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Kapitel 1
Einleitung

Der Mensch besitzt ca. 100 Milliarden Nervenzellen (Neuronen). Jede dieser
Zellen schickt Signale, die in Nervenfasern Leitungsgeschwindigkeiten von
iiber 100 m/s erreichen kénnen, an benachbarte Zellen. Eine zentrale Rolle
spielt dabei die Signaliibertragung von einem Neuron zum néchsten iiber so-
genannte Synapsen mittels eines Aktionspotentials (vgl. Abb.1.1), das durch
duflere Einfliisse in der Zelle ausgelost werden kann. Dieses Signal liuft das
Axon entlang und endet in der Synapse. Dort befindet sich ein Pool von
Membranvesikeln, die mit Molekiilen, den sogenannten Neurotransmittern,
angefiillt sind. Ausgelost durch das Aktionspotential fusionieren einige Vesi-
kel mit der Membran der Synapse und setzen so die Neurotransmitter in den
synaptischen Spalt frei (Exocytose). Diese Molekiile diffundieren zu Ionen-
kanilen in der Membran des nachgeschalteten Neurons, die mit Rezeptoren
fiir den Neurotransmitter versehen sind. Bindet ein Neurotransmitter an so
einen Rezeptor, so 6ffnet der Kanal; Ionen kénnen in die Zelle einstrémen
und dort ein weiteres Aktionspotential auslésen. Einen guten Uberblick iiber
die Neurobiophysik geben Ref. [1, 2].

Um eine storungsfreie Signaliibertragung zu gewéhrleisten, darf die Fu-
sion der Vesikel mit der Plasmamembran offensichtlich nicht spontan, son-
dern erst infolge eines Aktionspotentials stattfinden. Daher sind die Bedin-
gungen (pH-Wert, Lipidmischung) in der Synapse so eingestellt, dai die
Membranen sich im Ruhezustand des Neurons aufgrund von elektrostati-

schen Wechselwirkungen hinreichend abstoflen.
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Abbildung 1.1: Der Aufbau von Neuronen.

Vor einigen Jahren wurde eine Familie von Proteinen entdeckt, die fiir die
Membranfusion unverzichtbar sind [3, 4]. Diese Proteine werden als SNAREs
(Soluble NSF Attachment protein REceptors) bezeichnet. SNAREs findet
man nicht nur in den Synapsen, sondern iiberall, wo Membranen fusionieren,
z.B. beim vesikuldren Transport von Stoffen durch die Zelle oder bei der
Verschmelzung ganzer Zellen [5].

Héufig bildet ein Satz aus drei bis vier SNARE-Proteinen einen stabilen
Komplex, im Fall der neuronalen Membranfusion aus den drei Proteinen
Synaptobrevin, Syntaxin und SNAP-25. Die dreidimensionale Struktur die-
ses Komplexes wurde 1998 aufgeklirt [6]. Die Schliisselrolle dieser Proteine
zeigte sich erstmals bei der Beobachtung, dafl sie von den Neurotoxinen
Botulinum und Tetanus selektiv gespalten werden kénnen, woraufhin keine
Exocytose mehr stattfinden kann [7, 8]. Wickner und Kollegen haben erst-
mals bestitigt, daf die Existenz von komplementiren SNARE-Proteinen in
den Membranen notwendige Voraussetzung fiir die Fusion ist [9]. Das zeigt,
wie wichtig die SNAREs fiir die Membranfusion sind.

Der Komplex kann von den Proteinen NSF und a-SNAP unter Verbrauch
von ATP dissoziiert werden [10, 11], wobei allerdings NSF nicht direkt an
der Fusion beteiligt ist [12, 13, 14, 15], sondern vorher durch die Dissoziation
den Fusionsapparat aktiviert.

Syntaxin ist in der Plasmamembran und Synaptobrevin in der Vesikel-
membran verankert, wihrend SNAP-25 hingegen eine Transmembranregion

fehlt. Es wird jedoch vermutet, dafl Teile dieses Proteins palmitoyliert, al-
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Abbildung 1.2: Modell der Membranfusion

so in die Plasmamembran eingelagert sind [16]. SNAP-25 bindet Syntaxin
mit hoher Affinitdt [17], so daB die beiden Proteine méglicherweise in einem
bindren Komplex an der Plasmamembran vorliegen [18]. Dariiber hinaus
wurde herausgefunden, daf} die Bildung des Komplexes mit einer deutlichen
Zunahme an o-helikaler Struktur verbunden ist und Energie freisetzt [19].
Diese Ergebnisse legen das in Abbildung 1.2 dargestellte Modell der Mem-
branfusion nahe [20, 18].

Nach diesem Modell werden die Membranen dadurch aneinandergezo-
gen, daf} sich die Proteine ineinander verdrehen und so den Komplex bilden.
Es wird fiir wahrscheinlich gehalten, dafl die dabei freiwerdende Energie
direkt zur Fusion verwendet wird. In Schritt I bildet vermutlich SNAP-
25 mit Syntaxin einen bindren Komplex mit der Stochiometrie 1:2, wihrend
Synaptobrevin ungefaltet an der Vesikelmembran vorliegt [19]. In Schritt IT
assoziiert Synaptobrevin an den bindren Komplex, wobei ein Syntaxin durch
Synaptobrevin ersetzt wird, so dafl der Komplex jetzt eine Stochiometrie von
1:1:1 hat. Das Vesikel wird dabei an die Plasmamembran gezogen. Schritt
III: Der SNARE-Komplex ist gebildet, und das Vesikel liegt fest an der
Plasmamembran [20]. In diesem Zustand kann sich noch keine Pore in der
Membran bilden. Das System wartet auf das Signal, das die Membranfusion
auslost. Schritt IV: Ca?* fliefit durch spannungsabhéngige Kalzium-Kanile
aufgrund eines Aktionspotentials in die Synapse. Der genaue Mechanismus
der Triggerung der Bildung einer Pore in der Membran durch Ca??* ist noch

nicht bekannt, doch es ist wahrscheinlich, daf das Ca?T-bindende Protein
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Abbildung 1.3: SNARE zwischen 2 Membranen

Synaptotagmin eine wesentliche Rolle dabei spielt [5]. Synaptotagmin bin-
det nimlich Ca?*-abhingig sowohl an Syntaxin [21], als auch an Phospho-
lipide [22, 23]. An dem gesamten Prozef sind noch einige andere Proteine
wie secl/muncl8 und Rab Proteine beteiligt, deren genaue Funktionsweise
sowie die Art ihrer Wechselwirkung mit dem SNARE-Komplex aber noch
weitgehend unbekannt sind [5].

Das beschriebene Modell setzt voraus, daBl der Komplex bei seiner Bil-
dung eine mechanische Kraft auf die Membranen ausiiben kann. Wie grof§
ist nun also die Kraft, die der Komplex erzeugen kann? Wieviel Freie Ener-
gie wird bei der Komplexbildung frei? Und wie viele SNARE-Komplexe sind
fiir die Fusion notwendig, bzw. wie gro8 ist die Kraft, die der Komplex auf-
bringen muf? Die vorliegende Arbeit ist Teil eines Projektes (Schwerpunkt
Konformationelle Kontrolle biomolekularer Funktionen der VW-Stiftung),
in dem Antworten auf diese Fragen gefunden werden sollen.

So soll der Komplex mit der Methode der Photonic Force Microscopy
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(PFM) [24, 25] in der Arbeitsgruppe Stelzer (EMBL, Heidelberg) ausein-
andergezogen werden, wobei die Kréifte, die der Komplex aufbringen kann,
gemessen werden sollen. Diese Experimente sollen auch theoretisch durch
computergestiitzte Simulation der atomaren Dynamik des Komplexes (einer
sogenannten Molekulardynamiksimulation) beschrieben und mit dem Expe-
riment verglichen werden, um eine Interpretation der Ergebnisse in atoma-
rem Detail zu erméglichen.

Fluoreszenzspektroskopische Methoden der Arbeitsgruppe Seidel (MPI
biophysikalische Chemie, Gottingen) sollen dabei helfen, Ubergangszustéinde
des Proteins zu identifizieren und zu charakterisieren, die z.B. bei dem
PFM-Experiment erwartet werden. Dabei soll ein Farbstoff, der in der Ar-
beitsgruppe Jahn (MPI biophysikalische Chemie, Gottingen) an eine genau
definierte Stelle im Protein gebunden wird, als Sensor fiir konformationelle
Uberginge im Protein dienen, da die Dynamik des gebundenen Farbstoffs an
die des Proteins gekoppelt ist. Abbildung 1.4 zeigt, wie etwa die Beweglich-
keit des Farbstoffs von seiner (Protein-)Umgebung beeinflult werden kann.

Beiden Mefimethoden ist gemein, dafi zwar die Observablen — Abreif}-
krifte oder Anisotropie-Abklingkurven — durch die atomare Dynamik der
beobachteten Proteine und Farbstoffe bestimmt werden, es aber umgekehrt
sehr schwierig ist, direkt von der Messung auf die atomaren Funktionsme-
chanismen zu schlieen. Daher soll hier der umgekehrte Weg beschritten
werden und Molekulardynamiksimulationen der vorgenommenen und ge-
planten Experimente durchgefithrt werden. Durch Vergleich der berechne-
ten mit den experimentellen Mefgréflen sollen so Riickschliisse auf die Me-
chanismen gezogen werden. In der vorliegenden Arbeit wird die Simulation
von Anisotropie-Abklingkurven des an das Protein gebundenen Farbstoffs
dargestellt. Bisher wurden in der Literatur lediglich die Berechnungen von
Anisotropien von Tryptophan-Residuen in Proteinen [26, 27, 28] sowie die
Anisotropie von Farbstoffen in Losung beschrieben [29].

Dabei wird die Methode der Molekulardynamiksimulation (MD) (Kapi-
tel 2) benutzt, ein numerisches Verfahren zur theoretischen Beschreibung
der Dynamik von Molekiilen. Im wesentlichen werden die Newtonschen Be-
wegungsgleichungen aller Atome numerisch integriert. Hierbei werden alle

Krifte klassisch behandelt, z. B. werden chemische Bindungen durch ein
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Abbildung 1.4: Die Beweglichkeit des Farbstoffs ist abhéngig von der Konformation

des Proteins.

harmonisches Potential angendhert, weshalb auch die Entstehung und das
Brechen von Bindungen nicht beschrieben werden kénnen. Ausgehend von
der dreidimensionalen Struktur, die fiir den SNARE-Komplex vorliegt [6]
und fiir den Farbstoff in Kapitel 3 erstellt wird, kann also eine Trajektorie
der Bewegung berechnet werden.

Betrachtet man nun einen Farbstoff, der sich innerhalb eines in Ab-
bildung 1.4 dargestellten Kegels bewegt, so ist der Offnungswinkel 6 des
Kegels in diesem Modell ein Ma$ fiir seine Beweglichkeit. Dieses Modell
heifit wobbling-in-a-cone-Modell [30]. Regt man nun den Farbstoff mit pola-
risiertem Licht an, so kann man aus der Drehung der Polarisationsrichtung
der vom Farbstoff emittierten Photonen auf die Rotationsbeweglichkeit des
Farbstoffs schlieBen. Eine experimentell zugéingliche Grofle als MaB fiir die
Drehung der Polarisationsrichtung ist die Anisotropie, die im wobbling-in-a-
cone-Modell mit dem Offnungswinkel des Kegels verkniipft wird. Je grofier
die Anisotropie, desto kleiner ist der Offnungswinkel. Die Anisotropie bzw.
der Offnungswinkel wird in dieser Arbeit eine wesentliche Rolle spielen.

Man erhilt in der Ensemblemessung, bei der an vielen Farbstoffen gleich-
zeitig gemessen wird, nur Mittelwerte. Das ist dann ausreichend, wenn die
Probe homogen ist, wenn also jeder Farbstoff die gleiche Bewegungsfreiheit

und die gleiche Umgebung hat. Ist die Probe allerdings heterogen, kann sich
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der Farbstoff z. B. in verschiedenen Konformationen befinden, in denen sich
moglicherweise seine fluoreszenzspektroskopischen Eigenschaften voneinan-
der unterscheiden, so lassen sich aus der Ensemblemessung keine Aussagen
iiber die Verteilung der Messwerte gewinnen; das gelingt nur, wenn man
an einzelnen Molekiilen miBt. Einen Uberblick iiber Fluoreszenzspektrosko-
pie einzelner Biomolekiile gibt Ref. [31]. Mit Einzelmolekiilexperimenten ist
es moglich, verschiedene spektroskopische Eigenschaften, wie Fluoreszenzin-
tensitit, -lebensdauer und -anisotropie eines einzelnen Molekiils zu messen
[32, 33], das sich wihrend der Beobachtungszeit in einer bestimmten Kon-
formation befindet. Vor kurzem durchgefiihrte Messungen der Fluoreszenz-
eigenschaften von an DNA gekoppelten Farbstoffen [33, 34] zeigen, da$ sich

so unterschiedliche Konformationen des Farbstoffs identifizieren lassen.

Aus der Simulation solcher fluoreszenzspektroskopischen Einzelmolekiilex-
perimente lassen sich die Anisotropie und der Offnungswinkel (Abb.1.4)
(Kapitel 6) bestimmen, und sie sollen direkt mit dem Experiment und mit
dem wobbling-in-a-cone-Modell verglichen werden. Ziel ist eine mikroskopi-
sche Interpretation des Experiments in atomarem Detail, so dal die Mefler-
gebnisse besser verstanden werden kénnen.

Dazu soll zunéichst herausgefunden werden, welche Konformationen der
Farbstoff bevorzugt einnehmen wird (Kapitel 4). Dabei kénnen zwischen
verschiedenen Zustédnden des Farbstoffs hohe Energiebarrieren liegen, deren
Uberquerung moglicherweise so unwahrscheinlich ist, also so lange dauert,
daf sie wihrend einer MD-Simulation von einigen Nanosekunden nicht be-
obachtet werden kann. Dieses Problem tritt bei MD-Simulationen héufig
auf und wird Sampling-Problem genannt. Zur Losung dieses Problems wird
ein hierarchischer Ansatz gewahlt, wobei in drei Schritten von einer verein-
fachten, aber effizienten zu einer detaillierten, aber aufwendigen Beschrei-
bung iibergegangen wird. Es werden einige Vereinfachungen gemacht, die
eine erste Idee von moglichen Zustinden liefern sollen. Zunéchst wird der
Konformationsraum des Farbstoffs auf wenige Freiheitsgrade projiziert, so
daf} dieser vollstindig abgetastet werden kann. Dann werden mehrere MD-

Simulationen mit zufillig gewdhlten Anfangskonformationen des Farbstoffs
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durchgefiihrt, wobei ein einfaches Kontinuumsmodell fiir die Wasserumge-
bung benutzt wird, um den Rechenaufwand zu reduzieren. Anschlieflend
werden die in diesen beiden ersten Schritten gefundenen Konformationen
als Anfangskonformationen einer MD-Simulation mit expliziter Wasserum-
gebung benutzt. In Kapitel 5 sollen die Besetzungswahrscheinlichkeiten der
so gefundenen Zustédnde bestimmt werden, indem die Differenz der freien
Energie zwischen den Konformationen berechnet wird. Hier wird sowohl die
Methode der thermodynamischen Integration [35] eingesetzt, als auch ein
neues Verfahren zur Berechnung von Entropiedifferenzen entwickelt. An-
schlieflend soll die Anisotropie des Farbstoffs in den unterschiedlichen Kon-
formationen berechnet werden (Kapitel 6).

Der Vergleich der Simulation mit dem Experiment ist dabei sehr wichtig.
Er zeigt zum einen, dafl die Vereinfachungen der Simulation gerechtfertigt
werden kénnen. Er soll aber in diesem Fall auch gerade Hilfestellung bei der
Interpretation der experimentellen Ergebnisse geben. Dabei wird es inter-
essant sein herauszufinden, wie gut die Anisotropie aus der MD-Simulation
bestimmt werden kann, da auf diesem Gebiet bisher nur wenig Erfahrungen

gemacht wurden.

Die Kraft, die der SNARE-Komplex dem Modell in Abbildung 1.2 zufolge
ausiiben kann, kann also, wie oben dargestellt, experimentell (PFM) und mit
Hilfe von MD-Simulationen bestimmt werden. Die Frage nach der Kraft,
die der SNARE-Komplex im Rahmen des beschriebenen Modells aufbringen
mufB, um die Membranen aneinanderzuziehen, wird in Kapitel 7 behandelt.
Hier soll ein stark vereinfachtes Modell der Wechselwirkung von Membranen
mit dem SNARE-Komplex dargestellt werden. Dies soll eine Vorstellung
davon vermitteln, in welcher Gréflenordnung die Krafte liegen, die auf den
SNARE-Komplex wirken.



Kapitel 2

Die Methode der

Molekulardynamiksimulation

Die Methode der Molekulardynamiksimulation (MD-Simulation) dient dazu,
die Dynamik eines Systems, bestehend aus typischerweise 10® bis 105 mit-
einander wechselwirkenden Atomen, zu beschreiben. Im hier behandelten
Fall besteht das System aus einem Protein in wéssriger Losung. Wollte man
die Bewegung aller Atome exakt beschreiben, so miifite man die zugehérige
zeitabhingige Schrodingergleichung 16sen. Dies ist analytisch aber schon fiir
ein einzelnes Heliumatom nicht moglich, und die numerische Losung ist be-
reits bei mehr als zehn Atomen zu aufwendig. Daher ist eine solch vollstéindi-
ge Beschreibung von Proteinen in Lésung also bisher nicht méglich. Aus
diesem Grund werden bei MD-Simulationen drei Ndherungen eingefiihrt.
Zunichst werden, wie auch bei quantenchemischen Methoden, die schnel-
len elektronischen Freiheitsgrade von denen der Kerne separiert, was der Tat-
sache Rechnung trigt, dal Elektronen viel leichter sind als Atomkerne und
letztere sich daher sehr viel langsamer bewegen. Entsprechend beschreibt die
Born-Oppenheimer-Néherung eine Elektronendichte, die quasi instantan der
sich verdndernden Konformation der Kerne folgt. Damit 148t sich die Kern-
bewegung als durch ein effektives Potential verursacht auffassen, das durch
die elektronische Dynamik bestimmt ist. Diese Energiefunktion hingt dann

nur von den Kernkoordinaten ab.

11
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Die zweite Naherung besteht nun in der Annéhe-

rung dieser Energiefunktion durch eine semiem-

pirisch entwickelte Energiefunktion. Zur Veran-

schaulichung dient der Fall eines zweiatomigen
Molekiils, dessen Energiefunktion die nebenste-

hende Abbildung als Funktion des Abstands der

beiden Kerne zeigt. Wie die gestrichelte Linie

Energie

zeigt, 148t sich die Energiefunktion im Bereich

thermischer Energien (kgT) gut durch ein har-

. . . Kernabstand
monisches Potential beschreiben.

