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Zusammentfassung

Die drei-dimensionale Struktur eines Proteins ist die Grundlage seiner spezifischen Funktion.
Obwohi die Gentechnologie heute erlaubt, Proteine beliebiger Aminosdure-Sequenz herzustel-
len, ist die Vorhersage von Struktur und Eigenschaften eines Proteins heute noch nicht mdég-
lich, und das enorme Potential der neuen experimentellen Methoden kann deshalb noch nicht
voll technisch ausgenutzt werden. Es ist zunachst notwendig, Methoden zu entwickeln, die in
verldBlicher Weise die sehr geringen Betrdge von Wechselwirkungsenergien vorhersagen,
die bei biologischen Prozessen wie Proteinfaltung und Protein-Liganden-Wechselwirkungen
die entscheidende Rolle spielen. Dafur sind, um auch nur zu einer qualitativ korrekten Aussage
Uber freie Energien zu kommen, sehr genaue Berechnungen nétig. Viele solcher Prozesse ver-
laufen nicht nach rein enthalpischen Prinzipien, sondern der Entropieterm kann die entschei-
dende Rolle spielen, und die Entropie ist nur uber die statistische Thermodynamik in aufwendi-
gen Simulationen zugangiich. Der Artikel diskutiert Fortschritte der Molekulardynamik mit empi-
rischen Kraftfeldern und Fallbeispiele an einem Antikérper-Antigen-Komplex, der mit dieser
Methode und verschiedenen experimentellen Ansatzen analysiernt 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 mdéglich, daB 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 Proteine in solchem Ausmaf voneinander, daB ein In-
hibitor oder Ligand oft nur an ein bestimmtes Protein bindet. Die Grundlage vieler Bestrebungen
der pharmazeutischen Chemie ist es, solche spezifischen Liganden (inhibitoren oder auch Akti-
vatoren) zu konstruieren, wogegen sich die neue Wissenschaft des "Protein Engineering" be-
miht, Proteine mit verbesserten Eigenschaften, also vorbestimmter Faltung, herzustellen. Bel-
den gemeinsam ist das Problem der Quantifizierung von spezifischen, nicht-kovalenten Wech-
selwirkungen und der Frage nach der genauen Faitung der Proteinkette.

Warum ist dieses Problem so schwierig? Offensichtlich ist die Zahl der méglichen Konformatio-
nen der Proteine astronomisch. Doch selbst, wenn es gelénge, alle méglichen Konformationen
der Proteinkette und des Liganden zu generieren und deren Energie zu vergleichen (was SO-
wohl fiir das reale als auch flr das simulierte System langer als das Alter des Universums dau-
ern wirde (Levinthal, 1968)), wiirde das heute kaum weiterheifen: Die energetische Evaluie-
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rung der Konformationen erfordert genauere Potentiale als heute erhaltlich und, wie unten aus-
geflihnt, entropische Terme sind ebenfalis von Bedeutung. Es soll nun kurz umrissen werden,
warum das so ist, um dann verschiedene Losungsmoglichkeiten zu diskutieren.

Die Faltung einer Proteinkette ist ein hoch-kooperativer Prozef3, und ein Zwei-Zustandsmo-
dell, das nur einen vollig denaturierten Zustand und den véllig nativen beinhaltet, liefert (zumin-
dest flr kleine Proteine) eine konsistente Beschreibung der Faltungsthermodynamik. Das be-
deutet, daB in der Regel alle Faltungsiniermediate und nicht-nativen Formen eine hdhere freie
Energie sowohl! als der native als auch als der "random coil® Zustand haben. Der Unterschied
der freien Energie beider Zustande (also gewissermaBen zwischen "Sein" und "Nichi-Sein")
liegt tlr die meisten Proteine bei lediglich 5 bis 15 kcal/mol. Allerdings setzt sich diese geringe
Energiedifferenz beider Zustdnde aus riesigen sich beinahe authebenden 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 ais 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 I8st und Oltrépfchen 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 kom-
men.

Eine weitere fUr den Theoretiker unangenehme Eigenschaft der Proteine ist die Tatsache, daf3
sie s0 groB sind. Diese GroBe ist eine Folge der Notwendigkeit, eine definierte Struktur auszu-
bilden, ohne die wiederum keine spezifischen Prozesse in der Zelle ablaufen kénnten. Die Gro-
e ergibt sich aus dem Zwang, dal3 das Protein ein definiertes hydrophobes Inneres und ein
hydrophiles AufBeres besitzen muB. Nur so kénnen stabile Faltungen mit Bindungstaschen flir
Liganden auftreten; kleine Peptide besitzen zwar oft eine bevorzugte Konformation (Dyson et
al., 1988a, b), aber keine stabile Strukiur.

