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Die drei-dimensionale Struktur eines Proteins ist die Grundlage seiner spezifischen Funktion. 
Obwohl die Gentechnologie haute erlaubt, Proteine beliebiger Aminosaure-Sequenz herzustel­
len, ist die Vorhersage von Struktur und Eigenschaften eines Proteins haute noch nicht mog­
lich, und das enorme Potential der neuen experimentellen Methoden kann deshalb noch nicht 
voll technisch ausgenutzt warden. Es ist zunachst notwendig, Methoden zu entwickeln, die in 
veri~U31icher Weise die sehr geringen Betrage von Wechselwirkungsenergien vorhersagen, 
die bei biologischen Prozessen wie Proteinfaltung und Protein-Liganden-Wechselwirkungen 
die entscheidende Rolle spielen. DafOr sind, um auch nur zu einer qualitativ korrekten Aussage 
Ober freie Energien zu kommen, sehr genaue Berechnungen notig. Viele solcher Prozesse ver· 
Iauten nicht nach rein enthalpischen Prinzipien, sondern der Entropieterm kann die entschei .. 
dende Rolle spielen, und die Entropie ist nur Ober die statistische Thermodynamik in aufwendi· 
gen Simulationen zuganglich. Der Artikel diskutiert Fortschritte der Molekulardynamik mit empi .. 
rischen Kraftfeldern und Fallbeispiele an einem Antikorper-Antigen-Komplex, der mit dieser 
Methode und verschiedenen experimentellen Ansatzen analysiert wurde. 

Einleitung 

Proteine entfalten ihre Wirkungen als Enzyme, Genregulatoren oder Rezeptoren erst durch die 
Faltung ihrer Polypeptidkette in eine bestimmte drei .. dimensionale Form. Diese spezifische 
Struktur macht es moglich, dal3 ein Enzym nur mit einem bestimmten Substrat reagiert, ein Re­
zeptor nur eine Substanz erkennt und ein Genregulator nur an einer Stelle des Chromosoms 
bindet. Andererseits unterscheiden sich Proteins in solchem Ausmaf3 voneinander, daB ein In­
hibitor oder Ligand oft nur an ein bestimmtes Protein bindet. Die Grundlage vieler Bestrebungen 
dar pharmazeutischen Chemie ist es, seiche spezifischen Liganden (lnhibitoren oder auch Akti­
vatoren) zu konstruieren, wogegen sich die neue Wissenschaft des "Protein Engineering" be­
mOht, Proteine mit verbesserten Eigenschaften, also vorbestimmter Faltung. herzustellen. Bei· 
den gemeinsam ist das Problem der Quantifizierung von spezifischen, nicht-kovalenten Wech­
selwirkungen und der Frage nach der genauen Faltung der Proteinkette. 

Warum ist dieses Problem so schwierig? Offensichtlich ist die Zahl der moglichen Konformatio­
nen der Proteine astronomisch. Doch selbst, wenn es gelange, aile moglichen Konformationen 
der Proteinkette und des Liganden zu generieren und deren Energie zu vergleichen (was so­
wahl fOr das reate als auch fOr das simulierte System Ianger als das Alter des Universums dau· 
ern wOrde (Levinthal, 1968)), wOrde das heute kaum weiterhelfen: Die energetische Evaluie-
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rung der Konformationen erfordert genauere Potentiate als heute erhaltlich und, wie unten aus­
gefOhrt, entropische Terme sind ebenfalls von Bedeutung. Es soli nun kurz umrissen warden, 
warum das so ist, urn dann verschiedene Losungsmoglichkeiten zu diskutieren. 

Die Faltung .einer Proteinkette ist ein hoch-kooperativer ProzeB, und ein Zwei-Zustandsmo­
dell, das nur einen vollig denaturierten Zustand und den vollig nativen beinhaltet, liefert (zumin­
dest fOr kleine Proteine) eine konsistente Beschreibung der Faltungsthermodynamik. Das be­
deutet, daB in der Regel aile Faltungsintermediate und nicht-nativen Forman eine hohere freie 
Energie sowohl als der native als a~ch als der "random coil" Zustand haben. Der Unterschied 
dar freien Energie beider Zustande (also gewissermaBen zwischen "Sein" und .. Nicht-Sein") 
liegt fOr die meisten Proteine bei lediglich 5 bis 15 kcal/mol. Allerdings setzt sich diese geringe 
Energiedifferenz beider Zustande aus riesigen sich beinahe aufheben.den Komponenten zu­
sammen (Creighton, 1983). 

Deshalb erfordert die den Praktiker interessierende Voraussage, ob eine Struktur "moglich .. ist, 
d. h. ob sie stabiler als der vollig ungefaltete Zustand ist, oder sogar stabiler als eine alternative 
Struktur, extrem genaue Potentialfelder und Berechnungsmethoden (s. u.). Diese Genauigkeit 
ist bis heute nicht erreicht. 

Ein weiteres Problem ist die groBe Bedeutung der Entropie. Viele wichtige biologische Prozes­
se sind entropisch bestimmt. Als ein Beispiel sei der hydrophobe Effekt genannt, der bewirkt, 
daB sich Gleiches in Gleichem lost und Oltropfchen in Wasser zusammenlagern. Dieser Effekt 
ist eine wichtige treibende Kraft bei der Proteinfaltung und bei der Bindung von Liganden an 
Proteine. Offensichtlich wurde eine Beschrankung auf enthalpische Parameter (d.h. eine reine 
Analyse der potentiellen Energien) das Wesen dieses Prozesses verkennen. Aus diesem 
Grund sind in der Regel Methoden notwendig, wie z.B. die der statistischen Thermodynamik, 
um von mikroskopischen Simulationsrechnungen zu makroskopischen Vorhersagen zu kern­
men. 