In einem groflen Simulationssystem wird jede chemische Bindung durch
einen solchen Term beschrieben; die Gesamtheit aller dieser Terme heifit
,Kraftfeld“. Die wichtigsten Terme fiir jede Molekulardynamiksimulation
sind in Abbildung 2.1 abgebildet. Die Energiebeitrige tragen zum einen der
chemischen Struktur des System Rechnung und beinhalten Bindungsstreck-,
Bindungswinkel-, Torsions- und Extraplanarpotentiale, die ndherungsweise
die Eigenschaften kovalenter Bindungen beschreiben. Zum anderen werden
die langreichweitigen nicht-kovalenten Wechselwirkungen beriicksichtigt, zu
denen die elektrostatischen und die Van der Waals-Wechselwirkungen ge-
horen. Bindungsstreckungen und Bindungswinkel werden durch harmoni-
sche Potentiale beschrieben, deren Minimum dem Gleichgewichtsabstand
zwischen zwei kovalent gebundenen Atomen bzw. dem Gleichgewichtsbin-
dungswinkel von drei Atomen entspricht. Elektrostatischen Wechselwirkun-
gen wird durch das Coulomb-Potential, Van der Waals-Wechselwirkungen
und der Pauli-Abstoung durch das Lennard-Jones-Potential [36] Rechnung
getragen.

Es wurde eine Vielzahl von Kraftfeldern entwickelt (CHARMM [37],
GROMOS [38], AMBER [39], MM3 [40], CFF [41], SPASIBA [42], etc.),
die sich, je nach Art der zu beschreibenden Molekiile und der zu berechnen-
den Observablen in den verwendeten Energietermen unterscheiden.

Die Parameter eines Kraftfeldes, wie der Bindungsgleichgewichtsabstand
by oder die Van der Waals-Radien, werden in selbstkonsistenter Weise so-
wohl aus experimentellen Daten (Kristallstruktur, NMR-Daten, Infrarot-

Spektroskopie etc. ) als auch aus quantenchemischen Rechnungen gewonnen.
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Abbildung 2.1: Energiebeitriige eines typischen Kraftfelds fiir MD-Simulationen.

Auf der linken Seite sind die zu beschreibenden interatomaren Wechselwirkungen

veranschaulicht. In der Mitte ist der verwendete Energieterm angegeben und auf

der rechten Seite sein funktionaler Verlauf skizziert. Zur Erlduterung siehe Text.
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Man optimiert die Parameter an kleinen einfachen Molekiilen, aus denen
man sich dann die gréferen Molekiile zusammengesetzt denkt. Im Fall von
Proteinen wurden die Parameter fiir die einzelnen Aminosiuren und sehr
kurze Peptidketten optimiert.

Schliellich wird in einer dritten Ndherung die Bewegung der Atomker-
ne klassisch beschrieben. Entsprechend werden die Atome als Punktmassen

behandelt, die sich gemif der Newton-Bewegungsgleichungen bewegen,

d?r;(t
mZ_d;Z( ) = Fi(rl, ro,... ,I‘N) = _viV(I'1, ro,... ,I'N), (21)
wobei m; und r; die Masse und der Ort des i-ten Atomkerns (i =1,...,N),

F; die Kraft auf Atom i und N die Anzahl der Atome sind; V (rq,ro,...,ry)
bezeichnet das verwendete Kraftfeld.

Die klassische Beschreibung der Bewegung der Atome ist dann erlaubt,
wenn die thermische Energie deutlich gréfler ist als die Energieliicken be-
nachbarter Zustdnde. Am Beispiel des harmonischen Oszillators bedeutet
das, daf} fur kT > AE = hf (kp: Boltzmann-Konstante; 7": Tempera-
tur; AFE: Energiedifferenz benachbarter Zustinde; h: Planck-Konstante; f:
Schwingungsfrequenz) eine klassische Beschreibung ausreicht. Bei Zimmer-
temperatur ist ky7 =~ 0.6 kcal/mol. Setzt man kpT = AE = hf, so erhilt
man f = 6.25ps ! bei T' = 300 K. Fiir Bewegungen mit einer charakteri-
stischen Zeit von einigen ps und linger ist eine klassische Beschreibung also
moglich. Die Abschitzung zeigt allerdings auch, daf} die schnellen Bewegun-
gen eines Systems, die Bindungsstreckschwingungen mit f ~ 30-60 ps—!,
nicht gut beschrieben werden konnen. Auflerdem werden Bewegungen bei
niedrigen Temperaturen nicht richtig wiedergegeben. Da funktionelle Kon-
formationséinderungen von Proteinen in der Regel nicht schneller als einige
ps sind, kénnen dynamische Eigenschaften von Proteinen klassisch beschrie-

ben werden.

Integrationsalgorithmen
Gleichung 2.1 ist eine Differentialgleichung 2. Ordnung, die auch durch zwei

Differentialgleichungen 1. Ordnung ausgedriickt werden kann:

dvi(t)  Fi(t)
& m 22)
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dr;(t)
dt
Zur numerischen Integration der Gleichung 2.1 werden die Gleichungen 2.2

= vi(t) (2.3)

und 2.3 bis zur 3. Ordnung nach Taylor entwickelt, woraus man den soge-
nannten leap-frog-Algorithmus [43] erhilt:

vilt + At/2) = vi(t — A/2) + F WD a1 o(as) (2.4)

ri(t 4+ At) = r;(t) + vi(t + At/2) At + O(A#?) (2.5)

Dies ist ein sehr stabiler und schneller Algorithmus, der die Gesamtenergie
eines konservativen Systems in guter Naherung konstant hélt [36], weshalb er
in dieser Arbeit zur Simulation einer Modellmembran verwendet wird (Kapi-
tel 7). Ein weiteres fiir Molekulardynamiksimulationen bewéhrtes Verfahren
ist der Verlet-Algorithmus [43]:

ri(t + At) = 2r(t) — ri(t — At) + FT;—@(At)Q. (2.6)

i

Diesen erhélt man durch Eliminierung der Geschwindigkeiten aus den Glei-
chungen 2.4 und 2.5. Er erzeugt exakt die gleiche Trajektorie wie der leap-
frog-Algorithmus. Der Verlet-Algorithmus wird von dem hier verwendeten
MD-Programm EGO [44] benutzt, da dieser die Implementierung des un-
ten beschriebenen Mehrschrittverfahrens deutlich vereinfacht. Daher wurde
dieser Algorithmus bei der MD-Simulation des SNARE-Komplexes und des
Farbstoffs verwendet (Kapitel 4).

Die Integrationsschrittweite At mufl bei beiden Verfahren so gewihlt
werden, daf sie die schnellsten Bewegungen, in dem hier simulierten System
die Bindungsstreckschwingungen der Wasserstoffatome mit einer Perioden-
dauer von etwa 20 Femtosekunden, stabil beschreiben kann. Daher wurde

die Schrittweite zu At =1 fs gewihlt.

Die Lésungsmittelumgebung

Bei vielen Molekiilen, wie auch bei Proteinen, hat das Losungsmittel einen
entscheidenden Einflul auf Dynamik und Struktur. Es gibt zwei Moglichkei-
ten, in MD-Simulationen Losungsmitteleffekte zu beschreiben: Zum einen
kann das Losungsmittel explizit, also z. B. durch Beriicksichtigung einzel-

ner Wassermolekiile in die Simulation miteinbezogen werden; zum anderen
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kann es auch implizit durch die Verwendung eines geeigneten Modells —
iiblicherweise eines Kontinuumsmodells — beriicksichtigt werden. Dabei be-
deutet eine explizite Beschreibung einen erheblich héheren Rechenaufwand,
sie kann die Losungsmitteleffekte aber am besten wiedergeben.

Es gibt einige Ansétze [45], das Losungsmittel implizit mit einem Kon-
tinuumsmodell zu beschreiben. Eine sehr einfache Methode, die gegeniiber
einer Vakuumsimulation keinen hoheren Rechenaufwand bedeutet, ist die
Berechnung aller elektrostatischen Wechselwirkungen mit der statischen Di-
elektrizititskonstanten des Wassers ¢, = 80. Dabei werden allerdings die
elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen geladenen Gruppen eines Pro-
teins unterschitzt, da hier die lokale Dielektrizitdtskonstante deutlich klei-
ner ist. Im Innern eines Proteins sind grofitenteils hydrophobe, also unpolare
und ungeladene Residuen, so dafl der grofite Effekt bei den polaren und ge-
ladenen Seitengruppen an der Oberfliche des Proteins auftreten wird. Noch
genauere Kontinuumsmethoden kénnen mit Hilfe der Poisson-Boltzmann-
Theorie [46] auch Elektrolyte beschreiben, und auch der hydrophobe Effekt
wird in einigen Modellen mitberiicksichtigt [45].

Um zusétzlich den Einflufl der Sté8e von Wassermolekiilen auf die Pro-
teinoberfliche zu beschreiben, kénnen Rausch- und Reibungskréifte eingefiihrt
werden. Dabei sind die beiden Krifte iiber das Fluktuations-Dissipations-
Theorem miteinander verkniipft, so daf die kinetische Energie erhalten bleibt.

Ein grundsétzlicher Nachteil von Kontinuumsmodellen ist das Fehlen ei-
ner Beschreibung von Wasserstoffbriicken mit der Proteinoberfliche, welche
die Protein-nahen Wassermolekiile weniger beweglich machen. Daher wird in
der vorliegenden Arbeit sowohl ein Kontinuumsmodell als auch eine explizite

Beschreibung des Wassers benutzt.

Randbedingungen

Die Wasserumgebung eines Proteins ist in Wirklichkeit so grof}, da} es aus
Rechenzeitgriinden nicht sinnvoll ist, sie vollsténdig zu beschreiben. Daher
miissen Methoden eingefiihrt werden, die in einem System von etwa 103-10*
Wassermolekiilen den Einflul von nicht mehr explizit betrachteten Wasser-
molekiilen auflerhalb des Systems beschreiben. Dies wird durch Einfiihrung

geeigneter Randbedingungen erreicht.
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Abbildung 4.1 zeigt ein Protein in einer expliziten Wasserumgebung. In
MD-Simulationen wird {iblicherweise eine der beiden folgenden Moglichkei-

ten zur Beschreibung von Randbedingungen verwendet:

e periodische Randbedingungen

e Einfithrung eines Randpotentials

Die periodische Randbedingung ist eine elegante Lésung dieses Problems.
Das Simulationssystem wird als in alle Richtungen periodisch fortgesetzt be-
trachtet. Ein Wassermolekiil, das das System auf der einen Seite verlaft, wird
auf der gegeniiberliegenden Seite wieder in das System eingefiihrt. Der Nach-
teil besteht darin, daf8 nur solche Formen der Wasserumgebung zuléssig sind,
die bei periodischer Fortsetzung den ganzen Raum liickenlos und iiberlap-
pungsfrei ausfiillen, wie z. B. ein Quader oder ein abgeschnittener Oktaeder.

Wihlt man nun eine beliebige, besser an das System angepafite Was-
serumgebung (wie in Abb.4.1), so kénnen daher keine periodischen Rand-
bedingungen benutzt werden. Werden keine weiteren Maflnahmen ergriffen,
treten Artefakte auf. Insbesondere erzeugt die Oberflichenspannung in dem
System einen unrealistisch hohen Druck, im Fall eines Wassertropfens mit
einem Radius von 50 A etwa 300 at. AuBierdem kénnen bei 300 K einzelne
Wassermolekiile verdampfen, was nicht gewollt ist. Um diesen beiden Ef-
fekten entgegenzuwirken, wurde ein Randpotential, wie es in Abbildung 2.2
dargestellt ist, verwendet. Dieses Potential soll einerseits den von der Ober-
flichenspannung erzeugten Druck neutralisieren (Bereich I), andererseits die
Wassermolekiile durch ein am Rand stark ansteigendes Potential am Ver-
dampfen hindern (Bereich II) [47]. Zusétzlich wurden in den Simulationen
auf die dufleren Wasserschichten die oben bereits erwiéhnten Rausch- und
Reibungskrifte ausgeiibt, die den Einflul von St68en des nicht mehr expli-
zit simulierten Wassers auflerhalb des Wassertropfens wiedergeben sollen. In
Ref. [47] wurde ein Potential mit einer Breite von 7 A und einer Tiefe von
1 kcal/mol als geeignet befunden. Der Vorteil eines Randpotentials liegt dar-
in, daf} die Wasserumgebung deutlich kleiner gewdhlt werden kann als bei
den periodischen Randbedingungen; deshalb wird in dieser Arbeit das in
Abbildung 2.2 dargestellte und in EGO [44] implementierte Randpotential

verwendet.
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Abbildung 2.2: Hier verwendetes Randpotential.

Effiziente Simulationsmethoden

Gerade durch die explizite Beschreibung der Wassermolekiile werden die
Simulationssysteme oft sehr groff; in der Regel gehoren etwa 90 % aller
Atome zur Wasserumgebung, so dafl der Einsatz von effizienten Simulati-
onsmethoden einen enormen Geschwindigkeitsvorteil bringen kann. Die im
folgenden beschriebenen, in dem Programm EGO implementierten Metho-
den beschleunigen die Berechnung einer Trajektorie von ca. 50.000 Atomen

etwa um einen Faktor 500.

e SHAKE-Algorithmus: Wie oben beschrieben, bestimmen die schnell-
sten Freiheitsgrade die Wahl der Integrationsschrittweite. Fixiert man
nun die Bindungsabstinde der Wasserstoffatome zu den schwereren
Atomen mit dem sogenannten SHAKE-Algorithmus [48], so 148t sich
die Integrationsschrittweite groBer wihlen. Dies reduziert die Rechen-

zeit etwa um den Faktor zwel.

e  Compound-Atome*: Es hat sich gezeigt, dafl die Dynamik der unpola-
ren Wasserstoffatome keinen groflen Einflul auf die Struktur und Dy-
namik eines Proteins haben [37], daher fafit man z. B. die Atomgruppen
C-H oder H-C-H zu einem Compound-Atom mit der Gesamtmasse,

angepafiter Partialladung und Van der Waals-Radius, zusammen.
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e Mehrschrittverfahren (MTS): Die verschiedenen Krifte, die auf ein
Atom wirken, dndern sich unterschiedlich schnell. Bindungsstreckkrifte
dndern sich zum Beispiel sehr schnell, wihrend sich Coulombwechsel-
wirkungen zwischen weit entfernten Atomen nur langsam &ndern, d. h.
die Anderungen sind auf der gleichen Zeitskala kleiner als bei den lo-
kalen Wechselwirkungen. Daher werden die langsam veridnderlichen
Krifte nur alle k& Integrationsschritte neu berechnet und zwischen-
durch aus den zuvor berechneten extrapoliert. Dariiber hinaus lassen
sich nun die Krifte in bestimmte Entfernungsklassen einteilen, so dafl
die ndheren Wechselwirkungskrifte in fast jedem Schritt und die weit
entfernten nur in jedem 2., 4., 8., 16., etc. Schritt neu berechnet werden
[49].

e Multipolmethode: Der Rechenaufwand fiir die langreichweitigen Cou-
lombkrifte, bei denen jedes Atom mit jedem anderen Atom wechsel-
wirkt, skaliert quadratisch mit der Anzahl N der Atome (O(N?)). Die
Berechnung der elektrostatischen Energien und Krifte ist also der re-
chenintensivste Teil bei einer MD-Simulation. Haufig werden daher
die Wechselwirkungen mit Atomen, die weiter entfernt sind als ein
sogenannter cut-off-Radius, einfach vernachlissigt. Dann skaliert die
Rechenzeit fir diese Krifte linear mit N (O(N)). Das fithrt aller-
dings zu teilweise erheblichen Ungenauigkeiten und Artefakten [50].
Bei den Van der Waals-Wechselwirkungen ist das Verfahren jedoch
deutlich besser, da deren Reichweite sehr viel kiirzer ist. Eine andere
Maoglichkeit wurde von Greengard und Rokhlin vorgeschlagen [51]. Da-
bei werden Gruppen von Atomen gebildet, und anschlieflend wird die
Multipolentwicklung dieser Gruppen berechnet. Diese Gruppen wer-
den wieder zu Gruppen zusammengefafit, und es wird ebenfalls eine
Multipolentwicklung durchgefiihrt, bei der man jetzt die Multipolmo-
mente der untergeordneten Gruppen benutzt. Diese sogenannte fast
multipole method (FMM) skaliert dann fiir grofile Systeme ebenfalls
linear mit N O(N). In dem Programm EGO wurde diese Methode
erweitert, indem Atome strukturabhingig so zu Gruppen zusammen-
gefaBBt werden [structure adapted multipole method (SAMM)], da8§
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die Multipolentwicklung bereits nach dem ersten nichtverschwindenen
Glied abgebrochen werden kann [52]. SchlieBlich wurde diese so mo-
difizierte Multipolmethode mit dem Mehrschrittverfahren kombiniert,
so dafl RegelmiBigkeiten sowohl in der Zeit (MTS), als auch im Ort
(SAMM) beriicksichtigt werden kénnen [50].

e Parallelisierung: Dabei wird die Rechnung auf mehrere Prozessoren
aufgeteilt, so daf} viele Berechnungen gleichzeitig durchgefiihrt werden

kénnen [53].



Kapitel 3

Das verwendete Kraftfeld

Rickgrat des
SNARE-Komplexes

7/
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o

(Cys225)

Abbildung 3.1: Der Farbstoff Alexad488 ist kovalent an ein Cystein des Proteins

gebunden.

In der vorliegenden Arbeit soll ein an ein Protein gebundener Farbstoff
(Alexad88 Cs maleimid, Molecular Probes, vgl. Abb.3.1) in einer Wasser-
umgebung simuliert werden. Zur Beschreibung von Proteinen sind bereits,

wie in Kapitel 2 beschrieben, viele Kraftfelder entwickelt worden. Fiir die

21
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vorliegende Arbeit wurde das CHARMM-Kraftfeld [37] benutzt, da es be-
reits effizient in das hier verwendete Programm EGO implementiert ist. Die
fiir die MD-Simulation benétigten, in Kapitel 2 beschriebenen Parameter
— wie etwa Partialladungen oder Van der Waals-Radien — wurden fiir
die Proteinatome der auf CHARMM basierenden Parameterbibliothek von
XPLOR [54] entnommen. In dieser Parametrisierung werden die polaren
Wasserstoffatome explizit behandelt, wihrend alle nicht-polaren Wasserstof-
fe iiber Compound-Atome implizit beriicksichtigt werden (vgl. Kapitel 2).
Wassermolekiile werden hier durch das TIP3P-Modell [55] beschrieben, das
fiir die hier wichtigen Protein-Wasser-Wechselwirkungen optimiert wurde.
Fiir den Farbstoff war kein Kraftfeld verfiigbar, so daf} dieses neu entwickelt
werden musste. Dabei ist zu unterscheiden zwischen der Beschreibung che-
mischer Bindungen wie der kovalenten Bindung, Bindungs-, Dihedral- und
Extraplanarwinkel einerseits und der nicht-kovalenten elektrostatischen und

Van der Waals-Wechselwirkungen andererseits.

