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Kapitel 1

Einleitung

Neue experimentelle Techniken, die in den letzten zehn Jahren entwickelt worden sind,
erm�oglichen es, inter- und intramolekulare Kr�afte an einzelnenMolek�ulen zu messen [1,2].
Auf diese Weise sind etwa Kr�afte zug�anglich, die Motorproteine wie Myosin auf Aktin�-
lamente aus�uben, um an ihnen innerhalb von Zellen entlangzuwandern und Vesikel hin-
und herzutransportieren [3]. Auch konnte die Kraft gemessen werden, welche die RNA-
Polymerase w�ahrend der Transkription entlang eines DNA-Strangs schiebt [4], oder wel-
che ein Flagellenmotor zu generieren in der Lage ist, um Bakterien mit Geschwindigkeiten
von mehr als 50�m=s voranzutreiben [5]. Desweiteren wurde k�urzlich an zahlreichen Sy-
stemen untersucht, welche Kr�afte erforderlich sind, um Proteine oder DNA-Str�ange zu
entfalten [6{16], Zucker- und andere Polymere zu dehnen [17{24] oder einzelne Rezeptor-
Ligand-Bindungen zu trennen [25{34]. In vielen F�allen dienten von au�en angelegte,
gerichtete Kr�afte als Kontrollparameter f�ur strukturelle Ver�anderungen innerhalb von
Molek�ulen, etwa Konformations�uberg�angen in Proteinen oder die partielle Au�altung
von DNA-Doppelstr�angen [35{39].

Ein Beispiel f�ur diese kraftinduzierenden Einzelmolek�ulexperimente sind kraftmikroskopi-
sche Experimente. Urspr�unglich diente das 1986 erfundene Kraftmikroskop dazu, Bilder
von Halbleitern, Mineralien, Polymeren, Bio- und anderen Molek�ulen in nahezu atomarer
Au
�osung zu liefern [40, 41]. Wie Abbildung 1.1 schematisch zeigt, wurde das Kraft-
mikroskop in j�ungeren Anwendungen dann auch dazu verwendet, mechanische Kr�afte
an einzelnen Molek�ulen zu messen [7, 26, 27, 42]: Einzelne Rezeptor-Ligand-Komplexe
werden �uber Polymerlinker zwischen Cantilever und Unterlage

"
eingespannt\ und dann

getrennt, indem Cantilever und Unterlage auseinandergezogen werden. Die dabei aufge-
wendete Zugkraft wird �uber die Auslenkung des Cantilevers aus seiner Gleichgewichtslage
bestimmt.

Zwei Aspekte zeichnen derartige Messungen besonders aus. Zum einen k�onnen in den Ein-
zelmolek�ulexperimenten individuelle Molek�ule adressiert und an ihnen Messungen durch-
gef�uhrt werden. F�uhrt man viele solcher Experimente durch, erh�alt man eine Verteilung
von Einzelmolek�ulmesswerten. Im Gegensatz dazu k�onnen in herk�ommlichen Ensemble-
messungen nur Ensemblemittelwerte f�ur eine gro�e Zahl von Molek�ulen bestimmt werden,
so dass hier Informationen �uber die Messwertverteilung nicht zug�anglich sind.

Zweitens werden in kraftinduzierenden Einzelmolek�ulexperimenten anstelle von Energien
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4 KAPITEL 1. EINLEITUNG

Trennung eines Rezeptor-Ligand-Komplexes

Unterlage Polymerlinker

CantileverRezeptor

Ligand

Abbildung 1.1: Typische Vorgehensweise in kraftmikroskopischen Einzelmolek�ulexperi-
menten (Skizze). Ein Ligand wird �uber einen Polymerlinker an den Cantilever gebunden;
ebenso wird der Rezeptor an einer Unterlage befestigt, die im Verlauf des Experiments
mit konstanter Zuggeschwindigkeit vom Cantilever wegbewegt wird. Die dadurch auf
den Rezeptor-Ligand-Komplex ausge�ubte anwachsende Zugkraft wird �uber die Auslen-
kung des Cantilevers aus seiner Gleichgewichtslage registriert. Auf diese Weise kann die
zum Zeitpunkt der Bindungstrennung ausge�ubte Maximalkraft (die Dissoziationskraft)
bestimmt werden.

Kr�afte gemessen. W�ahrend man beispielsweise in kalorimetrischen Messungen die Freie-
Energie-Di�erenz zwischen gebundenem und ungebundenem Zustand eines Ensembles von
Rezeptor-Ligand-Komplexen bestimmt [43, 44], misst man hier Bindungskr�afte. Da diese
im Gegensatz zur freien Energie keine thermodynamischen Zustandsgr�o�en sind, enthalten
sie zus�atzliche Informationen �uber den Verlauf der kraftinduzierten Prozesse, etwa �uber
einen Bindungsmechanismus [25, 26].

Bereits vor einiger Zeit sind auf Molekulardynamik-(MD)-Simulationen [45{49] gest�utzte
Methoden entwickelt und seitdem erfolgreich eingesetzt worden, mit deren Hilfe man in
der Lage ist, sogar in solch komplexen und heterogenen Vielteilchensystemen wie Pro-
teinen Freie-Energie-Di�erenzen zu berechnen [50{54], diese auf individuelle interatoma-
re Wechselwirkungen und atomare Fluktuationen zur�uckzuf�uhren und in verschiedene
Energiebeitr�age | etwa elektrostatische oder Van der Waals-Wechselwirkungen | auf-
zuschl�usseln. Ausgehend von atomar aufgel�osten Proteinstrukturen, wie sie etwa durch
R�ontgenstreuexperimente oder Kernspinresonanzmessungen in schnell wachsender Zahl
verf�ugbar werden, wird in solchen MD-Simulationen die atomare Dynamik numerisch
berechnet, was die detaillierte theoretische Untersuchung mikroskopischer Wechselwir-
kungen und Fluktuationen gestattet.

Entsprechende Verfahren zur mikroskopischen Interpretation der neuen kraftinduzieren-
den Einzelmolek�ulexperimente gab es bis vor kurzem nicht. Solche Verfahren sind aber
wichtig, da mechanische Kraftmessungen bisher keinen direkten Einblick in die atomaren
Prozesse erlauben, die in den Molek�ulen unter Einwirkung der applizierten Kraft statt�n-
den. So sind etwa Informationen, auf welchem (geometrischen) Dissoziationsweg sich ein
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Ligand aus der Bindungstasche seines Rezeptors bewegt und welche Wechselwirkungen
zwischen individuellen Ligand- und Rezeptoratomen den untersuchten Dissoziationspro-
zess bestimmen, experimentell nicht zug�anglich. Desweiteren kann in der Regel nicht der
gesamte Verlauf der Kraft auf einen Liganden w�ahrend des Dissoziationsprozesses (das so
genannte Kraftpro�l) aufgel�ost werden, sondern nur die Abrei�- oder Dissoziationskraft,
also das Maximum des Kraftpro�ls. Auch k�onnen strukturelle �Anderungen innerhalb eines
Molek�uls als Antwort auf die einwirkende Kraft gegenw�artig nicht in atomarer Au
�osung
detektiert werden.

K�urzlich wurde ein MD-gest�utztes Verfahren zur Interpretation von kraftinduzierenden
Einzelmolek�ulexperimenten unter Mitwirkung des Autors vorgeschlagen, entwickelt und
erstmalig eingesetzt [55, 56]. Am Beispiel der Streptavidin-Biotin-Dissoziation wurde
nachgewiesen, dass dieses Verfahren es erlaubt, Dissoziationskr�afte mit der experimen-
tell erreichbaren Genauigkeit zu berechnen. Die Berechnung von Kraftpro�len erlaubte es
au�erdem, ein detailliertes Modell der atomaren Prozesse und Wechselwirkungen anzu-
geben, die f�ur die bei der Trennung der Bindung gemessenen Kr�afte verantwortlich sind.
Inzwischen wurde diese Methode von mehreren Arbeitsgruppen auf zahlreiche Systeme
erfolgreich angewendet [17, 57{72] und kann als etabliert angesehen werden.

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Simulationen | die forcierte Dissoziati-
on eines Antik�orper-Hapten-Komplexes sowie die Dehnung von Polymermolek�ulen |
fu�en auf diesem Simulationsverfahren, das in Kapitel 3 im Detail beschrieben wird.
Prinzipiell ist unser Simulationsverfahren auf alle kraftinduzierenden Einzelmolek�ulex-
perimente anwendbar, wie etwa Experimente mit optischen oder magnetischen Pinzet-
ten [73{76], Biomembran-Kraftmessungs-(BFP)-Experimente [77] oder kraftmikroskopi-
sche Einzelmolek�ulexperimente [25]. Hier wollen wir uns auf Letztere konzentrieren, da
zu allen in der vorliegenden Arbeit untersuchten Systemen kraftmikroskopische Einzel-
molek�ulexperimente durchgef�uhrt wurden oder in Arbeit sind [17, 22, 24{26].

Die von uns vorgeschlagenen MD-Dissoziationssimulationen [55] zielen darauf ab, das
vollst�andige Einzelmolek�ulexperiment m�oglichst detailgetreu zu simulieren. Entsprechend
wird gerade dasjenige Ligandatom, das im kraftmikroskopischen Experiment mit der Spit-
ze des Cantilevers verbunden ist, einem geeigneten Zugpotenzial unterworfen, das als Mo-
dell f�ur den Cantilever dient. W�ahrend der Simulation wird dieses Zugpotenzial �uber die
Simulationszeitspanne in Zugrichtung bewegt, so dass auf das Ligandatom eine ansteigen-
de Zugkraft ausge�ubt und dieser schlie�lich von seinem Rezeptormolek�ul getrennt wird.
Auch hier bestimmen wir die Dissoziationskraft als die maximale Zugkraft, die der Ligand
im Verlauf der Dissoziationssimulation erf�ahrt.

In dieser Arbeit richtet sich unser Interesse zun�achst auf das Ph�anomen der molekula-
ren Erkennung in Rezeptor-Ligand-Komplexen. Dahinter verbirgt sich die Frage, wie
sich in der ungeheuren molekularen Vielfalt eines jeden biologischen Systems bestimm-
te Molek�ule gegenseitig erkennen und hochspezi�sch miteinander reagieren. Auf Grund
welcher atomarer Prozesse bindet ein Antik�orper sein Antigen, ein Hormon sein Rezep-
tormolek�ul oder ein Enzym sein Substrat hochspezi�sch? Wir wollen dies anhand eines
Rezeptor-Ligand-Komplexes untersuchen, bei dem ein AN02-Antik�orper spezi�sch an ein
spinmarkiertes Dinitrophenyl-(DNP)-Hapten bindet [78, 79].

Neben der Berechnung der Dissoziationskraft fragen wir bei unseren Dissoziationssimu-
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lationen nach dem Mechanismus der spezi�schen Bindung zwischen AN02 und DNP-
Hapten. Auf welchem Dissoziationspfad bewegt sich das Haptenmolek�ul aus der Bin-
dungstasche des Antik�orpers heraus und in welche spezi�schen Wechselwirkungen tritt es
mit den Aminos�auren der Bindungstasche im Verlauf des Dissoziationsprozesses? Ein be-
sonderes Augenmerk liegt dabei auf der Frage, ob es einen eindeutigen Dissoziationspfad
und eine eindeutige Folge von Wechselwirkungen w�ahrend des Dissoziationsprozesses gibt
oder ob eine signi�kante Streuung zu beobachten ist. Wir stellen diese Frage vor allem vor
dem Hintergrund der k�urzlich bei einem noch nicht spezialisierten Antik�orper gemachten
Entdeckung, dass die Geometrie der Bindungstaschenregion auch durch weit entfernte
Aminos�auren ver�andert werden kann [80] und dass somit die Konformations
exibilit�at
bei der Optimierung der Bindung eine zentrale Rolle spielt, was damit einhergehende
signi�kante entropische Beitr�age nahelegt.

Neben der forcierten Dissoziation von Rezeptor-Ligand-Komplexen wurden in �ahnlichen
kraftmikropischen Experimenten die elastischen Eigenschaften einzelner Polymermolek�ule
untersucht [17, 18, 21, 22, 24], indem diese Molek�ule zwischen Cantilever und einer Un-
terlage

"
eingespannt\ und anschlie�end auseinandergezogen wurden. Im Unterschied zu

den Dissoziationsexperimenten interessierte hier der Verlauf der Zugkraft als Funktion der
Ausdehnung des Polymers, der in der so genannten Kraft-Ausdehnungs-Kurve aufgezeich-
net wurde. Diese Experimente zielten darauf ab, Materialeigenschaften auf molekularer
Grundlage besser zu verstehen, da diese f�ur die makroskopischen Eigenschaften von kom-
plexen biologischen Systemen in hohem Ma�e mitverantwortlich sind. In Analogie zu der
in Abbildung 1.1 schematisch gezeigten Vorgehensweise wurden am Lehrstuhl Gaub an
der Universit�at M�unchen die strukturell einander sehr �ahnlichen Polysaccharide Dextran,
Amylose und Cellulose sowie das in vielen industriellen, biotechnischen oder klinischen
Anwendungen [81, 82] vorkommende Polymermolek�ul Polyethylenglykol (PEG) mecha-
nisch gedehnt. Dabei wurde f�ur jedes Polymermolek�ul eine Kraft-Ausdehnungs-Kurve
aufgezeichnet. Die Steigung entlang der Kraft-Ausdehnungs-Kurve ist ein Ma� f�ur die
Elastizit�at des jeweiligen Polymers. Die Messungen an den Polysacchariden ergaben, dass
minimale Unterschiede in der Verbr�uckung der Monomere zu dramatisch unterschiedlichen
Elastizit�atscharakteristiken f�uhren k�onnen. Wie ist dies zu erkl�aren?

Um diese Frage zu beantworten, haben wir MD-Simulationen durchgef�uhrt (Kapitel 6),
in denen diese Polymermolek�ule in direkter Anlehnung an die kraftmikroskopischen Ex-
perimente gedehnt wurden. Es bot sich hier die Chance zu �uberpr�ufen, ob unser Simu-
lationsverfahren auch auf den von einer Rezeptor-Ligand-Dissoziation sehr verschiedenen
Prozess der mechanischen Dehnung einzelner Polymermolek�ule anwendbar ist. Die Si-
mulationen sollten Einblick in die Prozesse auf atomarer Ebene verscha�en, die f�ur die
kraftmikroskopisch gemessenen und aus den Simulationen abgeleiteten Elastizit�aten ver-
antwortlich sind. Das Hauptaugenmerk lag dabei auf der Frage, worin sich diese Prozesse
auf Grund der unterschiedlichen Verbr�uckung in den einzelnen Polysacchariden vonein-
ander unterschieden.

Im Gegensatz zu den Polysacchariden zeigt PEG in seiner Elastizit�atscharakteristik eine
starke L�osungsmittelabh�angigkeit [24]. Hier sollten MD-Dehnungssimulationen aufkl�aren,
wie unterschiedliche L�osungsmittel auf die molekulare Struktur von PEG einwirken und
somit die elastischen Eigenschaften beein
ussen.
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MD-Simulationen sind deswegen sehr gut sowohl f�ur die forcierte Dissoziation von Rezeptor-
Ligand-Komplexen als auch f�ur die Dehnung von Polymermolek�ulen geeignet, da sie die
analogen Experimente ungew�ohnlich genau nachbilden. Zum einen, weil man es in Si-
mulation und Experiment mit Systemen identischer Gr�o�e zu tun hat: Der �ublicherweise
anzutre�ende Nachteil, dass MD-Simulationen aus Rechenzeitgr�unden auf einzelne Ma-
kromolek�ule und somit auf sehr viel kleinere Systeme als in vergleichbaren Experimenten
beschr�ankt sind, f�allt hier weg, da gerade Einzelmolek�ulexperimente simuliert werden.
Zum anderen haben wir es mit identischen Observablen, n�amlich Dissoziations- und Deh-
nungskr�aften zu tun, was einen direkten Vergleich zwischen Experiment und Simulation
erleichtert.

Die einzig verbleibende Diskrepanz zwischen Experiment und Simulation sind die sehr un-
terschiedlichen Zeitskalen: W�ahrend kraftmikroskopische Experimente nur auf der Millise-
kundenzeitskala oder langsamer durchgef�uhrt werden k�onnen, kann die atomare Dynamik
in MD-Simulationen auf Grund des enorm hohen Rechenaufwands selbst auf Hochlei-
stungsparallelrechnern nur f�ur die Zeitspanne von maximal einigen Nanosekunden be-
rechnet werden. F�ur die forcierte Dissoziation von Rezeptor-Ligand-Komplexes hat dies
zur Folge, dass in der Simulation eine erheblich h�ohere Zuggeschwindigkeit als im kraftmi-
kroskopischen Experiment gew�ahlt werden muss, um den Liganden in der zur Verf�ugung
stehenden Zeitspanne aus der Bindungstasche seines Rezeptors ziehen zu k�onnen.

Diese Diskrepanz zwischen Theorie und Experiment wirft die Frage auf, welchen Ein
uss
die Wahl der Zuggeschwindigkeit auf die gemessenen bzw. berechneten Dissoziationskr�afte
hat. Dass ein solcher Ein
uss besteht, wurde inzwischen in zahlreichen Experimenten
nachgewiesen [7,83{85]. Um trotz der Zeitskalendiskrepanz Theorie und Experiment ver-
gleichen zu k�onnen, ist zun�achst zu kl�aren, welche physikalischen Mechanismen die beob-
achtete Abh�angigkeit von der Zuggeschwindigkeit bewirken und wie sich diese beschreiben
lassen (Kapitel 4).

Bereits in Ref. [55] wurden Reibung und aktivierte Prozesse auf Grund von thermischen
Fluktuationen als die ma�geblichen E�ekte benannt. Dort wurde, um berechnete mit
gemessenenen Dissoziationskr�aften zu vergleichen, nur Reibung ber�ucksichtigt, die ei-
ne lineare Abh�angigkeit der Dissoziationskraft von der Zuggeschwindigkeit bewirkt; die
Beschr�ankung auf Reibung war f�ur den untersuchten, sehr stabilen Streptavidin-Biotin-
Komplex gerechtfertigt [68]. Im Allgemeinen, und insbesondere bei weniger stabilen Kom-
plexen, wird die Dissoziationskraft durch thermisch aktivierte Prozesse verringert: Nach
hinreichend langer Zeit f�uhren diese ja ganz ohne extern angelegte Zugkraft zur spontanen
Dissoziation. Wie auch vom Autor gezeigt wurde, ist zu erwarten, dass die Dissoziations-
kraft logarithmisch mit der Zuggeschwindigkeit anw�achst [58, 68, 84, 86{88]. Im vierten
Kapitel der vorliegenden Arbeit werden wir beide E�ekte, Reibung und aktivierte Pro-
zesse, in einem einfachen Modell kombinieren, das es erlaubt, den groben Verlauf des so
genannten Kraftspektrums, in dem die Dissoziationskraft als Funktion der Zuggeschwin-
digkeit aufgetragen ist, zu beschreiben. Unter Zuhilfenahme der spontanen Dissoziati-
onsrate k�onnen damit die auf der Nanosekundenzeitskala berechneten Dissoziationskr�afte
auf die Millisekunden- bis Sekundenzeitskala interpoliert und dadurch mit experimentell
bestimmten Dissoziationskr�aften verglichen werden. Auf Grundlage dieses einfachen Mo-
dells werden wir die berechneten Dissoziationskr�afte des AN02{DNP-Hapten-Komplexes
(Kapitel 5) auf die experimentelle Zeitskala interpolieren, um somit zu einer Vorhersage
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f�ur eine experimentelle Dissoziationskraft zu kommen.

Au�er der H�ohe der Aktivierungsbarriere, die sich direkt aus der spontanen Dissoziati-
onsrate ergibt, bleiben hierbei allerdings Details der Energielandschaft, die die Rezeptor-
Ligand-Bindung beschreibt, zun�achst unber�ucksichtigt. Eine genauere Betrachtung zeigt
jedoch, dass der detaillierte Verlauf der Wechselwirkungsenergie zwischen Ligand und Re-
zeptor entlang des Dissoziationswegs in der Tat Ein
uss auf die Feinstruktur des Kraft-
spektrums haben sollte. Tats�achlich wurde dies in BFP-Experimenten k�urzlich beobach-
tet [83]. In einem eindimensionalen Di�usionsmodell wollen wir diesen Ein
uss eingehend
untersuchen und eine Theorie entwickeln, die es gestatten soll, f�ur eine gegebene Ener-
gielandschaft das zugeordnete Kraftspektrum abzuleiten (viertes Kapitel). Wenn sich
tats�achlich strukturelle Merkmale der Energielandschaft im Kraftspektrum widerspiegeln,
dann sollte es sogar umgekehrt m�oglich sein, aus einem gemessenen Kraftspektrum die
gesamte zugrunde liegende Energielandschaft zu rekonstruieren. Dies w�are insofern be-
merkenswert, als man dann aus kraftinduzierenden Einzelmolek�ulexperimenten geringer
Ortsau
�osung dennoch Energielandschaften oder Kraftpro�le mit atomarer Ortsau
�osung
erhalten kann.

F�ur den Spezialfall eines sehr weichen Zugpotenzials und unter der Annahme einer recht
einfach strukturierten Energielandschaft ist eine solche Rekonstruktion f�ur den Protein-
Ligand-Komplex Avidin-Biotin bereits gelungen [83]. Dabei wurden aus einem Spektrum
von Dissoziationskr�aften, das in BFP-Experimenten �uber einen etwa f�unf Gr�o�enordnun-
gen �uberspannenden Bereich von Zuggeschwindigkeiten bestimmt wurde, drei Regimes in
der Energielandschaft abgeleitet, die zuvor in MD-Simulationen beobachtet worden wa-
ren [58]. In der vorliegenden Arbeit zielen wir auf eine allgemeine Theorie ab, welche keine
Voraussetzungen hinsichtlich der Bescha�enheit der Energielandschaft oder der H�arte des
Zugpotenzials macht.

Bevor wir im vierten Kapitel unsere Theorie zu kraftinduzierenden Einzelmolek�ulexpe-
rimenten entwickeln sowie in den Kapiteln f�unf und sechs die Dissoziationssimulationen
zu AN02{DNP-Hpaten und die Dehnungssimulationen zu Polymermolek�ulen beschreiben,
werden wir im zweiten Kapitel die Methode der MD-Simulation einf�uhren und kurz auf
das verwendete parallele Simulationsprogramm EGO eingehen sowie, im dritten Kapitel,
die Vorgehensweise in kraftmikroskopischen Einzelmolek�ulexperimenten und unser darauf
aufbauendes Simulationsverfahren erl�autern.



Kapitel 2

Die Methode der

Molekulardynamiksimulation

Die Methode der MD-Simulation wurde in der Literatur eingehend beschrieben; ein guter
�Ubersichtsartikel ist etwa Ref. [89]. Hier soll lediglich das Prinzip skizziert und anschlie-
�end auf die Besonderheiten der hier durchgef�uhrten MD-Simulationen | wie etwa die
eingesetzten Methoden zur E�zienzsteigerung und die Beschreibung der L�osungsmittel-
umgebung | eingegangen werden.

9
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2.1 Prinzip

Die Methode der Molekulardynamiksimulation (MD-Simulation) dient dazu, die atoma-
ren Bewegungen eines molekularen Systems von typischerweise 103:::105 Atomen �uber
eine vorgegebene Zeitspanne zu berechnen. Wenn man dies exakt tun will, muss man
die zeitabh�angige Schr�odinger-Gleichung f�ur das Vielteilchensystem aus Elektronen und
Atomkernen l�osen. Dies ist jedoch bereits f�ur sehr kleine Systeme, die aus mehr als
zehn Atomen bestehen, zu aufwendig. Um auch gr�o�ere molekulare Systeme, etwa ein
Protein in seiner L�osungsmittelumgebung, �uber eine Zeitspanne von wenigstens einigen
Nanosekunden simulieren zu k�onnen, sind drei N�aherungsschritte erforderlich:

Zun�achst werden die schnellen elektronischen Freiheitsgrade von den langsameren Kern-
freiheitsgraden im Rahmen der Born-Oppenheimer-N�aherung separiert [90, 91]. Die dar-
aus resultierende zeitunabh�angige Schr�odinger-Gleichung f�ur die elektronische Dynamik,
die parametrisch von den Kernpositionen abh�angt, de�niert die Eigenzust�ande des Elek-
tronensystems. Somit l�asst sich die Grundzustandsenergie des Elektronensystems als
e�ektives Potenzial au�assen, das von der Position der Kerne abh�angt und den Ein
uss
der elektronischen Dynamik auf die Bewegung der Atomkerne beschreibt.

Im zweiten N�aherungsschritt wird dieses e�ektive Potenzial durch ein semiempirisches
molekulares Kraftfeld approximiert, das aus einer gro�en Zahl einzelner Energiebeitr�age
zusammengesetzt ist, welche in einfacher funktioneller Form von den Kernkoordinaten
abh�angen. Diese Energiebeitr�age tragen zum einen der chemischen Struktur des Systems
Rechnung und beinhalten Bindungsstreck-, Bindungswinkel-, Torsions- und Extraplanar-
potenziale, die n�aherungsweise die Eigenschaften kovalenter Bindungen beschreiben und
deswegen auch bindende Wechselwirkungen genannt werden. Zum anderen werden die
langreichweitigen nicht-bindenden Wechselwirkungen ber�ucksichtigt, zu denen die elek-
trostatischen und Van der Waals-Wechselwirkungen geh�oren. Bindungsstreckungen und
Bindungswinkel werden durch harmonische Potenziale beschrieben, deren Minimum dem
Gleichgewichtsabstand zwischen zwei kovalent gebundenen Atomen bzw. dem Gleichge-
wichtsbindungswinkel von drei Atomen entspricht. Elektrostatischen Wechselwirkungen
wird durch das Coulomb-Potenzial, Van der Waals-Wechselwirkungen und der Pauli-
Absto�ing durch das Lennard-Jones-Potenzial [89] Rechnung getragen. Die Parameter,
die man f�ur das Kraftfeld ben�otigt | etwa Gleichgewichtsabst�ande zwischen kovalent
gebundenen Atomen, Kraftkonstanten oder Partialladungen und Van der Waals-Radien
f�ur die einzelnen Atome | werden aus experimentellen Daten und quantenmechani-
schen Rechnungen an kleinen Molek�ulen etwa mit Hilfe des Self-Consistent Force Field-
Verfahrens [92] gewonnen. Auf diese Weise wurde eine Reihe unterschiedlicher Kraftfel-
der [93{105] f�ur verschiedene Klassen von Molek�ulen wie Proteine, DNA-Molek�ule oder
Kohlehydratverbindungen entwickelt.

Schlie�lich wird in einem dritten N�aherungsschritt die Dynamik der Kerne klassisch be-
schrieben: Alle Atome im System werden als Punktmassen behandelt, die sich in dem
gegebenen Kraftfeld F(r1; :::; rN) gem�a� den Newtonschen Bewegungsgleichungen

mi
d2

dt2
ri = Fi(r1; :::; rN) = �riE(r1; :::; rN) (2.1)
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bewegen, wobei mi und ri Masse und Ort des i-ten Atomkerns (i = 1; :::; N), Fi die Kraft
auf Atom i und N die Anzahl der Atome sind.

Zur numerischen Integration der Newtonschen Bewegungsgleichungen hat sich die Nystr�m-
Methode zweiter Ordnung [106] bew�ahrt. F�ur MD-Simulationen wurde dieses Verfahren
1967 erstmalig von L. Verlet eingesetzt [107], weswegen es auch als Verlet-Algorithmus
bezeichnet wird. Der Verlet-Algorithmus approximiert die L�osung ri von Gleichung (2.1)
mit Hilfe der Rekursionsformel

ri(t+�t) = 2ri(t)� ri(t��t) +
Fi(t)

mi

� (�t)2; (2.2)

wobei �t die Integrationsschrittweite bezeichnet. Diese ist so zu w�ahlen, dass sie im Ver-
gleich zu der Periodendauer der schnellsten Freiheitsgrade klein ist. Letztere betr�agt mit
den Bindungsstreckschwingungen der Wassersto�atome zwischen 10 und 20 Femtosekun-
den, so dass f�ur die Integrationsschrittweite typischerweise ein bis zwei Femtosekunden
gew�ahlt werden.

Der Vorteil dieses Verfahrens liegt zum einen in seiner numerischen Stabilit�at und zum
anderen darin, dass im Gegensatz etwa zum Runge-Kutta-Verfahren [108] nur eine Be-
rechnung der Kr�afte Fi zum Zeitpunkt t erforderlich ist. Die Gesamtenergie konser-
vativer Systeme bleibt bei Verwendung des Verlet-Algorithmus in sehr guter N�aherung
konstant [109].

Ausgehend von geeigneten Anfangspositionen und -geschwindigkeiten erh�alt man nach L
Integrationsschritten die Trajektorie fr1(k��t); :::; rN(k��t); k = 0; :::; Lg, die die atomare
Dynamik des simulierten Systems �uber die Simulationszeitspanne beschreibt. Geeigne-
te Anfangsstrukturen f�ur kleine, einfach aufgebaute Molek�ule (z.B. einfache Zuckerpo-
lymere) k�onnen mit so genannten Molek�ul-Editoren auf dem Computer modelliert wer-
den [110{113]; f�ur gro�e Biomolek�ule wie Proteine ist man dagegen auf Strukturen ange-
wiesen, die experimentell ermittelt wurden, meist mit Hilfe der R�ontgenstrukturanalyse
oder auch der Kernresonanzspektroskopie. F�ur Proteine existieren mittlerweile mehr als
10 000 aufgel�oste Strukturen in der Brookhaven Data Bank [114]. Die Wahl geeigneter
Anfangsgeschwindigkeiten wird in Abschnitt 2.4 beschrieben.

Die erw�ahnten N�aherungen zur Berechnung der atomaren Dynamik ziehen folgende Ein-
schr�ankungen f�ur MD-Simulationen nach sich [89]:

� Chemische Reaktionen k�onnen nicht beschrieben werden.

� Vorg�ange bei niedrigen Temperaturen (< 10 K) werden nicht ad�aquat beschrie-
ben, da hier der quantenmechanische Charakter niederenergetischer Kernbewegun-
gen zum Tragen kommt.

� Die Bewegung der leichten Wassersto�atome wird in klassischer N�aherung auch bei
Raumtemperatur ungenau wiedergegeben.

Trotz dieser Einschr�ankungen k�onnen in MD-Simulationen viele Aspekte der Dynamik
von Biomolek�ulen beschrieben werden [89]. F�ur die hier durchgef�uhrten Dissoziations-
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bzw. Dehnungssimulationen, die in den Kapitlen 5 und 6 beschriebenen werden, spielen
chemische Reaktionen keine Rolle, und die Simulationstemperatur betrug 300K. Auf die
Frage, ob und wie die Beschreibung der leichten Wassersto�atome verbessert werden muss,
gehen wir weiter unten ein.
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2.2 E�ziente Simulationsmethoden

Die Berechnung der Trajektorie eines gro�en Systems ist sehr aufwendig. Dies gilt ins-
besondere dann, wenn alle langreichweitigen Paarwechselwirkungen exakt ausgewertet
werden: In diesem Fall skaliert der Rechenaufwand quadratisch mit der Anzahl der Ato-
me. Wollte man die Trajektorie eines Systems aus 50 000 Atomen, etwa ein in Wasser
gel�ostes Protein, �uber eine Zeitspanne von einer Nanosekunde mit der exakten Auswer-
tung aller Wechselwirkungsbeitr�age berechnen, w�aren dazu etwa 6 � 1016 Flie�kommaope-
rationen erforderlich. Dies w�urde auf einer heutigen Hochleistungsworkstation mit einer
praktisch erreichbaren Leistung von 100 MFLOP gut 20 Jahre in Anspruch nehmen. Um
diese Zeit zu verk�urzen, sind eine Reihe von e�zienzsteigernden Algorithmen vorgeschla-
gen und implementiert worden. In dieser Arbeit wurde das MD-Simulationsprogramm
EGO [115{117] verwendet, das �uber solche Algorithmen verf�ugt. Die wichtigsten dieser
Algorithmen seien im folgenden kurz skizziert.

� Compound-Atome und SHAKE-Algorithmus: Wie weiter oben schon erw�ahnt,
kann die Dynamik der leichten Wassersto�atome in MD-Simulationen nicht korrekt
wiedergegeben werden. Um den Ein
uss der Wassersto�atome auf die Dynamik
des betrachteten molekularen Systems ad�aquat zu beschreiben, unterscheidet man
typischerweise zwischen polaren und apolaren Wassersto�atomen. Da die apolaren
Wassersto�atome nur schwach mit ihrer Umgebung wechselwirken, hat es sich als
sehr gute N�aherung erwiesen, sie implizit �uber so genannte Compund-Atome zu
ber�ucksichtigen [93]. In solchen Compound-Atomen sind das schwere Atom und die
an ihm gebundenen Wassersto�atome zu einem Atom zusammengefasst, wodurch
sich eine modi�zierte Partialladung sowie andere Van der Waals-Parameter ergeben.
Diese Vorgehensweise ist sehr e�zient, da dadurch die Anzahl der Atome auf etwa
die H�alfte reduziert werden kann. Da die polaren Wassersto�atome mit ihrer Um-
gebung insbesondere in Form von Wassersto�br�ucken in starke Wechselwirkungen
treten und somit Struktur und Dynamik des Systems wesentlich beein
ussen, wer-
den diese explizit simuliert. Hier wird �ublicherweise ihr Abstand zu den schweren
Atomen, an die sie gebundenen sind, mit Hilfe des in Ref. [118] vorgeschlagenen
SHAKE-Algorithmus �xiert. Es gibt keine Hinweise darauf, dass dadurch die Be-
schreibung der physikalischen Eigenschaften des Systems beeintr�achtigt w�are [119],
und dar�uber hinaus kann damit die Rechenzeit etwa um den Faktor zwei reduziert
werden [89].

� Parallelisierung: Ab etwa Mitte der achtziger Jahre wurden umfangreiche An-
strengungen unternommen, umMD-Simulationsprogramme e�zient auf Vektorrech-
nern [120,121] oder Parallelrechnern [122{129] zu implementieren. Das MD-Simula-
tionsprogramm EGO ist f�ur den Einsatz auf Parallelrechnern konzipiert. Die Atome
werden dabei so auf die einzelnen Prozessoren verteilt, dass zum einen der Daten-
austausch zwischen den Prozessoren, der insbesondere zur Berechnung der lang-
reichweitigen Wechselwirkungen erforderlich ist, minimal wird, und zum anderen
die einzelnen Prozessoren m�oglichst gleichm�a�ig ausgelastet sind [115]. Wie sich die
Rechenleistung durch die Verwendung von mehreren Prozessoren im Vergleich zu
einem einzelnen Prozessor erh�oht, d.h. wie gut das MD-Simulationsprogramm auf
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dem Parallelrechner skaliert, h�angt neben der rechnerinternen Architektur und der
Daten�ubertragungsrate auch von der Gr�o�e des simulierten Systems ab. Je gr�o�er
das System ist, desto besser ist in der Regel auch die Skalierung, da dann der Kom-
munikationsaufwand zwischen den einzelnen Prozessoren relativ abnimmt und der
limitierende Faktor die Einzelprozessorleistung ist. (So ist es wenig sinnvoll, ein
kleines System auf sehr vielen Prozessoren zu simulieren.) F�ur die MD-Simulation
eines aus rund 50 000 Atomen bestehenden Systems hat sich auf dem Parallelrechner
der Arbeitsgruppe, der aus 72 Prozessoren des Typs PowerPC mit einer Taktung
von 300 MHz besteht, die Verwendung von 16-Prozessor-Partitionen als geeignet
erwiesen, was gegen�uber der Einzelprozessorleistung eine Beschleunigung etwa um
den Faktor 10 mit sich bringt.

� E�ziente Berechnung langreichweitiger Wechselwirkungen:

Zur exakten Berechnung der langreichweitigen Coulomb-Wechselwirkungen

ECoulomb =
X
hi;ji

Eij
Coulomb �

X
hi;ji

qiqj
rij

(2.3)

m�ussen alle interatomaren Paarwechselwirkungen ber�ucksichtigt werden. Dabei ska-
liert der Rechenaufwand quadratisch mit der Anzahl der Atome. Entsprechend er-
streckt sich die Summe in Gleichung (2.3) �uber alle Atompaare hi; ji , wobei rij
deren Abstand und qi die Partialladung von Atom i ist. Aufgrund des beschriebe-
nen Skalierungsverhaltens wird bei zunehmender Systemgr�o�e die Berechnung der
Coulombkr�afte rasch zum rechenzeitbestimmenden Schritt. Um hier den Rechen-
aufwand zu reduzieren, wird �ublicherweise auf die cut o�-Methode zur�uckgegri�en,
bei der Paarwechselwirkungen zwischen Atomen, deren Abstand zueinander den cut
o�-Radius rcut �ubersteigt, vernachl�assigt werden [93]. Allerdings gibt es zahlreiche
Hinweise, dass die vollst�andige Vernachl�assigung von langreichweitigen Wechselwir-
kungen zwischen weit entfernten Atomen gerade in Proteinen zu Artefakten in der
r�aumlichen Struktur sowie in den dynamischen Eigenschaften f�uhren kann [130{133].

Um solche Artefakte zu vermeiden, greifen wir hier zur e�zienten Berechnung der
Coulomb-Wechselwirkungen auf die Kombination eines Mehrschrittverfahrens und
einer Multipolmethode zur�uck:

{ Mehrschrittverfahren: Hier wird der Befund ausgenutzt, dass in Proteinen
die Kr�afte, die auf ein gegebenes Atom auf Grund von Paarwechselwirkungen
mit anderen Atomen wirken, im zeitlichen Verlauf desto geringere Fluktuatio-
nen aufweisen, je weiter die Atome voneinander entfernt sind [134{139]. Des-
wegen ist es eine gute N�ahrung, solche Kr�afte, die aus Paarwechselwirkungen
mit weit entfernten Atomen herr�uhren, nicht in jedem Integrationsschritt exakt
zu berechnen, sondern auf Grundlage vorhergehender Kr�afte zu extrapolieren.
Je weiter die Atome entfernt sind, desto seltener ist eine exakte Berechnung
erforderlich. Man de�niert deshalb Distanzklassen, wobei die erste Distanz-
klasse die Atome in der direkten Umgebung des gegebenen Atoms enth�alt,
w�ahrend h�ohere Distanzklassen entferntere Atome beinhalten. In der n-ten
Distanzklasse erfolgt eine exakte Berechnung der Kr�afte alle 2(n�1) Schritte.
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Dieses Verfahren bringt nur einen marginalen Verlust an Genauigkeit, aber
eine weitere Beschleunigung etwa um den Faktor 7 [140].

{ Multipolmethode: Anders als bei der cut o�-Methode werden bei der Multi-
polmethode alle langreichweitigen Paarwechselwirkungen ber�ucksichtigt. �Ahn-
lich wie beim Mehrschrittverfahren werden bei der Multipolmethode die lang-
reichweitigen Wechselwirkungen eines gegebenen Atoms mit den umgebenden
Atomen f�ur verschiedene Entfernungen unterschiedlich berechnet: W�ahrend
f�ur benachbarte Atome die Kr�afte paarweise ausgewertet werden, fasst man
weiter entfernte Atome in Cluster zusammen. Ein gegebenes Atom wechsel-
wirkt nun mit solchen Clustern �uber deren Multipolentwicklungen [141]. Je
nach Genauigkeitsanforderungen werden die Multipolentwicklungen nach einer
bestimmten Ordnung abgebrochen. Bei der Berechnung der elektrostatischen
Wechselwirkungen, wie sie in MD-Simulationen erforderlich ist, m�ussen auch
h�ohere Multipolmomente ber�ucksichtigt werden, da auf Grund der Existenz
von Ladungen unterschiedlichen Vorzeichens niedrigere Multipolmomente ver-
schwinden k�onnen. Die Gr�o�e der Cluster nimmt mit wachsendem Abstand
hierarchisch zu: Cluster n-ter Ordnung sind aus Clustern (n� 1)-ter Ordnung
aufgebaut. Der Rechenaufwand zur Auswertung langreichweitiger Paarwech-
selwirkungen skaliert dadurch nicht mehr quadratisch mit der Anzahl N der
Atome | d.h. in der Ordnung O(N2) |, sondern nur noch in der Ordnung
O[N log(N)] [142]. In der so genannten schnellen Multipolmethode (FMM,
Fast Multipole Method) werden die Koe�zienten der Multipolentwicklung
eines Clusters dazu verwendet, das Multipolmoment des Clusters der n�achst
h�oheren Ordnung zu berechnen, was als bottom-up-Strategie bezeichnet wird.
F�ur hinreichend gro�e Systeme skaliert der Rechenaufwand zur Auswertung der
langreichweitigen Paarwechselwirkungen bei dem schnellen Multipolverfahren
nur noch linear mit der Anzahl der Atome, d.h. in der Ordnung O(N) [143{145].
F�ur Proteine, die als Sequenzen von 20 unterschiedlichen Aminos�auren sehr ka-
nonisch aufgebaut sind1, werden in der strukturadaptierten Multipolmethode
(SAMM) die Atome entsprechend der proteinspezi�schen Strukturmerkmale
so in Cluster eingeteilt, dass die Multipolentwicklung bereits nach dem er-
sten nicht verschwindenden Multipolmoment abgebrochen werden kann, was
den Rechenaufwand weiter reduziert. W�ahrend die mit der cut-o�-Methode
berechnete elektrostatische Wechselwirkungsenergie bei einem cut-o�-Radius
von 10�A um durchschnittlich 20% von der exakt berechneten abweicht, f�uhrt
die in EGO implementierte strukturadaptierte Multipolmethode zu einer mitt-
leren Abweichung von lediglich 1% [146].

Die hier skizzierten Algorithmen verk�urzen in ihrer in EGO implementierten Form die
Rechenzeit f�ur die oben erw�ahnte Nanosekunden-Trajektorie bei Verwendung einer 16-
Prozessor-Partition des angesprochenen Parallelrechners von 20 Jahren auf etwa 2 Wo-
chen.

1Die Eigenschaften der einzelnen Aminos�auren sind in Anhang A aufgef�uhrt.



16 KAPITEL 2. DIE METHODE DER MD-SIMULATION

2.3 Die L�osungsmittelumgebung

Viele Eigenschaften von Biomolek�ulen in ihrer nativen L�osungsmittelumgebung (z.B. Was-
ser mit Ionen in physiologischer Konzentration) unterscheiden sich h�au�g erheblich von
denen in vacuo [147, 148]; die meisten Proteine funktionieren nur in ihrer nativen Um-
gebung [148{151]. Hauptgrund sind hierf�ur die elektrostatischen Wechselwirkungen zwi-
schen Protein und seiner w�assrigen L�osungsmittelumgebung, die wegen des sehr polaren
Charakters von Wassermolek�ulen (Dielektrizit�atskonstante �H2O � 80) von besonderer
Bedeutung sind.

Abbildung 2.1: Simulationsmodell f�ur den AN02{DNP-Hapten-Komplex (rot/gr�un) in
einer Umgebung aus Wassermolek�ulen (blau) und Ionen in physiologischer Konzentration
(gelb).

So ist es f�ur eine realistische MD-Simulation von Biomolek�ulen oft unumg�anglich, die
L�osungsmittelumgebung ad�aquat zu ber�ucksichtigen. Dies kann auf implizite oder ex-
plizite Weise geschehen. Um das L�osungsmittel implizit zu ber�ucksichtigen, wurde eine
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Reihe von Kontinuumsmodellen entwickelt, bei denen die Eigenschaften der L�osungsmit-
telumgebung durch die Dielektrizit�atskonstante �L bestimmt und das elektrostatische Po-
tenzial an jedem Punkt des Simulationssystems (das aus den explizit simulierten Atomen
besteht, z.B. einem Protein) durch n�aherungsweise L�osung der (linearisierten) Poisson-
Boltzmann-Gleichung berechnet werden [152{158]. In Langevin-Dynamiken enthalten die
Kr�afte zus�atzliche Terme, die Reibung und Rauschen beschreiben, und auf diese Weise
L�osungsmittele�ekten Rechnung tragen [159{161]. Solche Verfahren k�onnen allerdings
lokale Wechselwirkungen (z.B. Wassersto�br�ucken) nicht beschreiben, welche jedoch, wie
wir sehen werden, bei Rezeptor-Ligand-Bindungen [55,56] oder bei der Konformation von
Polymermolek�ulen entscheidend sind (siehe dazu insbesondere Kapitel 6.2). Um auch sol-
che E�ekte zu ber�ucksichtigen, haben wir bei den in dieser Arbeit simulierten Molek�ulen
| dem AN02-Antik�orper-Hapten-Komplex sowie verschiedenen Polymermolek�ulen | ein
explizites L�osungsmittelmodell verwendet, wie es in Abbildung 2.1 beispielhaft gezeigt ist:
Hier ist der AN02-Antik�orper in ein Wassertr�opfchen platziert worden, dessen atomare
Dynamik explizit simuliert wird. Im Vergleich zu den impliziten Modellen ist hiermit
wegen der erheblich gr�o�eren Atomanzahl ein h�oherer Rechenaufwand verbunden2. F�ur
Wasser als das am weitesten verbreitete L�osungsmittel wurde eine Reihe unterschiedli-
cher atomarer Modelle entwickelt [162{164]. In den in dieser Arbeit beschriebenen MD-
Simulationen wurde auf das so genannte TIP3-Modell [164] zur�uckgegri�en, das zur Be-
schreibung von Protein-Wasser-Wechselwirkungen optimiert wurde und f�ur das in dem
verwendeten CHARMM-Kraftfeld Parameter zur Verf�ugung stehen [165].