Eine weitere fur den Theoretiker unangenehme Eigenschaft der Proteine ist die Tatsache, daB 
sie so gro B sind. Diese GroBe ist eine F olge der Notwendigkeit, eine defi nierte Struktur auszu­
bilden, ohne die wiederum keine spezifischen Prozesse in der Zelle ablaufen konnten. Die Gro­
Be ergibt sich aus dem Zwang, daB das Protein ein definiertes hydrophobes lnneres und ein 
hydrophiles AuBeres besitzen muB. Nur so konnen stabile Faltungen mit Bindungstaschen fur 
Liganden auftreten; kJeine Peptide besitzen zwar oft eine bevorzugte Konformation (Dyson et 
al., 1988a, b), aber keine stabile Struktur. 

Wasser ist ein entscheidender Bestandteil beinahe aller Prozesse, die mit Proteinen zu tun ha­
ben. Sein Entropiegewinn bei der Faltung ist eine entscheidende Triebkraft fOr die Proteinfal­
tung. Seine hohe Dielektriziti:itskonstante ist allerdings ebenfalls eine bestimmende Eigenschaft 
vieler Wechselwirkungen zwischen Protein und Ligand. Damit ist die Beschreibung elektrostati­
scher Phanomene vor ein ernstes Problem gestellt. Die Dielektrizitatskonstante ist ein makrosko· 
pischer Begriff und die Obertragung auf mikroskopische Simulationsrechnungen ist ein bisher 
nicht befriedigend gelostes Problem (Harvey, 1989). Auch die Einbeziehung expliziter Wasser­
molekOie in Simulationsrechnungen lost dieses Problem , nicht automatisch; ein rechentech­
nisch einfach zu behandeJndes, polarisierbares Wassermodell zur Beschreibung dielektrischer 
Phanomene ware wOnschenswert (Sauniere et a!. ,·1989). 



260 

Offensichtlich mOssen Simulationsrechnungen, deren Ziel · eine Beschreibung und Jetztlich ei­
ne Vorhersage des Experiments ist, in der Lage sein, diese essentiellen Bestandteile des expe­
rimentellen Systems Protein-Ligand richtig zu beschreiben. Dabei genOgt allerdings meist nicht 
einmal eine qualitative theoretische Beschreibung. Da die Unterschiede der freien Energie zwi­
schen Bindung und Nicht-Bindung oder Faltung und Nicht-Faltung sehr klein sind, kann nur ei­
ne quantitativ sehr genaue Beschreibung uberhaupt qualitativ das Experiment richtig beschrei­
ben. 

•• 
Wir wollen nun einen kurzen Uberblick Ober verschiedene Ansatze geberi und dabei den Re-
chenaufwand, die Bedeutung der Supercomputertechnologie und die Problema und Perspekti .. 
ven diskutieren. Es gibt zwei Arten von konkreten Ansatzen, bei denen theoretische Vorhersa­
gen von groBem Interesse sind. Die erste ist die Vorhersage einer Struktur, die ahnlich einer be­
kannten ist. Wie bereits ausgefOhrt, gibt es derzeit keinerlei Ansatzpunkte, die Vorhersage 
vollig neuer Strukturen in Angriff zu nehmen. Die EinflOsse bestimmter Austausche von Amino­
sauren oder Schleifen des Proteins auf die Struktur sind aber Fragen, die den pharmazeuti .. 
schen Chemiker und Biotechnologen beschaftigen und fur die Vorhersagen von groBem lnter­
essse waren. Zudem konnen sie durch die kombinierte Anwendung von Gentechnologie und 
Rontgenstrukturanalyse in manchen Fallen · experimental! Oberpruft werden und eriauben des­
halb eine experimenteUe Verifizierung der theoretischen Methoden. Die zweite Fragestellung 
ist die Vorhersage von freien Energien der Wechselwirkungen zwischen Ligand und Protein. 
Damit soli die Fraga des Experimentators beantwortet warden, ob eine Variants des Proteins 
einen bestimmten Liganden besser bindet oder auch eine Variants des Liganden an ein be .. 
stimmtes Protein besser binden kann. Hierzu ist die Kenntnis der experimentellen Struktur des 
Komplexes notwendig. 

Strukturvorhersage 

Die Frage nach der Struktur eines veranderten Proteins (z. B. durch den Einbau einer neuen 
Schleife) hat zu Oberlegungen gefuhrt, ob die Kenntnis der Datenbank dar empirisch bestimm .. 
ten Strukturen erlaubt, ein Protein gleichsam aus bekannten Teilen zusammenzusetzen. Derarti­
ge Programme sind entwickelt worden (Jones & Thirup, 1986), und zumindest in einem Fall 
konnte gezeigt werden, daf3 eine Schleife des Proteins auch in neuer Umgebung ihre Struktur 
behalt (Hynes et al., 1989). Die Grenzen dieses Ansatzes sind allerdings schnell erreicht. Kei­
neswegs ist es sicher, daB diese Konserviertheit von Schleifen {Loops) ein generelles Phano­
men ist. Der Ansatz negiert aile Wechselwirkungen zwischen entfernten Teilen der Sequenz 
und er kann keine Aussage treffen, wenn ein derartiger Loop noch nicht beobachtet worden ist. 
AuBerdem ist der Ansatz auf recht grebe Beschreibungen der Struktur beschrankt; eine Vorher­
sage von Seitenkettenkonformationen ist meistens nicht moglich, da diese durch Wechselwir­
kungen mit raumlichen Nachbarn bestimmt sind. Diese starken Einschrankungen werden durch 
einen recht geringen Rechenaufwand kompensiert, der von einem normalen Mikrocomputer be­
waltigt warden kann. 

