP3

(reyroy [A] 1,38 1,46 1,79 1,83 1,81 0,67
royrett [A] 1,21 1,19 2,07 221 291 2,00

Tabelle B.1: Effektive Gyrationsradien zur VDW-Korrektur. Die mittleren (rgy()) und die
optimierten effektiven Gyrationsradiegy i der verschiedenen, in Kapitgdiskutierten, DMSO-
Modelle werden gezeigt. Zur Vollstandigkeit sind auch die Werte flur das, an dasNM 22-FF
[81] angepasste, TIP3-Model2Z des Wassers aufgefiihrt.

Minimum-Image Konvention erreicht, deren Erfullung hier nicht notwendig ist. Die auf
diese Weise entstehenden Kurven zeigen die erwartete invers-kubische Abh&angigkeit von
r'd). Somit ist es moglich, die durch die Gleichung&h3d) und B.4) gegebene Funkti-

on an diese Werte anzupassen. Fur die zwei freien Parameter, den Grenzweypypn

flr rq) — oo und den effektive Radiusyyr e, Wwurden mit Hilfe des Programmpakets
MATHEMATICA jeweils optimale Werte bestimmt. TabeBel zeigt die Ergebnisse dieses
Vorgehens fur die untersuchten DMSO-Modelle und das TIP3-Wassermodell. Die verwen-
deten Konfigurationen des Simulationssystems wurden aus Trajektorieh m89 K

und Normaldruck entnommen und ein Distanzklassen-Uberlappovemp= 1,25 A ver-
wendet.

Die kompakten vieratomigen DMSO-Modelle (OPLS,VG,MP und MI, siehe Kagitel
weisen eine groRe geometrische Ahnlichkeit auf und besitzen deshalb auch die gleichen
mittlerenrgyr(o) von etwa 1,4 A. Dieser Wert ist gut vergleichbar mit dem der angepassten
optimalen Radien, der fir diese Modelle einheitlich 1,2 A betragt. AbbildBirigzeigt

dazu passend, dag&s,pw mit der automatischen Korrektur im Fall des MP-DMSOs flr
rd() > 8 A einen ausreichend flachen Verlauf aufweist. Mit den optimierten Radien wird
eine fast perfekte Korrektur ermdglicht, so dass die Abhangigkeit der VDW-Wechselwir-
kung vonr () praktisch aufgehoben wird. Der Fall der expliziten DMSO-Modelle weist
allerdings darauf hin, dass die automatische Korrektur nicht immer anwendbar ist. Trotz
ahnlicherrgyy (o), fuhrt TabelleB.1 fur die drei Parametrisierungen (RESP, SF und HC)
stark unterschiedliche optimale Radien auf. Diese hangen offensichtlich in einer kompli-
zierten Weise von der Geometrie der Molekule, den VDW-Parametern und Details der
Bestimmung der Wechselwirkungsklassen mdymil ab. Das rechte Diagramm in Ab-
bildungB.1 zeigt eine Uberkorrektur bei Verwendung des geometrisch bestimmten Radi-
usses, die von der gleichen GroéRenordnung wie der zu behebende Fehler ohne Korrektur
ist. Auch hier fuhrt der optimierte Radius zu einem sehr flachen Kurvenverlauf.
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B Korrektur der langreichweitigen VDW-Beitrage
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C Geometrien der Konformationen
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C Geometrien der Konformationen

Alal Cys 2 Ala 3 Thr4 Cys5 Asp 6 Gly 7 Phe 8

K ¢ v S ¢ v S ¢ v S ¢ v S ¢ v S ¢ v S ¢ ¥ S ¢ ¥ S

Cis-cCAPB
-105 -1718 -100 -54 « -99 -75
-103 1688 -100 104 8 -106 -50
-93 1388 -114 -66 « -99 -42
-101 -90 @ -107 -66 o -100 -57

-130 164 g -128 -1708 -98 83 8 172 -152 / -100 1468
-121 174 8 -92 -63 « -101 1118 180 -175/ -107 1658
-114 159 8 -96 -35 « -89 1208 176 -168 / -102 -58«
-123 -1778  -121 -1508 -98 1188 119 -113/ -102 -48«
-118 1698 -109 -47 « -101 -43 -88 124 8 -95 1138 -129 1718 -133 39 / -106 -83«x
-106 -75 « -121 -1548 -87 -64 -89 -48 « 99 94 g -110 -60 @ 136 -72 / -105 -58«
-110 178 8 -86 67 B -121 -96 « 95 104 8 -101 1428 -101 4l « 149 -58 / -102 -61la
-116 -1588 95 -52 « -105 154 B -93 123 8 -107 -67 « -100 -37a  -174 -149 / -95 1568
-113 -1718 96 -56 « -102 1398 -109 1498 -109 -115« -99 1008 177 -176 / -99 -60«
10 -92 -54 « -108 -1748 91 155 8 -90 113 8 -95 -65 « -107 1578 -105 90 / -96 -52a
11 -107 1748 96 -52 « 96 101 8 -119 1708 -117 -144« -96 1208 172 -171/ -99 1418
12 -98 -55« -108 162 8 -97 -63 « 97 1298 -112 -92 « -94 -26 «  -145 -155 / -95 1408
trans-cAPB
1 -113 65« -101 -61 « -123 1718 -120 1758 -124 1798 -108 1588 114 -112 / -93 -36«

