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Abstract 

The mechanisms behind the folding of nucleic acid structures into defined three-

dimensional structures and the recognition of damaged DNA structures by repair 

enzymes are not well understood. DNA and RNA molecules are highly flexible 

and their conformation depends on the environment (temperature, pH, salt 

concentration, interaction with other molecules, etc.). One possible way to explore 

the dynamics of nucleic acids at atomic resolution is the use of Molecular 

Dynamics (MD) simulations based on a classical force field. In this dissertation I 

will present efficient approaches employing MD simulations to study the structure 

formation of nucleic acids revealing the underlying driving forces. For this 

purpose, a new, advanced sampling replica-exchange method has been developed 

to specifically enhance the sampling of conformational sub-states in nucleic acids 

during MD simulations. The approach, called BP-REMD, employs specific 

biasing potentials acting on pairs of pseudodihedral angles of the nucleic acid 

backbone that are added in the replica simulations to promote transitions between 

the most common sub-states of the nucleic acid backbone. The application to 7,8-

dihydro-8oxo-guanosine and to O
6
-Methylguanine indicated a better convergence 

of sampled states in comparison to longer standard MD simulations for both 

cases. The newly developed method is well suited to systematically study the fine 

structure and dynamics of large nucleic acids under realistic conditions, including 

explicit solvent and ions. The biasing potential-replica exchange MD simulations 

indicated significant differences in the population of nucleic acid backbone sub-

states in the case of modified guanosine compared to a regular guanosine in the 

same sequence context. Such differences may play a crucial role in the initial 

recognition of damaged DNA by repair enzymes. In all presented studies the 

results obtained from BP-REMD were compared to results obtained from classical 

methods as well as to experimental results.  

In addition to DNA damage structures, non-canonical and non-regular structural 

motifs (RNA bulge structures) were examined by BP-REMD and classical MD 

simulations. The BP-REMD method showed improved sampling of 

conformational substates compared to conventional MD simulations. It could be 

shown that the BP-REMD models global conformational changes more 

realistically. Furthermore, Umbrella-Sampling free energy simulations of dangling 

cytosine and guanine nucleotides at the end of duplex and single stranded RNA 

and DNA molecules were used to investigate the molecular origin of dangling end 

effects. Calculated free energy contributions associated to the presence of 



 

 

dangling nucleotides were in reasonable agreement with experiments predicting 

the general trend of a more stabilizing effect of purine dangling ends on 

comparison to. pyrimidine dangling ends. Additionally, these calculations indicate 

a stronger stabilizing effect of dangling ends at the 5'-end than at the 3'-end in 

case of DNA and the opposite trend in the case of RNA. 

 



 

 

 



 

 

Zusammenfassung 

Nukleinsäuren sind hochflexible Moleküle, deren Konformationen abhängig von 

der Umgebung ist, die wiederum von einer Vielzahl von Faktoren abhängig ist 

(z.B. Temperatur, pH-Wert, Salzkonzentration, Interaktion mit anderen 

Biomolekülen usw.). In dieser Arbeit wurde ein Verfahren entwickelt mit dem der 

Konformationsraum von Nukleinsäuren effizient abgetastet werden kann. Das 

entwickelte Verfahren basiert auf der Destabilisierung von Pseudo-Diederwinkeln, 

die entlang des Zucker-Phosphatrückgrats definiert sind. Anhand der 

Simulationen können Aussagen über die strukturelle Vielfalt einer Nukleinsäure 

getroffen werden. Außerdem ist eine vergleichende Studie von Nukleinsäuren 

möglich, die sich nur geringfügig unterscheiden. Die Bereiche, in denen dieses 

Verfahren angewandt wurde, sind sehr vielseitig. Neben unterschiedlichen DNA-

Schäden wurden auch Konformationsräume von ungepaarten Nukleotiden 

innerhalb der RNA Doppelhelix (RNA-Bulge-Strukturen) untersucht. Es wurde 

untersucht, inwieweit die Mutationschäden, ausgehend von einer modellierten B-

DNA Struktur, sich auf lokale und globale Eigenschaften einer DNA-Doppelhelix 

auswirken. Hierbei wurden im speziellen oxidative Schäden (8-oxoguanin) und 

Alkylierungsschäden (O
6
-Methylguanin) in freier Lösung simuliert. Das Ziel, 

strukturelle Unterschiede bezüglich der intakten DNA zu bestimmen, wurde 

mittels des entwickelten Verfahrens verwirklicht. Annahme ist hierbei, dass die 

strukturellen Unterschiede als Erkennungsmerkmal für Reparaturenzyme dienen. 

In den vorliegenden Studien wurde stets darauf geachtet, dass ein Vergleich zu 

klassischen Verfahren und zu experimentellen Ergebnissen stattfindet. In den hier 

vorgestellten Simulationen konnte gezeigt werden, dass ein effizienteres Abtasten 

des Konformationsraumes mit dem neu entwickelten Verfahren im Vergleich zu 

klassischen Verfahren möglich ist. 

Neben Mutationsschäden und RNA-Bulge-Strukturen wurden freie 

Energierechnungen an Dangling-End-Strukturen durchgeführt. Dangling-End 

Basen sind überhängende Basen am Terminus einer Nukleinsäure, die keine 

Watson-Crick Partner besitzt. Experimentell wurde bereits nachgewiesen, dass 

Dangling-End-Strukturen einen stabilisierenden Einfluss auf den Doppelstrang 

haben. Die Ursachen dieses Einflusses wurden in dieser Arbeit systematisch für 

GC-haltige Sequenzen untersucht. 
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Kapitel 1 

 

1 Einleitung 

1.1 Einführung in die Problemstellung 

Das grundlegende Verständnis über Struktur und Funktion von Nukleinsäuren 

nahm im Jahre 1953 mit der Auflösung der drei-dimensionalen Struktur der 

Desoxyribonukleinsäure (DNS, engl. deoxyribonucleic acid (DNA))-Doppelhelix 

durch James Watson und Francis Crick ihren Anfang (1). Crick beschreibt in 

späteren Arbeiten das zentrale Dogma der Molekularbiologie, welches besagt, 

dass die Information von DNA über RNA hin zum Protein übertragen wird (2). 

Die DNA übernimmt hierbei die zentrale Funktion der Informationsspeicherung 

für ein spezifisches Genprodukt ein. Neben der Strukturauflösung war die 

Entschlüsselung des menschlichen Genoms  ein weiterer Schritt zum Verständnis 

der Funktionsweise des menschlichen Erbguts. Die DNA-Sequenz, auch als 

Primärstruktur der DNA bekannt, beschreibt die Abfolge der vier Basen (Adenin, 

Thymin, Cytosin und Guanin) und kann daher nur eine begrenzte Information 

über Form und Funktion der Struktur liefern. Da die DNA jedoch ein 

hochflexibles und dynamisches Molekül ist, welches mit einer Vielzahl von 

Biomolekülen interagieren kann, ist die Sekundär- und Tertiärstruktur, also die 

räumliche Anordnung der Basenpaare, und die Dynamik dieser Struktur von 

großem Interesse. Enorme Fortschritte in experimentellen Methoden wie der 

Kristallstrukturanalyse oder der Kernspinresonanzspektroskopie ermöglichten 

hierbei einen Einblick in die strukturelle Vielfalt der Nukleinsäuren, wobei es 

schwierig ist Aussagen über die Dynamik einer Struktur mit Hilfe der 

Kristallstrukturanalyse zu treffen, da diese von den experimentellen Bedingungen 

abhängig sind. 

Um die Dynamik einer Struktur zu bestimmen, können die experimentell 

ermittelten Informationen für theoretische Studien herangezogen werden. Durch 

die neuen Möglichkeiten, die die Informationstechnologie zur Verfügung stellt, ist 

es nun möglich Ergebnisse zu liefern, die für die Forschung interessant sind. Sie 

ermöglicht eine Vielzahl von Informationen über die Struktur zu erhalten und 
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dient als Ergänzung und Hilfe zur Interpretation von experimentellen Ergebnissen. 

Ziel dieser Arbeit ist die Beschreibung und Analyse von diversen Sequenz-

Motiven und Konformationen von Nukleinsäuren hinsichtlich ihrer Dynamik und 

Stabilität. Zur Untersuchung der Fragestellungen wurden Molekulardynamik- 

Simulationen (MDS) verwendet. Anhand der MDS können Erkenntnisse über die 

Dynamik und Konformationsänderungen im Gleichgewichtszustand gewonnen 

werden. Um diesen Gleichgewichtszustand bestimmen zu können, wurden sowohl 

klassische MDS (kMDS), als auch Hamiltonian Replica Exchange 

Molekulardynamik Simulationen (H-REMD) durchgeführt. Bei der verwendeten 

H-REMD Methode handelt es sich um eine Simulationstechnik, bei dem parallel 

Simulationen (Replikate), ausgehend von der gleichen Startstruktur, jedoch mit 

unterschiedlichen Kraftfeldtermen, durchgeführt werden. Benachbarte Replikate 

haben die Möglichkeit Konformationen auszutauschen. Die Replikate 

unterscheiden sich bei der verwendeten Methode anhand unterschiedlicher Terme 

für die Berechnung bestimmter Diederwinkel. Ziel hierbei ist, Energiebarrieren 

für die definierten Diederwinkel zu reduzieren und somit einen größeren 

Konformationsraum abzusuchen. Beide Methoden wurden hinsichtlich ihrer 

Effizienz miteinander verglichen.  

Ein besonderes Augenmerk galt dem Vergleich zwischen mutierter DNA und dem 

entsprechenden Wildtyp. Dabei sollten vor allem Konformationsänderungen, 

welche durch die Basenmodifikation hervorgerufen werden, charakterisiert 

werden. Hierzu wurden Basenmodifikationen, die durch Alkylierungsschäden und 

Oxidationen entstehen, genauer untersucht. Da der Erkennungsmechanismus 

dieser Schäden unbekannt ist, liegt der Fokus dieser Arbeit bei einem Vergleich 

zwischen geschädigter und intakter DNA in Lösung. Die Annahme ist, dass die 

Mutation zu lokalen Veränderungen der DNA führt, sodass spezifische 

Konformationen eingenommen werden, welche vom Reparaturenzym erkannt 

werden.   

Diese Arbeit befasst sich neben dem Einfluss von Basenmodifikationen und deren 

Einfluss auf die Feinstruktur der DNA mit Sekundärstrukturen von Nukleinsäuren. 

So wurden sowohl Dangling-End Motive, und deren Einfluss auf die 

Gesamtstabilität der Helix, als auch RNA-Bulge-Strukturen mit Hilfe von kMDS 

und H-REMD untersucht. Im Falle der Dangling-End Motive wurden Umbrella-

Sampling Simulationen und MM/PBSA Rechnungen durchgeführt, um den 

Einfluss genauer zu untersuchen. Ziel der RNA-Bulge Simulationen war der 

Vergleich und die Konformationsanalyse unterschiedlicher Bulge-Basen im 

gleichen Sequenzkontext.  
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1.2 Aufbau und Stabilität von Nukleinsäuren 

Nukleinsäuren sind Biomoleküle die sich aus einzelnen Monomeren, den 

Nukleotiden, zu einer Polynukleotidkette zusammensetzen. Ein Nukleotid besteht 

aus aus einem Zucker, einer heterozyklen, stickstoffhaltigen Base und einer 

Phosphatgruppe. Handelt es sich bei dem Zucker um eine Ribose, so spricht man 

von Ribonukleotiden. Ist dieser Baustein ein Derivat der Ribose, die 

Desoxyribose, so handelt es sich um Desoxyribosenukleotide. Die 

stickstoffhaltige Base wird in die Familie der Purine bzw. Pyrimidine unterteilt. 

Zu den Purinen gehören Adenin (A) und Guanin (G). Die Vertreter der Pyrimidine 

sind Cytosin (C), Thymin(T) und Uracil(U) (3).  

Die Basen sind kovalent an den Zucker gebunden, der wiederum an die 

Phosphatgruppe gebunden ist. Die Phosphatgruppe eines Nukleotides ist kovalent 

an die OH-Gruppe des C3-Kohlenstoff Atoms der nächsten Zucker gebunden, 

wodurch eine zweite Phosphoesterbindung entsteht. Desoxyribonukleinsäuren 

(DNA) und Ribonukleinsäuren (RNA) unterscheiden sich in der 

Zusammensetzung dieser Bausteine. Neben dem unterschiedlichen Zucker 

besitzen DNA-Moleküle A, C, G und T, wohingegen die RNA Moleküle die 

Basen A, C, G und U (3) (siehe Abbildung 1.1) enthalten. Wie aus Abbildung 1.2 

zu entnehmen ist, sind die einzelnen Nukleotide durch eine 3‘-5‘-

Phosphodiesterbindung miteinander verknüpft. Das Nukleotid am 5’-Ende ist 

durch eine freie Phosphorylgruppe charakterisiert, wohingegen das Nukleotid am 

3’-Ende eine Hydroxylgruppe besitzt. 

Ein DNA-Molekül besteht aus zwei Polynukleotidketten, die anti-parallel 

zueinander verlaufen und über Wasserstoffbrücken miteinander interagieren. 

Nukleotide Pyrimidine Purine 

 

  
   

Desoxyribose/Ribose Uracil Thymin Cytosin Adenin Guanin 

Abbildung 1.1 Zusammensetzung von Nukleotiden. Nukleotide setzen sich zusammen aus einem 

Zucker, einer stickstoffhaltigen Base und einer Phosphatgruppe. RNA Strukturen unterscheiden 

sich hinsichtlich des Zuckers (Ribose statt Desoxyribose) und der Basenpaarung (A:U statt A:T) 
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Sie bilden dabei eine helikale Struktur aus. Zusätzlich ist zu erwähnen, dass beide 

Stränge komplementär zueinander sind. In einem komplementären DNA-

Doppelstrang bilden G:C und A:T (A:U im Falle von RNA)  ein Watson-Crick 

Basenpaar (4).  