Beschreibung der chemischen Bindungen

Die chemischen Bindungen bestimmen im wesentlichen die internen Schwin-
gungen des Farbstoffs und die Flexibilitdt des Linkers. Erstere sind fiir die
Untersuchung der Beweglichkeit des Farbstoffmolekiils in der Proteinumge-
bung nicht wichtig, die Flexibilitéit des Linkers allerdings schon. Bei Kraft-
feldern (vgl. Abb.2.1) wird die grundlegende Annahme gemacht, daf die
Eigenschaften von kovalenten Bindungen lokal sind, also nur wenig von den
angrenzenden Bindungen und Atomen beeinfluit werden. Das ist im all-
gemeinen eine gute Niherung. Daher wurde das Kraftfeld des Linkers aus
chemisch dhnlichen Fragmenten in Aminosduren des CHARMM-Kraftfeldes
entnommen. Die Lokalititsannahme gilt jedoch nicht fiir das konjugierte
Elektronensystem des Farbstoffs. Da eine sehr genaue Beschreibung der che-
mischen Bindungen hier allerdings auch nicht notwendig ist, wurde sie eben-
falls aus dem CHARMM-Kraftfeld abgeleitet. Diese sollte die Steifigkeit des
Farbstoffs hinreichend gut wiedergeben, wobei hochfrequente Schwingungen

jedoch sicherlich nicht zuverldssig beschrieben werden.
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Abbildung 3.2: Links die Ladungsverteilung im Grundzustand aus den Berechnun-
gen mit DMol und Gaussian und rechts der in den quantenchemischen Rechnungen

verwendete Teil des Farbstoffs.

Van-der- Waals- Radien
Die Van der Waals-Radien der Atome hiingen nur wenig von der chemischen
Umgebung ab und wurden daher direkt dem CHARMM-Kraftfeld entnom-

men.

Partialladungen

Die Elektrostatik ist als langreichweitige Wechselwirkung hauptverantwort-
lich fiir die Wechselwirkung des Farbstoffs mit dem Protein. Die Dynamik
des Farbstoffs hidngt somit empfindlich von der Elektrostatik ab, so daf
der Berechnung der Partialladungen besondere Beachtung geschenkt wurde.
Der Linker besitzt keine konjugierten Elektronensysteme, und seine chemi-
sche Struktur ist Fragmenten von Aminosduren sehr dhnlich. Daher konnte
man hier wieder auf das CHARMM-Kraftfeld zuriickgreifen und die dort
verwendeten Partialladungen fiir den Linker benutzen.

Der Farbstoff selbst besitzt demgegeniiber ein ausgedehntes 7-Elektro-
nensystem, daher war eine Berechnung mit Hilfe quantenchemischer Rech-
nungen notwendig. Dazu wurden hier ab-initio-, Dichtefunktional (DFT)-
und semiempirische Methoden benutzt. In Abbildung 3.2 ist der Teil des
Farbstoffs dargestellt, der in der Partialladungsberechnung verwendet wur-

de. Als zuséitzliche Komplikation muf} beriicksichtigt werden, dafl bei Fluo-
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Abbildung 3.3: Ladungsverteilung im angeregten Zustand.

reszenzanisotropiemessungen die Dynamik des angeregten Farbstoffs beob-
achtet wird. Angeregte Zustidnde kénnen prinzipiell am genauesten mit ab-
initio-Methoden berechnet werden.

Das Problem dabei ist, dal der Farbstoff recht gro8 ist und daher nur ein-
fache Basissitze (wie hier der STO-3G Basissatz) verwendet werden konnen.
DFT-Methoden kénnen zwar groflere Systeme besser beschreiben, allerdings
keine angeregten Zustinde berechnen. Nun beschreiben ab-initio- und se-
miempirische Methoden Differenzen zwischen Grund- und angeregtem Zu-
stand wesentlich genauer als die absoluten Ladungen. Daher wurde der
Grundzustand mit einem DFT-Programm berechnet und dazu die mit ab-
initio- und semiempirischen Methoden berechneten Differenzen zwischen
Grund- und angeregtem Zustand addiert. Entsprechend wurde wie folgt vor-

gegangen:

1. Zunichst wurde mit dem Programm DMol (DFT) [56] die Ladungsver-
teilung im Grundzustand mit der DNP-Basis und dem BLYP-Funk-
tional berechnet (vgl. Abb. 3.2)
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Abbildung 3.4: Die Partialladungen der Atome der 20 Aminosduren sind iiber die

hier mit DMol berechneten Ladungen aufgetragen.

2. Mit Gaussian (ab-initio) [57] (Basissatz STO-3G) und Mopac (semi-
empirisch) [58] (PM3 Hamiltonoperator) wurden dann der Grundzu-
stand sowie der angeregte Zustand berechnet (vgl. Abb. 3.3).

3. Die Mittelwerte der Differenzen zwischen Grund- und angeregtem Zu-

stand aus 2 wurden zu der Ladungsverteilung in 1 addiert.

4. Da die so erhaltene Ladungsverteilung nicht symmetrisch ist, die zeit-
lich gemittelte Ladungsverteilung eines symmetrischen Molekiils es
aber sicherlich ist, wurden die Ladungen symmetrisiert, so daf} z.B.

die Atome 1 und 10 die gleiche Ladung tragen.

Aus der von diesen Programmen berechneten Elektronendichte wurden
die benétigten Partialladungen so bestimmt, dafl sie das elektrostatische
Potential der Elektronendichte mdglichst gut wiedergeben (ESP, [59]). Diese
ESP-Ladungen sind fiir die Verwendung in klassischen Kraftfeldern daher
besonders gut geeignet [56].



KAPITEL 3. DAS VERWENDETE KRAFTFELD 26

Abbildung 3.5: Ubergangsdipolmoment des Farbstoffs Alexa488.

Ladungsskalierung
Berechnet man nun die Ladungen aller 20 Aminosduren mit DMol (eben-
falls mit DNP-Basis und BLYP-Funktional) und vergleicht diese mit den
in CHARMM verwendeten, so zeigt sich eine deutliche Abweichung (vgl.
Abb.3.4). Der Grund dafiir ist, daf8 die elektrische Polarisierbarkeit im
CHARMM-Kraftfeld lediglich implizit durch geeignete Skalierung der La-
dungen beschrieben wird. Das ist notwendig, da sich gezeigt hat, dal bei
direkter Verwendung der so bestimmten Ladungen einige Observablen, wie
z.B. die freie Energie, nicht richtig wiedergegeben werden und daf} bereits
durch eine Skalierung der Ladungen eine Verbesserung erzielt werden kann
[60, 61]. Um eine mit den CHARMM-Ladungen konsistente Ladungsvertei-
lung des Farbstoffs zu erhalten, wurden daher auch die Partialladungen des
Farbstoffs mit diesem Faktor skaliert. Der Skalierungsfaktor wurde aus der
Auftragung zu 0.83 bestimmt.

Aus der Gaussian-Berechnung des angeregten Zustands erhilt man auch
das Ubergangsdipolmoment zwischen dem Grund- und dem ersten angereg-
ten Zustand, dessen Richtung in Abbildung 3.5 in die Struktur des gesamten

Farbstoffs eingezeichnet ist und in Kapitel 6 eine wichtige Rolle spielen wird.



Kapitel 4

Konformationsflexibilitat des
Farbstoffs

Bei der Messung der Anisotropie im Experiment liegt das Protein/Farbstoff-
System in einem Gleichgewichtszustand bei etwa 300 K vor. Um die Aniso-
tropie analog zum Experiment aus MD-Simulationen zu bestimmen, muf} al-
so zunéchst dieser Gleichgewichtszustand bestimmt werden. Fiir den SNARE-
Komplex liegt eine Kristallstruktur vor, von der wir hier annehmen, daf} sie
bereits nahe der Gleichgewichtskonformation ist, so dal diese durch eine
MD-Simulation gefunden werden kann. Fiir den Farbstoff existiert diese In-
formation nicht, daher miissen die moéglichen Konformationen des Farbstoffs
erst noch bestimmt werden. Dazu wird hier zunéchst von einer willkiirlich
gewéhlten Konformation ausgegangen, um dann durch eine MD-Simulation
eine nahegelegene, energetisch giinstige Konformation zu finden. Es wer-
den dann Methoden vorgestellt, um dariiber hinaus weitere Konformatio-
nen zu finden, die aufgrund von hohen Energiebarrieren nicht durch eine

MD-Simulation von einigen Nanosekunden gefunden werden kénnen.

4.1 Konstruktion des Simulationssystems

Zunichst soll das Simulationssystem beschrieben werden, mit dem sowohl
der Gleichgewichtszustand des Proteins als auch eine erste giinstige Kon-

formation des Farbstoffs gefunden werden soll. Dieses Simulationssystem ist

27
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in Abbildung 4.1 dargestellt. Ausgangspunkt fiir die Modellierung dieses
Systems ist die Kristallstruktur des SNARE-Komplexes [6], die in der Pro-
tein Data Bank [62] verdffentlicht und hier in griin dargestellt ist. Dieser
Komplex besteht aus den Residuen Gly180-Arg262 (Sx) von Syntaxin 1A,
Met1-Met96 (Sb) von Synaptobrevin-II und die N- und C-terminalen Teile
des Proteins SNAP-25B mit den Residuen Met1-Lys83 (Snl) und Vall20-
Gly206 (Sn2). Die Residuen zwischen den beiden Teilen Snl und Sn2 sind
flexibel und deshalb vor der Kristallisation des Komplexes abgeschnitten
worden, also in der Rontgenstruktur nicht vorhanden. Die in Abbildung 1.3
schematisch gezeigten Transmembranregionen der Proteine Syntaxin und
Synaptobrevin sind ebenfalls strukturell nicht charakterisiert. Die Fluores-
zenzexperimente sollen aber ohnenhin nur mit diesem Teil des Komplexes
durchgefiihrt werden, so dafl die Struktur der fehlenden Abschnitte nicht
benétigt wird.

Abbildung 4.1: Das hier verwendete Simulationssystem: Die Kristallstruktur des
SNARE-Komplexes (griin) und zwei an das Protein gebundene Farbstoffe (rot)
sind von Wassermolekiilen (blau) umgeben. Diese Arbeit konzentriert sich auf die

Untersuchung des Farbstoffs 1.



KAPITEL 4. KONFORMATIONSFLEXIBILITAT DES FARBSTOFFS 29

An den Komplex sind zwei Farbstoffe an im Protein mutierte Cysteine
kovalent gebunden: Farbstoff I an Syntaxin, Position 225 und Farbstoff II
an Synaptobrevin, Position 28. Dabei wurden zwei Farbstoffe modelliert,
um auch FRET (fluorescence resonance energy transfer)-Experimente simu-
lieren zu kénnen, die in dieser Arbeit allerdings nicht beschrieben werden.
Im weiteren Verlauf werden daher nur die Dynamik und Konformationen
des Farbstoffs I betrachtet. In vivo und in vitro befindet sich der SNARE-
Komplex in wissriger Losung mit physiologischer Salzkonzentration. Ent-
sprechend wurde im Simulationssystem das Protein und der Farbstoff mit
expliziten Wassermolekiilen und Tonen (Na* und Cl~) umgeben. Diese wur-
den mit dem Programm SOLVATE [63] plaziert, welches eine lokale Ener-
gieminimierung der Wassermolekiile durchfiihrt und anschlieBend die Ionen
in physiologischer Konzentration gemif der Debye-Hiickel-Verteilung [64]
hinzufiigt, die von der Ladungsverteilung des Proteins und des Farbstoffs
abhiingt. Die Form der Wasserhiille wurde dabei so gewéhlt, dafl sowohl
Proteine als auch Farbstoffe stets einen Mindestabstand von etwa 10 A vom
Rand der Wasserhiille haben, um Oberflichenartefakte zu vermeiden. In al-

len MD-Simulationen wurde das in Kapitel 3 beschriebene Kraftfeld benutzt.

4.1.1 Minimierung und Equilibrierung

Eine Energieminimierung dient dazu, Verspannungen im System, wie
deformierte Bindungs- oder Dihedralwinkel, die oft bei Rontgenstrukturen
und auch bei der Plazierung der Wassermolekiile auftreten, vorsichtig zu
16sen. Dadurch wird vermieden, dafl das System aus einer anfinglich h6chst
instabilen, energetisch ungiinstigen Konformation in eine sehr unrealisti-
sche, weit von der Ausgangstruktur entfernte Konformation getrieben wird.
Selbst eine geringfiigige Uberlappung von Atomen kann zu hohen Van der
Waals-Kréften fithren und so das System destabilisieren. Diese Minimie-
rung wurde so durchgefiihrt, dafl die Bewegung der einzelnen Atome iiber
einen Reibungsfaktor sehr stark geddmpft und die maximale Bewegung pro
Integrationsschritt begrenzt wurde. Auf diese Weise wurde ein Gradienten-
abstieg realisiert. Das System wurde dann als minimiert betrachtet, als sich

der Gradient unter einem Wert von 1 kcal/(mol-A) stabilisierte.
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Da das System bei der gleichen Temperatur wie im Experiment simuliert
werden soll, wird es nun equilibriert, d. h. durch Kopplung an ein Wirmebad
auf eine Temperatur von 300 K gebracht. Diese Kopplung wird dadurch er-
reicht, dafl die Geschwindigkeiten der Atome in jedem Integrationsschritt so
reskaliert werden, daf} die Zieltemperatur mit einer bestimmten Zeitkonstan-
te erreicht wird. Diese Zeitkonstante, die durch die Warmeleitfahigkeit des
Wassers bestimmt ist, wurde hier zu 10 ps~! gewiihlt. Ziel der Equilibrierung
ist es, die Gesamtenergie des Systems gleichméflig auf alle Freiheitsgrade zu
verteilen.

Wie oben schon erwihnt, sollen in dieser ersten Simulation die Gleich-
gewichtskonformationen des Proteins und des Farbstoffs gefunden werden.

Zuerst betrachten wir die Konformation des Proteins.

Equilibrierung des Proteins

Zunichst mufl angemerkt werden, dafl es in Proteinen Relaxationsprozes-
se gibt, die weit langsamer sind als die Simulationszeitskala einiger Na-
nosekunden, so dafl man nicht erwarten kann, den Gleichgewichtszustand
des Proteins mit allen seinen Konformationen vollstindig beschreiben zu
konnen. Wir fassen also das Protein dann als lokal equilibriert auf, wenn
es sich auf der Simulationszeitskala als stabil (ggf. metastabil) erweist. Wir
miissen dann annehmen, dafl das vom Protein erzeugte Potential, in dem sich
der Farbstoff bewegt, hinreichend gut durch die so gefundene equilibrier-
te Struktur des Proteins beschrieben wird. Diese Annahme wird dadurch
gestiitzt, dal eine wohldefinierte Kristallstruktur vermessen werden konnte.
Um die wihrend der Equilibrierung auftretenden Konformationsinderungen
des Proteins quantitativ erfassen und bewerten zu kénnen, wurde hier die
mittlere quadratische Abweichung (rmsd!) der durch die MD-Simulation ge-
lieferten Strukturen von der Kristallstruktur berechnet. Diese ist definiert

als

. 1
rmsd = min —

fin (T-R-x; —x))? . (4.1)

] =

i=1
Dabei sind x; bzw. x? die kartesischen Koordinaten der N Atome der gege-

benen Struktur bzw. der Kristallstruktur, die in die rmsd-Berechnung mit

'rmsd steht fiir root mean square deviation.
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Abbildung 4.2: Verlauf der mittleren quadratischen Abweichung der Proteinstruk-

turen von der Kristallstruktur wahrend der Equilibrierung.

einbezogen wurde, {T, R} bezeichnet die Menge aller Translations- und Ro-
tationsmatrizen. Die rmsd-Werte der Equilibrierungstrajektorie des Proteins
in bezug auf die Kristallstruktur sind in Abbildung 4.2 dargestellt.

Der Verlauf des rmsd von der Kristallstruktur zeigt in den ersten 100
ps einen steilen Anstieg, der dann immer flacher wird. Dieser Verlauf zeigt
die Relaxation des Proteins in einen oben definierten metastabilen Zustand.
Bei weiterer Equilibrierung zeigte sich allerdings, dal der SNARE-Komplex
in dem Bereich des Farbstoffs IT (sieche Abb.4.1) instabil wurde, was an ei-
nem Anstieg des rmsd-Wertes zu erkennen war. Da bei von Kollegen durch-
gefithrten Simulationen von einigen Nanosekunden dieses Proteins ohne die
Farbstoffe diese Instabilitdt nicht beobachtet wurde citeGroot00, vermuten
wir, dafl der Einfluf des Farbstoffs II destabilisierend auf die Proteinstruktur
wirkt. Da wir aber eine equilibrierte Struktur finden wollen, die nahe der
Kristallstruktur liegt, betrachten wir diese nach 400 ps erhaltene Strukur
als eine metastabile Konformation des Proteins. Das Potential, in dem sich
der Farbstoff im Experiment bewegt, sollte nun durch diese Proteinstruktur

hinreichend gut wiedergegeben werden.

Equilibrierung des Farbstoffs
Da beim Farbstoff im Gegensatz zum Protein keine Konformation vorgege-

ben ist, soll nun untersucht werden, wie sich der Farbstoff auf der Oberfléiche
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des SNARE-Komplexes bewegen kann, d. h. welche Konformationen er vor-
zugsweise einnehmen wird. Der Farbstoff ist in einer willkiirlichen Konforma-
tion modelliert worden, ist also moglicherweise noch weit vom Gleichgewicht
entfernt.

Nach 3 ns Equilibrierung 148t sich folgende Beobachtung machen: Durch
Uberlagerung der Strukturen des Farbstoffs aus der Simulation erhilt man
einen Cluster von Konformationen, wie er in Abbildung 4.3 abgebildet ist.
Diese zeigt die Strukturen des Farbstoffs (rot) zwischen der zweiten und
dritten Nanosekunde. In der Abbildung ist in grau ein Schnappschufl der
Proteinstruktur zu sehen, wobei die Wassermolekiile aus Griinden der Uber-
sichtlichkeit nicht abgebildet sind; sie wurden aber in der Simulation explizit
mitberechnet. Vergleicht man diesen Cluster mit dem aus der vorhergehen-
den 1ns-Trajektorie (erste bis zweite Nanosekunde), so stellt man fest, dafl
diese beiden Cluster sich nicht wesentlich unterscheiden. Das bedeutet also,
daf} der von der zweiten bis zur dritten Nanosekunde besuchte Konformati-
onsraum sich nicht von dem bisher besuchten unterscheidet. Der Farbstoff
hat also eine fiir ihn giinstige Konformation, ein lokales Energieminimum
gefunden.

In Abbildung 4.3 fallt auf, dal der Cluster, den der Farbstoff bildet, recht
lokalisiert ist. Es stellt sich nun die Frage, warum der Farbstoff nicht weitere
Gebiete seines Konformationsraumes besucht. Es liegt daher die Vermutung
nahe, daff Energiebarrieren ihn daran hindern. Uber die Héhe und Breite der
Barrieren und die Energielandschaft hinter diesen Barrieren 148t sich hier
jedoch keine Aussage machen. Es 148t sich deshalb nicht abschitzen, wieviel
Zeit gebraucht wird, um die Energiebarrieren zu iiberqueren. Ein Ubergang
konnte auch so lange dauern, dafl er auf auf einer durch MD-Simulationen
zugénglichen Zeitskala von einigen Nanosekunden nicht zu beobachten ist.
Dieses Problem wird Sampling-Problem genannt und tritt sehr hiufig bei
MD-Simulationen auf.

Fiir die spéter beschriebene Anisotropiebestimmung analog zum Expe-
riment mufl von einem Ensemble der Konformationen des Farbstoffs im
Gleichgewicht ausgegangen werden. Um dieses Gleichgewicht zu beschrei-
ben, miissen aber alle dem Farbstoff — auf welchen Zeitskalen auch immer

— zugénglichen Konformationen gefunden werden. Diesem Zweck soll der
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Farbstoff

Abbildung 4.3: Strukturensemble des Farbstoffs aus einer 3.5ns-Trajektorie.
Verschiedene Konformationen des Farbstoffs sind hier iibereinandergelegt. Aus
Griinden der Ubersichtlichkeit wurden keine Wassermolekiile eingezeichnet, die in

der Simulation aber explizit mitgerechnet wurden.

folgende hierarchische Ansatz dienen.