cisscAMPB
-113 -115« 91 -49 « -95 136 8 94 -73 « -83 -58 « -88 93 8 142 -59 / -106 -68«
-104 -80 ¢« -106 -53 « -104 1388 -100 -65 ¢ -101 -56 « 95 77 B 176 -174 | -99 1328
-117 -1598 -104 -58 « -96 150 8 -90 127 8 -110 -1698 97 96 B8 172 -174 | -99 1568
-113 -1518 95 54 o -102 141 8 -94 1338 -108 -76 « 96 -16 ¢« -170 -171 / -95 1508
73 -74 « -104 -1608 -98 -1708 -64 83 B -107 -65 « 95 -19« -152 -160 / -101 -6l
-101 -1628 -67 -58 « -75 27 « 77 42 « -74 54 « -83 45 8 -173 -54 / -103 -61la
-87 -63 « -79 -25 « -60 -44 « -68 -36 « -73 -37 « -84 -39 « 128 31 / -111 1728

trans-cAMPB

1 -114 -74 « 99 54 ¢ -120 1748 -108 164 B -123 172 8 -106 1468 160 -129 / -96 -44«a

2 -102 -57 « -108 170 8 -89 97 B -132 1738 -103 1398 -108 -66 « 155 -95 / -98 -B2«x

3 -114 -72 « -100 -59 « -120 172 p -115 1738 -116 168 8 -98 1138 167 -161 / -95 1148

cissbcAMPB

1 -104 -75« -109 1118 -74 -47
2 98 57« -109 1228 -76 -52
3 -101 -53 a -109 -1658 -83 -53
4 90 86 B -128 1508 -91 -59
trans-bcAMPB

1 -97 41« -95 133 8 -84 -46 80 -5 « -83 11 o -101 1748 -179 -90 / 94 -47a
2 -101 -35« -89 140 B -88 -51 « -89 28 o« -103 1338 -103 1668 -180 -171 / -95 -5l«
3 -99 -36 « -88 135 8 -87 -46 « -89 14 « -95 124 B -103 1608 175 179 / -94 1158

©CoO~NOUOWNE

~NOoO O~ wWNBRE

-74 -20 « -80 -48 ¢« -107 60« 154 -163 / -92 1398
-70 -20 « -73 -36 «o 94 52« 151 -87 / -102 -55«
-87 -30 « -85 136 8 -129 -69« 134 -57 / -99 -6la
-88 37 p -110 1658 -96 172 -96 93 / -101 -63«

R R R R

S

Tabelle C.1: Die Geometrien der PeptidkonformationenFur die in den Gleichgewichtssimula-
tionen beobachteten und in AbbilduidgZ gezeigten Konformationen werden dig/-Winkel des
Pedtidriuckgrats in Grad aufgefihrt. Zusatzlich gibt eine weitere Spalte ,S* die jeweilige Zuord-
nung eines Residuums zu einem der beiden Sekundarstrukturmetiveikal* oder ,8-faltblatt-

artig” an. Diese Zuordnung geschah analog zu dem von Hu €288 §ewahlten Vorgehen durch

die einfache Betrachtung des Winkels Dabei bezeichnet el diejenigen Residuen, die in einer
Konformation einx € [—150°, 30°] aufweisen und eirB die Gbrigen Geometrien.
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D Tabellen des MD-NMR Vergleichs

Dieser Anhang beinhaltet in tabellarischer Form diejenigen Daten, die in Abslvitt

zum Vergleich der in den MD-Simulationen beobachteten Konformationen mit den NMR-
Messungen herangezogen wurden. In der jeweils oberen Tabelle werdgyy alie aus

den NOE-Intensitaten ermittelten maximalen Proton-Proton Abstande aufgefiihrt. Die NOEs
sind nummeriert und es werden die beteiligten Wasserstoffatome angegeben. Diese An-
gabe erfolgt in der Form ,Residuum:Residuums-Nummer:Wasserstoffe”. Ist mehr als ein
Wasserstoff aufgefihrt, entweder in der Form ,Hx,Hy* oder durch die Angabe eines Wild-
cards ,H*“, so kdnnen die betroffenen Protonen aus Symmetriegriinden nicht unterschie-
den werden und bilden ein Pseudoatom, dessen Ort dem geometrischen Mittel der Orte der
beteiligten Protonen entspricht. Die Benennung der Wasserstoffatome folgt beim APB der
Abbildung 4.1 und im Rest des Peptides dem Standard veiavm 22 mit Ausnahme

der Bezeichnung ,HPHE*", die alle Wasserstoffe des Phenyrings umfasst.

Den NMR-Restraintseyp, Werden die mittleren Protonen-Absténde gegentibergestellt, wie
sie durch gewichtete Mittelung/ (3) aus den Gleichgewichtstrajektorien (Kapi®@lbe-

rechnet wurden. Neben den Ergebnissen der Mittelung tGiber die gesamte Trajekiyie (
wurden die Mittelwerte auch bezuglich der in Abschidit® diskutierten Konformationen
gebildet. Die mit ,Abw.” bezeichnete Spalte gibt die Abweichugg — rexp an. Hierbei

werden negative Abweichungen nicht aufgefiihrt und auch nicht als Verletzung des NMR-
Restraints gewertet, da die experimentellen Abstande nur eine obere Grenzen angeben
kénnen. Alle Abtdnde und Abweichungen werden in Angstrém angegeben.