Da ein DNA-Molekül aus zwei nicht-kovalent miteinander verbundenen 

Polynukleotidketten besteht, stellt sich die Frage, wodurch die Stabilität eines 

DNA Moleküls gewährleistet ist. Wie bereits erwähnt bildet sich ein 

komplementärer DNA-Strang zu einer Helix aus. Diese Helix ist jedoch nicht nur 

durch Wasserstoffbrücken stabilisiert. Die π-π Wechselwirkungen der Basen führt 

dazu, dass eine hydrophobe Umgebung zwischen den Basen entsteht, sodass der 

hydrophile Zucker-Phosphat-Rückgrat der DNA weggedreht wird und mit der 

wässrigen Umgebung interagieren kann. Die gestapelt übereinander liegenden 

(engl. stacking), hydrophoben Basen sind dadurch schwer zugänglich für Wasser, 

wodurch die Wasserstoffbrücken zwischen den Basen zusätzlich stabilisiert 

werden.  

 

Abbildung 1.2 Basenpaarungen in DNA Strukturen. Die beiden Einzelstränge verlaufen in 

entgegensetzte Richtungen. Die Adenin: Thymin  Basen  und die Guanin: Cytosin Basen bilden 

jeweils ein Watson-Crick Paar. Durch die Basenpaarung entsteht die optimale Konstellation für 

Wasserstoffbrücken. Zudem sind Nukleotide über eine Phosphodiesterbindung miteinander 

verknüpft. Quelle: modifiziert nach Moran, Horton, Scrimgeour, Perry, 2012(5)). 

3‘-5‘Phosphodiester-

bindung 

 

Wasserstoffbrücke 



1.2 Aufbau und Stabilität von Nukleinsäuren 5 

 

 

Aus dem Zusammenspiel dieser verschiedenen Kräfte ergibt sich die Form und 

Geometrie der DNA-Doppelhelix. So entstehen auf der Helixoberfläche zwei 

unterschiedliche Furchen, die sich in ihrer Spannweite unterscheiden (engl. minor 

und major groove). Aus den π-π Wechselwirkungen ergeben sich spezifische 

Distanzen zwischen benachbarten Basen (siehe Abbildung 1.3). Die 

Zusammensetzung der Basen hat aufgrund der unterschiedlichen Anzahl von 

gebildeten Wasserstoffbrücken einen Einfluss auf die Stabilität der DNA-Helix. 

G:C reiche Sequenzen bzw. Strukturen weisen eine höhere Stabilität auf als A:T 

reiche Strukturen.  

Die elektrostatische Abstoßung durch die negativ geladenen Phosphatgruppen 

verursacht eine Destabilisierung der DNA-Helix, die durch Gegen-Ionen wie z.B. 

Mg
2+
 reduziert wird. Somit entsteht eine Abhängigkeit zwischen der Stabilität der 

DNA-Struktur, der Polarität und dem Salzgehalt der Umgebung.  

Bei der hier beschriebenen Form der DNA-Struktur handelt es sich um B-DNA 

Strukturen. Jedoch existiert eine Abhängigkeit zwischen der Struktur der DNA 

und ihrer Umgebung. Ist die DNA dehydriert so nimmt sie eine A-DNA Form an. 

Auch die Basen-Zusammensetzung hat einen direkten Einfluss auf die Form der 

DNA. In einigen G:C-reichen Sequenzen wird eine Z-Form bevorzugt (siehe 

Abbildung 1.4) (6).  
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Abbildung 1.3  Modell einer B-DNA Strukur . Wie aus dem Modell schematisch dargestellt ist, 

befinden sich die Basen innerhalb der Helix, wohingegen das Zucker-Phosphat-Rückgrat die 

Basen umschliesst. Durch die Helix-Windung und die Stacking-Interaktionen der Basen entstehen 

eine kleine und eine große Furche. Der Anstieg pro Windung beträgt 3.4 nm. Die Distanz zwischen 

zwei Basen beträgt etwa 0.33 nm un der Gesamtdurchmesser 2.37 nm (Quelle: modifiziert nach 

Moran, Horton, Scrimgeour, Perry, 2012(5)). 
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Abbildung 1.4 A-DNA, B-DNA und Z-DNA Konformationen. Die A-DNA Konformation ist 

bevorzugt in  einem dehydrierten Zustand (Links, PDBid 401D(7)). B-DNA (Mitte, PDBid 

423D(8)) ist die natürlich vorliegende Konformation. Die Z-DNA Konformation (Rechts, PDBid 

279D(9)) wird in einigen G/C-reichen Sequenzen bevorzugt. 

 

1.3 Sekundärstrukturen von Nukleinsäuren 

1.3.1 RNA-Bulge 

RNA Moleküle können unterschiedliche Sekundärstrukturen ausbilden 

(Haarnadel-Schleife, Innere-Schleife, Ausbeulung; engl. Hairpin-Loop, Internal-

Loop, Bulges) und somit sehr komplexe drei-dimensionale Strukturen einnehmen 

(10). Zudem besitzen diese Sekundärstrukturelemente spezifische biologische 

Funktionen (11–13). Durch diese Elemente nehmen RNA Strukturen einen 

größeren Konformationsraum als DNA Strukturen ein. Die enorme strukturelle 

Diversität, hervorgerufen durch nicht-helikale Motive, erschwert die Vorhersage 

der 3D-Strukturen von RNA Molekülen,  ausgehend von ihrer Primärsequenz 

(14–16). 

 

Abbildung 1.5 Elemente von RNA Sekundärstrukturen. Vier Beispiele für Sekundärstruktur-

Elemente in RNA Strukturen: (a) Helix, (b) Bulge-Base (c) Fehlpaarungen und (d) Hairpin-

Strukturen 
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Besonders häufig treten hierbei Bulge-Motive in RNA-Strukturen auf, die zudem 

für die molekulare Erkennung und Funktion der Struktur wichtig sind (17, 18). 

Bulge Strukturen sind ungepaarte Nukleotide innerhalb der RNA-Doppelhelix. 

Die Anzahl der ungepaarten Basen kann variieren. Die strukturelle Diversität einer 

RNA-Doppelhelix, die ausschließlich kanonische Watson-Crick Paarungen 

ausweist, ist limitiert durch die Anzahl der möglichen 

Wasserstoffbrückenbindungen und dem π-π-Stacking Interaktionen der 

aromatischen Ringe (19). Diese Form der Interaktion ist bei einer Bulge-Struktur 

nicht zwingend vorhanden. Eine Bulge-Struktur kann sowohl inter-, als auch 

intra-helikale Strukturen einnehmen. Interhelikale Bulge-Basen können die 

reguläre A-Form der RNA verändern und eine Krümmung der Gesamtstruktur 

hervorrufen (20). Stabilisiert wird diese Struktur vor allem durch hydrophobe 

Wechselwirkungen zwischen den Basen. Liegt die Bulge-Struktur extra-helikal 

vor (looped out-Konformation) so nimmt die RNA eine A-Form ähnliche 

Konformation ein (20). Hierbei sind die Bulge Basen völlig solvatisiert. Die 

bevorzugte Konformation ist schwierig zu ermitteln und abhängig von vielen 

Parametern (benachbarte Basenpaare, Ionenkonzentration, Solvatationseffekten 

usw.) (21–23). Diese Abhängigkeit ist ausschlaggebend für die Limitierung durch 

experimentelle Methoden. In NMR Studien wurde nachgewiesen, dass Bulge-

Strukturen mit nur einem Adenin (Single-Bulge) generell interhelikal vorliegen. In 

Kristallstrukturen liegen sie aufgrund der Salzkonzentration generell im looped-

out Zustand vor (20, 24–26).  

Um die biologische Relevanz von RNA-Bulge-Motiven zu untermauern werden im 

Folgenden einige Beispiele-Motive diskutiert:  

 Das Trans-activation response element (TAR-Element) ist ein 

regulatorischer Abschnitt der TAR-RNA und Bestandteil des genetischen 

Codes von HIV-Viren. Die TAR-RNA setzt sich zusammen aus einem 

Stamm (stem), einer Ausstülpung aus drei Nukleotiden (Bulge) am Stamm 

und einer Schleife (Loop) und dient als Bindestelle für den 

Transkriptionsfaktor Tat und zelluläre Transkriptionsfaktoren. Die Bulge-

Sequenz besitzt hierbei eine besondere Funktion. Das HIV-1 Tat Protein 

bindet an die Bulge-Sequenz, wodurch die Transkripte stabilisieren und 

der Elongationsprozess der Transkription fortgesetzt wird (27–29).  
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 In allen RNA P4 Elementen der bakteriellen RNaseP befindet sich ein U-

Bulge. Es ist Bestandteil einer Pseudoknoten-Struktur und befindet sich im 

Zentrum der katalytischen Domäne (30–33). 

 Das Hüllprotein der Bakteriophage MS2 bindet über einen kleinen Loop-

Bereich der RNA das genetische Material des Virus. Als Ankerpunkt 

zwischen dem Loop und dem Protein dient ein Adenin-Bulge, welches an 

die hydrophobe Bindetasche des Proteins bindet (34, 35).  

Ziel dieser Arbeit ist es den Konformationsraum eines U-Bulges und eines A-

Bulges im gleichen Sequenzkontext unter identischen Bedingungen miteinander 

zu vergleichen. Hieraus können generelle Eigenschaften für Bulge Motive 

abgeleitet werden. Insbesondere sollen, mit Hilfe von effizienten 

Simulationsmethoden, wie der H-REMD Methode, Intermediate-Zustände 

ermittelt und miteinander verglichen werden.  

 

1.3.2 Dangling-End 

Die Faltung und Hybridisierung von Nukleinsäuren ist ein komplexer Prozess, der 

durch eine Vielzahl von Faktoren beeinflusst wird. Ausschlaggebend ist jedoch die 

spezifische Interaktion der Watson-Crick Partner (WC-Partner). Falls jedoch die 

Einzelstränge nicht perfekt zusammenpassen, oder sich die Einzelstränge in ihrer 

Länge unterscheiden, können überhängende Basen am Ende der Doppelhelix 

entstehen. Diese überhängenden Basen, werden im Folgenden als Dangling-End 

bezeichnet. In solch einem Fall ist die perfekte Bindung der Einzelstränge nicht 

möglich bzw. notwendig (36–39) . 

Bei den Dangling-Ends handelt es sich um Sekundärstrukturen, die sowohl in 

DNA als auch in RNA auftreten können. Sie spielen speziell für RNA Strukturen 

in diversen biologischen Prozessen eine wichtige Rolle. Beispiele sind unter 

anderem Codon-Anticodon Interaktionen zwischen tRNA und mRNA oder die 

Erkennung der tRNA (40–42). Um diese spezifischen Interaktionen sowie 

Faltungs- und Hybridisierungsprozesse besser zu verstehen, ist eine detaillierte 

Betrachtungsweise der strukturellen und thermodynamischen Eigenschaften von 

Dangling-End Basen notwendig. Experimentell wurde bereits nachgewiesen, dass 

Dangling-End Basen einen stabilisierenden Einfluss auf die Gesamtstruktur 

haben.  
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Abbildung 1.6 Schematische Darstellung von Dangling-End Basen. Die Dangling-End Base kann 

mit den terminalen Basen in einem gestackten Zustand (links) oder völlig solvatisiert (rechts) 

vorliegen.  

Im Allgemeinen haben RNA-Dangling-End-Strukturen einen stärkeren Einfluss 

als DNA-Dangling-End-Strukturen (39). Weiterhin spielt die Orientierung und 

Position der Dangling-End-Struktur eine wichtige Rolle. Im Falle von RNA wirkt 

ein Dangling-End am 3´-Ende des Stranges stabilisierender als ein Dangling-End 

am 5´-Ende (43, 44). Interessanterweise verhält es sich bei DNA Strukturen 

entgegengesetzt (39, 45). Ursache hierfür können unterschiedliche geometrische 

Einschränkungen sein, die ein cross-stacking ermöglichen bzw. verhindern (46). 

Einen Hinweis dafür lieferten Femtosekunden-Spektroskopie Messungen mit 

RNA Strukturen (47). So konnte für Purine Basen am 3´-Ende eine starke 

Interaktion mit dem terminalen Basenpaar nachgewiesen werden. Im Vergleich 

hierzu zeigen NMR Untersuchungen, dass Dangling-End-Strukturen am 5´-Ende 

einen größeren Konformationsraum einnehmen können und häufig keine 

Interaktion mit den terminalen Basen eingehen (48, 49, 46). Diesen vollständig 

solvatisierten Zustand bezeichnet man als unstacked-Zustand (siehe Abbildung 

1.6). Neben der Position der Dangling-Ends (3´ vs.- 5´) sind auch die 

Basenzusammensetzung (Purine vs. Pyrimidin), die zum Dangling-End 

benachbarten Basen, die Salzkonzentration sowie die Anzahl der Basen des 

Dangling-End entscheidend für die Stabilität der Gesamtstruktur (37, 50, 51). So 

kann ein Dangling-End Base abhängig von seiner Form und Größe einen Schutz 

vor dem Lösungsmittel für die terminalen Basen bieten und somit ihre WC-

Interaktion stabilisieren (52, 53). Basen mit einer großen Oberfläche (A und G) 

wirken daher stabilisierender als T und C. Weitere Untersuchungen zeigen einen 

sequenzspezifischen Einfluss von Dangling-End-Strukturen. Beispielweise 



1.4 DNA-Schäden und ihre Auswirkungen auf die Feinstruktur der DNA 11 

 

 

besitzen ein 5´-AC/ 3´-G, wobei das A ein 5´-Dangling-End  und das C der 

unmittelbare Nachbar am gleichen Strang ist unterschiedliche thermodynamische 

Eigenschaften als ein 5´-AG/ 3´ C-Paar (45).  

Die spezifischen Interaktionen zwischen Dangling-End Basen und Terminalen 

Basen sowie die Konformationsräume von 3´- und 5´-Dangling-End-Strukturen 

werden in dieser Arbeit für RNA und DNA Strukturen miteinander verglichen. 