4.2 Hierarchische Konformationssuche

Wir gehen in drei Schritten vor. Die Idee dabei ist, schrittweise von einer gro-
ben, aber effizienten zu einer genaueren, aber aufwendigeren Beschreibung
iiberzugehen und dabei die zuvor gewonnenen Informationen zu nutzen. Da-
zu wird im ersten Schritt der Farbstoff nur durch wenige Freiheitsgrade in
einem mittleren, durch das Protein verursachten Potential beschrieben. Die-
se drastische Reduzierung der Freiheitsgrade macht ein systematisches Ab-
tasten des Konformationsraumes mit vertretbarem Rechenaufwand méglich
und vermeidet so das sampling-Problem. Im zweiten Schritt werden alle
Freiheitsgrade des Farbstoffs beriicksichtigt, die Wechselwirkung zwischen
Protein und Farbstoff jedoch in einer Mean-field-Néherung beschrieben. Die-
se Vereinfachung gestattet es, viele MD-Simulationen mit zufillig gewahl-
ten Ausgangskonformationen durchzufiihren, so daf$ auch hier verschiedene
Energieminima gefunden werden sollten. Die in den beiden ersten Schritten

gefundenen Konformationen sollen dann als Ausgangskonformationen fiir
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detaillierte Simulationen mit expliziter Wasserumgebung dienen, um alle
gefundenen Konformationen genau zu charakterisieren. Es wird dabei an-
genommen, daf} die groberen Beschreibungen die Lage der Energieminima
nur so weit verschieben, dafl sie noch im Einzugsbereich der nachfolgenden
detaillierten Simulationen liegen.

Dieser hierarchische Ansatz in drei Schritten sieht also wie folgt aus:
1. vollstindige Konformationssuche (Abschnitt 4.2.2)

2. MD-Simulationen mit Kontinuumsmodell aus verschiedenen Anfangs-

konformationen (Abschnitt 4.2.3)

3. MD-Simulationen mit explizitem Losungsmittel, mit den in 1. und 2.

gefundenen Clustern als Anfangskonformationen (Abschnitt 4.2.5)

Schritt 1 und Schritt 2 verwenden zwei Naherungen, die in der Ver-
wendung eines Mean-field-Ansatzes und in der teilweisen Vereinfachung der
Elektrostatik bestehen, um die Rechenzeit gegeniiber dem Simulationssy-
stem aus Abbildung 4.1 um etwa einen Faktor 100 zu verkiirzen. Diese wer-

den in dem folgenden Abschnitt beschrieben.

4.2.1 Mean-field-Beschreibung

Am Ort des Farbstoffs erzeugen die fluktuierenden Ladungen des Pro-
teins ein elektrisches Feld. Hier soll nun dieses Feld, das der Farbstoff spiirt,
durch eine Mean-field-Nidherung ersetzt werden. Der Farbstoff soll also in
einem mittleren Potential beschrieben werden. Das mittlere vom Protein er-
zeugte Feld haben wir durch die Verwendung einer mittleren Struktur des
Proteins beschrieben, die durch Mittelung iiber ein 160 ps langes Teilstiick
der Equilibrierungssimulation berechnet wurde. Das Wasser beeinflufit die
elektrostatische Wechselwirkung zwischen Ladungen des Farbstoffs und des
Proteins durch eine Abschirmung der Ladungen. Der mittlere Einflu} des
Wassers soll nun durch die Einfithrung eines Kontinuumsmodells beschrie-
ben werden. Dieses besteht in der Verwendung der Dielektrizitdatskonstanten
des Wassers € = 80 in der Coulombwechselwirkung. Da sich zwischen Farb-
stoff und Protein meist Losungsmittel befindet und dadurch eine effektive

Abschirmung der Partialladungen von Protein und Farbstoff untereinander
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Abbildung 4.4: Die elektrostatische Wechselwirkung der hellgrau dargestellten Ato-
me mit dem Farbstoff wird mit Hilfe eines Gitters beschrieben, das hier durch den
Quader angedeutet ist. Die Elektrostatik der dunkelgrauen Atome wird jedoch ex-
plizit berechnet.

gegeben ist, sollte dieses einfache Modell bereits eine hinreichend gute Be-
schreibung der mittleren elektrostatischen Wechselwirkung liefern. Durch
diese implizite Beschreibung des Wassers wurde das System von 56302 auf
3145 Atome reduziert.

Die rdumlichen Schwankungen des durch weit entfernte Ladungen ver-
ursachten Potentials sind schwicher als die Schwankungen des Potentials,
durch nahe Ladungen verursacht wird. Diese Tatsache erlaubt es, das von
den in Abbildung 4.4 hellgrau dargestellten, weiter als ca. 20 A vom Farbstoff
entfernten Proteinatomen erzeugte Potential auf einem Gitter zu diskretisie-
ren. Um nun die elektrostatische Energie einer Ladung an einem beliebigen
Punkt berechnen zu kénnen, mufl zwischen den Gitterpunkten geeignet in-
terpoliert werden. Dafiir wird ein in Abbildung 4.5 fiir den eindimensionalen
Fall dargestelltes Verfahren verwendet. Die Abbildung zeigt, dal die Sum-
me von dquidistanten Gauflifunktionen eine von ihrer Héhe abhéingige glatte
Kurve erzeugt, die zur Interpolation zwischen den Gitterpunkten benutzt
werden kann. Das bedeutet, dal das durch die Ladungen des Proteins vor-
gegebene exakte Potential V(x) durch die Summe von GauBfunktionen auf

Gitterpunkten approximiert wird:

, . I =]
V(ix) = E # ~V(x):= E Aje 2?7 . (4.2)
e
i 0%r Gitterpunkte j
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Dabei ist ¢; die Partialladung und x; der Ort des Proteinatoms i, ¢, die
Dielektrizitdtskonstante des Wassers, x; der Ort des j-ten Gitterpunkts,
o die Breite der Gauffunktionen und A; die Hohe der Gaufifunktion am

Gitterpunkt j, die so gewdhlt werden muf}, dafl
> (Vex) ~ V) £ Min (4.3)

i

Dabei bestimmt die Breite der Gaufunktionen zum einen die Stirke der
rdumlichen Schwankung des Potentials, die noch durch dieses Interpolati-
onsverfahren beschrieben werden kann. Zum anderen ist das resultierende
Potential umso glatter, je breiter die Gaufifunktionen sind. Auflerdem hingt
die Wahl der Breite von dem Abstand der Gitterpunkte ab. Der hier fiir die
Breite gewihlte Wert von o = 1.13 A bei einem Gitterabstand von 1 A stellt
also einen Kompromif zwischen der Glattheit des Potentials und der Be-
schreibbarkeit von schnellen Schwankungen dar. Die Berechnung des durch
die GauBfunktionen geniherten Potentials V (x) in Gleichung 4.2 kann nun
noch vereinfacht werden, indem die Summation nur iiber Gaufunktionen
zu solchen Gitterpunkten ausgefithrt wird, die innerhalb eines Radius von in
diesem Fall R=4 A liegen. Dies ist erlaubt, da die Beitrige von weiter ent-
fernten Gauffunktionen zu vernachlissigen sind. So braucht nicht iiber das
ganze Gitter (ca. 95.000 Punkte), sondern nur iiber einen Teil (ca. 260 Punk-
te) summiert zu werden. Dieses Gittermodell wurde in das MD-Programm
EGO implementiert und verkleinerte das System weiter von 3145 auf 505
Atome. Die Wechselwirkungen der in Abbildung 4.4 dunkelgrau dargestell-
ten Atome mit dem Farbstoff wurde jedoch weiterhin paarweise ausgewertet.
In den beiden folgenden Abschnitten werden die ersten beiden Schritte

des gewéhlten hierarchischen Ansatzes beschrieben.

4.2.2 Schritt 1: Vollstandige Konformationssuche

Hier soll der Farbstoff durch nur fiinf Freiheitsgrade unter Verwendung
der beiden oben dargestellten Néherungen (Mean-field-Naherung und Git-
termodell) beschrieben werden. Ein so niedrigdimensionaler Konformations-
raum la8t sich vollstdndig absuchen, das heifit, es 148t sich fiir eine vorgege-

bene Anzahl von Punkten im Konformationsraum die Energie des Farbstoffs



KAPITEL 4. KONFORMATIONSFLEXIBILITAT DES FARBSTOFFS 37

Abbildung 4.5: Interpolation durch Summation iiber GauBfunktionen. Erklérung

siehe Text.

im vom Protein verursachten Potential berechnen. Damit 148t sich das oben
beschriebene Sampling -Problem umgehen.

Die Wahl der wesentlichen Freiheitsgrade wird durch Abbildung 4.6 mo-
tiviert: Dabei kann man sich das gesamte Farbstoffmolekiil aus zwei Teilen
zusammengesetzt denken. Der untere Teil, die aliphatische Kette (der ,,Lin-
ker“) ist der eine, und der eigentliche Farbstoff (der ,Kopf*) ist der andere
Teil. Dieser Kopf ist aufgrund seiner chemischen Struktur relativ starr, so
daf} er in guter Ndhrung lediglich durch seine Orientierung im Raum mit drei
Freiheitsgraden beschrieben werden kann. Fiir den Linker ist diese Ndherung
allerdings schlechter, da er wesentlich flexibler ist als der Kopf. Sie soll den-
noch durchgefithrt werden, und es wird sich zeigen, daf} sie ausreicht, um
einen ersten Eindruck von energetisch giinstigen Konformationen zu bekom-
men. Entsprechend wird der Linker hier durch eine Raumrichtung, also zwei
Freiheitsgrade beschrieben. Wiirde man hier fiir den Linker vier Freiheits-
grade benutzen, so kénnte der Konformationsraum nicht mehr systematisch
abgetastet werden, da der Rechenaufwand fiir einen 7-dimensionalen Raum
bereits viel zu grofl wire.

In Abbildung 4.6 wird gezeigt, wie die Orientierung des Farbstoffs verein-
facht dargestellt werden kann. Hier wird der Konformationsraum des Farb-
stoffs also auf fiinf Freiheitsgrade projiziert, die die wesentliche duflere Bewe-
gungsfreiheit darstellen. Diese Freiheitsgrade sind in der Abbildung gezeigt:

Es handelt sich um zwei Raumrichtungen (1, 61), (¢2,602) und einen Dreh-
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Abbildung 4.6: Die wesentliche duflere Bewegungsfreiheit des Farbstoffs kann nihe-
rungsweise durch fiinf Freiheitsgrade beschrieben werden. Diese vereinfachte Dar-
stellung des Farbstoffs wird im ersten Schritt des hierarchischen Ansatzes verwen-
det.

winkel (p3). Mit Hilfe dieser finf Winkel konnen also, eine fixierte innere
Struktur des Farbstoffs angenommen, die Koordinaten jedes Farbstoffatoms
bestimmt werden. Dabei wird zunéchst aus ¢ und 61 die Position des Atoms
a, dann aus @9 und 0y die des Atoms b und schliefllich aus 3 die des Atoms
¢ bestimmt. Daraus ergeben sich nun alle anderen Atompositionen.

Wir haben den 5-dimensionalen Konformationsraum in 10°-Schritten ab-
getastet (¢p1 = [0,350],60; = [—90,90],¢2 = [0,350],02 = [—90,90],p3 =
[0,350]) und fiir jede Konformation sowohl die elektrostatische, als auch die
Van der Waals-Energie des Systems, bestehend aus Farbstoff und Protein,
mit den oben beschriebenen beiden Nidherungen berechnet. Die Energiebei-
trige der bindenen Wechselwirkungen innerhalb des Farbstoffs werden hier
nicht betrachtet, da durch die Annahme einer festen internen Struktur des
Farbstoffs keine Aussagen iiber die interne Realisierung gemacht werden
kénnen und so dafiir auch keine Energie angegeben werden kann.

Man erhilt also ein Gitter mit etwa 16.8 Mio. Punkten und fiir jeden
Punkt die Energie. Nun lassen sich leicht alle Konformationen finden, deren
Energie unter einer bestimmten Grenze liegt. Um nun zu iiberpriifen, wie

gut die vereinfachte Beschreibung mit fiinf Freiheitsgraden die giinstigen
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Konformationen wiedergibt, sollen im nichsten Schritt alle Freiheitsgrade

des Farbstoffs beschrieben werden.

4.2.3 Schritt 2: Verwendung zufalliger Ausgangskonformationen

Dieser zweite Schritt soll ebenfalls das Sampling-Problem umgehen und
gleichzeitig iiberpriifen, wie gut die giinstigen Konformationen in Schritt 1
bestimmt wurden. Hier wurde der Farbstoff in einer MD-Simulation mit al-
len seinen Freiheitsgraden beschrieben und ebenfalls, wie in Schritt 1, die
Mean-field-Niherung, das Kontinuumsmodell fiir das Wasser und das Git-
termodell zur Beschreibung der Elektrostatik (vgl. 4.2.1) benutzt. Der Farb-
stoff bewegt sich so im gemittelten Potential des Proteins.

Es werden nun 11 Anfangskonformationen des Farbstoffs zufillig aus-
gewédhlt und von diesen ausgehend MD-Simulationen gestartet, bei denen
sich also nur der Farbstoff bewegen kann. Dieser wird, wie in Abschnitt
4.1.1 beschrieben, durch Kopplung an ein Wirmebad bei einer Tempera-
tur von 300 K simuliert. Der Farbstoff wird dann ein jeweils nahegelegenes
lokales Energieminimum finden.

Ublicherweise werden bei der impliziten Beschreibung des Lésungsmittels
zusitzliche Rausch- und Reibungskrifte eingefiihrt (vgl. Kapitel 2). Diese
wurden hier jedoch stark verringert, um die Bewegungen und damit die
Konformationssuche zu beschleunigen. Das ist erlaubt, weil dabei das durch
die Simulation erzeugte Ensemble und damit die Gleichgewichtszustinde
unverdndert bleiben. Die Dynamik des Farbstoffs wird zwar nicht realistisch
beschrieben, ist hier aber auch nicht interessant. So erreichen die Farbstoffe

schon nach etwa 100 ps eine stabile Gleichgewichtskonformation.

4.2.4 Ergebnisse aus Schritt 1 und 2

Abbildung 4.7 zeigt die Ergebnisse aus Schritt 1 (oben) und Schritt 2
(unten). In verschiedenen Farben sind hier die in den beiden Schritten gefun-
denen giinstigen Konformationen eingezeichnet. Die Farben dienen nur zur
besseren Unterscheidung der iibereinandergelegten Strukturen. Vom Protein
(grau) ist aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur ein Ausschnitt gezeigt. Ver-
gleicht man die Ergebnisse der beiden Schritte miteinander, so lassen sich

nahezu alle Cluster aus Schritt 2 auch schon bei Schritt 1 erkennen. Das be-
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Abbildung 4.7: In grau ist ein Auschnitt aus der Proteinstruktur gezeigt (zur Orien-
tierung in schwarz: Arg232). Zusitzlich sieht man farbig dargestellt die in Schritt 1
und 2 gefundenen Konformationen des Farbstoffs. Oben: Die durch die vollsténdi-
ge Suche (Schritt 1) gefundenen Cluster von Konformationen niedriger Energie.
Unten: Die Cluster aus den MD-Simulationen mit verschiedenen Ausgangskon-
formationen (Schritt 2). Es lassen sich fiinf verschiedene Zusténde erkennen. In
beiden Fillen wurde eine Mean-field-Ndherung und eine mit einem Gittermodell

vereinfachte Elektrostatik verwendet.
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deutet, selbst die stark vereinfachte Darstellung des Farbstoffs mit lediglich
fiinf Freiheitsgraden liefert bereits einen guten Eindruck von Konformatio-
nen niedriger Energie. Auflerdem kann man nun davon ausgehen, daf§ mit
Schritt 2 alle wesentlichen Zustidnde innerhalb dieses vereinfachten Modells
gefunden wurden, da sich auch mit der vollstindigen Konformationssuche
keine weiteren Zustédnde ergaben. Insgesamt lassen sich fiinf Zustédnde erken-
nen, die nun also eine erste Niherung der realen Zustinde darstellen; es ist
jedoch nicht zu erwarten, daf sie mit einem so groben Kontinuumsmodell
bereits realistisch beschrieben wurden.

Die Lage der Konformationen soll nun genau bestimmt werden. Daher
sollen im dritten Schritt die bisher in Schritt 2 gefundenen fiinf Konforma-
tionen als Ausgangspunkt fiir eine MD-Simulation mit explizitem Losungs-

mittel benutzt werden.

4.2.5 Schritt 3: Verwendung der in Schritt 2 gefundenen Konformatio-

nen

Um nun alle Farbstoftkonformationen moglichst detailliert zu beschrei-
ben, sollen hier auch alle Losungsmitteleffekte beriicksichtigt werden. Daher
wurden fiinf Systeme mit den in Schritt 2 gefundenen Konformationen als
Ausgangskonformationen in einer expliziten Wasserumgebung modelliert. Es
wird hier allerdings nicht mehr das Gittermodell fiir die Elektrostatik ver-
wendet, da diese Methode nur in die sequentielle Version von EGO imple-
mentiert wurde, der Rechenaufwand aber durch die explizite Wasserumge-
bung so stark ansteigt, da} die herkémmliche Berechnung der Elektrostatik
mit der Verwendung eines Parallelrechners giinstiger ist als die Verwendung
des Gittermodells bei der Verwendung einer Workstation mit nur einem Pro-
zessor. Um diese fiinf Konformationen herum werden mit dem Programm
SOLVATE je ca. 4000 Wassermolekiile plaziert. Die Wasserumgebungen um-
fassen hier allerdings nicht wie bei dem in Abbildung 4.1 dargestellten Sy-
stem den gesamten SNARE-Komplex, sondern nur die jeweilige direkte Um-
gebung des Farbstoffs, da die Bewegungen vom Farbstoff weit entfernter
Residuen einen zu vernachlissigenden Einflul auf den Farbstoff haben und
so Rechenzeit gespart werden kann. Die Wasserumgebungen haben einen

Durchmesser von ca. 50 A, so daB der Farbstoff innerhalb dieser Wasserum-
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gebung genug Bewegungsfreiheit hat und der Wasseroberfliiche nicht niher
als 10 A kommen kann, so daB der Farbstoff nicht durch Oberfliicheneffekte
gestort wird. Das Protein wird diesmal nicht vollstindig fixiert: Die Resi-
duen, die sich innerhalb der Wasserumgebung, also in direkter Nihe des
Farbstoffs befinden, kénnen sich nun bewegen, so dafl auch der Einfluf} des
Farbstoffs auf die lokale Proteinstruktur, also auf die Konformationen einzel-
ner Aminosduren beriicksichtigt werden kann. Diejenigen Residuen, die aber
auferhalb des Wassers liegen, sind weiterhin fixiert, da ihre Bewegung auf-
grund der fehlenden Wassermolekiile ohnehin nicht realistisch beschrieben
werden kann.