Gew�ohnlich ist die Wasserumgebung von realen Systemen sehr viel gr�o�er als das Simu-
lationssystem, das aus Rechenzeitgr�unden meist auf einige 104 Atome beschr�ankt bleiben
muss. Deshalb ist man auf Verfahren angewiesen, die eine endliche Repr�asentation eines
aus mikroskopischer Sicht unendlich gro�en Systems erm�oglichen [147]. Solche Methoden
zielen darauf ab, das System so zu simulieren, als sei es seinerseits in ein sehr gro�es
System eingebettet. Dazu wird �uberwiegend auf folgende M�oglichkeiten zur�uckgegri�en:

1. die Einf�uhrung periodischer Randbedingungen,

2. die Verwendung eines geeigneten Randpotenzials.

Die erste M�oglichkeit ist ein aus der statistischen Mechanik bekannter Ansatz [43], bei
dem das betrachtete System als Einheitszelle praktisch von identischen Zellen umgeben
ist. Dieser Ansatz hat den Vorteil, dass er das Problem des abrupten Materie-Vakuum-
�Ubergangs elegant umgeht und nicht sehr rechenaufwendig ist. Der Nachteil besteht zum
einen darin, dass das Simulationssystem eine Form besitzen muss, mit der der Raum
l�uckenlos und �uberlappungsfrei ausgef�ullt werden kann, z.B. die eines Quaders oder eines
abgeschnittenen Oktaeders [166]. Zum anderen muss die Wasserschicht zwischen dem
gel�osten Molek�ul und dem Rand der Einheitszelle hinreichend gro� gew�ahlt werden, um
zu vermeiden, dass das gel�oste Molek�ul mit seinen Abbildern in benachbarten Zellen in
signi�kante Wechselwirkungen tritt.

Die zweite M�oglichkeit zur Behandlung der Grenz
�ache des simulierten Systems sieht
die Verwendung eines Randpotenzials vor. Das Ziel dabei ist, die Verdampfung von

2F�ur ein in eine Wasserumgebung eingebettetes Protein geh�oren typischerweise etwa 90% der Atome
zum L�osungsmittel.
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Abbildung 2.2: Sbound-Potenzial (durchgezogene Linie) als Funktion des Abstands der
Molek�ule von der Systemober
�ache (gestrichelte Linie). Das Sbound-Potenzial wird wirk-
sam f�ur Wassermolek�ule, deren Abstand zur Systemober
�ache weniger als 7�A betr�agt.
Das Minimum des Sbound-Potenzials liegt bei �E = �1:0 kcal/mol.

L�osungsmittelmolek�ulen von der Ober
�ache des Systems zu verhindern, die Ober
�achen-
spannung auszugleichen und die E�ekte der au�erhalb des Simulationssystems liegenden
L�osungsmittelumgebung zu ber�ucksichtigen. Ein solches Randpotenzial wird als Sbound-
Potenzial bezeichnet3. Es wurde erstmalig 1982 f�ur die MD-Simulation von Argonatomen
verwendet [167], dann in Ref. [168] auf Wasser als L�osungsmittel �ubertragen, durch ein
quartisches Potenzial f�ur sph�arische Geometrien approximiert [169] und schlie�lich auf Sy-
steme mit beliebiger konvexer Geometrie erweitert [170]. Abbildung 2.2 zeigt den Verlauf
des in Ref. [170] vorgeschlagenen Sbound-Potenzials, auf das wir in den in dieser Arbeit
beschriebenen MD-Simulationen zur�uckgegri�en haben und das die Form

ESbound =

(
0 : d > d0

1
600

d2�(d
2
� � 49) : d � d0 (d� = d0 � d) :

(2.4)

hat. Dabei sind d der Abstand von der Ober
�ache des Systems und d0 die Dicke der
Randschicht, auf die das Potenzial wirkt, die nach Ref. [170] zu 7�A bestimmt wurde.
Der vom Zentrum aus zun�achst abfallende Teil des Potenzials (in der Abbildung nach
rechts fortschreitend) bis zum Niveau �E = �1:0 kcal/mol dient insbesondere dazu, die
Ober
�achenspannung auszugleichen, die f�ur sehr kleine Wassertropfen mit Radien bis zu
40�A, wie sie in MD-Simulationen �ublicherweise verwendet werden, auf Grund der star-
ken Kr�ummung der Ober
�ache zu Dr�ucken von bis zu 50MPa f�uhren w�urde. Der |

3Sbound steht f�ur stochastic boundary.
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in der Abbildung weiter nach rechts fortschreitend | wieder ansteigende Verlauf soll
die Wassermolek�ule daran hindern, sich vom System zu entfernen. Der stochastische
Anteil vom Sbound beschreibt die Kraftbeitr�age, die von Fluktuationen und Reibungs-
ein
�ussen der Atome au�erhalb des Simulationssystems herr�uhren. Derartige Rausch-
und Reibungskr�afte stehen nach dem Fluktuations-Dissipations-Theorem miteinander in
Beziehung [171] und sind von der Temperatur der L�osungsmittelumgebung abh�angig. Auf
diese Weise wirken die Kr�afte wie ein W�armebad, das das System umgibt [172].

Wir haben in unseren Simulationen deshalb auf das Sbound-Potenzial zur�uckgegri�en,
da diese Methode beliebige konvexe Geometrien der L�osungsmittelumgebung zul�asst und
somit im Vergleich zu periodischen Randbedingungen f�ur eine realistische Beschreibung
der L�osungsmittele�ekte erheblich weniger L�osungsmittelmolek�ule ben�otigt. Bei den in
dieser Arbeit beschriebenen Simulationen zu AN02-Hapten sowie verschiedenen Polymer-
molek�ulen konnten damit bis zu 30% weniger L�osungsmittelmolek�ule verwendet werden
als es bei der Verwendung von periodischen Randbedingungen der Fall gewesen w�are.

Eingehende Voruntersuchungen haben ergeben, dass das Sbound-Potenzial diejenigen
Wassermolek�ule, die sich innerhalb des Wassertr�opfchens mit einem Mindestabstand von
6�A zur Ober
�ache be�nden, gut beschreibt [173]. Die �au�erste 6�A-Schicht der Was-
serumgebung zeigte dahingegen Rande�ekte in Form von starken Dichteschwankungen
und einer signi�kanten Orientierungspolarisation, die durch das Sbound-Potenzial nicht
g�anzlich eliminiert werden konnten. F�ur die Gr�o�e der Wasserumgebung ergaben sich
somit f�ur uns die folgenden Kriterien: Zum einen sollten diejenigen Wassermolek�ule, die
in direkte Wechselwirkungen mit dem gel�osten Molek�ul traten, nicht von den Artefakten
am Rand des Simulationssystems betro�en sein. Zum zweiten sollte gew�ahrleistet sein,
dass der gr�o�te Teil der langreichweitigen elektrostatischen Wechselwirkungen des gel�osten
Molek�uls mit den Wassermolek�ulen explizit ber�ucksichtigt wurde. Das letzte Kriterium
bestand darin, die Simulationssysteme aus Rechenzeitgr�unden so klein wie m�oglich zu ge-
stalten. Diese Kriterien lie�en uns jeweils eine Wasserumgebung als geeigent erscheinen,
bei der ein minimaler Abstand von 12�A zwischen der Ober
�ache des gel�osten Molek�uls
und der Ober
�ache des Wassertr�opfchens nicht unterschritten wurde.

Der AN02{DNP-Hapten-Komplex (Kapitel 5) und die Polymermolek�ule (Kapitel 6) wur-
den mit SOLVATE [174] in eine entsprechende Wasserumgebung platziert, das zur Anord-
nung der Wassermolek�ule lokale Energieminimierungen durchf�uhrt. Au�erdem wurden
Na+- und Cl�-Ionen in physiologischer Konzentration gem�a� der Debye-H�uckel-Vertei-
lung [175], die ihrerseits von der Anordnung der Ladungen des gel�osten Molek�uls abh�angt,
hinzugef�ugt.
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2.4 Minimierung und Equilibrierung

Minimierung und Equilibrierung dienen dazu, das Simulationssystem in einen Zustand
mit solchen Atompositionen und -geschwindigkeiten relaxieren zu lassen, der dem na-
tiven Gleichgewichtszustand bei einer vorgegebenen (z.B. physiologischen) Temperatur
m�oglichst nahekommt und in dem die Energie gleichm�a�ig auf alle Freiheitsgrade verteilt
ist.

Die Minimierung hat zum Ziel, das Simulationsssystem in eine Kon�guration zu �uberf�uhren,
die in guter N�ahrung einem lokalen Minimum in der Energielandschaft entspricht. Dies
erweist sich h�au�g als n�otig, da R�ontgenstrukturen, die typischerweise als Ausgangs-
punkt von MD-Simulationen verwendet werden, oftmals Verspannungen, etwa deformierte
Bindungs- oder Torsionswinkel, aufweisen. Eine Minimierung vermeidet, dass das System
aus einer anf�anglich h�ochst instabilen, energetisch ung�unstigen Kon�guration in eine sehr
unrealistische, weit von der Ausgangstruktur entfernte Kon�guration getrieben wird. Be-
reits geringf�ugige �Uberlappungen von Atomen w�urden auf Grund der Pauli-Absto�ung zu
sehr hohen Van der Waals-Kr�aften f�uhren, die ein rasches Auseinanderdriften der betei-
ligten Atome zur Folge h�atten und das gesamte System destabilisieren w�urden. �Ahnliches
gilt f�ur bereits geringf�ugig deformierte chemische Bindungen oder Bindungswinkel. Wegen
der begrenzten Au
�osung der experimentell bestimmten Strukturen, die bei der R�ontgen-
strukturanalyse unter Verwendung von guten Kristallen h�au�g zwischen 1.5 und 3�A liegt,
sowie auf Grund der Platzierung des Molek�uls in eine L�osungsmittelumgebung kann es
leicht zu solchen lokalen Instabilit�aten kommen. Geeignete Verfahren zur Energiemini-
mierung des molekularen Systems sind Gradientenabstiegsverfahren oder eine Methode,
in der die Dynamik zun�achst stark ged�ampft, die Integrationsschrittweite anf�anglich sehr
klein gew�ahlt und die maximale Bewegung eines Atoms pro Integrationsschritt begrenzt
wird. Bei dem hier verwendeten SimulationsprogrammEGO wird auf die zuletzt genannte
Methode zur�uckgegri�en.

Die Equilibrierung dient dazu, das Simulationssystem durch Kopplung an ein W�armebad
auf eine vorgegebene Zieltemperatur zu bringen und bei dieser Temperatur relaxieren zu
lassen. Diese Kopplung wird typischerweise dadurch bewerkstelligt, dass die Geschwin-
digkeiten aller Atome in jedem Integrationsschritt so reskaliert werden, dass die Ziel-
temperatur mit einer bestimmten Zeitkonstante angen�ahert wird [89, 172]. Eine einfache
Absch�atzung aus der bekannten W�armeleitf�ahigkeit f�ur Wasser ergibt, dass Werte zwi-
schen 1 ps�1 und 10 ps�1 geeignete Zeitkonstanten sind. Wie schon erw�ahnt, wirkt das
(temperaturabh�angige) stochastische Potenzial f�ur die Wassermolek�ule an der System-
ober
�ache ebenfalls wie die Kopplung an ein W�armebad.

Wie die in dieser Arbeit beschriebenen Simulationssysteme im Einzelnen minimiert und
equilibriert wurden, wird in den Kapiteln 5 und 6, in denen wir die einzelnen Simulationen
detailliert diskutieren, er�ortert.



Kapitel 3

MD-Simulation kraftmikroskopischer

Einzelmolek�ulexperimente

In diesem Kapitel werden wir zun�achst die prinzipielle Vorgehensweise in kraftmikrosko-
pischen Einzelmolek�ulxperimenten erl�autern. Es folgt eine ausf�uhrliche Beschreibung der
Simulationsmethode dieser Einzelmolek�ulexperimente, die, wie schon einleitend erw�ahnt,
nicht notwendigerweise auf kraftmikroskopische Einzelmolek�ulxperimente beschr�ankt ist.

21
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3.1 Kraftmikroskopische Einzelmolek�ulxperimente

Das 1986 von Binnig und anderen entwickelte Rasterkraftmikroskop [40] dient dazu, Bilder
von einer Probe (z.B. Kristallen oder DNA-Molek�ulen) in nahezu atomarer Au
�osung zu
liefern. Dabei wird eine Nadel mit einer Spitze, die einen Durchmesser von lediglich
einigen Atomradien aufweist, so �uber die Ober
�ache einer Probe gef�uhrt, dass die dabei
auftretende Pauli-Absto�ungskraft auf die Nadel und den sie tragenden beweglichen Hebel
(den Cantilever) konstant bleibt. Da die Kraft direkt mit dem Abstand zwischen Nadel
und Probe verkn�upft ist, l�asst sich �uber die Auslenkung des Cantilevers unmittelbar auf
die Ober
�achenbescha�enheit der Probe schlie�en.

Seit Beginn der neunziger Jahre wird das Rasterkraftmikroskop auch eingestezt, um
Kr�afte zwischen einzelnen Molek�ulen zu messen. Hoh und anderen gelang es zum er-
sten Mal 1992, quantisierte Adh�asion1 zwischen der Rasterkraftmikroskopnadel und einer
Glasober
�ache aufzul�osen und dabei Kr�afte im Bereich von 10�11 N zu messen, die sie
auf einzelne molekulare Bindungen (etwa Wassersto�br�ucken) zur�uckf�uhrten [176].

In der Folge wurde diese Technik so verfeinert, dass Kraftmessungen an einzelnen Biomo-
lek�ulen in ihrer nativen Umgebung vorgenommen werden konnten. So wurden etwa Disso-
ziationskr�afte bestimmt, die zur Trennung von Rezeptor-Ligand-Komplexen erforderlich
sind. Dies geschah zuerst f�ur die sehr starke, nicht-kovalente Avidin- bzw. Streptavidin-
Biotin-Bindung [25{27, 177, 178], daraufhin f�ur eine Vielzahl weiterer Rezeptor-Ligand-
Komplexe [29{34, 179{182]. Desweiteren wurden Entfaltungskr�afte von Protein- und
DNA-Molek�ulen [6{16,182] oder Elastizit�aten von Zucker- und anderen Polymeren [17{24]
gemessen.

Die Vorgehensweise bei solchen kraftmikroskopischen Einzelmolek�ulexperimenten ist in
Abbilding 3.1 f�ur die Kraftmessung an einem Rezeptor-Ligand-Komplex schematisch ge-
zeigt. Der Ligand ist dabei in Form von Kugeln, der Rezeptor im B�andermodell gezeigt.
An der Spitze des Cantilevers sind �uber 
exible Polymerlinker (z.B. Polyethylenglykol)
wenige Ligandmolek�ule kovalent gebunden. Auf einer Unterlage unter dem Cantilever
be�nden sich, ebenfalls �uber einen Polymerlinker vermittelt, Rezeptormolek�ule mit noch
nicht besetzten Bindungsstellen. W�ahrend eines Kraftmessungsvorgangs wird zun�achst
die Unterlage auf den Cantilever zubewegt (in der Abbildung nicht gezeigt), so dass sich
Bindungen zwischen Liganden und Rezeptoren ausbilden k�onnen (oftmals bildet sich ge-
nau eine einzige). Daraufhin wird die Unterlage in die entgegengesetzte Richtung mit
konstanter Zuggeschwindigkeit zur�uckbewegt. Solange die wie sehr weiche Federn wir-
kenden Polymerlinker zwischen Ligand und Cantileverspitze bzw. zwischen Rezeptor und
Unterlage noch nicht gestreckt sind, wirkt weder auf den Cantilever noch auf den Rezeptor-
Ligand-Komplex eine signi�kante Zugkraft (diese Situation ist in der Abbildung links in

1 gezeigt). Sobald die Polymerlinker jedoch gestreckt sind (und die Rezeptor-Ligand-
Bindung noch intakt ist), beginnt die resultierende Zugkraft den Cantilever von seiner
Gleichgewichtslage auszulenken (
2 ). Die Auslenkung des Cantilevers wird �uber einen
Laserstrahl registriert (in der Abbildung nicht gezeigt) und direkt �uber die bekannte Fe-
derkonstante des Cantilevers in eine Zugkraft �ubersetzt, welche dann, wie unten in der

1

"
Quantisierte Adh�asion\ bezeichnet lediglich die Beobachtung ganzzahliger Vielfacher einer Elemen-

tarkraft und nimmt nicht etwa Bezug auf quantenmechanische E�ekte.
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Abbildung gezeigt, als Funktion der Verschiebung der Unterlage aufgetragen wird. H�alt
der Rezeptor-Ligand-Komplex der Zugkraft nicht mehr stand, rei�t die Bindung und der
Ligand bewegt sich aus der Bindungstasche des Rezeptors heraus (Pfeil), so dass die
Zugkraft abnimmt und der Cantilever in seine Gleichgewichtslage zur�uckkehrt (
3 ). Die
maximale Zugkraft, die w�ahrend eines solchen Dissoziationsvorgangs beobachtet wird,
wird als Abrei�kraft oder Dissoziationskraft eines einzelnen Rezeptor-Ligand-Komplexes
bezeichnet.

Die erzwungene Entfaltung von Proteinen oder DNA-Molek�ulen bzw. die Messung der
Elastizit�at von Polymermolek�ulen l�auft �ahnlich ab. Auch hier wird das eine Ende des
Molek�uls an die Unterlage, das andere Ende an die Cantileverspitze kovalent gebunden,
das Molek�ul gedehnt und dabei die Kraft als Funktion der Ausdehnung des Molek�uls
aufgezeichnet (Kraft-Ausdehnungs-Kurve). Die Steigung der Kraft-Ausdehnungs-Kurve
ist ein Ma� f�ur die Elastizit�at des Molek�uls.

Sowohl die forcierte Dissoziation von Rezeptor-Ligand-Bindungen als auch die Entfaltung
bzw. die Dehnung von Polymermolek�ulen sind in kraftmikroskopischen Einzelmolek�ulex-
perimenten in der Regel reversibel, d.h. gerade getrennte Bindungen bilden sich bei nach-
folgender Ann�aherung von Cantilever und Unterlage wieder aus bzw. entfaltete Proteine
falten sich wieder in ihre native Konformation zur�uck, so dass forcierte Dissoziation, Ent-
faltung und Dehnung in der Regel mehrere hundert Mal hintereinander mit denselben
Molek�ulen durchgef�uhrt werden k�onnen [7, 17, 22, 25, 26].
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Abbildung 3.1: Schematisch gezeichneter Ablauf eines kraftmikroskopischen Einzelmo-
lek�ulexperiments, in dem Rezeptor (B�andermodell) und Ligand (Kugeln) voneinander
getrennt werden. Oben: Drei Schnappsch�usse w�ahrend des Dissoziationsvorgangs. In

1 be�ndet sich bereits ein Rezeptor-Ligand-Komplex zwischen Cantilever und der ku-
gelf�ormigen Unterlage, jedoch sind die Polymerlinker noch nicht gestreckt, so dass auf den
Komplex und auf den Cantilever keine Zugkr�afte wirken. Nachdem in 
2 die Unterlage
nach unten bewegt wurde, sind die Polymerlinker gestreckt. Die resultierende Zugkraft
f�uhrt zu einer Auslenkung des Cantilevers. In
3 ist der Rezeptor-Ligand-Komplex bereits
getrennt, so dass keine Zugkraft mehr wirkt und der Cantilever in seine Gleichgewichtspo-
sition zur�uckgekehrt ist. Unten: Auftragung der �uber die Auslenkung �L des Cantilevers
gemessenen Zugkraft als Funktion der Verschiebung der Unterlage.
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3.2 MD-Simulation kraftmikroskopischer Einzelmo-

lek�ulexperimente

In dem folgenden Abschnitt wird die Methode der MD-Simulation kraftmikroskopischer
Einzelmolek�ulexperimente beschrieben, die allen in dieser Arbeit diskutierten Simulatio-
nen zugrunde liegt. Die Methode zielt darauf ab, die kraftmikroskopischen Experimente
m�oglichst detailgetreu nachzubilden. Dazu geh�oren die Modellierung des Cantilevers (ein-
schlie�lich des Polymerlinkers), an dem der Ligand gebunden ist, sowie die Fixierung des
Rezeptormolek�uls. Dar�uber hinaus werden wir darlegen, nach welchen Kriterien wir in
unseren Simulationen die Federkonstante des Cantilevers gew�ahlt haben.

3.2.1 Das Simulationsverfahren

Abbildung 3.2 zeigt das Simulationsverfahren exemplarisch f�ur einen Rezeptor-Ligand-
Komplex. Der Cantilever des Kraftmikroskops sowie der Polymerlinker werden durch ein
harmonisches Potenzial

Vcant(t) = k0[zA(t)� zcant(t)]
2=2 (3.1)

beschrieben, das in der Abbildung durch eine Feder symbolisiert ist. Dieses harmonische
Zugpotenzial wirkt gerade auf dasjenige Atom

"
A\ [dessen Position in Zugrichtung zA(t)

ist], das im kraftmikroskopischen Experiment �uber den Polymerlinker an den Cantilever
gebunden ist. Das Potenzial Vcant wirkt nur in Zugrichting z (Pfeil); k0 ist die Feder-
konstante des Cantilever/Polymerlinker-Systems, zcant(t) die Position des Minimums des
Potenzials (Gleichgewichtslage des Cantilevers) entlang der Zugrichtung zum Zeitpunkt
t. Dieses Minimum wird im Verlauf der Simulation kontinuierlich in Zugrichtung z mit
Zuggeschwindigkeit vcant bewegt,

zcant(t) = zcant(0) + vcantt ; (3.2)

wobei zcant(0) := zA(0) gew�ahlt wird, so dass auf das Atom A zu Beginn einer Simulation
keine Kraft ausge�ubt wird. Die Zugkraft, die w�ahrend einer Simulation auf Atom A auf
Grund des Zugpotenzials wirkt, ergibt sich gem�a� dem Hookeschen Gesetz zu

Fcant(t) = k0[zA(t)� zcant(t)] : (3.3)

Da das kraftmikroskopische Experiment in einem viskosen Medium auf einer Zeitskala
statt�ndet, die deutlich �uber der Periodendauer der Resonanzschwingung des Cantilevers
liegt, spielen Tr�agheitskr�afte eine vernachl�assigbare Rolle. Damit auch in den Dissozia-
tionssimulationen nicht Tr�agheitskr�afte signi�kant zu den Zugkr�aften beitragen, nehmen
wir die Feder als masselos an.

Durch Auftragung der auf das Atom A ausge�ubten Zugkraft Fcant als Funktion der Can-
tileverposition zcant erhalten wir ein Kraftpro�l. Das Maximum des Kraftpro�ls ordnen
wir der Dissoziationskraft zu.
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Abbildung 3.2: Verfahren zur Simulation kraftmikroskopischer Einzelmolek�ulexperimente
zur forcierten Dissoziation von Rezeptor-Ligand-Komplexen. Cantilever und Polymerlin-
ker werden durch ein harmonisches Potenzial beschrieben (symbolisiert durch eine Feder),
das gerade an dasjenige Atom gekoppelt ist, das im Experiment mit dem Cantilever ver-
bunden ist. W�ahrend der Simulation wird dieses Potenzial mit konstanter Zuggeschwin-
digkeit vcant in Zugrichtung bewegt, w�ahrend der Schwerpunkt des Rezeptors �xiert ist.

Um zu vermeiden, dass sich w�ahrend einer Dissoziationssimulation der gesamte Rezeptor-
Ligand-Komplex in Zugrichtung bewegt, halten wir den Schwerpunkt R(t) des Rezeptors
mit einem steifen harmonischen Potenzial VSP der Form

VSP(t) = k1[R(t)�R(0)]2=2 mit

R(t) =
1

M

NX
i=1

miri(t)

ortsfest. Dabei ist k1 eine Federkonstante, ri(t) sind die Koordinaten f�ur Atom i, M
ist die Gesamtmasse und N die Anzahl der Atome des Rezeptors. Auf diese Weise ist
gew�ahrleistet, dass der Rezeptor keine Translationsbewegungen ausf�uhren kann (insbeson-
dere nicht in Zugrichtung). Die internen Freiheitsgrade | etwa die Bewegungen einzelner
Aminos�auren | sind dabei kaum ber�uhrt (d.h. das System ist praktisch ungest�ort), und
der Rezeptor bleibt als Gesamtes frei drehbar.

3.2.2 Die Federkonstante in Dissoziationssimulationen

Sowohl im kraftmikroskopischen Experiment als auch in der MD-Simulation m�ussen zwei
Parameter festgelegt werden: die Federkonstante des Cantilevers, k0, und dessen Zug-
geschwindigkeit vcant. Im Folgenden werden die Kriterien de�niert und diskutiert, nach
denen wir diese auch f�ur unsere Simulationen kritischen Parameter gew�ahlt haben.

F�ur die Wahl der Federkonstante des harmonischen Zugpozenzials in Dissoziationssimu-
lationen ziehen wir drei Kriterien in Betracht. Zum einen muss gew�ahrleistet sein, dass
der Ligand in der zur Verf�ugung stehenden Simulationszeitspanne von seinem Rezeptor
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getrennt wird, zum zweiten ist eine m�oglichst hohe Au
�osung des Kraftpro�ls, das im Ver-
lauf der Simulation abgetastet wird, angestrebt, und zum dritten soll das System durch
das Zugpotenzial m�oglichst wenig gest�ort werden. Da eine ausf�uhrliche Disskussion hier-
zu bereits in der Diplomarbeit des Autors [56] erfolgte, beschr�anken wir uns hier auf die
wichtigsten Schlussfolgerungen.
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Abbildung 3.3: Vergleich von 
achem (oben) und steilem (unten) harmonischem Zugpo-
tenzial (weiche versus steife Feder). F�ur den Fall der 
acheren Parabel ist eine gr�o�ere
Verschiebung n�otig, um auf das Atom A eine vorgegebene Kraft | die einer bestimmten
Neigung in der Parabel entspricht | wirken zu lassen. Damit diese Kraft innerhalb der
zur Verf�ugung stehenden Simulationszeit erreicht wird, muss die Zuggeschwindigkeit vcant
bei weicher Feder gr�o�er sein, wie es durch den l�angeren Pfeil angedeutet ist.

Wie Abbildung 3.3 zeigt, k�onnen Federkonstante und Zuggeschwindigkeit nicht unabh�angig
voneinander betrachtet werden: Je

"
weicher\ die Feder ist, je 
acher das parabelf�ormige

Zugpotenzial Vcant also verl�auft, desto gr�o�er muss die Auslenkung des Atoms A vom
Minimum dieses Potenzials sein, um eine gegebene Zugkraft wirken zu lassen. Soll in-
nerhalb der zur Verf�ugung stehenden Simulationszeit T0 (z.B. 5 ns) die Dissoziationskraft
FDiss = k0 � vcant � T0 erreicht werden, die zur Trennung des Komplexes n�otig ist, muss mit
weicherer Feder eine h�ohere Zuggeschwindigkeit gew�ahlt werden als mit steiferer Feder.

Im Folgenden werden wir anhand von Abbildung 3.4 erl�autern, welchen Ein
uss die Wahl
der Federkonstante k0 auf den Verlauf des gemessenen bzw. berechneten Kraftpro�ls
hat. Wir beschr�anken uns dabei zun�achst auf die Dissoziation von Rezeptor-Ligand-
Komplexen. In Bild A ist eine hypothetische Energielandschaft U0 f�ur den Dissoziations-
prozess eines Rezeptor-Ligand-Komplexes eingezeichnet: Links be�ndet sich der energe-
tisch g�unstigere gebundene Zustand und rechts der energetisch ung�unstigere ungebundene
Zustand. Um vom gebundenen zum ungebundenen Zustand zu gelangen, muss in diesem
Energiebild der Weg von links nach rechts zur�uckgelegt werden. Die n�otige Kraft, die
auf das Atom A (und in der Folge auf den gesamten Liganden) mindestens wirken muss,
um diese Potenzialdi�erenz zu �uberwinden, erh�alt man aus der (negativen) ersten Ab-
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leitung der Energielandschaft entlang der Zugrichtung, in unserem Fall der z-Koordinate
zA. Der Verlauf dieser Kraft �F0, der im forcierten Dissoziationsprozess vom Cantilever
abgetastet wird, ist in Bild B und C zu sehen (durchgezogene Linien).

A

B: Kraftbarrieren mit weichem Cantilever

C: Kraftbarrieren mit hartem Cantilever

gebunden

K
ra

ft
K

ra
ft

E
ne

rg
ie

ungebunden

A: Energielandschaft

v

Fcant

cant
F

0-F

-F0

A

cant

vcant

z

Az
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Abbildung 3.4: Skizze zur Erl�auterung des Zusammenhangs zwischen Federh�arte und
erzielter Au
�osung im Kraftpro�l. Zur Beschreibung siehe Text.

Wenn in der Dissoziationssimulation die auf Atom A angelegte Zugkraft Fcant | gezeigt
anhand der gestrichelten

"
Kraftgeraden\ in der Abbildung | kleiner ist als �F0, kann

das Atom keine Dissoziationsbewegungen vollf�uhren; es bleibt gleichsam an der Barriere

"
h�angen\. Dies ist sowohl in Bild B als auch in Bild C in der jeweils mittleren der drei
eingezeichneten Positionen des Atoms A zu sehen. Erst, wenn die Zugkraft Fcant(z) die
Kraft �F0(z) erreicht, wird diese Barriere �uberwunden (rechts eingezeichnete Positionen).
Dieser E�ekt beschreibt die prinzipiell erreichbare Ortsau
�osung: Eine kleine Federkon-
stante (Bild B), d.h. eine 
ach verlaufende Kraftgerade, hat zur Folge, dass das Atom
A nach �Uberwindung einer Barriere vergleichsweise weit in Richtung des ungebunde-
nen Zustands wandern muss, um die angelegte Zugkraft signi�kant zu erniedrigen. Eine
hohe Federkonstante (Bild C), die einer steil verlaufenden Kraftgeraden entspricht, be-
wirkt dagegen bereits bei kleinen Dissoziationsbewegungen von Atom A eine signi�kante
Erniedrigung der Zugkraft. Auf diese Weise kann es sein, dass Kraftbarrieren, die im
Dissoziationsweg nach der h�ochsten Kraftbarriere liegen, mit einer weichen Feder nicht
aufgel�ost werden, da Atom A sich auf Grund der hohen Zugkraft gleichsam �uber diese
Barrieren hinwegbewegt (gepunktete Linie im rechten Teil von Bild B). Mit einer steifen
Feder k�onnen dagegen solche nachfolgenden Kraftbarrieren aufgel�ost werden (gepunktete
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Linie in Bild C). Somit ist f�ur eine hohe Abtastgenauigkeit eine steife Feder vorzuziehen.

Dabei ist allerdings zu bedenken, dass eine steife Feder die Bewegungsfreiheit des Atoms
st�arker einschr�ankt als eine weiche Feder, so dass vor dem Hintergrund der St�orung des
Systems eine weiche Feder zu bevorzugen w�are. Die Wahl der Federkonstante ist somit
ein Kompromiss zwischen der Abtastgenauigkeit und der St�orung des Systems. F�ur eine
quantitative Abw�agung dieser beiden Kriterien sei auf Abschnitt 5.4 verwiesen, in dem
die Dissoziationssimulationen zum AN02-Hapten-Komplex beschrieben werden.

F�ur Dehnungssimulationen gelten diese �Uberlegungen zwar prinzipiell auch, doch sind
sie da nicht relevant. In ihnen liegt das Hauptaugenmerk n�amlich nicht darauf, Kraft-
barrieren aufzul�osen, sondern die Elastizit�at des betrachteten Polymermolek�uls aus der
Steigung der Kraft-Ausdehnungs-Kurve, in der die Zugkraft als Funktion der Polyme-
rausdehnung aufgetragen ist, zu berechnen. Dar�uber hinaus k�onnen in kraftmikrosko-
pischen Experimenten Kraft-Ausdehnungs-Kurven im Gegensatz zu Kraftpro�len direkt
bestimmt werden, so dass es zur Vergleichbarkeit von gemessenen und berechneten Kraft-
Ausdehnungs-Kurven nahe liegt, in der Dehnungssimulation dieselbe Federkonstante zu
w�ahlen wie im analogen kraftmikroskopischen Experiment.
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Kapitel 4

Theorie zur forcierten Dissoziation

von Rezeptor-Ligand-Komplexen

Nach den qualitativen �Uberlegungen zum Ein
uss der Federkonstante auf die erreich-
bare Ortsau
�osung soll nun untersucht werden, wie die Dissoziationskraft von Rezeptor-
Ligand-Komplexen von der Zuggeschwindigkeit vcant abh�angt. Generell sollen hier, im Sin-
ne der Ratentheorie, eindimensionale Landschaften freier Enthalpie/freier Energie G(x)
entlang einer vorgegebenen Reaktionskoordinate x | etwa der Cantileverposition | be-
trachtet werden, um eine analytische Behandlung zu erm�oglichen. Der Ein
uss der �ubri-
gen zahlreichen Freiheitsgrade etwa eines Proteins wird dabei nicht vernachl�assigt, son-
dern vielmehr �uber das geeignete Phasenraumintegral als implizit in der Freien-Energie-
Landschaft ber�ucksichtigt aufgefasst.

Im ersten Teil dieses Kapitels werden wir ein sehr einfaches Interpolationsmodell ableiten,
das es erlaubt, Dissoziationskr�afte, die in Dissoziationssimulationen auf der Nanosekun-
denzeitskala berechnet werden, auf die Millisekundenzeitskala zu �ubertragen und auf diese
Weise mit experimentell bestimmten Dissoziationskr�aften direkt vergleichbar zu machen.
Als Eingabeparameter geht hier lediglich die �ublicherweise gemessene spontane Dissozia-
tionsrate der betrachteten Rezeptor-Ligand-Bindung ein.

Im zweiten Teil dieses Kapitels wollen wir dann eine grundlegende Theorie zu forcierten
Dissoziationsprozessen entwickeln. Im Zentrum des Interesses soll dabei der Zusammen-
hang zwischen der Gestalt der Freien-Energie-Landschaft bzw. des daraus abgeleiteten
Kraftpro�ls F (x) = �@xG(x) einerseits und der Dissoziationskraft als Funktion der Ge-
schwindigkeit der erzwungenen Dissoziation | des

"
Kraftspektrums\ Fdiss(vcant) | ande-

rerseits stehen. Dabei interessiert uns, wie sich Details der Freien-Energie-Landschaft, die
etwa eine Rezeptor-Ligand-Bindung beschreibt, in ihrem Kraftspektrum widerspiegeln.
Gel�ange n�amlich eine solche Transformation zwischen Ort und Geschwindigkeit, dann
sollte es m�oglich sein, aus einem gegebenen (experimentell ermittelten) Kraftspektrum
die Energielandschaft entlang einer Reaktionskoordinate | teilweise oder vollst�andig |
zu rekonstruieren.

31
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4.1 Modell zur Interpolation von Dissoziationskr�aften

In der Einleitung haben wir bereits auf die unterschiedlichen Zeitskalen in kraftmikroskopi-
schen Experimenten und in MD-Simulationen hingewiesen. Um experimentell bestimm-
te und in den MD-Simulationen berechnete Dissoziationskr�afte vergleichen zu k�onnen,
m�ussen E�ekte in Betracht gezogen werden, die eine Abh�angigkeit der Dissoziationskr�afte
von der Zuggeschwindigkeit bewirken.

In den vergangenen Jahren hat man bereits Reibung und durch thermische Fluktuationen
getriebene aktivierte Prozesse als die entscheidenden physikalischen E�ekte erkannt, die
die Dissoziationskraft von der Zuggeschwindigkeit abh�angig machen [55,58,68,84,86{88].
Dabei f�uhren Reibung zu einer linearen Abh�angigkeit und aktivierte Prozesse zu einer
logarithmischen Abh�angigkeit.

Im Folgenden werden wir diese beiden E�ekte kombinieren, um mit Hilfe eines einfachen
Modells aus berechneten Dissoziationskr�aften auf der Nanosekundenzeitskala auf die zu er-
wartenden Dissoziationskr�afte auf der Millisekundenzeitskala zu schlie�en. Entscheidend
wird dabei das Hinzuziehen der (experimentell zug�anglichen) spontanen Dissoziationsrate
sein, welche diejenige Zuggeschwindigkeit angibt, unterhalb der die Dissoziation ohne von
au�en angelegte Kr�afte erfolgt.

In unserem Modell setzt sich also die Dissoziationskraft Fdiss aus den beiden oben be-
nannten Anteilen, Reibung und aktivierten Prozessen, zusammen:

Fdiss(vcant) = FR(vcant) + FA(vcant) ; (4.1)

wobei FR die Reibungskraft und FA die durch aktivierte Prozesse bedingte Kraft ist.

Bisher durchgef�uhrte Dissoziationssimulationen [55,56,68] zeigten f�ur h�ohere Zuggeschwin-
digkeiten (vcant > 5m/s) ein Regime, in dem eine lineare Abh�angigkeit der Dissoziations-
kraft von der Zuggeschwindigkeit vorherrschte. Diese Abh�angigkeit wurde mit Stokesscher
Reibung beschrieben, bei der die Reibungskraft FR f�ur kugelf�ormige Objekte die Form

FR = 6��rv =: 
v (4.2)

hat. Dabei sind � die Viskosit�at f�ur Wasser, r und v Radius bzw. Geschwindigkeit der
Kugel und 
 der Reibungskoe�zient.

Zur Disskussion von aktivierten Prozessen betrachten wir ein Ensemble von forcierten Dis-
soziationsprozessen bei gegebener Zuggeschwindigkeit vcant. Der Dissoziationspunkt sei
der Ort in der Energielandschaft, an dem der Fluss der gerade dissoziierenden Rezeptor-
Ligand-Komplexe sein Maximum erreicht. Weiter f�uhren wir ein (zeitliches) Intervall
�Ttrans ein, innerhalb dessen die meisten Komlplexe des Ensembles dissoziieren, und neh-
men an, dass sich die Zugkraft FZug auf die Komplexe innerhalb dieses Intervalls nicht
signi�kant �andert. Ihren Mittelwert im Intervall �Ttrans bezeichnen wir mit FA. Un-
ter dieser Voraussetzung kann, wie in Abbildung 4.1 illustriert, der Dissoziationsprozess
beschrieben werden als das durch aktivierte Prozesse bedingte �Uberqueren einer Freien-
Energie-Barriere �Gz, die durch die Zugkraft FA zu einer e�ektiven Barriere �Gz

v abge-
senkt wird:

�Gz
v = �Gz � LFA : (4.3)
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Hier ist L die durchschnittliche Dissoziationsl�ange, de�niert als die Auslenkung des Li-
ganden von seiner Position im gebundenen Zustand entlang der Zugrichtung. (Der Index
v in Gleichung (4.3) bezieht sich auf von Null verschiedene Zuggeschwindigkeiten vcant;
der Index 0 wird im Folgenden f�ur spontane Dissoziation verwendet, bei der vcant ver-
schwindet.)

’ungebunden’’gebunden’

L

∆ G

z

V        (z, t>0)

v

∆
AL F

Cantileverposition

Feder

G(z)
G

Abbildung 4.1: Skizze einer hypothetischen Energielandschaft, um den Ein
uss eines ex-
ternen, harmonischen Zugpotenzials zu erl�autern. Die urspr�ungliche Aktivierungsbarriere
�Gz der ungest�orten Energielandschaft (durchgezogene Linie) wird durch das Zugpoten-
zial VFeder um etwa L �FA erniedrigt, wobei L die Dissoziationsl�ange und FA die Zugkraft
sind. Die e�ektive Energielandschaft (Summe aus ungest�orter Energielandschaft und Zug-
potenzial) ist anhand der gestrichelten Linie gezeigt. �Gz

v ist die verbleibende e�ektive
Aktivierungsbarriere.

Um nun einen Ausdruck f�ur FA als Funktion der Zuggeschwindigkkeit vcant zu bekom-
men, f�uhren wir zun�achst eine innerhalb des Intervalls �Ttrans g�ultige e�ektive (forcierte)
Dissoziationsrate kv ein, die sich in der Kramers-N�aherung [183] schreiben l�asst als

kv = !0exp(��Gz
v

kB
) : (4.4)

Hierbei ist !0 der Kramers-Vorfaktor, der die Fluktuationen des Systems im gebundenen
Zustand beschreibt, kB ist die Boltzmann-Konstante und T ist die Temperatur. Man
beachte, dass kv durch kv � 1=�Ttrans approximiert werden kann, da nach De�nition
innerhalb des Intervalls �Ttrans die meisten Dissoziationen statt�nden. Wenn man die
Schwankungsbreite �L der individuellen Dissoziationsl�angen �L := vcant�Ttrans einf�uhrt,
kann die e�ektive Dissoziationsrate geschrieben werden als

kv =
vcant
�L

: (4.5)
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F�ur die spontane Dissoziationsrate verwenden wir ebenfalls die Kramers-N�aherung:

k0 = !0exp(��Gz

kB
) : (4.6)

Hier nehmen wir an, dass sich der Kramers-Vorfaktor !0 in Gleichung (4.6) nicht we-
sentlich von dem in Gleichung (4.4) unterscheidet. Diese Annahme erwies sich in den
bisher durchgef�uhrten Dissoziationssimulationen als gerechtfertigt [68]. Somit ergeben
Gleichungen (4.3) { (4.6) das angestrebte Resultat

FA(vcant) =
kBT

L
ln

vcant
k0�L

: (4.7)

Die Kombination dieses Ausdrucks mit dem f�ur die Reibungskraft FR [Gleichung (4.2)]
ergibt f�ur die Dissoziationskraft

Fdiss(vcant) = 
vcant +
kBT

L
ln

vcant
k0�L

: (4.8)

Dieses einfache Modell erlaubt es, auf Grundlage der Dissoziationskr�afte, die in MD-
Simulationen auf der Nanosekundenzeitskala unter Verwendung von unterschiedlichen
Zuggeschwindigkeiten berechnet wurden, die Dissoziationskraft f�ur die experimentelle
Zeit- (bzw. Zuggeschwindigkeits-)Skala abzusch�atzen. Die justierbaren Parameter sind
die Gr�o�en L, �L und der Rreibungskoe�zient 
. Die spontane Dissoziationskonstante
k0 wird als bekannt vorausgesetzt.
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4.2 Allgemeine Theorie forcierter Dissoziationspro-

zesse

Das soeben beschriebene Modell dient dazu, ein aus MD-Simulationen abgeleitetes Kraft-
spektrum auf die experimentelle Zeitskala zu interpolieren. Nun wollen wir untersuchen,
wie ein gemessenes Kraftspektrum ausgenutzt werden kann, um auf Details der Energie-
landschaft, die die Rezeptor-Ligand-Bindung beschreibt, zu schlie�en.

Wir haben bereits einleitend erw�ahnt, dass in Dissoziationsexperimenten bisher nur Dis-
soziationskr�afte von Rezeptor-Ligand-Komplexen gemessen werden konnten [25, 26, 184],
nicht aber Kraftpro�le entlang einer Reaktionskoordinate. Diese konnten dagegen in MD-
Simulationen solcher Experimente [55, 58, 61, 62, 67] berechnet werden. Dies stellte sich
f�ur biologische Makromolek�ule als �uberaus n�utzlich heraus, da die entsprechenden Kraft-
pro�le eine Vielzahl von Barrieren aufwiesen, die intermolekularen Wechselwirkungen wie
dem Brechen von Wassersto�br�ucken, Van der Waals-Kontakten oder Wasserbr�ucken zu-
geordnet werden konnten und auf eine entsprechend komplexe Energielandschaft schlie�en
lie�en [55, 58].

Bisherige theoretische Untersuchungen, die auf einfachen Modellen der Energielandschaft
basieren [58, 68, 84, 88, 185{187], haben bereits nahegelegt, dass �uber die Messung von
Kraftspektren (dynamische Kraftspektroskopie) Kraftpro�le auch experimentell direkt
zug�anglich sein sollten. Diese Erwartung wurde k�urzlich durch Dissoziationsexperimente
best�atigt, in denen der Avidin-Biotin-Komplexmit Hilfe der Biomembran-Kraftmessungs-
Technik (BFP) getrennt wurde, wobei der Bereich der verwendeten Zuggeschwindigkeiten
etwa f�unf Gr�o�enordnungen umfasste [83]: F�ur den Grenzfall einer sehr weichen Feder un-
ter 0:01N/m und unter Annahme eines Zwei-Zustands-Modells [84, 88, 186] konnten drei
Regimes in der Energielandschaft des Avidin-Biotin-Komplexes aufgel�ost werden, die zu-
vor schon aus MD-Simulationen abgeleitet worden waren [58]. Dabei musste angenommen
werden, dass diese Regimes gut von einander separiert sind.

Die Theorie zur Rekonstruktion von Kraftpro�len, die wir nun entwickeln wollen, soll
keine Annahmen hinsichtlich der Energielandschaft erfordern. Dar�uber hinaus sollte sie
sowohl auf BFP- oder Optical-Tweezer-Experimente, in denen weiche Federn verwendet
werden, anwendbar sein, als auch auf Experimente, in denen vergleichsweise harte Federn
verwendet werden (etwa kraftmikroskopische Experimente), die sich nicht mit dem Zwei-
Zustands-Modell beschreiben lassen.

4.2.1 Theorie

Wie wir bereits in Abschnitt 3.1 gesehen haben, ist in typischen Dissoziationsexperimen-
ten der Ligand �uber einen 
exiblen Polymerlinker an eine

"
Feder\ (z.B. den Cantilever

eines Kraftmikroskops) gebunden, die im Laufe des Dissoziationsprozesses von dem Re-
zeptormolek�ul wegbewegt wird und somit eine Zugkraft auf den Liganden aus�ubt.

Zur Beschreibung des Dissoziationsprozesses gehen wir, wie in Abbildung 4.2(a) illu-
striert, von einer Landschaft der (Helmholtzschen) freien Energie U0(x) aus

1, die den Dis-

1Wir bezeichnen die freie Energie hier mit U0, um Verwechslungen mit der Kraft F zu vermeiden.
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soziationsprozess eines Rezeptor-Ligand-Komplexes entlang der Reaktionskoordinate x
(etwa der Abstand des Schwerpunkts des Liganden von dem seines Rezeptors) beschreibt.