Fir jedes der Modellpeptide gibt die zweite Tabelledidopplungskonstanten an. Ana-

log zu den NOEs sind diese durchnummeriert und werden durch die Angabe der vier be-
teiligten Wasserstoffatome bezeichnet. Neben der gemessenen Kopplungskoﬁé&;zmten
wird jeweils der in der Simulation beobachtete WeKip und dessen Abweichung vom
experimentellen Wert angegeben. Auch hier wird die Einheit Hertz nicht explizit in den
Tabellen aufgefuhrt.

Die experimentellen Daten wurden fur das cAPB und das cAMPB den entsprechenden
Publikationen entnommer87, 38]. Im Fall des bcAMPBs werden unpublizierte Werte
der erneut durchgefuihrten NMR-Messungen verwendet.
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D Tabellen des MD-NMR Vergleichs

Abweichung bez. Konformation

NOE Atom 1 - Atom?2 fep 'MD Abw. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 APB:0:H2,H4 - ALA:1:HN 452 268 000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 APB:0:HL,H5 - ALA:1:HN 6,71 4,72 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 ALALHA  -CYS:2:HN 301 268 0,00 0,00 0,00 0,00 0,48 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,43 0,00 0,53
4  ALA:L:HB* -CYS:2:HN 407 2,86 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 ALAL:HB* -ALA:3:HN 508 4,40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,57 0,00 1,21
6 CYS:22HA  -ALA:3:HN 2,88 280 0,00 0,62 0,00 0,12 0,60 0,29 0,00 0,00 0,00 0,46 0,00 0,51 0,00
7 CYS:2HN  -ALA:L:HN 3,11 276 0,00 0,00 1,25 1,12 0,00 1,16 0,00 0,67 0,00 0,00 0,00 0,04 0,00
8 ALA3HA  -THR:4:HN 281 263 0,00 054074 057 0,73 0,67 0,27 0,29 0,00 0,00 0,00 0,00 0,67
9  ALA3HB* - THR:4:HN 432 3,03 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10 ALA:3:HB* -APB:O:HLH5 7,86 8,19 0,33 0,29 1,62 4,00 0,12 4,71 2,06 0,47 0,97 0,98 1,21 1,04 0,00
11 ALA:3:HB* -APB:O:H6H10 8,03 881 0,78 1,51 2,03 4,90 1,04 6,42 3,24 2,37 0,77 3,22 0,64 3,16 0,00
12 ALA:3:HB* -APB:O:H7H9 7,21 7,82 0,61 2,48 2,39 5,10 1,96 7,06 4,29 3,68 0,32 4,44 0,00 4,77 0,00
13 ALA:3:HN  -CYS:2:HN 309 254 0,00 0,00 0,77 0,00 0,00 0,00 0,00 0,46 0,00 0,00 0,76 0,00 0,29
14 THR:4:HA - CYS:5:HN 2,77 239 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
15 THR:4:HB - CYS:5HN 330 309 0,00 029035013 0,12 0,75 0,00 0,00 0,00 0,00 0,60 0,00 0,22
16 THR:4:HG2* -APB:O:H1,H5 802 7,38 0,00 0,00 3,12 2,88 0,00 3,55 0,00 3,42 0,00 0,00 0,73 0,00 1,90
17 THR:4:HG2* - APB:0:H6,H10 7,33 7,24 0,00 0,00 3,38 3,78 0,00 4,64 0,63 4,41 0,45 0,00 0,49 0,84 1,14
18 THR:4:HG2* -APB:O:H7,H9 679 6,27 0,00 0,00 2,35 2,65 0,00 3,85 2,21 4,64 0,00 0,00 0,00 0,31 0,00
19 THR:4:HN - ALA:3:HN 328 265 0,00 0,00 0,00 0,000,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,81 1,11 0,44 0,00
20 THR:4:HN  -CYS:5:HN 320 330 0,10 0,71 1,03 1,09 0,98 1,20 0,00 0,55 0,71 1,04 0,93 0,98 1,09
21 ASP:6:HA - GLY:7:HN 2,94 254 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,04 0,51 0,12 0,00 0,00 0,00 0,00
22 ASP:6:HB1 - THR:4:HG1 480 6,01 121 2,26 1,00 0,00 2,71 2,07 3,40 2,16 1,83 2,25 2,97 3,05 2,77
23 ASP:6:HB2 - THR:4:HG1 480 523 043 0,47 0,00 0,00 2,27 1,55 2,11 0,84 0,89 0,03 2,31 2,30 0,66
24 ASP:6:HBL - GLY:7:HN 530 2,86 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
25 ASP:6:HB1 - PHE:8:HPHE* 7,10 594 0,00 2,14 0,83 0,85 2,48 0,00 1,37 1,95 0,00 0,00 0,00 0,00 2,75
26 ASP:6:HB2 -PHE:8:HPHE* 7,10 575 0,00 2,45 2,14 2,06 2,59 0,00 0,38 0,76 0,00 0,00 0,00 0,00 3,04
27 ASP:6:HBL -APB:O:H7,H9 6,20 592 000 272 453 3,49 1,81 0,12 0,00 0,00 0,00 1,39 3,17 2,70 3,26
28 ASP:6:HB2 -APB:O:H7,H9 6,78 599 000 253 4,76 3,82 1,09 0,29 0,00 0,00 0,00 0,99 1,93 1,52 1,55
29 GLY:7:HA1 -ASP:6:HA 490 455 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
30 GLY:7:HA2 -ASP:6:HA 502 451 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
31 GLY:7:HA1 -PHE:8:HN 324 243 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
32 GLY:7:HA2 - PHE:8:HN 324 272 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,13 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
33 GLY:7Z.HN - ASP:6:HN 300 260 000 026087 1,16 0,57 1,16 0,00 0,00 0,00 0,67 0,42 0,81 0,00
34 PHE:8:HA -APB:O:H7,H9 6,01 4,26 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
35 PHE:8:HA - APB:0O:HN 253 251 0,00 0,00 0,00 0,96 0,72 0,56 0,58 1,02 0,00 0,94 0,83 0,00 0,00
36 PHE:8:HB1 -APB:O:H7,H9 6,92 4,64 000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
37 PHE:8:HB2 -APB:O:H7,H9 6,78 4,36 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
38 PHE:8:HB1 -APB:0:HN 347 276 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,12 0,00
39 PHE:8:HB2 - APB:0O:HN 380 261 0,00 0,00 0,00 0,000,00 0,00 0,000,00 0,00 0,000,000,00 0,00
40 PHE:8:HN - APB:O:HN 335 265 0,00 061089 0,00 000 0,00 0,000,00 0,00 0,00 0,00 0,79 0,21
41 PHE:8:HPHE* - APB:0:HN 6,54 4,83 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3INr Dihedral Sdkxp 3Iup  Abw.
1 ALALHN-N-CA-HA 620 756 1.36
2 CYS:2HN-N-CA-HA  7.00 7.43 0.43
3 ALABHN-N-CA-HA 670 7.47 0.77
4  THRA4HN-N-CA-HA 750 7.12 -0.38
5  CYS:5HN-N-CA-HA  7.00 7.48 0.48
6  ASP:6:HN-N-CA-HA 650 7.69  1.19
7  GLY:Z:HN-N-CA-HA1 6.00 521 -0.79
8  GLY:7:HN-N-CA-HA2 520 473 -047
9  PHE8HN-N-CA-HA 7.70 7.82 012