Die fiinf Systeme wurden nach einer Energieminimierung sowohl bei
280 K, als auch bei 300 K simuliert. Zunichst zeigt sich bei 280 K, daf sich
die Farbstoffe von der Oberfliche 16sen und sich etwa ein bis zwei Schichten
Wasser zwischen Protein und Farbstoff schieben. Man beobachtet weiterhin,
daf} die beiden Zustéinde, die in Abbildung 4.7 auf der linken Seite liegen, zu
einem Zustand A und die drei Zustinde von der rechten Seite in einen Zu-
stand B verschmelzen. Diese beiden neuen Cluster bilden sich in den fiinf Si-
mulationen nach ca. 100-300 ps Simulationszeit heraus. Abbildung 4.8 zeigt
diese beiden Cluster A und B aus zwei 6ns-Trajektorien.

Der Cluster B stimmt recht gut mit dem schon in der oben beschriebe-
nen ersten Simulation gefundenen Cluster (vgl. Abb. 4.3) iiberein. Die dort
gewihlte willkiirliche Startkonformation lag also zuféllig schon in der Nahe
des Zustands B. Dariiber hinaus wurde also noch ein weiterer Cluster gefun-
den. Man erkennt in Abbildung 4.8, da} Zustand A deutlich ndher an der
Oberfliche liegt als Zustand B. Der Farbstoff konnte somit in Zustand A
aufgrund der Nihe zur Oberfliche in seiner Bewegungsfreiheit stirker ein-
geschriankt sein in Zustand B. In den nichsten beiden Kapiteln wird diese
Vermutung sowohl durch die Ergebnisse einer Entropie- als auch durch eine
Anisotropieberechung bestétigt.

Nun wird der Farbstoff sowohl in Zustand A als auch in Zustand B
(in zwei getrennten Rechnungen) bei 300 K simuliert, dies entspricht etwa
der im Experiment herrschenden Temperatur. Definiert man, wie in Abbil-
dung 4.9 (rechts) dargestellt, den Winkel § durch die Verbindungslinie von
Cys225, an das der Farbstoff gebunden ist, mit dem Atom 7 (Numerierung
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Abbildung 4.8: Hier sind die zwei mit dem hierarchischen Ansatz gefundenen
Zustinde des Farbstoffs gezeigt: A (rot) und B (blau). Eine willkiirlich ausgewihlte
Struktur des SNARE-Komplexes in grau.

sieche Abb. 3.2) und durch die Verbindungslinie dieses Cysteins mit Asp68,
das auf der Oberfliche in der Niahe des Zustands A liegt, so kann man die-
sen Winkel 0 gegen die Zeit auftragen. Abbildung 4.9 (links) zeigt diese
Auftragung fiir die Simulation, die in Zustand A gestartet wurde und bei
der die Wasserhiille im wesentlichen nur diesen Zustand einschliefit. Das be-
deutet, daBl die Bewegung des Farbstoffs nur bis zu einem Winkel von etwa
70° richtig beschrieben werden kann, da bei grofileren Winkeln der Farbstoff
zu nahe an den Rand der Wasserhiille kommt und Oberfléicheneffekte seine
Bewegung beeinflussen. Man erkennt dennoch deutlich, dal die Winkel bei
einer Temperatur von 280 K kleiner als bei 300 K sind. Daraus lif8t sich

zunéchst schliefen, dafl der Farbstoff in Zustand A bei 300K weniger stabil
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Abbildung 4.9: Rechts ist der Winkel 8 zwischen Farbstoff und Oberfliche des Pro-
teins gezeigt. Links ist dieser wihrend einer Simulation {iber die Zeit aufgetragen.
Die ersten etwa 10 ns wurden bei 280 K simuliert und anschliefflend bei 300 K. Bei
280 K ist der Farbstoff niher an der Oberfliche als bei 300 K.

als bei 280 K ist. Allerdings lassen sich hier keine Ubergiinge zwischen den
Zustinden erkennen, da der Farbstoff aufgrund der zu kleinen Wasserhiille
nicht vollstindig in den Zustand B iibergehen kann. Er kehrt also hidufiger in
Zustand A zuriick, als er das bei einer sehr groflen Wasserhiille tun wiirde.

In Zustand B ist bei dieser Temperaturinderung kein signifikanter Un-
terschied zu beobachten.

Wie stabil ist nun der Farbstoff in Zustand A bzw. B? Wie grof} sind
also die Besetzungswahrscheinlichkeiten der beiden Zustinde? Wire z. B.
die Wahrscheinlichkeit fiir den Farbstoff, in Zustand A zu sein, sehr gering,
so wire die Betrachtung dieses Zustands bei der Berechnung der Anisotropie
in Kapitel 6 nicht sehr wichtig. Um nun die Besetzungswahrscheinlichkeiten
zu bestimmen, muf} die freie Energie der Zustinde berechnet werden, wie

im n#chsten Kapitel ausfithrlich beschrieben wird.



Kapitel 5
Freie Energie

In diesem Kapitel sollen die Besetzungswahrscheinlichkeiten fiir die beiden
im vorigen Kapitel gefundenen Zustinde abgeschéiitzt werden. Die Beset-
zungswahrscheinlichkeiten des Zustands A (P4) und des Zustands B (Pg)
ergeben sich mit dem Boltzmann-Faktor aus der Differenz AF der freien
Energien F4 und Fp:

% = ¢ AFa~FR) e PAE (5.1)
mit AF = AU — TAS (U: innere Energie, T: Temperatur, S: Entropie).
Solche Berechnungen sind fiir komplexe Systeme recht schwierig und mit
Fehlern, z. B. aufgrund des sampling-Problems behaftet. Daher wurden hier
zwei verschiedene Methoden eingesetzt, um auch die Methoden zu iiber-
priifen. Die erste Methode ist die thermodynamische Integration, mit der
sich der Verlauf der freien Energie entlang einer Reaktionskoordinate be-
stimmen 148t. Der zweite anschliefflend beschriebene Weg ist die separate
Bestimmung der Beitrige AU und T'AS zur freien Energie. Dazu soll hier
eine neue Methode zur Berechnung von Entropiedifferenzen entwickelt wer-
den (vgl. 5.5.2).

5.1 Thermodynamische Integration

Zunichst soll die Methode der thermodynamischen Integration skizziert wer-
den. Eine genaue Herleitung findet sich z.B. in Ref. [65]. Zur Berechnung

der Differenz der freien Energie AF zwischen zwei Zustinden A und B ist es

45
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hier zunichst erforderlich, einen Reaktionsweg festzulegen. Dieser Weg wird
mit einer Reaktionskoordinate A parametrisiert, so dafl sich das System in
Zustand A fiir A = 0 und in B fiir A = 1 befindet. Die Differenz der freien
Energie AF zwischen A und B ergibt sich dann zu:

1

AF = / ag—g\)\)d)\ : (5.2)
0

wobei F()) die freie Energie des Systems an der Stelle A ist. Mit der Zu-
standssumme Z(A) 148t sich F'(A) schreiben als

1
PO) =520, (5.3)
mit # = 1/(kpT). Dann ist
OF(\) 1 0Z(N)
ax  BZ(N) ox (54)
Die Zustandssumme Z()\) ist gegeben durch:
1 — x
Z0) = v / ¢ PHBXN) BN gy (5.5)

wobei H(p,x, ) die Gesamtenergie und N die Anzahl, p die Impulse und x
die Orte der Teilchen des Systems sind. Da potentielle Energie V(x, A) hier

nicht von den Impulsen abhéingt, 14t sich die Gesamtenergie schreiben als
H(pa X, )‘) = Ek(p) + V(X7 >‘) ’ (56)

wobei FEj die kinetische Energie ist. Damit Ii8t sich die Zustandssumme

separieren:
1
Z()\) — NN /e—ﬂEk(p) d3Np/e_ﬂV(x’>‘) d3NX . (57)
c
Daraus ergibt sich
0Z (A oV(x,A) _gyix
—a(x) =-pC / —é—)\ ) ¢=BV(x) gy (5.8)

Setzt man Gleichung 5.8 in 5.4 ein, so erhélt man

OF(\) C /8V(x,>\) e BV(xA) BNy (5.9)

o Z EN
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Das 1488t sich als Ensemblemittelwert an der Stelle A schreiben,

OF(\) 0V (x,\)
) ={ o\ A

(5.10)

Somit ergibt sich fiir die Differenz der freien Energie AF zwischen den
Zustéinden A und B

1

AF:/(W}A dx . (5.11)
0

Mit der MD-Simulation sind solche Ensemblemittelwerte prinzipiell zugéng-
lich. Eine Méglichkeit, die freie-Energie-Differenz aus Gleichung 5.11 zu be-
rechnen, besteht darin, das Intervall [0, 1] in Teilintervalle zu unterteilen und

AV (x,\)

den Ensemblemittelwert ( 3 > A fiir diskrete A zu berechnen. Bei einer

(,\
weiteren in Ref. [66] vorgestellten und hier verwendeten Moglichkeit wird
wéihrend der Simulation das A kontinuierlich verdndert. Hier bedarf es nur
einer Simulation, bei der das System strenggenommen allerdings nie voll-
kommen im Gleichgewicht ist. Daher ist es wichtig, das A so langsam zu
verdndern, dafl das System zumindest auf hinreichend kleinen Intervallen
[A\, A + A)] im Gleichgewicht ist und so also (quasi-)reversibel von Zustand
A nach Zustand B tiberfithrt wird. Die Differenz AF' erhilt man dann durch
einfache Integration iiber OV (x, \)/0\. Ein guter Test auf Reversibilitét ist
es, das System sowohl von Zustand A nach B als auch von Zustand B nach

A zu iberfithren. Im Fall vollkommener Reversibilitédt sollten beide Wege

den gleichen Verlauf der freien Energie liefern.

5.2 Simulationen zur Bestimmung der freien Energie

Die Methode der thermodynamischen Integration soll nun auf das Protein-
Farbstoff-System angewendet werden. In diesem Fall entspricht dem Reak-
tionsweg A ein Abschnitt eines Kreisbogens, auf dem der Farbstoff quasire-
versibel vom Zustand A (A=0) nach B (\) oder umgekehrt iiberfiithrt wird
(vgl. Abb. 5.1). Das soll erreicht werden, indem der Farbstoff wihrend einer
MD-Simulation kontinuierlich von einem Zustand in den anderen bewegt

wird. Dabei wird an ein Atom (Atom 7 aus Abb. 3.2) ein harmonisches Fe-
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Abbildung 5.1: Der Farbstoff wird wahrend einer MD-Simulation auf dem einge-

zeichneten Weg an einem Atom von einem Zustand in den anderen gezogen.

derpotential angelegt,
1 2
Vieder = EkF(x - XO) ’ (5'12)

wobei kr die Federkonstante, x der Ort des Atoms, an dem gezogen wird,
und x( die Gleichgewichtsposition der Feder sind. Diese Gleichgewichtsposi-
tion wird wihrend einer MD-Simulation kontinuierlich auf dem Kreisbogen

entlang bewegt. Die Kraft

K[\(t)] = W (5.13)

kann nun durch die Auslenkung des Atoms im Ziehpotential bestimmt wer-
den. Als Federkonstante wurde hier kp=1.2 kcal/(mol- A?) gewihlt.

Die Ziehgeschwindigkeit sollte méglichst klein sein, damit der Farbstoff
seinen Konfigurationsraum senkrecht zur Ziehrichtung moglichst vollstéindig
abtasten kann, der Ziehvorgang also reversibel ist und entropische Beitriige
in die Gesamtenergie vollstindig eingehen.

Bei dieser Ziehbewegung treten Reibungskrifte auf, die zu einer Uber-
hoéhung des Verlaufs der freien Energie fithren, da die Reibungskrifte immer
entgegen der Ziehrichtung wirken. Zur Korrektur dieses Effekts werden zwei
Simulationen durchgefiihrt. Dabei wird der Farbstoff einmal vom Zustand
A nach B und dann von B nach A gezogen und anschlielend iiber beide
Kurven gemittelt. Da die Reibungskrifte in beiden Simulationen mit un-

terschiedlichem Vorzeichen eingehen, kénnen sich die Reibungsbeitrige zur



KAPITEL 5. FREIE ENERGIE 49

freien Energie teilweise herausmitteln, so dafl das Ergebnis damit verbessert

werden kann.

Das verwendete Simulationssystem

Es wurde ein Simulationssystem verwendet, das bis auf die Grofle der Was-
serumgebung dem in Abschnitt 4.2.5 entspricht. Alle Residuen des Proteins
werden fixiert, mit Ausnahme derjenigen, die sich in der Nihe des Farbstoffs,
also auf der Oberfliche des Proteins, innerhalb der Wasserumgebung befin-
den. Die Wasserumgebung ist jedoch diesmal so grofl gewihlt, daf sie beide
Zustdnde A und B einschlieit. Zur Berechnung der freien Energie wurden
zwei Simulationen mit unterschiedlichen Ziehgeschwindigkeiten v bei 300 K
durchgefiihrt.

Dabei sollte die Simulation mit einer hohen Ziehgeschwindigkeit von v; =
0.007 rad/ps = 138 A/ns = 13.8 m/s als Testsimulation dienen; wir erwar-
ten hier nicht, daf der Farbstoff reversibel bewegt wird, da die hier gewéhlte
Geschwindigkeit zu gro8 ist. Beim Ubergang von Zustand A nach B mu8 ein
Winkelbereich von 82° iiberschritten werden, so dafl die Simulationszeit mit
dieser hohen Ziehgeschwindigkeit 204 ps betréigt. Die kleinere Ziehgeschwin-
digkeit sollte so klein wie méglich gewahlt werden, dabei sollte die Rechenzeit
auf einem Parallelrechner jedoch einen Monat nicht iiberschreiten. Daraus
ergibt sich eine maximale Simulationszeit dieses Systems von 4.77 ns, also

—~

eine Ziehgeschwindigkeit von v; = 0.0003 rad/ps = 0.6 m/s.

5.3 Ergebnisse

Abbildung 5.2 zeigt die aus den beiden beschriebenen Simulationen er-
haltenen Verldufe der freien Energie: Der obere Verlauf fiir die hohe Zieh-
geschwindigkeit und der untere fiir die niedrige Ziehgeschwindigkeit. Dabei
wird die Definition des Winkels # aus Abbildung 4.9 verwendet. Die Win-
kel € der mittleren Strukturen des Farbstoffs wurden aus den fiir die beiden
Zusténde bei unterschiedlicher Temperatur (280 K und 300 K) durchgefiihr-
ten Simulationen (siche Abschnitt 4.2.5) bestimmt und sind ebenfalls in die
Abbildung eingezeichnet: Der Winkel 6 der mittleren Struktur des Farbstoffs
in Zustand A bei 280 K ist 35°, bei 300 K 55°, in Zustand B bei 280 K 105°



KAPITEL 5. FREIE ENERGIE 50

Freie Energie [kcal/mol]
|
(=Y

Winkel 6 zur Oberflache [°]

Abbildung 5.2: Freie-Energie-Landschaften als Funktion des Drehwinkels 6 aus Si-
mulationen mit hoher (oben) und niedriger Ziehgeschwindigkeit (unten). Aulerdem
aufgetragen sind die Winkel der mittleren Strukturen des Farbstoffs aus den in Ab-
schnitt 4.2.5 beschriebenen Simulationen fiir Zustand A bei 280K (1) und bei 300K
(2), sowie fiir Zustand B bei 280K (3) und bei 300K (4) eingetragen.
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und bei 300 K 85°. Bei niedriger Ziehgeschwindigkeit (Abb. 5.2, unten) las-
sen sich die Minima den Zustdnden A und B zuordnen. Als Differenz der
freien Energie zwischen den Zustinden A und B ergibt sich (aus der unteren
Kurve)

AF =~ 1 keal . (5.14)

mol
Daraus erhélt man mit Gleichung 5.1 die Besetzungswahrscheinlichkeiten

fiir die Zustande A und B:

A: 15%
B: 85%

Fiir hohe Winkelgeschwindigkeit (Abb. 5.2) lassen sich den mittleren Struk-
turen keine Minima zuordnen. In Abschnitt 5.6 werden mdogliche Griinde
dafiir gegeben.

Im folgenden soll nun genauer bestimmt werden, wie sich die freie Energie
der beiden Zustidnde aus Beitrigen der inneren Energie U und der Entropie

S zusammensetzt.

5.4 Abschatzung der Differenz AU der inneren Energie

Hier soll nun die Differenz AU der inneren Energie zwischen den Zustdnden
A und B abgeschitzt werden. Der groite Beitrag zu AU kommt von der
Differenz AU, der elektrostatischen Energie, daher wurde hier nur diese zur
Abschitzung der inneren Energie herangezogen. Dazu wurde der Verlauf der
elektrostatischen Energie entlang der beiden 4.77 ns langen Trajektorien aus
den in Abschnitt 5.2 beschriebenen Simulationen (Ziehsimulation von Zu-
stand A nach B und zuriick) des langsam gezogenen Farbstoffs benutzt.! Da-
bei wurde ein Energiewert pro 100 fs wihrend der Simulation herausgeschrie-
ben. Die Fluktuationen der elektrostatischen Energie, die hauptséichlich von
den thermischen Fluktuationen der in der Simulation explizit beschriebenen
Wassermolekiile erzeugt werden, sind mit ungefihr or ~ 120 kcal/mol aller-

dings sehr groff und erschweren die genaue Berechnung von AU, so daf} hier

'"Hier wurde ein 60 ps langes Teilstiick einer der beiden Trajektorien unabsichtlich
geloscht. Die entstandene Liicke wurde mit Energiewerten des sich an die Liicke anschlie-
Benden 60ps langen Teilstiicks aufgefiillt. Dadurch sollte das Ergebnis aber nicht wesentlich

verfilscht werden.
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Abbildung 5.3: Verlauf der geglitteten elektrostatischen Energie aus den Ziehsimu-
lationen von Zustand A nach B (gestrichelte Linie), von Zustand B nach A (ge-
punktete Linie) und der Mittelwert dieser beiden Kurven (durchgezogene Linie),
aufgetragen iiber den Drehwinkel 8. Ebenfalls eingezeichnet sind die Winkelberei-
che, denen in der freie-Energie-Landschaft die Zustéinde A und B zugeordnet werden
kénnen (fette Balken).

gemittelt werden mufl. Zur Mittelung wurde der zeitliche Verlauf der elek-
trostatischen Energie mit einer Gaufunktion der Breite o geglittet. Die
Breite wurde dabei so gewihlt, daB der Einflul der thermischen Fluktua-
tionen weitgehend eliminiert wird, die elektrostatische Energie-Landschaft
aber ausreichend detailliert wiedergegeben wird (cg= 1.7°). Abbildung 5.3
zeigt die so gemittelten elektrostatischen Energien.

Die Wahl der Breite der Gaufifunktion von og= 1.7° entspricht der
Mittelung iiber etwa 6000 Datenpunkte (bei einer Ziehgeschwindigkeit von
0.0003 rad/ps und einem Energiewert pro 100 fs). Die Datenpunkte sind je-
doch nicht alle unabhéingig voneinander. Um abzuschitzen, wie viele effektiv

voneinander unabhéngige Datenpunkte vorliegen, wurde die Korrelationszeit
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aus der Autokorrelationskurve des Energieverlaufs zu etwa 1 ps bestimmt.
Daraus ergibt sich eine Anzahl von n = 600 statistisch unabhéngigen Werten

und hieraus fiir den Fehler des Mittelwerts:

OF ~ kcal

N " mol
Ordnet man Zustand A und B in Abbildung 5.2 die Winkelbereiche

(5.15)

A : 55°—-60°
und B : 85°—-90°

zu, so ergibt sich aus Abbildung 5.3

kcal
Ur—Up = AUsp ~ AU, ~ (~10 +5) —

mol

Aufgrund der groflen Fluktuationen der Energie und des damit verbundenen

groflen Fehlers kann dieses Ergebnis nur als grobe Abschétzung dienen.