· Aile anderen Strategien beruhen auf Kraftfeldern. Diese sind eine empirische Beschreibung der 
potentiellen Energie als Funktion der raumlichen Lage alter Atome. Bevor die genauen Forman 
der Kraftfelder beschrieben warden, sollen kurz die wichtigsten Verfahren diskutiert werden, 
die mit diesen Kraftfeldern angewendet werden. 

>. 
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Die Energieminimierung ist ein Verfahren, bei dem nach etablierten rechentechnischen Verfah­
ren (steepest descent, van Gunsteren & Karplus, 1980; conjugate gradient, Fletcher & Ree­
ves, 1964) das der Ausgangsstruktur nachstliegende Minimum gefunden warden kann. Da ein 
uberaus komplexes System wie das eines Proteins unzahlige Minima auf der Energiehyperfla­
che besitzt, findet sich in aller Regel ein Minimum in nachster Nachbarschaft zur Ausgangs­
struktur. Das so gefundene Minimum ist mit beinahe absoluter Sicherheit nicht das globale . 

• 

Durch dieses Verfahren. andert sich also die Ausgangsstruktur kaum. Dennoch ist die Energie-
minimierung ein sinnvoller erster Schritt. weil er die Struktur, ohne sie viel zu verandern, .. ent­
spannt" und damit lokal ungunstige Konformationen veroessert, die bei einem anschlieBend an­
gewandten Verfahren (wie z.B. Molekulardynamik) zu Problemen fuhren konnen. Der Aufwand 
des Verfahrens hangt sehr stark von der Komplexitat des Systems ab; ein Protein in einem Was­
sertropfen von 10.000 bis 20.000 WassermolekOlen kann einen Mikrocomputer mehrere Tage 
beschaftigen und dauert auf einer Cray/XMP in der GroBenordnung von 1 bis 2 Stunden. 

Eine Abwandlung dieser Verfahren besteht darin, eine Suche nach Konformationen vorzuneh­
men. Bei dem Versuch, die Konformation eines Loops vorauszusagen, wurden aile moglichen 
Konformationen systematisch generiert, indem die Winkel <P und 'Jf, die die relative Lage der 
aufeinanderfolgenden Peptidbindungen beschreiben, in bestimmten Schritten variiert wurden 
und mittels eines bekannten Algorithmus die Schleife geschlossen wurde (Bruccoleri & Kar­
plus, 1987). In einem vergleichbaren Ansatz wurde eine Schar von solchen Konformeren 
durch zufallige Wahl der Winkel generiert, also eine Art Monte-Carlo Ansatz (Fine et al., 1986; 
Shenkin et al., 1987). Ebenso wurden Seitenketten-Konformere auf diese Art evaluiert (Shih et 
al., 1985). Der Erfolg der Methode hangt. entscheidend davon ab, wie "eng" der Potentialtopf 
ist, d. h. ob durch die ungOnstige Wahl oder zu geringe Zahl der untersuchten Konformationen 
die mit der niedrigsten Energie Obersehen werden kann. Diese Methode wurde bisher nur ohne 
explizite Losungsmittelmolekule angewandt; damit ist sie neben den oben erwahnten Schwierig­
keiten fOr die sich aus dieser Vereinfachung ergebenden Problema anfallig und, und wie aile 
Methoden, zusatzlich fOr aile Ungenauigkeiten des Potentials. Diese Nachteile werden etwas 
aufgewogen durch den geringen Rechenaufwand. Dieser erreicht allerdings sofort Supercom· 
puterdimensionen, wenn die lnteraktion mehrerer Teile des Proteins (z. B. mehrere flexible 
Loops) erlaubt wird, weil dann die Zahl der zu untersuchenden Konformationen sehr schnell im­
mens anwachst. 

Vorhersage thermodynamischer Eigenschaften (Bindung und Stabilitat) 

Die thermodynamischen Eigenschaften eines experimentellen biochemischen. Systems besit· 
zen zwei wichtige Charakteristika: Erstens warden in aller Regel Zustande verglichen, die sich 
nur durch recht kleine freie Energiebetrage (wenige kcal/mol) unterscheiden. Normalerweise ist 
ein qualitatives Ergebnis ausreichend (Substanz A bindet; Protein X ist stabil; Substanz B bin· 
det besser als Substanz C). Da aber die Alles oder Nichts-Entscheidung fOr eine Bindung 
durch sehr geringe Energieanderungen zustande kommen kann, muB eine Berechnung sehr 
genaue quantitative Ergebnisse liefern, um Oberhaupt von Nutzen zu sein. Zweitens handelt es 
sich bei den Gesamtbetragen von Enthalpie und Entropie meistens um die Differenzen sehr gro­
Ber Zahlen, deren Berechnung deshalb mit graBen Fehlern behaftet ist. 

Das bedeutet im Detail: Die direkte Analyse der potentiellen Energie ist fOr sich allein nicht aus­
reichend. Erstens ist die potentielle Energie sehr empfindlich gegen kleinste Verschiebungen 
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der Koordinaten (meist geringer als deren experimentelle Unsicherheit), zweitens warden zur 
Zeit greBe Vereinfachungen bei der Beschreibung von dielektrischen, insbesondere Potarisa­
tions-Phanomenen gemacht. Drittens wird dabei der Einflu 13 dar Entropie und dam it zusammen­
hangender Krafte, wie der hydrophobe Effekt nicht berucksichtigt. 

In einem originellen Ausweg wurde ein Ansatz versucht (Novotny et al., 1989), bei dem zusatz­
lich zu dem Oblichen enthalpischen Potential empirische Terme fur die Entropie und Hydropho­
bizitat verwendet wurden. Ein Vorteil liegt in einer hohen Rechengeschwindigkeit; allerdings 
sind, wie bei solch weitgehenden Vereinfachungen in der Beschreibung der Entropie zu er­
warten, die Obereinstimmungen mit dem Experiment unbefriedigend (Giockshuber et al., 1990). 