Tabelle D.1: cis-cAPB: Protonenabstande und®J-Kopplungen.
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Konf.

NOE Atom 1 - Atom2 rexp vmp  Abw. 1

1 APB:0:H2,H4 - ALA:1:HN 4,70 2,65 0,00 0,00
2 ALA:L:HB* -CYS:2:HN 4,02 292 0,00 0,00
3 ALA:1L:HB* -ALA:3:HN 580 5,32 0,00 0,00
4 CYS:2.HA - ALA:3:HN 2,64 3,00 0,36 0,36
5 CYS:22HB1 -ALA:3:HN 3,19 261 0,00 0,00
6 CYS:22HB2 -ALA:3:HN 3,42 2,70 0,00 0,00
7 CYS:2:HN - ALA:1:HN 2,63 2,29 0,00 0,00
8 ALA:3:HB* -CYS:2:HA 5,22 5,37 0,15 0,15
9 ALA:3:HB* -CYS:2:HN 542 5,54 0,12 0,12
10 ALA:3:HB* -THR:4:HN 3,96 3,01 0,00 0,00
11 ALA:3:HB* - APB:0:H1,H5 7,02 7,61 0,57 0,57
12 THR:4:HA - CYS:5:HN 2,56 2,49 0,00 0,00
13 THR:4:HA - APB:0:H1,H5 6,04 4,06 0,00 0,00
14 THR:4:HB - CYS:5:HN 3,09 292 0,00 0,00
15 THR:4:HB - ASP:6:HN 435 6,45 2,10 2,10
16 THR:4:HG2* - ASP:6:HN 509 5,69 0,60 0,60
17 THR:4:HG2* - APB:0:H6,H10 6,42 5,08 0,00 0,00
18 CYS:5:HB1 - ASP:6:HN 3,28 2,64 0,00 0,00
19 CYS:5:HB2 -ASP:6:HN 3,63 2,72 0,00 0,00
20 CYS:5:HB1 -APB:0:H6,H10 6,29 4,19 0,00 0,00
21 CYS:5:HB2 -APB:0:H6,H10 6,06 4,45 0,00 0,00
22 CYS:5:HB2 - APB:0:H7,H9 6,83 5,07 0,00 0,00
23 ASP:6:HA - GLY:7:HN 2,82 235 0,00 0,00
24 ASP:6:HB1 -THR:4:HG1 4,79 7,58 2,79 2,79
25 ASP:6:HB2 -THR:4:HG1 463 6,66 2,03 2,03
26 ASP:6:HB1 -GLY:7:HN 3,60 2,60 0,00 0,00
27 ASP:6:HB2 -GLY:7:HN 3,64 294 0,00 0,00
28 ASP:6:HB1 -APB:0:H6,H10 7,20 7,00 0,00 0,00
29 ASP:6:HB2 -APB:0:H6,H10 7,20 7,03 0,00 0,00
30 ASP:6:HB1 -APB:0:H7,H9 6,80 5,80 0,00 0,00
31 ASP:6:HB2 -APB:0:H7,H9 6,80 6,16 0,00 0,00
32 ASP:6:HB1 -APB:0:HN 562 531 0,00 0,00
33 GLY:7:HN - ASP:6:HN 3,86 3,40 0,00 0,00
34 GLY:7:HA1 -ASP:6:HA 4,67 4,47 0,00 0,00
35 GLY:7:HA2 -ASP:6:HA 4,40 4,47 0,08 0,08
36 GLY:7:HA1 -PHE:8:HN 2,71 2,25 0,00 0,00
37 GLY:7:HA2 -PHE:8:HN 3,13 3,14 0,01 0,01
38 GLY:7:HA1 -APB:0:HN 4,28 3,92 0,00 0,00
39 GLY:7:HA2 - APB:0:HN 4,58 4,98 0,40 0,40
40 PHE:8:HA - APB:0:HN 250 2,70 0,20 0,20
41 PHE:8:HB1 - APB:0:HN 3,64 2,75 0,00 0,00
42 PHE:8:HB2 - APB:0:HN 3,79 2,85 0,00 0,00
43 PHE:8:HN - APB:0:HN 2,86 2,38 0,00 0,00
44 PHE:8:HPHE* - APB:0:HN 6,50 5,26 0,00 0,00
3JNr Dihedral SJkxp SIup  Abw.