5.5 Abschatzung der Differenz AS der Entropie

Zur Abschétzung der Entropiedifferenzen aus den MD-Simulationen werden
hier zwei Verfahren angewendet: Zunichst eine etablierte Methode, die mit
Hilfe einer Hauptkomponentenanalyse (PCA, principal component analysis)
[67, 68] ein Ensemble durch eine multivariate Gaufunktion anndhert und
daraus das Zustandsraumvolumen abschitzt. Diese Methode iiberschitzt die
Entropie jedoch prinzipiell. Daher wird anschliefend eine neue Methode ent-
wickelt, die Volumenverteilungen von Simplices miteinander vergleicht und
die, wie sich zeigen wird, bessere Ergebnisse liefert. Zunéichst besteht die

Aufgabe darin, die Entropie, gegeben durch

S=—kp /p(x) Inp(x) d*Vx (5.16)

mit der Konfigurationsraumdichte p(x), aus einem Ensemble von Konfigu-
rationen {x;} aus einer MD-Simulation zu berechnen. Dies soll mit Hilfe der

Hauptkomponentenanalyse geschehen.



KAPITEL 5. FREIE ENERGIE 54

5.5.1 Hauptkomponentenanalyse

Die Hauptkomponentenanalyse (PCA) wurde vor einigen Jahren in das Ge-
biet der MD-Simulation eingefiihrt, um die (kollektiven) Freiheitsgrade zu
finden, die die groften, sogenannten essentiellen Bewegungen eines Proteins
beschreiben. Dazu wird die Konfiguration eines Molekiils mit N Atomen
als ein Punkt x € IR3" aufgefafit. Ein Ensemble von m Konfigurationen
{x(t1),x(t2), ..., x(tm)} , x € R*®* (Punktwolke im 3N-dimensionalen
Raum), wie es zum Beispiel durch eine MD-Trajektorie erzeugt wird, ap-
proximiert damit die Konfigurationsraumdichte p(x) des Systems.

Mit Hilfe des Mittelwerts x = (x);, und der Kovarianzmatrix
K= {(x-x%)(x-—x)7T), (5.17)

148t sich die Dichte p(x) durch eine multivariate GauBverteilung p(x) an-

nihern
p(X) ~ ﬁ(x) ~ eii(xfi)Kil(x*X) , (518)

und die zugehorige Entropie ergibt sich zu

3 1
§ =S+ 5Nkp + ;I [(27)?3N det(K)] (5.19)
wobei Sy eine Konstante ist [69]. Betrachtet man nun zwei verschiedene
Zustinde A und B des Molekiils mit den beiden entsprechenden Punkt-
wolken und bestimmt die zugehorigen Kovarianzmatrizen, so lét sich die

Entropiedifferenz zwischen A und B angeben [69]:

ASap = lkBl det Cy

— .2
2" Jet Cp (5.20)

Sind die Punkte der Punktwolke allerdings nicht gauBférmig verteilt,
so iiberschitzt die PCA die Ausdehnungen der Punktwolke. Die Entropie-
differenz kann jedoch auch dann exakt berechnet werden, wenn die Punkt-
wolken zwar nicht gauflverteilt, aber die gleiche Form haben, denn dann wird
das Volumen beider Punktwolken um den gleichen Faktor iiberschitzt. Da
hier aber weder von einer Gauflverteilung der Punktwolken noch von glei-
cher Form ausgegangen werden kann, wurde ein Verfahren entwickelt, das

stabiler bei Abweichungen der Formen voneinander ist.
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5.5.2 Simplex-Verfahren

Diese Methode beruht im Gegensatz zur PCA auf einem statistischen
Ansatz. Hier soll das Volumenverhéltnis von zwei n = 3/N-dimensionalen

Punktwolken bestimmt werden, denn daraus 148t sich mit
S=kplnQ
und Q ~ V die Entropiedifferenz bestimmen:
ASap=kpln— (5.21)

wobei 2 die Anzahl der Zustéinde ist und V' das Volumen, das diese Zustédnde
einnehmen.

Das Volumenverhéltnis wird nun wie folgt bestimmt: In der n-dimen-
sionalen Punktwolke werden zufillig k + 1 Punkte ausgewihlt. Sie dienen
als Eckpunkte (vg,vy,...,Vvg) eines k-dimensionalen Simplex S. Die Gram-

Determinantenformel [70] liefert nun das Volumen des Simplex:

det WW 7|2
Vi(S) = % (5.22)
mit der k x n-Matrix W, in denen die Zeilenvektoren w; (1 = 1,...,k) mit
Wi =V1 =V, W2 =V2 =V, ..., W =V — V)

stehen. Wiederholt man das sehr oft, so erhilt man eine Verteilung von
Volumina der in die Punktwolke gewiirfelten Simplices. Verfihrt man mit
Punktwolke B genauso, kann man, wie in Abbildung 5.4 gezeigt, zwei ku-

mulative Verteilungen V4 und V.2

um um duftragen.

Ist in Gleichung 5.22 k£ = n, dann kann man das Volumenverhéltnis der

beiden Punktwolken mit

Vi 1 o= VALG)

Ve~ M2 VE,G)

=: fn (5.23)

abschitzen, wobei N die Anzahl der verwendeten Simplices und f, das mitt-
lere Verhiltnis der Simplexvolumina ist.
Die Berechnung der Simplexvolumina erfordert die Berechnung einer De-

terminante, die bei groen Dimensionen (n > 100) sehr rechenaufwendig sein
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Anzahl der Simplices i

Volumen

Abbildung 5.4: Kumulative Verteilungen von Simplexvolumina von zwei Punktwol-

ken mit unterschiedlichem Volumen (schematisch).

kann. Es lassen sich aber auch k-dimensionale Simplices mit & < n verwen-
den, wie im folgenden gezeigt wird: Da in die Berechnung der Verteilungen
alle n Dimensionen, also alle Freiheitsgrade des Systems gleichermafien ein-
gehen, 148t sich der aus der Verteilung der k-dimensionalen Simplices aus

der Gleichung 5.23 gewonnene Faktor fi schreiben als

fe =1t (5.24)

wobei fi das Volumenverhiltnis von k-dimensionalen Simplices und f; das
Verhiltnis der mittleren Ausdehnung der Punktwolken pro Dimension ist. In

der logarithmischen Auftragung In fx(k) ergibt sich eine Gerade (Abb. 5.6)
In fk =kln f1 ) (525)

aus deren Steigung man f; bestimmen kann. Das Volumenverhiltnis der
n-dimensionalen Punktwolken bestimmt man nun fiir £ = n aus Gleichung
5.24.

5.5.3 Vergleich von PCA und Simplexmethode

Um die beiden Verfahren zu testen, wurden zwei 10-dimensionale Punkt-

wolken mit je 20000 Punkten und bekanntem Volumenverhéltnis von 57.67
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Abbildung 5.5: Links: Die Projektionen zweier Punktwolken (schematisch). Die
Verbiegung der unteren Punktwolke ist zur Veranschaulichung viel grofler als die
maximale Verformung im Bild rechts. Rechts: Volumenverhaltnis in Abhéngigkeit

vom Grad der Verformung.

erzeugt. Dabei sind die Punktwolken in alle Dimensionen gaufverteilt und
haben ihren Mittelpunkt im Ursprung. Um den Vergleich moglichst reali-
stisch zu gestalten, wurde die Breite o der GauBlverteilungen mit dem Eigen-
wertspektrum ¢ € R'? einer MD-Simulation multipliziert. Das bedeutet, die
Punktwolke hat nur in einige Richtungen grofle Ausdehnungen, in die mei-
sten aber relativ kleine Ausdehnungen. Um zu testen, wie empfindlich die
beiden Methoden auf Unterschiede in der Form der Punktwolken reagieren,
wurde eine der beiden Punktwolken gegeniiber der anderen bei konstantem
Volumen wie folgt verformt (vgl. Abbildung 5.5): Ist x* = (z%,...,7%,) der
Ortsvektor des Punktes ¢ der Punktwolke, so wurde die verformte Punkt-
wolke mit dem Eigenwertspektrum ¢ € IR0 gemiB

i _

=gt —a-e-(2)),5=1,...,10 (5.26)

z j j

T

berechnet, wobei a der Grad der Verformung ist, der hier zwischen 0 und
0.06 gewdhlt wurde. Abbildung 5.5 zeigt die berechneten Volumenverhilt-
nisse in Abhangigkeit vom Grad der Verformung «. Man sieht, dafl beide
Verfahren die Entropie iiberschitzen, da ja das Volumenverhéltnis eigent-
lich konstant sein sollte. Das Simplex-Verfahren ist jedoch stabiler gegeniiber
Abweichungen in der Form der Punktwolken. Es sollte also niedrigere und

damit bessere Ergebnisse liefern. Der Vorteil des Simplex- gegeniiber dem
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Abbildung 5.6: Aufgetragen ist der natiirliche Logarithmus des mittleren Volumen-
verhiltnisses k-dimensionaler Simplices iiber die Simplexdimension k. Erklirung
siehe Abschnitt 5.5.2.

PCA-Verfahren ist umso grofer, je undhnlicher sich die Punktwolken (be-
zogen auf die Form, nicht auf die GroBe) sind. Moglicherweise konnte man
sogar den Fehler des Simplexergebnisses aus der Differenz der Ergebnisse
abschitzen, was hier jedoch nicht weiter verfolgt wurde.

5.5.4 Ergebnisse der Entropieberechnung

Zur Berechnung der Entropie wurden zwei 4.6ns-Trajektorien der in Ka-
pitel 4 gefundenen Zustinde A und B benutzt. Der Farbstoff hat N=59
Atome und somit einen 3N=177-dimensionalen Konfigurationsraum. Aus
der PCA erhélt man:

det C4

=7.886-107% . 5.27
det Cp ( )
Mit 5.20 ergibt sich so eine Entropiedifferenz von
kcal
T(Sa— Sp) = TASESA = —21.5 C—al . (5.28)
mo

Bei der Entropieberechnung mit Hilfe des Simplex-Verfahrens werden zu-

nichst, wie in Abschnitt 5.5.2 beschrieben, k-dimensionale Simplices mit
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k=[10, 20, 30, 40, 50, 60] ,gewiirfelt“. Daraus werden fiir jedes k jeweils fir
beide Punktwolken 100 kumulative Verteilungen berechnet und dann das
mittlere Volumenverhiltnis f; bestimmt. Fiir die Verteilungen werden je-
desmal 100 Simplices in die Punktwolken gewiirfelt. Aus der Steigung der
Geraden in der logarithmischen Auftragung (vgl. Abb.5.6) kann nun f; be-
stimmt werden:

f1 = 0.84733

Fiir das Volumenverhiltnis erhalten wir mit Gleichung 5.24
V.
V_f; =fo=fTT=1842.101 |
welche in Gleichung 5.21 eingesetzt die Entropiedifferenz

keal
TASS, = —17.6 —=

mol

ergibt.
AS3 5 ist betragsmiBig kleiner als ASﬁgA und sollte also, wie in Ab-
schnitt 5.5.3 dargestellt, ndher am richtigen Wert liegen, der allerdings be-

tragsméifig auch noch kleiner als ASS  sein wird.

5.6 Diskussion der Ergebnisse

Zunichst wurde in Abschnitt 5.3 eine freie Energie-Landschaft zwischen
den Zustidnden A und B berechnet, woraus sich eine Differenz der freien
Energie von AF = 1 kcal/mol ergab. Dann wurde die Differenz der inneren
Energie (AUap ~ (—10+5 kcal/mol) abgeschitzt. Zustand A hat demnach
also eine niedrigere Enthalpie als Zustand B. Die Ergebnisse der anschlie-
fenden Entropieberechnung zeigen, dafi wegen TASup ~ —18 kcal/mol
die Entropie in Zustand A kleiner als in B ist. Das ist auch verstéindlich,
da Zustand A, wie in Abbildung 4.8 zu sehen ist, deutlich niher an der
Oberfliche als Zustand B liegt und dadurch seine Bewegungsfreiheit stirker
eingeschriankt ist. Da bei niedrigeren Temperaturen der Beitrag der Entropie
zur freien Energie kleiner wird, wird sich die freie Energie zugunsten von Zu-
stand A dndern, so dafl A bei niedrigeren Temperaturen stirker besetzt sein
wird. Legt man das hier berechnete AS4p (das eine obere Grenze fiir die

Entropiedifferenz darstellt) zugrunde, so wiirde eine Temperaturinderung
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von 300 K auf 280 K die freie-Energie-Differenz AF bereits um ungefihr
1 kcal/mol senken, womit beide Zusténde nahezu gleich wahrscheinlich be-

setzt wéiren.

Vergleicht man die beiden Kurven in Abbildung 5.2, so fillt auf, daf}
sie eine deutlich unterschiedliche Form haben. Die obere Kurve (hohe Zieh-
geschwindigkeit) scheint in der Mitte eine breitere Energiebarriere zu ha-
ben, wobei die niedrigsten Energien an den Ré#ndern, also ndher an der
Oberfliche liegen. Im Gegensatz dazu liegen die Energieminima der unteren
Kurve (langsame Ziehgeschwindigkeit) ndher zusammen und weiter von der
Oberfliche entfernt. Woran liegt das und worin liegt der prinzipielle Unter-
schied dieser Kurven?

In 5.3 wurde bereits angedeutet, daf3 die schnelle Simulation dem Farb-
stoff vermutlich nicht genug Zeit 148t, wihrend des Ziehvorgangs ins sta-
tistische Gleichgewicht zu kommen, wihrend das beim langsamen Ziehen
viel wahrscheinlicher ist.

Um diesen Effekt besser zu verstehen, soll er im Rahmen eines stark ver-
einfachten Modells diskutiert werden. Wir nehmen an, dal der Farbstoff in
alle Richtungen senkrecht zur Ziehrichtung in einem harmonischen Potential
diffundiert. Dazu werden folgende Annahmen gemacht:

1. Der Farbstoff diffundiert in seinem Konfigurationsraum in allen zur

Ziehrichtung senkrechten Richtungen in einem harmonischen Potential
(vgl. Abb.5.7).

2. Die Temperaturabhingigkeit der inneren Energie £ kann vernachlissigt

werden.

Beim Ziehen des Farbstoffs von Zustand A nach B bewegt sich der Farb-
stoff aus einem engeren Potential (niedrigere Entropie) in ein weiteres Poten-
tial (hohere Entropie) (vgl. Abb. 5.7). Die Diffusionsbewegung senkrecht zur
Ziehrichtung wird gemif der Annahme 1. durch eine Langevin-Gleichung

beschrieben, die fiir die i-te Dimension lautet:
T = —y@; + Ai(t) — w?mi , (5.29)

wobei w; die Kreisfrequenz des Farbstoffs in dem harmonischen Potential in
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A

Abbildung 5.7: In Zustand A ist das gen#herte harmonische Potential schmaler als
in B. E4 bzw. EP ist die innere Energie in Zustand A bzw. B

der i-ten Dimension, v die Reibung und A;(t) ein stochastischer Kraftterm
ist.
Das mittlere Verschiebungsquadrat (z?) ist nach [71] fiir die i-te Dimen-
sion:
kT 2 1
2 B —t Vw12 192 7o
2y = BB7 1 _ et (2 sinh? 2% + L sinh Bit + 1 . (5.30
) = 2 [ (2 s g Lsimhge+1)| L (a0)

3
mit ;= (2 - dw?)?

Bei einer hohen Ziehgeschwindigkeit bleibt dem Farbstoff auf einem gegebe-
nen Intervall [0, 6+ A6] nur eine kurze Zeit t5(A0) zur Diffusion im Potential,
wihrend beim langsamen Ziehen diese Zeit t;(Af) grofler ist: ¢; > t,. Trigt
man nun Gleichung 5.30 fiir zwei unterschiedlich breite Potentiale (unter-
schiedliche w;) auf (vgl. Abb. 5.8), so erkennt man, daf§

@2)B(t) (@B )

(@) A(ts) (s (t)

Analog zu Gleichung 5.21 gilt

1<

(5.31)

Damit ist die Entropiedifferenz beim schnellen Ziehen kleiner als beim

langsamen Ziehen:
ASL > ASS, . (5.32)
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Abbildung 5.8: Das mittlere Verschiebungsquadrat in zwei unterschiedlich brei-
ten harmonischen Potentialen. Das Verhéltnis des mittleren Verschiebungsquadrats
zwischen breitem und schmalem Potential ist nach kurzer Zeit kleiner (niher bei

eins) als nach langer Zeit.

Das 1af3t sich auch schreiben als
ASL, = alASE, , mit a>1. (5.33)

Allgemein gilt nun
AF =AU —TAS

bzw.
AF!' = AU — TAS' (5.34)

und ebenso

AF* = AU —TAS* = AU-TIAS (5.35)
(0%
= AU-T'AS (5.36)

mit T'==—<T ,daa>1. (5.37)

T
a

Aus Gleichung 5.30 erkennt man, dafl das mittlere Verschiebungsquadrat
proportional zur Temperatur ist. Mit Gleichung 5.31 bedeutet das, daf die

Entropiedifferenzen in diesem Fall unabhéingig von der Temperatur sind. Der
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entropische Beitrag zur Differenz der freien Energie ist nach Gleichung 5.32
fiir eine hohere Ziegeschwindigkeit also geringer. Nach Gleichung 5.36 148t
sich dieser Effekt auch durch eine niedrigere Temperatur erzeugen. Demnach
hat, unter den oben gemachten Annahmen, eine Erh6hung der Ziehgeschwin-
digkeit den gleichen Effekt wie eine Verringerung der Temperatur.

Dieser Effekt kann zumindest in der Tendenz die unterschiedlichen For-
men der Kurven in Abbildung 5.2 erkldren. Danach wiirde die obere Kurve
(hohe Ziehgeschwindigkeit) die freie Energielandschaft bei einer niedrigeren
Temperatur als die in der Simulation herrschenden 300 K darstellen. Das ist
konsistent mit der Beobachtung, daf die in Abbildung 5.2 eingezeichneten
mittleren Strukturen bei 280 K (1 und 4) weiter auflen, also niher an der

Oberfliche liegen, dhnlich den Minima der oberen Kurve in Abbildung 5.2.



Kapitel 6
Berechnung der Anisotropie

In diesem Kapitel sollen nun die Anisotropiezerfallskurven des Farbstoffs in
den zuvor gefundenen zwei Zustinden aus MD-Simulationen berechnet wer-
den. Es wird auflerdem ein zur Interpretation von experimentellen Daten
iiblicherweise angewendetes Modell, das wobbling-in-a-cone-Modell, vorge-
stellt, das die Bewegung des Farbstoffs vereinfacht als Diffusion in einem
Kegel beschreibt. Wir wollen dann die aus den MD-Simulationen berechne-
ten Anisotropien mit dem wobbling-in-a-cone-Modell vergleichen. Abschlie-
Bend wird eine einfache numerische Analyse den statistischen Fehler der hier

bestimmten Anisotropiespektren liefern.