Molekulardynamik 

Wir warden nun eine Methode beschreiben, die prinzipiell Beitrage sowohl zur Strukturvorher­
sage als auch zu thermodynamischen. Eigenschaften eines Proteins liefern kann: Die Moleku­
lardynamik. Dabei werden wir zunachst das Potentialfeld und das Wesen der Dynamikmethode 
erlautern. Sodann wird die Problematik des Vergleichs einer experimentellen Struktur mit der 
aus der Dynamik erhaltenen diskutiert und schlieBiich die Verbindung zur statistischen Thermo­
dynamik erlautert. Die Dynamik eines MakromolekOis ist dabei durchaus bereits von unmittelba­
rem Interesse. Die Korrelation zwischen biologischen Funktionen von Makromolekulen und ih­
rem dynamischen Verhalten {z. B. Flexibilitat der Erkennungsregionen und der aktiven Zentren 

•• 

von Enzymen, Koordination mit den Ubergangszustanden des Substrates etc.) wurden in einem 
Obersichtsartikel von Bennett und Huber {1984) diskutiert. Mit der Molekulardynamik-Methode 

•• 

lassen sich die Bewegungen eines Molekuls im Pikosekundenbereich erfassen. Einen Uber-
blick Ober die theoretischen Perspektiven von Dynamik, Struktur und Thermodynamik von Pro­
teinen geben Brooks et al. {1988). 

Ole Molekulardynamik Methode 

Die Bewegungsgleichungen 

Die Trajektorie eines N-Teilchen Systems kann durch Integration der Newtonschen Bewe­
gungsgleichungen berechnet werden (siehe z. B. Berendsen & van Gunsteren, 1986) : 

--- =----- i = 1 , .... ,N 
m. 

I 

Die Krafte sind konservativ, d. h. sie sind nur von der Position 'i der Teilchen i mit der Masse mi 

abhangig. Die Krafte Fi sind die Ableitungen des Potentials V, welches die Wechselwirkungen 

zwischen den Teilchen beschreibt. 

-
Fi =- V i V ( ~ , .... ,rN) 



263 

oas Potential ist ein Pear-Potential, d. h. das Gesamtpotential ist die Sum me aller Paarpotentiale. 

v (~ ..... :rNl = L v .. fr .. ) 
i<j IJ IJ 

wobei 

-

und 

Algorithmen 

a -
() r .. Vii (~) = Fii 

IJ 

F.= Li= .. 
I · I J 

J 

-
--F - .. 

Jl 

Es gibt verschiedene Algorithmen fur die Integration der Newtonschen Bewegungsgleichungen 
(van Gunsteren & Berendsen, 1977). Die Gear Methode (Gear, 1971) wird in Molekulardyna­
mik-Simulationen verwendet, in denen hochfrequente Bewegungen der kovalenten Bindungen 
untersucht warden, also z.B. im Femtosekunden Bereich. In Molekulen, in denen die Bindungs­
langen konstant gehalten warden konnen, weil ihre Bewegungen von denen der Bindungswin­
kel und Torsionswinkel relativ stark entkoppelt sind, ist es gunstiger, einen anderen Algorith­
mus zu verwenden (Varlet, 1967; Hackney & Eastwood, 1981; Beeman, 1976). Damit ist es 
dann moglich, die lntegrationsschrittweite so zu vergroBern, daB man auch Ober etwas langere 
Zeitraume (Pikosekunden) simulieren kann (Berendsen & van Gunsteren, 1986; van Gunsteren 
& Berendsen, 1977). Eine Analyse der Genauigkeit von Langevin und Molekulardynamik Algo­
rithmen wurde kurzlich von Pastor et al. (1988) durchgefuhrt. 

Molekulardynamik Berechnungen konnen bei definierten Temperaturen T 0 und Drucken p0 er­

folgen, 

dT 

dt 

T -T 0 =---
'tr 

dp 

dt 
--

wobei 'tT und 'tp die Temperatur- und Druck-Relaxationszeiten sind, mit denen das System an 

ein externes Bad gekoppelt wird (Berendsen et al., 1984; Hermansson et al. , 1988). 

Die Potentiai-Funktion fOr BiomolekO/e. 

Die Wahl der Potentialfunktion hat erheblichen Einflu f3 auf die Genauigkeit der Ergebnisse. Die 
benutzbaren Funktionen sind auch in starkem MaBe von den zur Verfugung stehenden Compu-



264 

tern abhangig. In der heutigen Molekulardynamik-Methode fOr biologische Molekule werden 
die Atome als Massenpunkte mit Punktladungen aufgefaBt, d.h. elektronische Effekte wie Polari­
sation konnen nicht im Detail beschrieben werden. Die Wechselwirkungen zwischen den Ate­
men warden durch sag. 'effektive Potentials' dargestellt. Diese wurden derart geeicht, daf3 so­
wahl makroskopische Ensembleeigenschaften wie z.B. die Verdampfungsenthalpie, als auch 
charakteristische chemische Eigenschaften, wie z. B. die Unterschiede zwischen Sauerstoffato­
men aus Ester-, Carbonyl-, Carboxyl-, Hydroxyl-gruppen, oder Wasser-Sauerstoffatomen be­
rucksichtigt warden (Hermans et al., 1984; Postma, 1985). Der Vorteil des Konzepts eines effek­
tiven Paarpotentials ist, daB die mathematische Form rechentechnisch einfach zu handhaben 
ist, daB aber trotzdem durch die Parametrisierung Viele zusatzliche Ensemble-Eigenschatten 
implizit berOcksichtigt warden. 