Die auf den Liganden ausge�ubte, externe Zugkraft FFeder(x; t) = �@xVFeder(x; t) wird
beschrieben durch ein semiharmonisches Potenzial,

VFeder(x; t) =

(
1
2
k(x� vt)2 : x < vt

0 : sonst ;
(4.9)

[gestrichelte Linien in Abbildung 4.2(a)], wobei k die Kraftkonstante des Zugpotenzials
ist.

Wir setzen hier ein semiharmonisches Potenzial an, da der 
exible Polymerlinker, �uber
den der Ligand an die Feder gebunden ist (siehe dazu Abschnitt 3.1), nur Zugkr�afte auf
den Liganden aus�uben und ihn somit nicht in die Bindungstasche dr�ucken kann.

Wie in Abbildung 4.2(a) durch den Pfeil angedeutet, wird das Zugpotenzial VFeder(x; t) mit
konstanter Zuggeschwindigkeit v = vcant bewegt, so dass die Dissoziation des Rezeptor-
Ligand-Komplexes forciert wird. Ohne Beschr�ankung der Allgemeinheit de�nieren wir
x = 0 f�ur das ungest�orte System und nehmen an, dass das Zugpotenzial VFeder zum
Zeitpunkt t = 0 aktiviert wird.

(a)

(b)

Abbildung 4.2: (a) Beschreibung von Einzelmolek�ul-Dissoziationsexperimenten mit einer
zeitabh�angigen Energielandschaft U(x; t) (durchgezogene Linien) entlang einer Reakti-
onskoordinate x. U(x; t) setzt sich aus zwei Beitr�agen zusammen: der Freien-Energie-
Landschaft U0(x) (fette Linie) des ungest�orten Systems und dem externen Zugpotenzial
VFeder(x; t), dem der Ligand unterworfen ist. (b) Der Anteil Pv(t) der gebundenen Kom-
plexe (gepunktete Linien) bestimmt, wie weit das Kraftpro�l F (x) entlang der Reakti-
onskoordinate bei gegebener Zuggeschwindigkeit v abgetastet wird. Dabei markieren die
gestrichelten Linien die e�ektiven Kraftpro�le, die man f�ur ein Ensemble von Einzelmo-
lek�ul-Dissoziationsexperimenten mit der Zuggeschwindigkeit v erh�alt.

Wir betrachten ein Ensemble von Einzelmolek�ul-Dissoziationsexperimenten und nehmen
an, dass sich die Wahrscheinlichkeitsverteilung �v(x; t) der Reaktionskoordinate, die durch
molekulare Bewegungen auf der Pikosekundenzeitskala dominiert ist, auf der experimen-
tellen Zeitskalka � , die oberhalb von Millisekunden liegt, stets im Gleichgewicht be�ndet.
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In dieser quasistatischen Behandlung ist �v(x; t) durch den Boltzmann-Faktor

�v(x; t) =
1

Z
e��[U0(x)+VFeder(x;t)] (4.10)

gegeben, wobei Z die Zustandssumme im Kon�gurationsraum,

Z =
1

h

s
2�m

�

Z
dx e��[U0(x)+VFeder(x;t)] ; (4.11)

und � = 1=kBT die reziproke thermische Energie ist. F�uhrt man eine Zustandssumme Zb

f�ur die gebundenen Zust�ande x < x� ein, wobei x� die Position des �Ubergangszustands
ist (vgl. Abbildung 4.2),

Zb =
1

h

s
2�m

�

Z
x<x�
dx e��[U0(x)+VFeder(x;t)] ; (4.12)

erhalten wir �v(x; t) = Pv(t) pv(x; t), wobei Pv(t) = Zb=Z der Anteil der gebundenen
Zust�ande und pv(x; t) die Verteilung der Reaktionskoordinate im gebundenen Zustand
ist:

pv(x; t) =
1

Zb
e��[U0(x)+VFeder(x)] : (4.13)

Mit Hilfe dieser Verteilung de�nieren wir Ensemblemittelwerte h: : :i := R
dx : : : pv(x; t)

im gebundenen Zustand, z.B. die mittlere Position hxi(v; t) des Liganden.
F�ur Zuggeschwindigkeiten v > 0 wird das Minimum von U := U0 + VFeder kontinuier-
lich angehoben, wie es in Abbildung 4.2(a) skizziert ist, so dass die Barriere, die bei der
Dissoziation �uberwunden werden muss, erniedrigt wird. Die Folge ist, dass der Fluss dis-
soziierender Komplexe @tPv(t) �uber die Barriere ansteigt und Pv(t) schneller abf�allt als f�ur
v = 0. Entsprechend wird die mittlere �Ubergangszeit reduziert, wie man anhand des nach
der zeitabh�angigen Ratentheorie bestimmten (Vorw�arts-)Flusses �uber die Barriere [188],

@tPv(t) = �� k+TSTPv(t) = �!0Pv(t) e���A(v;t) ; (4.14)

sehen kann. Dabei ist � ein Transmissionskoe�zient, den wir als von v unabh�angig an-
nehmen, und !0 := �=(h�). R�uckbindungsereignisse wurden vernachl�assigt. Die freie
Aktivierungsenergie kann als �A(v; t) = U(x�; t) � A(v; t) mit A(v; t) = � 1

�
lnZb ge-

schrieben werden. Aus Gleichung (4.9) folgt, dass U(x�; t) f�ur t < x�=v unabh�angig von
v [und identisch mit der Barrierenh�ohe U0(x

�), siehe Abbildung 4.2(a)] ist und sonst mit
t ansteigt. Entsprechend unterscheiden wir ein Regime harter Feder mit � < x�=v von
einem Regime weicher Feder mit � > x�=v, wobei wir den Dissoziationszeitpunkt � �uber
Pv(�) =

1
2
de�nieren.

W�are Pv(t) bekannt, k�onnte die �uber ein Ensemble von Dissoziationsexperimenten gemit-
telte Dissoziationskraft mit

hFSMi(v) = �
Z 1

0
dt @tPv(t)Fmax(v; t) (4.15)
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identi�ziert werden, wobei Fmax(v; t) := maxt0<t F (v; t
0) ist und

F (v; t) = @tA(v; t)=v : (4.16)

Da Pv(t) im allgemeinen sigmoid verl�auft [siehe Abbildung 4.2(b)], kann die mittlere
Dissoziationskraft in guter N�aherung mit hFSMi(v) � Fmax(�) abgesch�atzt werden. [Kor-
rekturen erh�alt man, wenn man Pv(t) in t um � entwickelt.] Das Minimum des Zug-
potenzials be�nde sich zum Zeitpunkt der Dissoziation bei � = v� . Unter Verwendung
von Gleichung (4.16) und der Zeitableitung von Zb aus Gleichung (4.12) erh�alt man das
verallgemeinerte Hookesche Gesetz,

F (v; t) = k[vt� hxi(v; t)] ; (4.17)

wenn man ein harmonisches Zugpotenzial zugrunde legt. F�ur ein semiharmonisches Po-
tenzial gilt dies bis auf die Korrektur �(1=Zb)

R x�
vt dx k(x� vt) exp[��U0(x)]. Wir werden

diese Korrektur vernachl�assigen, was eine gute N�aherung ist, falls F (v; �) gr�o�er ist als
eine kritische Kraft Fc := k=[�2(k2 + k20)]

1=4 mit k0 = @2U0(x) bei x = 0. F�ur k � k0
(harte Feder) gilt f�ur die kritische Kraft

Fc � (k=�)1=2 ; (4.18)

f�ur k � k0 (weiche Feder)
Fc � k=(�k0)

1=2 ; (4.19)

so dass sie f�ur k ! 0 verschwindet.

Der entscheidende Schritt ist nun, von v zu � als den unabh�angigen Parameter �uberzuge-
hen und �A(v; t) in erster Ordnung in t um � zu approximieren:

�A(v; t) := �A(v; �) + (t� �)@t�A(v; �) : (4.20)

Diese Approximation ist g�ultig innerhalb eines Dissoziationsintervalls ���t < t < �+�t,
in dem j�A(v; t) � �A(v; t)j < 1=�. Um die Notation zu vereinfachen, werden wir im
Folgenden die � -Abh�angigkeit nicht explizit notieren, d.h. A(v; �) � A(v).

Ersetzt man �A(t) in Gleichung (4.14) durch �A(t), kann Pv(t) analytisch gel�ost werden:

Pv(t) = exp

"
!0

�@t�A(v)
e��[�A(v)+(t��)@t�A(v)]

#
: (4.21)

Wie �A(t) ist auch Pv(t) zun�achst nur im oben de�nierten Dissoziationsintervall g�ultig.
Eine n�ahere Betrachtung von Pv(t) zeigt jedoch, dass, falls die Kr�afte @tA(t)=v gleich oder
gr�o�er der kritischen Kraft Fc sind, Pv(t) eine stark abfallende sigmoide Funktion ist, die
bereits innerhalb des Dissoziationsintervalls dem Wert eins (t < �) und dem Wert Null
(t > �) nahekommt. In diesem Fall ist Pv(t) eine gute N�aherung f�ur die exakte L�osung
von Gleichung (4.14) f�ur alle t � 0.

Mit der De�nition von � , Pv(�) =
1
2
, spezi�ziert Gleichung (4.21) die freie Aktivierungs-

energie zum Dissoziationszeitpunkt � :

��A(v) = � ln
��@t�A(v) ln 2

!0
: (4.22)
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Da wir es sp�ater ben�otigen werden, weisen wir darauf hin, dass aus Gleichung (4.16)

dA(v)

dv
= F (v)

d�

dv
(4.23)

folgt.

Im Folgenden werden wir das Regime harter Feder und das Regime weicher Feder se-
parat behandeln. Im Regime harter Feder bleibt die Position des �Ubergangszustandes
unver�andert, so dass @tU(x

�; �) verschwindet. Folglich haben wir @t�A(v) = �@tA(v) =
�vF (v), und wir erhalten aus Gleichung (4.22)

�[A(v)� U0(x
�)] = ln

�vF (v) ln 2

!0
: (4.24)

Verwendet man Gleichung (4.23), dann bekommt man f�ur die Ableitung von Gleichung (4.24)
nach v

d�

dv
=

1

�vF (v)

"
1 +

v

F (v)

dF (v)

dv

#
: (4.25)

Gleichung (4.25) kann f�ur jedes gegebene Kraftspektrum F (v) numerisch gel�ost werden.
Aus �(v) und dem gegebenen F (v) kann nun ein Kraftpro�l F (hxi) als Funktion der mitt-
leren Reaktionskoordinate mit hxi = �(v)�F (v)=k [siehe Gleichung (4.17)] bestimmt wer-
den. Vernachl�assigt man die Anharmonizit�at von VFeder, so besagen die Gleichungen (4.12)
und (4.16), dass das rekonstruierte Kraftpro�l eine Faltung des wahren Kraftpro�ls F (x)
mit einer Gaussfunktion der Breite 1=(�k)1=2 ist.

Im Regime weicher Feder sind im Allgemeinen weder x� noch U(x�; �) konstant. Wenn
man Zb aus Gleichung (4.12) verwendet, bekommen wir, falls t > x�=v, f�ur die Zeitablei-
tung in Gleichung (4.22),

@t�A(v) = kv�x(v) + [k(��x�)� @xU0(x
�)] @tx

�; (4.26)

wobei
�x(v) := x� � hxi : (4.27)

Da U(x�) de�nitionsgem�a� ein Maximum ist, erh�alt man unter der Annahme, dass U0(x)
stetig di�erenzierbar und endlich f�ur gro�e x ist

@xU(x
�) = @xU0(x

�)� F (v) + k�x(v) = 0 : (4.28)

Somit verschwindet wegen Gleichung (4.17) der zweite Term in Gleichung (4.26), so dass
aus Gleichung (4.22) folgt:

�[A(v)�U0(x
�)]� k�

2

"
�x� F (v)

k

#2
= ln

�kv�x

!0
: (4.29)

In Analogie zum Regime harter Feder ordnet auch hier die Ableitung von Gleichung (4.29)
nach v dem Kraftspektrum F (v) eine r�aumlichen Koordinate zu: im Regime harter Feder
�, hier �x(v):

��x(v)

"
k
dhxi
dv

+
dF (v)

dv

#
=

1

v
+

1

�x

d�x

dv
; (4.30)
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wobei die Gleichungen (4.23) und (4.28) verwendet wurden.

Um aus Gleichung (4.30) ein Kraftpro�l als Funktion der Reaktionskoordinate x abzu-
leiten, muss hxi als Funktion von F (v) ausgedr�uckt werden. Dazu k�onnen Experimente
innerhalb des Regimes harter Feder ausgenutzt werden, da hier jedem F (v) ein hxi zu-
geordnet wird. Stehen solche Daten nicht zur Verf�ugung, kann U(x) in der Umgebung
des gebundenen Zustands harmonisch gen�ahert werden, d.h. hxi(v) = F (v)=k0 mit k0 wie
oben de�niert. F�ur letzteren Fall kann Gleichung (4.25) analytisch gel�ost werden:

�x(v) =

"
v��

Z 1

v
dv0

1

v0
dF (v0)

dv0

#�1
; (4.31)

wobei � := 1+k=k0. Das Integral in Gleichung (4.31) konvergiert, wenn F (v) ein Polynom
in ln v ist. Wenn die Kr�ummung von F (v) � ~F (�) auf einer logarithmischen Skala der
Zuggeschwindigkeit � = ln v=v0 klein ist, d.h. d2 ~F (�)=d�2 � d ~F (�)=d�, reduziert sich
Gleichung (4.31) zu

�x(v) =

"
��

d ~F (�)

d�

#�1
; (4.32)

was f�ur den Grenzfall k ! 0 das Resultat des Zwei-Zustands-Modells liefert, das in
Ref. [88] abgeleitet und in Ref. [83] verwendet wurde.

Die Gleichungen (4.25) und (4.31) sind das Hauptresultat unserer Theorie. Sie erlauben es,
aus einem gegebenen Kraftspektrum ein Kraftpro�l zu berechnen. Durch Integration des
Kraftpro�ls �uber die Reaktionskoordinate erh�alt man die gew�unschte Energielandschaft.

4.2.2 Testrechnungen

Wir wollen zun�achst illustrieren, wie f�ur ein vorgegebenes Kraftpro�l (Abbildung 4.3,
oben) die Kraftspektren f�ur unterschiedliche Federkonstanten im Regime weicher Feder
(links) und im Regime harter Feder (rechts) aussehen. Dabei �uberpr�ufen wir gleichzei-
tig die G�ultigkeit der Gleichungen (4.29) (weiche Feder) und (4.24) (harte Feder), indem
wir die �uber sie berechneten Kraftspektren (durchgezogene d�unne Linien) mit numeri-
schen L�osungen der Ausgangsgleichungen (4.14) und (4.15) (Punkte), in die noch keine
N�aherungen eingehen, vergleichen.

Bevor wir auf den Vergleich von analytischen und numerischen Resulten kommen, wollen
wir den Verlauf der Kraftspektren diskutieren. F�ur das Regime harter Feder (Abbil-
dung 4.3, rechts) zeigen die Kraftspektren mit wachsender Federkonstante zunehmend
ausgepr�agte Plateaus. Wie es zu diesen Plateaus kommt, sei anhand der weiter oben ge-
zeigten Abbildung 4.2 illustriert: Die links in der Energielandschaft (oben) und dem aus
ihr abgeleiteten Kraftpro�l (unten) skizzierte Situation beschreibt den Fall einer kleinen
Zuggeschwindigkeit, in dem aktivierte Prozesse bereits zur Dissoziation des Rezeptor-
Ligand-Komplexes f�uhren, als das Zugpotenzial VFeder erst ein kleines St�uck entlang der
Reaktionskoordinate verschoben wurde. F�ur eine solche Zuggeschwindigkeit wurde dem-
zufolge erst ein kleiner Teil der Energielandschaft f�ur x > 0 rechts vom Minimum abgeta-
stet, bis die Komplexe des Ensembles dissoziieren; die �uber ein Ensemble aus Einzelmo-
lek�ulmessungen gemittelte Dissoziationskraft entspricht der maximalen Steigung der bis
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weiche Feder harte Feder
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Abbildung 4.3: Oben: Gegebenes Kraftpro�l, f�ur das Kraftspektren zum Vergleich nume-
risch und analytisch nach den Gleichungen (4.29) und (4.24) abgeleitet wurden. Darunter:
Kraftspektren f�ur Federn mit kleiner Federkonstante k (links) und f�ur Federn mit gr�o�erer
Federkonstante (rechts). Die durchgezogegenen Linien markieren die analytischen Resul-
tate, die Punkte die numerische L�osung von Gleichungen (4.14) und (4.15). Zur weiteren
Erkl�arung siehe Text.

hierhin abgetasteten Energielandschaft [Gleichung (4.15)]. Bei h�oheren Zuggeschwindig-
keiten steht aktivierten Prozessen dagegen weniger Zeit zur Verf�ugung, um die Aktivie-
rungsbarriere zu erniedrigen, so dass das Zugpotenzial weiter in Zugrichtung verschoben
werden muss, bis es zur Dissoziation kommt; entsprechend wird hier ein gr�o�erer Teil der
Energielandschaft abgetastet. Die mittlere Dissoziationskraft w�achst mit zunehmender
Zuggeschwindigkeit jedoch erst dann wieder an, wenn die Steigung in der Energieland-
schaft an der Stelle des Dissoziationspunktes die maximale Steigung des bereits bei klei-
neren Zuggeschwindigkeiten abgetasteten Teils der Energielandschaft �ubertri�t. Auf das
Kraftpro�l (Abbildung 4.2, unten) �ubertragen hei�t das, dass der Verlauf des Kraftspek-
trums erst wieder ansteigt, wenn der Punkt erreicht ist, an dem die Kraft das bisherige
lokale Maximum �ubersteigt. Die Plateaus im Kraftspektrum lassen sich somit den Maxi-
ma des Kraftpro�ls zuordnen. Lokale Maxima, die h�oheren Maxima (etwa dem globalen
Maximum des Kraftpro�ls) folgen, spiegeln sich nicht im Kraftspektrum wider. So sind
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in dem in Abbildung 4.3 rechts unten gezeigten Kraftspektrum lediglich zwei Plateaus zu
sehen, die den ersten beiden Maxima des Kraftpro�ls entsprechen, wohingegen das dritte
(niedrigere) Maximum keinen Ein
uss auf das Kraftspektrum hatte.

Desweiteren ist aus Abbildung 4.3 (rechts) erkennbar, dass die Kraftspektren f�ur das
Regime harter Feder um so strukturierter sind, je h�arter die Feder ist. Der Grund daf�ur
ist, dass, wie weiter oben schon erw�ahnt, die Kraftspektren die Eigenschaften des mit
1=(�k)1=2 gegl�atteten Kraftpro�ls widerspiegeln. Eine weichere Feder entspricht mithin
einer st�arkeren Gl�attung des Kraftpro�ls, wodurch Strukturinformation verloren geht. Die
f�ur das Regime harter Feder gew�ahlten Federkonstanten von k = 0:1N/m, k = 0:5N/m
und k = 1N/m entsprechen Gl�attungsbreiten von � = 2:0�A, � = 0:9�A bzw. � = 0:6�A.
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Abbildung 4.4: Wirkungsweise eines weichen Zugpotenzials. Oben: Die fett gezeichnete,
ungest�orte (hypothetische) Energielandschaft U0 wird durch die Zugpotenziale VFeder(t1)
und VFeder(t2) (gestrichelte Linien) modi�ziert. Mit wachsendem Zugpotenzial wird der
aktivierte Zustand AZ zu einem kleineren x� (d.h. nach links) verschoben. Unten: Kraft-
spektrum. Die mit Zahlen gekennzeichneten Bereiche k�onnen jeweils entsprechenden Ab-
schnitten in der Energielandschaft zugeordnet werden.

Der Verlauf der Kraftspektren f�ur das Regime weicher Feder ist qualitativ ein ganz ande-
rer; f�ur sein Verst�andnis sind zun�achst einige Vor�ubelegungen n�otig: Abbildung 4.4 (oben)
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zeigt eine hypothetische Energielandschaft, deren ungest�orter Verlauf durch die fette Linie
gekennzeichnet ist. F�ugt man zu der ungest�orten Energielandschaft ein weiches Zugpoten-
zial, das auf der Skala der Dissoziationsl�ange nahezu linear verl�auft (gestrichelte Linien),
hinzu, wird dadurch | im Unterschied zu einem harten Zugpozenzial | die gesamte
Energielandschaft auf ein h�oheres Niveau gehoben (d�unne durchgezogene Linien). Da das
Zugpotenzial von links nach rechts abnimmt, wird die Energielandschaft in der N�ahe des
gebundenen Zustands bei x = 0 st�arker angehoben als in der Umgebung des aktivier-
ten Zustands AZ an der Stelle x� > 0. Dies bedeutest, dass, sobald das Zugpotenzial
die (negative) Steigung in der Nachbarschaft links vom aktivierten Zustand �ubertri�t,
der aktivierte Zustand nach links verschoben wird, wodurch sich die e�ektive Dissoziati-
onsl�ange x�(t) und demzufolge auch �x [siehe Gleichung (4.27)] verringert. Dies ist in der
Abbildung im oberen Bild anhand der mittleren Kurve gezeigt, die aus der Summe der
ungest�orten Energielandschaft mit dem Zugpotenzial VFeder(t1) (fette gestrichelte Linie)
resultiert, und bei der sich der aktivierte Zustand AZ1 nunmehr bei x�(t1) < x�(t0) be�n-
det [entsprechend gilt �x(t1) < �x(t0)], sowie anhand der oberen Kurve (hier wirkt das
Zugpotenzial VFeder(t2), d�unne gestrichelte Linie) mit dem aktivierten Zustand AZ2 an der
Stelle x�(t2) < x�(t1) [entsprechend �x(t2) < �x(t1)]. Da nach Gleichung (4.32) die Stei-
gung im Kraftspektrum umgekehrt proportional zu �x ist, spiegelt sich eine Verringerung
der e�ektiven Dissoziationsl�ange x� in einer h�oheren Steigung im Kraftspektrum wider.
Somit wird der Verlauf des Kraftspektrums von der Position x� des aktivierten Zustands
AZ bestimmt, die ihrerseits aus der Steigung der e�ektiven Energielandschaft links vom
jeweiligen aktivierten Zustand resultiert. So werden in unserem Beispiel die jeweils links
vom aktivierten Zustand be�ndlichen Abschnitte 
1 , 
2 und 
3 der Energielandschaft
auf die entsprechenden Abschnitte im Kraftspektrum abgebildet.

Wie man erkennt, wird also hier | im Unterschied zu einer harten Feder | die Ener-
gielandschaft von rechts nach links gleichsam abgetastet, da jeweils der unmittelbar links
neben dem aktivierten Zustand be�ndliche Teil der Energielandschaft f�ur die Steigung im
Kraftspektrum bestimmend ist.

Der Vergleich von analytischer und numerischer Berechnung der Kraftspektren (Abbil-
dung 4.3, Punkte und durchgezogene Linien) zeigt in den meisten F�allen eine gute �Uber-
einstimmung. Mit zunehmender Federkonstante wird die Abweichung bei niedrigen Kr�af-
ten gr�o�er, was insbesondere in dem Kraftspektrum mit k = 0:01N/m (links unten)
erkennbar ist. Der Grund hierf�ur ist, dass die kritische Kraft Fc [Gleichungen (4.18)
und (4.19)], unterhalb derer die N�aherungen in Gleichung (4.17) ungenau werden, mit
zunehmender Federkonstante ansteigt. F�ur die im Regime weicher Feder verwendeten
Federkonstanten 10�4N/m, 10�3N/m und 10�2N/m betr�agt Fc etwa 0:8 pN, 8 pN bzw.
80 pN; f�ur die im Regime harter Feder verwendeten Federkonstanten 0:1N/m, 0:5N/m
und 100N/m ergibt sich f�ur Fc 20 pN, 46 pN bzw. 64 pN.

Der Vergleich von analytischer und numerischer Behandlung zeigt insbesondere, dass die
beiden Regimes recht gut aneinander grenzen, d.h., dass die obere Grenze f�ur die Feder-
konstante im Regime weicher Feder in der N�ahe der unteren Grenze f�ur die Federkonstante
im Regime harter Feder liegt und die Theorie somit f�ur alle Federkonstanten gut anwend-
bar ist.

Das eigentliche Ziel unserer Theorie war die Rekonstruktion von Kraftpro�len auf Grund-
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Abbildung 4.5: Rekonstruktion von Kraftpro�l und Energielandschaft aus zwei Kraft-
spektren. Oben: Aus einem vorgegebenen Kraftpro�l wurde numerisch ein Spektrum
abgeleitet (durchgezogene Linien), zu dem Rauschen addiert wurde [Karos f�ur die weiche
Feder (k = 0:001N/m) und Sterne f�ur die harte Feder (k = 1N/m)]. Aus den verrausch-
ten Spektren rekonstruiertes Kraftpro�l (Mitte) und daraus abgeleitete Energielandschaft
(unten).

lage von Kraftspektren vermittels der beiden Gleichungen (4.25) und (4.31). Um zu
�uberpr�ufen, ob die Theorie dies leisten kann, haben wir zwei der in Abbildung 4.3 gezeig-
ten numerisch bestimmten Kraftspektren als

"
gemessene\ Kraftspektren aufgefasst und

gepr�uft, wie genau sich daraus ohne zus�atzliche Informationen das urspr�ungliche Kraft-
pro�l rekonstruieren l�asst. Wie in Abbildung 4.5 (links oben) gezeigt, haben wir dazu
aus den Kraftspektren mit den Federkonstanten k = 1N/m und k = 0:001N/m jeweils
50 �aquidistante Datenpunkte (Sterne bzw. Karos) extrahiert. Um eine typische experi-
mentelle Ungenauigkeit zu modellieren, haben wir zus�atzlich zu jedem Datenpunkt der
numerisch bestimmten Kraftspektren eine gau�verteilte Zufahlszahl mit einer Halbwerts-
breite von � = 12 pN (entsprechend einem Messfehler von 10%) addiert (rechts oben in
der Abbildung). Die durchgezogenen Linien kennzeichnen hier die unverrauschten nu-
merisch berechneten Kraftspektren (wie in der Abbildung links oben), die Sterne bzw.
Karos die entsprechend verrauschten Kraftspektren. Die mittleren Bilder zeigen die aus
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den unverrauschten (links) und verrauschten (rechts) Kraftspektren rekonstruierten Kraft-
pro�le, die unteren die Energielandschaften, die durch Integration der Kraftpro�le �uber
die Reaktionskoordinate gewonnen wurden. Die Sterne repr�asentieren dabei die Punkte,
die von dem Kraftspektrum aus dem Regime harter Feder herr�uhren, die Karos resultie-
ren aus dem Kraftspektrum aus dem Regime weicher Feder. Die durchgezogenen Linien
kennzeichnen hier das vorgegebene, urspr�ungliche Kraftpro�l bzw. die daraus abgeleitete
Energielandschaft.

Zun�achst ist erkennbar, dass aus den unverrauschten Kraftspektren (links) wesentliche
Merkmale des urspr�unglichen Kraftpro�ls rekonstruiert weden konnten. Analoges gilt f�ur
die Energielandschaft, deren Rekonstruktion nur geringe Abweichungen von der originalen
Energielandschaft aufweist. Die rechte Seite der Abbildung zeigt, dass auch eine typische
Messungenauigkeit die Rekonstruktion von Kraftpro�l und Energielandschaft im Vergleich
zum unverrauschten Kraftspektrum nicht wesentlich beeintr�achtigen sollte. Mit einem
Messfehler von 20% war eine Rekonstruktion nicht mehr m�oglich.

Dar�uber hinaus zeigen die Rekonstruktionen, wie weiche und harte Federn in der Tat
komplement�ar zueinander wirken: Mit einer harten Feder konnte der Abschnitt links
vom globalen Maximum im Kraftpro�l rekonstruiert werden, mit einer weichen Feder der
Abschnitt rechts vom globalen Maximum.

Bei Verwendung einer harten Feder werden gerade diejenigen Abschnitte des Kraftpro�ls
gut wiedergegeben, bei denen die Steigung nicht negativ ist. Dagegen k�onnen Bereiche,
die unmittelbar den Maxima im Kraftpro�l folgen und somit eine negative Steigung auf-
weisen, nicht aufgel�ost werden. Dies liegt darin begr�undet, dass erstens der Verlauf der
Kraftspektren (abgesehen vom Rauschen) jeweils monoton w�achst und zweitens zwei Da-
tenpunkte an den Stellen v2 > v1 im Kraftspektrum den Reaktionskoordinaten x2 � x1
zugeordnet werden. Dies hat zur Folge, dass mit einer harten Feder die Struktur des
Kraftpro�ls rechts vom globalen Maximum nicht aufgel�ost werden kann.

Mit einer weichen Feder dagegen werden diejenigen Abschnitte der Energielandschaft
(unteres Bild) gut wiedergegeben, die mit ihrer konvexen H�ulle zusammenfallen. Abwei-
chungen von der konvexen H�ulle, wie sie in unserem Beispiel etwa in Form der

"
Delle\ bei

der Reaktionskoordinate x zwischen 6.5 und 9�A vorkommt, k�onnen nicht erfasst werden.
F�ur das Kraftpro�l (mittleres Bild) bedeutet dies, dass die Umgebung der Maxima nicht
exakt rekonstruiert werden kann, wie es im Bereich zwischen 6.5 und 9�A um das lokale
Maximum bei x � 8:5�A zu sehen ist.

Dieser Test zeigt, dass es in der Tat m�oglich sein sollte, aus Kraftspektren, die mit ver-
schiedenen Federkonstanten gemessen werden, viele Details aus Kraftpro�len und Ener-
gielandschaften von Rezeptor-Ligand-Bindungen zu rekonstruieren. Die Rekonstruktion
wird um so vollst�andiger, je gr�o�er der Bereich der Zuggeschwindigkeiten ist, mit denen
die forcierte Dissoziation erfolgt, und um so genauer, je niedriger die Federkonstante der
weichen Feder und je h�oher die der harten Feder ist. Dabei gibt es eine weitgehende Kom-
plementarit�at zwischen weicher und harter Feder. Da es in den meisten kraftinduzierenden
Einzelmolek�ulexperimenten gegenw�artig nicht m�oglich ist, sowohl mit einer weichen als
auch mit einer harten Feder zu messen, erscheint es sinnvoll, verschiedene Experimente
zu kombinieren, etwa BFP-Experimente, in denen sehr weiche Federn verwendet werden,
und kraftmikroskopische Experimente, bei denen eher h�artere Federn eingesetzt werden.



46 KAPITEL 4. THEORIE ZU DISSOZIATIONSPROZESSEN



Kapitel 5

Simulation der forcierten

Dissoziation des

AN02{DNP-Hapten-Komplexes

In diesem Kapitel untersuchen wir den forcierten Dissoziationsprozess des AN02{DNP-
Hapten-Komplexes. Nach einer kurzen Beschreibung des Aufbaus von Antik�orpern und
der aus Experimenten bekannten Eigenschaften des hier betrachteten Antik�orper{DNP-
Hapten-Komplexes entwickeln wir das Simulationsmodell. Dies beinhaltet die Konstruk-
tion einer geeigneten L�osungsmittelumgebung sowie Minimierung und Equilibrierung des
Komplexes. Sodann beschreiben und diskutieren wir die Dissoziationssimulationen. Wir
konzentrieren uns dabei auf Dissoziationskr�afte, Wechselwirkungsenergien w�ahrend des
Dissoziationsprozesses und den strukturellen Verlauf der Dissoziation. Insbesondere ana-
lysieren wir den Dissoziationspfad, auf dem sich das Haptenmolek�ul in den Simulationen
aus der Bindungstasche herausbewegte, die Reaktion der AN02-Bindungstasche auf diese
Bewegung sowie die Wechselwirkungen zwischen dem Haptenmolek�ul und den Aminos�aur-
en der Bindungstasche w�ahrend des Dissoziationsprozesses. Wir richten dabei besonderes
Augenmerk auf die Frage, ob es nur einen ausgezeichneten Dissoziationspfad und da-
mit eine eindeutige Folge von Wechselwirkungen im Verlauf des Dissoziationsprozesses
gibt, oder ob eine ganze Reihe unterschiedlicher Pfade und Wechselwirkungsfolgen zu
beobachten ist. Schlie�lich untersuchen wir den Ein
uss einzelner Aminos�auren der Bin-
dungstasche auf den Dissoziationsprozess, indem wir Dissoziationssimulationen zu zwei
Mutanten von AN02 durchgef�uhrt haben.

47
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5.1 Der AN02{DNP-Hapten-Komplex

Wie in Abbildung 5.1 schematisch gezeigt, bestehen Antik�orper (Immunoglobuline) aus
zwei identischen schweren Ketten (mit jeweils etwa 440 Aminos�auren) und zwei iden-
tischen leichten Ketten (etwa 220 Aminos�auren), die sich Y-f�ormig zusammenlagern1.
Die schweren Ketten untergliedern sich in eine variable (V) und drei (manchmal auch
vier) konstante (C) Dom�anen, w�ahrend leichte Ketten je eine variable und eine konstante
Dom�ane aufweisen. Die beiden Antigen bindenden Fab-Fragmente sind aus den varia-
blen Dom�anen VL und VH sowie der konstanten Dom�ane CL der leichten und der ersten
konstanten Dom�anen CH1

der schweren Kette aufgebaut.

L: leichte Kette

  von AN02
simulierter Teil

{
C: konstante Region
V: variable Region

Antikörper-Antigen-Komplex

{ H: schwere Kette

{
Antigen Antigen

H

V H

LV

HC

CL

H
LV
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C
1
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2
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C
1
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3
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2

C HC
3

H

Abbildung 5.1: Schematische Darstellung eines Antik�orpers mit konstantem Fragment
(Fc) und Antigen bindenden Fragmenten (Fab). Die beiden schweren Ketten be�nden
sich innen (mit H indiziert), die beiden leichten Ketten au�en (mit L indiziert).

Bei der schweren Kette unterscheidet man zwischen den Klassen �, 
, � und � (ent-
sprechend unterteilt man in die A-, G-, M- und E-Immunoglobuline), bei der leichten
Kette zwischen den Klassen � und � [189]. Die einzelnen Klassen zeichnen sich in er-
ster Linie durch ihre unterschiedlichen charakteristischen Sequenzen, teilweise auch durch
geringf�ugig unterschiedliche L�angen aus.

Der in der vorliegenden Arbeit untersuchte monoklonale Antik�orper AN02 ist Mitglied
einer Familie aus 12 monoklonalen Antik�orpern, AN01 { AN12 [79], die alle G-Immuno-
globuline sind und gegen ein Spin-markiertes Dinitrophenyl (DNP) - Hapten2 gerichtet

1Im folgenden wird die Zugeh�origkeit von Aminos�auren zur leichten Kette mit (L) und zur schweren
Kette mit (H) gekennzeichnet. TYR31(L) etwa bezeichnet Tyrosin 31 der leichten Kette.

2Als Haptene werden diejenigen Teile von Antigenen bezeichnet, die deren so genannten Determinanten
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sind, wobei ein 2,2,6,6-Tetramethyl-1-piperindinyoxy-(TEMPO)-Ring als Spinmarkierung
fungiert [78] (siehe auch weiter unten die Abbildungen 5.2 und 5.4). AN02 ist aus schweren
Ketten der Subklasse 
1 und leichten Ketten der Klasse � aufgebaut, �ahnlich dem gegen
Lysozym gerichteten Antik�orper HyHel-5 der Maus [191].

CDR1(L)

C

C’

B

A

G

F
CDR3(H)

C’’

C’

F

G

CDR2(H)CDR1(H)

CDR3(L)

D

B

E

C’’

CDR2(L)

A

D
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Abbildung 5.2: B�anderdarstellung der variablen Dom�anen der leichten Kette (links) und
der schweren Kette (rechts) von AN02 mit gebundenem DNP-Hapten (Kugel-Strich-
Zeichnung). Markiert sind die

"
Komplementarit�at bestimmenden Regionen (CDR's)\,

die von besonderer Bedeutung f�ur die Bindung sind.

Wie in Abbildung 5.1 gezeigt, umfasst unser Simulationsmodell ein Fab-Fragment von
AN02 mit gebundenem Hapten. Wie bei allen Antik�orpern weisen die variablen und
konstanten Dom�anen das Fab-Fragments von AN02 eine charakteristische Faltung auf
(siehe auch Ref. [192] und dortige Referenzen). Abbildung 5.2 zeigt die Faltung der va-
riablen Regionen in

"
B�anderdarstellung\: Jede der beiden gezeigten Dom�anen ist aus

zwei antiparallelen �-Faltbl�attern aufgebaut, die �uber eine allen Antik�orpern gemeinsame
Topologie von Schleifen miteinander verbunden sind [189]. Die konstante Kette besteht
aus sieben �-Str�angen (A { G), die variable Kette aus neun �-Str�angen (zus�atzlich C'
und C"). Die Schleifen zwischen B und C, C' und C" sowie F und G werden wegen ihrer
hohen Sequenzvariabilit�at als hypervariable Schleifen bezeichnet und bilden die so genann-
ten Komplementarit�at bestimmenden Regionen CDR1, CDR2 und CDR3 (CDR steht f�ur
complementarity determinig region), die bei der Bindung des Antigens eine zentrale Rolle
spielen. (F�ur AN02 sind die CDR's zusammen mit der Sequenz des Fab-Fragments in
Anhang A angegeben.) Trotz der hohen Sequenzvariabilit�at unterscheiden sich die hy-
pervariablen Schleifen der leichten und der schweren Kette in ihren Faltungsmustern in
verschiedenen Antik�orpern nur geringf�ugig und sind im wesentlichen immer an derselben
Stelle der Ober
�ache von Immunoglobulinen lokalisiert.

Die paramagnetischen Eigenschaften des Spin-markierten DNP-Haptens erlaubten es,

bestimmen, an die die passenden Antik�orper spezi�sch binden. Ein Antigen kann mehrere unterschiedliche
Haptene aufweisen [190].
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die Eigenschaften der Bindungstasche mit Methoden der Kernspinresonanzspektrosko-
pie (NMR) zu untersuchen [193{195]. Insbesondere konnte aufgekl�art werden, wie die
einzelnen Residuen zur Bindung des Haptens beitragen und wie sich die vor allem in
den hypervariablen Schleifen geringf�ugig unterschiedlichen Sequenzen der monoklonalen
Antik�orper AN01 { AN12 auf die Bindung auswirken. NMR-Experimente an selektiv deu-
teriertem AN02 belegten einen hohen Tyrosingehalt in der Bindungstaschenregion [196],
wie es bei Antik�orpern oft der Fall ist (Tyrosin ist die in der Bindungstaschenregion von
Antik�orpern am h�au�gsten vorkommende Aminos�aure in der schweren Kette und nach Se-
rin die zweith�au�gste in der leichten Kette [197]). Weiter konnte gezeigt werden, dass das
gebundene Hapten in direkten Kontakt mit mindestens zwei Tryptophan-Seitengruppen
tritt. Dieser Befund wurde schlie�lich best�atigt durch die Struktur des kristallisierten
AN02-Fab-Fragments mit gebundenem DNP-Hapten [79], die mittels der R�ontgenstruk-
turanalyse mit einer Au
�osung von 2:9�A aufgekl�art wurde (Eintrag 1BAF in der Brook-
haven Protein Data Bank) [191].

ASP49 (L)

TRP100 (H)

ILE96 (L)

GLN88 (L)

TYR31 (L)

TYR30 (L)

TRP48 (H)

PRO101 (H)

Hapten
TYR54 (H)

TYR93 (L)

TYR33 (L)

TRP90 (L)

SER53 (H)

TYR51 (H)

Abbildung 5.3: Aminos�auren der Bindungstasche des AN02-Antik�orpers [191] mit ge-
bundenem DNP{Hapten. Kurzreichweitige bindende Wechselwirkungen wie Wassersto�-
br�ucken und Van der Waals-Kontakte zwischen Aminos�auren der Bindungstasche und
Hapten sind gestrichelt eingezeichnet.

Abbildung 5.3 zeigt die Struktur der Bindungtaschenregion von AN02 mit gebundenem
Hapten. Die auf Grund der R�ontgenstruktur erwarteten Wechselwirkungen (Wasser-
sto�br�ucken und Van der Waals-Kontakte) zwischen Hapten und einzelnen Residuen der
Bindungstasche [191] sind gestrichelt eingezeichnet. Deutlich zu erkennen ist, dass das
Haptenmolek�ul wie in einem Sandwich zwischen den Seitenketten von TRP90(L) und
TRP100(H) liegt, wobei der DNP-Ring des Haptens in Deckung mit dem 5-Ring von
TRP100(H) ist und zwischen dem 5-Ring und dem 6-Ring von TRP90(L) liegt. Die-
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se Kon�guration wird stabilisiert durch Wassersto�br�ucken zwischen dem Sauersto� in
der Seitenkette von TYR33(L) und dem Sticksto� N8 im Hapten-Mittelteil3 (oberste
gestrichelte Linie), zwischen dem Sticksto� in der Seitenkette von GLN88(L) und dem
Sauersto� O27 der zweiten Nitrogruppe des Haptens sowie zwischen dem Sticksto� im
5-Ring von TRP90(L) und dem Sauersto� O24 der ersten Nitrogruppe des Hapten-DNP-
Rings. Desweiteren gibt es starke Van der Waals-Kontakte zwischen dem aromatischen
Ring von TYR33(L) mit der zweiten Nitrogruppe (N26,O27,O28) des DNP-Rings sowie
mit der Seitenkette von ILE96(L) zu der ersten Nitrogruppe (N23,O24,O25) des DNP-
Rings. Weitere au��allige Eigenschaften sind, dass die Seitenketten-Sauersto�atome von
ASP49(L) zur Mitte des TEMPO-Rings von Hapten gerichtet sind und dass der aromati-
sche Ring von TYR30(L) im senkrechtem Kontakt mit dem 5-Ring von TRP90(L) steht.
Die Autoren von Ref. [191] weisen allerdings darauf hin, dass im Kristall einige Residu-
en der Bindungstasche in Kontakt mit Residuen von Molek�ulen in benachbarten Zellen
des Kristallgitters seien, was zu Unterschieden zwischen den Strukturen der Bindungs-
tasche im Kristall und in L�osung f�uhren k�onne. Dies gelte insbesondere f�ur TYR30(L),
dessen aromatischer Ring sich parallel zu dem TYR30(L) des symmetrisch angeordneten
Molek�uls in der benachbarten Zelle ausrichtet. Dies wird im Lichte der Simulationsergeb-
nisse aus der Minimierung und der Equilibrierung n�aher diskutiert werden.

3Zur Notation der Hapten-Atome siehe weiter unten Abbildung 5.4.
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5.2 Das Simulationsmodell

Ausgangspunkt aller in diesem Kapitel beschriebenen Simulationen des Fab-Fragments
von AN02 mit gebundenem DNP-Hapten ist die soeben beschriebene R�ontgenstruktur,
die die Positionen aller schweren Atome enth�alt. Die f�ur die MD-Simulation ben�otigten, in
Kapitel 2 beschriebenen Parameter | etwa Partialladungen oder Van der Waals-Radien
| wurden f�ur die Proteinatome der auf CHARMM [93] basierenden Parameterbiblio-
thek von XPLOR [165] entnommen (Dateien param19.pro und toph19.pro). In dieser
Parametrisierung werden die polaren Wassersto�atome explizit behandelt, w�ahrend alle
nicht-polaren Wassersto�e �uber Compound-Atome implizit ber�ucksichtigt werden (sie-
he Abschnitt 2.2). Da die R�ontgenstruktur keine Koordinaten f�ur die Wassersto�atome
enth�alt, mussten die Koordinaten der polaren Wassersto�atome in das Simulationsmo-
dell eingef�ugt werden. Dies wurde mit der XPLOR-Routine hbuild bewerkstelligt, die
zur Platzierung dieser Wassersto�atome lokale Energieminimierungen durchf�uhrt. Alle
Aminos�auren desselben Typs wurden identisch beschrieben.

F�ur das Haptenmolek�ul konnte auf keine Parameterbibliothek zur�uckgegri�en werden;
geeignete Parameter mussten vielmehr neu bestimmt werden. Dabei wurde besonderes
Augenmerk auf die Partialladungen gerichtet, da diese in hohem Ma�e bindungsrelevant
und zudem in der Regel sehr molek�ulspezi�sch sind, so dass hierf�ur keine Standardpa-
rameter (wie f�ur Proteine) verwendet werden konnten. Ebenfalls wichtig sind die Van
der Waals-Parameter; diese sind aber f�ur die verschiedenen Atome gut de�niert, so dass
hierf�ur die entsprechenden CHARMM-Parameter �ubernommen wurden. Kraftkonstanten
f�ur chemische Bindungen sind dagegen zwar weniger gut de�niert, jedoch ist dies f�ur die
interessierenden nicht-kovalenten Bindungseigenschaften unkritisch [89] | daher wurden
diese ebenfalls der genannten Parameterbibliothek entnommen.

Die Partialladungen des DNP-Haptens wurden aus semiempirischen quantenchemischen
Rechnungen bestimmt, in denen die Schr�odinger-Gleichung f�ur das Vielelektronen-System
numerisch gel�ost, die Geometrie des Molek�uls optimiert und die Elektronenverteilung
berechnet wurden. Daraus wurden Partialladungen f�ur alle Atome im Molek�ul abge-
leitet (Abbildung 5.4). Die Rechnungen wurden mit dem Quantenchemie-Programm
UNICHEM [112] durchgef�uhrt. Um die Resultate aus den UNICHEM-Rechnungen zu
�uberpr�ufen, wurden dar�uber hinaus Dichtefunktionalrechnungen mit dem Programmpa-
ket DMOL [111] durchgef�uhrt, wobei die so berechneten Partialladungen nur geringf�ugig
von den mit UNICHEM berechneten abwichen.

