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1. Einleitung

raktisch alle Stoffwechselvorgange im

Korper werden durch hochspezialisierte
Proteine bewerkstelligt oder gesteuert —
man kann sie mit gutem Recht als die bio-
chemischen ‘Nano-Maschinen’ der Zelle
bezeichnen. Dies nicht nur wegen ihrer
komplexen und gleichzeitig hochgeord-
neten raumlichen Struktur — eindrucksvoll
belegt durch inzwischen tiber 8700 geloste
Proteinstrukturen —, sondern insbesondere
wegen der oft mit groRer Prézision koordi-
nierten atomaren Bewegungen, welche
diese Vorgdnge antreiben.

Schon bald nach der erstmaligen Auf-
kldrung der rdaumlichen Struktur eines Pro-
teins — des Sauerstofftransporters Myog|lo-
bin — durch Perutz und Kendrew [1]
erkannte man, dafl korrelierte atomare
Bewegungen oft unverzichtbar fir die Pro-
teinfunktion sind: Ware das Myoglobin-
Molekil namlich so starr wie die Abbildun-
gen seiner Struktur in Lehrbtichern sugge-
rieren, so konnte kein Sauerstoffmolekiil
die im Inneren des Proteins gelegene Bin-
dungsstelle erreichen. Wie auch Moleku-
lardynamikrechnungen zeigten [2], schafft
erst die thermische Bewegung der Proteina-
tome gentigend Flexibilitat.

Jungste Fortschritte insbesondere im
Bereich von Einzelmolekiilexperimenten,
Spektroskopie und zeitaufgeloster Struktur-
aufklarung erlaubten es, einigen ‘Nano-
Maschinen’ bei der Arbeit zuzusehen. Sie

offenbaren erstaunliche  Mechanismen,
etwa fein abgestimmte ‘induced-fit'-Bewe-
gungen bei spezifischer Ligandenbindung,
die mechanische Energietibertragung in der
F1-ATPase Uber eine elastische ‘Kurbelwel-
le’ oder das ‘Krabbeln” von Myosin oder
Kinesinen.

Gegenwadrtig sind wir auBerstande, sol-
che Prazisionsfeinmechaniken de novo zu
konstruieren — aber vielleicht konnen wir
deren Mechanismen verstehen oder sogar
Eigenschaften ihrer Funktion berechnen
und vorhersagen. Diesem Ziel dient in
unserer Arbeitsgruppe die Methode der
Molekulardynamik-(MD-)Simulation.  Im
vorliegenden Text wollen wir, nach einer
kurzen Skizze dieser Methode, beispielhaft
unsere Untersuchung des Bindungsmecha-
nismus eines Antikorpers beschreiben.

2. Molekulardynamiksimulation - Prinzip
und Tricks

Wie in Abb. 2 veranschaulicht, wirken
in einem Makromolekdl interatomare Kréf-
te unterschiedlichen Typs. Chemische Bin-
dungskréfte, hier dargestellt durch Federn,
zwingen etwa gebundene Atome in ihren
Gleichgewichtsabstand (griine Pfeile) oder
Gleichgewichtswinkel (magentafarbene Pfei-
le). Die Pauli-AbstoBung (graue Pfeile) ver-
hindert, daf8 sich Atome durchdringen.

Langreichweitige Krafte schlieBlich, insbe-
sondere Coulomb-Krifte (rot, blau) zwi-
schen den (meist) partiell geladenen Ato-
men (d+, d-) tragen wesentlich zur Stabilitat
einer Proteinstruktur bei. All diese Krafte
(und noch einige weitere, die hier nicht
beschrieben werden) bestimmen die Bewe-
gung jedes einzelnen Atoms und werden
in einer MD-Simulation entsprechend be-
ricksichtigt. Da sich die Kréfte mit der
Atombewegung rasch dndern, mussen alle
Krafte in kurzen Zeitschritten (typischer-
weise 107" sec.) wiederholt berechnet wer-
den. Nach 10° Integrationsschritten erhilt
man so eine Beschreibung der Bewegung
eines jeden Atoms innerhalb der kurzen
Zeitspanne einer Nanosekunde. Dies ist
gegenwartig die Lange einer typischen MD-
Simulation, begrenzt durch die jeweils ver-
fugbare Computerleistung.