Die Potentialfunktion fOr ein MolekOI enthalt Terme fOr die Bindungslangen b, die Bindungswin­
kel e , die Torsionswinkel ~ (mit einem eingeschrankten Winkelbereich, wie etwa in Ringen), 
sowie die Torsionswinkel <P (fur Seitenketten mit Rotationsmoglichkeit um 360.). Die Werte fur 
die IdeaJgeometrien sind dabei mit den Indices 0 versehen . Die Potentia1funktion enthalt weiter­
hjn Terme fOr die nicht-gebundenen Wechselwirkungen wie van der Waals- und Coulomb­
Wechselwirkungen. Dabei warden die elektrostatischen Kra.tte durch Ladungen qi auf den 

Atomzentren modelliert (van Gunsteren & Karplus, 1982). Die Kraftkonstanten Ki und Lennart­

Jones-Konstanten C6 und C12 sind ebenfalls jeweils so gewahlt daB das gesamte Potential die 

experimentellen Eigenschaften der MolekOle moglichst genau wiedergegeben kann (empiri­
sches Kraftfeld). Das GROMOS Potential (Berendsen et at., 1981; Hermans et al., 1984) hat tol­
gende Form : 

N 

+L 
• • 
l <j 

r. ,, 

12 6 

-
r. . ,, 

qiqj 
+-~-

4trEoE/ij 

Es wurden auch andere Potentialfunktionen entwickelt, implementiert in verschiedenen Pro­
grammpaketen (z. B. AMBER (Weiner et al., 1984; Weiner et al. , 1986) ; CHARMM (Brooks et 
al., 1987; Nilsson & ·Karplus, 1986), DISCOVER (Hagler et al., 197 4; Maple et al., 1988), 
EPEN/2 (Momany et al., 1974; Snir et al., 1978), OPLS- Parameter (Jorgensen & Tirado-Ri· 
vas, 1988), X-PLOR (Bruenger, 1988)), die z. B. zusatzliche Kreuzterme oder weitere explizite 
Terme, z. B. fur WasserstoffbrOckenbindungen, enthalten. 
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um aile Wechselwirkungen des Systems zu erfassen, ist es im Prinzip notwendig, Ober aile 

1;2 N(N-1) Paare von Teilchen zu summieren. Trotzdem warden in der Praxis jedoch nur Nach­
barteilchen innerhalb eines definierten Radius, des sag. Cut-off Radius, urn jedes Teilchen be-
rucksichtigt. 

Die Potentialfunktion fOr Wasser 

wail die meisten Reaktionen biologischer MolekOie in w~H3riger Losung ablaufen, sind Moleku­
lardynamik-Simulationen in Wasser von groBter Bedeutung. FOr die adequate Beschreibung 
dar Ensemble-Eigenschaften sind einfache Paarpotentiale nicht ausreichand. Beispielsweise 
kennan damit nicht gleichzeitig die Eigenschaften von Wasser in der Gasphasa, in Losung und 
im Festkorper beschrieben warden, da kooperative Beitrage in der GroBenordnung von 
20-30 °/o auftreten konnen (Barnes et al., 1979; Clementi at aJ., 1980; Owicki et al., 1975; Ver­
non et al., 1982; Berendsen et al., 1981; Koehler et al., 1987a; Koehler & Saenger, 1987). Die­
ser greBe Beitrag von kooperativen Kraften wird hauptsachlich durch Polarisationseffekte der 

H Gruppen verursacht. Das kann zu einer Anderung des Dipolmomentes von ca. 25 °/o fOh· 
n (Berendsen et al., 1981) und wird sehr stark durch die Umgebung des WassermolekOis be­

einflul3t (Berendsen & van Gunsteren, 1984; Barnes et al., 1979; Berendsen et al., 1981 ). Ein 
verbessertes effektives Paarpotential fur fiOssiges Wasser wurde von Berendsen et al. (1981) 
entwickelt. 

Dieses Simple Point Charge (SPC) Modell besteht aus einem WassermolekOI mit festgehaltener 
Geometrie sowie Punktladungen auf den Atomen fOr die elektrostatischen Wechselwirkungen 
und van der Waals Wech~elwirkungen. 

Vergleich einer experimentellen Struktur mit der a us der Trajektorie erhaltenen. 

Das Ergebnis einer Rontgenstrukturanalyse ist eine Elektronendichte, die so interpretiert wird, 
daB man die statische Proteinstruktur erzeugt, deren berechnete Rontgenbeugungseigenschaf· 
ten am Basten mit den gemessenen Obereinstimmen. Flexible und ungeordnete Regionen sind 
dabei Ober die sogenannten B-Faktoren zu erkennen. Das Ergebnis einer Molekulardynamik­
Simulation ist dagegen der Bewegungsablauf eines Proteins Ober mehrere Pikosekunden. WiJr­
de diese simulierte Struktur in volligem Gleichgewicht stehen und wOrde sie keine multiplan Mi­
nima von ahnlicher Energie aufweisen, ware eine Durchschnittsstruktur der Trajektorie die rele­
vante Struktur, die es zu vergleichen gilt. Be ides ist jedoch meist nicht der . Fall. Eine sorgfaltige 
Analyse der Zahl der Minima des Proteins und des Vergleichs mit der Rontgenstruktur wurden 