Ein geeignetes Modell der nativen L�osungsmittelumgebung des AN02{DNP-Hapten-Kom-
plexes wurde erzeugt wie in Abschnitt 2.3 beschrieben: Hier wurde der Komplex so in
ein Wassertr�opfchen mit konvexer Geometrie platziert, dass ein Mindestabstand von der
Ober
�ache des Komplexes zur Tr�opfchenober
�ache von 12�A gew�ahrleistet war (siehe dazu
auch Abbildung 2.1). Um Ober
�achene�ekte zu minimieren, wurde im Bereich der eigent-
lich interessierenden Bindungstaschenregion der Mindestabstand zur Tr�opfchenober
�ache
zu 22�A gew�ahlt, was etwa der Dicke von 6 { 7 Wassermolek�ulen entspricht. Das resultie-
rende Simulationssystem umfasste insgesamt 44 571Atome, davon 13 461Wassermolek�ule,
41Natrium-Ionen und 34Chlorid-Ionen.
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Abbildung 5.4: Struktur von DNP-Hapten mit Atombezeichnungen und Partialladungen,
die mit UNICHEM [112] berechnet wurden.
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5.3 Minimierung und Equilibrierung

Dieses Simulationssystem wurde zun�achst minimiert, um, wie in Abschnitt 2.4 beschrie-
ben, eventuelle Verspannungen der R�ontgenstruktur zu l�osen, und dann equilibriert mit
dem Ziel, das System bei einer Temperatur von 300K relaxieren zu lassen.

5.3.1 Methoden

In der Minimierung n�ahert sich das Simulationssystem entlang eines Gradienten in der Po-
tenziallandschaft einem lokalen Minimum. F�ur den AN02{DNP-Hapten-Komplex erfolg-
te die Minimierung, indem die Dynamik des Simulationssystems in dem in Abschnitt 2.2
beschriebenen Kraftfeld mit zun�achst sehr kleinen Integrationsschrittweiten berechnet
wurde, wobei die Bewegung jedes einzelnen Atoms (a) auf 0:08�A pro Integrationsschritt
begrenzt und (b) stark ged�ampft wurde. Zus�atzlich war das System dabei mit einer Kopp-
lungskonstante von 1 ps�1 an ein W�armebad mit einer Temperatur von 0K verbunden [89].
Die D�ampfung wurde durch einen (inversen) D�ampfungskoe�zienten � bewerkstelligt, mit
dem die durch die wirkenden Kr�afte bedingte Verschiebung eines Atoms in jedem Integra-
tionsschritt multipliziert wurde. Entsprechend bedeutet � = 0 keine Bewegung (unendlich
starke D�ampfung) und � = 1 keine D�ampfung (freie Dynamik). Tabelle 5.1 zeigt die ver-
wendeten Integrationsschrittweiten �t und die D�ampfungskoe�zienten � der einzelnen
Minimierungsphasen. W�ahrend der Minimierung lie�en wir keine stochastischen Kr�afte
auf die Wassermolek�ule der Ober
�achenschicht wirken, weil sie einer Minimierung inso-
fern entgegengerichtet sind, als sie die Molek�ule an der Ober
�ache in einer best�andigen
Bewegung halten, so dass deren potenzielle und kinetische Energie nicht minimal wer-
den k�onnen. Wir betrachteten das Systems als hinreichend minimiert, sobald sich der
durchschnittliche Gradient auf einem Wert unter 1 kcal/(mol��A) stabilisierte.

Anzahl der Integrationsschrittweite �t inverser D�ampfungskoe�zientt �
Integrationsschritte [fs]

100 0.2 0.01
100 0.3 0.05
100 0.4 0.1
100 0.5 0.2
100 0.8 0.5
100 1.0 0.7
100 1.0 0.9
100 1.0 0.99
100 1.0 0.999
100 1.0 1.0

Tabelle 5.1: Parameter f�ur die einzelnen Minimerungsphasen. Der D�ampfungskoe�zient
� gibt an, mit welchem Faktor die Verschiebung der Atome in jedem Integrationsschritt
multipliziert wurde. Dementsprechend bewirkte � = 0 totale D�ampfung und � = 1 freie
(unged�ampfte) Dynamik.
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In der auf die Minimierung folgenden Equilibrierungsphase wurde das Simulationssystem
mit einer Kopplungskonstante von 0:1 ps�1 an ein W�armebad mit einer Temperatur von
300K gekoppelt [89]. Die Integrationsschrittweite wurde dabei | wie in allen folgen-
den Simulationen | auf 1 fs festgesetzt. Zus�atzlich haben wir von diesem Zeitpunkt an
die (temperaturabh�angigen) stochastischen Kr�afte f�ur die Wassermolek�ule an der Syste-
mober
�ache wirken lassen. Die Kopplungkonstante f�ur die D�ampfung dieser Wassermo-
lek�ule (die, wie beschrieben, auch die St�arke der stochastischen St�o�e bestimmt) wurde auf
10 ps�1 gesetzt. Dieser Wert erwies sich in fr�uher durchgef�uhrten MD-Simulationen [55,56]
f�ur die realistische Beschreibung der Ober
�achenwassermolek�ule als geeignet. Au�erdem
wurden von diesem Zeitpunkt an die Bindungsl�angen zwischen schweren Atomen und
an sie kovalent gebundenen Wassersto�atomen mit dem SHAKE-Algorithmus [118] kon-
stant gehalten. Insgesamt wurde das Simulationssystem 1 500 ps equilibriert. Zu Analy-
sezwecken wurden die Koordinaten alle 100 fs gespeichert, so dass die Equilibrierungstra-
jektorie aus insgesamt 15 000 Koordinatens�atzen bestand.

Zur Bewertung der Equilibrierung wurden die folgenden Observablen herangezogen:

a) Mittlere quadratische Abweichung (rmsd4)

Die mittlere quadratische Abweichung einer gegebenen Struktur von einer Referenzstruk-
tur ist de�niert als

rmsd = min
fT;Rg

vuut 1

N

NX
i=1

(xi � x0i )
2 + (yi � y0i )

2 + (zi � z0i )
2 : (5.1)

Dabei sind xi; yi; zi bzw. x
0
i ; y

0
i ; z

0
i die cartesischen Koordinaten der N Atome der ge-

gebenen bzw. der Referenzstruktur, die in die rmsd-Berechnung mit einbezogen wurden,
fT;Rg bezeichnet die Menge aller Translationen und Rotationen. F�ur die Equilibrierungs-
trajektorie wurden als Referenzstrukturen zum einen die als Ausgangsstruktur verwendete
R�ontgenstruktur und zum anderen die letzte Struktur der 1500 ps langen Trajektorie her-
angezogen. Die rmsd-Werte wurden sowohl f�ur den gesamten gel�osten Komplex als auch
jeweils separat f�ur die konstante Region, die variable Region (vgl. dazu Abbildung 5.1)
und die Bindungstaschenregion von AN02 bestimmt, wobei jeweils alle schweren Atome
einbezogen wurden. Zur Bindungstasche wurden die in Abbildung 5.3 gezeigten Ami-
nos�auren gerechnet.

b) Wechselwirkungen des Haptenmolek�uls mit Aminos�auren der Bindungstasche

Hier wurde die Summe aus Van der Waals- und elektrostatischen Wechselwirkungen des
Haptenmolek�uls sowohl mit der Bindungstasche von AN02 insgesamt als auch separat mit
einzelnen Aminos�auren im Verlauf der Equilibrierung betrachtet.

Wann wurde das Simulationssystem als hinreichend relaxiert angesehen? Hierzu merken
wir zun�achst an, dass es in Proteinen Relaxationsprozesse gibt, die weit oberhalb der
Nanosekundenzeitskala liegen [198]. Daher m�ussen wir davon ausgehen, dass man in MD-
Simulationen auf Grund der begrenzten Simulationszeitspanne keine vollst�andig relaxierte
Struktur eines in Wasser gel�osten Proteins erh�alt. F�ur die in dieser Arbeit beschriebe-
nen Simulationen betrachteten wir daher das System als hinreichend relaxiert, wenn es

4rmsd steht f�ur root mean square deviation.
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einen Zustand erreichte, in dem es sich auf der Simulationszeitskala als strukturell sta-
bil erwies. Wir bezeichnen einen solchen Zustand als

"
metastabilen Zustand\. Folgende

Kriterien erachteten wir f�ur einen metastabilen Zustand als relevant: (a) die mittlere qua-
dratische Abweichung von der R�ontgenstruktur sollte keine signi�kante Drift auf Grund
von Nichtgleichgewichtse�ekten mehr aufweisen und die wesentlichen Strukturmerkmale
des AN02-Fab-Fragments, insbesondere die �-Faltblattstruktur, sollten erhalten geblieben
sein . (b) Die wesentlichen, aus Experimenten bekannten Wechselwirkungen des DNP-
Haptens mit Aminos�auren der Bindungtasche sollten vorhanden sein. Punkt (a) wollen
wir eingehender erl�autern. Wie in Ref. [199] vorgeschlagen, werden zwei verschiedene
Arten von Driften im rmsd-Verlauf unterschieden: Zum einen eine Drift, die daher r�uhrt,
dass das System zu Beginn nicht in einem metastabilen Zustand ist und sich w�ahrend
der Equilibrierung einem solchen n�ahert (Nichtgleichgewichts-Relaxation), zum anderen
eine Drift, die dadurch zustande kommt, dass das System seine unmittelbare Umgebung
im Kon�gurationsraum im Rahmen einer ungerichteten di�usiven Bewegung permanent
abtastet. Letzteres �ndet auch bei Systemen statt, die sich bereits in einem metastabilen
Zustand be�nden.

Die rmsd-Berechnung, die von einer bereits relaxierten Struktur ausgeht, erlaubt es, diese
beiden Driften voneinander zu trennen: Der erste steile Anstieg des rmsd-Verlaufs ent-
lang der nun r�uckw�arts durchlaufenen Trajektorie wird dem Abtasten der unmittelbaren
Umgebung zugeschrieben, ein weiterer, nach einem Plateau bzw. einer Phase sehr gerin-
ger Drift erfolgender Anstieg, der bis zur Ausgangsstruktur der Simulation reicht, wird
als Folge der Nichtgleichgewichts-Relaxation interpretiert5. Dieses Vorgehen gibt einem
einen Anhaltspunkt an die Hand, ab wann das Simulationssystem als hinreichend relaxiert
gelten kann.

5.3.2 Ergebnisse und Diskussion

Nach einer Minimierungszeit von 1 ps betrachteten wir den gel�osten AN02-Hapten-Kom-
plex als hinreichend minimiert, da der durchschnittliche Gradient, mit dem sich das Si-
mulationssystem einem lokalen Minimum in der Potenziallandschaft n�aherte, sich bereits
nach etwa 700 fs auf etwa 0:8 kcal/(mol��A) stabiliserte und daraufhin keine signi�kante
Drift mehr aufwies.

a) Mittlere quadratische Abweichung (rmsd)

Der Verlauf des rmsd von der R�ontgenstruktur (Abbildung 5.5, fette Linie) zeigt in den
ersten 150 ps einen steilen, dann einen erheblich geringeren Anstieg. Ab 1150 ps ist auf
der 1 500 ps-Zeitskala der Equilibrierung ann�ahernd ein Plateau auf einem Niveau von
etwa 3:1�A erreicht. Der rmsd-Verlauf ausgehend von der letzten Struktur (d�unne Linie,
gelesen von rechts nach links) zeigt dahingegen bereits nach etwa 200 ps bei rund 1:5�A
einen plateau�ahnlichen Verlauf, der sich von 1 300 bis etwa 550 ps erstreckt. Danach

5Hierbei wird vorausgesetzt, dass die Trajektorie an der Stelle, von der aus die r�uckw�artige rmsd-
Berechnung beginnt, schon l�anger als die Zeitspanne in einem metastabilen Zustand war, die f�ur das
Abtasten der unmittelbaren Umgebung im Kon�gurationsraum ben�otigt wird.
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Abbildung 5.5: Verlauf der mittleren quadratischen Abweichung des AN02{DNP-Hapten-
Komplexes von der R�ontgenstruktur (fett) bzw. von der Struktur nach 1500 ps Equilib-
rierung (d�unn). Zur Erkl�arung siehe Text.

schwere Kette

Bindungstasche

leichte Kette

Residuennummer

variable Region

konstante Region

Abbildung 5.6: Verlauf der mittleren quadratischen Abweichungen von der R�ontgenstruk-
tur f�ur die konstante Region (oben links), die variable Region (unten links) und die Bin-
dungstasche einschlie�lich des Haptenmolek�uls (oben rechts) w�ahrend der Equilibrierung.
Unten rechts: Mittlere quadratische Abweichung von der R�ontgenstruktur aufgeschl�usselt
nach dem Beitrag der einzelnen Aminos�auren. Die Daten wurden �uber die letzten 500 ps
der Equilibrierungstrajektorie gemittelt. In den dunkel eingef�arbten Bereichen sind die-
jenigen Regionen hervorgehoben, die mit �uber 3�A besonders stark zur mittleren quadra-
tischen Abweichung beitrugen (vgl. dazu Abbildung 5.7).
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erfolgt ein weiterer Anstieg, der sich (mit unterschiedlichen Steigungen) bis zum Zeitpunkt
0 ps (der der R�ontgenstruktur entspricht) fortsetzt.

Röntgenstruktur nach 1300 ps

Abbildung 5.7: Vergleich der AN02{DNP-Hapten-R�ontgenstruktur mit einer repr�asenta-
tiven Struktur nach 1 300 ps Equilibrierung. Die Regionen, die besonders stark zur mitt-
leren quadratischen Abweichung beitrugen, sind dunkel eingef�arbt (vgl. Abbildung 5.6,
unten rechts).

Aus Abbildung 5.6 ist ersichtlich, dass die Gesamtdriften f�ur die einzelnen Dom�anen
(konstante und variable Region) mit etwa 2:6�A bzw. 2:3�A deutlich kleiner sind als die
f�ur den gesamten Komplex. Die unten in der Abbildung aufgetragene Drift f�ur die Bin-
dungstasche stabilisiert sich sogar bereits nach weniger als 200 ps auf einem mittleren
Niveau von 1:4�A. Schlie�lich zeigt Abbildung 5.7, wie sich im Mittel die Gesamtdrift von
der R�ontgenstruktur auf die einzelnen Aminos�auren verteilt. Es sind diejenigen Bereiche
eingef�arbt, die eine Abweichung von 3�A �uberschreiten. Deutlich erkennbar ist, dass es
sowohl f�ur die leichte Kette (links) als auch f�ur die schwere Kette (rechts) einige lokalisier-
te Ausschl�age gibt; diese markieren zusammenh�angende Peptidst�ucke, die kollektiv eine
st�arkere Abweichung von der R�ontgenstruktur aufweisen als die meisten anderen Ami-
nos�auren in den beiden Polypeptidketten. Diese eingef�arbten Bereiche sind ebenfalls in
Abbildung 5.7 hervorgehoben, in der der R�ontgenstruktur des gesamten Komplexes eine
als repr�asentativ ausgew�ahlte Struktur nach 1 300 ps Equilibrierung gegen�ubergestellt ist.
Hier zeigt sich, dass es sich bei den Peptidst�ucken mit starker Drift im wesentlichen um
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Schleifen handelt, die sich eher an der Ober
�ache des Proteins be�nden.

Den ersten Anstieg des rmsd-Verlaufs mit der letzten Struktur als Referenzpunkt (Abbil-
dung 5.5, d�unne Linie) interpretieren wir als die Phase des Abtastens der unmittelbaren
Umgebung im Kon�gurationsraum, w�ahrend wir den zweiten, zum Zeitpunkt 550 ps ein-
setzenden Anstieg der Nichtgleichgewichts-Relaxation des Komplexes zuschreiben. Wir
werten dies als Indiz, dass das Simulationssystem nach dem rmsd-Kriterium bereits nach
etwa 550 ps in dem weiter oben de�nierten Sinne als hinreichend relaxiert gelten kann.
Die rmsd-Verl�aufe der einzelnen Dom�anen (Abbildung 5.6) zeigen, dass die dom�anenin-
ternen Abweichungen von der R�ontgenstruktur erheblich kleiner sind als die des gesam-
ten Fab-Fragments; sie zeugen davon, dass sich die konstante und variable Dom�ane wie
starre K�orper kollektiv gegeneinander bewegen, was angesichts der

"
losen\ Verbindung

der Dom�anen (vgl. weiter unten Abbildung 5.7) nicht �uberrascht; geringe Verdrehun-
gen gegeneinander haben bereits einen erhebliche Anstieg des rmsd-Werts der gesamten
Struktur zur Folge, was darauf verweist, dass es nicht wesentliche �Anderungen in der Se-
kund�arstruktur des Proteins sind, die die Gesamtdrift bedingen. Wie Abbildungen 5.6
(unten rechts) und 5.7 verdeutlichen, sind es vor allem die besonders beweglichn Schlei-
fen an der Ober
�ache der Polypeptidkette, die �uberproportional stark zur Gesamtdrift
beitragen. Desweiteren wies die eigentlich interessierende Region um die Bindungsta-
sche eine ausgesprochen geringe Drift von 1:5�A auf. Wir halten somit fest, dass, nach
dem rmsd-Kriterium zu urteilen, die wesentlichen Strukturmerkmale, insbesondere die
�-Faltblattstruktur des Komplexes, w�ahrend der Equilibrierungsphase erhalten blieben.

b) Wechselwirkungen des Haptenmolek�uls mit Aminos�auren der Bindungstasche

Abbildung 5.8 zeigt die Wechselwirkungsenergie zwischen dem Haptenmolek�ul und der ge-
samten Bindungstasche w�ahrend der Equilibrierungsphase. In der Gesamtenergie (oben)
und der elektrostatischen Energie (Mitte) ist bis 150 ps eine deutliche Drift erkennbar, die
sehr genau mit der in dem Verlauf der rmsd-Werte f�ur die Bindungstasche (Abbildung 5.6,
unten) zusammenf�allt. Der weitere Verlauf weist keine signi�kante Drift mehr auf, zeigt
jedoch relativ starke Fluktuationen. Mit durchschnittlich �45 kcal/mol trugen Van der
Waals-Wechselwirkungen etwa dreimal so stark wie elektrostatische Wechselwirkungen
zur Bindung bei.

Abbildung 5.9 schl�usselt auf, wie sich die nicht-bindenden Wechselwirkungen, d.h. die
Summe aus Van der Waals- und elektrostatischen Wechselwirkungen mit dem Haptenmo-
lek�ul auf die einzelnen Bindungstaschenresiduen aufteilten. In der oberen H�alfte sind die
Wechselwirkungen zu den Aminos�auren der leichten Kette, in der unteren H�alfte die zu
den Aminos�auren der schweren Kette aufgetragen. Die Dicke der Balken ist proportional
zur St�arke der Wechselwirkung. Die wichtigsten dieser Wechselwirkungen sind in den
Schnappsch�ussen von der Bindungstasche in Abbildung 5.10 gestrichelt eingezeichnet.
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Abbildung 5.8: Potenzielle (fett), Van der Waals- (d�unn) und elektrostatische Energie
(gepunktet) zwischen Hapten und den Aminos�auren der Bindungstasche w�ahrend der
Equilibrierung.

20 kcal/mol

Abbildung 5.9: Summe aus elektrostatischen und Van der Waals-Wechselwirkungen zwi-
schen Hapten und einzelnen Aminos�auren der leichten Kette (obere H�alfte) und der schwe-
ren Kette (untere H�alfte) w�ahrend der Equilibrierung. Die Dicke der Linien ist propor-
tional zur St�arke der Wechselwirkungen (siehe Ma�stab rechts oben).
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Abbildung 5.10: AN02-Bindungstasche mit gebundenem Hapten (grau) in der R�ontgen-
struktur (oben) und nach 1 300 ps Equilibrierung (unten). Wassersto�br�ucken und Van
der Waals-Kontakte zwischen Hapten und Aminos�auren der Bindungstasche sind mit ge-
punkteten Linien gekennzeichnet.
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Zun�achst ist in Abbildung 5.9 und in den Schnappsch�ussen deutlich zu sehen, dass star-
ke Wechselwirkungen von Hapten mit TRP90(L) und TRP100(H) und die aus ihnen
gebildete Sandwich-Kon�guration w�ahrend der Equilibrierung erhalten blieben. Gleiches
gilt, abgesehen von leichten Schwankungen, f�ur die Wassersto�br�ucke von TYR33(L) zum
Hapten sowie die Van der Waals-Kontakte von ILE96(L), GLN88(L) und PRO101(H).

Ein signi�kanter Unterschied zwischen der R�ontgenstruktur und der relaxierten Struktur
liegt darin, dass sich der aromatische Ring von TYR30(L) etwas von der Seitenkette von
TRP90(L) entfernt hat und nicht mehr exakt senkrecht zur Letzteren orientiert ist (siehe
Abbildung 5.10). Der aromatische Ring von TYR30(L) erwies sich in allen Simulationen
als recht beweglich. Wie bereits erw�ahnt, gilt die Position gerade dieses aromatischen
Rings in der R�ontgenstruktur als unsicher, da sie durch Wechselwirkungen zu Molek�ulen
in benachbarten Zellen des Kristalls bedingt sein kann [191]. So erscheint es m�oglich,
dass TYR30(L), wie in unseren Simulationen beobachtet, in L�osung beweglicher ist als
im Kristall. Wir gehen davon aus, dass die ver�anderte Konformation von TYR30(L) der
Grund daf�ur ist, dass sich TRP90(L) w�ahrend der Equilibrierung geringf�ugig in Rich-
tung Ausgang der Bindungstasche bewegte und somit etwas anders zum Haptenmolek�ul
orientiert war, ohne dass sich dadurch die Sandwich-Kon�guration signi�kant ver�andert
h�atte. Weitere Unterschiede bestehen darin, dass die Seitenkette des am Ausgang der Bin-
dungstasche an der Proteinober
�ache be�ndlichen ASP49(L) w�ahrend der Equilibrierung
aus der Bindungstasche herausbewegte, w�ahrend sich umgekehrt die Amino-Ethyl-Amino-
Kette des Haptens etwas in die Bindungstasche hineinbewegte. Dadurch �anderten sich die
Wechselwirkungen des Haptenmolek�uls mit der Bindungstasche jedoch nicht signi�kant.

Zusammenfassend stellen wir fest, dass der AN02{DNP-Hapten-Komplex nach einer Equi-
librierungszeit von rund 550 ps in einen auf der Simulationszeitskala metastabilen Zu-
stand relaxierte, in dem sich insbesondere die Bindungstaschenregion nicht wesentlich
von der R�ontgenstruktur unterscheidet. Entsprechend wurden alle Strukturen der Equi-
librierungstrajektorie nach dem Zeitpunkt von 550 ps als geeignet angesehen, um als Aus-
gangsstruktur f�ur die im folgenden beschriebenen Dissoziationssimulationen zu dienen.
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5.4 Dissoziationssimulationen

Dieser Abschnitt beschreibt die Dissoziationssimulationen von AN02{DNP-Hapten. Er
gliedert sich in vier Teile. Im ersten Teil fassen wir die Vorgehensweise zusammen und
benennen die f�ur die AN02{DNP-Hapten-Dissoziationssimulationen spezi�schen Parame-
ter; die methodischen Details, die allen Simulationen kraftmikroskopischer Experimente
gemeinsam sind, wurden bereits in Kapitel 3 er�ortert. Im zweiten Teilabschnitt ana-
lysieren wir die Kr�afte, die in den Simulationen aufgewendet werden mussten, um das
Hapten aus der AN02-Bindungstasche zu ziehen. Auf Grundlage des in Abschnitt 4.1
abgeleiteten Modells werden wir die auf der Nanosekundenzeitskala berechneten Disso-
ziationskr�afte auf die Millisekundenzeitskala interpolieren und so zu einer Vorhersage f�ur
eine experimentell bestimmte Dissoziationskraft kommen. Der dritte Teilabschnitt hat
eine eingehende strukturelle Analyse des forcierten Dissoziationsprozesses zum Inhalt,
in der die Dissoziationspfade des Haptens aus der Bindungstasche sowie die w�ahrend
des Dissoziationsprozesses beobachteten Wechselwirkungen zu einzelnen Aminos�auren der
Bindungstasche betrachtet und diskutiert werden. Im vierten und letzten Teilabschnitt
werden die Ergebnisse aus Dissoziationssimulationen von zwei Mutanten des AN02{DNP-
Hapten-Komplexes er�ortert. Die jeweiligen Auswertungsmethoden werden zu Beginn eines
jedenTeilabschnitts beschrieben.
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5.4.1 Das Simulationsverfahren

In Kapitel 3 wurde die allgemeine Simulationsmethode zur forcierten Dissoziation von
Rezeptor-Ligand-Komplexen beschrieben. Hier sollen nur diejenigen Details er�ortert wer-
den, die spezi�sch f�ur AN02{DNP-Hapten sind.

Hapten-O2

cantv

Abbildung 5.11: Vorgehensweise in den Dissoziationssimulationen zum AN02{DNP-
Hapten-Komplex. Das Sauersto�atom O2 der Spin-markierenden Nitrogruppe des Hap-
tens ist an ein harmonisches Potenzial gekoppelt (durch eine Feder symbolisiert), welches
den Cantilever eines Kraftmikroskops modelliert und im Verlauf der Dissoziationssimulati-
on mit konstanter Zuggeschwindigkeit vcant nach rechts (Pfeil) bewegt wird. Das L�osungs-
mittelmodell ist nicht gezeigt (vgl. Abbildung 2.1).

Wie in Abbildung 5.11 gezeigt, wurde das Sauersto�atom
"
O2\ der Spin-markierenden

Nitrogruppe an das in Abschnitt 3.2 eingef�uhrte harmonische Zugpotenzial (Feder) ge-
koppelt, da im kraftmikroskopischen Experiment gerade dieses Atom mit der Spitze des
Cantilevers verbunden ist. Entsprechend der in Abschnitt 3.2.2 diskutierten Abw�agung
zwischen erw�unschter Ortsau
�osung des Kraftpro�ls und m�oglichst geringer atomarer
Fluktuationen durch das Federpotenzial entschieden wir uns f�ur eine Kraftkonstante des
harmonischen Potenzials von 2:8N/m, was etwa der 40-fache Wert der Federkonstante des
im Experiment verwendeten Cantilevers ist. Diese Wahl erm�oglichte eine hochaufgel�oste
Abtastung des Kraftpro�ls: Eine Auslenkung des O2-Atoms um 1�A bewirkte eine �Ande-
rung der Zugkraft von 280 pN, so dass auch kleine Positions�anderungen im Kraftpro�l
detektiert werden konnten, die durch das Brechen oder Bilden der kurzreichweitigsten
Wassersto�br�ucken bedingt waren. Dazu sei auf eine eingehendere Diskussion weiter un-
ten verwiesen. Mit einem solchen Zugpotenzial blieben Auslenkungen des O2-Atoms in

Zugrichtung von �z =
q

kBT
k0

� 0:4�A m�oglich. Dies entsprach etwa der Amplitude der
Fluktuationen, die das ungest�orte O2-Atom w�ahrend der Equilibrierung auf einer Zeit-
skala von 100 ps aufwies. Da wir damit die durch das Zugpotenzial bedingte St�orung
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des Systems als hinreichend klein erachteten, erschien es uns hier als gerechtfertigt, vom
Experiment abzuweichen und eine h�ohere Federkonstante zu w�ahlen.

Es sei an dieser Stelle hervorgehoben, dass das gew�ahlte steile Zugpotenzial nur in Zu-
grichtung wirkte. In den Richtungen senkrecht zur Zugrichtung wurde ein sehr viel 
a-
cheres harmonisches Potenzial mit einer Federkonstante von 0:07N/m angelegt, um der
Tatsache Rechnung zu tragen, dass auch im kraftmikroskopischen Experiment bei von
Null verschiedenen Zugkr�aften, bei denen der Polymerlinker zwischen Cantilever und dem
Haptenmolek�ul gespannt ist, die seitliche Bewegungsfreiheit des Haptenmolek�uls einge-
schr�ankt ist.

Die Kraftkonstante des Schwerpunktpotenzials, das eine Drift des Schwerpunkts des An-
tik�orpers verhindern sollte (siehe Abschnitt 3.2), war so festzulegen, dass einerseits nur
sehr geringe Auslenkungen des Schwerpunkts von seiner Gleichgewichtsposition m�oglich
waren und zum anderen auch hier die St�orung des Systems m�oglichst gering blieben. Wir
w�ahlten eine Kraftkonstante von k1 = 28N/m, was Fluktuationen des Schwerpunkts in-
nerhalb der Grenzen von 0:3�A um seine Ruhelage zulie� und jedes Atom einer maximalen
R�uckstellkraft von weniger als 1 pN aussetzte und somit einer vernachl�assigbaren St�orung
unterwarf.

Die Zuggeschwindigkeit vcant war einerseits so gro� zu w�ahlen, dass der Komplex in der
zur Verf�ugung stehenden Simulationszeitspanne getrennt wurde. Andererseits sollte sie
so klein wie m�oglich sein, um dem kraftmikrokopischen Experiment, das auf einer um
mehrere Gr�o�enordnungen l�angeren Zeitskala und entsprechend unter Verwendung sehr
viel kleinerer Zuggeschwindigkeiten statt�ndet, m�oglichst nahezukommen. Um eine maxi-
male Rechenzeit von 4 Monaten f�ur eine Dissoziationssimulation auf dem in Abschnitt 2.2
beschriebenen Hochleistungsparallelrechne nicht zu �uberschreiten, stand uns bei einer Re-
chengeschwindigkeit von etwa 60 ps am Tag f�ur die l�angste Dissoziationssimulation eine
Simulationszeitspanne von 7 ns zur Verf�ugung. Daraus ergab sich als kleinst m�ogliche
Zuggeschwindigkeit etwa 0:1m/s. Um die Abh�angigkeit der Dissoziationskraft von der
Zuggeschwindigkeit zu untersuchen, wurden insgesamt 39 Dissoziationssimulationen mit
Zuggeschwindigkeiten zwischen 0:1 und 100m/s mit entsprechenden Simulationszeitspan-
nen zwischen 7 ns und 15 ps durchgef�uhrt. Diese starteten alle von derselben Ausgangs-
struktur, die der Equilibrierungstrajektorie nach eine Zeitspanne von 1 300 ps entnommen
wurde. Um zus�atzlich zu studieren, wie die Dissoziationspfade in den einzlenen Disso-
ziationssimulationen unter weitgehend gleichen Simulationsbedingungen variierten, f�uhr-
ten wir weitere 20 Dissoziationssimultionen mit identischen Zuggeschwindigkeiten von
vcant = 5m/s durch; diese Simulationen unterschieden sich lediglich in ihren Ausgangs-
strukturen, die der Equilibrierungstrajektorie in der Zeitspanne zwischen 680 und 1 500 ps
entnommen wurden.
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Abschlie�end sind in Tabelle 5.2 die in den Dissoziationssimulationen verwendeten Para-
meter aufgef�uhrt.

Anzahl der Atome im Simulationssystem: 44 571
davon AN02: 4 081

Hapten: 32
Wasser: 40 383

Na+-Ionen: 34
Cl�-Ionen: 41

Schichtdicke f�ur stochastische Randbedingungen: 7:0�A
maximaler Reibungskoe�zient f�ur die Wassermolek�ule
an der Ober
�ache des Simulationsvolumens: 10 ps�1

Temperatur: 300 K
Zeitkonstante f�ur die W�armebadkopplung: 1 ps�1

Kraftkonstante f�ur das Zugpotenzial in Zugrichtung: 2:8N/m
Kraftkonstante in den dazu senkrechten Richtungen: 0:07N/m
Kraftkonstante f�ur das Schwerpunktpotenzial: 28N/m
Bereich der Zuggeschwindigkeiten vcant: 0:1m/s ... 100m/s
Simulationszeitspannen: 7 000 ps ... 15 ps
Anzahl der Dissoziationssimulationen insgesamt: 58
mit unterschiedlichen Zuggeschwindigkeiten: 39
mit vcant = 5m/s: 20

Tabelle 5.2: Parameter f�ur die Dissoziationssimulationen zu AN02-Hapten.
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5.4.2 Kraftpro�le und Dissoziationskr�afte

Methoden

F�ur jede Dissoziationssimulation wurde die Zugkraft als Funktion der Cantileverposi-
tion zcant ("

Kraftpro�l\) aufgezeichnet. Abbildung 5.12 (oben) zeigt exemplarisch ein
solches Kraftpro�l, gewonnen aus einer Dissoziationssimulation des AN02{DNP-Hapten-
Komplexes mit einer Zuggeschwindigkeit von vcant = 1m/s. Es weist hochfrequente Fluk-
tuationen mit Amplituden von bis zu 300 pN auf. Diese Fluktuationen r�uhren vor allem
von den thermischen Bewegungen des Atoms Hapten-O2 innerhalb des Zugpotenzials her.
Da wir in den Simulationen zugunsten einer besseren Ortsau
�osung des Kraftpro�ls eine
sehr viel h�artere Feder als im Experiment verwendet haben, sind hier die Fluktuatio-
nen in der Zugkraft erheblich gr�o�er; insbesondere wird das Maximum des Kraftpro�ls,
aus dem wir die Dissoziationskraft ableiten (siehe Abschnitt 3.2.1), ma�geblich durch die
thermischen Bewegungen bestimmt. In den kraftmikroskopischen Experimenten ist der
Cantilever dagegen vergeleichsweise weich, so dass hier thermische Bewegungen des O2-
Atoms nur zu vernachl�assigbaren Fluktuationen in der Kraft f�uhren und die gemessenen
Dissoziationskraft somit ma�geblich durch die Wechselwirkungen des Haptenmolek�uls mit
den Aminos�auren der Bindungstasche bestimmt ist. Um auch in den Simulationen eine
Dissoziationskraft zu erhalten, die von den Wechselwirkungen zwischen AN02 und Hapten
herr�uhrt, wollen wir den durch die thermischen Bewegungen bedingten Kraft
uktuatio-
nen durch geeignete Gl�attung des Kraftpro�ls

"
heraus�ltern\. Denn w�urde man diese

Kraft
uktuationen miteinbeziehen, w�urde man die Dissoziationskraft deutlich zu hoch
absch�atzen. Die Gl�attung eines aus einer Dissoziationssimulation erhaltenen Kraftpro-
�ls (Abbildung 5.12, oben) erfolgte durch Faltung mit einer Gau�-Funktion der Breite �
(Abbildung 5.12 unten). Die Breite � der Gau�-Funktion sollte dabei so gew�ahlt wer-
den, dass der Ein
uss thermischer Bewegungen auf das Kraftpro�l weitgehend eliminiert
wurde, Fluktuationen auf Grund von kurzreichweitigen Wechselwirkungen des Hapten-
molek�uls mit Aminos�auren der Bindungstasche sich aber weiterhin widerspiegelten.

Um eine geeignete Gl�attungsbreite festzulegen, wurde die Verteilung der L�angen von
den Wechselwirkungen mit k�urzester Reichweite, den Wassersto�br�ucken, herangezogen.
Aus fr�uheren Dissoziationssimulationen wissen wir bereits, dass Wassersto�br�ucken in
Rezeptor-Ligand-Bindungen von erheblicher Bedeutung sind [55]. F�ur den Fall, dass
sich solche Verteilungen f�ur alle Wassersto�br�ucken gut mit Gau�-Funktionen identischer
oder sehr �ahnlicher Schwankungsbreite approximieren lassen, ist diese Schwankungsbrei-
te die obere Grenze f�ur die Gl�attungsbreite, da andernfalls die von Wassersto�br�ucken
herr�uhrenden Fluktuationen herausge�ltert werden w�urden. Abbildung 5.13 (durchgezo-
gene Linie) zeigt exemplarisch f�ur eine einzelne stabile Wassersto�br�ucke ihre L�angenver-
teilung, die aus der Equilibrierungstrajektorie �uber eine Zeitspanne von 100 ps extrahiert
und mit einer Gau�-Funktion (gestrichelte Linie) approximiert wurde. Ihr Schwerpunkt
liegt bei 3:0�A und ihre Schwankungsbreite betr�agt 0:15�A. ndere Wassersto�br�ucken wie-
sen nahezu identische L�angenverteilungen auf. Auf Grundlage dieser Daten wurde die
mittlere Gl�attungsbreite f�ur das Kraftpro�l auf 0:15�A festgelegt (durchgezogene Linie in
Abbildung 5.12, unten). Die Dissoziationskraft wurde nun als die Maximalkraft in einem
auf diese Weise gegl�atten Kraftpro�l de�niert. Da dieses Vorgehen nicht frei von Willk�ur
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Glättung

Dissoziationskraft

Abbildung 5.12: Oben: Kraftpro�l, gewonnen aus einer Dissoziationssimulation mit einer
Zuggeschwindigkeit von vcant = 1m/s. Unten: Gegl�attetes Kraftpro�l mit Gl�attungsbrei-
ten von 0:15�A (durchgezogene Linie), 0:075�A (gepunktete Linie) und 0:3�A (gestrichelte
Linie). Die Dissoziationskraft wurde als das Maximum des Kraftpro�ls mit mittlerer
Gl�attungsbreite de�niert. Der Ein
uss der Willk�ur in der Wahl der Gl�attungsbreite auf
die berechnete Dissoziationskraft wurde durch Betrachten der Maxima der Kraftpro�le
mit kleinerer bzw. gr�o�erer Gl�attungsbreite abgesch�atzt.

ist, wurde eine obere Grenze f�ur die Dissoziationskraft durch Gl�attung mit einer Breite
von 0:075�A (gepunktete Linie) und eine untere Grenze durch Gl�attung mit einer Breite
von 0:3�A (gestrichelte Linie) ermittelt.

Ergebnisse und Diskussion

Die so aus den 39 Simulationen erhaltenen Dissoziationskr�afte sind in Abbildung 5.14
als Funktion der Zuggeschwindigkeit logarithmisch aufgetragen. Links oben sind diesel-
ben Daten in einer linearen Auftragung gezeigt. Zun�achst ist deutlich zu erkennen, dass
die Dissoziationskraft mit wachsender Zuggeschwindigkeit vcant zunimmt. Dabei k�onnen
zwei Regimes voneinander unterschieden werden: ein lineares Regime f�ur Zuggeschwin-
digkeiten vcant > 3m/s, das insbesondere in der linearen Auftragung erkennbar ist (siehe
lineare Approximation in Form der gestrichelt-gepunkteten Linien) und das mit Stokes-
scher Reibung erkl�art werden kann [55,58]; ein zweites Regime f�ur Zuggeschwindigkeiten
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Abbildung 5.13: Verteilung der L�angen von Wassersto�br�uckenbindungen, abgeleitet aus
den Simulationen (durchgezogene Linie) und approximiert durch eine Gau�-Verteilung
(gestrichelte Linie).

vcant < 3m/s, bei dem die Dissoziationskr�afte signi�kant niedrigere Werte annehmen als
die lineare Approximation (deutlich zu erkennen in der logarithmischen Auftragung), f�ur
das wir aktivierte Prozesse verantwortlich machen, die durch thermische Fluktuationen
getrieben wurden [68]. Das lineare Regime ist schon mehrfach in Simulationen beobachtet
worden [55, 62], w�ahrend das Regime der aktivierten Prozesse zwar erwartet [55, 58, 88],
bisher allerdings wegen zu kurzer Simulationszeitspannen noch nicht erkennbar war.

Um ausgehend von diesen berechneten Kr�aften abzusch�atzen, welche Dissoziationskraft
auf der experimentellen Zeitskala erwartet werden kann, haben wir Gleichung (4.8) aus
dem in Kapitel 4 beschriebenen Modell an die berechneten Dissoziationskr�afte ange-
passt. Die hierf�ur ben�otigte spontane Dissoziationskonstante ko� wurde f�ur das vorlie-
gende AN02{DNP-Hapten-System noch nicht gemessen, jedoch diejenigen der sehr �ahn-
lichen Komplexe AN02{DNP-Glycin (ko� � 100 s�1) und AN02{DNP-Diglycin (ko� �
130 s�1) [200]. Wir konnten daher annehmen, dass die spontane Dissoziationskonstante
f�ur den hier untersuchten AN02{DNP-Hapten-Komplex im Bereich ko� = 110 � 70 s�1

liegt6. Das Ergebnis dieser Anpassung ist in Abbildung 5.14 anhand der durchgezoge-
nen Linien gezeigt. Die gestrichelten Linien zeigen die Anpassung auf Grundlage der
oberern bzw. unteren Grenzen f�ur die Dissoziationskr�afte und der spontanen Dissozia-
tionskonstante. Wir erwarten f�ur das kraftmikroskopische Dissoziationsexperiment zum
AN02{DNP-Hapten-Komplex eine Dissoziationskraft von 65� 25 pN (wei�e Raute). F�ur
den Reibungskoe�zienten 
 ergab sich aus der Anpassung ein Wert von 18:6Ns/m, f�ur

6Die entspricht einer Aktivierungbarriere �G = �kBT ln koff

!
� 11 kcal/mol, wenn man den Kramers-

Vorfaktor ! = 1010 s�1 w�ahlt.
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Abbildung 5.14: Aus den Dissoziationssimulationen abgeleitete Dissoziationskr�afte
(schwarze Punkte) in Abh�angigkeit von der Zuggeschwindigkeit in logarithmischer Auftra-
gung und in linearer Auftragung (Diagramm oben links). Die Interpolation der berechne-
ten Dissoziationskr�afte (durchgezogene Linie) anhand des in Abschnitt 4.1 beschriebenen
Modells, das Stokessche Reibung, aktivierte Prozesse und die spontane Dissoziationsrate
ber�ucksichtigt, f�uhrt zu einer f�ur die experimentelle Millisekunden-Zeitskala erwarteten
Dissoziationskraft von 65 � 25 pN (wei�e Raute). Die gestrichelten Linien zeigen die
Interpolation auf Grundlage der oberen bzw. der unteren Grenzen der berechneten Dis-
soziationskr�afte. Die gepunktet-gestrichelte Linie zeigt eine lineare Extrapolation, die
lediglich den Beitrag Stokesscher Reibung ber�ucksichtigt.

die Dissoziationsl�ange L � 3:0�A und f�ur deren Schwankungsbreite �L � 3:6�A. Die letz-
ten beiden Werte sind in guter �Ubereinstimmung mit den Werten, die direkt aus den
einzelnen Dissoziationssimulationen abgeleitet wurden (Abbildung 5.15), wobei wir die
Dissoziationsl�ange mit der Position des Maximums im Kraftpro�l abgesch�atzt haben.

Die hier beschriebenen Dissoziationssimulationen sind unseres Wissens nach die ersten
�uberhaupt, die �uber eine hinreichend lange Simulationszeitspanne bzw. mit hinreichend
kleinen Zuggeschwindigkeiten durchgef�uhrt wurden, um in das Regime vorzudringen, in
dem durch thermische Fluktuationen getriebene aktivierte Prozesse dominieren. So trugen
Reibungskr�afte bei der Dissoziationssimulation mit der Zuggeschwindigkeit von vcant =
0:1m/s nur noch mit rund 3 pN zur Dissoziationskraft bei, wohingegen aktivierte Prozesse
die Dissoziationskraft bereits um etwa 100 pN erniedrigten. Bei einer Zuggeschwindigkeit
von 25m/s betrug die Reibungskraft dahingegen rund 500 pN, w�ahrend aktivierte Prozesse
hier einen vergleichsweise kleinen Ein
uss auf die Dissoziationskraft hatten.
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L L∆

Abbildung 5.15: Dissoziationsl�angen aus den Dissoziationssimulationen als Funktion der
Zuggeschwindigkeit. L bezeichnet die mittlere Dissoziationsl�ange, �L die Standardab-
weichung.

Experimentelle Werte f�ur die AN02{DNP-Hapten-Dissoziationskraft liegen noch nicht vor,
doch sind kraftmikropische Experimente zu diesem Komplex am Lehrstuhl Gaub an der
Universit�at M�unchen in Arbeit; so ist zu erwarten, dass unsere Vorhersage demn�achst
�uberpr�uft werden kann.
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5.4.3 Dissoziationspfade und Wechselwirkungen

In diesem Abschnitt soll aus den durchgef�uhrten Simulationen ein Modell des Dissozia-
tionsprozesses extrahiert werden, das die relevanten Bewegungen und Wechselwirkungen
zusammenfasst. Insbesondere wollen wir die folgenden Fragen beantworten: Mit welchen
Aminos�auren tritt das Haptenmolek�ul w�ahrend des Dissoziationsvorgangs in Wechsel-
wirkungen und welche dieser Wechselwirkungen dominieren? Auf welchen Pfaden im
Kon�gurationsraum bewegt sich das Haptenmolek�uls aus der Bindungstasche, wie viele
solcher Pfade gibt es und worin unterscheiden sie sich gegebenenfalls? Welche Konforma-
tions�anderungen ereigneten sich innerhalb der Bindungstasche, als wie 
exibel erwies sich
die Bindungstasche? Insbesondere die Fragen nach den Dissoziationspfaden und nach der
Konformations
exibilt�at zielen darauf ab zu kl�aren, welchen Ein
uss entropische Beitr�age
auf die Bindungs- bzw. Dissoziationskinetik nehmen.

Methoden

(a) Wechselwirkungen:

Zur Charakterisierung der w�ahrend des Dissoziationsprozesses getrennten oder transient
auftretenden Wechselwirkungen wurden die folgenden Observablen herangezogen und be-
rechnet:

� Summe der Wechselwirkungsenergien zwischen DNP-Hapten und der Bindungsta-
sche als Funktion der Cantileverposition zcant, aufgeschl�usselt in elektrostatische und
Van der Waals-Anteile.