Wasser ist ein entscheidender Bestandteil beinahe aller Prozesse, die mit Proteinen zu tun ha-
ben. Sein Entropiegewinn bei der Faltung ist eine entscheidende Triebkraft flr die Proteinfal-
tung. Seine hohe Dielektrizitdtskonstante ist allerdings ebenialls 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 Ubertragung auf mikroskopische Simulationsrechnungen ist ein bisher
nicht befriedigend geldstes Problem (Harvey, 1989). Auch die Einbeziehung expliziter Wasser-
moleklle in Simulationsrechnungen 10st dieses Probiem nicht automatisch; ein rechentech-
nisch einfach zu behandeindes, polarisierbares Wassermodell zur Beschreibung dielektrischer
Phanomene ware wiinschenswert (Sauniere et al., 1989).
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Offensichtlich miissen Simulationsrechnungen, deren Ziel eine Beschreibung und letztlich ei-
ne Vorhersage des Experiments ist, in der Lage sein, diese essentiellen Bestandteile des expe-
rimentellen Systems Protein-Ligand richtig zu beschreiben. Dabei genugt 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 senr klein sind, kann nur ei-
ne quantitativ sehr genaue Beschreibung Uberhaupt qualitativ das Expernment richtig beschrei-
ben.

Wir wollen nun einen kurzen Uberblick iber verschiedene Ansitze geben und dabei den Re-
chenaufwand, die Bedeutung der Supercomputertechnologie und die Probleme 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 dahnlich einer be-
kannten ist. Wie bereits ausgefihrt, gibt es derzeit keinerlei Ansatzpunkte, die Vorhersage
véllig neuer Strukturen in Angriff zu nehmen. Die Einflisse bestimmter Austausche von Amino-
sduren oder Schleifen des Proteins auf die Struktur sind aber Fragen, die den pharmazeuti-
schen Chemiker und Biotechnologen beschaftigen und flr die Vorhersagen von grof3em Inter-
essse waren. Zudem koénnen sie durch die kombinierte Anwendung von Gentechnologie und
Rontgenstrukturanalyse in manchen Fallen experimentell Uberpruft werden und eriauben des-
halb eine experimenteile Verifizierung der theoretischen Methoden. Die zweite Fragestellung
ist die Vorhersage von freien Energien der Wechselwirkungen zwischen Ligand und Protein.
Damit soll die Frage des Experimentators beantwortet werden, ob eine Variante des Proteins
einen bestimmten Liganden besser bindet oder auch eine Variante 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 Uberlegungen geflihrt, ob die Kenntnis der Datenbank der 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
behait (Hynes et al., 1989). Die Grenzen dieses Ansatzes sind allerdings schnell erreicht. Kei-
neswegs ist es sicher, dafl diese Konserviertheit von Schleifen (Loops) ein generelles Phano-
men ist. Der Ansatz negiert alle 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 grobe Beschreibungen der Struktur beschrankt; eine Vorher-
sage von Seitenkettenkonformationen ist meistens nicht mdglich, da diese durch Wechselwir-
kungen mit rdumlichen Nachbarn bestimmt sind. Diese starken Einschrankungen werden durch
einen recht geringen Rechenaufwand kompensiert, der von einem normalen Mikrocomputer be-
waltigt werden kann.

Alle anderen Strategien beruhen auf Kraftfeldern. Diese sind eine empirische Beschreibung der
potentieilen Energie als Funktion der rdumlichen Lage aller Atome. Bevor die genauen Formen
der Kraftfelder beschrieben werden, 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 werden kann. Da ein
Uberaus komplexes System wie das eines Proteins unzdhlige Minima auf der Energiehyperila-
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 d@ndert 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 unglnstige Kontormationen verbessen, die bei einem anschlieBend an-
gewandten Vertahren (wie z.B. Molekulardynamik) zu Problemen fiihren kénnen. Der Aufwand
des Verfahrens hangt sehr stark von der Komplexitat des Systems ab; ein Protein in einem Was-
sertropten von 10.000 bis 20.000 Wassermolekllen kann einen Mikrocomputer mehrere Tage
beschaftigen und dauert auf einer Cray/XMP in der GréBenordnung von 1 bis 2 Stunden.