n Elber und Karplus (1987) durchgefOhrt. Die Obereinstimmungen und Unterschiede zwi­
~~~ en Neutronendiffraktionsstudien und Molekulardynamik Simulationen bei Raumtemperatur 

und bei 120 K im Kristall (Koehler et al., 1987b,c) sowie in Losung (Koehler et al., 1988b) wur­
den an Cyclodextrinen ausfOhrlich untersucht, wobei auch die Frage der Flip-Flop- und Mehr­
zentren- Wasserstoffbruckenbindungen untersucht wurde (Koehler et al., 1988a,c). 
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Berechnungen von Dlfferenzen zwischen freien Energien 

Die methodischen Konzepte zur Berechnung von Differenzen von freien Energien mit der Mole­
kulardynamik-Methode sind in Obersichtsartikeln von Kol lman & van Gunsteren (1987), Singh 
et al. {1987), van Gunsteren (1988), Cieplak & Kollman (1988), und van Gunsteren & Weiner 
(1989) dargestellt. Die Bedeutung und eine etwas andere Methode dar Berechnung von freien 

• 

Reaktionsenergien beschreiben auch Warshel et al. (1988). Die berechneten Differenzen zwi-
schen freien Energien zweier verschiedener Systems konnen mit experimental! bestimmten Bin­
dungskonstanten verglichen warden : 

Enzym + Substrat1 Enzym•Substrat1 - Komplex 

Enzym + Substrat2 Enzym•Substrat2 - Komplex 

In diesem Beispiel konnen die Werte tOr ~G1 und LlG2 aus dem Experiment bestimmt werden 

(Bindungskonstanten K ; ~G = RT In K), und LlG3 sowie ~G4 warden durch Berechnung aus 

Molekulardynamik-Simulationen bestimmt. Die G - Funktion ist eine Zustandsfunktion , und des­

halb ist die Summa aller eben erwahnten ~G gleich Null. Die Art und Weise, in der die senk­
rechten Prozesse durchgefOhrt warden, ist ohne direkte physikalische Realitat: Die Kraftfeldpa­
rameter, welche das Substrat 1 beschreiben, warden in diejenigen des Substrates 2 ObertOhrt, 

um LlG3 zu erhatten; entsprechend wird fur die rechte Seite des Gleichungssystems vertahren. 

Wahrend des reversiblen Obergangs von einem Zustand zum anderen warden aile Konfigura­
tionen mit ihren enthalpischen und entropischen Beitragen berechnet und addiert, so daB sich 

die Differenz ~G = LlH - T ,1S zwischen Anfangs- und Endzustand ergibt. Die methodischen 
Grundlagen sind beschrieben in van Gunsteren & Weiner (1989). 

Das wesenttiche Konzept dabei ist, daB die Molekulardynamik-Simulation benutzt wird, urn ein 
Ensemble von Konformationen zu generieren. Zuerst wird der Hamilton Operator H (p,r), der 
das System durch seine potentielle Energie V(r) und seine Impulse p beschreibt, in eine Funk-

tion des Kopplungsparameters A. verwandelt, so daB H (p,r,A.A) den Ausgangszustand und 

H (p,r,A.8) den Endzustand darstellt, fOr die die Differenz der freien Energie ~G bestimmt war­
den soli. 

N 

H (p,r,A) = L 
i-1 
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Die Verbindung zwischen der freien Energie und der Simulation ist Ober die Zustandssumme Z 
der statistischen Thermodynamik gegeben . 

• 

AFBA = A U8A - T A S8A 

G (A) = NkT .. kT In Z (A) 

F (A) = .. kT In Z (A) 

Differenziert man die Helmholtzsche freie Energie F(A.) nach A. bei konstanter Temperatur T, er­
halt man am Schluf3 einen Ausdruck, der einen Mittelwert des Ensembles von Konformationen 
fOr verschiedene A darsteiJt. 

= -

T 

kT 
z (A.) 

\ 

= < 

T 

aH (p,r,A.) 

a A. 

Wenn A sehr Iangsam wahrend dar Molekulardynamik Simulation verandert wird, so kann 

gleichzeitig integriert werden. Die erhaltene freie Energiedifferenz ~F BA ist dann und nur dann 

richtig, wenn das System immer im Gleichgewicht bleibt (reversible Anderung von einem lnter­
mediat zum nachsten}. 

dH(p,r,A.) 

a A. 
> A dA. 

FOr ein isobares Ensemble gilt eine entsprechende Formal (van Gunsteren & Berendsen, 
1987). 

Die Berechnung der Difierenz der Entropien erfolgt ebenfalls Ober eine Ensemblemittelwertbil· 
dung, denn es gilt 



S =_OF 
ar 
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so daB letztendlich die Differenz der freien Energien der Zustande A und B aus der Simulation 
bestimmt werden kann. 

Fallstudien an einem Antikorper 

Aile angesprochenen Problema werden in Antikorper-Antigenkomplexen tangiert, deren medi­
zinische und biotechnologische Bedeutung hier nicht erlautert warden muf3. Ein besonders ge­
eignetes Modellsystem fOr derartige Untersuchungen ist das Maus lmmunglobulin A mit Namen 
McPC603, welches das Antigen Phosphorylcholin bindet. Der Grund fur die Auswahl dieses 
Systems liegt in den zahlreichen Vorarbeiten, die fOr dieses Protein bereits geleistet wurden: 
Die Rontgenstruktur des Proteins mit und ohne gebundenes Hapten (Segal et al., 1974; Satow 

. 
et al., 1986) ist ebenso wie zahlreiche Bindungsparameter bekannt. Das System kann gerade 
noch mit theoretischen Methoden behandelt warden, denn ein Fragment des Antikorpers (das 
sogenannte Fv- Fragment, bestehend aus 2 Ketten mit 115 und 122 Aminosauren) zeigt bereits 
dieselben Bindungseigenschaften wie der gesamte Antikorper (Skerra & PIOckthun, 1988). Aus 