� Summe aus elektrostatischen und Van der Waals-Wechselwirkungsenergien zwischen
DNP-Hapten und einzelnen Aminos�auren der Bindungstasche sowie zwischen DNP-
Hapten und der gesamten leichten Kette bzw. der gesamten schweren Kette als
Funktion der Cantileverposition zcant, deren gemeinsame Auftragung f�ur jede Dis-
soziationssimulation ein Wechselwirkungsmuster ergibt.

� St�arke der Wassersto�br�ucken zwischen DNP-Hapten und Aminos�auren der Bin-
dungstasche. Dabei wurden Wassersto�br�ucken wie in Ref. [148] mit Hilfe eines
kombinierten Abstands- und Energiekriteriums de�niert: Danach wurde ein Was-
sersto�br�uckenkontakt angenommen, sobald der Abstand zwischen Donor- und Ak-
zeptoratom weniger als 4�A betrug und die Summe aus elektrostatischen und Van
der Waals-Wechselwirkungen zwischen den beteiligten polaren Gruppen kleiner als
�1 kcal/mol war. Die St�arke der Wassersto�br�ucke wurde �uber die Wechselwir-
kungsenergie quanti�ziert.

� Wasserbr�ucken zwischen DNP-Hapten und Aminos�auren der Bindungstasche. Da-
bei wurde eine Wasserbr�ucke de�niert als ein Wassermolek�ul, das gleichzeitig Was-
sersto�br�ucken zu DNP-Hapten und zu einer Aminos�aure der Bindungstasche aus-
bildete und dadurch eine Wechselwirkung zwischen DNP-Hapten und Aminos�aure
vermittelte.
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(b) Strukturelle Analyse

In der strukturellen Analyse interessieren wir uns zun�achst f�ur die Dissoziationspfade,
d.h. die Positionen des Haptenmolek�uls im Verlauf des Dissoziationsprozesses relativ zu
den Aminos�auren der Bindungstasche. Daf�ur wurden vornehmlich die Simulationen mit
kleinen Zuggeschwindigkeiten (vcant � 2m/s) herangezogen.

Anschlie�end wird, und das ist das Hauptziel der strukturellen Analyse, der Reaktionsweg
im Kon�gurationsraum von Protein und Ligand charakterisiert werden. Dies erfordert ins-
besondere, die f�ur die kollektive Bewegung aller Atome der Bindungstasche essentiellen
Freiheitsgrade zu identi�zieren. Dabei st�utzen wir uns wesentlich auf die vor kurzem in das
Gebiet der MD-Simulation eingef�uhrte [201{206] Methode der Hauptkomponentenanaly-
se [207], welche es gestattet, in linearer N�aherung diejenigen (kollektiven) Freiheitsgrade
zu konstruieren, die den gr�o�ten Teil der Bewegung einer gegebenen MD-Simulation be-
schreiben. Dar�uber hinaus wollen wir die Hauptkomponentenanalyse dazu benutzen, den
Beitrag der Entropie zur freien Energie der AN02{DNP-Hapten-Bindung abzusch�atzen.

Zur Hauptkomponentenanalyse fassen wir, wie in Abbildung 5.16 veranschaulicht, die in-
stantane Kon�guration x(t) eines betrachteten Molek�uls (oder Molek�ul-Komplexes) zum
Zeitpunkt t als einen Punkt im 3N -dimensionalen Kon�gurationsraum auf. Entsprechend
werden die M Kon�gurationen der in einer MD-Simulation berechneten Trajektorie, die
ein Ensemble approximiert, durch eine

"
Punktwolke\ fx(t1);x(t2); :::;x(tM)g im Kon�gu-

rationsraum dargestellt (Abbildung 5.16, Mitte). Diese Punktwolke wird nun durch ihren
Mittelwert �x = hxi und ihre Kovarianzmatrix Kx = h(x� �x) � (x� �x)Ti beschrieben; ihre
Dichte kann dann durch die multivariate Gau�-Verteilung

�(x) / exp[�1

2
(x� �x)K�1

x
(x� �x)] (5.2)

approximiert werden. Durch Diagonalisierung der Kovarianzmatrix

C = QTKxQ (5.3)

erh�alt man die Eigenvektoren Q = (v1;v2; :::;v3N) der Verteilung mit den zugeh�origen
Eigenwerten ci (i = 1; :::; 3N); die Varianz der Punktwolke in der Richtung des i-ten
Eigenvektors ist durch

p
ci gegeben. Sortiert man also die Eigenvektoren nach der Gr�o�e

ihrer Eigenwerte, so beschreibt der erste Eigenvektor, v1, die (kollektiven) Bewegungen des
betrachteten Molek�uls mit der gr�o�ten Amplitude, entsprechend der zweite Eigenvektor,
v2 die mit der zweitgr�o�ten Amplitude usw. Die Eigenvektoren vi bezeichnen wir auch als
die essentiellen Freiheitsgrade des betrachteten Systems. Ein in diesem Sinne optimiertes
Bild der Konformationsdynamik (Abbildung 5.16) erh�alt man damit durch Projektion
der Trajektorie auf den durch die beiden ersten Eigenvektoren aufgespannten Unterraum,
(q1; q2) = (v1 � x;v2 � x), wobei die Eigenvektoren als normiert angenommen werden.

Die Hauptkomponentenanalysen, die wir zur Identi�kation der essentiellen Freiheitsgrade
im Dissoziationsprozess des AN02{DNP-Hapten-Komplexes durchgef�uhrt haben, basieren
auf den Trajektorien aus 20 Dissoziationssimulationen mit einer Zeitspanne von jeweils
300 ps (da die Atompositionen alle 100 fs abgespeichert wurden, entspricht dies 3 000 Ko-
ordinatens�atzen pro Simulation), die alle dieselbe Zuggeschwindigkeit von vcant = 5m/s
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Abbildung 5.16: Prinzip der Hauptkomponentenanalyse: Eine Kon�guration eines be-
trachteten N -atomigen Molek�uls (oben links) wird durch einen Punkt im 3N -dimensiona-
len Kon�gurationsraum (oben rechts) repr�asentiert, und entsprechend ein Ensemble von
Kon�gurationen (Mitte, links) durch eine

"
Punktwolke\ (Mitte, rechts). Die ersten bei-

den von den aus der Hauptkomponentenanalyse gewonnenen Eigenvektoren (v1 und v2)
weisen in die Richtung mit den beiden gr�o�ten Ausdehnungen der Punktwolke (Projektion
im Bild unten).

aufweisen und sich lediglich in ihren Ausgangsstrukturen unterscheiden. In die Hauptkom-
ponentenanalyse wurde nur die Bindungstasche des Komplexes (einschlie�lich des Hap-
tens) mit insgesamt 475 Atomen einbezogen, so dass sich daraus ein 1 425-dimensionaler
Kon�gurationsraum ergibt. Eine der Hauptkomponentenanalysen basierte auf allen 20
Trajektorien zusammen, d.h. auf einem Ensemble von 60 000 Koordinatens�atzen. Um
sich ein Bild davon zu machen, welche kollektiven Bewegungen die ersten Eigenvektoren
beschreiben, haben wir deren Richtungen in Schnappsch�ussen der Bindungstasche anhand
von Pfeilen an den einzelnen Aminos�auren angedeutet.

Zum Vergleich der Dissoziationssimulationen untereinander betrachten wir zum einen die
Projektionen aller Trajektorien auf jeden der ersten sechs wichtigsten Eigenvektoren als
Funktion der Cantileverposition, zum anderen die Projektionen auf den Unterraum, der
von dem zweiten und den dritten Eigenvektor aufgespannt wird. In diesen Projektionen
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zeigt sich, welchen Weg im Kon�gurationsraum die einzelnen Simulationen entang dieser
Eigenvektoren w�ahrend des Dissoziationsvorgangs nahmen; insbesondere das Ausma� der
strukturellen Heterogenit�at in den Dissoziationspfaden wird hier erkennbar. Diese struk-
turelle Heterogenit�at sollte sich auch in einem entropischen Beitrag zur freien Energie des
AN02{DNP-Hapten-Komplexes entlang des Reaktionswegs zeigen.

Im Folgenden wollen wir erl�autern, wie wir mit Hilfe der Hauptkomponentenanalyse die
Entropie zur AN02{DNP-Hapten-Bindung abgesch�atzt haben. Die Entropie l�asst sich
schreiben als [43]

S = �kB
Z
�(x) ln �(x)d3Nx ; (5.4)

wobei kB die Boltzmannkonstante ist und sich das Integral �uber den Kon�gurationsraum
erstreckt (da wir keine geschwindigkeitsabh�angigen Kr�afte einbeziehen, ist der Beitrag der
Impulse zur freien Energie des Systems konstant und wird daher hier nicht betrachtet).

Nach den Referenzen [208,209] l�asst sich Gleichung (5.4) mit Hilfe der Gau�schen Appro-
ximation �(x) der Kon�gurationsdichte [Gleichung (5.2)] umformen zu [210]

S = S0 +
3

2
NkB +

1

2
kB ln[(2�)

3Ndet(Kx)] ; (5.5)

wobei S0 eine Konstante ist. F�ur die Entropiedi�erenz zwischen zwei unterschiedlichen
Konformationen 1 und 2 ergibt sich [208]

�S12 =
1

2
kB ln

det(K1
x
)

det(K2
x
)

: (5.6)

Die Determinante vonKi
x
(i = 1; 2) ist gleich dem Produkt der Eigenwerte; dieses Produkt

kann damit sehr anschaulich als Absch�atzung des Volumens Vi aufgefasst werden, das die
Trajektorie im Kon�gurationsraum einnimmt.

Wir wollen den soeben beschriebenen Ansatz, der die Entropie eines Ensembles von Kon-
�gurationen abzusch�atzen erlaubt, verallgemeinern, indem wir in dem Kon�gurations-
raum nun Reaktionswege betrachten, und aus ihnen den Verlauf der Entropie des AN02{
DNP-Hapten-Komplexes w�ahrend des Dissoziationsprozesses, d.h. als Funktion der Can-
tileverposition zcant (der Reaktionskoordinate) absch�atzen. Dieser Verlauf dient uns als
Ma� f�ur die strukturelle Heterogenit�at der Dissoziationspfade. Dazu betrachten wir die
zeitabh�angige Entropie

S(t) =
Z
�(x; t) ln �(x; t)d3Nx

=
Z
dt0
Z
�(x; t) ln �(x; t)�(t0 � t)d3Nx (5.7)

zu jeder Zeit t w�ahrend des Dissoziationsprozesses; �(t) ist dabei die Delta-Funktion. In
Z(t) sind hier alle Kon�gurationen ber�ucksichtigt, die man in allen Reaktionswegen zum
Zeitpunkt t bzw. bei der Cantileverposition zcant(t) vor�ndet. Unter der Annahme, dass
alle diese Kon�gurationen zu jedem Zeitpunkt t ein Ensemble approximieren, kann die
Entropiedi�erenz �S(t) nach Gleichung (5.6) berechnet werden. Um f�ur jeden Zeitpunkt
t hinreichend viele, aus den Simulationen extrahierte Kon�gurationen zur Verf�ugung zu
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haben, betrachten wir zur Berechnung der Entropiedi�erenz �S(t) alle Kon�gurationen
aus dem Intervall [t; t +�t] mit �t > 0, d.h. wir ersetzen �(t) in Gleichung (5.7) durch

� =
1

�t
[�(t)� �(t+�t)] (5.8)

mit der Theta-Funktion �(t). Da unsere Reaktionskoordinate die Cantileverposition
zcant(t) ist, ersetzen wir nun t durch zcant(t), was keine qualitative �Anderung bedeutet, da
zcant(t) linear in t ist.
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Abbildung 5.17: Skizze zur Berechnung des Entropieverlaufs. Durchgezogene Linien mar-
kieren hypothetische Reaktionswege des Dissoziationsprozesses als Funktion der Reakti-
onskoordinate zcant. Die vertikale Achse fasst alle Freiheitsgrade x3N zusammen. Zur
Absch�atzung des Entropie als Funktion von zcant de�nieren wir die Intervalle I1; I2; :::; In.
F�ur jedes Intervall Ii (i = 1; :::; n) wurde nach Gleichung (5.6) die Entropie des Ensembles
aus allen denjenigen Kon�gurationen bestimmt, die auf den Reaktionswegen innerhalb
des Intervalls Ii lokalisiert sind.

Wie in Abbildung 5.17 gezeigt, teilen wir die Reaktionskoordinate zcant in dem Bereich
von 0 { 15�A in 2�A-Intervalle Ii (i = 1; :::; n) ein, die jeweils um 0:1�A zueinander versetzt
sind. F�ur jedes Intervall Ii berechnen wir nach Gleichung (5.6) die Kon�gurationsentro-
pie. Dabei setzen wir f�ur det(K1

x
) das mittlere Kon�gurationsvolumen jedes einzelnen

Reaktionswegs und f�ur det(K2
x
) das Kon�gurationsvolumen aller Reaktionswege zusam-

men innerhalb des Intervalls Ii. Da die einzelnen Trajektorien in jedem Intervall mit 400
Koordinatens�atzen weniger Kon�gurationen beinhalten als der Kon�gurationsraum Di-
mensionen hat und somit bei der Diagonalisierung der Kovarianzmatrizen K1

x
und K2

x
ei-

nige Eigenwerte verschwinden, sch�atzen wir die Kon�gurationsvolumina mit dem Produkt
lediglich der gr�o�ten Eigenwerte ab. Dies ist gerechtfertigt, weil, wie sich zeigen wird, die
�Anderung in der Entropie ma�geblich durch die langsamen Freiheitsgrade, die durch die
ersten Eigenvektoren mit den gr�o�ten Eigenwerten beschrieben werden, bestimmt ist und
sich der entropische Beitrag von den schnellen Freiheitsgraden im Verlauf des Prozesses
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kaum �andert. Verschiedene Studien haben ergeben, dass in Proteinen bereits etwa 90%
aller Fluktuationen durch die ersten 10 { 20 Eigenvektoren beschrieben werden [201{203],
so dass die weiteren Eigenvektoren nur noch entsprechend wenig zur gesamten Bewegung
im Protein beitragen und im wesentlichen hochfrequente Fluktuationen mit kleiner Am-
plitude beschreiben. Um den Ein
uss der Anzahl der Eigenwerte, die zur Berechnung der
Entropie herangezogen wurden, abzusch�atzen, wurden in 11 separaten Berechnungen die
gr�o�ten 50, 55, 60, ..., 100 Eigenwerte zugrunde gelegt.

Ergebnisse

Zun�achst beschreiben wir die Ergebnisse aus den ersten Schritten des Dissoziationspro-
zesses. Diese erwiesen sich in nahezu allen durchgef�uhrten Dissoziationssimulationen als
einander sehr �ahnlich, d.h. als strukturell homogen. Anschlie�end gehen wir auf den wei-
teren Verlauf des Dissoziationsprozesses ein, der im Gegensatz zu den ersten Schritten eine
�uberraschend gro�e strukturelle Heterogenit�at aufwies. Zum Abschluss betrachten wir die
kollektiven Bewegungen, durch die sich die Dissoziationssimulationen auszeichneten.

Erste Schritte des Dissoziationsprozesses: Strukturelle Homogenit�at

Die Schnappsch�usse in Abbildung 5.18 zeigen die Ereignisse, die w�ahrend der ersten Pha-
se des Dissoziationsprozesses im Bereich der Bindungstasche bei allen Simulationen glei-
cherma�en beobachtet wurden, wobei der Dissoziationsprozess von oben (zcant = 0�A,
gebundener Zustand) nach unten (zcant � 4�A) fortschreitet. Wassersto�br�ucken und
Van der Waals-Kontakt zwischen Hapten und Aminos�auren der Bindungstasche sind da-
bei mit gepunkteten Linien gekennzeichnet. Der zweite Schnappschuss in der Abbil-
dung (zcant � 2�A) illustriert das erste signi�kante Ereignis des Dissoziationsprozesses:
die (relativ schwache) Wassersto�br�ucke (Pfeil) zwischen dem Seitenketten-Sticksto� von
GLN88(L) und der zweiten Nitrogruppe von Hapten (N26,O27,O28) brach, was eine leich-
te Verdrehung sowohl des DNP-Rings um die Ring-Achse im Uhrzeigersinn als auch eine
Umorientierung der Nitrogruppe

"
nach oben\, d.h. in Richtung Ausgang der Bindungs-

tasche zur Folge hatte. Gleichzeitig verschwand auch die Wasserbr�ucke, die zwischen
GLN88(L) und der zweiten Nitrogruppe bestand (nicht gezeigt). Daraufhin ereigneten sich
weitere �Anderungen in den Wechselwirkungen zwischen Hapten und Bindungstaschen-
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Abbildung 5.18: Schnappsch�usse der Bindungstasche von AN02 mit Hapten. Links ist
jeweils die Cantileverposition zcant angegeben. Wassersto�br�ucken und Van der Waals-
Kontakte zwischen Hapten und Aminos�auren der Bindungstasche sind durch gepunktete
Linien gekennzeichnet. Die gro�en Pfeile weisen in die Zugrichtung.
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aminos�auren (dritter Schnappschuss in der Abbidlung), deren chronologische Reihenfol-
ge jedoch in den einzelnen Dissoziationssimulation variierte: Es l�osten sich die Van der
Waals-Kontakte der Seitenkette von ILE96(L) zu der ersen Nitrogruppe des DNP-Rings
und es brachen die Wassersto�br�ucken zwischen dem Sticksto� im 5-Ring von TRP90(L)
und dem Sauersto� O24 der ersten Nitrogruppe sowie zwischen der Hydroxylgruppe des
TYR33(L) und der Aminogruppe N8,H29 im Mittelteil von Hapten. Letzteres f�uhr-
te zu einer Konformations�anderung des Haptenmolek�uls, dessen Mittelteil sich abrupt
von der leichten Kette weg in Richtung der schweren Kette bewegte. Zudem �o�ne-
te sich die Sandwich-Kon�guration leicht, indem sich die Seitenketten TRP90(L) und
TRP100(H) etwas von dem DNP-Ring wegdrehten. Au�erdem bewegte sich die Seiten-
kette von TRP100(H), die in allen Simulationen eine vegleichsweise gro�e Flexibilit�at in
der Zugrichtung aufwies, etwas tiefer in die Bindungstasche hinein7. Die ver�anderte Lage
der Seitenkette von TRP100(H) erm�oglichte eine erh�ohte Flexibilit�at der Amino-Ethyl-
Amino-Kette des Haptenmolek�uls, die in einigen Simulationen Wassersto�br�ucken zu den
Hydroxylgruppen von TYR51(H) und TYR54(H) ausbildete (hier nicht gezeigt). Im Zuge
dieser Ereignisse f�uhrte das Haptenmolek�ul die erste signi�kante Dissoziationsbewegung
aus, indem sich der DNP-Ring ein St�uck weit in Richtung Ausgang der Bindungstasche
bewegte.

In den meisten Dissoziationssimulationen war das Maximum im Kraftpro�l bereits nach
den soeben beschriebenen ersten Dissoziationsschritten �uberwunden. Allerdings war es
nicht m�oglich, das �Uberschreiten dieser maximalen Kraftbarriere einer einzelnen Wech-
selwirkung (bzw. das Brechen dieser Wechselwirkung) zwischen dem Haptenmolek�ul und
einer Aminos�aure der Bindungstasche zuzuordnen. In einigen Simulationen �el das Ab-
sinken der Zugkraft mit dem Rei�en der Wassersto�br�ucke zwischen GLN88(L) und dem
Haptenmolek�ul zusammmen, in anderen mit der starken Bewegung des TRP100(H), in
wieder anderen mit dem Abschw�achen der Van der Waals-Kontakte zwischen ILE96(L)
und PRO101(H) mit dem Haptenmolek�ul. Es gab auch Simulationen, in denen sich kei-
ne zeitliche Abfolge dieser Ereignisse ausmachen lie�, weil sie sich innerhalb derselben
Zeitspanne im Dissoziationsprozess ereigneten. Dies legt die Vermutung nahe, dass die
berechnete Dissoziationskraft nicht ausschlie�lich die Folge einer lokalisierten, spezi�schen
Wechselwirkung zwischen dem Haptenmolek�ul und einer Aminos�aure ist, sondern dass sie
durch das Zusammenwirken von mehreren Aminos�auren in der Umgebung des Haptens
mitbedingt ist.

Der weitere Verlauf des Dissoziationsprozesses: Strukturelle Heterogenit�at

Die Reihenfolge, in der sich die einzelnen Wechselwirkungen zwischen dem Haptenmolek�ul
und den Aminos�auren der Bindungstasche in der soeben beschriebenen ersten Dissoziati-
onsphase abschw�achten bzw. ganz verschwanden, erwies sich als entscheidend f�ur die nach-
folgenden Dissoziationsschritte. Von besonderer Bedeutung f�ur den Dissoziationspfad war,
ob zuerst die Wassersto�br�ucke zwischen TYR33(L) und dem Haptenmolek�ul verschwand
oder ob zuerst die stabile Sandwich-Kon�guration aufgebrochen wurde. Abbildung 5.19
illustriert die unterschiedlichen Szenarien. Die drei Schnappsch�usse auf der linken Seite

7Die Flexibilit�at der TRP100(H)-Seitenkette entlang der zum Ausgang der Bindungstasche gerichteten
Achse deutete sich auch schon in der Equilibrierungssimulation an.
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zeigen den Fall, dass zuerst die Sandwich-Kon�guration aufbrach, indem TRP100(H) sich
in die Bindungstasche hineinbewegte, wobei die Wassersto�br�ucke zwischen TYR33(L)
und Hapten intakt blieb. Dieses hatte zur Folge, dass sich das Haptenmolek�ul zur leichten
Kette hinbewegte und im weiteren Verlauf des Dissoziationsprozesses in starke Wechsel-
wirkungen mit TYR31(L) und dem am Ausgang der Bindungstasche gelegenen ASP49(L)
trat, sowohl �uber direkte Wassersto�br�ucken und Van der Waals-Kontakte als auch �uber
indirekte Wasserbr�ucken. Diesen Dissoziationspfad bezeichnen wir als Route entlang der
leichten Kette.

Das andere Szenario ist in den drei Schnappsch�ussen auf der rechten Seite gezeigt. Hier
brach zuerst die Wassersto�br�ucke von TYR33(L) zu Hapten, was zu einer abrupten Be-
wegung der Aminogruppe des Hapten-Mittelteils hin zur schweren Kette f�uhrte, w�ahrend
das Hapten zun�achst noch in einer sandwichartigen Kon�gution verblieb. In diesem Sze-
nario kam es zu starken Wechselwirkungen zwischen der Amino-Ethyl-Amino-Kette des
Haptenmolek�uls und TYR51(H) und TYR54(H) sowie zwischen der ersten Nitrogruppe
des DNP-Rings (N23,O24,O25) mit der Hydroxylgruppe von TYR54(H) (dritter Schnapp-
schuss auf der rechten Seite). Der hier beobachtete Dissoziationspfad wurde als Route
entlang der schweren Kette bezeichnet.

Abbildung 5.20 macht deutlich, dass es nicht nur die beiden extremen Routen entlang
der leichten Kette bzw. schweren Kette gab, sondern dass ein ganzer

"
F�acher\ von Dis-

soziationspfaden zu beobachten war. Jede der durchgezogenen Linien kennzeichnet den
Dissoziationspfad einer der 20 Simulationen, die alle mit derselben Zuggeschwindigkeit
von vcant = 5m/s durchgef�uhrt wurden. F�ur die beiden extremen Routen ist das Hap-
tenmolek�ul in seinem ungebundenen Zustand explizit gezeigt. Deutlich zu sehen ist, dass
sich die Routen au��achern, nachdem das Haptenmolek�ul die Sandwich-Kon�guration ver-
lassen hat. In dieser Vielfalt an Dissoziationspfaden, die gleichbedeutend damit ist, dass
dem AN02-Komplex w�ahrend des Dissoziationsprozesses ein weiter Bereich im Kon�gura-
tionsraum zug�anglich ist, zeigt sich die bereits angesprochene strukturelle Heterogenit�at.

Diese Heterogenit�at spiegelt sich auch in den Wechselwirkungsmustern der einzelnen Dis-
soziationssimulationen wider. Solche Muster sind gezeigt f�ur eine Simulation, die re-
pr�asentativ f�ur die Route entlang der leichten Kette ist (Abbildung 5.21, links) und eine,
die repr�asentativ f�ur die Route entlang der schweren Kette ist (rechts)8. Unter den Wech-
selwirkungsmustern ist jeweils das zugeh�orige Kraftpro�l gezeigt.

Zun�achst ist leicht zu erkennen, dass sich die beiden Wechselwirkungsmuster deutlich
voneinander unterscheiden. F�ur die Route entlang der leichten Kette blieben die Wech-
selwirkungen zur leichten Kette l�anger erhalten als diejenigen zur schweren Kette; die
Wechselwirkungen zu TYR31(L) und ASP49(L), die sich in allen Simulationen als ver-
gleichsweise bewegliche Aminos�auren herausstellten, verst�arkten sich sogar zun�achst. F�ur
den umgekehrten Fall, der Route entlang der schweren Kette, gilt das Gegenteil: Hier blie-
ben die Wechselwirkungen zur schweren Kette l�anger intakt bzw. es bildeten sich neue,
insbesondere zu TYR54(H). Unterschiedliche Dissoziationspfade f�uhrten auch zu Varia-

8Beide Simulationen wurden mit derselben Zuggeschwindigkeit vcant = 1m/s durchgef�uhrt; sie unter-
schieden sich lediglich in den Ausgangsstrukturen, die der Equilibrierungstrajektorie zu den Zeitpunkten
800 bzw. 1 300 ps entnommen wurden.
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Abbildung 5.19: Schnappsch�usse von Dissoziationssimulationen, die verschiedene Dis-
soziationspfade (Routen) aufweisen. Die drei Schnappsch�usse auf der linken Seite zei-
gen einen Dissoziationspfad entlang der leichten Kette, die drei auf der rechten Seite
einen entlang der schweren Kette. Die Cantileverpositionen in den Schnappsch�ussen sind
zcant � 5�A (oben), zcant � 8�A (Mitte) und zcant � 10�A (unten). Wassersto�br�ucken
und Van der Waals-Kontalte des Haptens mit Amnisos�auren sind mit gepunkteten Linien
gekennzeichnet.
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Abbildung 5.20: Beobachtete Dissoziationspfade (durchgezogene Linien) des Haptenmo-
lek�uls (grau im gebundenen Zustand und gelb bzw. gr�un im ungebundenen Zustand f�ur
die Routen entlang der leichten bzw. schweren Kette) f�ur ein Ensemble aus 20 Dissozia-
tionssimulationen.

tionen in den Kraftpro�len, insbesondere in den Dissoziationskr�aften. Tendenziell waren
die Dissoziationskr�afte f�ur Simulationen mit Dissoziationspfaden entlang der schweren
Kette h�oher als f�ur die Dissoziationspfade entlang der leichten Kette.

Ein signi�kanter Unterschied zwischen den verschiedenen, insbesondere den beiden extre-
men Routen besteht auch in dem unteschiedlichen Verlauf der Gesamtwechselwirkungen
des Haptenmolek�uls mit den Aminos�auren der Bindungstaschen w�ahrend des Dissozia-
tionsprozesses, wie aus Abbildung 5.22 ersichtlich ist. Gezeigt sind die gesamten nicht-
bindenden (oben), die elektrostatischen (Mitte) und die Van der Waals-Wechselwirkungen
f�ur zwei Simulationen, bei denen die Dissoziationspfade entlang der schweren Kette ver-
liefen (durchgezogene Linien) sowie f�ur zwei Simulationen mit Dissoziationspfaden ent-
lang der leichten Kette (gepunktete Linien). F�ur die Route entlang der leichten Ket-
te schw�achten sich die elektrostatischen Wechselwirkungen erst sehr viel sp�ater ab als
es bei der Route entlang der schweren Kette der Fall war. Bei den Van der Waals-
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Abbildung 5.21: Oben: Wechselwirkungsmuster (oben) und Kraftpro�le (unten) w�ahrend
des Dissoziationsprozesses f�ur zwei repr�asentative Simulationen mit Dissoziationspfaden
entlang der leichten Kette (links) bzw. entlang der schweren Kette (rechts). Die Dicke der
Balken in den Wechselwirkungsmustern ist ein Ma� f�ur die St�arke der Wechselwirkungen.

Wechselwirkungen verhielt es sich tendenziell �ahnlich: Insbesondere im sp�ateren Verlauf
des Dissoziationsprozesses f�ur Cantileverpositionen zwischen 6 und 10�A wiesen die Si-
mulationen mit Dissoziationspfaden entlang der leichten Kette st�arkere Van der Waals-
Wechselwirkungen auf.

Abbildung 5.23 zeigt, wodurch der Unterschied in den elektrostatischen Wechselwirkungen
haupts�achlich bedingt ist: F�ur Routen entlang der leichten Kette trug im sp�ateren Verlauf
des Dissoziationsprozesses (f�ur zcant � 4�A) die Aminos�aure ASP49(L) deutlich zu den
elektrostatischen, teilweise auch zu den Van der Waals-Wechselwirkungen bei, was bei
den Routen entlang der schweren Kette nicht der Fall war. Die St�arke dieses Beitrags
variierte jedoch stark von Simulation zu Simulation, zumal ASP49(L) zusammen mit der
hypervariablen Schleife, in der es sich be�ndet, kollektive Bewegungen mit vergleichsweise
gro�er Amplitude bis zu 5�A ausf�uhrte.

Essentielle kollektive Bewegungen w�ahrend des Dissoziationsprozesses

Welches sind die wesentlichen, kollektiven Freiheitsgrade in der Bindungstasche w�ahrend
des Dissoziationsprozesses? Um diese Frage zu beantworten, wurde, wie in Abschnitt 5.4.3
beschrieben, eine Hauptkomponentenanalyse f�ur 20 Trajektorien durchgef�uhrt, die den
Dissoziationssimulationen mit einer Zuggeschwindigkeit von jeweils 5m/s entstammen.

In den Schnappsch�ussen in Abbildung 5.24 sind die jeweiligen Eigenvektoren durch d�unne
schwarze Linien an den Atomen angedeutet. Die Pfeile zeigen die mittleren Richtungen
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Abbildung 5.22: Wechselwirkungen des Haptenmolek�uls mit der gesamten Bindungstasche
als Funktion der Cantileverposition f�ur zwei Dissoziationsimulationen mit einem Disso-
ziationspfad entlang der schweren Kette (durchgezogene Linien) und zwei Dissoziations-
simulationen mit Dissoziationspfaden entlang der leichten Kette (gepunktete Linien).

f�ur die einzelnen Residuen oder Teile von Residuen entlang des jeweiligen Eigenvektors.
Es sei angemerkt, dass die schwarzen Linien und die Pfeile nur dar�uber etwas aussagen,
entlang welcher Achsen die dominanten Bewegungen stattfanden, nichts aber dar�uber,
ob sie in positiver oder negativer Richtung verliefen. Welche Bewegung entlang der Ei-
genvektoren wirklich realisiert wurde, zeigt Abbildung 5.25. Hier ist f�ur jede Simulation
(farbige Linien) die Projektion der Bindungstasche auf die ersten sechs Eigenvektoren als
Funktion der Cantileverposition aufgetragen (die Zahlen ganz rechts geben an, zu wel-
chen Zeitpunkten in der Equilibrierungstrajektorie die Ausgangsstrukturen der einzelnen
Simulationen entnommen wurden).

Aus dem ersten Schnappschuss in Abbildung 5.24, der die Bewegung entlang des ersten
Eigenvektors visualisiert, geht hervor, dass in den Dissoziationssimulationen Bewegungen
in Zugrichtung dominierten. Die Projektion auf den ersten Eigenvektor (in Abbildung 5.25
links oben) zeigt, dass diese Bewegung bei allen Simulationen in dieselbe Richtung verlief.
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Abbildung 5.23: Wechselwirkungen des Haptenmolek�uls mit ASP49(L). Die Art der Auf-
tragung ist wie in Abbildung 5.22.

Der erste Eigenvektor ist fast ausschlie�lich mit der Bewegung des Haptenmolek�uls aus der
Bindungstasche verbunden. Dies zeigt, dass die Dissoziationsbewegungen �uber alle ande-
ren Bewegungen in der Bindungstasche dominierten. Dies ist nicht verwunderlich, da das
Zugpotenzial bei dem Haptenmolek�ul eine lange, gerichtete Bewegung aus der Bindungs-
tasche heraus induziert hat. So beinhaltet der erste Eigenvektor keine wesentliche neue
Information, er spiegelt vielmehr unsere Vorgehensweise in den Dissoziationssimulationen
wider.

Ganz anders der zweite Eigenvektor (Schnappschuss rechts oben in Abbildung 5.24): Hier
beschreibt der Eigenvektor eine deutliche seitw�artige Bewegung des Haptenmolek�uls (ent-
weder hin zur leichten Kette oder zur schweren Kette). Aus der Projektion auf den zweiten
Eigenvektor (Bild rechts oben in Abbildung 5.25) geht hervor, dass in den verschiedenen
Simulationen beide Richtungen realisiert wurden. Nach der ersten Dissoziationsphase, die
bis zcant � 4�A andauert und in der die Projektionen in etwa parallel verlaufen, f�achern
sich die Projektionen auf. Genau hier zeigt sich die strukturelle Heterogenit�at: Es wurden
in den Simulationen unterschiedliche Dissoziationspfade realisiert, die entweder entlang
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Abbildung 5.24: Andeutung der vier wichtigsten Eigenvektoren durch d�unne schwarze
Linien an den Atomen sowie durch Pfeile f�ur gesamte Residuen oder Teile von Residuen.
Die L�ange der schwarzen Linien sowie die Gr�o�e der Pfeile deuten die Amplituden der
jeweiligen Bewegungen an.

der leichten oder entlang der schweren Kette oder aber auch zwischen diesen extremen
Routen verliefen. Auch der dritte Eigenvektor (in Abbildung 5.25, linkes Bild in der
Mitte) beschreibt eine seitw�artige Bewegung des Haptenmolek�uls, entsprechend f�achern
sich die Projektionen der einzelnen Simulationen leicht auf. Dar�uber hinaus beinhaltet
der dritte Eigenvektor eine signi�kante Bewegung der Seitenkette von TRP100(H). Dies
stimmt mit der Beobachtung �uberein, dass sich diese Seitenkette tiefer in die Bindungs-
tasche hineinbewegte, als sich das Hapten aus dem Tryptophan-Sandwich l�oste. Der
vierte Eigenvektor hingegen repr�asentiert eher kollektive Bewegungen der leichten Kette
bzw. der schweren Kette, die gegeneinander gerichtet sind. Sehr anschaulich zeigt sich
die strukturelle Heterogenit�at in den in Abbildung 5.26 gezeigten Projektionen der neun
ausgew�ahlten Trajektorien auf den Unterraum, der von dem zweiten und dem dritten
Eigenvektor aufgespannt wird. Dabei kennzeichnet das Karo die Ausgangsstruktur f�ur
die jeweilige Dissoziationssimulation (die dem gebundenen Zustand entspricht) und das
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Abbildung 5.25: Projektion der 20 Trajektorien auf die sechs wichtigsten Eigenvektoren
als Funktion der Cantileverposition. Die Farbcodierung gibt an, zu welchem Zeitpunkt
(in ps) die Ausgangsstruktur der jeweiligen Dissoziationssimulation der Equilibrierungs-
trajektorie entnommen wurde.

Dreieck die Endstruktur (ungebundener Zustand). O�ensichtlich unterscheiden sich die
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Abbildung 5.26: Projektion von neun ausgew�ahlten Trajektorien auf den Unterraum, der
vom zweiten und dritten Eigenvektor aufgespannt wird. Das Karo markiert den Anfang
der Trajektorie, das Dreieck ihr Ende.

Projektionen stark voneinander, was bedeutet, dass die einzelnen Trajektorien im Kon�-
gurationsraum sehr unterschiedlich verlaufen. Dies weist darauf hin, dass das von allen
Trajektorien zusammen eingenommene Volumen im Kon�gurationsraum gr�o�er ist als das
einer einzelnen Trajektorie, was einem ein quantitatives Ma� f�ur strukturelle Heteroge-
nit�at an die Hand gibt.

Wir haben das Verh�altnis dieser Volumina nach Gleichung (5.6) ausgenutzt, um den
entropischen Beitrag zur Bindung entlang des Dissoziationspfades (d.h. als Funktion der
Cantileverposition) grob abzusch�atzen. Die Absch�atzung des energetischen Beitrags der
Entropie zur freien Bindungsenergie bei einer Temperatur von 300K zeigt Abbildung 5.27.
Die verschiedenen Kurven entsprechen den unterschiedlichen Anzahlen von Eigenwerten
(zwischen 50 und 100), die zur Absch�atzung des im Kon�gurationsraum eingenommenen
Volumens herangezogen wurden. Mit zunehmender Anzahl von Eigenwerten ist eine sehr
gute Konvergenz der Kurven erkennbar. Die Verwendung von deutlich mehr als 100
Eigenwerten f�uhrte wieder zu einer st�arkeren Streuung (Daten nicht gezeigt).

Aus Abbildung 5.27 l�asst sich ablesen, dass die Entropie bei einer Cantileverposition
zwischen 4 und 8�A stark zunimmt und mit etwa 4 kcal/mol deutlich zur Aktivierungs-
barriere von �G � 11 kcal/mol beitr�agt. Durch den signi�kanten Entropiebeitrag wird
die Aktivierungsbarriere �G = �U + P�V � T�S9 deutlich abgesenkt.

9Da der Druck unter physiologischen Bedingungen konstant ist, f�allt hier die Gibbssche freie Energie
praktisch mit der Helmholtzschen freien Energie �F = �U � T�S zusammen.



5.4. DISSOZIATIONSSIMULATIONEN 89

...
.

100

60

55

50

Abbildung 5.27: Verlauf des aus den Dissoziationssimulationen abgesch�atzten energeti-
schen Beitrags der Entropie als Funktion der Cantileverposition. Die Unterschiede in den
Kurven r�uhren von den unterschiedlichen, rechts angegebenen Anzahlen der Eigenwerte,
die zur Absch�atzung der Entropie miteinbezogen wurden. Zur weiteren Erkl�arung siehe
Text.

Der Verlauf der Entropie steht im Einklang mit den in Abbildung 5.20 gezeigten Disso-
ziationspfaden, die sich erst, nachdem das Haptenmolek�ul das Tryptophan-Sandwich bei
zcant � 4�A verlassen hat, stark au��achern und ein deutlich vergr�o�ertes, im Kon�gurati-
onsraum zug�angliches Volumen vermuten lie�en.



90 KAPITEL 5. DISSOZIATIONSSIMULATIONEN ZU AN02{HAPTEN

5.4.4 Zusammenfassung und Diskussion

Die aus den Dissoziationssimulationen des AN02{DNP-Hapten-Komplexes abgeleiteten
Dissoziationskr�afte wiesen eine Abh�angigkeit von der Zuggeschwindigkeit auf, die sich
f�ur hohe Zuggeschwindigkeiten gut mit Stokesscher Reibung und f�ur niedrige Zugge-
schwindigkeiten mit aktivierten Prozessen, getrieben durch thermische Fluktuationen,
beschreiben l�asst. Unseres Wissens konnte somit zum ersten Mal mit Hilfe von Langzeit-
Dissoziationssimulationenmit Zeitspannen von bis zu 7 ns der Ein
uss aktivierter Prozesse
beobachtet werden. Ein einfaches Modell, das Stokessche Reibung und aktivierte Pro-
zesse ber�ucksichtigt und in das die spontane Dissoziationsrate des AN02{DNP-Hapten-
Komplexes eingeht, erlaubte die Interpolation der berechneten Dissoziationskr�afte auf
die Millisekunden-Zeitskala kraftmikroskopischer Dissoziationsexperimente. Auf dieser
Grundlage erwarten wir f�ur solche Experimente eine Dissoziationskraft von 65� 25 pN.

Im Vergleich mit dem Dissoziationssprozess zu Streptavidin-Biotin [55,56] ergab die struk-
turelle Analyse der Dissoziationssimulationen zu AN02{DNP-Hapten eine bemerkenswert
gro�e strukturelle Heterogenit�at der Dissoziationspfade und der Wechselwirkungen des
DNP-Haptens mit den Aminos�auren der Bindungstasche im Verlauf des Dissoziations-
prozesses. Nachdem das Haptenmolek�ul das durch mehrere Wassersto�br�ucken, Wasser-
br�ucken und Van der Waals-Kontakte stabilisierte Tryptophan-Sandwich verlassen hatte,
standen ihm eine Vielzahl von Routen o�en, auf denen es aus der Bindungstasche gelan-
gen konnte. Die beiden extremen Routen verliefen entlang der leichten Kette bzw. entlang
der schweren Kette. Die Vielzahl der m�oglichen Dissoziationspfade ist gleichbedeutend
mit einem gro�en Volumen, das dem AN02{DNP-Hapten-Komplex im hochdimensiona-
len Kon�gurationsraum w�ahrend des Dissoziationsprozesses zug�anglich ist, was wiederum
einen signi�kanten entropischen Beitrag zur Bindung impliziert. Der entropische Beitrag
zur freien Aktivierungsenergie von �G � 11 kcal/mol wurde anhand der Simulationen mit
4 kcal/mol abgesch�atzt. Dieser hohe entropische Beitrag senkt die freie Aktivierungsbar-
riere entsprechend ab, so dass die Reaktionskinetik wesentlich von der Entropie abh�angt.
Dies begr�undet die Vermutung, dass der entropische Beitrag dazu geeignet ist, Antik�orper

�uber die Justierung der Aktivierungsbarriere auf unterschiedliche Antigene abzustimmen
und somit die Reaktionskinetik zu optimieren. Dies ist in �Ubereinstimmung mit der k�urz-
lich gemachten Entdeckung, dass die Geometrie der Bindungstasche durch Punktmutatio-
nen an Stellen in bis zu 15�A Entfernung nachhaltig ver�andert werden kann [80], was ein
Indiz f�ur die gro�e Konformations
exibilit�at der Bindungstaschenregion von Antik�orpern
ist. Desweiteren beg�unstigt ein hoher entropischer Beitrag eine e�ziente Abtastung von
Antigenen, da die mit der Entropie verbundene Vielzahl von Kon�gurationsm�oglichkei-
ten, unter denen die Bindung zwischen Antik�orper und Antigen zustande kommen kann,
bedingt, dass es nicht auf eine exakte Orientierung der Bindungspartner zueinander an-
kommt, sondern gleichsam der erste Ann�aherungsversuch von Antik�orper und Antigen
dar�uber entscheidet, ob eine spezi�sche Bindung zustande kommt oder nicht. Auf diese
Weise k�onnen potenzielle Antigene schnell und e�zient abgetastet werden.
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5.4.5 Dissoziationsprozesse von zwei Mutanten

In Abschnitt 5.4.3 haben wir gesehen, dass einige Aminos�auren in starke Wechselwirkun-
gen zum Hapten treten. Hier wollen wir der Frage nachgehen, ob diese auch stark zur
Dissoziationskraft beitragen. Dazu wurden, wie Abbildung 5.28 illustriert, in dem Simu-
lationsmodell von AN02 unabh�angig voneinander zwei Punktmutationen vorgenommen:
Durch die eine wurde eine starke Wassersto�br�ucke einer Bindungstaschenaminos�aure
zum Hapten entfernt, durch die andere eine zus�atzliche Wassersto�br�ucke gescha�en, wo-
durch wir in den analog zum Wildtyp (WT) durchgef�uhrten Dissoziationssimulationen
jeweils eine signi�kante �Anderung in den Dissoziationslkraft erwarteten.

DNP-Hapten

I96K

Y33F

Abbildung 5.28: Punktmutationen des AN02{DNP-Hapten-Komplexes. In der einen Mu-
tante wurde TYR33(L) durch PHE (Y33F) ersetzt, in der anderen ILE96(L) durch LYS
(I96K).

Bei der ersten Punktmutation wurde das Tyrosin-33 der leichten Kette durch ein Phe-
nylanalin ersetzt (Y33F), bei der zweiten das Isoleucin-96 der leichten Kette durch ein
Lysin (I96K) (siehe Abbildung 5.28). Die Y33F-Mutante unterschied sich vom Wildtyp-
AN02 (WT) lediglich darin, dass bei Phenylanalin im Gegensatz zum Tyrosin an dem
aromatischen Ring der Seitenkette keine (polare) Hydroxylgruppe gebunden ist. Dadurch
wurde erreicht, dass die starke Wassersto�br�ucke von TYR33(L) zum Mittelteil des Hap-
tens im gebundenen Zustand weg�el (siehe dazu weiter unten Abbildung 5.31). Deswegen
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erwarteten wir hier, dass die Dissoziationskraft signi�kant niedriger sein w�urde als beim
Wildtyp. Die I96K-Mutante wurde so konstruiert, dass das LYS96 im Gegensatz zu
ILE96(L) im Wildtyp in signi�kante elektrostatische Wechselwirkungen mit dem DNP-
Ring des Haptenmolek�uls trat und eine starke Wassersto�br�ucke (< �5 kcal/mol) zu dem
Sauersto� O25 der ersten Nitrogruppe des DNP-Rings ausbildete (siehe dazu weiter unten
Abbildung 5.33). Hierf�ur erwarteten wir eine h�ohere Dissoziationskraft als beim Wildtyp.

Methoden

Als Ausgangsstruktur f�ur beide Mutanten diente eine Wildtyp-Struktur des AN02{DNP-
Hapten-Komplexes, die der Equilibrierungstrajektorie zum Zeitpunkt von 1 300 ps ent-
nommen wurde. F�ur die Y33F-Mutante wurde die Hydroxylgruppe der aromatischen
Seitenkette von TYR33(L) entfernt und dem so

"
mutierten\ Residuum die aus der Para-

meterbibliothek von XPLOR stammenden Parameter f�ur Phenylanalin zugeordnet. Die
auf diese Weise ver�anderte Struktur wurde f�ur weitere 50 ps equilibriert, um einen weit-
gehend relaxierten Zustand der Y33F-Mutante zu generieren.