Eine Abwandiung dieser Verfahren besteht darin, eine Suche nach Konformationen vorzuneh-
men. Bel dem Versuch, die Konformation eines Loops vorauszusagen, wurden alle moglichen

Konformationen systematisch generiert, indem die Winkel ¢ und vy, 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 zutailige Wahl der Winkel generiert, alsc eine Art Monte-Carlo Ansatz (Fine et al., 1986;
Shenkin et al.,, 1987). Ebenso wurden Seitenketten-Konformere auf diese Art evaluiernt (Shih et
al., 1985). Der Erfolg der Methode héngt entscheidend davon ab, wie "eng" der Potentialtopf
ist, d. h. ob durch die unglnstige Wahl oder zu geringe Zahl der untersuchten Konformationen
die mit der niedrigsten Energie Ubersehen werden kann. Diese Methode wurde bisher nur ohne
expiizite Losungsmittelmoleklle angewandt; damit ist sie neben den oben erwahnten Schwierig-
keiten tUr die sich aus dieser Vereinfachung ergebenden Probleme anfallig und, und wie alle
Methoden, zusatzlich {Ur alle Ungenauigkeiten des Potentiais. Diese Nachteile werden etwas
aufgewogen durch den geringen Rechenaufwand. Dieser erreicht allerdings sofort Supercom-
puterdimensionen, wenn die Interaktion 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 werden in aller Regel Zustande verglichen, die sich
nur durch recht kieine 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 flr eine Bindung
durch sehr geringe Energieanderungen zustande kommen kann, muf3 eine Berechnung sehr
genaue guantitative Ergebnisse liefern, um Uberhaupt von Nutzen zu sein. Zweitens hangelt es
sich bei den Gesamtbetragen von Enthalpie und Entropie meistens um die Differenzen sehr gro-
Ber Zahlen, deren Berechnung deshalb mit gro3en Fehlern behaftet ist.

Das bedeutet im Detail: Die direkte Analyse der potentiellen Energie ist flr 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 werden zur
Zeit grof3e Vereinfachungen bei der Beschreibung von dielektrischen, insbesondere Polarisa-
tions-Phédnomenen gemacht. Drittens wird dabei der Einflu3 der Entropie und damit zusammen-
hangender Kréfte, wie der hydrophobe Effekt nicht bertcksichtigt.

In einem originellen Ausweg wurde ein Ansatz versucht (Novotny et al., 1989), bel dem zusatz-
lich zu dem Ublichen enthalpischen Potential empirische Terme flr die Entropie und Hydropho-
bizitdt verwendet wurden. Ein Vortell liegt in einer hohen Rechengeschwindigkeit; allerdings
sind, wie bei solch weitgehenden Vereinfachungen in der Beschreibung der Entropie zu er-
warten, die Ubereinstimmungen mit dem Experiment unbefriedigend (Glockshuber et al., 1990).

Molekulardynamik

Wir werden nun eine Methode beschreiben, die prinzipiell Beitrdge sowohi 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
erldutern. Sodann wird die Problematik des Vergleichs einer experimentellen Struktur mit der
aus der Dynamik erhaitenen diskutiert und schliefllich die Verbindung zur statistischen Thermo-
dynamik erldutert. Die Dynamik eines Makromolekdis ist dabei durchaus bereits von unmittelba-
rem Interesse. Die Korrelation zwischen biclogischen Funktionen von Makromolekilen ung ih-
rem dynamischen Verhalten {z. B. Flexibilitat der Erkennungsregionen und der aktiven Zentren
von Enzymen, Koordination mit den Ubergangszusténden des Substrates etc.) wurden in einem
Ubersichtsartikel von Bennett und Huber (1984) diskutiert. Mit der Molekulardynamik-Methods
lassen sich die Bewegungen eines Molekiils im Pikosekundenbereich erfassen. Einen Uber-
blick Uber die theoretischen Perspektiven von Dynamik, Struktur und Thermodynamik von Pro-
teinen geben Brooks et al. (1988).

Die Molekulardynamik Methode
Die Bewegungsgleichungen

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

d“r(t)  F, (Fnly)
dt2 m.

Die Kréfte sind konservativ, d.h. sie sind nur von der Position r; der Teilchen / mit der Masse m;
abhdngig. Die Krafte F’- sind die Ableitungen des Potentials V, welches die Wechselwirkungen

zwischen den Teilchen beschreibt.