unseren neueren experimentellen Ergebnissen liegt auBerdem eine grof3ere Anzahl von Daten 
daruber vor, welche Antigene beim gentechnologischen Austausch von bestimmten Aminosau­
ren ein verbessertes oder verschlechtertes Bindungsverhalten aufweisen (Glockshuber et al., 
1990). 

Antigen-bindende Regionen bestehen aus jeweils drei hypervariablen Loops in jeder der bei­
den Ketten. Mehrere theoretische Ansatze zur Strukturvorhersage der hypervariablen Loops 
wurden bereits berichtet (Snow & Amzel, 1986; Fine et al., 1986; de Ia Paz et al., 1986; Brucco­
leri et al., 1988), jedoch wurde noch keine Molekulardynamik Trajektorie fOr das Molekul be­
rechnet, in der aile Atome frei beweglich sowie Wassermolekule eingeschlossen waren. Eine 
seiche Studie wurde nun durchgefOhrt. Sie spiegelt die Flexibilitat der Bindungstasche und des 
PhosphorylcholinmolekOis besser wider und ermoglicht nun quantitative Vergleiche mit der 
Rontgenstruktur. AuBerdem ist sie, wie unten angefOhrt, die Voraussetzung fur Berechnungen 
von Bindungsenergien des Antigens. 

Wir haben von drei verwandten Antikorper-Antigen Komplexen diese Trajektorien Ober 30 Pika .. 
sekunden berechnet. Dabei konnte im Faile des Antikorpers McPC603 von der Rontgenstruktur 
des Komplexes mit Phosphorylcholin ausgegangen werden. Die Ausgangsstrukturen der ver· 
wandten Antikorper mit den Namen M167 und T15 wurden, ausgehend von derselben Kristall­
struktur, an einer Graphic-Workstation nach geometrischen Kriterien modelliert. Die Aminosau­
re·Sequenzen der beiden Antikorper M167 und T15 stimmen zu ca. 80°/o mit denen von 
McPC603 Oberein. Aile Komplexe wurden bei 293K in w~H3riger Losung mit dem GROMOS87 
Programmpaket simuliert, wobei das SPCE Wassermodell verwendet wurde. 

Die Strukturen, die wahrend der Simulation durchlaufen warden, zeigen nach unserer bisher 
vorlaufigen Analyse, daB McPC603 ein equilibriertes Verhalten wahrend der 30 Pikosekunden 
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aufweist. DemgegenOber sind in den beiden anderen Systemen starkere Fluktuationen zu beob­
achten, die darauf hindeuten, daB diese Konformationen noch einer langeren S.imulationsdauer 
bedOrfen, um ins Gleichgewicht zu kommen. Diese hatten als Startkonfiguration ja nicht ihre ei­
genen Kristallstrukturen zur VerfOgung. Genaue Analysen und Vergleiche mit der Kristallstruk­
tur warden zur Zeit durchgefOhrt, urn den Wert von Molekulardynamik zur Strukturvorhersage 
besser abschatzen zu konnen. 

Die Bildung des Antigen-Antikorper-Komplexes dOrfte in diesem Fall zu einem erheblichen Teil 
auf elektrostatische Wechselwirkungen zurOckzufOhren sein. Deshalb ist eine detaillierte Studie 
Ober aile moglichen Bindungskrafte, d.h. van der Waals Krafte, H-BrOcken sowie in besonde­
rem MaBe Elektrostatik, notwendig. Zur detaillierten Analyse des Verhaltens der Krafte wah­
rend der Simulation wurde ein Programm entwickelt, das die elektrostatischen (nur Monopolter­
me) und van der Waals- Wechselwirkungen in statischen Strukturen zwischen allen Atompaa­
ren berechnet. 

MolekOie wie das Hapten Phosphcrylcholin mOssen, da sie nicht in Standardbibliotheken von 
Aminosauren vorkommen, neu parametrisiert werden. Auch dafOr muBten verbesserte Metho .. 
den entwickelt warden. Mit quantenmechanischen Methoden warden seiche nicht-parametri­
sierten MolekOie optimiert, so daB der experimentellen Struktur und auch der theoretischen Me­
thode so weit wie moglich entsprochen wird. In diesem Beispiel wurden EinfiOsse wie Basisatz­
abhangigkeit und Berechnung der Ladungsverteilung nach unterschiedlichen Methoden 
untersucht: Mullikensche Populationsanalyse, elektrostatische Anpassung nach Chirlian & 
Francl ( 1985), sowie Verwendung von natOrlichen Orbital en (NO's) (Reed et al., 1985). FOr ei­
ne Anzahl von Phosphorylcholin-Derivaten wurden die Ladungsverteilungen nach den eben 
genannten Methoden bestimmt (Schaumberger, 1989). Aus den Ergebnissen laf3t sich ableiten, 

•• 

daB die NO-Methode bezOglich Basissatzunabhangigkeit, qualitativer Ubereinstimmung mit 
Elektronegativitaten und Rechengeschwindigkeit vorteilhaft ist. Damit liegt nun eine konsisten .. 
te Lagungsverteilung fur eine Reihe von Derivaten des Antigens Phosphorylcholin vor, die 
nach einer Umskalierung (Kohler, 1990) als Ladungsparameter fOr die Molekulardynamik Simu­
lationen verwendet warden konnen. 

Die BerOcksichtigung von hoheren elektrostatischen Terman (Dipole) und eventual I Polarisa­
tionseffekten, im Kraftfeld wahrend der Simulation mOssen in Zukunft getestet warden. Die Ver­
wendung weiterer Terme wird allerdings moglicherweise eine neue Gesamtparametrisierung 
des Kraftfeldes erforden. In Anbetracht der geringen Bindungsenergieunterschiede verschiede­
ner Komplexe aus Protein und Ligand wird dieser Schritt aber notwendig werden. Es sei in die­
sam Zusammenhang auf Arbeiten verwiesen, in denen die Dipole in kleinen MolekOien mit der 
ab initio Methode bestimmt wurden, und die Anhaltspunkte fOr dieses Vorgehen liefert (Willi­