Die I96K-Punktmutation bedeutete im Vergleich zur Y33F-Punktmutation einen deutlich
st�arkeren Eingri�, da zum einen die Seitenkette von Lysin l�anger ist als die von Isoleucin
(sie enth�alt eine zus�atzliche polare NH3-Gruppe) und zum anderen die Seitenkette von
Lysin im Gegensatz zum Isoleucin einfach positiv geladen ist. So wurde Lysin so platziert,
dass keine energetisch ung�unstige �Uberlappung mit benachbarten Aminos�auren auftrat.
Dies wurde mit dem Molek�ul-Editor von Quanta [110] bewerkstelligt. Um die zus�atzliche
positive Ladung auszugleichen, wurde das n�achst gelegene positiv geladenene Natrium-Ion
entfernt. Die so erhaltene Struktur der I96K-Mutante wurde f�ur weitere 100 ps equilibriert.

Ausgehend von den equilibrierten Strukturen der beiden Mutanten wurden jeweils 22
Dissoziationssimulationen mit Zuggeschwindigkeiten zwischen 50m/s und 0:2m/s durch-
gef�uhrt. Dissoziationskr�afte sowie Wechselwirkungen zwischen dem Haptenmolek�ul und
den Aminos�auren der Bindungstasche wurden wie in Abschnitt 5.4.3 beschrieben berech-
net.

Ergebnisse und Diskussion

Sowohl die mittlere quadratische Abweichung des AN02{DNP-Hapten-Komplexes und
ausgew�ahlter Regionen (vgl. Abbildungen 5.5 { 5.6 in Abschnitt 5.3.2) als auch die Wech-
selwirkungen des Haptenmolek�uls mit den einzelnen Aminos�auren der Bindungstasche
wurden durch die Punktmutationen kaum beein
usst. Die einzigen signi�kanten (und
beabsichtigten) Unterschiede bestanden darin, dass bei der Y33F-Mutante eine Wasser-
sto�br�ucke weg�el [TYR33(L) { Hapten-N8] und bei der I96K-Mutante eine starke Was-
sersto�br�ucke hinzukam [LYS96(L) { Hapten-O25]. Die Lage der mutierten Residuen
blieb w�ahrend der Equilibrierung unver�andert.

Abbildung 5.29 zeigt einen Vergleich der Dissoziationskr�afte als Funktion der Zugge-
schwindigkeit f�ur den Wildtyp (gef�ullte Kreise), die Y33F-Mutante (Dreiecke) und die
I96K-Mutante (Karos). Entgegen des beabsichtigten E�ekte ist das �uberraschende Er-
gebnis, dass sich die Dissoziationskr�afte der beiden Mutanten und des Wildtyps nicht
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Abbildung 5.29: Dissoziationskr�afte als Funktion der Zuggeschwindigkeit f�ur den Wildtyp
(Kreise), die Y33F-Mutante (Dreiecke) und die I96K-Mutante (Karos) des AN02{DNP-
Hapten-Komplexes.

signi�kant voneinander unterscheiden. Das in Abschnitt 4.1 beschriebene Modell zur In-
terpolation der berechneten Dissoziationskr�afte auf die experimentelle Zeitskala ergibt f�ur
die Y33F-Mutante 68�25 pN und f�ur die I96K-Mutante 73�20 pN (gegen�uber 65�25 pN
f�ur den Wildtyp). Dabei wurde f�ur die Mutanten dieselbe Dissoziationskonstante ange-
nommen wie beim Wildtyp.

Aus den in Abbildung 5.30 gezeigten Wechselwirkungsmustern f�ur zwei Dissoziationssi-
mulationen der Y33F-Mutante mit vcant = 1m/s (links) bzw. vcant = 0:5m/s (rechts)
geht hervor, dass das Haptenmolek�ul in dem sp�ateren Verlauf des Dissoziationsprozesses
(ab zcant � 4�A) �uber einen l�angeren Zeitraum in starke Wechselwirkungen zu TYR31(L)
trat, was bei dem Wildtyp in dieser Weise nicht der Fall war (vgl. dazu die Wechselwir-
kungsmuster in Abbildung 5.21). Diese neue

"
sp�ate\ Wechselwirkung war in den meisten

Simulationen (wie in den beiden hier als repr�asentativ gezeigten) an einer zweiten, hohen
Kraftbarriere im Kraftpro�l bei zcant � 6 � 8�A beteiligt. In einigen Simulationen (sie-
he Abbildung 5.30, rechts) bildete diese zweite Barriere sogar das globale Maximum im
Kraftpro�l und war somit bestimmend f�ur die Dissoziationskraft.

Die n�ahere Untersuchung der Dissoziationsprozesse zeigte, warum die
"
entfernte\ starke

Wechselwirkung bei der Y33F-Mutante und die
"
zus�atzliche\ starke Wechselwirkung bei

der I96K-Mutante nicht zu niedrigeren bzw. h�oheren Dissoziationskr�aften f�uhrte.

Warum es in der Y33F-Mutante im Verlauf des Dissoziationsprozesses zu einer deut-
lich st�arkeren Wechselwirkung mit TYR31(L) kam als beim Wildtyp, machen die beiden
Schnappsch�usse in Abbildung 5.31 deutlich. Oben ist der gebundene Zustand des mutier-
ten AN02{DNP-Hapten-Komplexes mit dem PHE33(L) gezeigt, das keine Wassersto�-
br�ucke mehr zum Mittelteil des Haptenmolek�uls ausbilden kann (angedeutet durch die ge-
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20 kcal/mol 20 kcal/mol

Abbildung 5.30: Wechselwirkungsmuster (oben) und Kraftpro�le (unten) f�ur zwei Dis-
soziationssimulationen der Y33F-Mutante mit vcant = 1m/s (links) und vcant = 0:5m/s
(rechts).

kreuzte gepunktete Linie). Anhand des unteren Schnappschusses (bei zcant � 4�A) ist nun
erkennbar, dass sich die Seitenkette von TYR31(L) im Verlauf des Dissoziationsprozesses
deutlich auf das Haptenmolek�ul zubewegt und gleichsam die Rolle des WT-TYR33(L)
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Abbildung 5.31: Schnappsch�usse der Bindungstasche zum Dissoziationsprozess der Y33F-
Mutante. Oben: gebundener Zustand (zcant = 0�A). Unten: Zustand bei zcant � 4�A. Ge-
punktete Linien kennzeichnen Wassersto�br�ucken zwischen Hapten und Aminos�auren der
Bindungstasche. Die gekreuzten gepunkteten Linien deuten an, dass PHE33(L) im Ge-
gensatz zu TYR33(L) im Wildtyp keine Wassersto�br�ucke zum Haptenmolek�ul ausbilden
kann. Zur Bezeichnung der Aminos�auren siehe Abbildung 5.10.



96 KAPITEL 5. DISSOZIATIONSSIMULATIONEN ZU AN02{HAPTEN

�ubernommen hat. Insbesondere bildete TYR31(L) eine starke Wassersto�br�ucke von der
Hydroxylgruppe des aromatischen Seitenrings zur Aminogruppe von Hapten aus.

Die nahezu unver�anderten Dissoziationskr�afte erkl�aren sich somit dadurch, dass sich bei
der Y33F-Mutante die Gesamtwechselwirkungen des Haptenmolek�uls mit der Bindungs-
tasche im Verlauf des Dissoziationsprozesses im Vergleich zum Wildtyp kaum �anderten.
Dennoch haben wir es mit einem modi�zierten Bindungsmechanismus zu tun. Zum einen
hat sich die Bindung im Tryptophan-Sandwich etwas abgeschw�acht, was sich an der im
Mittel leicht erniedrigten ersten Barriere im Kraftpro�l (bei zcant = 1� 3�A) zeigte. Zum
anderen musste jedoch im weiteren Verlauf des Dissoziationsprozesses eine leicht erh�ohte
Barriere �uberwunden werden, die durch eine signi�kante Konformations�anderung in der
Bindungstasche w�ahrend des Dissoziationsprozesses | n�amlich die Ann�aherung des Sei-
tenkette von TYR31(L) an das Haptenmolek�ul | bedingt ist. Etwas vereinfacht l�asst sich
sagen, dass man sich bei der Y33F-Mutante die Erniedrigung der einen (fr�uhen) Barriere
im Kraftpro�l durch die Erh�ohung der anderen (sp�aten) Barriere erkauft hat.

20 kcal/mol

Abbildung 5.32: Oben: Wechselwirkungsmuster der I96K-Mutante f�ur eine Dissoziations-
simulation mit vcant = 1m/s. Unten: Kraftpro�l f�ur dieselbe Dissoziationssimulation.

Die Analyse der Dissoziationsprozesse der I96K-Mutante ergab, dass die Wechselwirkun-
gen des Haptenmolek�uls mit LYS96(L) die Dissoziationskraft kaum beein
ussten. Es zeig-
te sich n�amlich, dass, wie ein repr�asentatives Wechselwirkungsmuster in Abbildung 5.32
illustriert, diese Wechselwirkung in der Regel l�anger intakt blieb als die anderen in der
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Abbildung 5.33: Schnappsch�usse der Bindungstasche zum Dissoziationsprozess der I96K-
Mutante. Oben: gebundener Zustand (zcant = 0�A). Unten: Zustand bei zcant � 8�A. Auch
gezeigt ist ein Wassermolek�ul, das eine Wasserbr�ucke zwischen LYS96(L) und der ersten
Nitrogruppe der DNP-Gruppe des Haptens ausbildet (gepunktete Linie).

Sandwich-Kon�guration beobachteten Wechselwirkungen. So schw�achten sich nach �Uber-
querung des globalen Maximums im Kraftpro�l bei zcant � 3�A (siehe Krtaftpro�l in Ab-
bildung 5.32) die Wechselwirkungen zu TYR33(L), GLN88(L) und TRP90(L) ab oder
brachen ganz. Die Seitenkette von LYS96(L) erwies sich dahingegen zum einen als recht
beweglich, so dass sie den Dissoziationsbewegungen des Haptenmolek�uls ein St�uck weit
folgen konnte, zum anderen bildete sich im weiteren Varlauf eine starke Wasserbr�ucke
zwischen der ersten Nitrogruppe des DNP-Rings und der Lysin-Seitenkette (siehe den
zweiten Schnappschuss in Abbildung 5.32). Das Brechen dieser Wasserbr�ucke verursachte
in den meisten Dissoziationssimulationen der I96K-Mutante eine weitere Kraftbarriere bei
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zcant = 6 � 8�A; da diese aber fast immer niedriger war als die erste, beim Verlassen der
Sandwich-Kon�guration beobachtete Barriere, spielte sie f�ur die Dissoziationskraft keine
Rolle.

Die I96K-Mutante ist ein instruktives Beispiel f�ur ein recht allgemeines Prinzip, das un-
sere Mutanten-Simulationen aufzeigen: Im Gegensatz zur Bindungsenergie setzen sich
Dissoziationskr�afte nicht einfach additiv aus einzelnen Wechselwirkungsbeitr�agen zusam-
men. Vielmehr kommt es, wie in Abbildung 5.34 verdeutlicht, entscheidend darauf an,
an welcher Stelle des Reaktionswegs die einzelnen Wechselwirkungen Kr�afte hervorrufen.
In diesem stark vereinfachten Bild gibt es prinzipiell zwei verschiedene M�oglichkeiten,
die Dissoziationskraft zu erh�ohen: entweder die Punktmutation tr�agt dazu bei, dass eine
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Abbildung 5.34: Ein
uss individuel-
ler Wechselwirkungen auf die Gesamt-
Dissoziationskraft. Oben: Der durch eine
Punktmutation zus�atzlich eingef�uhrte Kraft-
beitrag (gestrichelt) wirkt an einer andereren
Stelle des Reaktionswegs (gemessen �uber
zcant) als das Maximum im urspr�unglichen
Kraftpro�l (durchgezogene Linie). Deswegen
ist die Dissoziationskraft im Vergleich zum
Wildtyp unver�andert. Mitte: Der Kraft-
beitrag durch die Punktmutation f�allt mit
dem bereits vorhandenen Kraftmaximum
zusammen, wodurch die Dissoziationskraft
erh�oht wird (gepunktete Linie). Unten: Die
Kraftbeitr�age wirken zwar, wie oben, an
verschiedenen Stellen des Reaktionswegs,
doch der durch die Punktmutation neu hinzu-
gekommene Beitrag �ubersteigt das Maximum
des urspr�unglichen Kraftpro�ls, so dass sich
hier die Dissoziationskraft erh�oht.

im Wildtyp vorhandene Barriere im Kraftpro�l signi�kant erh�oht wird (Abbildung 5.34,
Mitte) oder sie bedingt eine zus�atzliche Barriere (unten), die allerdings nur dann in Er-
scheinung tritt, wenn sie h�oher ist als die urspr�ungliche Barriere. Bei der I96K-Mutante
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war beides nicht der Fall: Weder wirkte LYS96(L) gleichzeitig mit den anderen Ami-
nos�auren der Bindungstasche (M�oglichkeit 1), noch bewirkte sie eine weitere, h�ohere Bar-
riere (M�oglichkeit 2).

Auch wenn das urspr�ungliche Ziel, die Dissoziationskraft durch Punktmutationen gezielt
zu erniedrigen bzw. zu erh�ohen, nicht erreicht wurde, f�orderten die Dissoziationssimula-
tionen der beiden Mutanten neue Aspeke des Bindungsmechanismus zutage: die Y33F-
Mutante zeigte, dass eine wichtige, durch Mutation eliminierte Aminos�aure mit Hilfe ei-
ner Konformations�anderung w�ahrend des Dissoziationsprozesses durch eine andere ersetzt
werden konnte. Die I96K-Mutante zeigte zwar, wie beabsichtigt, eine weitere Barriere im
Kraftpro�l; sie reichte jedoch nicht aus, die Gesamt-Dissoziationskraft zu erh�ohen. Bei-
de Mutanten zeigen, dass die mutierten Aminos�auren nicht separat, sondern in ihrem
Zusammenwirken mit den anderen Aminos�auren der Bindungstasche zu betrachten sind.



100 KAPITEL 5. DISSOZIATIONSSIMULATIONEN ZU AN02{HAPTEN



Kapitel 6

Dehnungssimulationen von

Polymermolek�ulen

Dieses Kapitel ist den mechanischen und elastischen Eigenschaften einzelner Polymer-
molek�ule gewidmet. Neben den intermolekularen Wechselwirkungen sind es gerade diese
Einzelmolek�uleigenschaften, welche die makroskopischen Eigenschaften von Materialien
oder Werksto�en bestimmen. Ihre vertiefte Kenntnis auf atomarer Ebene ist daher Vor-
aussetzung f�ur die Entwicklung und Optimierung von Werksto�en mit ma�geschneiderten
Eigenschaften.

Wie bereits einleitend erw�ahnt, wurden seit Beginn der neunziger Jahre die elastischen
Eigenschaften einer Vielzahl von Polymeren mit Hilfe von mechanischen Kraftmessungen
untersucht, darunter auch zahlreichen kraftmikroskopischen Experimenten [17{19,21{24].
Schon in Kapitel 3 wurde beschrieben, dass in diesen Experimenten einzelne Polyme-
re zwischen Cantilever und einer Unterlage eingespannt und anschlie�end gedehnt wer-
den (vgl. dazu Abbildung 3.1 in Kapitel 3), wobei die Dehnung des Polymermolek�uls
in Folge der wirkenden Zugkraft in so genannten Kraft-Ausdehnungs-Kurven aufgetra-
gen wird. Eine solche Kraft-Ausdehnungs-Kurve charakterisiert das elastische Verhalten
des untersuchten Polymermolek�uls; ihre Steigung ist ein Ma� f�ur die Elastizit�at des Mo-
lek�uls. In unseren ganz analog zu den kraftmikroskopischen Experimenten durchgef�uhrten
MD-Simulationen, in denen ebenfalls einzelne Polymermolek�ule gedehnt wurden, konnten
solche Kraft-Ausdehnungs-Kurven berechnet werden [17, 68, 70]. Dar�uber hinaus ver-
scha�ten die Simulationen detaillierten Einblick in die atomaren Prozesse, die w�ahrend
des Dehnungsprozesses stattfanden; sie dienten somit insbesondere der Interpretation der
gemessenen und berechneten Elastizit�aten auf atomarer Ebene.

Hier konzentrieren wir uns auf die mechanischen Eigenschaften der drei Polysaccharide
Dextran, Cellulose und Amylose, die die Natur vielseitig einsetzt, sowie des wasserl�osli-
chen Polymers Polyethylenglykol (PEG), das in vielen industriellen, biotechnischen oder
klinischen Anwendungen zum Einsatz kommt.
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6.1 Dehnungssimulationen von Polysacchariden

Polysaccharide spielen eine bedeutende Rolle in zahlreichen biologischen Prozessen. Sie
dienen nicht nur als Energiespeicher und Brennsto�e, sondern auch der Stabilisierung von
Strukturen, etwa in p
anzlichen oder bakteriellen Zellw�anden, im Bindegewebe oder in
den Au�enskeletten von Arthropoden [211]. Polysaccharidfragmente in Glykoproteinen
sind dar�uber hinaus von gro�er Bedeutung bei der molekularen Erkennung [212].

Dextrane sind Speicherpolysaccharide in Bakterien und in Hefen. Amylose ist Hauptbe-
standteil der p
anzlichen St�arke und kommt zu einem geringeren Teil auch in Glykogen
vor, dem Glucosespeicher in tierischen Zellen. Cellulose dient vor allem der Strukturbil-
dung in P
anzen- und Holzfasern. Es ist die am h�au�gsten auftretende organische Ver-
bindung in der Biosph�are. (In ihr werden j�ahrlich etwa 1015 kg Cellulose synthetisiert und
abgebaut [211].) Wie die meisten biologisch wichtigen Polysaccharide sind Dextran, Amy-
lose und Cellulose aus Pyranoseringen aufgebaut, die aus 5 Kohlensto�atomen und einem
Sauersto�atom bestehen (Abbildung 6.1). Sie kommen in einer Vielzahl von Zellstruk-
turen vor, wo sie vielfach erheblichen mechanischen Kr�aften ausgesetzt sind [213{218].
Es wurde bislang angenommen, dass die Pyranoseringe auf mechanische Kr�afte mit einer
elastischen Deformation reagieren, jedoch war �uber die atomaren Details solcher kraftin-
duzierter Deformationen nur wenig bekannt.

Der Aufbau und die Verkn�upfung der untersuchten Polysaccharide ist in Abbildung 6.1
gezeigt. Pyranoseringe k�onnen grunds�atzlich eine Sessel- oder eine Wannenkonformati-
on einnehmen, wobei man bei der Sesselkonformation zwischen der 4C1- und der 1C4-
Konformation unterscheidet (siehe oben links bzw. oben Mitte in der Abbildung). Die
Sesselkonformation ist deutlich stabiler als die Wannenkonformation [219, 220], und bei
den hier untersuchten Polysacchariden tri�t man fast ausschlie�lich die 4C1-Konformation
an [221{226]. Nach der Orientierung der Hydroxylgruppe am Kohlensto�atom C1 un-
terscheidet man zwischen �- und �-Glucopyranose: Bei �-Glucopyranose (zweite Rei-
he, links) be�ndet sich diese Gruppe unterhalb der Ringebene, w�ahrend sie in der �-
Kon�guration (zweite Reihe, rechts) oberhalb steht.

Wie unten rechts in Abbildung 6.1 gezeigt, handelt es sich bei Dextran um �-(1,6)-
Glucopyranose, d.h. die einzelnen Pyranoseringe sind �uber die Kohlensto�atome C1 und
C6 miteinander verbr�uckt. Bei Amylose und Cellulose handelt es sich jeweils um �-(1,4)-
bzw. �-(1,4)-Glucopyranose, da hier die Verbr�uckung �uber die Kohlensto�atome C1 und
C4 erfolgt (unten links in der Abbildung).
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Abbildung 6.1: Oben: M�ogliche Konformationen von Pyranoseringen. Zweite Reihe: Bei
�-Glucopyranose be�ndet sich die Hydroxylgruppe am Kohlensto�atom C1 unterhalb der
Ringebene, bei �-Glucopyranose oberhalb. Unten: Amylose und Cellulose bestehen aus
(1,4)-verbr�uckten, Dextran aus (1,6)-verbr�uckten Pyranoseringen.
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6.1.1 Dextran

Noch bevor wir die ersten MD-Simulationen des Dehnungsprozesses von Dextran durch-
gef�uhrt haben, waren in Hermann Gaubs Gruppe (Lehrstuhl f�ur Angewandte Physik der
Universit�at M�unchen) bereits kraftmikroskopische Experimente durchgef�uhrt worden, in
denen Dextran mit Zugkr�aften bis zu 250 pN gedehnt wurde. Im Bereich sehr niedriger
Zugkr�afte von weniger als 100 pN lie� sich die Elastizit�at des Polymers als ein rein entro-
pischer E�ekt erkl�aren, wie etwa die gute �Ubereinstimmung der aus AFM-Experimenten
gewonnenen Kraft-Ausdehnungs-Kurven mit dem

"
wormlike chain\-Modell [227] zeig-

te [6, 12, 17, 228, 229]. Bei h�oheren Kr�aften traten jedoch deutliche Abweichungen auf,
so dass neben dem entropischen Beitrag noch weitere Kraftbeitr�age angenommen wer-
den mussten. Man vermutete, dass diese durch die Dehnung von Bindungs- und Torsi-
onswinkeln hervorgerufen werden. Diese Hypothese wollten wir mit den im Folgenden
beschriebenen MD-Simulationen �uberpr�ufen.

Methoden

F�ur die MD-Simulationen wurden Dextranpolymere verschiedener L�ange (2 bis 10 Mono-
mere) mit dem Molek�ul-Editor von Quanta [110] modelliert. Alle Strukturen wurden so
lange minimiert, bis der Gradient der potenziellen Energie jeweils kleiner als 0:1 kcal/(mol
�A) war. Wie auch f�ur alle folgenden Simulationen, wurden die Parameter f�ur das Kraft-
feld und die Partialladungen der in Quanta verf�ugbaren CHARMM-basierten Parame-
terbibliothek f�ur Polymermolek�ule entnommen. F�ur ein Dextranpentamer wurde eine
explizite zylinderf�ormige L�osungsmittelumgebung aus TIP3-Wassermolek�ulen [164] mit
Solvate [174] erstellt. F�ur dieses Simulationssystem, das 663 Wassermolek�ule enthielt,
wurde das in Abschnitt 2.3 beschriebene Sbound-Potenzial verwendet. Alle �ubrigen Si-
mulationen wurden in vacuo mit einer Dielektrizit�atskonstante von � = 1 durchgef�uhrt,
da wir nur geringe L�osungsmittele�ekte erwarteten. Die Integrationsschrittweite betrug
jeweils 1 fs. Die L�ange der chemischen Bindungen zu Wassersto�atomen wurde mit dem
SHAKE-Algorithmus konstant gehalten. Alle Dextranpolymere wurden jeweils �uber eine
Zeitspanne von 60 ps equilibriert, wobei die Atome an ein 300K-W�armebad mit einer
Kopplungskonstanten von 10 ps�1 gekoppelt wurden. Die aus der Equilibrierungsphase
resultierenden Strukturen dienten als Ausgangspunkt f�ur die nachfolgenden Dehnungssi-
mulationen.

Die Dehnungssimulationen zu Dextran wurden wie in Abbildung 6.2 skizziert durchgef�uhrt
(zur besseren �Ubersichtlichkeit ist hier nur ein Dextrandimer gezeigt): Das an dem Koh-
lensto�atom C6 gebundene Sauersto�atom des linken Monomers wurde mit einem relativ
steifen harmonischen Potenzial mit einer Kraftkonstante von 28N/m �xiert. Dagegen
wurde das am weitesten rechts be�ndliche Sauersto�atom, das an dem Kohlensto�atom
C1 gebunden ist, einem weichen harmonischen Zugpotenzial unterworfen. Die Kraft-
konstante hierf�ur betrug 70mN/m, ein typischer Wert f�ur Cantilever, die in kraftmikro-
skopischen Einzelmolek�ulexperimenten verwendet werden. Das Zugpotenzial wurde im
Verlauf einer Dehnungssimulation mit konstanter Zuggeschwindigkeit in Zugrichtung (in
der Abbildung nach rechts) bewegt. Auf diese Weise wurde das Dextranpolymer einer
kontinuierlich wachsenden Zugkraft unterworfen und das Molek�ul entsprechend gedehnt.
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Abbildung 6.2: Vorgehensweise in den Dehnungssimulationen am Beispiel eines Dextran-
dimers. Die Dihedralwinkel �1, �2 und �3 dienten der Charakterisierung der Konforma-
tion der Verbr�uckung (�1 und �2) und der Pyranoseringe (�3).

In allen Dehnungssimulationen wurden die Atompositionen und die aktuelle Zugkraft alle
100 fs abgespeichert. Um eine Kraft-Ausdehnungs-Kurve zu gewinnen, wurde die Zug-
kraft in Abh�angigkeit von der Ausdehnung des Polymers aufgetragen, wobei die Ausdeh-
nung durch den Abstand der beiden terminalen Sauersto�e de�niert wurde. Als weitere
Observablen dienten die zeitlichen Verl�aufe der in Abbildung 6.2 gekennzeichneten Dihe-
dralwinkel �1, �2 und �3, welche Torsionen um die Bindungen C5-C6 und C6-O der Ver-
br�uckung bzw. um die Bindung C1-C2 innerhalb des Pyranoserings beschreiben. W�ahrend
die ersten beiden Winkel beschreiben, wie benachbarte Ringe zueinander orientiert sind,
charakterisiert �3 die Konformation eines Pyranoserings (Sessel- oder Wannenkonforma-
tion). Jeder dieser Dihedralwinkel besitzt drei Gleichgewichtslagen, �1

i = 60 o, �2
i = 180 o

und �3
i = 300 o (i = 1; 2; 3). In der Simulation wurden diese durch ein Kosinuspotenzial

E�i
Dihe = k�i[1 + cos(n�i)] (i = 1; 2; 3) (6.1)

mit der Barrierenh�ohe k�i und der Periodizit�at von n = 3 beschrieben.

Da wir schon in den Dissoziationssimulationen zu AN02-Hapten eine Abh�angigkeit der
Dissoziationskraft von der Zuggeschwindigkeit vcant beobachtet hatten, zogen wir auch
hier eine Abh�angigkeit in Betracht. Um einen m�oglichen Ein
uss der Zuggeschwindigkeit
auf den Dehnungsprozess zu studieren, wurde eine Reihe von Dehnungssimulationen mit
Zuggeschwindigkeiten von 0:5�100m/s durchgef�uhrt. Die l�angste Simulation mit vcant =
0:5m/s deckte eine Zeitspanne von 50 ns ab.

Ergebnisse

W�ahrend der Equilibrierungsphase stabilisierten sich die einzelnen Energiebeitr�age (po-
tenzielle, elektrostatische, Van der Waals-, Dihedral-, Bindungswinkel- und kovalente
Bindungsenergie) nach wenigen Pikosekunden bei den Simulationen von Dextran in va-
cuo und nach etwa 50 ps bei der Simulation von Dextran in Wasser (Daten nicht ge-
zeigt). Die anf�angliche Verbr�uckungskonformation wie auch die Sesselkonformation blie-
ben unver�andert, wie Abbildung 6.3 anhand des Verlaufs der Dihedralwinkel �1, �2 (Ver-
br�uckung) und �3 (Ringkonformation) zeigt. Allerdings unterschieden sich die in vacuo



106 KAPITEL 6. DEHNUNGSSIMULATIONEN VON POLYMERMOLEK�ULEN

equilibrierten Strukturen von der in Wasser insofern, als sich der Verbr�uckungsdihedral-
winkel �2 auf unterschiedlichen Werten stabilisierte (170 o bzw. 100 o), wobei er bei den
in vacuo-Simulationen vergleichsweise stark 
uktuierte. Darin zeigt sich, dass die Mono-
mere in Wasser und in vacuo geringf�ugig unterschiedlich zueinander orientiert waren, was
allerdings die Ausdehnung der Dextranpolymere kaum ver�anderte.
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2
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Abbildung 6.3: Verlauf der Dihedralwinkel �1, �2 und �3 w�ahrend der Equilibrierung f�ur
eine als repr�asentativ ausgew�ahlte Simulation. Zur De�nition der Dihedralwinkel siehe
Abbildung 6.2.

Abbildung 6.4 zeigt die aus vier Dehnungssimulationen extrahierten Kraft-Ausdehnungs-
Kurven: zwei zu Dextrandekameren mit unterschiedlichen Zuggeschwindigkeiten [vcant =
0:5m/s (d�unne durchgezogene Linie) und vcant = 100m/s (gepunktete Linie)] und zwei zu
Dextranpentameren in vacuo (fette Linie) und in Wasser (gestrichelte Linie) mit vcant =
10m/s. Bei allen Kurven lassen sich drei Elastizit�atsregimes unterscheiden, wie anhand
der waagerecht gestrichelten Linien in der Abbildung angedeutet ist. Die Regimes 1 und
3 weisen konstante Steigungen von 1 000 bzw. 5 000 pN/�A (d.h. Elastizit�aten von 10 bzw.
50N/m) auf, das zweite Regime beinhaltet den �Ubergangsbereich zwischen Regime 1 und
3 in Form einer ausgepr�agten

"
Schulter\, wo das Dextranpolymer im Mittel eine sehr hohe

Elastizit�at (geringe Steigung der Kurve) besitzt.

In Regime 2 traten leichte Unterschiede zwischen den Dehnungssimulationen auf. Zum
einen ergab sich f�ur hohe Zuggeschwindigkeiten vcant > 10m/s eine leichte Verschiebung
der Schulter zu h�oheren Zugkr�aften. Zum anderen �el bei der Dehnungssimulation des in
Wasser gel�osten Dextranpentamers der �Ubergang von dem ersten zum dritten Regime we-
niger abrupt aus als in den in vacuo-Simulationen. Die L�ange der Dextranpolymere (zwi-
schen 2 und 10 Monomere) zeigte keinen signi�kanten Ein
uss auf die Kraft-Ausdehnungs-
Kurve.

Abbildung 6.5 zeigt f�ur ein ausgew�ahltes Monomer den Verlauf der Dihedralwinkel �1,
�2 und �3 w�ahrend des Dehnungsprozesses f�ur ein Dextranpentamer in vacuo (links) und
f�ur ein in Wasser gel�ostes Dextranpentamer (rechts). Der Verbr�uckungs-Dihedralwinkel
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Abbildung 6.4: Kraft-Ausdehnungs-Kurven von Dextranpolymeren verschiedener L�ange
mit unterschiedlichen Zuggeschwindigkeiten. Fette, durchgezogene Kurve: 5 Monomere,
vcant = 10m/s. D�unne, durchgezogene Kurve (links): 10 Monomere, vcant = 100m/s.
D�unne, durchgezogene Kurve (rechts): 10 Monomere, vcant = 0:5m/s. Gestrichelte Kurve:
5 Monomere, vcant = 10m/s, explizite Wasserumgebung (die �ubrigen Simulationen fanden
in vacuostatt).

�1 �anderte sich im Verlauf der Dehnungssimulationen signi�kant von 200 o zu Beginn
(als sich das Polymer noch im ungestreckten Zustand befand) auf etwa 50 o am Ende
der Simulationen. In den in vacuo-Simulationen war ein Sprung zu beobachten, w�ahrend
bei der Simulation mit explizitem Wasser der �Ubergang zwischen dem anf�anglichen und
dem Endwert des Dihedralwinkels �1 o�ensichtlich ged�ampft war. Die Spr�unge von �1

erfolgten in allen anderen Monomeren in �ahnlicher Weise (nicht gezeigt); sie fanden unter
den einzelnen Monomeren allerdings nicht korreliert statt, sondern verteilten sich �uber
ein Zeitfenster, das sich bei der hier gezeigten Simulation von 500 bis 800 ps erstreckte,
mit entsprechenden Zugkr�aften zwischen 800 auf 1200 pN. Bei einigen Monomeren traten
in dieser Zeitspanne mehrere Spr�unge von der einen in die andere Stellung auf, bevor sich
�1 endg�ultig auf 50 o stabilisierte. Der andere Dihedralwinkel in der Verbr�uckung, �2,
wuchs in den in vacuo-Simulationen von im Mittel 150 o auf 180 o leicht an, wobei er sich
in den meisten Monomeren gerade zu dem Zeitpunkt auf dem Endwert stabilisierte, als
sich �1 in den einzelnen Monomeren schlagartig zu �andern begann. In der Simulation mit
explizitem Wasser zeigte �2 keine wesentlichen Ver�anderungen.

Der als Indikator f�ur die Ringkonformation ausgew�ahlte Dihedralwinkel �3 blieb w�ahrend
aller Dehnungssimulationen nahezu unver�andert.
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Abbildung 6.5: Verlauf der Dihedralwinkel �1, �2 und �3 w�ahrend der Dehnungssimula-
tion eines Dextranpentamers in vacuo (links) und in expliziter Wasserumgebung (rechts).

Diskussion

Die Dehnungssimulationen zeigten, dass die Monomere eines Dextranpolymers bereits
bei einer Zugkraft von etwa 100 pN in nahezu gestreckter Form angeordnet waren (sie-
he dazu den Schnappschuss in Abbildung 6.6). So k�onnen entropische Kr�afte, die ei-
ne an Kon�gurationsm�oglichkeiten reichere, weniger gestreckte Konformation der Dex-
tranpolymere beg�unstigen, bei h�oheren Kr�aften keine gro�e Rolle mehr spielen. Die im
ersten Regime der Kraft-Ausdehnungs-Kurve beobachtete mittlere Elastizit�at von etwa
10N/m konnte auf die kontinuierliche Dehnung sowohl von Dihedralwinkeln (siehe Ab-
bildung 6.5) als auch von Bindungswinkeln (nicht gezeigt) zur�uckgef�uhrt werden. Da-
mit konnte die aus den experimentellen Kraft-Ausdehnungs-Kurven abgeleitete Hypo-
these, dass bei Zugkr�aften bis 250 pN bereits Winkel verformt werden, aus Sicht der
MD-Simulationen best�atigt werden.

Abbildung 6.6: Schnappschuss der Struktur eines Dextranpentamers bei einer anliegen-
den Zugkraft von 100 pN, bei der die Monomere bereits in ann�ahernd gestreckter Form
angeordnet sind.

Die in den Simulationen beobachtete ausgepr�agte Schulter in den Kraft-Ausdehnungs-
Kurven stellte jedoch etwas qualitativ v�ollig Neues und Unerwartetes dar. Diese Schulter
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zeugt davon, dass in einem Regime von Zugkr�aften, das etwa zwischen 700 und 1300 pN
liegt, die Elastizit�at der Dextranpolymere drastisch zunahm, da hier die mittlere L�ange
der einzelnen Monomere ohne erhebliche weitere Steigerung der Zugspannung signi�kant
anwuchs. Dies weist darauf hin, dass sich in der Konformation von Dextran in diesem
Regime eine deutliche �Anderung vollziehen musste. Der Verlauf des Dihedralwinkels �1

zeigt, dass diese �Anderung in der Verbr�uckung der Monomere zu suchen ist, da dieser sich
gerade zu dem Zeitpunkt sprunghaft �anderte als die Schulter in der Kraft-Ausdehnungs-
Kurve auftrat. Eine genauere Betrachtung der Struktur ergab, dass der Sprung von �1

von 200 o auf 50 o zu einer Verl�angerung von etwa 0:8�A pro Monomer in Zugrichtung
f�uhrte.

Es zeigte sich, dass die sprunghafte �Anderung des Dihedralwinkels �1 einen ebenso
sprunghaften Verlauf der Kraft-Ausdehnungs-Kurve zur Folge hatte, wie in den in vacuo-
Simulationen deutlich zu sehen ist (siehe die durchgezogenen Kurven Abbildung 6.4 und
die linke Seite von Abbildung 6.5). Der gleichm�a�igere �Ubergang des Dihedralwinkels �1

von seinem Anfangs- auf den Endwert bei der Simulation mit explizitem Wasser f�uhrte
dagegen zu einer leicht

"
verschmierten\ Schulter in der Kraft-Ausdehnungs-Kurve (siehe

gestrichelte Kurve in Abbildung 6.4). Den Grund f�ur den kontinuierlicheren �Ubergang von
Dextran in Wasser sehen wir in der Reibung, die die Wassermolek�ule dem Dextran entge-
gensetzen und es somit in seiner Bewegung d�ampfen. Diese D�ampfung zeigt sich auch in
einer meist etwas geringeren Amplitude und einer niedrigeren Frequenz der Fluktuationen
in den Dihedralwinkeln.

Abbildung 6.7 zeigt die beobachteten kraftinduzierten Konformations�anderungen eines
Dextrandimers anhand von vier Schnappsch�ussen. Die Zugspannung nimmt dabei von
oben nach unten fortschreitend zu. Im zweiten und dritten Schnappschuss ist deutlich zu
sehen, wie der Bindungswinkel in der Verbr�uckung, der durch die Atome O, C6 und C5
gebildet wird (in der Abbildung durch einen Kreis hervorgehoben), zun�achst am �xierten
Ende des Dimers, dann zwischen den beiden Monomeren umklappt, was eine Verl�angerung
des Molek�uls mit sich bringt.

Die von uns vorhergesagten Elastizit�atsregimes lie�en weitere kraftmikroskopische Ex-
perimente in der Gruppe von Hermann Gaub folgen, in denen Dextran vermittels einer
neuen Technik, die eine sehr viel festere Kopplung des Polymers an den Cantilever und an
die Unterlage erm�oglicht, bis zu sehr viel h�oheren Kr�aften (etwa 1 000 pN) gedehnt wurde
als in den vorausgehenden Experimenten. In diesen Experimenten konnten die aus den
Simulationen abgeleiteten Kraft-Ausdehnungs-Kurven sehr gut reproduziert werden [17].
Insbesondere war auch eine ausgepr�agte Schulter zu beobachten. Die Zugkr�afte, bei denen
die Schulter auftrat und somit der �Ubergang von dem Regime hoher und zu dem geringer
Elastizit�at stattfand, waren im Experiment mit rund 700{800 pN [17, 21] nur geringf�ugig
niedriger als in der Simulation.
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750 pN

0 pN

900 pN

1600 pN

Abbildung 6.7: Schnappsch�usse eines Dextrandimers w�ahrend des simulierten Dehnungs-
prozesses. Rechts sind die aktuell wirkenden Zugkr�afte angegeben. Die Kreise markieren
jeweils die Stelle in der Verbr�uckung, an der sich ein Konformations�ubergang ereignet.
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6.1.2 Cellulose und Amylose

Die unerwarteten Ergebnisse zur Elastizit�atscharakteristik von Dextran motivierten wei-
tere kraftmikroskopische Experimente an anderen Polysacchariden, insbesondere an Cel-
lulose und Amylose [22]. Im Gegensatz zum (1,6)-verbr�uckten Dextran weisen diese eine
(1,4)-Verbr�uckung auf. Auch zu diesen beiden Polysacchariden haben wir Dehnungssimu-
lationen durchgef�uhrt, die in diesem Abschnitt dargestellt werden.

Methoden

Die Vorgehensweise bei den Dehnungssimulationen zu Cellulose und Amylose (Abbil-
dung 6.8) war analog zu der bei Dextran. Im Folgenden werden deswegen nur diejenigen
methodischen Details erw�ahnt, die sich von denen in den Dextransimulationen unterschei-
den. �-(1,4)-Glucopyranose (Cellulose) und �-(1,4)-Glucopyranose (Amylose) wurden in
verschiedenen L�angen (2 bis 16 Monomere) mit Hilfe des Molek�ul-Editors in Quanta [110]
modelliert und anschlie�end minimiert und equilibriert. Die beiden Strukturen, die sich
lediglich in der Verbr�uckung voneinander unterscheiden (siehe dazu auch Abbildung 6.1),
sind in Abbildung 6.8 als Dimer gezeigt. Da die explizite Ber�ucksichtigung einer Wasser-

Φ3
Φ1

(1,4)-Glucopyranose (Amylose)α

β (1,4)-Glucopyranose (Cellulose)

C4Φ2

C1

Abbildung 6.8: Vorgehensweise bei den Dehnungssimulationen zu Cellulose und Amylose.
Mit den angedeuteten Dihedralwinkeln �1, �2 und �3 wurden die Konformationen der
Verbr�uckung bzw. der Pyranoseringe charakterisiert.

umgebung bei Dextran nur zu marginalen Unterschieden im Vergleich zu den in vacuo-
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Simulationen f�uhrte, wurden auch Cellulose und Amylose in vacuo simuliert. Lediglich
ein Amylosepentamer wurde analog zu dem weiter oben beschriebenen Dextranpentamer
in einer expliziten Wasserumgebung simuliert, um die G�ultigkeit dieses Vorgehens zu
�uberpr�ufen.

Wie Abbildung 6.8 zeigt, wurde hier am linken Ende des Polymers das an dem Kohlen-
sto�atom C4 gebundene Sauersto�atom �xiert, w�ahrend das Zugpotenzial (Feder) auf
das Sauersto�atom wirkte, das am Kohlensto�atom C1 des am rechten Ende be�ndlichen
Monomers gebunden war.

Zus�atzlich wurde f�ur ein �-(1,4)-Glucopyranose-Dimer (Maltose) das in den MD-Simula-
tionen verwendete CHARMM-Kraftfeld mit Hilfe von Dichtefunktionalrechnungen �uber-
pr�uft. Dazu wurden

"
quasistatische\ Dehnungssimulationen (d.h. Temperatur T = 0K)

durchgef�uhrt, d.h. die Struktur des Dimers wurde f�ur ausgew�ahlte gestreckte Zust�ande
zwischen 4.2 und 6:3�A in separaten Simulationen sowohl

"
klassisch\ mit dem CHARMM-

Kraftfeld als auch in quantenmechanischen Rechnungen minimiert. Letztere wurden mit
dem Dichtefunktionalprogramm CPMD [230] durchgef�uhrt, das �uber ein geeignetes Inter-
face an das verwendete MD-Simulationsprogramm EGO gekoppelt wurde [231]. F�ur das
Austauschwechselwirkungsfunktional wurden dabei Vanderbilt-Pseudopotenziale [232] ver-
wendet. F�ur die Entwicklung der Wellenfunktion der Elektronendichte in ebene Wellen
wurde ein cuto� von 25Rydberg angesetzt. Als Kriterium f�ur den Vergleich der Kraft-
feldrechnungen mit den quantenmechanischen Rechnungen dienten die potenzielle Energie
bzw. die Grundzustandsenergie des Dimers sowie die Ringgeometrie, beschrieben durch
den Dihedralwinkel �3.

Bei einer Reihe von Amylose-Simulationen wurde untersucht, welchen Ein
uss die Rotati-
ons
exibilit�at zwischen benachbarten Monomeren auf den Dehnungsprozess hat. In diesen
Simulationen wurde der Dihedralwinkel �3 in der Verbr�uckung �xiert, so dass die Ring-
ebenen der benachbarten Monomere in antiparalleler Orientierung zueinander standen.
Dazu wurde in das Kraftfeld ein zus�atzliches Zwangspotenzial der Form

U�x := U0 cos(�1 +��) (6.2)

eingef�ugt, das mit �� = 233 o so gew�ahlt wurde, dass die antiparallele Orientierung
�1 = �53 o energetisch favorisiert wurde. F�ur den Maximalwert U0 des Zwangspotenzials
wurden Werte zwischen 2.5 und 10 kcal/mol gew�ahlt.

F�ur Cellulose und Amylose wurden Dehnungssimulationen mit Zuggeschwindigkeiten zwi-
schen 50 und 1m/s durchgef�uhrt. F�ur die Analyse der Strukturen w�ahrend des Deh-
nungsprozesses wurden die l�angsten Simulationen herangezogen, die mit vcant = 1m/s
eine Zeitspanne von jeweils 40 ns umfassten.

Ergebnisse und Diskussion

Die Cellulose- und Amylosepolymere zeigten w�ahrend der Equilibrierungsphase nach etwa
50 ps keine Drift in der Energie mehr, und die anf�anglichen Konformationen (insbesondere
die Sesselkonformation der Pyranoseringe) blieben erhalten.
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Abbildung 6.9: Kraft-Ausdehnungs-Kurven von Cellulose (gestrichelte Kurve) und Amy-
lose (durchgezogene Kurven) abgeleitet aus Dehnungssimulationen mit einer Zuggeschwin-
digkeit vcant = 1m/s. Die Simulationen von Amylose wurden mit (d�unne Linien) und ohne
(dicke Linie) Zwangspotenzial, das die antiparallele Orientierung der Monomere zueinan-
der beg�unstigt, durchgef�uhrt.

Abbildung 6.9 zeigt Kraft-Ausdehnungs-Kurven f�ur 16-mere von Cellulose (gestrichelte
Kurve) und Amylose (durchgezogene Kurven). F�ur Cellulose k�onnen zwei Regimes unter-
schieden werden: ein Regime hoher Elastizit�at f�ur Zugkr�afte unter 100 pN und ein Regime
hoher Stei�gkeit (d.h. geringer Elastizit�at) f�ur Zugkr�afte �uber 100 pN. In dem Regime ho-
her Elastizit�at wurde das 16-mer aus einer teilweise gefalteten Konformation in eine im
wesentlichen linear verlaufende Polymerkette mit einer durchschnittlichen Monomeraus-
dehnung von knapp �uber 5�A �uberf�uhrt. Da in dieser Phase der dem Polymer zug�angliche
Kon�gurationsraum zunehmend reduziert wird, nehmen wir an, dass dieses Elastizit�ats-
regime entropisch dominiert ist. Dies best�atigten in der Tat die experimentell ermittelten
Kraft-Ausdehnungs-Kurven, in denen der Bereich bis 100 pN sehr gut mit dem

"
worm

like chain model\ [12] beschrieben werden konnte [17,19] und daher hier nicht untersucht
wurde.