Fo=- V.V (Tl
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Das Potential ist ein Paar-Potential, d.h. das Gesamtpotential ist die Summe aller Paarpotentiale.

Vot =i:jE V;i (1)
wobei

; _g—r-ij-vij (ri) = E,j ='_ji
und

Algorithmen

Es gibt verschiedene Algorithmen flr 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 werden, also z.B. im Femtosekunden Bereich. In Molekulen, in denen die Bindungs-
ilangen konstant gehalten werden kdGnnen, weil ihre Bewegungen von denen der Bindungswin-
kel und Torsionswinkel relativ stark entkoppelt sind, ist es gunstiger, einen anderen Algorith-
mus zu verwenden (Verlet, 1967; Hockney & Eastwood, 1981; Beeman, 1976). Damit ist es
dann moglich, die Integrationsschrittweite so zu vergréBern, dal3 man auch Uber 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) durchgefuhnt.

Molekulardynamik Berechnungen konnen bei definierten Temperaturen TO und Drucken Pq er-
folgen,

wobei T und T, die Temperatur- und Druck-Relaxationszeiten sind, mit denen das System an

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

Die Potential-Funktion fur Biomolekdle.

Die Wahl der Potentialfunktion hat erheblichen EinfluB auf die Genauigkeit der Ergebnisse. Die
benutzbaren Funktionen sind auch in starkem MafBe von den zur Verfugung stehenden Compu-
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tern abhdngig. In der heutigen Molekulardynamik-Methode fur biclogische Moleklle werden
die Atome als Massenpunkte mit Punktladungen aufgefaBt, d.h. elektronische Effekte wie Polari-
sation kénnen nicht im Detaill beschrieben werden. Die Wechselwirkungen zwischen den Ato-
men werden durch sog. 'effektive Potentiale’ dargestellt. Diese wurden derart geeicht, daf3 so-
wohl 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-
ricksichtigt werden (Hermans et ai., 1984; Postma, 1985). Der Vorteil des Konzepts eines eftek-
tiven Paarpotentials ist, daB die mathematische Form rechentechnisch einfach zu handhaben
ist, dal3 aber trotzdem durch die Parametrisierung viele zusétzliche Ensemble-Eigenschaften
implizit bertcksichtigt werden.

Die Potentialfunktion flr ein Molekll enthalt Terme fir die Bindungslangen b, die Bindungswin-
kel 0 , die Torsionswinkel & (mit einem eingeschrankten Winkelbereich, wie etwa in Ringen),

sowie die Torsionswinkel ¢ (fUr Seitenketten mit Rotationsmaéglichkeit um 360°). Die Werte fir
die ldealgeometrien sind dabei mit den Indices 0 versehen. Die Potentialfunktion enthalt weiter-
hin Terme flr die nicht-gebundenen Wechselwirkungen wie van der Waals- und Coulomb-
Wechselwirkungen. Dabei werden die elektrostatischen Kréfte durch Ladungen g auf den

Atomzentren modelliert (van Gunsteren & Karplus, 1982). Die Kraftkonstanten K. und Lennan-
Jones-Konstanten Cs und 012 sind ebenfalls jeweils so gewahlt, daf3 das gesamte Potential die

experimentellen Eigenschaften der Moleklle maoglichst genau wiedergegeben kann (empiri-
sches Kraftfeld). Das GROMOS Potential (Berendsen et al., 1981; Hermans et al., 1984) hat fol-

gende Form :

2-1— K‘gf (5, — 'fo, )2 + %Km, (1 + COS (n,.,‘ll)I —~ 5;))

12 B 6
B Cﬁ(U_)_ + __Qﬂ; 5
r. 47?50531;

i

+i(%@

i<j r;:f

Es wurden auch andere Potentiaifunktionen 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., 1974; Maple et al., 1988),
EPEN/2 (Momany et al., 1974; Snir et al., 1978), OPLS- Parameter (Jorgensen & Tirado-Ri-
ves, 1988), X-PLOR (Bruenger, 1988)), die z. B. zuséatzliche Kreuzterme oder weitere explizite
Terme, z. B. flr Wasserstoffbrickenbindungen, enthalten.
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Um alle Wechselwirkungen des Systems zu erfassen, ist es im Prinzip notwendig, Uber alle
1/2 N(N-1) Paare von Teilchen zu summieren. Trotzdem werden in der Praxis jedoch nur Nach-
barteilchen innerhalb eines detinierten Radius, des sog. Cut-off Radius, um jedes Teilchen be-

ricksichtigt.