Ziel ist es hierbei mit Hilfe von Molekulardynamik Simulationen einen besseren 

Einblick in die Thermodynamik und strukturelle Flexibilität der Dangling-End-

Strukturen zu erhalten.  

 

1.4 DNA-Schäden und ihre Auswirkungen auf die 

Feinstruktur der DNA 

Die DNA ist das einzige zelluläre Makromolekül, welches von Enzymen erkannt 

und repariert werden kann (5). Man unterscheidet hierbei verschiedene Typen von 

DNA Schäden wie z.B. Basenmodifikationen, Fehlpaarungen, Cross-Linking von 

DNA Strängen oder Brüche des Phosphatrückgrats (54–60). Werden diese 

Schäden nicht erkannt, kann dies zu Zelltod, Gewebedegeneration oder zur 

Tumorbildung führen. Während einige DNA Schäden durch endogene Prozesse 

oder Umweltwelteinflüsse hervorgerufen werden (siehe Abbildung 1.7), entsteht 

der Großteil der Schäden durch Fehlpaarungen während der DNA-Replikation 

(61). Basenmodifikationen die trotz des Proofreading-Prozesses der DNA-

Polymerase bestehen bleiben, können anhand von spezifischen Enzymen erkannt 

und repariert werden (62, 61). Diese Enzyme unterscheiden sich anhand ihrer 

Substratspezifität und ihrer Kinetik. Es wird auf folgende Reparaturmechanismen 

eingegangen: Direkte Reparatur, Basen-Exzisionsreparatur und Nukleotid-

Exzisionsreparatur. 

Die direkte Reparatur kommt ohne ein Aufbrechen des Phosphatrückgrats aus. 

Durch eine enzymatische Reaktion wird die kovalente Bindung einer Läsion mit 

der DNA aufgebrochen, sodass die Base in ihrer ursprünglichen Form wieder 

vorliegt. Beispiele für eine direkte Reparatur sind unter anderem die Reparatur 

von Photodimerisierungs-Prozessen (z.B. Thymin-Dimer) oder 

Alkylierungsschäden (z.B. O
6
-Methylguanin) (56, 63). 
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Abbildung 1.7 Ein genereller Überblick möglicher DNA Schäden und deren Folgen. DNA 

Schäden können durch eine ganze Reihe von Fakten hervorgerufen werden. Auf der Abbildung 

sind links einige dieser Faktoren beispielhaft als Pfeile dargestellt. Wird der Schaden nicht erkannt 

und repariert, können die Folgen gravierend sein (Mutation, Tumorbildung, Zelltod, 

Gewebedegenation).   

Ionisierende Strahlung oder oxidativen Stress können Basenmodifikationen 

hervorrufen. Diese Basenmodifikationen werden im Allgemeinen über einen 

Exzisions-Reparatur-Mechanismus behoben. Die Basen-Exzisions-Reparatur wird 

am Beispiel eines oxidativen Schaden am Guanin, dem 8-Hydroxydesoxyguanin 

(8oxoG) diskutiert, da es sich hierbei um einen der am häufigsten auftretenden 

oxidativen Schäden handelt. Ursache hierfür ist das geringe Oxidationspotential 

des Guanins im Vergleich zu den anderen Basen. 8oxoG entsteht aufgrund von 

Reaktionen zwischen Hydroxyradikalen mit Kohlenstoff C8 des Guanins. 

Behoben wird dieser Schaden durch DNA-Glykolyasen. Hierbei wird die N-

glykosidische Bindung des 8oxoG hydrolysiert, wobei eine abasische Seite (AP-

Site) entsteht. Die AP-Site wird wiederum von einer AP-Endonuklease erkannt 

und entfernt die Desoxyribose (64, 65, 55, 66, 59). Die entstandene Lücke wird 

von der DNA-Polymerase ß erkannt und mit Hilfe einer Ligase geschlossen (siehe 

Abbildung 1.8).  

Wie schon bei Basen-Exzisionsreparatur handelt sich bei der Nukleotid-

Exzisionsreparatur um einen Prozess bei dem eine Reihe von Enzymen beteiligt 

ist.  
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Abbildung 1.8 Reparaturmechanismus am Beispiel des 8oxoG: Für die vollständige Ersetzung der 

8oxoG Base zu dem ursprünglichen Guanin werden mehrere Enzyme und Schritte benötigt. Die 

Erkennung der Base findet durch DNA-Glykolyasen statt, welches die Bindung zwischen Zucker 

und Base aufbricht, sodass eine AP-Site entsteht. Diese wird wiederrum durch Endonukleasen 

erkannt, welche das Nukleotid aus dem Doppelstrang vollständig entfernt. Die entstandene Lücke 

wird durch die DNA-Polymerase und DNA-Ligase geschlossen. (Quelle: modifiziert nach Moran, 

Horton, Scrimgeour, Perry, 2012(5)). 

Man unterscheidet grundsätzlich zwischen zwei Mechanismen bei der Nukleotid-

Exzisionsreparatur (67–69): 

 Global genomische Reparatur (engl. Global genom repair, GCR). Hierbei 

wird der Schaden durch das Heterodimer XPC-GR23B, DDB1-DDB2-

Komplex und dem Gadd45 erkannt (70). 

 Transkrisptionsabhängige-Reparatur (engl. Transcription coupled repair, 

TCR). Eingeleitet wird dieser Prozess durch die Proteine CSA und CSB, 

welche in der Lage sind die RNA-Polymerase II vom DNA-Schaden zu 

entfernen. Dadurch wird es den TCR-Proteinen ermöglicht an die DNA zu 

binden (71).  
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Die folgenden Schritte der DNA-Reparatur sind bei beiden Mechanismen 

äquivalent. Die Proteine XPA, RPA und der TFIH-Komplex entwinden im Bereich 

des DNA-Schadens die Helix und ermöglichen den Endonukleasen XPG und 

XPF/ERCC1 das Entfernen eines 20-30 Nukleotid-langen DNA-Molekül. Die 

entstandene Lücke wird durch die DNA-Polymerase δ und  neu hybridisiert und 

mit Hilfe der DNA-Ligase I mit dem DNA Strang verbunden (67). 

 

1.4.1 7,8-dihydro-8-oxoguanin 

Oxidative Schäden können zu DNA-Mutationen und zur Krebsentstehung führen 

(61, 54, 72). Ursache für die Modifikation sind freie Radikale oder reaktive 

Sauerstoffspezien, die mit den Nukleinsäure-Basen reagieren können (72). Das 

Verständnis über die Ursachen für einen oxidativen Schaden, sowie die detaillierte 

Untersuchung des Reparaturmechanismus, sind von entscheidender Bedeutung 

um Strategien gegen Mutationskrankheiten zu entwickeln.  

Besonders häufig tritt ein oxidativer Schaden an der Base Guanin auf. Hierbei 

kommt es zu einer Oxidation vom Kohlenstoff C8 und dem Stickstoff N7. Als 

Resultat dieser Reaktion entsteht das 7,8-dihydro-8-oxoguanine (8oxoG). 8oxoG 

besitzt die besondere Eigenschaft mit unterschiedlichen Basen eine Interaktion 

einzugehen zu können. Neben der Watson-Crick Paarung mit einem Cytosin, kann 

8oxoG unter anderem auch mit Adenin, in der sogenannten Hoogsteen 

Konformation, vorliegen (73–77). Dies führt, falls es von keinem Reparaturenzym 

erkannt wird, zu einer Mutation von G:C A:T (siehe Abbildung 1.9). Um solch 

eine Mutation zu vermeiden, existieren Glykolyasen, wie das bakterielle MutM 

oder die humane variante 8oxoG DNA Glykolyase (hOgg1) (78, 59, 79).  

Es existieren bereits eine Vielzahl von Studien bezüglich dem Oxidations- und 

Reparaturprozess (59, 76, 77, 79–81). Strukturelle Untersuchungen zeigen, dass 

die Wasserstoffbrückenbindung zwischen 8oxoG und der gegenüberliegenden 

Base aufgebrochen werden muss, damit 8oxoG-Base in die aktive Region des 

Enzyms herumklappen kann. Anschließend wird mit Hilfe des Enzyms die 

Bindung zwischen der Base und dem Zucker aufgebrochen, sodass eine abasische 

Stelle (AP-Site) entsteht. Die Glykolyase dissoziiert sich von der DNA, sodass die 

AP-Site von einer Endonuklease erkannt werden kann. Es ist jedoch weiterhin 

unklar, wie das Enzym den DNA Schaden erkennt.  
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Abbildung 1.9 Basenexzisionsreparatur Mechanismus der 8oxoG-Base. Durch oxidativen Stress 

kann die Guanin-Base zu 8-oxoguanine modifiziert werden. Diese 8oxoG:C Fehlpaarung kann, 

falls sie nicht erkannt wird, zu einer irreversiblen T:A Mutation führen (mittlerer Pfad). Die 

humane DNA-Glykolyase hOGG1 bzw. die bakterielle MutM Variante sind in der Lage die 8oxoG 

Base zu erkennen. Für den weiteren Verlauf dieses Pfads sei an dieser Stelle auf Abbildung 1.8 

verwiesen.  Wird die 8oxoG:C Fehlpaarungen nicht erkannt, entsteht nach dem ersten 

Replikationsschritt eine 8oxoG:A Paarungen. Diese wieder kann durch das Enzym MutYh bzw. 

durch die bakterielle Variante MutY erkannt werden. Hierbei wird jedoch die Adenin Base 

entfernt. Der weitere Verlauf entspricht Abbildung 1.8. In beiden Fällen entsteht eine AP-Site die 

wiederrum durch Endonukleasen erkannt wird. Das 8oxoG:C Paar kann anschließend wieder 

durch hOGG1 bzw. MutM erkannt werden.  

Eine Möglichkeit ist, dass die geschädigte Base in einem extra-helikalen Zustand 

vorliegt und dadurch erkannt wird. Alternativ findet ein intra-helikaler 

Erkennungsprozess statt. Dies setzt einen aktiven Prozess voraus, in dem die 

Watson-Crick Paarung der modifizierten Base und der Nachbar Base aufgelöst 

wird und die Base aus der Helix herausgedreht wird. Dieser Zustand wird im 

Folgenden als looped-out Zustand bezeichnet. Das Enzym muss also in der Lage 

sein, während des Bindeprozesses die Base effizient zu erkennen und 

herauszudrehen. Annahme ist, dass bereits in der Feinstruktur der oxidierten Base 

strukturelle Unterschiede zu Guanin vorhanden sind.  

Diese strukturellen Unterschiede könnten Hinweise für das Reparaturenzym 

liefern. Verdin et. al lieferten für diese Hypothese erste Hinweise (78, 66).  
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Abbildung 1.10 Mögliche Erkennungsmechanismen von modifizierten DNA Basen. 

So konnten sie bei DNA Strukturen in Komplex mit dem Enzym nachweisen, dass 

bereits in dem inter-helikalen Zustand (looped-in) strukturelle Unterschiede den 

Konformationen des Zucker (Zucker-Pucker, engl. Sugar-Pucker) und 

Phosphatrückgrat zwischen Guanin und 8oxoG vorliegen. Experimentelle DNA 

Strukturen, die 8oxoG als Baustein besitzen, weisen jedoch keine Unterschiede in 

der Basenpaarungsgeometrie, Wasserbrückenbindung oder Stacking-Energien 

zwischen 8oxoG:C und G:C auf (82).  

Die Charakterisierung möglicher spezifischer Zustande von 8oxoG ist daher von 

enormer Bedeutung, da sie einen Hinweis für die Erkennung durch das 

Reparaturenzym liefern können. Diese spezifischen Zustände sollen in dieser 

Arbeit mit Hilfe von Molekulardynamik Simulationen ermittelt werden. 

 

1.4.2 O
6
-Methylguanin 

Neben oxidativen Agenzien können auch alkylierende Verbindungen 

Mutationsschäden hervorrufen (83). Es handelt sich hierbei um elektrophile 

Substanzen, die Ringstickstoffe, Ringsauerstoffe oder die Phosphatgruppe 

angreifen. Es existieren zwölf potentielle Reaktionszentren zwischen DNA-Basen 

und alkylierenden Substanzen (84, 85). Bei dieser Reaktion (nukleophilen 

Substitution) unterscheidet man zwischen SN1 und SN2 Reaktionen.  
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Abbildung 1.11 Beispiel einer Direkten-Reparatur am Beispiel der O
6
-MeG Base. O

6
-MeG Base 

(dargestellt als CH3-O) wird direkt demethyliert durch die O
6
-MeG-DNA-Methyltransferase. Das 

aktive Protein überträgt die Methylgruppe auf ein Cystein-Rest im Aktiven Zentrum und geht aber 

in einen irreversiblen inaktiven Zustand über (modifizierte Abbildung von (85)).  

SN1 Verbindungen wie N-methyl-N´-nitro-N-nitrosoguanidine reagieren mit dem 

O6-Sauerstoff des Guanin zu O
6
-Methylguanin (O

6
-MeG) (85). Wird dieses 

Produkt nicht von Reparaturenzymen erkannt, kann es zu einer G:C  A:T 

Mutation, oder einem DNA-Strangbruch kommen (86). SN2 Verbindungen, wie 

zum Beispiel Methylmethanesulphonat reagieren mit Adenin zu 1-Methyladenine 

oder mit Cytosin zu 3-Methylcytosin. Diese Art von Schäden treten häufig in 

einer Einzelstrang-DNA oder RNA Strukturen auf (56).  

O
6
-Methylguanin (O

6
-MeG)-Basen haben einen schwerwiegenden Einfluss auf 

die Funktionsfähigkeit einer Zelle und können zum Zelltod oder Tumorbildung 

führen (87–90). Die Methylierung des Guanins hat zur Folge, dass die 

Doppelbindung zwischen dem C6 Atom und dem O6 Atom zu einer 

Einfachbindung wird, sodass die gesamte Tautomerie des Guanins verändert wird. 