1 ALA:1:HN-N-CA-HA 8,40 8,06 -0,34

2 CYS:2:HN-N-CA-HA 8,10 8,08 -0,02
3 ALA:3:HN-N-CA-HA 5,70 7,36 1,66
4 THR:4:HN-N-CA-HA 8,80 7,57 -1,23
5 CYS:5:HN-N-CA-HA 8,00 7,67 -0,33
6 ASP:6:HN-N-CA-HA 7,30 7,84 0,54
7 GLY:7:HN-N-CA-HA2 5,60 6,33 0,73
8 GLY:7:HN-N-CA-HA1 4,20 4,16 -0,04

Tabelle D.2: trans-cAPB: Protonenabstande undfJ-Kopplungen.
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D Tabellen des MD-NMR Vergleichs

Abweichung bez. Konformation

NOE Atom 1 - Atom2 rexp vDp  Abw. 1 2 3 4 5 6 7

1 ALA:1:HN - CYS:2:HN 280 2,78 0,00 0,00 0,00 0,94 0,00 1,01 0,28 0,00
2 ALA:1:HN - AMPB:0:H1,H2,H4,H5 520 3,65 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 CYS:2:HN - ALA:1:HB* 280 281 0,01 0,00 0,02 0,00 0,10 0,14 0,01 0,16
4 CYS:2:HN - ALA:3:HN 340 251 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 CYS:2:HN - ALA:3:HB* 580 524 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,35 0,00 0,00
6 ALA:3:HN - ALA:1:HB* 480 451 0,00 0,00 0,03 0,00 0,00 1,31 0,00 0,31

7 ALA:3:HN -CYS:2:HB1 340 263 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
8 ALA:3:HN - CYS:2:HB2 340 292 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,24 0,00 0,00
9 ALA:3:HN - THR:4:HN 340 293 0,00 0,28 0,75 0,78 0,93 0,32 0,00 0,00
10 ALA:3:HN - THR:4:HG* 570 589 0,19 0,37 0,00 0,83 0,64 0,49 0,02 0,00
11 THR:4:HN -CYS:2:HB1 480 531 051 134159 1,44 1,45 1,17 0,00 0,78
12 THR:4:HN -CYS:2:HB2 480 578 098 1,53 1,61 2,27 1,70 2,34 0,49 0,98
13 THR:4:HN - ALA:3:HB* 4,40 3,17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
14 CYS:5:HN - THR:4:HN 340 269 0,00 0,00 0,00 0,95 0,84 0,26 0,00 0,00
15 CYS:5:HN - THR:4:HG* 4,30 4,07 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,42 0,00 0,00
16 CYS:5:HN - THR:4:HG1 340 3,38 0,00 0,00 0,00 1,15 0,74 0,76 0,19 0,09
17 ASP:6:HN - THR:4:HG* 5,70 500 0,00 0,00 0,80 0,03 0,00 1,21 0,00 0,62
18 GLY:7:HN - ASP:6:HB1 4,00 3,12 0,00 0,00 0,00 0,19 0,00 0,00 0,00 0,00
19 GLY:7:HN - ASP:6:HB2 4,00 3,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
20 AMPB:0:HN - AMPB:0:HM1 280 253 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
21 AMPB:0:HN - AMPB:0:HM2 280 264 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
22 AMPB:0:HN - PHE:8:HA 3,40 2,79 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00
23 AMPB:0:HN - PHE:8:HB1 480 2,75 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
24 AMPB:0:HN - PHE:8:HB2 480 2,44 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
25 AMPB:0:H7,H9 - AMPB:0:HM1 280 229 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
26 AMPB:0:H7,H9 - AMPB:0:HM2 280 228 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
27 AMPB:0:H7,H9 - PHE:8:HA 720 543 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
28 AMPB:0:H7,H9 - ALA:3:HB* 8,20 570 0,00 0,00 0,00 4,72 1,79 0,00 0,00 0,00

29 AMPB:0:H7,H9 - THR:4:HG* 8,10 5,75 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
30 AMPB:0:H6,H10 - AMPB:0:HM1 7,20 464 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
31 AMPB:0:H6,H10 - AMPB:0:HM2 720 4,62 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
32 AMPB:0:H1,2,4,5 - AMPB:0:H6 7,20 4,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
33 AMPB:0:H1,2,4,5 - AMPB:0:H7 880 549 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
34 AMPB:0:H1,2,4,5 - THR:4:HG* 8,10 552 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,63 0,00 0,00
3JNr. Dihedral SJkxp 3D Abw.