Dije Potentialfunktion fur Wasser

Weil die meisten Reaktionen biologischer Moleklle in waBriger Losung ablaufen, sind Moleku-
lardynamik-Simulationen in Wasser von gréfter Bedeutung. Flr die adequate Beschreibung
der Ensemble-Eigenschaften sind einfache Paarpotentiale nicht ausreichend. Beispielsweise
koénnen damit nicht gleichzeitig die Eigenschaften von Wasser in der Gasphase, in Lésung und
im Festkorper beschrieben werden, da kooperative Beitrage in der GrdéBenordnung von
20-30 % auftreten konnen (Barnes et al., 1979, Clementi et al., 1980; Owicki et al., 1975; Ver-
non et al., 1982; Berendsen et al., 1981; Koehler et al., 1987a; Koehler & Saenger, 1987). Die-
ser groBe Beitrag von kooperativen Kréften wird hauptsachlich durch Polarisationseffekte der
O-H Gruppen verursacht. Das kann zu einer Anderung des Dipolmomentes von ca. 25 % fiih-
.n (Berendsen et al., 1981) und wird sehr stark durch die Umgebung des Wassermolekdls be-
einflut (Berendsen & van Gunsteren, 1984; Barnes et al.,, 1979; Berendsen et al.,, 1981). Ein
verbessenes effektives Paarpotential flr filissiges Wasser wurde von Berendsen et al. (1981)

entwickelt.

Dieses Simple Point Charge (SPC) Modell besteht aus einem Wassermolekil mit festgehaltener
Geometrie sowie Punktladungen auf den Atomen flur die elektrostatischen Wechselwirkungen
und van der Waals Wecheselwirkungen.

Vergleich einer experimentellen Struktur mit der aus der Trajektorie erhaltenen.

Das Ergebnis einer Rontgenstrukturanalyse ist eine Elektronendichte, die so interpretiert wird,
dafll man die statische Proteinstruktur erzeugt, deren berechnete Roéntgenbeugungseigenschaf-
ten am Besten mit den gemessenen Ubereinstimmen. Flexible und ungeordnete Regionen sind
dabei Uber die sogenannten B-Faktoren zu erkennen. Das Ergebnis einer Molekulardynamik-
Simulation ist dagegen der Bewegungsablauf eines Proteins Uber mehrere Pikosekunden. Wr-
de diese simulierte Struktur in vélligem Gleichgewicht stehen und wiirde sie keine multiplen Mi-
nima von ahnlicher Energie aufweisen, ware eine Durchschnittsstruktur der Trajektorie die rele-
vante Struktur, die es zu vergleichen gilt. Beides ist jedoch meist nicht der Fall. Eine sorgféltige
Analyse der Zahl der Minima des Proteins und des Vergleichs mit der Réntgenstruktur wurden
!)n Elber und Karplus (1987) durchgefiihrt. Die Ubereinstimmungen und Unterschiede zwi-

chen Neutronendiffraktionsstudien und Molekulardynamik Simulationen bei Raumtemperatur
und bei 120 K im Kristali (Koehier et al.,, 1987b,c) sowie in Lésung (Koehler et al., 1988b) wur-
den an Cyclodextrinen austihrlich untersucht, wobei auch die Frage der Flip-Flop- und Mehr-
zentren- Wasserstoftbrickenbindungen untersucht wurde (Koehler et al., 1988a,c).
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Berechnungen von Differenzen zwischen freien Energien

Die methodischen Konzepte zur Berechnung von Differenzen von freien Energien mit der Mole-
kulardynamik-Methode sind in Ubersichtsartikeln von Koliman & 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 der Berechnung von freien
Reaktionsenergien beschreiben auch Warshel et al. (1988). Die berechneten Differenzen zwi-
schen freien Energien zweier verschiedener Systeme konnen mit experimentell bestimmten Bin-
dungskonstanten verglichen werden :

AG,
Enzym + Substrat, —_——— Enzym-Substrat; - Komplex
AGS h AG-I.
V AG, V
Enzym + Substrat, — EnzymsSubstrat, - Komplex

In diesem Beispiel kénnen die Werte fir AG, und AG,, aus dem Experiment bestimmt werden

(Bindungskonstanten K ; AG = RT In K), und AG, sowie AG, werden durch Berechnung aus
Molekulardynamik-Simulationen bestimmt. Die G - Funktion ist eine Zustandsfunktion, und des-

halb ist die Summe aller oben erwahnten AG gleich Null. Die Art und Weise, in der die senk-
rechten Prozesse durchgeflhnt werden, ist ohne direkte physikalische Realitdat: Die Kraftfeldpa-
rameter, welche das Substrat 1 beschreiben, werden in diejenigen des Substrates 2 Uberflihn,

um AG3 zu erhalten; entsprechend wird flr die rechte Seite des Gleichungssystems verfahren.