NMR-Studien an einer O
6
-MeG:C Fehlpaarung in einem Oligomer-Duplex haben 

gezeigt, dass für beide Basen die glykosidische Bindung in einer anti-

Konformation vorliegt (91). Die B-DNA Form bleibt weiterhin erhalten, jedoch 

mit einer wobble-Orientierung der Wasserstoffbrücken und ausschließlich einer 

Wasserstoffbrücke zwischen den Atomen  N2 (O
6
-MeG) und O2 (C). Die 

Kristallstruktur einer Z-DNA mit dieser Fehlpaarung zeigt eine Anordnung, die 

kompatibeler mit Standard-Watson-Crick-Wasserstoffbrücken-Abstände ist (92). 

Für die O
6
-MeG:T Fehlpaarung in Kristallstrukturen wurde ein Watson-Crick 

ähnliches Wasserstoffbrücken-Muster beobachtet (93, 94). NMR Studien zeigten 

hingegen, dass nur eine Wasserstoffbrücke zwischen diesen Basen besteht (95). Es 

ist an dieser Stelle anzumerken, dass sich der Sequenzkontext zwischen 
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Kristallstrukturen und der NMR Studie unterscheidet, sodass angenommen 

werden kann, dass der Sequenzkontext Ursache für die unterschiedlichen 

Wasserstoffbrücken-Muster ist. Die generelle Struktur des O
6
-MeG:T Basenpaares 

zeigt sowohl in der NMR- als auch in der Kristallstruktur Ähnlichkeiten zu einem 

G:C Paar, während für O
6
-MeG:C eine wobble-Orientierung beobachtet wird. 

Dieser Unterschied erklärt jedoch nicht, warum eine schwache Präferenz eines O
6
-

MeG:T Basenpaaren Einbaus, während der DNA-Replikation besteht 

Die Erkennung und Reparatur einer O
6
-MeG-Base kann unterschiedlich erfolgen: 

 direkte oxidative Desalkylierung  Die O
6
-MeG-Base kann durch 

Oxygenasen der AlkB-Familie direkt entfernt werden (96). 

 Basenexzisionsreparatur-Glykosylasen  O
6
-MeG-Base wird aus der 

DNA-Doppelhelix entfernt (97). 

 O
6
-Alkylguanin-DNA-Transferasen (AGTs)  Die aktive O

6
-

Methylguanine-DNA-Methyltransferase ist in der Lage die O
6
-MeG-Base 

zuerkennen und transferiert die Alkyl-Gruppen auf ein Cystein-Rest in der 

aktiven Bindetasche (60). 

Da der O
6
-MeG Schaden am häufigsten über AGTs repariert wird, wird im 

Folgenden näher auf diesen Mechanismus eingegangen (85). Die Alkyl-Gruppe 

der O
6
-MeG Base wird auf einen Cystein-Rest (Cys145) in seinem aktiven 

Zentrum des Proteins transferiert. Das Protein geht dabei in einen inaktiven 

irreversiblen Zustand über und zerfällt anschließend durch Ubiquitinierung.  

Die aktive O
6
-Methylguanine-DNA-Methyltransferase besitzt ein Helix-Turn- 

Helix (HTH)-Motiv, welches mit der kleinen Furche des DNA Doppelstranges 

interagiert (60). Diese Interaktion hat eine Konformationsänderung der DNA zur 

Folge, sodass dich die Spannweite der kleinen Furche der DNA vergrößert und die 

Interkalierung eines Arginin-Fingers in die Helix ermöglicht (98). Die alkylierte 

Base wird anschließend in die aktive Tasche herausgedreht. Ein konservierter 

Tyrosinrest induziert zusätzlich über sterische Hinderung und Ladungsabstoßung 

die Rotation des 3´-Phosphatrestes der alkylierten Base. Die nun ungepaarte 

Cytosin-Base interagiert mit einem Arginin wodurch die O
6
-MeG Base zusätzlich 

stabilisiert wird (99–102).  
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(C) (D)

(E) (F)

 

Abbildung 1.12 Konformationszustände von alkylierten Guanin Basen. (A) PDBid 1D27(94) (B) 

153D (103) (C) 218D (93) (E) 1D95 (F) 144D (104).  

 

1.5 Untersuchung von Nukleinsäuren mit Hilfe von 

Computermethoden 

Nukleinsäuren sind hochflexible Biomoleküle, deren strukturelle Dynamik nicht 

direkt aus der Sequenz abgeleitet werden kann (105). Experimentelle Methoden 

wie die Röntgenstrukturanalyse (engl. X-ray crystallography(X-ray)) oder die 

Kernspinresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie, vom engl. nuclear 

magnetic resonance (NMR)) geben hierbei einen Einblick in die strukturelle 

Vielfalt von Nukleinsäuren  und deren Interaktionen mit diversen Biomolekülen. 

Der drastische Anstieg der durch diese Methoden bestimmten Strukturen hilft bei 

der Analyse von spezifischen Interaktionen innerhalb von Nukleinsäuren, 

Nukleinsäure-Protein-Wechselwirkungen und Nukleinsäure-Ligand-

Wechselwirkungen. So konnten eine ganze Reihe von kleinen organischen 

Strukturen entwickelt werden, die ganz spezifisch an bestimmte Regionen 

innerhalb der Nukleinsäure binden (106–109). Jedoch liefern diese 

experimentellen Methoden nur geringfügige Informationen über die treibenden 
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Kräfte bei Prozessen wie der Faltung von Nukleinsäuren, die Dynamik von 

Konformationsübergängen oder Assoziation/Dissoziationsprozessen (110–113).  

Um ein besseres Verständnis über Konformationen und Konformationsübergängen 

zu erhalten kann die Methodik der MD-Simulation herangezogen werden. MD-

Simulationen ermöglichen einen Einblick in die Konformationsvielfalt von 

Nukleinsäuren und geben Aufschluss über die strukturellen Ursachen von 

Konformationsübergängen. Es wurden bereits eine Vielzahl von Fragestellungen 

bezüglich Nukleinsäuren mit Hilfe von MDS behandelt: 

 Flexibilität des Zucker-Phosphatrückgrats (α/γ-Übergänge, BI/BII-

Übergänge, Zusammenhang zwischen helikalen Parametern und 

Diederwinkel (114–116)) 

 Zusammenhang zwischen Sequenz und Dynamik (117, 118, 78, 119, 114)  

 Faltung- und Entfaltungsprozesse (120–122, 111, 123) 

 Spezifische Nukleinsäure-Ionen Interaktion (124, 125, 110, 25, 126, 108) 

 Einfluss des Lösungsmittels (127, 109, 128) 

 Nukleinsäure-Ligand Interaktion (106, 129, 130) 

 Strukturverfeinerung und Vorhersage durch coarse-grained Modelle (131–

134) 

 Globale Bewegungen in Nukleinsäuren (global kink turn motions) (135–

138) 

 Assoziation und Dissoziation von Nukleinsäuren (139) 

 DNA-Oberflächen Interaktion (140, 141) 
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1.6 Motivation der Arbeit 

In der vorliegenden Arbeit sollen strukturelle und thermodynamische 

Eigenschaften von Nukleinsäuren mit Hilfe von Molekulardynamik-Simulation 

bestimmt werden. Es handelt sich um Sekundärstrukturelemente wie Dangling-

End oder RNA-Bulges. Ferner soll der Einfluss von Basenmodifikationen auf die 

Feinstruktur der DNA untersucht werden. Hierbei sollen folgende Ziele 

verwirklicht werden: 

 Implementierung und Anwendung von effizienten Simulationsmethoden 

(siehe Abschnitt 2.4).  

 Vergleichende Modellierung von 8oxoG:C und G:C Paarungen sowie die 

Anwendung von BP-REMD Simulationen und deren direkter Vergleich zu 

kMDS (siehe Abschnitt 3.1). 

 Vergleichende Modellierung von O
6
-MeG:C, O

6
-MeG:T und G:C 

Paarungen und Bestimmung von spezifischen O
6
-MeG  

Konformationszuständen mit Hilfe der von BP-REMD und kMDS (siehe 

Abschnitt 2.5.2 und Abschnitt 3.2). 

 Modellierung und Bestimmung von Thermodynamischen Parametern von 

RNA und DNA Dangling-End-Strukturen (siehe Abschnitt 2.5.3 und 

Abschnitt 3.3).  

 Untersuchung des Konformationsbereiches unterschiedlicher RNA-Bulge-

Strukturen mit Hilfe unterschiedlicher Simulationsmethoden (siehe 

Abschnitt 3.4).  

 Für alle Anwendungen sollen zudem Vergleiche zwischen experimentellen 

Strukturen und berechneten Strukturen erstellt werden.  

 



  

 

Kapitel 2 

 

2 Theorie, Methoden und Modelle 

2.1 Molekulardynamik 

Molekulardynamik-Simulationen sind eine weit verbreitete und etablierte 

Methode zur Beschreibung und Analyse von Biomolekülen (142). Die 

Anwendungsgebiete sind sehr vielseitig.  So können Molekulardynamik-

Simulationen eingesetzt werden um Protein-Faltungsprozesse zu untersuchen 

(143). Es besteht weiterhin die Möglichkeit den Effekt von Solvensmolekülen, die 

Stabilität von Strukturen, und Eigenschaften des biomolekularen Systems, wie 

Interaktionsenergien zwischen einzelnen Atomen, sowie entropische 

Eigenschaften zu ermitteln (144). Innerhalb der letzten 25 Jahre hat sich die 

Methode der Molekulardynamik-Simulation sehr rasch entwickelt. Die erste 

Protein Simulation wurde von McCammon et al. 1977 durchgeführt. Es handelte 

sich dabei um die Simulation eines Trypsin Inhibitors mit 58 Aminosäureresten im 

Vakuum mit einer Simulationsdauer von 8.8 psec. Die ersten Nukleinsäure-

Simulation wurden von Levitt et. al 1983 durchgeführt (145). Einige Jahre später 

simulierten McCammon und Harvey die tRNA
PHE

 (76 Nukleotide) (146). 

Inzwischen ist man in der Lage Systeme mit bis zu 10
6
 Atomen und 

Simulationszeiten im Mikrosekunden-Bereich zu erreichen  (147–149).  

Molekulardynamik-Simulationen basieren auf den Gesetzen der klassischen 

Mechanik. Die Dynamik eines Systems ist durch die numerische Integration der 

Newton‘schen Bewegungsgleichung definiert. In der klassischen Mechanik ist, 

unter der Annahme, dass alle Informationen bezüglich der Koordinaten der Atome 

und deren Impulse/Kräfte vorliegen, die zeitliche Entwicklung eines 

abgeschlossenen Systems eindeutig definiert. Man erhält für ein System mit N 

Teilchen die zeitliche Entwicklung gemäß der Newton’schen 

Bewegungsgleichung wie folgt (142): 
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Wobei Nrr ,...,1  die kartesischen Koordinaten, ),...,( 1 Nrr  die durch die 

Koordinaten festgelegte Potentialfunktion und iF , die auf Teilchen i wirkende 

Kraft darstellen. Zur Bestimmung der Newton’schen Bewegungsgleichung 

werden also Potentialfunktionen (Kraftfelder) und Algorithmen zur Integration der 

Bewegungsgleichung benötigt. Bewährte Algorithmen hierfür sind  der Verlet-

Algorithmus (150) und der Leap-Frog-Algorithmus (151). Die allgemeine 

Vorgehensweise einer Molekulardynamik Simulation hat folgendes Schema: 

Parametrisierung des Systems

+ Startkoordinaten

MD – Einstellungen 

festlegen

Minimierung des 

Systems

Aufheiz- und 

Äquilibrierungsphase

Simulation

 

Abbildung 2.1 Vorgehensweise bei einer Molekulardynamik Simulation. Zunächst müssen die 

Moleküle des zu simulierenden Systems (z.B Nukleinsäure, Protein, Ligand, Wasser und Ionen) 

parametrisiert werden. Anschließend legt man die Dauer und die Bedingungen der Minimierung, 

Equilibrierung und der Simulation fest. Bei der Minimierung ist zu beachten, dass zunächst die 

Wassermoleküle und anschließend Nukleinsäure minimiert werden. Innerhalb der Aufheizphase 

wird die Temperatur von 0 K auf die allgemeine Simulationstemperatur von 300 K schrittweise 

erhöht. Die Equilibrierung findet anschließend statt, sodass es zu einem Ausgleich der kinetischen 

und potentiellen Energie kommt. Sobald sich das System im Gleichgewicht befindet beginnt die 

Simulation. 
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Um eine akzeptable Startgeometrie zu ermitteln und sterische Hinderungen zu 

vermeiden, wird das System zunächst einer Energieminimierung unterzogen. 

Dabei wird meist nur ein lokales Energieminimum erreicht, da es äußerst 

schwierig ist für komplexe Systeme wie Proteine oder Nukleinsäuren das globale 

Minimum zu ermitteln. Zur Suche des Energieminimums werden Methoden des 

steilsten Abstiegs und des konjugierten Gradienten herangezogen. Wie in der 

Beschreibung der Abbildung 2.1 erläutert, werden zunächst die Wassermoleküle 

minimiert um ungünstige van der Waals Kontakte zwischen Wassermolekülen zu 

beseitigen. Anschließend findet eine Minimierung des Soluts statt. 

In der Aufheizphase wird die Temperatur des Systems schrittweise von 0 K auf 

300 K erhöht. Die Nukleinsäure wird hierbei mit Hilfe von harmonischen 

Rückstellkräften fixiert. Während der Equilibrierungsphase werden die 

Rückstellkräfte entfernt. Sobald sich die totale Energie im Gleichgewicht befindet, 

beginnt die Simulation. Simulationsdauer und Simulationsbedingungen sind 

hierbei abhängig von der jeweiligen Fragestellung. 