Der grokte Teil des Rechenaufwands
entfllt dabei auf die Berechnung der lang-
reichweitigen Coulombkriéfte. So erfahrt
etwa das griin markierte Atom in Abb. 3(a)
Kréfte von allen anderen Atomen (rote Lini-
en). Aus Effizienzgriinden wird daher in
den meisten Féllen nur die unmittelbare
Umgebung des Atoms beriicksichtigt
[Abb 3(b)] Fortsetzung auf S. 2
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Fortsetzung von S.1

Es zeigte sich jedoch, dafs dadurch
gerade die uns interessierende — weil funk-
tionsrelevante — Dynamik konformativer
Umlagerungen in Proteinen haufig dra-
stisch verfilscht wird [3,4], weshalb wir
einen anderen Weg eingeschlagen haben
[5]. In unseren Simulationen werden die
Proteinatome hierarchisch  gruppiert
[Abb. 3(c)] und die zugehdorigen Partialla-
dungen zu Multipolen [farbige Flachen in
Abb. 3(d)] zusammengefalt. Die Wechsel-
wirkung dieser Multipole mit dem heraus-
gegriffenen (griinen) Atom (farbige Linien)
kann nun sehr viel effizienter berechnet
werden [5]. Diese und weitere effizienz-
steigernde Methoden [6,7] haben wir fr
Parallelrechner implementiert [8], so daB
wir nun die Leistungsfahigkeit solcher
Rechner fiir ausgedehnte Simulationen
nutzen konnen.

3. Beispiel Antikoper/Antigen-Bindung

Damit waren wir in der Lage, die nicht-
kovalente Bindung eines Antiképer/Anti-
gen-Komplexes zu studieren; einige Ergeb-
nisse sollen hier beispielhaft geschildert
werden.

Der Komplex (Abb. 4, oben) besteht aus
dem monoklonalen Antikérper ANO2
(rot/blau), dessen hypervariable Regionen
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Abbildung 1: Untersuchung nichtkovalenter Ligand/Rezeptor-Bindungen
durch Molekulardynamiksimulationen der erzwungenen Bindungstren-
nung. Zu Beginn der Simulation (oberes Bild) befindet sich ein Biotin-
molekiil (gelb) in der Bindungstasche eines Streptavidinmolekiils (rot).
Ein Atom des Biotins wird an ein harmonisches Potential gekoppelt (im
Bild symbolisch durch eine Feder dargestellt), das gleichformig vom
Streptavidin wegbewegt wird; der Schwerpunkt des Streptavidins wird
dabei fixiert. Ubersteigt die auf das Biotin so ausgeiibte Zugkraft die Bin-
dungskraft, die das Molekiil zundchst in der Bindungstasche zurtickhalt
(Bild mitte), 16st sich das Biotin vom Streptavidin. Die Abreiftkraft kann
aus der Ausdehnug der ‘Feder’ abgelesen werden. Ist der Komplex
getrennt (unteres Bild), kann das Biotin dem Zug folgen, und die Zugkraft
nimmt wieder ab. Entsprechend ist die Abreifkraft das Maximum der
wahrend des Trennungsprozesses aufgewendeten Zugkraft.

Abbildung 2: Interatomare Krifte (Pfeile, ‘Federn’) in
einem Makromolekdil; Beschreibung siehe Text.

Abbildung 3: (a) Coulombkrifte (rot) wirken auf jedes geladene Atom eines Proteins (z.B. das
grin markierte). Hierarchische Multipolmethoden vermeiden das ublicherweise notwendige
Abschneiden (b) der langreichweitigen Wechselwirkungen. Dazu werden alle Atome des Pro-
teins (schwarz) hierarchisch gruppiert (c) und deren Ladungen zu Multipolen [(d), farbige
Flachen] zusammengefaBt, deren Wechselwirkungen sich sehr effizient berechnen lassen.
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Dinitrophenyl-Molektile (DNP, griin) bin-
den. Wie Abb. 4 (unten) zeigt, haben wir,
ausgehend von seiner Kristallstruktur, den
relevanten Teil des Komplexes, das sog.
Fab-Fragment, in nativer Losungsmittelum-
gebung [9] modelliert.