Wahrend des reversiblen Ubergangs von einem Zustand zum anderen werden alle Konfigura-
tionen mit ihren enthalpischen und entropischen Beitrdgen berechnet und addiert, so daB sich

die Differenz AG = AH - TAS zwischen Anfangs- und Endzustand ergibt. Die methodischen
Grundlagen sind beschrieben in van Gunsteren & Weiner (1989).

Das wesentliche Konzept dabei ist, daB die Molekulardynamik-Simulation benutzt wird, um 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,?LA) den Ausgangszustand und

H (p,r,kB) den Endzustand darstellt, flr die die Ditferenz der freien Energie AG bestimmt wer-
den soll.

N 2

=1

P
l i
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Die Verbindung zwischen der freien Energie und der Simulation ist Gber die Zustandssumme Z
der statistischen Thermodynamik gegeben.

AGgn= AHg, -TASg,

G(A)= NKT-KTInZ (A)

AFg, = F(Ag) - F(A,) =-KT In

Differenziert man die Heimholtzsche freie Energie F(A) nach A bei konstanter Temperatur T, er-
hdlt man am Schiuf3 einen Ausdruck, der einen Mittelwert des Ensembles von Konformationen

fOr verschiedene A darstellt.

( ) ( N

oF (A) KT 9Z (A) oH (p.r,A)
= e T Y
oA Z (A) oA oA

\ J T \ JT
Wenn A sehr langsam wahrend der Molekulardynamik Simulation verandert wird, so kann
gleichzeitig integriert werden. Die erhaltene freie Energiedifferenz AFg, ist dann und nur dann

richtig, wenn das System immer im Gleichgewicht bleibt (reversible Anderung von einem Inter-
medaiat zum nachsten).

Ag
oH(p,r,A
N2

FUr ein isobares Ensemble gilt eine entsprechende Formel (van Gunsteren & Berendsen,
1987).

Die Berechnung der Differenz der Entropien erfolgt ebenfalls Uber eine Ensembiemitteiwertbil-
dung, denn es gilt
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oF
oT

S s -

so dafd letztendlich die Differenz der freien Energien der Zustande A und B aus der Simulation
bestimmt werden kann.

Fallstudien an einem Antikorper

Alle angesprochenen Probleme werden in AntikOrper-Antigenkomplexen tangiert, deren medi-
zinische und biotechnologische Bedeutung hier nicht erldautert werden muf3. Ein besonders ge-
eignetes Modelisystem flr derartige Untersuchungen ist das Maus Immunglobulin A mit Namen
McPC603, welches das Antigen Phosphorylcholin bindet. Der Grund flr die Auswahl dieses
Systems liegt in den zahireichen Vorarbeiten, die fur dieses Protein bereits geleistet wurden:
Die Réntgenstruktur des Proteins mit und ohne gebundenes Hapten (Segal et al.,, 1974, Satow
et al., 1986) ist ebenso wie zahireiche Bindungsparameter bekannt. Das System kann gerade
noch mit theoretischen Methoden behandelt werden, 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 AntikGrper (Skerra & Pluckthun, 1988). Aus
unseren neueren experimentellen Ergebnissen liegt auiBerdem eine gréf3ere Anzahl von Daten
dariber vor, welche Antigene beim gentechnologischen Austausch von bestimmten Aminosdus-
ren ein verbessertes oder verschlechtertes Bindungsverhalten aufweisen (Glockshuber et al.,
1880).

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 Moiekulardynamik Trajektorie flr das Molekul be-
rechnet, in der alle Atome frei beweglich sowie Wassermoieklle eingeschlossen waren. Eine
solche Studie wurde nun durchgefihnt. Sie spiegelt die Flexibilitdt der Bindungstasche und des
Phosphoryicholinmolekiils besser wider und ermdglicht nun quantitative Vergleiche mit der
Réntgenstruktur. AuBerdem ist sie, wie unten angefihn, die Voraussetzung fur Berechnungen
von Bindungsenergien des Antigens.