 

2.1.1 Kraftfelder 

Die Entwicklung von Kraftfeldern ist nach wie vor ein schwieriges Problem, da 

das Ziel der Modellierung eine möglichst detaillierte Beschreibung des Systems in 

seiner natürlichen Umgebung ist (152–154). Zu den am weitesten verbreiteten 

Kraftfeldern gehören unter anderem CHARMM (155), AMBER (156, 153) und 

das GROMOS (157) Kraftfeld. Viele diese Kraftfelder besitzen eine ähnliche 

Form, unterscheiden sich jedoch in ihrer Parametrisierung. Die Potentialfunktion 

des AMBER-Kraftfeldes ist wie folgt definiert: 

 𝐸𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 = ∑ 𝐾𝑟(𝑟 − 𝑟𝑒𝑞)
2

+

𝐵𝑖𝑛𝑑𝑢𝑛𝑔𝑒𝑛

 

∑ 𝐾𝜃(𝜃 − 𝜃𝑒𝑞)
2

+

𝑊𝑖𝑛𝑘𝑒𝑙

 

∑
𝑉𝑛

2
[1 + cos(𝑛𝜙 − ))2 +

𝐷𝑖𝑒𝑑𝑒𝑟𝑤𝑖𝑛𝑘𝑒𝑙

 

∑[
𝐴𝑖𝑗

𝑅𝑖𝑗
12 −

𝐵𝑖𝑗

𝑅𝑖𝑗
6 +

𝑞𝑖𝑞𝑗

𝑅𝑖𝑗
]

𝑖<𝑗

 

(2.3) 
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Abbildung 2.2 Beschreibung der Kraftfeldterme. Die Interaktion von Molekülen bzw. Atomen 

wird in Molekulardynamik Simulationen über Kraftfelder bestimmt. Diese Interaktionen lassen 

sich unterteilen in gebundene und nicht-gebundene Wechselwirkungen. Bindungslängen und 

Bindungswinkel werden über harmonische Potentiale und Diederwinkel über sinusförmige 

Funktionen beschrieben. Nicht-gebundene Wechselwirkungen wie das vdW-Wechselwirkungen 

werden mittels Lennard-Jones Potentialen und elektrostatische Wechselwirkungen über Coulomb-

Wechselwirkungen beschrieben (Quelle: modifiziert nach (158)).  

Kr= Kraftkonstante für harmonische Potentiale auf allen Bindungslängen 

req=  Gleichgewichtskonstante der entsprechenden Bindungslänge 

Kθ= Kraftkonstante für harmonische Potentiale auf allen Bindungswinkel 

θeq= Gleichgewichtskonstante des entsprechenden Bindungswinkels 

n = Multiplizitäten des Diederwinkel   

 = Phasen des Diederwinkel   

A , B = van der Waals Parameter 

ji qq = Partialladung von Atom i  bzw. j  

Die Beschreibungen der Bindungslängen basieren auf den Hook’schen Gesetzen 

und werden mit Hilfe eines harmonischen Potentials abgeschätzt. Die Gleichung 

schätzt die Bindungsenergie zwischen zwei Atomen unter Berücksichtigung einer 

Fluktuation zu einer Gleichgewichtskonstante. Bei großen Fluktuationen ist eine 

Abschätzung durch ein harmonisches Potential ungeeignet und lässt sich durch ein 

Morse-Potential realistischer beschreiben. Die Berechnungen der Bindungswinkel 

basieren ebenfalls auf den Hook’schen Gesetzen und können auch durch ein 

harmonisches Potential beschrieben werden. Die Kraftkonstante der 

Bindungswinkel beschreibt die Steifigkeit eines Winkels. Der Diederwinkel 

beschreibt die Rotation des Moleküls um eine Bindung und ist durch vier Atome 

definiert. Die Rotationsbarrieren werden durch eine Kosinusfunktion abgeschätzt.  

Bei den bisher diskutierten Energiefunktionen handelt es sich um gebundene 

Wechselwirkungen. Nicht-gebundene Wechselwirkungen lassen sich mit Hilfe 

von van der Waals (vdW) Wechselwirkungen und elektrostatischen 

Wechselwirkungen beschreiben. Die vdW-Interaktionen setzen sich aus einem 

anziehenden und einem abstoßenden Teil zusammen. Ursache für die repulsiven 

Kräfte ist das Pauli-Verbot. Anziehende Wechselwirkungen sind vdW-Kräfte 

(London-Kräfte), Dipol-Dipol Wechselwirkungen und Wasserstoffbrücken. Die 
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elektrostatischen Wechselwirkungen werden mittels Coulomb-Potential 

beschrieben. Die Ladungsverteilung eines Atoms wird durch Punktladungen 

approximiert.  

Die Parametrisierung der Konstanten erfolgt auf atomarer Ebene. Zudem besitzen 

gleiche Atomtypen mit unterschiedlichem Hybridisierungsgrad unterschiedliche 

Parameterwerte (159). Zur Bestimmung der Parameter werden unter anderem 

Ergebnisse aus quantenmechanischen Rechnungen und X-Ray-

Strukturinformationen herangezogen.  

In dieser Arbeit wurden für sämtliche DNA Simulationen das parmbsc0-Kraftfeld 

verwendet und für RNA Simulationen das parmbsc0XOL (152, 153, 160, 161). 

Das amber-parmbsc0-Kraftfeld ist eine Erweiterung des amber-parm99 

Kraftfeldes. Das parm99-Kraftfeld hat die Tendenz bei langen Simulationen (>= 

50ns) irreversible / Übergänge der Torsionswinkel hervorzurufen, sodass 

artifizielle Trajektorien entstehen (115). Für die modifizierten DNA-Basen 

wurden in dieser Arbeit die entsprechenden Kraftfeldkorrekturen hinzugefügt.  

Das parmbsc0XOL-Kraftfeld für RNA Strukturen wurde verwendet um „ladder-

like“ Strukturen zu vermeiden, die beim amber-parm99 bzw. amber-parm99bsc0 

Kraftfeld für RNA Strukturen entstehen können (161, 162).  

 

2.2 DNA-Konformationsanalyse 

In Abschnitt 1.2 wurde der Aufbau und die Stabilität von Nukleinsäuren 

diskutiert. Um spezifische strukturelle Eigenschaften von Nukleinsäuren zu 

ermitteln, müssen generelle Eigenschaften und Betrachtungsweisen von 

Nukleinsäuren definiert werden. Im folgenden Kapitel wird daher auf die 

Diederwinkel von Nukleinsäuren, die Furchenbildung und auf helikale Parameter 

von Nukleinsäuren eingegangen. Jede Komponente der Nukleinsäure besitzt 

physikochemische Eigenschaften die zur Beschreibung einer Konformation 

herangezogen werden können. Mit Hilfe dieser Eigenschaften können 

Konformationen von Nukleinsäuren beschrieben und miteinander verglichen 

werden.  
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2.2.1 Konformationen des Zucker-Phosphat-Rückgrats 

Der (Desoxy)-Ribose-Ring in Nukleinsäuren sind nicht planar und besitzen daher 

eine begrenzte Flexibilität. Die Konformationen, die sich aus der nicht-planaren 

Eigenschaft des Zuckers ergeben, werden als Zucker-Pucker bezeichnet. Die 

Konformation des Zuckers bzw. der Zucker-Pucker kann anhand ihrer inneren 

Diederwinkel beschrieben werden. Die Stabilität der Konformation ist dabei stark 

abhängig von der nicht-gebundenen Wechselwirkung ihrer Substituenten, die eine 

möglichst weite Distanz zueinander anstreben. Eine Zuordnung des 

Konformationsraums kann anhand der Phasenwinkel der Pseudorotation P 

beschrieben werden. Diese definiert die Art des Pucker-Zustandes, wobei P über 

die inneren Diederwinkel τ0- τ4 des Ringes bestimmt ist (163–165): 

 
tan 𝑃 =

(𝜏4+𝜏1) − (𝜏3+𝜏0)

2 ∗ 𝜏2 ∗ (𝑠𝑖𝑛36° + 𝑠𝑖𝑛72°)
 

(2.4) 

Zusätzlich gilt, dass der maximale Winkel des Puckers, also die Amplitude, 

limitiert ist durch τm: 

 𝜏𝑚 = 𝜏2/(𝑐𝑜𝑠𝑃) (2.5) 

Der Pseudorotation Phasen Winkel kann Werte zwischen 0° und 360° einnehmen. 

Ferner gilt, dass, falls τ2<0, wird 180° auf den aktuellen Wert von P addiert wird. 

Experimentelle Werte für τm liegen zwischen 25° und 45°. Der Pseudorotation 

Phasenwinkel kann mittels eines Rads dargestellt werden (siehe Abbildung 2.3). 
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Abbildung 2.3 Klassifizierung der Konformationen anhand eines Pseudorotations-Rad. 

Dargestellt sind die bevorzugten Konformationen der Ribose (C3‘-endo, A-RNA) und der 

Desoxyribose (C2‘-endo, B-DNA) durch den grau markierten Bereich. Definiert werden die 

Konformationen über einen Pseudorotationswinkel P. Am Rand sind Werte der endozyklischen 

Torsionswinkel (ν0 bis ν4) beschrieben über ihr Vorzeichen (+,- oder 0) (Quelle: modifiziert nach 

(166)).  

Der Phasenwinkel korreliert mit dem Diederwinkel δ des Phosphatrückgrats. Der 

Zucker-Pucker ist somit eine wichtige Determinante um Nukleinsäure 

Konformationen zu beschreiben (167). Neben dem Zucker-Pucker spielen die 

Diederwinkel des Phosphatrückgrats eine wichtige Rolle in der Beschreibung der 

Konformation von Nukleinsäuren. 

Der Phosphatrückgrat erstreckt sich über sechs Diederwinkel: ,,,, und . In 

Abbildung 2.4 sind die bevorzugten Bereiche der jeweiligen Winkel angegeben.  

 



2.2 DNA-Konformationsanalyse 29 

 

 

 

Abbildung 2.4  Diederwinkel des DNA-Phosphatrückgrats. (A) Ausgehend von 3’-Ende sind die 

Diederwinkel , , , , ,  sowie der χ-Winkel zwischen der Base und dem Zucker dargestellt. 

(B) Bevorzugte Bereiche der Winkel in B-DNA Strukturen (Quelle: modifiziert nach (166)).   

 

Aus sterischen Gründen kann nicht jeder Wert zwischen 0° und 360° 

eingenommen werden. Es ist jedoch wichtig darauf hinzuweisen, dass die α, β, γ 

und ζ drei zulässige Bereiche einnehmen können. Berücksichtigt man weiterhin 

den großen Bereich, den der ε-Winkel einnehmen kann, und die Flexibilität des 

Zucker-Ringes so lässt dich daraus schließen, dass der Phosphatrückgrat, trotz der 

Beschränkung durch Watson-Crick-Paarungen, eine Vielzahl von energetisch 

günstigen Konformationen einnehmen kann (3). Als generelle Konvention zur 

Beschreibung der Phosphatrückgrat-Winkel gilt: Werte im Bereich ∼60° werden 

als gauche+(g+) bezeichnet. Liegen die Werte im Bereich -60° werden sie als 

gauche-(g-) und Werte im Bereich ∼180° als trans(t) definiert. Die Winkel α und γ 

können in der g+, g- oder t Konformation vorliegen. Der β-Winkel bevorzugt eine 

t-Konformation. Für den γ-Winkel wurden g+, g- und t Konformation in 

Kristallstrukturen beobachtet, wobei überwiegend die g+ Konformation bei der 

kanonischen B-DNA auftritt.  

Der δ-Diederwinkel ist stark mit dem Zucker-Pucker korreliert. Liegt der δ-

Diederwinkel bei ungefähr 75°, so liegt ein C3′-endo Zucker-Pucker vor und bei 

150° ein C2′-endo Zucker-Pucker. Es wurden eine ganze Reihe von Korrelationen 

zwischen den verschiedenen Winkel, sowie dem Winkel der glykosidischen 

Bindung und den Zucker-Puckern ermittelt (168–170, 114, 115) : 
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 Der Zucker-Pucker korreliert mit dem χ-Winkel der glykosidischen 

Bindung.  

 Der γ-Winkel korreliert mit dem χ und α-Winkel.  

 Der α-Winkel korreliert mit dem -Winkel. 

 Der  korreliert mit dem -Winkel. Hierbei werden zwei Bereiche 

bevorzugt. Man unterscheidet zwischen BI und dem BII Zustand. Der BI-

Zustand liegt vor, falls - zwischen -160° und 20° liegen. Der BII-

Zustand liegt vor, falls - zwischen 20° und 200° liegen.  

Neben den Winkeln des Phosphatrückgrats und dem Zucker-Pucker spielt die 

glykosidische Bindung zwischen Zucker und Base eine wichtige Rolle in der 

Beschreibung einer Konformation. Die Bindung ist definiert zwischen den 

Atomen C1´ und N9 für Purine und C1´ und N1 für Pyrimidine. Der Diederwinkel 

χ um diese Bindung kann eine Reihe von Werten einnehmen, jedoch existieren 

bevorzugte Bereiche für B-DNA bzw. A-RNA Strukturen. 

Der Winkel ist über folgende Atome definiert: O4‘-C1‘–N9–C4 für Purine und 

O4‘–C1‘–N1–C2 für Pyrimidine. Man unterscheidet zwischen einer syn und einer 

anti Konformation. Die Mehrheit der Nukleotide nimmt eine anti-Konformation 

ein. Der Wert des χ Diederwinkel liegt zwischen 180° und 300°. Für syn-

Konformationen liegt der Bereich zwischen 0° und 90°.  