Die nachfolgenden MD-Simulationen
dieses Systems zielten darauf ab, kraftmi-
kroskopische  Einzelmolekilexperimente,
in denen die Bindungskrifte von
ANO2/DNP-Komplexen gemessen werden
und die gegenwadrtig im Labor von Her-
mann Gaub (Universitat Miinchen) durch-
gefiihrt werden, auf atomarer Ebene zu
beschreiben. In diesen Experimenten
(Abb. 5) werden die Komplexe mit defi-
nierter Rate getrennt und die daftir benotig-
te Kraft gemessen. Wir wollten insbeson-
dere verstehen, welche mikroskopischen
Wechselwirkungen und Prozesse den
beobachteten Trennkréften zugrunde lie-
gen. Ferner wollten wir die Genauigkeit
unserer Simulationen testen, indem wir aus
unseren Simulationen berechnete Trenn-
kréfte mit den im Experiment beobachteten
verglichen. Erstmals hatten wir einen sol-
chen Vergleich bereits an dem etwas klei-
neren Streptavidin/Biotin-System [10] und
an Dextranpolymeren [11] durchgefhrt
und damit die Vorhersagekraft unserer
Simulationen demonstriert [12].

Abb. 1 zeigt und beschreibt, wie wir
in solchen Simulationen vorgehen, um
die Einzelmolekulexperimente moglichst
genau nachzuvollziehen. Dabei muf8 be-
ricksichtigt werden, daR die Abreifkraft
um so kleiner wird, je langsamer die Tren-
nung erzwungen wird; die Kraft ist also
eine Funktion der Geschwindigkeit Veant,
mit welcher die Spitze des Kraftmikro-
skops (vgl. Abb. 1) zuriickgezogen wird -
im Experiment ebenso wie in der Simulati-
on. Zwei Effekte tragen wesentlich zu die-
ser Abhdngkeit bei: Wird der Ligand sehr
schnell — etwa innerhalb von 100 Piko-
sekunden - aus der Bindungstasche gezo-
gen, dominieren viskose Reibungseffekte.
In bisherigen Simulationen tiberdeckten
sie den zweiten Effekt, die thermische
Aktivierung, die oberhalb des Nanosekun-
denbereichs bis hin zum experimentellen
Zeitbereich von Millisekunden dominiert.
Erst unsere jiingsten, recht ausgedehnten
Simulationen ermoglichten es, diesen
Bereich zu erschlieRen. Die langste davon
erforderte etwa 20 Wochen Rechenzeit.

Abb. 6 zeigt die aus einer Reihe solcher
Simulationen gewonnenen  AbreifSkrafte
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Antigen Abbildung 4: ANO2/Dinitro-
phenyl-Komplex (oben): Das
Dinitrophenyl-Hapten  des
Antigens (griin) bindet an die

hypervariable Region des

F F ANO2-Antikérpers,  wobei
ab sowohl Kontakte zur leichten
Kette (blau) als auch zur

V: variable region
C: constant region schweren Kette (rot) ausge-

H: heavy chaln bildet werden. Grau unter-
L: light chain .

legt ist das Fa,-Fragment, das
wir in  MD-Simulationen
untersucht  haben.  Dazu
wurde ein Simulationssystem
erstellt  (unten), bestehend
aus dem F,,-Fragment (rot),
dem daran  gebundenen
Hapten (griin) sowie einer
physiologischen Losungsmit-
telumgebung  (Wassermo-
lekile: blau, lonen: gelb).