1 ALA:1:HN-N-CA-HA 6,77 7,47 0,70

2 CYS:2:HN-N-CA-HA 7,63 6,77 -0,86

3 ALA:3:HN-N-CA-HA 7,14 6,61 -0,53

4 PHE:8:HN-N-CA-HA 8,24 7,78 -0,46

Tabelle D.3: cisscAMPB: Protonenabstéande und3J-Kopplungen.
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Abw. p. Konf.

NOE Atom 1 - Atom2 fexp mp  Abw. 1 2 3

1 ALA:1:HN -CYS:2:HN 2,20 2,40 0,20 0,22 0,10 0,19
2 CYS:2:HN - ALA:1:HB* 3,70 282 0,00 0,00 0,00 0,00
3  ALA:3:HN -CYS:2:HN 3,40 2,46 0,00 0,00 0,88 0,00
4 ALA:3:HN -CYS:2:.HA 340 292 0,00 0,00 0,00 0,00
5 ALA:3:HN -CYS:2:HB1 2,80 2,77 0,00 0,00 0,04 0,00
6 ALA:3:HN -CYS:2:HB2 2,80 264 0,00 0,00 0,06 0,00
7  ALA:3:HN - ALA:1:HB* 580 4,98 0,00 0,00 1,15 0,00

8 ALA:3:HN - THR:4:HB 4,00 5,58 1,58 1,75 0,86 1,70
9 ALA:3:HN - THR:4:HG* 570 6,45 0,75 0,93 0,14 0,74
10 THR:4:HN - ALA:3:HB* 4,30 3,04 0,00 0,00 0,00 0,00
11 CYS:5:HN - ALA:3:HB* 4,30 5,93 1,63 1,42 2,77 1,92
12 CYS:5:HN - THR:4:HB 2,80 3,01 0,21 0,28 0,92 0,01
13 CYS:5:HN - THR:4:HG1 3,40 3,05 0,00 0,000,00 0,00
14 CYS:5:HN - THR:4:HG* 490 3,58 0,00 0,00 0,00 0,00
15 ASP:6:HN -CYS:5:HN 2,80 3,12 0,32 0,15 1,29 0,73
16 ASP:6:HN - THR:4:HG* 4,30 5,03 0,73 0,52 0,73 1,52
17 ASP:6:HN - CYS:5:HB2 4,00 2,88 0,00 0,00 0,00 0,00
18 ASP:6:HN - CYS:5:HB1 4,00 267 0,00 0,00 0,00 0,00
19 GLY:7:HN - ASP:6:HA 3,40 2,40 0,00 0,00 0,11 0,00
20 GLY:7:HN - ASP:6:HB1 2,80 2,68 0,00 0,00 0,00 0,20
21 GLY:7:HN - ASP:6:HB2 2,80 2,84 0,04 0,00 0,00 0,56
22 GLY:7:HN - PHE:8:HN 2,80 3,00 0,20 0,13 0,00 0,90
23 PHE:8:HN - THR:4:HB 4,80 9,42 4,62 4,37 6,49 4,81
24 PHE:8:HN - GLY:7:HA1 3,70 2,76 0,00 0,00 0,00 0,00
25 PHE:8:HN - GLY:7:HA2 340 2,38 0,00 0,00 0,00 0,00
26 PHE:8:HN - AMPB:0:HN 2,80 2,47 0,00 0,00 0,00 1,24
27 AMPB:0:HN - PHE:8:HA 340 2,65 0,00 0,00 0,00 0,00
28 AMPB:0:HN -AMPB:O:H7,H 5,10 2,89 0,00 0,00 0,00 0,00
29 AMPB:0:HN -AMPB:O:HM1 2,80 2,54 0,00 0,00 0,00 0,07
30 AMPB:0:HN -AMPB:0:HM2 280 2559 0,00 0,02 0,00 0,00
31 AMPB:0O:HN - GLY:7:HN 480 4,37 0,00 0,00 0,00 0,10
32 AMPB:0:HN - GLY:7:HA1 480 4,80 0,00 0,00 0,26 0,72
33 AMPB:0:HN - GLY:7:HA2 4,80 4,19 0,00 0,00 0,00 0,15
34 AMPB:0:HN - PHE:8:HB1 280 2,73 0,00 0,00 0,00 0,74
35 AMPB:0:HN - PHE:8:HB2 2,80 2,72 0,00 0,00 0,00 0,27
36 AMPB:0:H7,H9 -PHE:8:HA 570 5,24 0,00 0,00 0,00 0,00
37 AMPB:0O:H7,H9 -AMPB:O:HM1 5,10 2,29 0,00 0,00 0,00 0,00
38 AMPB:0:H7,H9 -AMPB:0O:HM2 5,10 2,29 0,00 0,00 0,00 0,00
39 AMPB:0:H6,H10 - AMPB:0:HN 570 4,97 0,00 0,00 0,00 0,00
40 AMPB:0:H6,H10 - THR:4:HG* 6,60 5,73 0,00 0,00 0,00 0,00
41 AMPB:0:H6,H10 - CYS:5:HB2 490 508 0,18 0,30 4,31 0,00
42 AMPB:0:H6,H10 - CYS:5:HB1 490 4,85 0,00 0,00 4,41 0,00
3INr Dihedral Skxp SIup  Abw.