 

2.2.2 Helikale Parameter 

Die Flexibilität einer Base liegt zum einen in den chemischen und physikalischen 

Eigenschaften der Base und des Basenpartners und zum anderen an den 

benachbarten Basen und der Umgebung. Da Basen durch ihr π-Elektronensysteme 

planare Strukturen ausbilden, ist die Orientierung und Stabilität zu ihrem 

gegenüberliegenden Nachbar abhängig von der Anzahl der möglichen 

Wasserstoffbrücken. Kanonische bzw. Watson-Crick Basenpaare (A:T, A:U, G:C) 

bieten die stabilste Kombination (171, 172). Durch diese Basenpaarung entsteht 

eine optimale geometrische Zuordnung der Basenpaare. So liegt die Distanz  

zwischen C1´-C1´ Atomen zwischen A:T und G:C zwischen 10.1 und 10.9 Å. 

Neben der Wasserstoffbrücken-Interaktion spielen Stacking-Energien eine 

entscheidende Rolle in der Position und Orientierung der Basenpaare.  
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Abbildung 2.5 Darstellung eines idealen Basen-Paar Parameters. Beschreibung des 

Standartreferenz-Systems nach Olsen et. al. . C1‘-C1‘ Vektor λ definieren die optimale Geometrie. 

Die Orientierung der Basenpaare wird über die x, y, und z-Koordinaten bestimmt, wobei der 

Ursprung als • gekennzeichnet ist (Quelle modifiziert nach (167)).   

So entstehen sequenz-abhängige Eigenschaften und Konformationen der 

Nukleinsäure. Man unterscheidet hierbei zwischen lokalen und globalen 

Eigenschaften der Nukleinsäure-Helix. Lokale Eigenschaften lassen sich durch die 

Anordnung von zwei Basenpaaren zueinander beschreiben, wohingegen 

langreichweitige Effekte wie die Biegung (engl. bending) globale Eigenschaften 

Helix sind (173, 6). Um die dreidimensionale Ausrichtung einer Base bzw. eines 

Basenpaars zu beschreiben, mussten eine Reihe von helikalen Parametern 

definiert werden. Diese Parameter lassen sich zum einen über die Orientierung des 

Basenpaars und der Orientierung zum Nachbar-Basenpaar beschreiben. 

Es ist jedoch an dieser Stelle anzumerken, dass die Berechnung dieser Parameter 

unterschiedlich erfolgen kann, abhängig von der Definition und 

Betrachtungsweise der Achsenzuordnung. Um Unklarheiten zu beseitigen 

schlugen Lu und Olsen 1999 ein Standartreferenz-System zur Berechnung dieser 

Parameter vor (Tsubaka Übereinkunft (174)). 

Die x-Achse zeigt in dieser Repräsentation in Richtung der großen Furche (engl. 

major groove). Die y-Achse befindet sich entlang der Längsachse des Basenpaars 

und parallel zum C1´-C1´-Vektor. Der Vorteil der Tsubaka Referenz-Betrachtung 

liegt in ihrer Eindeutigkeit, sodass unabhängig vom verwendeten Algorithmus die 

helikalen Parameter berechnet werden können.  

Die Orientierung zweier Basen zueinander wird über folgende Parameter 

beschrieben: Propeller, Twist, Buckle, Inklination  sowie X- und Y-displacement. 

Die Orientierung zweier Basenpaare zueinander wird über die Parameter Rise, 

Slide, Shift, Tilt, Roll und Twist beschrieben (174, 175):  



32 Theorie, Methoden und Modelle 

 

 

 Propeller: Ist definiert über den Diederwinkel zwischen den Normalen zu 

den Basen ausgehend von der Längsachse des Basenpaares. Der Winkel 

besitzt in der kanonischen B-DNA  ein negatives Vorzeichen. 

 Twist: Der Winkel zwischen aufeinanderfolgenden Basenpaaren. 

Gemessen anhand der Änderung in der Richtung des C1´-C1´ Vektors 

ausgehend von einem Basenpaar zum nächsten.  

 Roll: Der Diederwinkel beschreibt die Drehung von einem Basenpaar 

bezüglich seines Nachbarn, um die Längsachse des Basenpaares. Eine 

positiver Roll-Winkel öffnet ein Basenpaar in Richtung der kleinen Furche 

der DNA. 

 Tilt ist der Diederwinkel entlang der kurzen Achse der Basenpaare. 

 Slide beschreibt die relative Verschiebung eines Basenpaars im Vergleich 

zum nächsten.  
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Abbildung 2.6 Helikale Parameter für Nukleinsäuren. Die Parameter zur Beschreibung helikaler 

Eigenschaften einer Helix lassen sich unterteilen in Translation- und Rotationsparameter. Diese 

wiederum werden unterteilt in Parameter intramolekulare Basenpaar Eigenschaften (blaue Box), 

intermolekulare Eigenschaften (grüne Box) und Geometrien des Basenpaars bezüglich der Achsen 

(schwarze Box). (Quelle: modifiziert nach (175))  
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2.3 Berechnung der Freien-Energie-Differenz 

Wechselwirkungen zwischen Biomolekülen und deren Spezifizität zueinander ist 

ein wichtiger Bestandteil für das Verständnis von biologischen Fragestellungen. 

Die Bestimmung von Energiebarrieren für Konformationsübergänge in 

Makromolekülen ist für molekulare Erkennung dieser Moleküle auschlaggebend. 

Wie effektiv solch eine Konformationsübergang abläuft lässt sich mit Hilfe der 

Differenz der freien Energie beschreiben. Die Differenz der freien Energie ∆G 

beschreibt Beziehungen zwischen verschiedenen Energieformen und beantwortet 

die Frage, ob und unter welchen Bedingungen und in welchem Umfang solch ein 

Prozess abläuft. Die freie Energie ∆G wird über einen enthalpischen (∆H) und 

einen entropischen Beitrag (T∆S) beschrieben (176): 

 ∆G = ∆H − T∆S (2.6) 

Die treibende Kraft einer Protein-Ligand-Wechselwirkung oder eines 

Konformationsüberganges kann eine Enthalpieabnahme, eine Entropiezunahme 

oder beides sein. Um ein besseres Bild der enthalpischen und entropischen Kräfte 

zu erhalten werden diese kurz zusammengefasst.  

Der enthalpische Beitrag setzt sich zusammen aus:  

 Elektrostatischen Wechselwirkungen (Salzbrücken, Wasserstoffbrücken) 

 Dipol/Dipol Wechselwirkungen 

 Solvatations / Desolvationseffekten 

 VdW Wechselwirkungen 

 

Die Coulomb und vdW-Wechselwirkungen beschreiben nicht-kovalente 

Wechselwirkungen. Enthalpische Beiträge lassen sich durch Kraftfeldtermen sehr 

gut beschreiben, wobei zu beachten ist, dass es sich nur um Approximationen der 

tatsächlichen Energie handelt (177).  

Der entropische Beitrag einer Wechselwirkung wird durch den hydrophoben 

Effekt beschrieben. Unter dem hydrophoben Effekt versteht man das Verdrängen 
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von Wassermolekülen auf der Oberfläche eines Biomoleküls, was zur Folge hat, 

dass sich sowohl die Wassermoleküle, als auch der das Biomolekül reorganisieren 

müssen. So gehen z.B. bei der Bindung von einem Liganden an einen Rezeptor 

jeweils drei Translations- und Rotationsfreiheitsgrade verloren, die in sechs neuen 

Schwingungs-Freiheitsgraden wieder auftauchen. Entropische Beiträge bzw. 

Entropiedifferenzen lassen sich nach dem heutigen wissenschaftlichen Stand 

schwer abschätzen, da die Entropie eine globale Eigenschaft des biomolekularen 

Systems ist und als solche auch betrachtet werden muss, d.h. um die Entropie 

abschätzen zu können muss der gesamte Konformationsraum abgesucht werden 

(144). 

 

2.3.1 Umbrella-Sampling Simulationen 

Die Freie Energiedifferenz von zwei Zuständen kann mit Hilfe von 

Simulationsmethoden berechnet werden, indem die Wahrscheinlichkeitsverteilung 

der Zustände bestimmt wird (178): 

 
∆𝐹 = 𝐹𝐵 − 𝐹𝐴 = 𝑘𝐵𝑇𝑙𝑛

𝑃𝐴

𝑃𝐵
 

(2.7) 

PA und PB sind die Wahrscheinlichkeiten, dass sich eine Konformation in Zustand 

A oder in Zustand B befindet. Diese Wahrscheinlichkeiten sind proportional zu der 

Zeit, in der sich ein System während einer MDS aufhält. Besteht zwischen den 

Zuständen A und B eine hohe Energiebarriere, so besteht die Gefahr, dass 

ausgehend von Zustand A, Zustand B nur selten oder gar nicht während der 

Simulation erreicht wird, sodass die Wahrscheinlichkeit des Zustands B falsch 

wiedergegeben wird. Um die Problematik der Energiebarriere zu lösen, besteht die 

Möglichkeit eine Umbrella-Sampling Simulation durchzuführen. Hierbei wird 

einen zusätzliches, fixes Potential (Umbrella oder Bias Potential) auf die 

Potentialfunktion des Systems addiert, sodass eine flache Energielandschaft 

zwischen den beiden Zuständen entsteht (179–181). Das Bias-Potential 𝜔𝑖 des 

Fensters i ist ein zusätzlicher Term, welcher nur von der Reaktionskoordinate 𝜉 

abhängig ist. Für die modifizierte Potentialfunktion 𝐸𝑏 
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 𝐸𝑏 = 𝐸0(𝑟) + 𝜔𝑖(𝜉) (2.8) 

Das zusätzliche Potential 𝜔𝑖(𝜉) wird häufig durch eine harmonische Funktion 

beschrieben. Für ein harmonisches Potential der Stärke K gilt: 

 𝜔𝑖(𝜉) = 𝐾𝑖(𝜉 − 𝜉𝑖
𝑟𝑒𝑓

)
2
 

(2.9) 

In jedem Fenster i wird somit durch das zusätzliche Potential dem System 

hinzugefügt um nahe der Referenz-Reaktionskoordinate des Fensters i (𝜉𝑖
𝑟𝑒𝑓

) zu 

sein. Die Stärke der Potentialfunktion K muss vor der Simulation definiert 

werden, und ist somit ein kritischer Faktor. Wird das System zu schnell aufgrund 

eines hohen Potentials von A nach B überführt, besteht die Gefahr, dass die 

Wahrscheinlichkeitsverteilung der Konformation entlang der Reaktionskoordinate 

nur schlecht repräsentiert ist. Das Ziel ist jedoch aus der 

Wahrscheinlichkeitsverteilung der Zustände entlang der Reaktionskoordinate ξ, 

die Freie Energie zu bestimmen. Die Wahrscheinlichkeitsverteilung eines Systems 

entlang der Reaktionskoordinate ξ ist über das Integral über alle Freiheitsgrade 

definiert (182): 

 
𝑄(𝜉) =

∫ [𝜉(𝑟) − 𝜉]exp [(−𝐸)𝑑𝑁𝑟]

∫ exp [(−𝐸)𝑑𝑁𝑟]
 

(2.10) 

Mit =1/(kBT). Für die Freie Energie (bzw. potential of mean force (PMF)), die 

nun abhängig ist von der Reaktionskoordinate und er 

Wahrscheinlichkeitsverteilung, gilt dann: 

 
𝐹(𝜉) = −

1


𝑙𝑛𝑄(𝜉) 

(2.11) 

Problematisch ist jedoch, dass die Zustandssumme hier benötigt wird und dadurch 

das Integral über den Phasenraum nicht exakt berechenbar ist, sodass die Methode 

stark abhängig von der Güte der Verteilung des Zustands ist. Unter der Annahme, 

dass es sich um ein ergodisches System handelt und der Berücksichtigung des 

zusätzlichen Potential 𝜔𝑖(𝜉) gilt für die Wahrscheinlichkeitsverteilung entlang 

einer Reaktionskoordinate 𝜉: 

 
𝑃𝑖(𝜉) =

∫ exp{−[𝐸(𝑟) + 𝜔𝑖(𝜉′(𝑟))]} [𝜉′(𝑟) − 𝜉]𝑑𝑁𝑟

∫ exp {−[𝐸(𝑟) + 𝜔𝑖(𝜉′(𝑟))]}𝑑𝑁𝑟
 

(2.12) 
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Für die Wahrscheinlichkeitsverteilung ohne zusätzliches Potential gilt: 

 𝑃𝑖
0(𝜉) = 𝑃𝑖(𝜉) exp[𝜔𝑖(𝜉)] 〈exp [−𝜔𝑖(𝜉)]〉 (2.13) 

Für die Freie Energie (PMF) des Fensters i gilt nun:  

 
𝐹𝑖(𝜉) = − (

1


) 𝑙𝑛𝑃𝑖(𝜉) − 𝜔𝑖(𝜉) + 𝐹𝑖 

(2.14) 

Aus der daraus resultierenden Freien Energie, kann der Bias wieder abgezogen 

werden und mit Hilfe der Weighted histogram analysis Method  (WHAM) 

ermittelt werden (183). 

Die Vorgehensweise bei einer Umbrella-Sampling Simulation ist folgende: 

1. Definiere eine Reaktionskoordinate ξ(r) die den Übergang von 

Zustand A zu Zustand B beschreibt.  

2. Definiere die Kraftkonstante (Bias/Umbrella potential) mit der 

Zustand A in Zustand B überführt werden soll. 

3. Definiere die Anzahl der Schritte (Fenster) die benötigt werden um 

Zustand A in Zustand B zu überführen. 

4. Bestimme mit Hilfe von MDS die Wahrscheinlichkeitsverteilung 

entlang der Reaktionskoordinate. 

5. Bestimme Freie Energie ohne zusätzliches Potential mittels 

WHAM. 

 

2.3.2 MM/PBSA Rechnungen 

Die Methode von Kollman et al. wurde ursprünglich entwickelt, um die relative 

Stabilität von unterschiedlichen Konformationen zu ermitteln (184). Die 

Einsatzgebiete dieser Methode sind jedoch vielseitig. So werden MM/PBSA- 

Rechnungen häufig bei der Vorhersage von freien Bindungsenthalpien zwischen 

Biomolekülen eingesetzt (185). Zudem wurde die Methode bereits erfolgreich für 

die Untersuchung von Aminosäuremutationen auf Bindungsaffinitäten von 

Protein- Protein-Interaktionen, Protein-Ligand-Interaktionen, Nukleinsäure-

Konformationen sowie Nukleinsäure-Ligand-Interaktionen eingesetzt (184, 186–

189). Bei Interaktionen zwischen zwei Biomolekülen muss die relative freie 
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Enthalpie zwischen gebundenem und ungebundenem Zustand berechnet werden. 