6.1 Theorie

Da der Farbstoff am Protein befestigt ist, ist seine Bewegung eingeschrankt.
Eine der Fluoreszenzspektroskopie zugingliche Grofle, die von der Bewe-
gung des Farbstoffs abhingig ist, ist die Anisotropie r(¢) [30]. Im Experi-
ment wird der Farbstoff mit polarisiertem Licht angeblitzt. Dabei wird er

2w angeregt, wobei w den Winkel zwischen

mit der Wahrscheinlichkeit ~ cos
der Polarisationsrichtung n des anregenden Lichts und der Richtung a(t)
des Absorptionsdipolmomentes bezeichnet (vgl. Abb. 6.1). Nach einer Zeit 7
gibt der Farbstoff das Photon mit einer Polarisationsrichtung a(t+7) wieder
ab (hier wird angenommen, dafy das Absorptionsdipolmoment parallel zum

Emissionsdipolmoment orientiert ist, vgl. Kapitel 3). Die Wahrscheinlichkeit

64
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p

Abbildung 6.1: n bezeichnet die Richtung der Polarisation des anregenden Lichts
sowie des parallelen Detektors I; und p die Richtung von I, . a(t) ist die Richtung
des Absorptionsdipolmoments zum Zeitpunkt der Absorption und a(t+ 7) die zum

Zeitpunkt der Emission.

fiir den Durchgang durch einen Polarisator mit der Richtung n betrigt dabei
cos?w', wobei w' der Winkel zwischen der Polarisationsrichtung des abgege-
benen Photons und der Polarisationsrichtung n des anregenden Lichts ist.
Bezeichnet nun )| (bzw. I ) die Intensitét des Lichts, das durch den parallel
(bzw. senkrecht) zur Anregungsrichtung orientierten Polarisator fillt, dann

ist die Anisotropie r(t) wie folgt definiert:

Iy(m) — I..(7)

_
T(T) h I”(T) + 2IJ_(’T) (61)

Aus der MD-Simulation 148t sich eine Trajektorie des Absorptionsdi-
polmoments a(t) berechnen. Die Intensitéiten ergeben sich aus den Wahr-

2w = (n-a(t))?, fiir den Durchgang

scheinlichkeiten fiir die Anregung cos
des reflektierten Strahls durch den parallelen Polarisator (n-a(t' + 7))? und
fiir den Durchgang durch den senkrechten Polarisator (p - a(t' + 7))? durch

Mittelung iiber alle Orientierungen von n(cq, @, ) bzw. p(a,p,0) und die
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Gesamtlinge T der Trajektorie a(t):

\]
N
SRS
SANN

Jc

-a(t)?(n(e, ¢,0) -

66

a(t' + 7))%sin 0 dd dp da

oy
=3

(n(a, ®, 0) '

a(t'))?(p(a, ¢, ) -

oy
SRS

[ sin@df dy da
0

(6.2)

dt’

a(t' + 7))%sin 0 dd dp da

dt'

O e N
3
O N
3

sin 6 dO dQO da
0

(6.3)

Die Vektoren n(a, ¢,8) bzw. p(a, ¢, 0) gehen aus dem Einheitsvektor in y- bzw. x-

Richtung durch drei Drehungen D,, Dy und D, hervor, so dafl alle Orientierungen des

Vektorpaars n und p beschrieben werden kénnen:

cosa sina 0
D, = —sina cosa 0
0 0 1

wobei a =[0,27], 8 = [0, 7], ¢

1
’D9: 0
0

0 0
cos§ siné |,D, =
—sinf cosé 0

= [0, 27]. Damit ist

0
n(a,8,9) =D,D¢Do | 1 | =

0

1
p(aaH:SO) =D,DgD, 0 =

cos g sin a + sin ¢ cos a cos §
— sin ¢y sin a + cos ¢ cos a cos §

—cosasinf

cos p cos a — sin g sin a cos §
—sin ¢ cosa — cos sin a cos §

sin o sin @

cos p

—singp

singp 0
cosp 0
0

(6.4)

(6.5)

Fiir den Grenzfall, daf} sich der Farbstoff iiberhaupt nicht bewegt und das

Absorptionsdipolmoment somit feststeht, ergibt sich aus den Mittelungen

in den Gleichungen 6.2 und 6.3 durch Einsetzen in 6.1 eine limitierende

Anisotropie ry von

o = 0.4

(6.6)

Die Anisotropie wird also nie einen grofleren Wert als 7o annehmen. Im

folgenden wird ein Modell dargestellt, dafl die Anisotropie in Beziehung zu

einer Einschrinkung der Bewegungsfreiheit des Farbstoffs setzt.
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6.2 Das wobbling-in-a-cone-Modell

Dieses Modell wurde urspriinglich entwickelt, um die Anisotropie von Fluo-
rophoren auf einer Membranoberfliche zu charakterisieren [30]. Es soll im
folgenden auf unseren Fall des Farbstoffs an einer Proteinoberfléiche ange-
wendet werden.

Wir betrachten zunéchst einen stabformigen Farbstoff, der an einer Ober-
fliche befestigt ist und dessen Absorptionsdipolmoment parallel zu seiner
Achse, also senkrecht zur Oberfliche steht. Im Rahmen des wobbling-in-a-
cone-Modells wird die durch die Oberfliche verursachte Einschrinkung der
Bewegungsfreiheit des Farbstoffs durch ein Kastenpotential im Winkelraum
mit unendlich hohen Winden beschrieben. Beschreibt man nun die Bewe-
gung des Farbstoffs durch eine einfache Diffusion innerhalb des durch das
Kastenpotential vorgegebenen Kegels, so erhélt man eine Ndherung fiir die

Anisotropie in diesem Modellsystem [30]:

"ot t (6.7)
To

wobei 7 die Abklingzeit und Co, = 7o /70 ist, wobei 7o, die stationire An-
isotropie ist, die vom Offnungswinkel O, des Kegels wie folgt abhingt:

2

1
Coo = %.o = 5(1 + €08 Omax) €OS Omax . (6.8)

In unserem Fall steht das Absorptionsdipolmoment allerdings senkrecht
zur Liangsachse des Farbstoffs (vgl. Abb. 3.5) und somit parallel zur Ober-
fldche, so daf sich das Absorptionsdipolmoment nur auflerhalb eines Kegels
bewegen kann (siehe Abb. 6.2). Die geniherte Losung des Ausdrucks fiir die
Anisotropie hat wieder die Form [30]:

% =Co+(1—Co)e 7 (6.9)

diesmal mit )

1

Coo =% = | (1 — cos? (Bmin))| - (6.10)
To 2

Too/To kann hier aufgrund der freien Bewegung um die z-Achse nicht gréfer

als 0.25 werden.



KAPITEL 6. BERECHNUNG DER ANISOTROPIE 68

Abbildung 6.2: Das Absorptionsdipolmoment a(t) (in hellrot) steht senkrecht zur
Lingsachse des Farbstoffs; es bewegt sich daher in einem Raumwinkelbereich zwi-

schen zwei Kegeln mit dem Offnungswinkel ;.

Die Anisotropie ist fiir kleine ¢ gegeben durch [30]:

"® __epyt | (6.11)
7o

so daf} sich aus der Anfangssteigung von r(¢) direkt die Diffusionskonstante
D,, der ,Wackelbewegung“ bestimmen 148t. Fiir kleine ¢ kann die Glei-
chung 6.9 auch durch

¢ (6.12)

gendhert werden. Durch Vergleich mit Gleichung 6.11 ergibt sich fiir eine
gegebene Diffusionkonstante D,, eine Abhingigkeit der Abklingzeit 7 von

Coo(0min) und damit auch von Op,in. Es gilt also

1-c4 1-C8
1B = (6.13)

T T

Bei festem D,, muf} bei einer Erh6hung von C,, also bei einer Einschrinkung
der Bewegungsfreiheit, die Abklingzeit 7 kleiner werden. Der stationire Zu-

stand ist also schneller erreicht.
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6.3 Simulationen zur Berechnung der Anisotropie

Statt von einer einfachen Diffusion des Absorptionsdipolmoments in einem
Kastenpotential auszugehen, soll nun die Anisotropie des Farbstoffs direkt
und ohne einschrinkende Annahmen aus einer MD-Trajektorie berechnet
werden. Bestimmt man die Richtung des Absorptionsdipolmoments in ei-
nem Farbstoff-internen Koordinatensystem, so 148t sich aus einer gegebenen
Konfiguration des Farbstoffs zu diskreten Zeitpunkten ¢; die Richtung des
Absorptionsdipolmoments a(¢;) der Trajektorie berechnen. Die Integratio-
nen iiber die Winkel 6, ¢, a in den Gleichungen 6.2 und 6.3 lassen sich bei
Verwendung der Definitionen von n und p (vgl. Gleichungen 6.4 und 6.5)
analytisch ausfithren, so dafl man einen Ausdruck erhilt, der sowohl von der
Richtung des Absorptionsdipolmoments a(t;) =: (az, ay, a,) zum Zeitpunkt
der Anregung und a(t; + 7;) =: (cg, ¢y, ¢;) zum Zeitpunkt der Emission als

auch von der Zeit 7; abhéngt.

T—1;

1 y 22, 22 22 2 2 2 2

I = T Z R (agcs + azcs + azc, + 3azc; + 3aic;
J t;=0

+4aza,c.c, + azci + daya,cyc, +4azaycycy

+a§c§ + azcz + aicZ) (6.14)
1 T

I, = T Z G (QaZc?c + 2a2c% + 2a§c§ +aZc2 + aic?

J t;=0

2 2
—2aza,c.C, + 2a;¢; — 2aya,cyC, — 2a,0yCpCy

+2a’c +azch + 2a5c,) (6.15)

wobei T' die Gesamtlinge der Trajektorie, I) bzw. I, die Intensitdt am
parallelen bzw. senkrechten Detektor ist. Durch Einsetzen dieser beiden
Ausdriicke in Gleichung 6.1 148t sich nun die Anisotropie r(¢;) berechnen:

_ Iy(7y) = Ii())

T(Tj) B I||(Tj) + 2.[J_(Tj)

(6.16)

Zur Berechnung der Anisotropie des Farbstoffs in den beiden Zusténden
A und B wurde je eine 4.7ns-Trajektorie der in Abschnitt 4.2.5 beschriebenen
MD-Simulationen verwendet. Da der Farbstoff in der Simulation bei 300 K
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Anisotropie r(t)/r,
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Abbildung 6.3: Anisotropiekurven des Farbstofls in den Zustéinden A und B berech-
net aus MD-Simulationen (durchgezogene Linie) und gefittet nach dem wobbling-

in-a-cone Modell (gestrichelte Linie).

nicht lange genug stabil in Zustand A blieb, wurde eine 4.7ns-Trajektorie aus
einer Simulation bei 280 K ausgewihlt. Die Dynamik des Farbstoff bei die-
ser niedrigeren Temperatur ist aufgrund einer kleineren Diffusionskonstante
gegeniiber der Dynamik bei 300 K verlangsamt, so daf die Abklingzeit 7
bei 280 K grofer ist als bei 300 K. Die Rotationskorrelationszeit 7 hingt
umgekehrt proportional von der Temperatur ab [1]. Demnach ergibt sich die
Abklingzeit bei 300 K aus der bei 280 K gemif

280

= 6.17
T300K 300 T280K ( )

6.4 Ergebnisse

Abbildung 6.3 zeigt die aus den beiden Simulationen berechneten Anisotro-

pieabklingkurven. Ein Fit nach dem Modell von Gleichung 6.9 ergibt fiir
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Zustand A
Togox = 79.5ps € itk = T4.2 ps
C4 = 0.140
und fiir Zustand B
B _
TaooK = 40.2 ps
cE = 0.021

Es fillt auf, daB die Abklingzeiten 74 und 77 deutlich voneinander ab-
weichen. Ob dieser Unterschied signifikant ist oder ob lediglich der Fehler
bei dieser Berechnung so grof} ist, wird in Abschnitt 6.5 diskutiert. Mit dem
wobbling-in-a-cone-Modell 1Bt sich nun auch der Offnungswinkel des Kegels
angeben, auflerhalb dessen sich das Absorptionsdipolmoment des Farbstoffs

bewegt. Aus Gleichung 6.10 folgt

@ min = arccos ( 1-2, /7";00> . (6.18)
To

Damit erhélt man fiir die Zustinde A und B die Kegel6finungswinkel

94 = 59.9°

98 — 32.6° (6.19)

Nun wollen wir untersuchen, wie gut das wobbling-in-a-cone Modell die
Bewegung des Farbstoffs beschreibt. Aus der MD-Simulation wurde eine
Trajektorie des Absorptionsdipolmomentvektors gewonnen. Zum Vergleich
der Winkelverteilungen des Winkels 6 zwischen wobbling-in-a-cone Modell
und MD-Simulation muflte eine der z-Achse in Abbildung 6.2 entsprechende
Richtung fiir die Trajektorie des Absorptionsdipolmomentvektors gefunden
werden. Diese z- Achse wurde hier nun so gewahlt, daf} die Varianz der Pro-
jektion der Dipolmomenttrajektorie minimal wird. Nun 148t sich der Winkel
0(t) zwischen Absorptionsdipolmoment und z-Achse und seine Verteilung
berechnen (vgl. ,Abb. 6.4). Die so erhaltenen Verteilungen der Winkel 6 wer-

den gut durch eine Gauflverteilung angenihert, das bedeutet, das Potential,
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in dem sich das Absorptionsdipolmoment bewegt, ist ndherungsweise har-
monisch und hat die Form:!
(0—09)”
P(6) ~sin(f)e 200
Ein Fit nach diesem Modell ergibt nun fiir die Breite ¢ und daraus mit

Omin = 90° — o einen Offnungswinkel des ,,Kegels*

o4 =263 ~ 0% =63.7°

min

op =45.6° ~ 6B =44.4°

min

Diese Winkel stimmen tendenziell mit denen aus dem wobbling-in-a-cone-
Modell (Gleichung 6.19) iiberein. Sie haben hier jedoch eine andere Bedeu-
tung: Sie beschreiben eine Gaufverteilung in einem harmonischen Potential,
wéhrend die Winkel aus dem wobbling-in-a-cone-Modell die Grenzen eines
Kastenpotentials beschreiben. Die Verteilung der Winkel, die das wobbling-
in-a-cone-Modell liefert, ist ebenfalls in Abbildung 6.4 eingezeichnet (dicke
Linie). Die Annahme eines harmonischen Potentials beschreibt, wie aus der
Abbildung ersichtlich, die Bewegung des Farbstoffs wesentlich besser als die

Annahme eines Kastenpotentials.

6.5 Fehlerbetrachtung

Eine wesentliche Fehlerquelle bei der Berechnung der Anisotropie aus
einer MD-Simulation besteht im unzureichenden Sampling. Dieses Problem
tritt auf, wenn die Trajektorienlinge beziiglich einer gegebenen Diffusions-
konstanten D,, nicht deutlich linger ist als die Relaxationszeit des Systems,
die von D,, abhingt. Das Absorptionsdipolmoment hat dann nicht geniigend
Zeit, seinen ihm prinzipiell zugidnglichen Raumwinkelbereich vollsténdig zu
iiberstreichen. Um diesen Fehler abzuschétzen, miiite man eigentlich vie-
le MD-Trajektorien berechen. Dies ist jedoch viel zu rechenaufwendig und
daher nicht praktikabel. Das wobbling-in-a-cone-Modell beschreibt zwar die
Winkelverteilung nicht genau, es kann jedoch angenommen werden, dafl der

hier abzuschitzende statistische Fehler nur geringfiifig von der speziellen

'Wire die Bewegung des Absorptionsdipolmoments nicht eingeschriinkt, so ergébe sich
fiir die Winkelverteilung P(6) ~ sin 6.
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Abbildung 6.4: Verteilung der Winkel zwischen Absorptionsdipolmoment und Rich-
tung des Offnungswinkels fiir Zustand A (oben) und Zustand B (unten). Eingetra-
gen der Fit einer GauBfunktion (gestrichelte Linie) und der Verteilung aus dem
wobbling-in-a-cone-Modell (dicke Linie). Der Winkel 6 aufgetragen iiber die Simu-

lationszeit (Diagramm jeweils oben rechts).
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Winkelverteilung abhingt. Daher soll nun der Fehler mit einer einfachen
statistischen Analyse unter Verwendung des wobbling-in-a-cone Modells ab-
geschiitzt werden. Eine analytische Beschreibung wire an dieser Stelle recht
aufwendig, daher haben wir dieses Problem numerisch behandelt.

Dazu wurde die Diffusionsbewegung eines Richtungsvektors (= Ab-
sorptionsdipolmoment) auflerhalb zweier Kegel, wie im wobbling-in-a-cone-
Modell angenommen und in Abbildung 6.2 dargestellt, numerisch berechnet.
Es wird also eine Diffusionsbewegung im zweidimensionalen Winkelraum
(Raumwinkel @ und ¢) berechnet, wobei der Winkel 6 auf das Intervall
[@min, 180° — Omin| eingeschrinkt ist und die Winkelschrittweite der Winkel
0 und ¢ gauBverteilt zufillig bestimmt wurde. Die so erhaltene Trajektorie
soll die MD-Trajektorie fiir diese Betrachtung ersetzen. Berechnet man nun
so eine Diffusionstrajektorie einer vorgegeben Linge, so 148t sich daraus, wie
oben beschrieben, ebenfalls eine Anisotropieabklingkurve berechnen. An die-
se Kurve 1a8it sich nun (ebenfalls wie oben) das wobbling-in-a-cone-Modell
fitten, und man erhilt sowohl die Abklingzeit als auch den Offnungswin-
kel des Kegels fiir diese spezielle Diffusionstrajektorie. Wiederholt man das
nun einige hundertmal, so erhilt man Verteilungen von Abklingzeiten und
Offnungswinkeln, woraus sich nun der statistische Fehler berechnen 148t.