1 ALA:1:HN-N-CA-HA 7,14 7,90 0,76

2 PHE:8:HN-N-CA-HA 8,12 7,67 -0,45

3 ASP:6:HN-N-CA-HA 8,00 7,76 -0,24

4 CYS:5:HN-N-CA-HA 8,24 7,71 -0,53

5 CYS:2:HN-N-CA-HA 8,00 7,89 -0,11

6 ALA:3:HN-N-CA-HA 6,90 7,38 0,48

7 THR:4:HN-N-CA-HA 8,86 7,51 -1,35

8 GLY:7:HN-N-CA-HA1 5,30 4,34 -0,96

9 GLY:7:HN-N-CA-HA2 5,50 5,35 -0,15

Tabelle D.4:trans-cCAMPB: Protonenabsténde und3J-Kopplungen.
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D Tabellen des MD-NMR Vergleichs

Abw. per Konf.

NOE Atom 1 - Atom2 rexp vp  Abw. 1 2 3 4

1 AMPB:0:H2,H4 - ALA:1:HN 440 2,68 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 CYS:2:HN - ALA:1:HN 280 242 0,00 0,00 0,00 0,00 0,60
3  ALALHA - CYS:2:HN 400 3,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
4  ALA:1:HB* - CYS:2:HN 450 294 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 CYS:2:HA - ALA:3:HN 280 2,25 0,00 0,00 0,00 0,13 0,00
6 CYS:2:HB* - ALA:3:HN 430 3,44 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
7 THR:4:HN - ALA:3:HN 280 256 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
8 ALA:3:HB* - THR:4:HN 280 3,00 0,20 0,18 0,26 0,22 0,20
9 CYS:5:HN - THR:4:HN 340 262 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10 THR:4:HA - CYS:5:HN 3,40 2,89 0,00 0,00 0,00 0,05 0,00
11 THR:4:HB - CYS:5:HN 4,00 3,38 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14
12 THR:4:HG* - CYS:5:HN 590 459 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
13 CYS:5:HA - ASP:6:HN 280 2,77 0,00 0,11 0,34 0,00 0,00
14 CYS:5:HB* - ASP:6:HN 3,70 2,78 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
15 THR:4:HN - ASP:6:HN 480 4,70 0,00 0,00 0,00 1,83 2,33
16 GLY:7:HN - ASP:6:HN 4,00 244 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
17 ASP:6:HA - GLY:7:HN 280 3,03 0,23 0,32 0,09 0,74 0,00
18 ASP:6:HB* - GLY:7:HN 490 2,70 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
19 CYS:5:HB* - GLY:7:HN 480 439 0,00 0,00 0,77 0,53 0,00
20 GLY:7:HA* - PHE:8:HN 430 263 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
21 PHE:8:HA - AMPB:0:HN 280 246 0,00 0,00 0,74 0,75 0,67

22 PHE:8:HB* - AMPB:0:HN 490 294 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
23 AMPB:0:H7,H9 - AMPB:0:HN 560 283 0,00 0,000,00 0,00 0,00
24 AMPB:0:HM* - AMPB:0O:H7,H9 5,40 2,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
25 PHE:8:HB* -AMPB:0O:H7,H9 7,10 557 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
26 PHE:8:HA -AMPB:0:H7,H9 6,20 5,12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
27 ALA:1:HB* -AMPB:0:H2,H4 6,50 5,16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
28 ALA:1:HB* -AMPB:O:H1,H5 820 7,33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

3JINr. Dihedral Skxp 3Iup  Abw.

1 ALA:1:HN-N-CA-HA 7,50 7,67 0,17

2 CYS:2:HN-N-CA-HA 7,30 7,57 0,27
3 ALA:3:HN-N-CA-HA 5,20 6,29 1,09

4 CYS:5:HN-N-CA-HA 7,50 6,44 -1,06
5 ASP:6:HN-N-CA-HA 7,80 7,88 0,08
6 GLY:7:HN-N-CA-HA1 5,60 5,98 0,38

7 GLY:7:HN-N-CA-HA2 5,60 4,01 -1,59
8 PHE:8:HN-N-CA-HA 8,00 764 -0,36
9 AMPB:0:HN-N-CM-HM2 5,80 4,28 -1,52
10 AMPB:0:HN-N-CM-HM1 5,80 5,57 -0,23

Tabelle D.5: cissbcAMPB: Protonenabstande und®J-Kopplungen.
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Abw. p. Konf.