Solch eine Berechnung ist jedoch nicht ohne weiteres möglich, da die zur 

Berechnung der freien Enthalpie herangezogenen Kraftfelder keine entropischen 

Beiträge berücksichtigen. Ein weiteres Problem stellt die Wechselwirkungsenergie 

der Wassermoleküle dar, welche einen großen Anteil der Gesamtenergie des 

Systems  ausmachen. Um dieser Problematik zu entgehen, behilft man sich einem 

Kreisprozess zur Berechnung der freien Bindungsenthalpie. Zudem werden 

Solvatationseffekte bzw. deren elektrostatischer Anteil durch Kontinuumsmodelle 

approximiert.  

LSolv R-LSolv

LVakuum R-LVakuum

RSolv

RVakuum

ΔGSolv,Ligand ΔGSolv,Rezeptor

ΔGBind,Solv

ΔGBind,Vakuum

ΔGSolv,Komplex

 

Abbildung 2.7 Thermodynamischer Kreisprozess bei einer MM/PBSA-Rechnung 

Die freie Bindungsenthalpie lässt sich nun folgendermaßen beschreiben: 

 𝛥𝐺𝐵𝑖𝑛𝑑,𝑆𝑜𝑙𝑣 = 𝛥𝐺𝐵𝑖𝑛𝑑,𝑉𝑎𝑘𝑢𝑢𝑚 + 𝛥𝐺𝑆𝑜𝑙𝑣,𝐾𝑜𝑚𝑝𝑙𝑒𝑥 − 

                    (𝛥𝐺𝑆𝑜𝑙𝑣,𝐿𝑖𝑔𝑎𝑛𝑑 + 𝛥𝐺𝑆𝑜𝑙𝑣,𝑅𝑒𝑧𝑒𝑝𝑡𝑜𝑟) 

(2.15) 

Die Einzeltherme sind wiederrum folgendermaßen definiert:  

 𝛥𝐺𝑆𝑜𝑙𝑣 = 𝛥𝐺𝑒𝑙𝑒𝑘,=80 + 𝛥𝐺𝑒𝑙𝑒𝑘𝑡,=1 + 𝛥𝐺𝐻𝑦𝑑𝑟𝑜𝑝ℎ𝑜𝑏 (2.16) 

 𝛥𝐺𝑉𝑎𝑘𝑢𝑢𝑚 = 𝛥𝐸𝑀𝑀 − 𝑇𝛥𝑆𝑁𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑚𝑜𝑑𝑒𝑛𝑎𝑛𝑎𝑙𝑦𝑠𝑒 (2.17) 

 𝛥𝑆𝑁𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑚𝑜𝑑𝑒𝑛𝑎𝑛𝑎𝑙𝑦𝑠𝑒 = 𝑆𝐾𝑜𝑚𝑝𝑙𝑒𝑥 − (𝑆𝑅𝑒𝑧𝑒𝑝𝑡𝑜𝑟 − 𝑆𝐿𝑖𝑔𝑎𝑛𝑑) (2.18) 

Für die nichtpolare Solvatationsenthalpie ( NpF ) gilt: 
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 𝐹𝑁𝑝(𝑖) = 𝑆𝐴(𝑖) (2.19) 

 = Proportionalitätsfaktor 

Man geht davon aus, dass der nichtpolare Anteil der Solvatationsenthalpie sich 

proportional zur lösemittelzugänglichen Oberfläche (engl.: solvent accessable 

surface area, SASA bzw. SA) verhält (190). Für die Berechnung dieser Oberfläche 

existieren verschiedene Algorithmen. In dieser Arbeit wurde die LCPO-Methode 

(engl.: linear combination of pairwise overlaps) verwendet (191). Da es sich bei 

Nukleinsäuren um ein hochflexibles und dynamisches System handelt, muss der 

gesamte Konformationsraum des Systems berücksichtigt werden. Da dies jedoch 

zu rechenaufwendig ist, behilft man sich einer Molekulardynamik-Simulation, 

welches ein Ensemble von Konformationen generiert. Ziel hierbei ist den  

Konformationsraum möglichst gut abzudecken. Dieses Ensemble von 

Konformationen wird durch Koordinatenschnappschüsse generiert, was 

Momentaufnahmen während einer Simulation entspricht. Die freie 

Bindungsenthalpie setzt sich letztendlich aus dem Mittelwert der freien 

Bindungsenthalpien der einzelnen Konformationen zusammen.  

 

2.4 Hamiltonian Replica Exchange Methode 

Um die Eigenschaften und Funktionen eines Biomoleküls zu verstehen, muss die 

Anzahl der möglichen Zustände ermittelt werden. Form und Funktion eines 

Biomoleküls stehen in direkter Korrelation zueinander. Um den 

Konformationsraum mit Hilfe von Computersimulationen zu untersuchen besteht 

unter anderem die Möglichkeit der Verwendung von stochastischen Methoden, 

wie der Monte-Carlo Simulationstechnik oder die der Molekulardynamik-

Simulation (MDS) Technik (192, 193). Die MDS hat den Vorteil, dass 

zeitabhängige Eigenschaften des Moleküls untersucht werden können. Die mit 2 

fs kurzen Zeitschritte sind hierbei ein limitierender Faktor. 

Konformationenänderung, wie Faltungsprozesse von Molekülen, spielen sich 

jedoch im s, ms bis hin zu Sekunden-Bereich ab (194). Die Problematik liegt 

hierbei in der Energiehyperfläche des Faltungsprozesses von Molekülen, die 

aufgrund der hohen Anzahl von Freiheitsgraden viele energetische Minima 

aufweist und anisotrope Eigenschaften besitzen. Aufgrund des kleinen Zeitschritts 
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und der hohen Energiebarrieren kann die Energiefläche mit Hilfe der MDS nicht 

korrekt repräsentiert werden, da ein Zustand überrepräsentiert sein kann (kinetic 

trapping) (195–197).  

Wie stark ein Zustand repräsentiert ist, ist abhängig von seiner Energie. 

Energetisch günstige Zustände besitzen hierbei eine höhere Auftritts-

Wahrscheinlichkeit. Diese Wahrscheinlichkeit lässt sich durch die Boltzmann-

Verteilung beschreiben. Hierbei gilt für Konformation x mit der Potentialfunktion 

F(x): 

 
𝑃(𝑥)~exp [

−𝐹(𝑥)

𝑘𝐵𝑇
] 

(2.20) 

wobei, kB die Boltzmann-Konstante und T die absolute Temperatur des Systems 

ist. Um den Gleichgewichtszustand eines Systems zu ermitteln müssen auch 

Zustände ermittelt werden, deren Potential gering ist. Um dieses Ziel zu 

realisieren wurden in dieser Arbeit Umbrella-Sampling Methoden und die 

Hamiltonian Replica Exchange Methode verwendet. Ziel war es eine Technik zu 

entwickeln und anzuwenden, die möglichst effizient die Energiehyperfläche nach 

Bereichen bzw. Konformationen niedriger Energie abgesucht und  mit deren Hilfe 

sich die Energiebarrieren der verschiedenen Minima reduzieren lassen. Diese 

Reduktion kann unter anderem durch erhöhte Temperaturen oder unterschiedliche 

Kraftfeldern vorgenommen werden (198, 199). Ein System wird hierbei bei 

unterschiedlichen Temperaturen, jedoch mit der identischen Startstruktur 

simuliert. Es handelt sich also um Replikate eines Systems. Stochastische 

Übergänge zwischen den Replikaten mit größerer thermischer Fluktuation 

erlauben es neue Konformationen in den Replikaten zu generieren. Die 

stochastischen Übergänge sind abhängig von einem Metropolis-Kriterium. Für 

eine Replica-Exchange Simulation mit n Replikaten von einem System A gilt zum 

Startpunkt A1 = A2 = A3 ….An. Für die Gewichtung eines Zustandes C in einem 

verallgemeinerten Ensemble aller Replikate gilt: 

 
𝑊𝐺𝐸(C) = exp [∑

1

𝑘𝐵𝑇
𝐹(𝐶𝑖)

𝑛

𝑖=1

] 
(2.21) 

Für zwei Konformationen in Replika i und Replika j muss die detaillierte Balance 

Gleichung gelten, die ein kanonisches Ensemble gewährleistet:  
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 𝑊𝐺𝐸(𝐶𝑖)𝑃𝑖𝑗 = 𝑊𝐺𝐸(𝐶𝑗)𝑃𝑗𝑖  (2.22) 

Die Akzeptanzwahrscheinlichkeit eines Überganges Pij ist abhängig von einem 

Metropolis-Kriterium: 

 

 𝑃𝑖𝑗 = min(1, 𝑒𝛥), 

𝛥 = 
𝑖

(𝐹𝑖(𝑞𝑗) − 𝐹𝑖(𝑞𝑖)) − 
𝑗

(𝐹𝑗(𝑞𝑗) − 𝐹𝑗(𝑞𝑖)) 

(2.23) 

F ist hierbei die potentielle Energie und  die inverse thermische Energie 1/kBT. 

Da die Akzeptanzwahrscheinlichkeit exponentiell mit dem Temperaturunterschied 

bzw. Potentialunterschied sinkt, muss, um eine hohe Akzeptanzwahrscheinlichkeit 

zwischen Replika i und Replika j zu ermöglichen, die Verteilung der potentiellen 

Energien beider Replikate eine Überlappung besitzen. In der hier verwendeten 

Methode werden alle Simulationen bei Raumtemperatur durchgeführt (i=j), 

jedoch mit einer unterschiedlichen Hamilton-Funktion (200–202). Die Replikate 

unterscheiden sich nicht mehr in ihrer potentiellen Energie F, sondern nur in dem 

unterschiedlichen Teil der Hamilton-Funktion. In der hier verwendeten Methode 

unterscheiden sich die Hamilton-Funktionen der Replikate in der Berechnung 

spezifisch definierter Diederwinkel. Für die Akzeptanzwahrscheinlichkeit eines 

Überganges mit dem Biasing-Potential 𝜈𝑖 gilt nun: 

 𝑃𝑖𝑗 = min(1, 𝑒𝛥) , 𝛥 = 
𝑖

(𝜈𝑖(𝑞𝑗) − 𝜈𝑖(𝑞𝑖)) − 
𝑗

(𝜈𝑗(𝑞𝑗) − 𝜈𝑗(𝑞𝑖)) 
(2.24) 

Die Akzeptanzwahrscheinlichkeit hängt somit nur noch vom Biasing Potential der 

verschiedenen Replika ab. Die Grundlegende Idee dieser Methode beruht auf der 

Kopplung und Korrelation von Diederwinkel. Ziel hierbei ist es, die 

Energiebarriere für Übergänge von Zuständen der Diederwinkel zu reduzieren. 

Hierbei wird ein 2-dimensionales Potential verwendet um Regionen von zwei 

Diederwinkeln zu destabilisieren. Das Potential besitzt eine quasi-Gaussische 

Form mit einem flachen Plateau.  

Diederwinkel wie zum Beispiel / nehmen definierte Bereiche ein (BI/BII-

Zustand). Diese Bereiche können mittels dieser Methode destabilisiert werden. 

Vorteil dieser Methode ist, dass die Destabilisierung der Winkel genau definiert 
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werden kann. So kann die Methode dazu genutzt werden, um spezifische 

Regionen eines Biomoleküls zu destabilisieren und es dadurch zu ermöglichen 

andere Konformationsbereiche zu explorieren. (201, 203).  
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Abbildung 2.8 Schematischer Darstellung der BP-REXMD. Replika 0 wird analysiert und kann 

direkt mit einer Trajektorie aus einer klaisschen MD verglichen werden, da hier keine Kraftfeld 

Änderung vorliegt. Die Simulationszeit zwischen den Übergängen kann frei definiert werden. In 

der vorliegenden Arbeit betrug die Simulationszeit nach jedem Übergang 2ps. Die Übergänge 

werden nach einem Metropoliskriterium entweder akzeptiert oder abgelehnt.   
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Abbildung 2.9 Das 2D-Biasing Potential. In dieser Methode wird ein 2D biasing Potential 

verwendet um bevorzugte η/θ-Diederwinkel zu destabilisieren. Die Potentialfunktion besitzt eine 

Plateau-Region (siehe Formel 2.26) und eine Übergangsregion (grau  schwarz) in der sich das 

Potential langsam verringert (siehe Formel 2.25). In der schwarzen Region ist das Potential null. 

Die Potentialfunktion wird durch vier Parameter charakterisiert (Position des Zentrums, Radius der 

Plateau-Region, Radius der Übergangsregion und die Höhe des Strafterms).  

Es handelt sich, im Gegensatz zur Temperatur, nicht um einen globalen Parameter 

des Systems. Dies bringt den Vorteil mit sich, dass die Überlappung der Potentiale 

zwischen den Replikaten hoch ist, sodass Übergänge von Konformationen 

zwischen den Replikaten mit einer höheren Wahrscheinlichkeit stattfinden. 