ams, 1988; Spackman, 1989; Klapper et al., 1986). 

Problema der Molekulardynamik-Methode und Perspek1iven 

Der erste Problemkreis ist das Potentialfeld. Dabei sind besonders die dielektrischen Phanome­
ne der Elektrostatik zu nennen, die in den bisherigen Ansatzen nur implizit berOcksichtigt war­
den. Das fOhrt besonders bei geladenen MolekOien zu falschen Ergebnissen. 

Der zweite Problemkreis ist die Qualitat und Lange der Simulation. HierlUr sei auf den ausfOhrli-
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chen Artikel Ober die Genauigkeit von Berechnungen der Differenzen freier Energien von 
Pearlman & Kollman (1989) verwiesen. Es mussen bei dieser Methode viele Kompromisse ge­
schlossen warden, die zum Teil von besseren Supercomputern unnotig gemacht werden konn­
ten. Hierbei sei darauf hingewiesen, daB dafOr auch in besonderem MaBe vektorisierbare, par­
allelrechnende Computer oder gar Transputer von erheblicher Bedeutung sind und noch mehr 
sein warden (Lybrand & Kollman, ~ 985; Sauniere et al., 1989; Goodfellow & Vovelle, 1989). 

(1) Die derzeitige Beschrankung der Simulationsdauer auf den Pikosekundenbereich fuhrt oft 
zu der Frage, ob der gewOnschte physikalische Prozef3 innerhalb dieser kurzen Zeitspanne 
Oberhaupt beobachtbar ist. Eine Studie Ober die Verlangerung der Zeitskala von Molekulardy­
namik wurde von Cartling (1989) durchgefOhrt. 

(2) Bei thermodynamischen Fragestellungen (wie der reversibel durchzufOhrenden Berech-­
nung dar Differenzen der freien Energien) ist die Statistik durch die KOrze der Simulation fur den 
zu untersuchenden Konformationsraum nicht ausreichend. Daraus resultiert eine gro Be U nge­
nauigkeit. 

. 

(3) Weiterhin kann eine nicht ausreichende numerische Rechengenauigkeit dazu fOhren, daf3 
eine langere Trajektorie einen anderen Verlauf nimmt. Auch aus diesem Grund sind heute nur 
Simulationen im Pikosekundenbereich durchfOhrbar. Prozesse von chemischem oder bioche­
mischem Interesse, die in groBeren Zeitraumen ablaufen, (z. B. Konformationsanderungen im 
Mikrosekunden· oder Millisekundenbereich) sind daher bisher nicht zu handhaben. 

(4) Es werden approximierende Methoden fOr die Integration der Newtonschen Bewegungsglei­
chungen verwendet. 

(5) Die Suche der nicht-gebundenen Nachbarn ist sehr aufwendig, was die benotigte Aachen­
zeit anbelangt (Berendsen & van Gunsteren, 1986). Rechenzeit wird momentan dadurch ge­
spart, daB die angelegten Nachbarlisten nur aile 10 bis 20 Schritte erneut bestimmt warden. 

(6) Es werden nur die Monopolterme der Elektrostatik explizit berechnet. EinfiOsse von Dipol· 
und hoheren Termen schlagen sich nur implizit durch die Parametrisierung nieder. 

(7) Die Monopolterme der Elektrostatik haben eine Reichweite von ca. 30 A, aber die verwen­
deten Cut-off Radian zur Bestimmung der Nachbarn eines Atoms, fOr die dieser Term berechnet 
wird, liegen derzeit in der Grof3enordnung von ca. 8-12 A. Dadurch wird die Berechnung der 
Krafte durch den Cut-off Radius beeinfluf3t, so daB artifizielle Fluktuationen und Rauschen ent· 
stehen. Es gibt allerding~ die Moglichkeit, das Potential durch eine sogenannte 'Switching 
Funktion' so zu veranderri, daB diese Fehler etwas eingeschrenkt warden (Berendsen & van 
Gunsteren, 1986). Wenn keine Korrekturen angebracht warden, erkennt man das Rauschen an 
dem Drift, den der Algorithmus produziert. 

(8) Urn die Beschreibung von langreichweitigen Wechselwirkungen und Polarisationseffekten 
zu verbessern, warden derzeit neue Wassermodelle entwickelt. 

(9) Der Einschlu B von additiven Kraften, die Ober die Paarwechselwirkung hinausgehen, ist im 
Prinzip moglich, aber erfordert neue Konzepte und erheblich mehr Rechenzeit. 

' 
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Ausbllck 

Die Leistungsfahigkeit der Computer ist sicher ein limitierender Faktor in der Qualitat der Mole· 
kulardynamik .. Simulationen und moglicherweise derzeit der EngpaB. Die wirk1ichen Grenzen 
liegen aber auch in der Qualitat der physikalischen Beschreibung, doch diese Grenzen sind 
teilweise wegen der geringen Computerleistungen noch gar nicht erkennbar. Die Molekulardy­
namik .. Methode ist ein Gegenstand der Forschung; als solcher ist sie sicher noch kein etablier­
tes Werkzeug, das dem Experimentalisten zu Diensten ist. Das wird erst maglich sein, wenn die 
Genauigkeit energetischer Voraussagen besser als 1 bis 2 kcal/mol ist, denn oft ist dies die Bar­
riere einer biologischen Ja/Nein-Entscheidung. Um diesem wichtigen Ziel naher ZU kommen, 
ist allerdings die enge Zusammenarbeit zwischen theoretisch und experimental! arbeitenden 
Biochemikern sowie den Computerfachleuten die Voraussetzung. Die Zeit, in der diese Metho­
dik einen direkten EinfluB auf Medizin, Pharmazie und Biotechnologie haben wird, ist sicherlich 
absehbar, und die Geschwindigkeit dieser Entwicklung wird entscheidend durch die Fortschrit­
te der Computertechnologie mitbestimmt werden. 
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