Im Gegensatz zum Regime hoher Elastizit�at ist das Regime hoher Stei�gkeit durch die
Deformation von Bindungs- und Torsionswinkeln bestimmt. Die n�ahere Betrachtung er-
gab, dass die Kraft-Ausdehnungs-Kurve von Cellulose eine ganz leichte (in der Abbildung
kaum sichtbare) Schulter bei einer Zugkraft von etwa 1600 pN aufweist. Die Elastizit�at des
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Polymers betr�agt unterhalb dieser Schulter etwa 3300 - 3600 pN/�A, oberhalb der Schulter
etwa 5100 pN/�A.

φ
2

β

φ

(1,4)-Glukoseα(1,4)-Glukose

φ

1
φ

3
φ

1

2

φ
3

φ
21

φ

3
φ

Abbildung 6.10: Konformations�anderungen von Cellulose (links) und Amylose (rechts)
w�ahrend der Dehnungssimulationen. Die oberen Strukturen zeigen die anf�anglichen Kon-
formationen (nur zwei von 16 Monomeren sind gezeigt), die unteren zeigen repr�asentative
Schnappsch�usse nach einer Simulationszeit von 30 ns bei einer Zugkraft von etwa 1700 pN.
Unten sind die Verl�aufe der Dihedralwinkel �1, �2 und �3 im Verlauf der Simulation auf-
getragen.

Die Versteifung von Cellulose bei einer Zugkraft von etwa 1600 pN r�uhrt von einer Drehung
der Monomere um die in der Verbr�uckung be�ndliche C1-O-Achse her, die durch den Win-
kel �2 beschrieben wird. Dieser E�ekt ist in der linken H�alfte von Abbildung 6.10 gezeigt:
In dem unteren Schnappschuss, der bei einer Zugkraft von 1700 pN als ein repr�asentativer
ausgew�ahlt wurde, hat sich der rechte Monomer bez�uglich des linken Monomers um die
mit �2 bezeichnete Achse gedreht. Die gezeigte Struktur suggeriert zwar eine Drehung
eher um �1, jedoch identi�zieren die Verl�aufe von �2 und �1 im unteren Teil der Abbil-
dung den Dihedralwinkel �2 als denjenigen, bei dem sich im Dehnungsprozess signi�kante
Ver�anderungen ergaben. Entsprechend wurde die intermonomere Rotation mit Hilfe des
Dihedralwinkels �2 quanti�ziert, der einen �Ubergang von anf�anglich 0 o auf einen mittleren
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Wert von �60 o im gedehnten Zustand zeigt. Diese �Uberg�ange ereigneten sich �uberwie-
gend im Zeitfenster zwischen 15 und 22 ns (mit entsprechenden Zugkr�aften zwischen 1300
und 1600 pN). Da damit nur ein sehr geringer Zuwachs in der Ausdehnung von weniger
als 0:1�A pro Monomer einherging, ist dieser �Ubergang in der Kraft-Ausdehnungs-Kurve
kaum zu erkennen.

Im Gegensatz zu Cellulose zeigt Amylose bei Zugkr�aften zwischen 250 und 1 000 pN eine
sehr viele h�ohere Elastizit�at (Abbildung 6.9 durchgezogene, fette Kurve). (Die beiden
d�unnen durchgezogenen Kurven werden weiter unten diskutiert.) Bei h�oheren Zugkr�aften
haben Amylose und Cellulose in etwa dieselbe Elastizit�at.

Worin liegt der signi�kante Unterschied in den Elastizit�aten von Amylose und Cellulose
bei Zugkr�aften unterhalb von 1 000 pN begr�undet? Die Schnappsch�usse auf der rechten
Seite in Abbildung 6.10 geben hier Aufschluss: Jedes Monomer in Amylose machte eine
Konformations�anderung von einer Sessel- in eine Wannenkonformation durch. Dies zeigt
auch der Verlauf von Dihedralwinkel �3 (unterste Kurve in der Abbildung), den wir als
geeignete Observable f�ur den Sessel-Wannen-�Ubergang ausgew�ahlt haben: �3 � �50 o

entspricht dabei einer Sesselkonformation, �3 � +50 o einer Wannenkonformation. Die-
ser intramonomere �Ubergang bewirkt eine erhebliche Verl�angerung von etwa 0:5�A pro
Monomer; das ist wesentlich mehr, als es bei dem intermonomeren �Ubergang von Cellu-
lose der Fall ist. Im Gegensatz zu Cellulose �anderte sich bei Amylose die Orientierung
der Monomere nur ganz geringf�ugig (siehe die �2-Verl�aufe unten in der Abbildung).

Somit ereignete sich bei Amylose �ahnlich wie bei den im Abschnitt 6.1.1 beschriebenen
Dextransimulationen ein Konformations�ubergang, der zu einer signi�kanten Verl�angerung
des Polymers f�uhrte. Im Gegensatz zu Dextran f�uhrte der Konformations�ubergang von
Amylose jedoch zu keiner Schulter in der Kraft-Ausdehnungs-Kurve. Dies steht allerdings
in krassem Gegensatz zu den experimentell ermittelten Kraft-Ausdehnungs-Kurven, da
diese ebenso f�ur Amylose eine ausgepr�agte Schulter aufwiesen [22]. Warum also zeigt
die aus unseren Simulationen zu Amylose abgeleitete Kraft-Ausdehnungs-Kurve keine
Schulter?

Eine Schulter in der Kraft-Ausdehnungs-Kurve tritt dann auf, wenn sich die zu einer
Verl�angerung und Versteifung des Polymers f�uhrenden �Uberg�ange in allen Monomeren
kollektiv, d.h. in einem mehr oder weniger schmalen Zeitfenster bzw. einem kleinen Be-
reich um eine kritische Zugkraft ereignen, bei der das Polymer relativ abrupt l�anger und
steifer wird. Dem Verlauf von �3 ist jedoch zu entnehmen, dass w�ahrend einer Dehnungs-
simulation in dem Amylosepolymer zahlreiche �Uberg�ange von der Sessel- in die Wan-
nenkonformation (und zur�uck) stattfanden, die �uber eine lange Zeitspanne (entsprechend
�uber ein breites Intervall von Zugkr�aften) verteilt waren. Bereits bei niedrigen Kr�aften
von wenig mehr als 100 pN kam es zu vereinzelten �Uberg�angen in den Monomeren, die
dann im weiteren Verlauf in ihrer H�au�gkeit zunahmen; erst nach etwa 25 ns bei einer Zug-
kraft von weit �uber 1 000 pN hatten alle Monomere eine best�andige Wannenkonformation
eingenommen. Wenn man die mittlere Konformation aller Monomere betrachtet, bedeu-
tet dies, dass sich der Sessel-Wannen-�Ubergang aus Sicht des gesamten Polymers nicht
abrupt (wie der Konformations�ubergang beim Dextran, siehe Abbildung 6.5), sondern
nur ganz allm�ahlich vollzog. Entsprechend versteifte und verl�angerte sich das Polymer
ebenfalls nur ganz allm�ahlich, so dass die Kraft-Ausdehnungs-Kurve keinen Sprung zu
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einer gr�o�eren Ausdehnung pro Monomer und damit keine Schulter aufweist.

O�ensichtlich fanden bei Amylose die Sessel-Wannen-�Uberg�ange nicht kollektiv statt. Da
man f�ur statistisch unabh�angige �Uberg�ange ein kollektives Verhalten erwarten w�urde,
haben wir �uberpr�uft, ob benachbarte Monomere tats�achlich statistisch unabh�angig (also
unkorreliert) 
ippen. Die quantitativen Ergebnisse einer solchen Korrelationsanalyse wer-
den wir in dem Exkurs im n�achsten Abschnitt ausf�uhrlich beschreiben; den wesentlichen
Befund wollen wir zur weiteren Diskussion der elastischen Eigenschaften von Amylose be-
reits hier vorwegnehmen: Die Korrelationsanalyse ergab eine signi�kante Antikorrelation
in den �Uberg�angen benachbarter Monomere. W�ahrend die ersten isolierten �Uberg�ange
einzelner Monomere in die Wannenkonformation schon bei relativ niedrigen Zugkr�aften
stattfanden, waren o�ensichtlich erheblich h�ohere Zugkr�afte erforderlich, wenn einer oder
beide der Nachbarn bereits zuvor die Wannenkonformation eingenommen hatten. Die Be-
hinderung weiterer benachbarter Konformations�uberg�ange erkl�art die h�oheren Zugkr�afte,
die erforderlich waren, um auch diese sp�ateren �Uberg�ange zu induzieren. Diese

"
Antiko-

operativit�at\ unterdr�uckte demzufolge die Kollektivit�at der �Uberg�ange, was erkl�art, dass
in der Kraft-Ausdehnungs-Kurve keine Schulter zu beobachten war.

γβα

Abbildung 6.11: Skizze von zwei benachbarten Monomeren in Sessel- (oben) bzw. Wan-
nenkonformation (unten). Zur Erkl�arung der Antikooperativit�at der Sessel-Wannen-
�Uberg�ange wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Wannenkonformation von benach-
barten, parallel zueinander ausgerichteten Monomeren die Bindungswinkel �, � und 
 in
der Verbr�uckung bei weiterer Dehnung st�arker pro L�angeneinheit deformiert, als es bei
der Sesselkonformation der Fall ist.

Warum sind also die Konformations�uberg�ange von Amylose in den Dehnungssimulatio-
nen im Gegensatz zum experimentellen Befund signi�kant antikorreliert? Die Analyse
der Simulationsdaten ergab, dass sich die Monomere, bevor die ersten Sessel-Wannen-
�Uberg�ange auftraten, parallel zueinander orientiert waren, selbst dann, wenn benachbarte
Monomere der ungestreckten Ausgangsstruktur in zuf�alliger oder sogar strikt antipar-
alleler Orientierung zueinander standen. An diese Beobachtung ankn�upfend f�uhrte eine
n�ahere Betrachtung der Geometrie von Amylose (siehe Abbildung 6.11) zu der Hypothese,
dass bei paralleler Orientierung die in der Abbildung mit �, � und 
 bezeichneten Bin-
dungswinkel in der Verbr�uckung zwischen zwei Monomeren bei weiterer Dehnung st�arker
pro L�angenheit deformiert werden, sobald beide Monomere in der Wannenkonformation
sind. Diese st�arkere Deformation der Bindungswinkel w�urde die hohen Zugkr�afte er-
kl�aren, die erforderlich sind, um in benachbarten Monomeren eine Wannenkonformation
zu bewirken.

Zur detaillierten �Uberpr�ufung dieser Hypothese sei auf den n�achsten Abschnitt verwiesen.
Da die in den Simulationen beobachtete Antikooperativit�at strikt mit der parallelen Aus-
richtung der Monomere zueinander einherging und unsere Hypothese einen urs�achlichen
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Abbildung 6.12: Kraft-Ausdehnungs-Kurven f�ur einen Amylose-16-mer in vacuo (fette
durchgezogene Kurve), f�ur einen Amylosepentamer in Wasser (d�unne durchgezogene Kur-
ve) und f�ur einen Amylosepentamer in vacuo (gestrichelte Kurve). Die Zuggeschwindig-
keiten bei den ersten beiden Simulationen betrug 10m/s, bei der letzten 1m/s.

Zusammenhang zwischen beidem aufstellt, wollen wir hier zun�achst der Frage nachgehen,
ob die Diskrepanz zwischen Experiment und Simulation darauf hinweist, dass die parallele
Ausrichtung der Monomere ein Artefakt der MD-Simulationen war.

Um Anhaltspunkte zu bekommen, wo die in den Dehnungssimulationen beobachtete par-
allele Orientierung der Monomere und die damit einhergehende Antikooperativit�at in
den Sessel-Wannen-�Uberg�angen herr�uhrt, wurden weitere Dehnungssimulationen durch-
gef�uhrt. Diese sollten Aufschluss dar�uber geben, welchen Ein
uss die L�ange der Poly-
merkette, die Zuggeschwindigkeit sowie die Einbeziehung einer Wasserumgebung auf die
Kraft-Ausdehnungs-Kurve von Amylose hat. Zus�atzlich wurde das in den MD-Simula-
tionen verwendete CHARMM-Kraftfeld �uberpr�uft, indem Dichtefunktionalrechnungen zu
einem Amylosedimer durchgef�uhrt und mit klassischen CHARMM-Kraftfeldrechnungen
verglichen wurden, wie es weiter oben im Methodenteil beschrieben ist.

Abbildung 6.12 zeigt die aus den zus�atzlichen Dehnungssimulationen erhaltenen Kraft-
Ausdehnungs-Kurven. Die Elastizit�at des Amylosepentamers in vacuo (gestrichelt) zeigt
nur minimale Abweichungen zu der bereits weiter oben diskutierten Kraft-Ausdehnungs-
Kurve des Amylose-16-mers in vacuo (dicke, durchgezogene Kurve). Dieses gilt auch
f�ur weitere, in der Abbildung nicht gezeigte Dehnungssimulationen mit Polymerl�angen
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Wie aus Abbildung 6.13 jedoch ersichtlich, zeigen die zur �Uberpr�ufung des Kraftfeldes mit
Hilfe des Dichtefunktionalprogramms CPMD durchgef�uhrten quantenmechanischen Rech-
nungen (Symbole) eine gute �Ubereinstimmung mit den klassischen CHARMM-Kraftfeld-
Rechnungen (Linien). An Hand des Dihedralwinkels �3 (links) ist erkennbar, dass der
Sessel-Wannen-�Ubergang bei nahezu identischen Polymerausdehnungen auftrat, und dass
die (minimierte) potenzielle Energie in Abh�angigkeit von der Polymerausdehnung f�ur das
CHARMM-Kraftfeld (rechts, Linien) gut mit den Dichtefunktionalwerten �ubereinstimm-
te (Symbole) | lediglich bei gro�en Ausdehnungen von �uber 5:5�A pro Monomer gab
es geringf�ugige Abweichungen. Letzteres �uberrascht allerdings nicht, weil wir uns hier
bereits in einem Bereich be�nden, in dem wir weit von dem Gleichgewichtszustand des
Molek�uls entfernt sind, so dass die harmonischen N�aherungen im klassischen Kraftfeld
keine sehr genaue Beschreibung mehr liefern k�onnen. Entscheidend ist, dass der Sessel-
Wannen-�Ubergang durch das CHARMM-Kraftfeld o�ensichtlich zutre�end beschrieben
wird.

Alle diese zum Teil recht aufwendigen Tests belegen, dass die ausgepr�agte Antikoope-
rativit�at der Sessel-Wannen-�Uberg�ange kein Simulationsartefakt ist. Auch alle anderen
den Simulationen zugrunde liegenden N�aherungen und Annahmen | etwa die klassische
N�aherung der Kernbewegung oder die Multipolentwicklung der Coulomb-Wechselwirkung
| konnten die beobachtete Diskrepanz nicht verursachen. Dies zwang uns zu dem
Schluss, dass die Experimente nicht an den in Abbildung 6.8 gezeigten Polymeren durch-
gef�uhrt wurden, sondern etwa an chemisch modi�zierten Polymeren. Wir vermuteten,
dass gro�e Seitengruppen eine parallele Anordnung der Monomere aus sterischen oder
elektrostatischen Gr�unden unterdr�ucken und damit die Antikooperativit�at der Konforma-
tions�uberg�ange reduzieren oder verhindern. Tats�achlich werden, wie eine Recherche zeig-
te, oft Schutzgruppen verwendet, um Polysaccharide zu neutralisieren oder wasserl�oslich
zu machen [234].

Um diese Hypothese zu �uberpr�ufen, wurde nun der vermutete Ein
uss gro�er Seitengrup-
pen im Simulationsmodell ber�ucksichtigt, indem die Anordnung der Ringebenen einem
schwachen Zwangspotenzial [Gleichung (6.2)] unterworfen wurde, das eine antiparallele
Orientierung der Monomere beg�unstigt. Tats�achlich zeigten diese modi�zierten Simula-
tionen eine ausgepr�agte Schulter in der Kraft-Ausdehnungs-Kurve (d�unne, durchgezogene
Kurven in Abbildung 6.9). Dabei variierte die Zugkraft, bei der die Schulter auftrat, mit
der St�arke U0 des Zwangspotenzials. Die obere und untere Kurve resultieren aus Deh-
nungssimulationen mit U0 = 5 bzw. U0 = 3:75 kcal/mol.

Eine �Uberpr�ufung der in den Dehnungsexperimenten verwendeten Proben hat ergeben,
dass Amylose in der Tat �uber Seitengruppen verf�ugte. Dabei handelte es sich nach Anga-
ben unserer Kollegen vom Lehrstuhl Gaub in M�unchen entweder um Ether-Aceto- oder
um Ether-Aceto-N-Succinimid-Seitengruppen [235].
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6.1.3 Exkurs: Antikooperativit�at bei Amylose�uberg�angen

In diesem Abschnitt wollen wir die in den MD-Dehnungssimulationen zu Amylose be-
obachtete Antikooperativit�at in den Konformations�anderungen benachbarter Monomere
n�aher untersuchen. Zum einen soll in einer analytischen Behandlung der Grad der Antiko-
operativit�at quanti�ziert werden. Dabei wollen wir aus den Simulationen die freie Energie,
die f�ur den �Ubergang eines gegebenen Monomers von der Sessel- in die Wannenkonforma-
tion erforderlich ist, in Abh�angigkeit davon absch�atzen, ob benachbarte Monomere sich
noch in der Sessel- oder bereits in der Wannenkonformation be�nden. Zum anderen wol-
len wir eine physikalische Interpretation f�ur die Antikooperativit�at �nden, also die Frage
beantworten, welche Mechanismen f�ur diesen E�ekt verantwortlich sind.

F�ur die analytische Behandlung von Konformations�uberg�angen innerhalb von Polysac-
chariden, die unabh�angig voneinander auftreten, wurde bereits ein Zwei-Zustands-Modell
vorgeschlagen [236]. In diesem Modell, das in Abbildung 6.14 skizziert ist, wird der Zu-
stand eines jeden Monomers durch eine Freie-Energie-Landschaft G(z) beschrieben, in der
zwei Minima [in unserem Fall die Sesselkonformation (links) und die Wannenkonformati-
on (rechts)] durch eine Barriere voneinander getrennt sind (fette Linie in der Abbildung).
Die Reaktionskoordinate ist dabei die Monomerausdehnung z. Die angelegte Zugkraft
wird wieder durch ein harmonisches Federpotenzial VFeder beschrieben, f�ur das wir hier
den Grenzfall eines weichen Cantilevers annehmen, so dass es in dem interessierenden
Bereich eine konstante Steigung aufweist (d�unne gestrichelte Linie). Ganz analog zu der
Abhandlung in Kapitel 4 modi�ziert auch hier das Zugpotenzial die Energielandschaft
(fette gestrichelte Linie), so dass die Barrierenh�ohe �G" erniedrigt und daher schneller
�uberquert wird.

Um nun auch korrelierte (oder antikorrelierte) �Uberg�ange beschreiben zu k�onnen, erwei-
tern wir das Zwei-Zustands-Modell zu einem Vier-Zustands-Modell, das uns in die Lage
versetzt, Konformationen und Konformations�uberg�ange von Paaren benachbarter Mono-
mere zu betrachten. Indem wir den vier Zust�anden und den zugeh�origen �Uberg�angen
freie Energien zuordnen, sollte dieses Modell Aufschluss dar�uber geben, inwieweit der
Konformationszustand eines Monomers die �Ubergangskinetik eines benachbarten Mono-
mers beein
usst.

Methoden

Simulation und Auswertung

Alle Untersuchungen zur Antikooperativit�at st�utzen sich auf die weiter oben in Ab-
schnitt 6.1.2 beschriebene Dehnungssimulation des Amylose-16-mers, wobei diejenige mit
der kleinsten Zuggeschwindigkeit, vcant = 1m/s, und entsprechend der l�angsten Simula-
tionszeitspanne, T0 = 40 ns, ausgew�ahlt wurde. Diese eignet sich deswegen sehr gut zu
einer Korrelationsanalyse, da in ihr auf Grund der langen Simulationszeitspanne in je-
dem einzelnen Monomer sehr viele �Uberg�ange von der Sessel- in die Wannenkonformation
und zur�uck auftraten und somit der statistische Fehler klein ist. Da w�ahrend der Deh-
nungssimulation die Koordinaten des Polymers alle 100 fs abgespeichert wurden, umfasst
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Abbildung 6.14: Zwei-Zustands-Modell f�ur Konformations�uberg�ange innerhalb einzelner
Monomere. Die Freie-Energie-Landschaft G(z) des ungest�orten Monomers (fette Linie)
als Funktion seiner Ausdehnung z mit der stabilen Konformation `Sessel' (Edukt) und der
metastabilen Konformation `Wanne' ist modi�ziert durch das Federpotenzial VFeder (d�unne
gestrichelte Linie), das als Modell f�ur den (weichen) Cantilever dient. Dadurch werden
die Barrierenh�ohe �G" erniedrigt (fette gestrichelte Linie) und Konformations�uberg�ange
in Richtung der r�aumlich ausgedehnteren Wannenkonformation induziert.

diese Trajektorie insgesamt 400 000 Koordinatens�atze. F�ur die methodischen Details der
Durchf�uhrung dieser Simulation sei auf den Methodenteil in Abschnitt 6.1.2 verwiesen.

Aus der Simulation wurden zun�achst die H�au�gkeiten der Sessel- und Wannenkonforma-
tionen ermittelt, um die Wahrscheinlichkeit des Auftretens der einzelnen Konformationen
f�ur die Simulationszeitspanne abzusch�atzen. Dar�uber hinaus wurden mittlere �Ubergangs-
raten bestimmt, indem f�ur jedes einzelne Monomer Sessel-Wannen- �Uberg�ange abgez�ahlt
und zeitlich gemittelt wurden. F�ur die Statistik der Konformations�uberg�ange wurde der
intramonomere Dihedralwinkel �3 (siehe Abbildung 6.8 in Abschnitt 6.1.2) herangezogen,
der in der Sesselkonformation um �50 o und in der Wannenkonformation um +50 o 
uktu-
ierte. Da die Amplitude dieser Fluktuationen wesentlich geringer als 50 o war, konnte die
Zuordnung Sessel-/Wannenkonformation mit hinreichender Genauigkeit erfolgen. Deswei-
teren wurden die H�au�gkeiten von Sessel- und Wannenkonformationen in Abh�angigkeit
von der Konformation des benachbarten Monomers und die �uber die Zeit gemittelten
H�au�gkeiten f�ur die Konstellationen `Sessel'-`Sessel', `Sessel'-`Wanne', `Wanne'-`Sessel'
und `Wanne'-`Wanne' bestimmt. Die mittleren H�au�gkeiten und �Ubergangsraten wurden
jeweils �uber Zeitfenster von 100 ps L�ange bestimmt, d.h. eine zu einem festen Zeitpunkt
gegebene Wahrscheinlichkeit st�utzt sich auf 1 000 Koordinatens�atze.

Um einen Einblick zu bekommen, welche atomaren Mechanismen und gegebenenfalls geo-
metrischen Aspekte eine Rolle bei der beobachteten Antikooperativit�at spielen, haben wir
in Analogie zu der in Abschnitt 6.1.2 beschriebenen Minimierung eines Amylosedimers ein
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Amylosepentamer f�ur alle Ausdehnungen zwischen 5 und 6�A pro Monomer in Schritten
von 0:01�A im CHARMM-Kraftfeld minimiert und dabei den Verlauf der Bindungswinkel
�, � und 
, die in Abbildung 6.11 angedeutet sind, als Funktion der Ausdehnung verfolgt.
Das Augenmerk lag dabei darauf, wie sich diese Bindungswinkel bei fortschreitender Deh-
nung des Polymers in Abh�angigkeit von den Konformationen der angrenzenden Monomere
ver�andern.

Theorie des zeitabh�angigen Vier-Zustands-Modells

Das Vier-Zustands-Modell ist in Abbildung 6.15 gezeigt. In ihm werden die vier m�oglichen
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Abbildung 6.15: Vier-Zustands-Modell zur Beschreibung von potenziell (an-
ti)kooperativen Konformations�uberg�angen in zwei benachbarten Monomeren der Poly-
merkette. Zur Erkl�arung siehe Text.

Konformationen mit vier Zust�anden beschrieben, n�amlich `11' (Ring A und Ring B in
Sesselkonformation), `21' (A: Wanne, B: Sessel), `12' (A: Sessel, B: Wanne) und `22' (A:
Wanne, B: Wanne). Diese vier Zust�ande sollen durch die freien Energien G11, G21, G12

bzw. G22 charakterisiert werden. Wir betrachten die �Uberg�ange (
"
Flips\, durch Pfeile

symbolisiert) `A1' (Ring A 
ippt, Ring B ist in Sesselkonformation), `A2' (A: 
ippt, B:
Wanne), `B1' (A: Sessel, B: 
ippt) und `B2' (A: Wanne, B: 
ippt). Wir nehmen an, dass
jeder �Ubergang von zeitlich vorangegangenen �Uberg�angen statistisch unabh�angig ist und
beschreiben sie mit den Ratenkonstanten kA1, kA2, kB1 und kB2 f�ur die Vorw�artsreaktion
(Sessel !Wanne); die entsprechenden Ratenkonstanten f�ur die R�uckreaktion (Wanne!
Sessel) sind jeweils gestrichen gekennzeichnet.

Als Ma� f�ur die (Anti-)Kooperativit�at soll der Unterschied der Di�erenzen �GA1 :=
G21 � G11 und �GA2 := G22 � G12 dienen: Ohne jegliche Kooperativit�at sollten die
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�Uberg�ange von Ring A unabh�angig von der Konformation von Ring B sein, die Freie-
Energie-Di�erenzen �GA1 und �GA2 also identisch sein. Analoges gilt f�ur die �Uberg�ange
und die Aktivierungsenergien von Ring B.

Das Zugpotenzial der Form

VFeder :=
k

2
(z � vcantt)

2 mit k�z � jFFederj (6.3)

ist anhand der gestrichelten Linie in Abbildung 6.15 dargestellt; k ist hier die Federkon-
stante, vcant die Zuggeschwindigkeit, z die Position des Atoms, auf das das Zugpotenzial
wirkt, �z die durch den Sessel-Wannen-�Ubergangs erfolgte Verl�angerung eines Monomers
und FFeder eine typische Zugkraft. In dem von uns betrachteten Grenzfall der weichen
Feder k�onnen wir VFeder linearisieren: VFeder = kzvt + O(z2). Dann ist die Zugkraft
FFeder = �kvt [+O(z)] unabh�angig von z und w�achst linear mit t.

Freie-Energie-Zust�ande

Auch hier werden, wie in Abbildung 6.15 durch graue Pfeile angedeutet, alle Zust�ande, die
sich unterhalb der gestrichelten Geraden be�nden (entlang derer VFeder = 0), durch das
Zugpotenzial energetisch angehoben, wohingegen alle Zust�ande, die oberhalb dieser Ge-
raden liegen, energetisch abgesenkt werden. Setzt man voraus, dass sich die �Ubergangs-
zust�ande entlang der Reaktionskoordinate genau in der Mitte zwischen benachbarten
Gleichgewichtszust�anden be�nden, so k�onnen die durch das Zugpotenzial modi�zierten
Zust�ande beschrieben werden durch

G11(t) = G11 + ut G�
A1(t) = G�

A1 + ut=2
G12(t) = G12 = const: G�

A2(t) = G�
A2 � ut=2

G21(t) = G21 = const: G�
B1(t) = G�

B1 + ut=2
G22(t) = G22 � ut G�

B2(t) = G�
B2 � ut=2

9>>>=
>>>; (6.4)

wobei u := kv�z.

Wenn wir annehmen, dass sich das System zu allen Zeiten nahe des Gleichgewichts be�n-
det (was hier zutri�t, da u=kBT sehr viel kleiner ist als die beobachteten �Ubergangsraten),
dann sind die quasi-station�aren Wahrscheinlichkeiten pij(t) f�ur die vier Zust�ande (ij) ge-
geben durch den Boltzmann-Faktor

pij(t) =
exp[��Gij(t)]

Z(t)
(6.5)

mit � = 1=kBT und der Zustandssumme

Z(t) :=
2X

i0;j0=1

exp[��Gi0j0(t)] : (6.6)

Verwendet man die Gleichungen (6.4) und (6.5), dann erh�alt man f�ur die �uber die ge-
samte Simulationszeitspanne T0 gemittelte Wahrscheinlichkeit, dass beide Ringe etwa im
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Zustand 11 sind,

hp11it =
1

T0

Z T0

0
p11(t) dt

=
1

T0

Z T0

0

h
1 + e��(�GA1�ut) + e��(�GB1�ut) + e��(�GA2+�GB1�2ut)

i�1

= �uT0 � 1

2
ln

"
1 + k1e

�uT0 + k2e
2�uT0

1 + k1 + k2

#
+ k1D

�1=2atanh
y1 � y2
1� y1y2

(6.7)

mit k1 := e���GA1 + e���GB1 , k2 := e��(�GA2+�GB1), y1 := (k1 + 2k2e
�uT0)D�1=2, y2 :=

(k1 + 2k2)D
�1=2 und D := k21 � 4k2. Auch f�ur den Fall, dass in Gleichung (6.7) D < 0,

erhalten wir eine reelle Zahl als Resultat, da atanh (i') = i atan ('). Analoge Rechnungen
ergeben entsprechende Resultate f�ur die drei anderen Zust�ande 12, 21 und 22.

Um eine Vorstellung zu bekommen, wie die so berechneten hpijit (ij = 11; 12; 21; 22)
aussehen, ist deren Verlauf in Abbildung 6.16 als Funktion der Zuggeschwindigkeit f�ur
eine konstant gew�ahlte Simulationszeitspanne T0 gezeigt. Dazu wurden die Freie-Energie-
Di�erenzen �Gik herangezogen, die weiter unten in Tabelle 6.1 angegeben sind (diese
wurden aus unseren Simulationen abgesch�atzt und werden sp�ater diskutiert). Die gestri-
chelte Linie gibt die Zuggeschwindigkeit an, die in den Simulationen verwendet wurde.
Wie man erkennt, ist f�ur kleine Zuggeschwindigkeiten die Konstellation `Sessel'-`Sessel'
bevorzugt (hp11it nahe bei Eins), w�ahrend f�ur gro�e Zuggeschwindigkeiten die Konstella-
tion `Wanne'-`Wanne' favorisiert ist (hp22it nahe bei Eins). Dies ist leicht zu verstehen,
da bei kleiner Zuggeschwindigkeit das Polymer f�ur die gegebene Simulationszeitspanne
T0 insgesamt nur wenig gedehnt wird, so dass die Wannenkonformation energetisch ver-
gleichsweise ung�unstig ist. Bei gro�er Zuggeschwindigkeit be�ndet sich das Polymer da-
gegen �uber einen langen Abschnitt der Simulationszeitspanne in einem stark gedehnten
Zustand, in dem die Wannenkonformation die energetisch g�unstigere ist.

Zieht man in Betracht, dass hp11it + hp12it + hp21it + hp22it = 1 und �GA1 + �GB2 =
�GB1 + �GA2, dann erhalten wir drei unabh�angige Gleichungen f�ur drei unabh�angige,
unbekannte Freie-Energie-Di�erenzen. Diese k�onnen berechnet werden, indem man die
mittleren Wahrscheinlichkeiten hpiji aus den Simulationen absch�atzt und die drei un-
abh�angigen Gleichungen (numerisch) l�ost.

Barrierenh�ohen

Um die Barrierenh�ohen in unserem Vier-Zustands-Modell zu bestimmen, ben�otigen wir
die �Ubergangsraten. Nach der Kramers-Theorie in der harmonischen Langevin-N�ahe-
rung f�ur mittlere bis starke Reibung [183] sind diese Raten auf folgende Weise mit den
Barrierenh�ohen, etwa �G"

A1 := G�
A1 �G11, verkn�upft:

kA1 = �e��G
"

A1
=kBT mit � :=

q

2=4 + !2

b � 
=2

!b

!0
2�

: (6.8)

Dabei ist der Vorfaktor � durch die Kr�ummung !0 der Energielandschaft in der N�ahe der
Sessel- und Wannenzust�ande, die Kr�ummung !b an der Stelle des �Ubergangszustands und
den e�ektiven Reibungskoe�zienten 
 bestimmt.
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Abbildung 6.16: Mittlere Wahrscheinlichkeiten hpiji als Funktion der Zuggeschwindigkeit
vcant f�ur alle vier Zust�ande ij = 11; 12; 21; 22. Die gestrichelte Linie markiert die in den
Simulationen verwendete Zuggeschwindigkeit.

Zur sp�ateren Verwendung de�nieren wir Barrierenh�ohen f�ur die Vorw�artsreaktionen

�G"
A1 := G�

A1 �G11 ; (6.9)

Barrierenh�ohen f�ur die R�uckreaktionen

�G#
A1 := G�

A1 �G12 ; (6.10)

sowie mittlere Barrierenh�ohen

�G�
A1 :=

1

2
(�G"

A1 +�G#
A1) = G�

A1 �
1

2
(G11 +G21) : (6.11)

Die Barrierenh�ohen zwischen den anderen Zust�anden sind analog de�niert.

Um die Vorfaktoren � der Ratenkonstanten k [Gleichung (6.8)] zu bestimmen, wurde
zun�achst, wie in Ref [237] vorgeschlagen, das Leistungsspektrum Ĉ(!) der Geschwindigkeits-
Autokorrelationsfunktion C(t) des Dihedralwinkels �3 aus einer Simulation berechnet,
in der keine Zugkr�afte angelegt wurden und in der beide Ringe �uber eine Simulations-
zeitspanne von 100 ps in der Sesselkonformation verblieben. Da in der harmonischen
Langevin-N�aherung dieses Spektrum durch

Ĉ(!) / 
!2

(!2
0 � !2)2 + 
2!2

(6.12)

gegeben ist [238], wurden die Resonanzfrequenz !0 und der Reibungskoe�zient 
 ab-
gesch�atzt, indem dieser Ausdruck an den (gegl�atteten) Niederfrequenzanteil des Leistungs-
spektrums angepasst wurde. Die Beitr�age mit hohen Frequenzen und kleinen Amplituden
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wurden dabei vernachl�assigt. Die Frequenz !b an der Stelle des �Ubergangszustands er-
hielten wir durch einen Vergleich der Kr�ummungen der jeweiligen Enthalpiepro�le f�ur
Sessel-Wannen-�Uberg�ange in der N�ahe des Minimums (Sesselkonformation), f�ur die die
Resonanzfrequenz nun bekannt ist, und in der N�ahe des Maximums (�Ubergangszustand).
Der Vergleich der Enthalpiepro�le untereinander rechtfertigte die Annahme, dass sich
die Resonanzfrequenzen in den Zust�anden 11, 12, 21 und 22 nur marginal voneinander
unterscheiden; dasselbe gilt f�ur die Frequenzen !b.

Die Barrierenh�ohen �G� f�ur das ungest�orte System wurden nun aus den in den Simula-
tionen beobachteten �Uberg�angen (d.h. aus den mittleren �Ubergangsraten hrA1it, hrA2it,
hrB1it und hrB2it) berechnet. In unserem einfachen Modell werden diese mittleren �Uber-
gangsraten durch Integration der instantanen �Ubergangsraten

rA1(t) = p11(t)kA1(t) = p21(t)k
0
A1(t) (6.13)

bestimmt, wobei die Vorw�artsratenkonstante kA1(t) und die R�uckratenkonstante k0A1(t)
in Abbildung 6.15 de�niert sind. Die zweite Gleichsetzung in Gleichung (6.13) gilt auf
Grund des detaillierten Gleichgewichts. Die Integrale f�ur die zeitlichen Mittelwerte der
�Ubergangsraten k�onnen ebenfalls analytisch gel�ost werden, indem man Gleichung (6.8)
zusammen mit den instantanen Wahrscheinlichkeiten in den Gleichungen (6.5) und (6.6)
verwendet:

hrA1it = � e��(�G
�
A1

+�GA1=2)
1

T0

Z T0

0

e��G11(t)

Z(t)
e�ut=2dt

= � e��(�G
�
A1

+�GA1=2) � (6.14)p
2k2

T0u
p
D

"
D

�1=2
1 atan

y1 � y2
1 + y1y2

�D
�1=2
2 atan

y3 � y4
1 + y3y4

#
;

wobei k1, k2 und D wie oben de�niert sind, und D1 := k2(k1�D1=2), D2 := k2(k1+D1=2),
y1 := k2

p
2=
p
D1e

�uT0, y2 := k2
p
2=
p
D1, y3 := k2

p
2=
p
D2e

�uT0 und y4 := k2
p
2=
p
D2.

Man beachte, dass � eine Funktion des Reibungskoe�zienten 
 und der Frequenzen !0
und !b ist, die weiter oben bereits bestimmt wurden. Gleichung (6.15) und die analogen
Ausdr�ucke f�ur die drei �ubrigen mittleren �Ubergangsraten k�onnen dann nach den Bar-
rierenh�ohen aufgel�ost werden, die dann als Funktion der Freie-Energie-Di�erenzen �Gij

erscheinen, die bereits bestimmt wurden.

Ergebnisse und Diskussion

F�ur den Verlauf des intramonomeren Dihedralwinkels �3, der uns als Indikator f�ur die
Ringkonformation dient, sei auf Abbildung 6.10 verwiesen. Die daraus berechneten Beset-
zungsh�au�gkeiten �i (i = 1; 2; :::; 16) f�ur die Wannenkon�guration sind in Abbildung 6.17
exemplarisch f�ur den siebten, achten und neunten Monomer [(a){(c)] als Funktion der
Zeit angegeben. Ein Wert von 0 entspricht dabei einer reinen Sesselkonformation, ein
Wert von 1 einer reinen Wannenkonformation. Betrachtet man hier die ersten 20 ns etwas
genauer, dann stellt man fest, dass die Verl�aufe von jeweils benachbarten Monomeren
[7 und 8 in (a) und (b) bzw. 8 und 9 in (b) und (c)] eine deutliche Komplementarit�at
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aufweisen. Z.B. zeigt sich bei der durch den Kreis markierten Zunahme in �7 zugleich eine
entsprechende Abnahme in �8. Entsprechendes gilt f�ur �8 und �9 (gestrichelte Kreise). Die
Produkte der Besetzungswahrscheinlichkeiten vom siebten und achten bzw. dem achten
und neunten Monomer sind in (d) und (e) als Funktion der Simulationszeit aufgetragen
| diese Produktwahrscheinlichkeiten nehmen nur f�ur die Konstellation `Wanne'-`Wanne'
den Wert 1 an, ansonsten sind sie Null. Aus ihrem Verlauf geht hervor, dass vereinzelte
Sessel-Wannen-�Uberg�ange in allen Monomeren bereits fast zu Beginn des Dehnungspro-
zesses einsetzen | bis benachbarte Monomere gleichzeitig eine stabile Wannenkonforma-
tion einnehmen, vergehen jedoch gut 20 ns, als schon Zugkr�afte von �uber 1 000 pN auf das
Amylose-16-mer einwirken.

ρ
8ρ

*
9

ρ 8
ρ 7

*

(b)

(c)

(d)

(e)

(a)

Abbildung 6.17: (a-c): Mittlere, jeweils �uber 100 ps-Zeitfenster berechnete Besetzungs-
wahrscheinlichkeiten �i f�ur die Wannenkonfornation der Monomere i (i = 7; 8; 9). Die
Kreise markieren die Stellen, an denen sich die Komplementarit�at der Besetzungswahr-
scheinlichkeiten benachbarter Monomere besonders deutlich zeigt. (d) und (e): Die Pro-
duktwahrscheinlichkeiten f�ur den siebten und achten sowie den achten und neunten Mo-
nomer.

Die zwei Freie-Energie-Di�erenzen �G und �G� aus unserem einfachen Zwei-Zustands-
Modell (siehe Abbildung 6.15) wurden aus der �-Verteilung p(�; t) = exp[��G(�)] f�ur
verschiedene Zeiten w�ahrend des Dehnungsprozesse berechnet. � ist dabei die Summe
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der Dihedralwinkel �3 von zwei benachbarten Monomeren, die zwischen � � �100 o

(`Sessel'-`Sessel') und � � +100 o (`Wanne'-`Wanne') variiert. Abbildung 6.18 (a-e) zeigt
f�unf Freie-Energie-Landschaften G(�) = � 1

�
ln p(�; t), die aus den �-Verteilungen in den

Intervallen [8 000j : : : 8 000j + 4 000] ps mit j = 0; 1; 2; 3; 4 berechnet wurden. Wenn man
diese um die (linearisierte) Zugenergie VFeder = �kzvt korrigiert (d.h. die Zugkraft heraus-
rechnet), dann weichen die f�unf Landschaften nur leicht voneinander ab [Abbildung 6.18
(e)]. Auf Grundlage des zeitlichen Mittelwerts dieser Landschaften ergaben sich f�ur
�G � 3 kcal/mol und f�ur �G� � 5 kcal/mol. Ausgehend von einer Ratenkonstante
in Vorw�artsrichtung k = 0:5 ps�1 bei t = 12 ns, wo �G � 0 kcal/mol, erh�alt man unter
Verwendung von Gleichung (6.8) mit �G = 3kcal/mol f�ur den Vorfaktor � = 7ps�1.

(a) (b)

(e) (f)

(c)

(d)

Abbildung 6.18: (a-e): Freie-Energie-Landschaften f�ur die Dihedralwinkel �3 der Mono-
mere 7 und 8, abgeleitet aus in den Simulationen beobachteten Wahrscheinlichkeitsver-
teilungen der Summe dieser beiden Dihedralwinkel. Diese Verteilungen wurden jeweils
f�ur die Intervalle [0 � 8] (a), [8 � 16] (b), [16 � 24] (c), [24 � 32] (d) und [32 � 40] ns
(e) bestimmt; (f): �Uberlagerung der Landschaften (a-e) nach Korrektur vom angelegten
Zugpotenzial (siehe Text). Aus Gr�unden der �Ubersichtlichkeit sind hier die Landschaften
vertikal gegeneinander verschoben.

Die bedingten Wahrscheinlichkeitsverteilungen pij(t) (i; j = 1; 2) wurden f�ur jeweils zwei
benachbarte Monomere aus den Simulationen abgeleitet. Da sich die Wahrscheinlichkeits-
verteilungen f�ur die einzelnen Monomerpaare aus benachbarten Monomeren nur marginal



6.1. DEHNUNGSSIMULATIONEN VON POLYSACCHARIDEN 129

voneinander unterscheiden, werden hier nur die Ergebnisse exemplarisch f�ur ein Mono-
merpaar | Monomer 7 (`Ring A') und Monomer 8 (`Ring B') | gezeigt.

In Tabelle 6.1 sind die aus der Simulation abgeleiteten mittleren relativen H�au�gkei-
ten sowie die �Ubergangsraten f�ur das betre�ende Monomerpaar aufgef�uhrt. Desweiteren
�ndet man in ihr die zugeh�origen Werte f�ur die Freie-Energie-Di�erenzen, wie sie un-
ter Verwendung der Gleichungen (6.7), (6.15) sowie analoger Ausdr�ucke f�ur die anderen
drei Zustandskombinationen berechnet wurden. Auf der rechten Seite der Tabelle sind
die Werte f�ur die freie Energie, die aus den Simulationen abgeleitet wurden, graphisch
dargestellt.

(ij) = (11) (12) (21) (22)
hpijit 0.13 0.11 0.18 0.58

(kj) = (A1) (A2) (B1) (B2)
�Gkj 3.5 9.7 3.9 10.0
hrkjit 3.1 25.0 2.7 20.3
�G�

kj 3.8 2.4 3.7 2.7 ’t-state’

G
(z

) 
 [k

ca
l/m

ol
]

’Wanne’’Sessel’

Tabelle 6.1: Links: mittlere Besetzungswahrscheinlichkeiten hpijit und daraus abgeleite-
te Freie-Energie-Di�erenzen �Gij f�ur die vier Zust�ande (i; j) sowie die mittleren �Uber-
gangsraten hrkjit und die daraus abgeleiteten Aktivierungsbarrierenh�ohen �G�

kj f�ur die

vier bedingten �Uberg�ange (kj). Raten sind in 1/ns, Energien in kcal/mol angegeben.
Rechts: Skizze der Energielandschaft f�ur den Sessel-Wannen-�Ubergang von Monomer A,
falls Monomer B in der Sesselkonformation (fette, durchgezogene Linie) bzw. in der
Wannenkonformation (d�unne, durchgezogene Linie) ist. Die gestrichelten Linien zeigen
in analoger Weise die Energielandschaft von B in Abh�angigkeit der Konformation von
Monomer A.

Wie aus diesem Bild ersichtlich, unterscheidet sich die Energielandschaft, die den �Uber-
gang von Ring A f�ur den Fall beschreibt, dass Ring B in der Sesselkonformation verweilt
(fette, durchgezogene Linie), nicht signi�kant von dem umgekehrten Fall, in dem Ring
B 
ippt und Ring A in der Sesselkonformation verbleibt (fette, gestrichelte Linie), wie
es aus Symmetriegr�unden auch nicht anders zu erwarten ist. Dasselbe gilt f�ur die Be-
dingung `Wanne' (d�unne Linien, durchgezogen und gestrichelt). Allerdings weisen die
Energielandschaften f�ur die Bedingung `Sessel' und die Bedingung `Wanne' untereinander
erhebliche Unterschiede auf. Dies bedeutet, dass der Konformationszustand von Ring A
stark beein
usst ist von dem von Ring B und umgekehrt. Aus den Daten ergibt sich,
dass die Wannenkonformation eines gegebenen Monomers durch einen Sessel-Wannen-
�Ubergang eines der benachbarten Monomere um etwa 6 kcal/mol destabilisiert wird. Dies
erzwingt die Schlussfolgerung, dass Sessel-Wannen-�Uberg�ange weitere �Uberg�ange benach-
barter Monomere stark unterdr�ucken. Ergebnis dieser quantitativen Analyse ist also, was
wir schon in den in Abschnitt 6.1.2 beschriebenen Amylose-Dehnungssimulationen be-
obachtet hatten: eine kurzreichweitige, starke Antikooperativit�at der intramonomeren
Konformations�uberg�ange, die das kontinuierliche Anwachsen der Stei�gkeit �uber einen
weiten Bereich von Zugkr�aften erkl�art.