Wir haben von drei verwandten AntikGrper-Antigen Komplexen diese Trajektorien uber 30 Piko-
sekunden berechnet. Dabei konnte im Falle des Antikérpers McPC603 ven der Rontgenstruktur
des Komplexes mit Phosphorylcholin ausgegangen werden. Die Ausgangsstrukturen der ver-
wandten Antikérper 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 AntikGrper M167 und T15 stimmen zu ca. 80% mit denen von
McPC803 {berein. Alle Komplexe wurden bei 293K in waBriger Ldsung mit dem GROMOS87
Programmpaket simuliert, wobei das SPCE Wassermodell verwendet wurde.

Die Strukturen, die wahrend der Simulation durchlaufen werden, zeigen nach unserer bisher
vorldufigen Analyse, daB McPC603 ein equilibriertes Verhalten wahrend der 30 Pikosekunden
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aufweist. Demgegeniber sind in den beiden anderen Systemen starkere Fluktuationen zu beob-
achten, die darauf hindeuten, daB diese Konformationen noch einer langeren Simulationsdauer
bedirfen, um ins Gleichgewicht zu kommen. Diese hatten als Startkonfiguration ja nicht ihre ei-
genen Kristallstrukturen zur Verfligung. Genaue Analysen und Vergleiche mit der Kristallstruk-
tur werden zur Zeit durchgefuhrt, um den Wernt von Molekulardynamik zur Strukturvorhersage
besser abschatzen zu kénnen.

Die Bildung des Antigen-AntikGrper-Komplexes dirfte in diesem Fall zu einem erheblichen Tell
auf elektrostatische Wechselwirkungen zurickzufihren sein. Deshalb ist eine detailiierte Studie
uber alle moglichen Bindungskrafte, d.h. van der Waals Krafte, H-Brlicken sowie in besonde-
rem MaBe Elektrostatik, notwendig. Zur detaillieten Analyse des Verhaltens der Krafie 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.

. Molekillle wie das Hapten Phosphorylcholin missen, da sie nicht in Standardbibliotheken von
Aminosauren vorkommen, neu parametrisiert werden. Auch dafUr muBten verbesserte Metho-
den entwickelt werden. Mit quantenmechanischen Methoden werden soiche nicht-parametri-
sierten Molekule optimiert, so dalB der experimentellen Struktur und auch der theoretischen Me-
thode so weit wie moglich entsprochen wird. In diesem Beispiel wurden Einflisse wie Basisatz-
abhangigkeit und Berechnung der Ladungsverieilung nach unterschiedlichen Methoden
untersucht: Mullikensche Populationsanalyse, elektrostatische Anpassung nach Chirlian &
Francl (19895), sowie Verwendung von natlrlichen Orbitalen (NO’'s) (Reed et al., 1985). Flr ei-
ne Anzah! von Phosphoryicholin-Derivaten wurden die Ladungsverteilungen nach den oben
genannten Methoden bestimmt (Schaumberger, 1989). Aus den Ergebnissen |48t sich ableiten,
daB die NO-Methode beziiglich Basissatzunabhéngigkeit, qualitativer Ubereinstimmung mit
Elektronegativitaten und Rechengeschwindigkeit vorteithaft ist. Damit liegt nun eine konsisten-
te Lagungsverteilung flr eine Reihe von Derivaten des Antigens Phosphorylcholin vor, die
nach einer Umskalierung (Kdhler, 1990) als Ladungsparameter fur die Molekulardynamik Simu-
lationen verwendet werden kKdnnen.

Die Berlcksichtigung von héheren elektrostatischen Termen (Dipole) und eventueli Polarisa-
tionseffekten, im Kraftfeld wahrend der Simulation mussen in Zukunft getestet werden. Die Ver-
wendung weiterer Terme wird allerdings mdéglicherweise 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 sel in die-
sem Zusammenhang auf Arbeiten verwiesen, in denen die Dipole in kieinen Molekulen mit der
ab initioc Methode bestimmt wurden, und die Anhaltspunkte fUr dieses Vorgehen lietert (Willi-
ams, 1988; Spackman, 1988; Kiapper et al., 1986).

Probleme der Molekulardynamik-Methode und Perspektiven

Der erste Problemkreis ist das Potentialfeld. Dabei sind besonders die dielektrischen Phanome-
ne der Elektrostatik zu nennen, die in den bisherigen Ansatzen nur implizit berucksicntigt wer-
den. Das flhrt besonders bei geladenen Molekulen zu falschen Ergebnissen.