Abbildung  5: In  kraftmikroskopischen  Einzelmolekiilexperimenten werden einzelne
Ligand/Rezeptor-Komplexe (rot/gelb) getrennt. Sie werden dazu zwischen einer Unterlage (griin)
und dem Cantilever eines Kraftmikroskops (grau) ‘eingespannt’. Der Cantilever wird dann zurtick
bewegt; seine elastische Verbiegung mifit die Kraft, die auf den Komplex ausgetibt wird.
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Abbildung 6: Berechnete Abreifikréfte (Punk-
te) fur unterschiedliche Ziehgeschwindig-
keiten vean (in logarithmischer Darstellung),
entsprechend unterschiedlichen Zeitinterval-
len tunbing, innerhalb derer die Bindungstren-
nung erzwungen wurde. Die durchgezogene
Linie zeigt eine Anpassung unter Berticksich-
tigung von Reibung und von thermisch akti-
vierten Prozessen; die gestrichelte Linie
berticksichtigt lediglich Reibungseffekte. Eine
Abschadtzung der im Experiment zu erwarten-
den Abreilkraft ist als Raute dargestellt. Der
Inset zeigt dieselben Daten in linearer Auftra-

gung.

(Punkte) als Funktion der Ziehgeschwin-
digkeit. Im Vergleich zwischen der loga-
rithmischen und der linearen (Inset) Auftra-
gung sind die beiden Regimes deutlich zu
erkennen. Ebenfalls dargestellt ist eine
Abschétzung der experimentell zu erwar-
tenden Abreilkraft (weife Raute), die auf
einer Interpolation zwischen der sponta-
nen Trennrate (Kraft null) und den aus den
Simulationen gewonnenen Kréften beruht.
Vorlaufige Ergebnisse der kraftmikroskopi-
schen Messungen in Miinchen deuten dar-
auf hin, daB unsere Vorhersage zutrifft.

Wie erhofft, konnten wir aus unseren
Simulationen ein mikroskopisches Modell
(Abb. 7) des Abreilvorgangs gewinnen,
welches im Detail das Trennen und auch
ein transientes Bilden von Wasserstoff-
briicken (gestrichelte Linien) und van der
Waals-Kontakten (nicht dargestellt) zwi-
schen dem Liganden und dem Rezeptor
zeigt. Dieses Modell, das hier nicht genau-
er diskutiert werden kann, gestattet es
etwa, Punktmutanten vorzuschlagen, wel-
che die Spezifitat und die Bindungskrafte
der Antigenbindung erniedrigen oder auch
sogar erhohen sollten.

Bemerkenswert und in ihrem Umfang
uberraschend erscheint uns die breite

strukturelle Vielfalt moglicher Bindungsre-
aktionswege (besser: Trennreaktionswege),
die von unseren Simulationen nahegelegt
wird. Dies um so mehr, als eine vergleich-
bare Heterogenitdt in fritheren Abreif’-
Simulationen, etwa des Streptavidin/Bio-
tin-Systems, nicht aufgetreten war. Ent-
sprechend untersuchen wir gegenwartig
die funktionelle Bedeutung dieser Hetero-
genitdt, etwa im Licht des dadurch beding-
ten entropischen Beitrags zur freien Ener-
gie entlang des Reaktionswegs.
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Abb. 7: Strukturelle Heterogenitat
der Trennung des ANO02/DNP-
Komplexes:  Ausgehend  vom
gebundenen Zustand (oben, Mit-
te), kann das Dinitrophenyl-Hap-
ten (grau) ein ganzes Spektrum
unterschiedlicher Trennungsreak-
tionswege aus der Antikorper-
Bindungstasche durchlaufen, wo-
von die Abbildung je zwei
Momentaufnahmen zweier mog-
licher Reaktionswege (‘Heavy
chain route’, links; ‘Light chain
route’, rechts) zeigt. Die einzel-
nen Reaktionswege unterschei-
den sich in der Bewegung des
Haptens, in der transienten Bil-
dung kurzreichweitiger Wechsel-
wirkungen zwischen Hapten und
Bindungstasche (etwa Wasser-
stoffbriicken, gestrichelt; van der
Waals-Kontakte, nicht gezeigt)
sowie in den Konformationsbe-
wegungen der Bindungstasche.

Light
Chain

Route
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