Welche Mechanismen auf der atomaren Ebene bewirken die ausgepr�agte Antikooperati-
vit�at? Warum stabilisiert die Wannenkonformation eines Monomers die Sesselkonforma-
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tion benachbarter Monomere? In Abschnitt 6.1.2 hatten wir bereits einen geometrischen
E�ekt in Betracht gezogen (siehe Abbildungg 6.11): Danach deformieren sich die in der
Verbr�uckung zwischen zwei Monomeren be�ndlichen Bindungswinkel �, � und 
 st�arker
pro L�angeneinheit, sofern zwei benachbarte Monomere jeweils in der Wannenkonformation
sind.

α

4

γ

α

γ

β

2
3 - 42 - 3 3

2

3

β

Abbildung 6.19: Verlauf der Bindungswinkel �, � und 
 in der Verbr�uckung zwischen
zweitem und drittem Monomer (links) sowie in der Verbr�uckung zwischen dritten und
viertem Monomer (rechts) als Funktion der Monomerausdehnung f�ur einen Amylosepent-
amer, bei dem f�ur alle Ausdehnungen zwischen 5.0 und 6:0�A pro Monomer die Struktur
in Schritten von 0:1�A minimiert wurde. Die Pfeile markieren jeweils die Sessel-Wannen-
�Uberg�ange in den dar�uber bezeichneten Monomeren. Zur De�nition der Bindungswinkel
siehe Abbildung 6.11.

Um diese Hypothese zu �uberpr�ufen, betrachten wir den jeweiligen Verlauf der Bindungs-
winkel in der Verbr�uckung in Abh�angigkeit von der Ausdehnung pro Monomer. Dies ist
in Abbildung 6.19 f�ur einen Amylosepentamer gezeigt, f�ur den die Struktur f�ur jede Aus-
dehnung zwischen 5.0 und 6:0�A pro Monomer in Schritten von 0:01�A minimiert wurde.
Es sind hier die Abweichungen der Bindungswinkel in der Verbr�uckung zwischen zweitem
und drittem Monomer (links) bzw. zwischen drittem und viertem Monomer (rechts) von
ihrer jeweiligen Gleichgewichtslage dargestellt. Die Pfeile markieren jeweils die Ausdeh-
nung pro Monomer, bei der die mit Zi�ern bezeichneten Monomere von der Sessel- in die
Wannenkonformation ge
ippt sind. Es ist zu erkennen, dass, nachdem Monomer 3 als
letztes bei einer Monomerausdehnung von knapp 5:7�A in die Wannenkonformationn ge-

ippt ist und somit die Monomere 2, 3 und 4 die Konstellation `Wanne'-`Wanne'-`Wanne'
aufweisen, die Bindungswinkel � und 
 sowohl zwischen zweitem und dritten Monomer
(links) als auch zwischen drittem und viertem Monomer (rechts) erheblich st�arker mit
der Monomerausdehnung ansteigen als es vorher der Fall war. Dabei ist der energetische
Zustand nach dem Flip zwar zun�achst teilweise g�unstiger | zwischen dem dritten und
vierten Monomer bei � und 
 |, da sich diese Winkel kurzzeitig wieder n�aher an ihrer
Gleichgewichtslage be�nden, doch dies �andert sich auf Grund des steilen Anstiegs schnell
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wieder. Bei dem Bindungswinkel � nimmt die Steigung nach dem Flip zwar nicht zu,
jedoch bewirkt hier der Flip selber einen energetisch ung�unstigeren Zustand, was insofern
eine erhebliche Rolle spielt, als dieser Bindungswinkel bereits vor dem Flip weit von seiner
Gleichgewichtgslage im harmonischen Potenzial entfernt war.

Die hier gezeigten Bindungswinkel legen nahe, dass diese tats�achlich, wie vermutet, die
Stei�gkeit bestimmen, falls benachbarte Monomere in der Wannenkonformation sind. Da-
gegen r�uhrt bei der Kombination `Sessel'-`Sessel' oder `Sessel'-`Wanne' die Stei�gkeit im
wesentlichen von der Verbiegung der Dihedralwinkel aus ihrer Gleichgewichtslage her.
Vor diesem Hintergrund scheint es plausibel, dass die sehr viel

"
weichere\ Konstellation

`Sessel'-`Wanne' bis zu hohen Zugkr�aften Bestand hat, bis zu einem Zustand, in dem eine
weitere Deformation der Dihedralwinkel nicht mehr m�oglich ist, da sie dann in eine andere
Gleichgewichtslage, die der Wannenkonformation entspricht, 
ippen.

Die �uberraschende Rolle der Seitengruppen und ihr daraus resultierender Ein
uss auf
die Polymerelastizit�at bietet eine M�oglichkeit, die Materialeigenschaften von Polymeren
gezielt zu beein
ussen.
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6.2 Dehnungssimulationen von Polyethylenglykol (PEG)

Nicht nur intramolekulare Eigenschaften bestimmen das elastische Verhalten von Poly-
meren. Auch ihre Umgebung | etwa die Art des umgebenden L�osungsmittels | kann
darauf Ein
uss nehmen, wie es etwa f�ur PEG der Fall ist. So zeigten kraftmikroskpoische
Experimente, dass PEG in einem polaren L�osungsmittel wie Wasser ganz andere elastische
Eigenschaften aufweist als in einem apolaren Medium. Die im Folgenden beschriebenen
Dehnungssimulationen zu PEG zielen darauf ab, die elastischen Eigenschaften von PEG
in w�assriger L�osung und in Gasphase zu studieren [70].

PEG ist ein synthetisches wasserl�osliches Polymer, das aus einer Kette aus CH2O{Mono-
meren besteht. Es war bereits Gegenstand zahlreicher experimenteller und theoretischer
Studien, vor allem wegen seiner zahlreichen industriellen, biotechnischen und klinischen
Anwendungen [81,82], aber auch, weil es als Modellsystem f�ur das Studium des komplexen
Verhaltens von Polymeren in L�osung gut geeignet ist [239].

Die Eigenschaften von Makromolek�ulen stehen in engem Zusammenhang mit ihrer dreidi-
mensionalen Struktur. Entsprechend gibt es zahlreiche Studien zu PEG in verschiedenen
L�osungsmitteln. Aus Lichtstreuungsexperimenten ging hervor, dass PEG in Wasser und
in Methanol nicht aggregiert [239], und infrarotspektroskopische Untersuchungen zeigten,
dass mit wachsendem L�osungsmittelanteil die gauche-Konformation um die C{C-Bindung
die trans-Konformation dominiert, was ein Indiz f�ur die Ausbildung einer Superstruktur
ist [240]. Es wurde angenommen, dass Wasserbr�ucken zwischen PEG-Sauersto�atomen
die Superstruktur stabilisieren.

K�urzlich durchgef�uhrte kraftmikroskopische Einzelmolek�ulexperimente an PEG ergaben,
dass f�ur Zugkr�afte bis zu 100 pN PEG-Polymere in dem apolaren Hexadekan elastischer
sind als in Wasserl�osung [24]. F�ur h�ohere Zugkr�afte waren in Hexadekan gel�oste PEG-
Molek�ule hingegen steifer als die in Wasser gel�osten. W�ahrend die Elastizit�at von PEG in
Hexadekan sehr gut mit dem Verhalten einer einfachen Feder beschrieben werden konn-
te, erwiesen sich die elastischen Eigenschaften in Wasser als komplexer. Diese wurden
in Ref. [24] mit der Deformation einer helikalen Superstruktur erkl�art, welche durch ein
elastisch gekoppeltes Markovsches Zwei-Zustands-System modelliert wurde. Quantenche-
mische Rechnungen unterst�utzten das Modell der Ausbildung dieser helikalen Struktu-
ren [241]. Letztere ergaben eine g�unstigere Hydratisierungsenergie f�ur den Fall, dass sich
die C{C-Bindung in der (in einer helikalen Struktur anzutre�enden) gauche-Konformation
be�ndet.

Mit Hilfe der hier beschriebenen MD-Dehnungssimulationen sollte der Frage nachgegangen
werden, welche atomaren Mechanismen es sind, die diesen ausgepr�agten L�osungsmittel-
e�ekt hervorrufen. Die in Ref. [24] beschriebenen kraftmikroskopischen Dehnungsexperi-
mente dienten hier vor allem dazu, die Resultate aus den Simulationen durch Vergleich
mir den experimentellen Daten zu �uberpr�ufen.

Methoden

Viele methodische Details der PEG-Simulationen sind identisch mit denen in den Poly-
saccharidsimulationen (siehe letzter Abschnitt). Es werden daher hier nur die f�ur PEG
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spezi�schen Details erw�ahnt.

Ein Modell f�ur ein linear verlaufendes PEG-18-mer wurde mit Hilfe des Molek�ul-Editors
in Quanta [110] erstelllt. Die Kraftfeldparameter f�ur die Dihedralwinkel, die entschei-
dend f�ur die PEG-Konformation sind, wurden der CHARMM-Bibliothek entnommen. Im
einzelnen wurden die Torsionen der zwei relevanten Dihedralwinkel um die C{C- und
die C{O-Bindungen durch sinusf�ormige Potenziale mit der Periodizit�at 3 beschrieben.
Die Gleichgewichtswinkel lagen bei �60 o (gauche�), 60 o (gauche+) bzw. 180 o (trans)
f�ur beide Dihedralwinkel; die Barrierenh�ohen zwischen den Gleichgewichtslagen betrugen
1:6 kcal/mol f�ur die Torsion um die C{C-Bindung und 0:2 kcal/mol f�ur die Torsion um
die C{O-Bindung. Die Gleichgewichtswinkel stimmen gut mit denen in PEG-Kristallen
�uberein [242].

Um PEG in Hexadekan bzw. Wasser zu beschreiben, wurden zwei Simulationssysteme
erstellt. Die polare Wasserumgebung wurde explizit beschrieben, indem PEG mit Sol-
vate [174] in einen Wassertropfen aus 1539 Wassermolek�ulen platziert wurde (siehe dazu
Abschnitt 2.3). Da wir auf Grund seiner Apolarit�at den Ein
uss des L�osungsmittels
Hexadekan als gering einsch�atzten, wurden zur Beschreibung von PEG in Hexadekan
Simulationen von PEG in Gasphase durchgef�uhrt.

PEG in Gasphase

PEG in Wasser

Abbildung 6.20: Simulationsmodell f�ur PEG in Gasphase (oben) und f�ur PEG in Wasser
(unten).

Um Ausgangsstrukturen f�ur die Dehnungssimulationen zu erhalten, wurden sowohl PEG
in Gasphase als auch PEG in Wasser f�ur 2 000 ps equilibriert, wobei die Kopplungsskon-
stante an das W�armebad (T = 300K) 10�13 s�1 betrug. Wie in Abbildung 6.20 gezeigt,
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wurde das Sauersto�atm O1 des einen terminalen Monomers (rechts in der Abbildung) an
ein Zugpotenzial (Feder) gekoppelt, das mit 70mN/m dieselbe Kraftkonstante aufwies wie
der Cantilever in den kraftmikroskopischen Dehnungsexperimenten. Das Sauersto�atom
am anderen Ende des Polymers (links) wurde mit Hilfe eines steifen isotropen harmoni-
schen Potenzials (Federkonstante 2:8N/m) ortsfest gehalten.

In Analogie zu den weiter oben beschriebenen Dehnungssimulationen wurde das Zugpo-
tenzial mit konstanter Zuggeschwindigkeit nach rechts bewegt, wobei die auf das Sauer-
sto�atom O1 wirkende Zugkraft als Funktion der Ausdehnung des PEG-18-mers in der
Kraft-Ausdehnungs-Kurve aufgetragen wurde. Um den Ein
uss der Zuggeschwindigkeit
auf die Kraft-Ausdehnungs-Kurve zu studieren, wurde auch hier eine Reihe von Dehnungs-
simulationen mit unterschiedlichen Zuggeschwindigkeiten im Bereich von 50 bis 5m/s
(entsprechend Simulationszeitspannen von 300 bis 3 000 ps) durchgef�uhrt.

Die PEG-Konformation w�ahrend des Dehnungsprozesses wurde durch den End-zu-End-
Abstand, den Tr�agheitsradius Rgyr sowie die Helizit�at �helix charakterisiert. Der Tr�agheits-
radius ist de�niert durch

Rgyr = [
1

NM

XN

i=1
(miri � 1

NM

XN

j=1
mjrj)

2]�1=2 ; (6.15)

wobei N und M Zahl bzw. Masse aller Atome im System sowie ri und mi Ort bzw.
Masse von Atom i sind. Die Helizit�at �helix wurde �uber die Anzahl der Tripel von be-
nachbarten Dihedralwinkeln um die C{C-Bindung berechnet, die sich in derselben gauche-
Konformation befanden. Diese Zahl wurde ins Verh�altnis gesetzt zu der Gesamtanzahl
der Tripel von benachbarten Dihedralwinkeln um die C{C-Bindung, so dass �helix Werte
zwischen 0 und 1 annehmen konnte. Zur Bestimmung von �helix wurden Winkel zwi-
schen �120 o und 0 o der gauche�-Konformation und Winkel zwischen 0 o und 120 o der
gauche+-Konformation zugeordnet. Entsprechend bedeutet eine Helizit�at von 1 eine per-
fekte helikale Struktur und eine Helizit�at von 0 keine helikale Struktur. Es sei betont, dass
diese De�nition f�ur Helizit�at eher restriktiv ist, da kurze helikale Fragmente nur schwach
zu �helix beitragen. Dazu betrachte man etwa zwei helikale Fragmente mit jeweils 4 Mo-
nomeren, die durch ein Monomer voneinander getrennt sind, das nicht in diese helikale
Struktur passt. Diese insgesamt hochgradig helikale Struktur w�urde durch �helix = 0:4
beschrieben werden.

F�ur das in Wasser gel�oste PEG wurden desweiteren das Ausbilden und das Brechen
von Wassersto�br�ucken zwischen Wassermolek�ulen und PEG-Sauersto�atomen betrach-
tet. Als Kriterium f�ur Wassersto�br�ucken wurde ein Distanzkriterium (< 4�A zwischen
den schweren Atomen) und ein Energiekriterium (Summe aus Van der Waals und elektro-
statischer Energie < �1 kcal/mol) nach Ref. [148] verwendet. Als Wasserbr�ucken wurden
Wassermolek�ule bezeichnet, die gleichzeitig Wassersto�br�ucken zu wenigstens zwei PEG-
Sauersto�atomen ausbildeten.

Als weitere Observable wurde die gesamte Wechselwirkungsenergie von PEG mit Was-
sermolek�ulen in der direkten Umgebung in einem Abstand von weniger als 4�A heran-
gezogen. Ferner wurde die durchschnittliche Zug�anglichkeit � der Sauersto�atome von
PEG f�ur Wasserbr�ucken betrachtet. Diese wurde bestimmt aus der mittleren Anzahl der
Sauersto�atome, die f�ur ein Wassermolek�ul gleichzeitg

"
erreichbar\ waren, d.h. die hin-

reichend nah gelegen waren, so dass das jeweilige Wassermolek�ul Wassersto�br�ucken zu
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eben diesen Sauersto�atomen gleichzeitig ausbilden konnte. Entsprechend impliziert ein
Wert nahe bei 1, dass nur sehr wenige oder gar keine Wasserbr�ucken ausgebildet wer-
den konnten, da meistens nur h�ochstens ein Sauersto�atom in Reichweite jedes einzelnen
Wassermolek�uls lag, w�ahrend etwa ein Wert von 1.5 darauf schlie�en l�asst, dass es eine
Reihe von Wassermolek�ulen gibt, die zwei oder mehr PEG-Sauersto�atome

"
erreichen\

und Wasserbr�ucken zu ihnen ausbilden konnten.

(b)

(a)

Abbildung 6.21: Tr�agheitsradius Rgyr (a) und Helizit�at �helix (b) f�ur PEG in Wasser (fette
Linien) und in Gasphase (d�unne Linien) w�ahrend der Equilibrierung. Der Tr�agheitsra-
dius f�ur PEG mit einer perfekten helikalen Struktur ist anhand der gestrichelten Linie
angedeutet (a). Die gestrichelten Linien in (b) zeigen die Mittelwerte der jeweiligen He-
lizit�aten.

Ergebnisse und Diskussion

W�ahrend der Equilibrierung von PEG in Gasphase verringerte sich der End-zu-End-
Abstand des anf�anglich gestreckten PEG-Polymers innerhalb von weniger als 10 ps auf
einen Wert nahe bei 0�A. Abbildung 6.21 (a) zeigt eine entsprechende Abnahme des
Tr�agheitsradius Rgyr auf etwa 5�A (d�unne Linie). Im Gegensatz dazu stabilisierte sich
die mittlere Ausdehnung eines Monomers des in Wasser gel�osten PEG-Polymers nach
einer Relaxationszeit von 400 ps bei 2:0�A und der Tr�agheitsradius Rgyr bei 12�A [fette
Linie in Abbildung 6.21 (a)]. Dieser Wert ist nur geringf�ugig niedriger als f�ur PEG mit
vollst�andig helikaler Struktur (gestrichelte Linie) und �anderte sich w�ahrend der restlichen
1600 ps der Equilibrierung nicht wesentlich.
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Abbildung 6.21 (b) zeigt die Helizit�at �helix w�ahrend der Equilibrierung. F�ur PEG in
Gasphase (d�unne Linie) 
uktuierte �helix zwischen 0 und 0.2 mit einem mittleren Wert von
0.08 (gestrichelte, d�unne Linie), wohingegen die Helizit�at f�ur das in Wasser gel�oste PEG
(fette Linie) in der Simulationszeitspanne zwischen 400 und 2 000 ps um 0.25 (gestrichelte,
fette Linie) im Bereich von 0.1 bis 0.5 variierte. Diese Werte zeugen von einer kaum
vorhandenen Helizit�at von PEG in Gasphase, lassen dagegen h�au�g auftretende helikale
Strukturelemente f�ur PEG in Wasser vermuten. Der oberste Schnappschuss von PEG in
Abbildung 6.25 zeigt ein repr�asentatives Beispiel f�ur eine solche helikale Struktur; dar�uber
hinaus sieht man hier ausgew�ahlte Wassermolek�ule, die Wasserbr�ucken zwischen PEG-
Sauersto�atomen ausbilden. Diese Wasserbr�ucken betrachten wir als die entscheidende
treibende Kraft f�ur die Bildung einer helikalen Struktur. Wie zu sehen ist, k�onnen einzelne
Wassermolek�ule bis zu 4 PEG-Sauersto�atome miteinander verbr�ucken.
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Abbildung 6.22: St�arke der Wasserbr�ucken zwischen PEG-Sauersto�atomen f�ur jedes
Monomer w�ahrend der Equilibrierung in kcal/mol. Die Dicke der 18 Balken ist ein Ma�
f�ur die St�arke (siehe Skala oben in der Abbildung). Die Summe �uber alle Monomere ist
unten gezeigt.

In Abbildung 6.22 ist die St�arke der Wasserbr�ucken f�ur jedes der 18 Monomere w�ahrend
der Equilibrierungsphase quanti�ziert: Diese ist de�niert als die Wechselwirkungsenergie
zwischen dem Wassermolek�ul und den an der Wasserbr�ucke beteiligten Sauersto�atomen
und spiegelt sich in der Abbildung in die Dicke der Balken wider. Man erkennt, dass
sich die St�arke der Wasserbr�ucken nach einer Relaxationszeit von etwa 300 ps stabilisier-
te. Ebenfalls zu sehen ist, dass Wasserbr�ucken transient brachen und sich wieder neu
bildeten (z.B. bei den Monomeren 9 und 10 nach einer Simulationszeit von 1400 ps). Die
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gesamte Wasserbr�uckenenergie (unterster Balken in der Abbildung) betrug 45 kcal/mol,
entsprechend im Mittel 2:5 kcal/mol pro Monomer.

Abbildung 6.23: Kraft-Ausdehnungs-Kurven f�ur PEG in Wasser mit Zuggeschwindigkei-
ten von 50m/s (gestrichelt) und 7:5m/s (fett) und f�ur PEG in Gasphase (d�unn). Die drei
Regimes I, II, III werden im Text diskutiert.

Abbildung 6.23 zeigt die Kraft-Ausdehnungs-Kurven f�ur in Wasser gel�ostes PEG mit einer
Zuggeschwindigkeit von 7:5m/s (fett) bzw. 50m/s (gestrichelt) und f�ur PEG in Gasphase
(d�unne Kurve). Es k�onnen drei Kraftregimes unterschieden werden: ein Regime niedriger
Kraft (I) f�ur Zugkr�afte unter 100 pN, ein intermedi�ares Regime (II) f�ur Zugkr�afte zwischen
100 und 400 pN und ein Regime hoher Kr�afte f�ur Zugkr�afte �uber 400 pN. W�ahrend sich
die Verl�aufe der Kraft-Ausdehnungs-Kurven f�ur PEG in Wasser und PEG in Gasphase in
den Regimes I und III nur geringf�ugig voneinander unterscheiden, weisen sie im mittleren
Regime II signi�kante Unterschiede auf. Hier erforderte die Dehnung von PEG in Wasser
erheblich h�ohere Zugkr�afte als die Dehnung von PEG in Gasphase.

Der Vergleich der Kraft-Ausdehnungs-Kurven von Simulationen mit unterschiedlichen
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Zuggeschwindigkeiten [vcant = 7:5m/s (fett) und vcant = 50m/s (gestrichelt)] zeigt, dass
die Dehnung von gel�ostem PEG bei hohen Zuggeschwindigkeiten erheblich h�ohere Zug-
kr�afte erfordert, insbesondere in dem intermedi�aren Regime. Wir erkl�aren diesen E�ekt
mit Stokesscher Reibung. F�ur Zuggeschwindigkeiten unter 10m/s konnte keine Geschwin-
digkeitsabh�angigkeit der Dehnungskr�afte mehr festgestellt werden (Daten nicht gezeigt),
so dass Reibungskr�afte hier bereits als vernachl�assigbar gelten k�onnen. Dies ist in �Uber-
einstimmung mit den in Kapitel 5 beschriebenen Dissoziationssimulationen zu AN02{
Hapten, bei denen f�ur Zuggeschwindigkeiten unter 10m/s ebenfalls nur noch ein sehr
geringer Beitrag der Reibungskr�afte beobachtet wurde.

Am Beispiel der AN02-Hapten-Dissoziation hatten wir gesehen, dass zu den Reibungs-
kr�aften eine weitere Kraftkomponente hinzukommt, die eine logarithmische Abh�angigkeit
von vcant zeigte und von der erzwungenen �Uberwindung der Energiebarrieren herr�uhr-
te, die gro� gegen�uber kBT waren. Dies erschwert einen direkten Vergleich zwischen
Nanosekundensimulationen und Millisekundenexperimenen (siehe dazu die ausf�uhrliche
Diskussion in Kapitel 5). Da bei der Dehnung von PEG jedoch keine gro�en Barrieren
�uberwunden werden m�ussen, erwarten wir hier keine signi�kanten Unterschiede in den
Kraft-Ausdehnungs-Kurven aus dem Experiment und der Simulation. In der Tat ergibt
ein Vergleich der berechneten Kraft-Ausdehnungs-Kurven eine sehr gute �Ubereinstim-
mung mit den in kraftmikroskopischen Experimenten gemessenen (siehe Abbildung 4 in
Ref. [24]). Daher st�utzt sich die nachfolgende Analyse der Struktur von PEG w�ahrend
des Dehnungsprozesses auf die Simulation, die mit einer Zuggeschwindigkeit von 7:5m/s
durchgef�uhrt wurde.

Wir konzentrieren uns nun auf die Frage, wie die beobachteten Dehnungskr�afte mit mo-
lekularen Wechselwirkungen zusammenh�angen. Um den E�ekt des L�osungsmittels zu
studieren, betrachten wir die Wechselwirkungen von PEG mit den Wassermolek�ulen in
der Umgebung sowie die Helizit�at des Polymers. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6.24
zusammengefasst. Man beachte, dass alle Observablen in Abh�angigkeit von der angeleg-
ten Zugkraft aufgetragen sind. Die drei Pfeile oben in der Abbildung zeigen die jeweiligen
Zugkr�afte an, die bei den in Abbildung 6.25 dargestellten Schnappsch�ussen auf PEG
wirken. Es f�allt auf, dass alle Observablen in Abbildung 6.24 zu Beginn des interme-
di�aren Regimes bei einer Zugkraft von etwa 100 pN eine abrupte �Anderung aufweisen.
Die Wechselwirkungsenergie zwischen PEG und denjenigen Wassermolek�ulen, die PEG-
Sauersto�atome miteinander verbr�ucken, nimmt erheblich ab, viele Wasserbr�ucken sind
sogar g�anzlich gebrochen, insbesondere zu den Monomeren 5 bis 10. Entsprechend ver-
ringert sich die gesamte Wasserbr�uckenenergie signi�kant [Auftragung ganz unten in (a)].
Der zweite Schnappschuss in Abbildung 6.25 zeigt die PEG-Struktur unmittelbar nach
dem Brechen bzw. der Abschw�achung der Wasserbr�ucken. Der Vergleich mit dem ersten
Schnappschuss (oben) zeigt, dass insbesondere die

"
Mehrfachwasserbr�ucken\ gebrochen

sind, also diejenigen Wasserbr�ucken, in denen ein Wassermolek�ul zu wenigstens drei PEG-
Sauersto�atomen gleichzeitig Wassersto�br�ucken ausbildet.
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Abbildung 6.24: (a) Wechselwirkungsenergie der Wasserbr�ucken zu den einzelnen Mo-
nomeren als Funktion der Zugkraft w�ahrend der Dehnungssimulation mit Zuggeschwin-
digkeit 7:5m/s; (b) Gesamtenergie zwischen PEG und allen Wassermolek�ulen in einer
4�A-Umgebung (d�unn) sowie die mittlere Zug�anglichkeit � der PEG-Sauersto�atome zu
Wasserbr�ucken (fett); (c) Helizit�at �helix.
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Die Gesamtenergie, die zu einer solchen drastischen Konformations�anderung von PEG
erforderlich ist, kann anhand des Sprungs in den Gesamtwechselwirkungen von PEG mit
allen Wassermolek�ulen in einer Umgebung von 4�A grob zu etwa 40 kcal/mol abgesch�atzt
werden [d�unne Linie in Abbildung 6.24 (b)], entsprechend etwa 2:2 kcal/mol pro Monomer.
Es ist allerdings anzunehmen, dass dieser Wert die wirklich ben�otigte Energie �ubersch�atzt,
da Wassersto�br�ucken, die sich zwischen PEG und einzelnen Wassermolek�ulen neu gebil-
det haben, nicht ber�ucksichtigt sind. Eine grobe Absch�atzung der mechanischen Arbeit,
die auf Grund der Dehnung an jedem Monomer geleistet wurde, kann mit Hilfe von Ab-
bildung 6.23 vorgenommen werden: Eine Dehnung um 0:9�A bei einer Zugkraft von etwa
100 pN ergibt 0:9�A � 100 pN � 1:3 kcal/mol pro Monomer und somit etwa 23 kcal/mol f�ur
das gesamte 18-mer. Diese Absch�atzung ist ein Indiz daf�ur, dass das Abrei�en von Wasser-
sto�br�ucken zwischen PEG und dem L�osungsmittel tats�achlich der wesentliche E�ekt in
diesem Stadium des Dehnungsprozesses ist. Dass an diesen in erheblichem Ma�e Wasser-
br�ucken beteiligt sind, zeigt auch die mittlere Zug�anglichkeit � der PEG-Sauersto�atome
zu Wasserbr�ucken, die von 1.5 auf 1.2 signi�kant abnimmt [fette Linie in Abbildung 6.24
(b)].

Gleichzeitig verschwand die Helizit�at �helix [Abbildung 6.24 (c)] und das Polymer dehnte
sich um etwa 0:5�A pro Monomer aus, wie aus Abbildung 6.23 und aus den Schnappsch�ussen
in Abbildung 6.25 ersichtlich ist. Die betrachteten Oberservablen legen somit nahe, dass
die drastische Konformations�anderung f�ur die elastischen Eigenschaften von PEG in dem
w�assrigen L�osungsmittel verantwortlich ist, und dass diese Konformations�anderung we-
sentlich durch das Abrei�en von Wasserbr�ucken induziert wird, insbesondere solchen, an
denen mehr als zwei PEG-Sauersto�atome beteiligt sind und die so eine helikale Struktur
stabilisieren.

Weiter zunehmende Zugkr�afte bis zu 400 pN sind erforderlich, um das Polymer um weitere
0:4�A pro Monomer auszudehnen. In diesem intermedi�aren Regime brachen schlie�lich
auch diejenigenWasserbr�ucken, die nach der drastischen Konformations�anderung erhalten
geblieben waren (siehe den zweiten Schnappschuss in Abbildung 6.25), was auch anhand
des langsamen Anwachsens der Wechselwirkungsenergie von PEG zu den umgebenden
Wassermolek�ulen zu sehen ist [Abbildung 6.24 (b)]. Auf Grund der Abwesenheit von
Wasserbr�ucken in Gasphase ist PEG in diesem Regime bereits erheblich ausgedehnter
und steifer.

In dem Regime hoher Zugkr�afte (FZug > 400 pN) sind die Kraft-Ausdehnungs-Kurven
(Abbildung 6.23) f�ur PEG in Gasphase (d�unne Kurve) und in Wasser gel�ostes PEG (fette
Kurve) nahezu identisch. Hier tragen Wasserbr�ucken nicht mehr signi�kant zu der Mo-
lek�ulelastizit�at bei. Vielmehr ist diese in diesem Regime dominiert durch intramolekulare
Prozesse wie die Verbiegung von Bindungswinkeln oder die Verdrehung von Torsions-
winkeln. Au�erdem �andert sich hier die Gesamtwechselwirkungsenergie von PEG mit
den Wassermolek�ulen in der direkten Umgebung in diesem Regime nicht mehr signi�kant
[d�unne Linie in Abbildung 6.24 (b)]. Dies gilt ebenso f�ur die Zug�anglichkeit � der PEG-
Sauersto�atome zu Wasserbr�ucken (fette Linie), die sich auf eine Wert von ann�ahernd eins
stabilisierte. Dieser Wert besagt, dass in dieser fortgeschrittenen Phase des Dehnungspro-
zesse die Ausbildung von Wasserbr�ucken nahezu vollst�andig unterdr�uckt wurde, da der
Abstand von benachbarten Sauersto�atomen in der linear verlaufenden Polymerkette die
Reichweite einzelner Wassermolek�ule �uberstieg.
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Abbildung 6.25: Drei repr�asentative Schnappsch�usse von in Wasser gel�ostem PEG bei ver-
schwindender (oben), mittlerer (Mitte) und hoher (unten) Zugkraft. Wassersto�br�ucken
zwischen PEG -Sauersto�atomen und Wassermolek�ulen sind durch gestrichelte Linien
markiert. Es sind nur Kohlensto�atome (schwarz), Sauersto�atome (hell) und polare
Wassersto�atome (kleine wei�e Kugeln) gezeigt; unpolare Wassersto�atome sind nicht
gezeigt.

Schlussfolgerungen

Die wichtigste Erkenntnis aus den MD-Dehnungssimulationen zu PEG ist, dass die elasti-
schen Eigenschaften von PEG in Wasser ma�geblich durch die Ausbildung einer helikalen
oder helix�ahnlichen Struktur bestimmt sind, die durch Wasserbr�ucken zwischen benach-
barten Monomeren stabilisiert wird. Entsprechend werden bei der Dehnung von PEG in
Wasser h�ohere Zugkr�afte ben�otigt als bei PEG in Gasphase, um die Wasserbr�ucken zu
brechen und somit das Polymer aus seiner helikalen Struktur zu entfalten. Bei PEG in
Gasphase bildete sich keine solche Superstruktur aus. F�ur Zugkr�afte �uber 100 pN l�osten
sich bei PEG in Wasser die helikalen Strukturelemente vollst�andig auf. Bei Zugkr�aften
von mehr als 400 pN wurden keine signi�kante Unterschieden zwischen PEG in Gasphase
und gel�ostem PEG festgestellt, was ein Indiz daf�ur ist, dass hier nur noch intramolekulare
Wechselwirkungen wie die Verbiegung oder Verdrehung von Winkeln zu der Elastizit�at
beitragen. Die berechneten Kraft-Ausdehnungs-Kurven stimmen sehr gut mit denen aus
kraftmikroskipischen Experimenten [24] �uberein, so dass die MD-Simulationen die elasti-
schen Eigenschaften von PEG in Wasser o�enbar gut beschreiben. Dar�uber hinaus zeigt
der Vergleich mit dem Experiment, dass PEG in Gasphase ein gutes Modell f�ur PEG in
Hexadekan ist.
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6.3 Zusammenfassung der Dehnungssimulationen

Dehnungssimulationen zu den Polysacchariden Dextran, Cellulose und Amylose erm�oglich-
ten es, die in kraftmikroskopischen Einzelmolek�ulexperimenten gemessenen elastischen Ei-
genschaften auf atomarer Ebene zu interpretieren. Die aus den Simulationen abgeleiteten
elastischen Eigenschaften stimmten mit den experimentellen Daten �uberein.

F�ur Dextran wurde anhand der Simulationen eine ausgepr�agte Schulter in der Kraft-
Ausdehnungs-Kurve vorhergesagt, die sp�ater experimentell best�atigt wurde. Aus den
Simulationen ergab sich, dass diese Schulter von dem �Ubergang eines Dihedralwinkels in
der Verbr�uckung der Monomere von der einen in eine andere Gleichgewichtslage herr�uhrt.
Ein solcher �Ubergang bewirkt eine Verl�angerung des Monomers von knapp 1�A. Wenn
man diese gemessenen und berechneten elastischen Eigenschaften auf einen makroskopi-
schen Werksto� �ubertr�agt, so k�onnte dieser als mechanische Sicherung oder mechanischer
Schalter fungieren. Dieser Prozess hat dar�uber hinaus den Vorteil, dass er v�ollig ver-
schlei�frei abl�auft und deswegen beliebig oft wiederholbar ist. Schon heute wird das
elastische Verhlaten von Dextran ausgenutzt, um Cantilever zu kalibrieren sowie deren
Federkonstante zu bestimmen [23], da der �Ubergang von Dextran reproduzierbar bei etwa
750 pN statt�ndet.

Die Dehnungssimulationen zu Cellulose und Amylose, deren Monomere sich voneinan-
der nur in der Orientierung der an das C1-Kohlensto�atom gebundenen Hydroxylgruppe
unterscheiden, zeigen, dass auch kleinste �Anderungen in der molekularen Struktur von Po-
lysacchariden dramatische �Anderungen in den elastischen Eigenschaften mit sich bringen
k�onnen. So weist die im Experiment verwendete Amylose, bei der an jedes Monomer noch
eine Seitengruppe gebunden ist, welche eine kraftinduzierte parallele Ausrichtung benach-
barter Monomere verbietet, ebenfalls eine Schulter in der Kraft-Ausdehnungs-Kurve auf,
die von Sessel-Wannen-�Ubergangen in den einzelnen Monomeren herr�uhrt. Bei Cellulo-
se war dagegen keine Schulter in der Kraft-Ausdehnungs-Kurve zu beobachten | diese
wies selbst bei niedrigen Zugkr�aften bereits eine hohe Stei�gkeit auf. Hier blieben auch
alle Monomere in ihrer anf�anglichen Sesselkonformation. Insbesondere die Resultate zu
Amylose weisen auf die M�oglichkeit, elastische Eigenschaften von Materialien durch die
gezielte Ver�anderung von molekularen Komponenten, wie etwa die Bescha�enheit von den
Seitenketten an den Pyranoseringen, ma�zuschneidern.

Schlie�lich haben die Dehnunssimulationen zu PEG gezeigt, dass elastische Eigenschaften
auch stark von dem verwendeten L�osungsmittel abh�angen k�onnen. Hier beteht also die
M�oglichkeit, elastische Eigenschaften �uber das L�osungsmittel zu regulieren.



Kapitel 7

Zusammenfassung

In dieser Arbeit haben wir in enger Anlehnung an kraftmikroskopische Einzelmolek�ulexpe-
rimente die forcierte Dissoziation eines Haptenmolek�uls von seinem AN02-Antik�orper und
die Dehnung von Polymermolek�ulen in Langzeit-Molekulardynamik-(MD)-Simulationen
untersucht. Da MD-Simulationen und kraftmikroskopische Experimente auf sehr unter-
schiedlichen Zeitskalen statt�nden, haben wir eine Theorie entwickelt, die Zeitskalenef-
fekte in kraftinduzierenden Einzelmolek�ulexperimenten beschreibt.

Unsere Theorie sollte es erlauben, aus experimenell bestimmten Kraftspektren von Rezep-
tor-Ligand-Komplexen, in denen die Dissoziationskraft als Funktion der Zuggeschwindig-
keit gemessen wird, Energielandschaften bzw. Kraftpro�le, die die Trennung von Rezeptor-
Ligand-Bindungen beschreiben, zu rekonstruieren. Auf diese Weise k�onnte die begrenzte
Ortsau
�osung der Experimente, die eine direkte Messung von Kraftpro�len bislang nicht
zul�asst, umgangen und wesentlich detailliertere Informationen �uber die Energielandschaft
bzw. das Kraftpro�l gewonnen werden als es bisher experimentell m�oglich war.

Unsere Theorie ist allgemein in dem Sinne, dass sie im Unterschied zu bisherigen Verfah-
ren keine Voraussetzungen hinsichtlich der Bescha�enheit der Energielandschaft erfordert
und das ganze Spektrum von weichen bis zu harten Zugfedern einschlie�t. Es zeigte
sich, dass weiche und harte Zugfedern dabei insofern komplement�ar wirken, als mit Hil-
fe der zugeh�origen Kraftspektren unterschiedliche Abschnitte in der Energielandschaft
bzw. des Kraftpro�ls rekonstruiert werden k�onnen. Damit sollte es m�oglich sein, einen
recht gro�en Bereich der Energielandschaft und des Kraftpro�ls zu vermessen, indem ver-
schiedene experimentelle Techniken kraftinduzierender Experimente, etwa Biomembran-
Kraftmessungs-Experimente (weiche Federn) mit kraftmikroskopischen Experimenten (har-
te Federn), kombiniert werden.

Unsere Dissoziationssimulationen zu AN02{DNP-Hapten lieferten zum einen eine Vor-
hersage f�ur die aus kraftmikroskopischen Dissoziationsexperimenten erwartete Dissozia-
tionskraft. Auf Grundlage eines einfachen Modells, das durch thermische Fluktuationen
getriebene aktivierte Prozesse, Reibung und die spontane Dissoziationsrate ber�ucksichtigt,
wurden die auf der Nanosekundenzeitskala berechneten Dissoziationskr�afte auf die expe-
rimentelle Millisekundenzeitskala interpoliert, woraus sich eine erwartete experimentelle
Dissoziationskraft von 65� 25 pN ergab. Zum anderen konnte aus unseren Simulationen
ein detailliertes atomares Modell des Dissoziationsprozesses gewonnen werden. Dieses
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zeigt eine ausgepr�agte strukturelle Heterogenit�at der Dissoziationspfade und der damit
verbundenen Wechselwirkungen des Haptenmolek�uls mit einzelnen Aminos�auren der Bin-
dungstasche. Dar�uber hinaus haben Dissoziationssimulationen von AN02-Mutanten ei-
ne deutliche Konformations
exibilit�at der Bindungstasche aufgezeigt. Wir konnten aus
unseren Simulationen absch�atzen, dass die strukturelle Heterogenit�at und die Konforma-
tions
exibilt�at einen �uberraschend gro�en entropischen Beitrag von etwa 4 kcal/mol zur
freien Bindungsenergie des Komplexes von 16 kcal/mol leisten. Dies legt nahe, dass die
Entropie bei der Optimierung der Bindung eine bedeutende Rolle spielt.

Unsere Simulationen zu AN02-Hapten unterstreichen, dass unsere Simulationsmethode
sehr gut geeignet ist, auch variantenreiche Dissoziationsprozesse und Bindungsmechanis-
men von Rezeptor-Ligand-Komplexen zu charakterisieren und in ihnen komplexe Ph�ano-
mene wie Konformations
exibilt�at und strukturelle Heterogenit�at zu erfassen. Dies l�asst
es uns als vielversprechend erscheinen, diese Methode auch auf komplexer aufgebaute
Rezeptor-Ligand-Bindungen anzuwenden. Vorarbeiten zu umfangreichen Dissoziations-
simulationen zum physiologisch relevanten Antik�orper-Antigen-Komplex Antilysozym-
Lysozym wurden vom Autor bereits begonnen.

Unsere Dehnungssimulationen zu dem Polysaccharid Dextran f�uhrten zur Vorhersage von
zwei unerwarteten Elastizit�atsregimes f�ur hohe Zugkr�afte, die inzwischen experimentell ve-
ri�ziert wurden. In Dehnungssimulationen zu den Polysacchariden Cellulose und Amylose
sowie zum Polymermolek�ul Polyethylenglykol (PEG) wurden die experimentell ermittel-
ten elastischen Eigenschaften gut reproduziert. Aus den Simulationen lie�en sich Modelle
f�ur die atomaren Prozesse ableiten, die die beobachteten Elastizit�atscharakteristiken die-
ser Molek�ule bestimmen.

Bei den Polysacchariden lieferten die Simulationen dar�uber hinaus eine Erkl�arung auf
atomarer Ebene, warum minimale Unterschiede in der molekularen Struktur zu sehr un-
terschiedlichen Elastizit�atscharakteristiken f�uhren k�onnen. Die Dehnungssimulationen zu
Amylose etwa zeigten, dass durch die Verwendung unterschiedlicher Seitengruppen an den
einzelnen Monomeren die elastischen Eigenschaften des Polymers gezielt ver�andert wer-
den k�onnen. Dies er�o�net die M�oglichkeit, Materialeigenschaften auf molekularer Basis zu
optimieren und neue Materialien mit gew�unschten elastischen Eigenschaften herzustellen.

Die Dehnungssimulationen zu PEG erbrachten eine Erkl�arung auf atomarer Ebene f�ur
den aus kraftmikroskopischen Experimenten abgeleiteten Befund, dass PEG im unge-
streckten Zustand in Wasser erheblich steifer ist als in einem apolaren L�osungsmittel oder
in Gasphase: Im Gegensatz zu apolaren L�osungsmitteln beg�unstigt Wasser eine helikale
Struktur, die durch Wasserbr�ucken stabilisiert wird und deren Aufbrechen bei der Deh-
nung des Molek�uls einen zus�atzlichen Kraftaufwand erfordert.

Unsere Simulationen zu dem Antik�orper-Hapten-Komplex sowie zu den Polymermolek�ulen
haben gezeigt, dass unsere Methode zur Simulation kraftinduzierender Einzelmolek�ulexpe-
rimente geeignet ist, Modelle f�ur die atomaren Prozesse wichtiger Vorg�ange in biologischen
Systemen zu liefern. Inzwischen wurde diese Methode auch eingesetzt, um die forcierte
Entfaltung von Proteinen zu simulieren [61,67] und damit insbesondere die ersten Schritte
bei der Proteinentfaltung zu charakterisieren. So scheint es absehbar, dass diese Methode
einen Beitrag leisten kann, auch hochkomplexe Vorg�ange wie den umgekehrten Prozess
der Proteinfaltung in gr�o�erem Detail zu verstehen als es gegenw�artig der Fall ist.



Anhang A

Aminos�auresequenz von AN02

Abbildung A.1 zeigt die Aminos�auresequenz von AN02 sowie die Positionen der �-Falt-
bl�atter und der hypervariablen Region. In Tabelle A.1 sind die Bezeichnungen der Ami-
nos�auren, die wichtigsten Eigenschaften ihrer Seitengruppen f�ur den pH-Wert 7 sowie
ihre relative H�au�gkeit in AN02 aufgef�uhrt. Wir unterscheiden zwischen polar (p) und
unpolar (u) sowie zwischen positiv (+) und negativ (�) geladen. F�ur Aminos�auren mit
titrierbaren Seitengruppen ist zus�atzlich der pK-Wert der Seitenkette angegeben.
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Aminos�auresequenz von AN02
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Abbildung A.1: Die Pfeile markieren die in Abbildung 5.2 gezeigten �-Faltbl�atter, die
gestrichelten Linien die hypervaribalen Schleifen (CDR1 { CDR3), die die Eigenschaf-
ten der Bindungstasche bestimmen. Zum Ein-Buchstaben-Code der Aminos�auren siehe
Tabelle A.1.
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Eigenschaften der Aminos�auren

Aminos�aure
1-Buchstaben- 3-Buchstaben

Name Symbol Symbol
Polarit�at
bei pH 7

H�au�gkeit
in AN02

pK der
Seitenkette

Alanin A ALA u 5.3
Arginin R ARG + 3.5 12.5
Asparagin N ASN p 3.7
Aspartat D ASP � 3.7 3.9
Cystein C CYS p 2.3
Glutamin Q GLN p 4.6
Glutamat E GLU � 3.7 4.3
Glycin G GLY p 6.0
Histidin H HIS p 0.9 6.0
Isoleucin I ILE u 3.2
Leucin L LEU u 6.3
Lysin K LYS + 4.6 10.5
Methionin M MET u 1.9
Phenylalanin F PHE u 2.8
Prolin P PRO u 6.7
Serin S SER p 15.5
Threonin T THR p 10.2
Tryptophan W TRP u 2.3
Tyrosin Y TYR p 5.3 10.1
Valin V VAL u 7.2

Tabelle A.1: Bezeichnung und Eigenschaften der 20 Standardaminos�auren [219] sowie
deren relative H�au�gkeit in AN02.
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