Der zweite Problemkreis ist die Qualitdt und Ladnge der Simulation. Hiertlr sei auf den austihrli-
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chen Arikel Uber die Genauigkeit von Berechnungen der Differenzen freier Energien von
Pearlman & Kollman (1989) verwiesen. Es mussen bei dieser Methode viele Kompromisse ge-
schlossen werden, die zum Teil von besseren Supercomputern unndtig gemacht werden konn-
ten. Hierbei sei darauf hingewiesen, dal3 daflr auch in besonderem Mafe vektorisierbare, par-
allelrechnende Computer oder gar Transputer von erheblicher Bedeutung sind und noch mehr
sein werden (Lybrand & Kollman, 1985; Sauniere et al., 1989; Goodfellow & Vovelle, 1989).

(1) Die derzeitige Beschrankung der Simulationsdauer auf den Pikosekundenbereich flhrt oft
zu der Frage, ob der gewilnschte physikalische Prozel3 innerhalb dieser kurzen Zeitspanne
Uberhaupt beobachtbar ist. Eine Studie Uber die Verlangerung der Zeitskala von Molekulardy-
namik wurde von Cartling (1989) durchgeflihn.

(2) Bei thermodynamischen Fragesteliungen (wie der reversibel durchzuflhrenden Berech-
nung der Differenzen der freien Energien) ist die Statistik durch die Klrze der Simulation flr den
zu untersuchenden Konformationsraum nicht ausreichend. Daraus resultiert eine gro3e Unge-
nauigkeit.

(3) Weiterhin kann eine nicht ausreichende numerische Rechengenauigkeit dazu flhren, dal
eine langere Trajektorie einen anderen Verlaut nimmt. Auch aus diesem Grund sind heute nur
Simulationen im Pikosekundenbereich durchflhrbar. Prozesse von chemischem oder bioche-
mischem Interesse, die in gréBeren Zeitrdumen ablaufen, (z. B. Konformationsanderungen im
Mikrosekunden- oder Millisekundenbereich) sind daher bisher nicht zu handhaben.

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

(5) Die Suche der nicht-gebundenen Nachbarn ist sehr aufwendig, was die bendtigte Rechen-
zeit anbelangt (Berendsen & van Gunsteren, 1986). Rechenzeit wird momentan dadurch ge-
spart, daf3 die angelegten Nachbarlisten nur alle 10 bis 20 Schritte erneut bestimmt werden.

(6) Es werden nur die Monopolterme der Elektrostatik explizit berechnet. Einflisse 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 Radien zur Bestimmung der Nachbarn eines Atoms, fur die dieser Term berechnet
wird, liegen derzeit in der GroBenordnung von ca. 8-12 A. Dadurch wird die Berechnung der
Krafte durch den Cut-off Radius beeinfluf3t, so daf3 arifizielle Fluktuationen und Rauschen ent-
stehen. Es gibt allerdings die Md&glichkeit, das Potential durch eine sogenannte 'Switching
Funktion' so zu verédndern, daB diese Fehler etwas eingeschrankt werden (Berendsen & van
Gunsteren, 1986). Wenn keine Korrekturen angebracht werden, erkennt man das Rauschen an
dem Drift, den der Algorithmus produzien.

(8) Um die Beschreibung von langreichweitigen Wechselwirkungen und Polarisationseffekten
zu verbessern, werden derzeit neue Wassermodelie entwickelt.

(9) Der EinschluB von additiven Kraften, die Uber die Paarwechselwirkung hinausgehen, ist im
Prinzip méglich, aber erfordert neue Konzepte und erheblich mehr Rechenzeit.
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Ausblick

Die Leistungsféhigkeit der Computer ist sicher ein limitierender Faktor in der Qualitat der Mole-
kulardynamik-Simulationen und mdoglicherweise derzeit der EngpalB. Die wirklichen Grenzen
liegen aber auch in der Qualitat der physikalischen Beschreibung, doch diese Grenzen sind
teilweise wegen der geringen Computerleistungen noch gar nicht erkennbar. Die Molekuiardy-
namik-Methode ist ein Gegenstand der Forschung; als soicher ist sie sicher noch kein etablier-
tes Werkzeug, das dem Experimentalisten zu Diensten ist. Das wird erst moglich 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 experimentell arbeitenden
Biochemikern sowie den Computerfachieuten die Voraussetzung. Die Zeit, in der diese Metho-
dik einen direkten Einflu3 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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