NOE Atom 1 - Atom2 fexp mp  Abw. 1 2 3

1 AMPB:0:H2,H4 - ALA:1:HN 550 2,64 0,00 0,00 0,00 0,00
2 CYS:2:HN - ALA:1:HN 3,40 2,14 0,00 0,00 0,00 0,00
3  ALA:L:HA -CYS:2:HN 2,80 3,39 0,59 0,69 0,46 0,60
4  ALA:1:HB* -CYS:2:HN 430 325 0,00 0,00 0,00 0,00
5 CYS:2:HB2 -CYS:2.HA 2,80 244 0,00 0,00 0,00 0,00
6 CYS:2:HB1 -CYS:2:HA 2,80 2,87 0,07 0,20 0,00 0,04
7 CYS:2:HB2 -CYS:2.HN 4,00 2,78 0,00 0,00 0,00 0,00
8 CYS:2:HB1 -CYS:2:HN 280 241 0,00 0,00 0,00 0,00
9 CYS:2.HA - ALA:3:HN 230 222 0,00 0,00 0,00 0,00
10 CYS:2:HB2 - ALA:3:HN 3,40 3,31 0,00 0,31 0,00 0,00
11 THR:4:HN - ALA:3:HN 280 243 0,00 0,00 0,00 0,00
12 CYS:5:HN - THR:4:HN 3,40 2,71 0,00 0,00 0,00 0,00
13 ALA:3:HA - THR:4:HN 2,80 3,56 0,76 0,76 0,76 0,76
14 CYS:2:HB2 - THR:4:HN 4,00 4,49 0,49 0,91 0,27 0,37
15 ALA:3:HB* - THR:4:HN 390 3,09 0,00 0,00 0,00 0,00
16 ALA:3:HA - CYS:5:HN 3,40 4,11 0,71 0,65 0,76 0,75
17 THR:4:HA -CYS:5:HN 3,40 2,78 0,00 0,00 0,00 0,00
18 THR:4:HB - CYS:5:HN 4,00 3,88 0,00 0,000,13 0,00
19 CYS:5:HA - ASP:6:HN 2,30 2,58 0,28 0,71 0,03 0,27
20 CYS:5:HB2 - ASP:6:HN 3,40 2,87 0,00 0,48 0,00 0,00
21 CYS:5:HB1 - ASP:6:HN 490 291 0,00 0,00 0,00 0,00
22 ASP:6:HA - GLY:7:HN 2,30 2,48 0,18 0,23 0,11 0,20
23 CYS:5HA - GLY:7:HN 4,00 5,74 1,74 1,52 2,16 1,78
24 ASP:6:HB* - GLY:7:HN 580 2,64 0,00 0,00 0,00 0,00
25 GLY:7:HAl - GLY:7:HN 340 2,68 0,00 0,00 0,00 0,00
26 GLY:7:HA2 - GLY:7:HN 3,40 2,59 0,00 0,00 0,00 0,00
27 GLY:7:HA1 - PHE:8:HN 280 242 0,00 0,00 0,00 0,00
28 GLY:7:HA2 - PHE:8:HN 2,80 2,71 0,00 0,45 0,00 0,00
29 PHE:8:HB1 - PHE:8:HN 2,80 245 0,00 0,00 0,00 0,00
30 PHE:8:HB2 - PHE:8:HN 340 298 0,00 0,00 0,00 0,00
31 PHE:8:HA - AMPB:0:HN 2,30 2,59 0,29 0,91 1,23 0,00
32 PHE:8:HB2 - AMPB:0:HN 340 2,71 0,00 0,00 0,00 0,00
33 AMPB:O:HN -AMPB:0:H7,H9 5,00 2,92 0,00 0,00 0,00 0,00
34 AMPB:0:HM* - AMPB:O:H7,H9 590 2,12 0,00 0,00 0,00 0,00
35 ASP:6:HA - AMPB:0:H6,H1 6,20 5,37 0,00 0,00 0,02 0,01
36 CYS:5:HB2 - AMPB:0O:H6,H1 7,00 7,51 0,51 0,81 0,18 0,51
37 ALA1:HA - AMPB:0:H2,H4 5,60 4,28 0,00 0,00 0,00 0,00
38 ALA:1:HB* -AMPB:0:H2,H4 7,30 5,22 0,00 0,00 0,00 0,00
39 CYS:5:HB2 -AMPB:0:H2,H4 6,20 6,86 0,66 0,91 0,13 0,98
40 CYS:2:HB2 - AMPB:0O:H2,H4 7,00 6,58 0,00 0,00 0,00 0,00
41 CYS:5:HB2 -AMPB:0O:H1,H5 7,00 6,68 0,00 0,03 0,00 0,00
3N Dihedral SJkxp 3D Abw.

1 THR:4:HN-N-CA-HA 9,30 6,58 -2,72

2 CYS:5:HN-N-CA-HA 7,50 6,75 -0,75

3 ASP:6:HN-N-CA-HA 8,20 7,75 -0,45

4 GLY:7:HN-N-CA-HA1 4,70 4,82 0,12

5 GLY:7:HN-N-CA-HA2 4,70 4,70 -0,00

6 PHE:8:HN-N-CA-HA 8,20 7,55 -0,65

7 AMPB:0:HN-N-CM-HM2 5,80 6,33 0,53

8 AMPB:0:HN-N-CM-HM1 5,80 4,91 -0,89

Tabelle D.6:trans-bcAMPB: Protonenabstiande und3J-Kopplungen.
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