Um den Fehler der Ergebnisse aus dem vorigen Abschnitt abzuschétzen,
wurde dieses Verfahren fiir beide Zustéinde A und B durchgefiihrt. Dabei
wurden die Offnungswinkel 4. = 59.9° fiir Zustand A und 65, = 32.6°
fiir Zustand B benutzt. Die Standardabweichungen o4 und op der Winkel-
schrittweiten fiir die Zustinde A und B wurden so gewéhlt, dafl die Abkling-

zeiten 74=74.2 ps und 78=40.2 ps ungefihr reproduziert wurden:

o4 = 0.0225° /100fs
op = 0.0335° /100fs

Dann wurden fiir beide Zustinde A und B je 100 Trajektorien der gleichen
Linge wie die der MD-Trajektorien (4.7ns) berechnet und fiir jede Trajek-
torie aus dem Fit nach Gleichung 6.9 die Parameter 7 und C, wie oben aus
der MD-Trajektorie bestimmt. Daraus lassen sich nun die Streuungen der

Parameter berechnen:
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7 = 76.04 ps A4 = 13.16 ps 6.20)
_ 6.20
c4 = 0.148 ACL = 0.044
78 = 40.86 ps ATB = 4.21 ps (6.21)
_ 6.21
CE = 0.016 ACE = 0.021

6.6 Diskussion

Wie oben bereits erwihnt, fillt auf, daB 74 deutlich groBer ist als 75. Die-
se Differenz 148t sich, wie die Fehlerrechnung zeigt, nicht allein durch den
statistischen Fehler erkliren. Nach Gleichung 6.13 wiirde man bei gleicher
Diffusionskonstante jedoch erwarten, da8 74 sogar kleiner als 77 ist, da in
Zustand A die stationire Anisotropie CZ4 grofer ist. Die folgende Rechnung
zeigt dies konkret mit Hilfe der eben bereits verwendeten einfachen numeri-
schen Berechnung der Diffusionstrajektorie des Absorptionsdipolmoments.
Hier wurde die gleiche Winkelschrittweite (gleiche Diffusionskonstante) wie
oben fiir den Zustand B benutzt (05=0.0335 °/100fs), der Winkel Opin nun
aber wie vorher bei Zustand A mit O, = 59.9° gewihlt. Daraus sieht man,

daB sich die Zeit 74 tatsiichlich verkiirzt:

74 = 33.98 ps A4 = 3.15ps
C4 = 0.149 ACA = 0.021

Dieses Ergebnis spricht dafiir, daf} die Diffusionskonstante des Farbstoffs
in Zustand A kleiner ist als in Zustand B. Ebenso ist in Abbildung 6.3 die
anfingliche Steigung der Kurve zu B kleiner als diejenige der Kurve zu A,
was mit Gleichung 6.11 diese Aussage bestitigt. Ein moglicher Grund fiir
das Auftreten unterschiedlicher Diffusionskonstanten ist, daB die Wasser-
molekiile nahe der Proteinoberfliche aufgrund von spezifischen Wasserstoff-
briicken mit dem Protein orientiert sind, also bestimmte Vorzugsausrichtun-
gen haben. Eine Umordnung der Wassermolekiile, die bei der Diffusion des

Farbstoffs durch das Wasser notwendig ist, kostet damit mehr Energie als
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im freien Wasser und wird deshalb unwahrscheinlicher. Das verringert die
Diffusionskonstante.

Abschlieend wurde eine Rechnung mit den gleichen Parametern wie fiir
das Ergebnis 6.21, jedoch mit der doppelten Trajektorienléinge von 9.4 ns
durchgefiihrt, um zu untersuchen, wie grof} der Fehler fiir eine ldngere Tra-

jektorie wire. Die Ergebnisse

7B = 40.39 ps ATB = 2.94 ps
CE = 0.0152 ACE = o0.011

zeigen, daf} sich der (statistische) Fehler der Abklingzeit 7 um 30 % und bei
der stationdren Anisotropie C, um 46 % verringert. Mit diesem Verfahren
148t sich nun also abschitzen, wie lang eine Trajektorie mindestens sein
muf}, damit bei gegebener Diffusionskonstante des Farbstoffs ein bestimmter

Fehler nicht iiberschritten wird.



Kapitel 7

Ein einfaches Membranmodell

In diesem Kapitel soll nun die Kraft abgeschéitzt werden, die der SNARE-
Komplex aufwenden muf}; um die Coulombabstoflung zwischen Vesikel- und
Plasmamembran, die beide negativ geladen sind, zu i{iberwinden und die
Membranen aneinanderzuziehen. Auch der SNARE-Komplex, der zwischen
den Membranen liegt, trigt eine negative Gesamtladung, wobei aber der Teil
des Komplexes, der der spiter gebildeten Fusionspore zugewandt ist, eine
positive Teilladung besitzt. Diese positive Ladung koénnte die AbstoBung der
Membranen gerade dort verringern, wo die Membranen spéter miteinander
verschmelzen sollen [72]. Es wird vermutet, dafl mehrere SNARE-Komplexe
an der Fusion beteiligt sind, was den Effekt der Abschirmung der nega-
tiven Ladungen der gegeniiberliegenden Membranen verstirken sollte. Auf
die Membranen wirken also Krifte aufgrund von elektrostatischen Wech-
selwirkungen sowohl mit der jeweils anderen Membran als auch mit dem
SNARE-Komplex. Es wurden bereits viele Modelle entwickelt, die die Ab-
stoung von zwei Membranen beschreiben [73]; hier soll jedoch zusétzlich
die Ladungsverteilung des SNARE-Komplexes beriicksichtigt werden, was
bisher noch nicht gemacht wurde. Um abzuschétzen, wie grofl diese Kréfte
sind und wie sich die Membranen in diesem System verhalten, wurde ein

stark vereinfachtes Modell entwickelt, das im folgenden vorgestellt wird.

7
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7.1 Beschreibung des Membranmodells

Mit diesem Modell soll ein Gleichgewichtszustand von zwei Membranen ge-
funden werden, zwischen denen vier SNARE-Komplexe sternférmig angeord-
net sind (vgl. Abb. 7.2). Dazu wird eine MD-Simulation mit einem stark ver-
einfachten Kraftfeld, bestehend aus lediglich drei Energietermen, verwendet.
Jeder der SNARE-Komplexe ist in beiden Membranen an je einem Punkt
verankert. Die Struktur der SNARE-Komplexe wird hierbei fixiert, so daf
auch die Ankerpunkte in den Membranen fixiert sind. Aus der Rontgen-
struktur des SNARE-Komplexes 148t sich fiir den vollstindig assoziierten
Komplex (der Zustand in Schritt IIT aus Abbildung 1.2) ein Membranab-
stand von etwa 30 A schiitzen. Da hier jedoch der Proze des Aneinander-
ziehens, also Schritt IT in Abbildung 1.2, untersucht werden soll, wird der
anfingliche Abstand der Membranen mit 50 A so gewihlt, daff zum einen die
Abstoflung der Membranen nicht mehr durch Hydrationskrifte oder durch
das Vorspringen einzelner Lipide (,protrusions®)[73], die eine Reichweite von
etwa 10 A haben, sondern im wesentlichen von der Elektrostatik bestimmt
wird. Zum anderen sollte der Abstand auch klein genug sein, um die Néhe-
rung rechtfertigen zu kénnen, die durch die Verwendung der Struktur des
vollstindig assoziierten SNARE-Komplexes vorgenommen wird.

Die Membran wird nun als geladene elastische Fliche mit einem Git-
termodell beschrieben. Es wird angenommen, da§ 10% aller Lipide geladen
sind [74, 75]. Die Ladungen wurden in jedem Integrationsschritt neu auf 10%
aller Gitterpunkte zufillig verteilt, um der lateralen Diffusion der Ladungen
Rechnung zu tragen. Im zeitlichen Mittel trigt dann also jeder Gitterpunkt
eine Ladung von 0.1 e. Pro Membran wurden 10000 Gitterpunkte mit einen
Abstand von je 5A verwendet, der ungefihr dem mittleren Abstand von

Lipiden entspricht.

Die verwendeten Energieterme

In diesem Modell werden drei Energieterme beriicksichtigt:

1. Die Coulombwechselwirkungen zwischen den Ladungen der Membra-

nen und zwischen denen der Membranen und der SNARE-Komplexe

2. Die Elastizitat der Membranen
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3. Die Bindungen zwischen den Gitterpunkten: Sie werden durch ein har-
monisches Potential beschrieben, das ausreichend stark sein muf, um
die Topologie des Gitters zu erhalten, aber so schwach ist, daf} bei ei-
ner Verbiegung der Membran die Kréfte viel kleiner sind als die des

Elastizitatsterms.

Da keine expliziten Wassermolekiile mitgerechnet werden sollen, wird bei der
Berechnung der Coulombwechselwirkung sowohl die Elektrizititskonstante
des Wassers (e ~ 80) als auch die Verteilung von Ionen in physiologi-
scher Konzentration mit Hilfe der Debye-Hiickel-Theorie [64, 1] beriicksich-
tigt (vgl. Kapitel 2). Daraus ergibt sich der folgende Energieterm fiir die

elektrostatische Wechselwirkung:

1 qgj
= %4 %, 7.1
T Aregew ’ (7-1)

wobei 7;; der Abstand zwischen den Ladungen ¢; und ¢; ist und Kp die
Debye-Hiickel-Linge bezeichnet, die bei physiologischer Konzentration etwa
10 Abetrigt.

Die Elastizitétsenergie der Membran pro Fliche betrigt nach Ref.[76]:

Ue = g Keleobeig) + i) (7.2)

Dabei sind ¢z (x;;) und ¢y(x;;) die lokalen Kriimmungen in die x- und y-
Richtung parallel zur Membran an den Gitterpunkten x; ;. Fiir die Elasti-
zititskonstante wird K, = 1.0 x 10719J gewiihlt [76]. Die Kriimmung c ist
durch den Kriimmungsradius R mit ¢ = 1/R gegeben. Abbildung 7.1 und

einfache trigonometrische Uberlegungen liefern
, _sinfs
v = )
wobei h den Abstand der Gitterpunkte bezeichnet und die Auslenkung der
Gitterpunkte niherungsweise nur in z-Richtung erfolgt. Mit dem Vektorpro-
dukt 148t sich sin 8, auch schreiben als
|(%i1,j = Xi5) X (Xiyj — XKig1,5)]

Ixi—1,5 — Xijl - [Xij — Xit1,5

sinﬂw(x,’,j) = (73)

Damit ergibt sich der hier benutzte Energieterm der Elastizitéat:

U, = 1K ¥ [|(Xi—1,j —%; ;) X (Xij — Xip1,5)] N
2 b 1<i,j<100 [%i1,j = Xijl - [%ij = Xiga]
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Abbildung 7.1: Das Gittermodell einer Membran mit Gitterpunkten x;;, dem
Gleichgewichtsabstand h der Gitterpunkte, dem Kriimmungsradius R und dem

Winkel 8, zwischen (x;,; — xi—1,;) und (X;; — Xiy1,;) -

[(ig o1 —xig) X (g —xie)|]* (7.4)
i1 = Xij| - [Xij = Xij1]
Diese Beschreibung gilt jedoch nur fiir Verbiegungen auf Léngenskalen, die
groBer sind als die Dicke der Membran (= 50 A) [77].
Der dritte Energieterm beschreibt die Bindungen zwischen den Gitter-

punkten durch harmonische Potentiale:

1
Up = 5Ky Do (i1 = %igl = 0)” + (jxis1,5 — %i 5] — m0)*+
1<i,j <100

2

(i1 — % | — o) + (Ixijr1 — Xij| — 20)?] , (7.5)

mit dem Gleichgewichtsabstand zg, der hier wie oben beschrieben zu 5 A
gewihlt wurde. Zur Simulation wurde der in Kapitel 2 beschriebene leap-
frog-Algorithmus verwendet. Da hier aber nicht nach der Dynamik, sondern
lediglich nach dem Gleichgewichtszustand gefragt ist, wird die Reibung stark
erhoht, um die Energie zu minimieren. So kann die Integrationsschrittweite
grofier gewdhlt werden (At= 500 ps), da kleine Fluktuationen unterdriickt
werden, wodurch die Rechenzeit zusétzlich verkiirzt wird. Es wird hier al-
so keineswegs eine realistische Dynamik einer Membran beschrieben. Die
Randgitterpunkte werden aus Griinden der Stabilitit am Rand in x- und
y-Richtung festgehalten, sie kénnen sich also nur in z-Richtung bewegen.
Der SNARE-Komplex besitzt je einen Membrananker in der Vesikel-
und in der Plasmamembran. Diese werden in dem Modell durch das Fest-
halten von Gitterpunkten beriicksichtigt. Die Kraft, die auf den SNARE-
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Abbildung 7.2: Der Gleichgewichtszustand des Modellsystems. Die vier SNARE-
Komplexe (rot) zwischen zwei Membranen (griin). Die elastischen Membranen sind

aufgrund elektrostatischer Wechselwirkungen verbogen.

Komplex wirkt, ist somit gleich der elastischen Kraft, die sich aus der lokalen

Kriimmung am festgehaltenen Punkt nach Gleichung 7.4 ergibt.

7.2 Ergebnisse

Abbildung 7.2 zeigt die Gleichgewichtslage des Modellsystems. Es zeigt sich,
daBl die Membran allein schon durch elektrostatische Effekte relativ stark
verbogen werden kann. Einschriéinkend ist anzumerken, dafl die Verbiegung
direkt an den Haltepunkten durch den Elastizitdtsterm nicht richtig be-
schrieben wird, da dieser, wie oben bereits erwihnt, erst auf Lingenskalen,
die grofler sind als die Dicke der Membran, anwendbar ist. Ferner wurde nicht
beriicksichtigt, dal die geladenen Lipide im Feld der SNARE-Komplexe dif-
fundieren und so die elektrostatischen Wechselwirkungen beeinflussen.
Insbesondere ist zu erkennen, da der anfingliche Abstand von 50 A

grofier geworden ist (auBer an den fixierten Haltepunkten). In diesem Zu-
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stand wirkt auf jeden Haltepunkt eine Kraft von 3-8 pN, die der SNARE-
Komplex (mindestens) aufbringen mu$, um die Membranen auf diesem Ab-
stand zu halten. Diese Kraft wird hier allein durch die elektrostatische Wech-
selwirkung verursacht.

Der in Abbildung 1.2 mit Schritt ITI bezeichnete Zustand kann fiir eini-
ge Minuten stabil sein [78]. Nun wire es interessant zu untersuchen, ob die
Transmembransegmente des SNARE-Komplexes auf dieser Zeitskala stabil
in der Membran verankert bleiben, bzw. wie grof} die Kraft wére, die auf-
zubringen ist um den Membrananker auf dieser Zeitskala aus der Membran
zu ziehen. Ebenfalls interessant wire es zu untersuchen, ob der SNARE-

Komplex bei der Assoziation die hier abgeschéitzte Kraft aufbringen kann.



Kapitel 8
Zusammenfassung

In dieser Arbeit haben wir die Methode der Molekulardynamik-(MD)-
Simulation eingesetzt, um Fluoreszenzanisotropieexperimente eines an ein
Protein gebundenen Farbstoffs zu beschreiben. Es handelt sich dabei um
den sogenannten SNARE-Komplex, der eine wichtige Rolle bei der synap-
tischen Ubertragung spielt. Er ist dort verantwortlich fiir die Fusion der
Neurotransmitter enthaltenden Vesikel mit der Plasmamembran der Syn-
apse. Dazu wurde zunichst die Flexibilitit des Farbstoffs untersucht, wo-
bei zwei verschiedene konformationelle Zustéinde des Farbstoffs vorherge-
sagt und charakterisiert wurden. Die Besetzungswahrscheinlichkeiten dieser
Zustinde wurden mit freie-Energie-Rechnungen abgeschitzt. Dazu haben
wir zum einen die Methode der thermodynamischen Integration verwendet.
Zum anderen wurden die Differenzen der inneren Energie und der Entropie,
aus denen sich die Differenz der freien Energie zusammensetzt, separat ab-
geschiitzt. Zur Berechnung der Entropiedifferenz wurde eine neue Methode
entwickelt, die Verteilungen von Simplexvolumina miteinander vergleicht,
und mit einer etablierten Methode, die das Verfahren der Hauptkompo-
nentenanalyse verwendet, verglichen. Dabei zeigte sich, dafl das Simplex-
Verfahren der herkémmlichen Methode iiberlegen ist und signifikant genaue-

re Ergebnisse liefert.

AnschlieBend wurden aus ausgedehnten MD-Simulationen der freien Dyna-
mik des Farbstoffs in den beiden gefundenen Konformationen Zerfallskurven

der polarisierten Fluoreszenz berechnet. Dazu mufite zunéichst ein entspre-

83
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chendes Verfahren weiterentwickelt werden.

Das berechnete Besetzungsverhéltnis der beiden Zusténde (1:4) und die
unterschiedlichen Anisotropien der Zusténde legen nahe, dafl die beiden vor-
hergesagten Farbstoffkonformere im Experiment tatséchlich auflésbar sein
sollten. Ebenso sollte der vorhergesagte Temperatureffekt, der den niedriger
besetzten Zustand bei Verringerung der Temperatur stiarker besetzt, im Ex-
periment sichtbar sein. Wie hier am Beispiel des SNARE-Komplexes gezeigt,
sollte es ganz allgemein moglich sein, die in Einzelmolekiilexperimenten
beobachteten unterschiedlichen Anisotropiekurven durch die MD-gestiitzte
Berechnung solcher Zerfallskurven direkt bestimmten Konformationen des
Farbstoffs zuzuorden und so erheblich mehr strukturelle Informationen zu
erhalten als mit Hilfe des wobbling-in-a-cone-Modells.

Zur Interpretation der experimentellen Ergebnisse von Fluoreszenzaniso-
tropiemessungen wird iiblicherweise das wobbling-in-a-cone-Modell benutzt.
Dieses erfordert die vereinfachende Annahme, der Farbstoff wiirde sich inner-
halb eines Kegels bewegen. Die beiden Informationen, die sich aus der An-
wendung dieses Modells ergeben, sind der Offnungswinkel des Kegels und die
Korrelationszeit der Bewegung innerhalb des Kegels. Demgegeniiber muf}-
ten bei der hier vorgestellten Berechnung der Fluoreszenzanisotropie aus
MD-Simulationen keinerlei Annahmen iiber das Potential, in dem sich der
Farbstoff bewegt, gemacht werden; es wurde vielmehr in atomarem Detail
beschrieben. Durch Vergleich der Ergebnisse mit Fluoreszenzmessungen, die
gegenwirtig am Institut durchgefithrt werden, sollte daher eine vorurteils-

freie mikroskopische Interpretation der Anisotropie moglich sein.

Zum gegenwirtigen Zeitpunkt beschreibt unser Verfahren allerdings eine
ideale Messung. Der Vergleich mit dem Experiment kann weiter verbessert
werden, indem zusitzlich der Ubertragungscharakteristik des MeBaufbaus
Rechnung getragen wird, etwa der zeitlichen Auflésung oder auch der end-
lichen Fluoreszenzzeit des Farbstoffs.

Schliellich sei betont, dafl die unseren Rechnungen zugrundeliegende not-
wendig zeitlich begrenzte Trajektorie des Farbstoffs einen statistischen Feh-
ler in den Zerfallskurven der Fluoreszenzanisotropie bedingt, der im Experi-

ment aufgrund der sehr viel besseren Mittelung nicht auftritt. In dieser Ar-
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beit wurde gezeigt, dafl dieser Fehler fiir den untersuchten SNARE-Komplex

tolerierbar ist; lingere Simulationszeiten wéren jedoch wiinschenswert.

Es wurde gezeigt, dal spezifische Eigenschaften der Farbstoffumgebung —
insbesondere die Proteinoberfliche — die Dynamik des Farbstoffs beeinflus-
sen kénnen und daf} dieser Einflufl mit MD-Simulationen beschrieben werden
kann.

Diese Methode soll daher nun auch auf weitere Positionen des Farbstoffs
am SNARE-Komplex angewendet werden, um so die gesamte Oberfliche
des Proteins zu untersuchen. In dhnlicher Weise sollte die Methode auch
auf die Beschreibung von FRET (fluorescence resonance energy transfer)-
Experimenten erweiterbar sein, die eine Abstandsmessung zweier Farbstoffe
ermoglichen. Als Vorbereitung wurden bereits Simulationen durchgefiihrt
(Abb. 4.1). So sollten die Ergebnisse von FRET-Experimenten von Disso-
ziationen des SNARE-Komplexes mit Hilfe der MD-Simulationen auf der
Grundlage der hier entwickelten Methoden in atomarem Detail interpretier-

bar sein.
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