Abhängig von dem Bereich in dem sich die Winkel befinden, wird ein 

zusätzliches Potential (Bias) hinzugefügt um diesen Bereich zu stabilisieren. Die 

Methode wird daher als Biasing-Potential Replica Exchange bezeichnet (200, 

201, 203). Das Biasing-Potential hängt von ihrer Region der Winkel-Paare und der 

Kraftkonstante k, die sich in jedem Replika unterscheidet und die Stärke der 

Destabilisierung bestimmt, ab und ist folgendermaßen definiert: 

 

𝑣𝑖(𝜂, 𝜃) = 𝑘 × {

((x − r)2 − (R − r)2)2, 𝑓𝑎𝑙𝑙𝑠 𝑟 < 𝑥 < 𝑅

(𝑅 − 𝑟)4, 𝑓𝑎𝑙𝑙𝑠 𝑥 < 𝑟
0, 𝑎𝑛𝑠𝑜𝑛𝑠𝑡𝑒𝑛

 

(2.25) 

Für die Distanz x zwischen der aktuellen Position und dem Zentrum gilt der BP-

Region: 
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 𝑥 = √(𝜂 − 𝜂𝑟)2 + (𝜃 − 𝜃𝑟)2 (2.26) 

Das zusätzliche Potential ist somit 0, falls keine dieser Bedingungen erfüllt ist. R 

und r sind Parameter die den Bereich des Plateaus und des abfallenden Region 

definieren.  Die Effizienz dieser Methode hängt jedoch von der Anzahl der zu 

destabilisierenden Winkel ab. Um die Anzahl der zu destabilisierenden Winkel zu 

reduzieren wurden bei RNA Strukturen das vereinfachte RNA-Rückgrat Modell 

mit zwei Pseudowinkeln η (C4′n-1, Pn, C4′n, Pn+1) und θ (Pn, C4′n, Pn+1, C4′n+1) von 

Duarte und Pyle verwendet. Diese Repräsentation wurde bereits in einer Studien 

verwendet um strukturelle Eigenschaften von RNA Molekülen zu beschreiben 

(204). Für DNA Strukturen wurden zwei neue Pseudowinkel definiert, die es 

erlauben Übergänge vom / und / Konformationsraum gleichzeitig zu 

induzieren.  
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Abbildung 2.10 Veranschaulichung der verwendeten Pseudo-Diederwinkel η und θ. Für RNA-

Bulge Simulationen wurde der Pseudo-Diederwinkel über die Atome P und C4‘ definiert: η (C4‘n-

1, Pn, C4‘n, Pn+1) und θ (Pn, C4‘n, Pn+1, C4‘n+1) (blaue Box). Die rote Linie beschreibt die Pseudo-

Bindung zwischen den Atomen. Die Pseudo-Diederwinkel erstrecken sich über den vorherigen und 

den nächsten Nachbarn. Für RNA Strukturen konnte gezeigt werden, dass anhand dieses Pseudo-

Diederwinkels verschiedene Konformationen beschrieben werden können (204). Diese Winkel-

Definition ist geeignet um globale Konformationsänderungen zu induzieren. Die grüne Box 

beschreibt die Diederwinkel die für die DNA-Schaden Simulationen verwendet wurden: η (O3‘n-1, 

O4n, C4‘n, O3‘n) und θ (C4‘n, O3‘n, O5‘n+1, C4′n+1). Der Vorteil dieser Definition ist, dass simultan 

Übergänge im /  und /-Bereich induziert werden. Beispielhaft wurde hier das 8oxoG Modell 

(balls und stick Repräsentation) und die nächsten Nachbarn (stick Repräsentation) dargestellt. 

Änderungen im η-Diederwinkel korrelieren mit Änderungen im / Bereich, während Änderungen 

im θ-Diederwinkel mit dem /-Bereich korrelieren.  
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2.5 Modellierung der Systeme 

 

2.5.1 7,8-dihydro-8-oxoguanin 

Molekulardynamik-Simulationen 

Grundlage für alle Molekulardynamik Simulationen waren, mit Hilfe des 

Programms nucgen modellierte, reguläre B-DNA Strukturen. Für die 

Simulationen wurden selbst-komplementäre Strukturen mit folgenden Sequenzen 

verwendet: d(5‘-CCAGCGCTGG)2 (intakte DNA) und d(5‘-

CCA(8OG)CGCTGG)2 (modifizierte DNA) (205). Der Vorteil solch einer 

Sequenz ist, dass die Struktur auf beiden Strängen identische Motive hat, sodass 

eine bessere Kontrolle der Konvergenz gewährleistet ist. Zusätzlicher Vorteil ist, 

dass für beide Sequenzen Kristallstrukturen zum Vergleich vorhanden sind. In 

dieser Arbeit wurde das pmemd-Programm des amber12-Pakets für die 

Durchführung der Molekulardynamik Simulationen verwendet (206). Um die 

Systeme miteinander vergleichen zu können, wurden alle Simulationen unter 

identischen Bedingungen durchgeführt. Für die Simulation wurde ein NPT-

Ensemble verwendet. Das heißt, dass unter konstantem Druck, konstanter 

Temperatur und einer konstanten Anzahl an Teilchen, simuliert wurde. 

Für die Erstellung der Eingabeparameter für die Simulation wurde das Programm 

tLEaP des amber-Pakets verwendet. Alle Systeme wurden unter periodischen 

Randbedingungen mit variabler TIP3P-Wasserbox simuliert. Hierbei ist eine 

Anpassung der Boxgröße während der MDS notwendig. Wenn der Druck größer 

als der Referenzdruck ist, wird in jedem Simulationsschritt der Druck auf die 

Seitenwände berechnet und das Volumen gegebenenfalls angepasst. Als 

Referenzdruck wurde in allen Simulationen 1 bar festgelegt. Die Größe des 

Systems wurde über einen cut-off von 10 Å festgelegt, d.h. dass alle Atome 

(Solut) einen Mindestabstand von 10 Å zur Seitenwand der Box besitzen. Zudem 

wurde in allen Systemen eine oktaedrische Box verwendet. Als 

Solvatationsmodell wurde das TIP3P-Modell verwendet. In diesem Modell 

werden alle Wassermoleküle als starre Moleküle mit drei Interaktionspunkten 

angesehen. Die Particle-mesh-Ewald (PME)-Methode wurde für die Berechnung 

der weitreichenden elektrostatischen Wechselwirkungen verwendet (207, 208). 
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Abbildung 2.11 Selbstkomplementäre Struktur mit zwei 8oxoG-Basen. Die 8oxoG Base ist hier in 

der balls und stick Repräsentation dargestellt.  

Alle System wurden mit Hilfe von Na+-Ionen neutralisiert. Als Kraftfeld wurde 

das amber-parmbsc0 Kraftfeld verwendet. Für die 8oxoG Base wurden die 

Parameter von Cheng et al. verwendet, wobei auch hier die Phosphatrückgrat 

Korrekturen des parmbsc0 Kraftfeld hinzugefügt wurden (74, 153). Als cut-off für 

weitreichende Wechselwirkungen wurde 9 Å festgelegt. Für sämtliche 

Rechnungen wurde der SHAKE-Algorithmus (209) aktiviert. Mit Hilfe des 

SHAKE-Algorithmus wird das System in seinen Freiheitsgraden eingeschränkt. 

Die Verwendung von SHAKE ermöglicht eine Schrittweite von 2 fs. Hierbei 

werden alle Bindungslängen für alle Bindungen, die Wasserstoffatome eines 

beliebigen Typs beinhalten, konstant gehalten und die Energie aus den 

entsprechenden harmonischen Potenzialen nicht berechnet. Um möglichst 

natürliche Bedingungen zu erhalten wurden alle Simulationen bei einer 

Temperatur von 300 K durchgeführt. Um dies zu ermöglichen wird das System 

mit einem Thermostat gekoppelt. Hier wurde in allen Simulationen das Berendsen 

Thermostat für die Temperaturkontrolle verwendet. Zunächst wurden die 

Wassermoleküle des Systems mit der Methode des steilsten Abstiegs minimiert 

(5000 Schritte) um ungünstige Wechselwirkungen untereinander aufzuheben. Die 

DNA wurde mit Hilfe von harmonischen Rückstellkräften fixiert (100 kcal mol
−1
 

Å
−2
). Die Koordinaten aus der ersten Minimierung wurden übernommen. 

Anschließend wurde die DNA-Struktur mit der Methode des konjugierten 

Gradienten (2500 Schritte), gefolgt von 2500 Schritten mit der Methode des 

steilsten Abstiegs minimiert. Die Koordinaten der minimierten Struktur wurden 

für die Aufheizphase übernommen. Das System wurde in neun Schritten (jeder 
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Schritt 100ps) auf 300K aufgeheizt. Hierbei wurden die Rückstellkräfte während 

der Aufheizphase graduell von 25 kcal mol
−1
 auf 0.5 kcal mol

−1
 reduziert. Der 

Aufheizphase folge die Equilibrierungsphase. Die Equilibrierungsdauer betrug in 

allen Simulationen 1ns und wurde bei 300K ohne Rückstellkräfte durchgeführt. 

Die äquilibrierte Struktur wurde als Startstruktur für die kontinuierliche MD und 

die  BP-REMD Simulation verwendet.  

 

Biasing potential Replica-Exchange: Anwendung von Pseudo-Diederwinkel 

Bei der Anwendung der Biasing-Potential Replica Exchange Molecular Dynamics 

(BP-REMD) Methode wurden die Pseudo-Diederwinkel η und θ destabilisiert. Es 

handelt sich hierbei um Pseudowinkel, die sich über mehrere Atome des DNA 

Phosphatrückgrats erstrecken. Der η-Winkel ist über die Atome O3'(n-1)-O5'(n)-

C4'(n)-O3'(n) und der θ-Winkel über die Atome C4'(n)-O3'(n)-O5'(n+1)-C4'(n+1) 

definiert. Änderung dieser Winkel korrelieren mit Änderungen im / und / 

Konformationsbereich. Diese Repräsentation ermöglicht es, simultan / und / 

Winkel zu destabilisieren.  

Die Position des Biasing-Potentials wurde anhand der Pseudo-Diederwinkel von 

96 experimentell ermittelten 8oxoG bestimmt. Die Breite (Durchmesser) des 

Potentials wurde auf 60° festgelegt. Insgesamt wurden beide 8oxoG (bei intakter 

DNA die entsprechende Guanin) Nukleotide und die jeweils gegenüberliegenden 

Nukleotide destabilisiert. 

Für die BP-REMD Simulation wurden neun Replika verwendet. Die Differenz der 

Biasing Potentiale zwischen den Replika betrug 0.66 kcal mol
−1
 wodurch eine 

Akzeptanzrate für Übergänge von etwa ~50 % erreicht wurde. Alle 1000 Schritte 

(2ps) wurde anhand des Metropolis Kriteriums ein Übergang akzeptiert bzw. 

abgelehnt.  
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Abbildung 2.12 / and / Konformationsbereiche von 96 experimentellen 8oxoG-Basen. 

Folgende PDB Strukturen wurden für die Analyse verwendet. 1FYI; 1N2W; 183D; 178D; 3I4M; 

3I4N; 3I0W; 3I0X; 3IN5; 2W7O; 2W7P; 3KNT; 3LZI; 3LZJ; 3LDS; 3OHA; 3OHB; 2XCA; 

2XCP; 2XHI; 3Q8P; 3Q8Q; 3Q8R; 3Q8S; 3RJE; 3RJF; 3RJG; 3RJH; 3RJI; 3RJJ; 3RJK; 1EBM; 

1LPQ; 1MQ2; 1MQ3; 1N3C; 1Q9Y; 1R2Y; 1RRQ; 1RRS; 1TK0; 1TK5; 1TK8; 1TKD; 1U45; 

1U47; 1U48; 1U49; 1U4B; 1YQR; 1VRL; 1ZYQ; 2ASD; 2ASJ; 2ASL; 2F5Q; 2F5S; 2I5W; 

2NOB; 2NOE; 2NOF; 2NOH; 2NOL; 2NOZ; 2C22; 2C28; 2C2D; 2C2E; 2C2R; 2UVR; 2UVU; 

2UVV; 2UVW; 3CVS; 3CVT; 3CW7; 3FSQ; 3G0Q; 3GII; 3GIJ; 3GIK; 3GIL; 3GIM; 3GPP; 

3GPU; 3GPY; 3GQ3; 3GQ4; 3GP1; 3GO8 

Zur Analyse der Unterschiede zwischen intakter und modifizierter DNA wurde 

der RMSD (engl. root mean square deviation) berechnet. Der RMSD ist eine 

Methode zur Beurteilung von Konformationsänderungen. Die Konformation eines 

Moleküls ist über seine 3N-6 Koordinaten im Raum definiert, wobei N die Anzahl 

der Atome ist. Der RMSD gibt die Ähnlichkeit von zwei Molekülen anhand ihrer 

Differenz in ihren internen Koordinaten wieder, wobei die mittlere quadratische 

Abweichung der Koordinaten als Beurteilungskriterium für die Differenz 

herangezogen wird. Um den RMSD-Wert zu ermitteln müssen die Moleküle 

gegeneinander aligniert werden. Der RMSD-Wert ist über die Konformationen A 

und B sowie deren kartesischen Koordinaten x,y und z definiert: 

𝑟𝑚𝑠𝑑 = √
1

𝑁
(∑(𝑥𝑖,𝐴 − 𝑥𝑖,𝐵)2 + ∑(𝑦𝑖,𝐴 − 𝑦𝑖,𝐵)2 +

𝑁

𝑖=1

𝑁

𝑖=1

∑(𝑧𝑖,𝐴 − 𝑧𝑖,𝐵)2

𝑁

𝑖=1

) 

(2.27) 
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Tabelle 2.1 BP-REMD Parameter. Zur Beschreibung des BP-Potentials werden vier Parameter 

benötigt. Neben der Position der BP-Zentrum (η/θ-Winkel) muss der Radius der Plateau-Region 

(ausgehend vom Zentrum) und Radius der Tail Region (ausgehend vom Zentrum)  definiert 

werden. Zusätzlich wird die maximale Höhe des Strafterms (Emax) definiert.   

 η-Winkel Θ-Winkel Plateau-Region Tail-Region Emax 

Zentrum 1 180° 60° 30° 60° 5.28 

Zentrum 2 180° -60° 30° 60° 5.28 

Die RMSD-Werte wurden mit dem Programm ptraj des amber12-Paktes ermittelt. 

Zudem wurden die Phosphatrückgrat Winkel und die Wasserverteilung mit ptraj 

berechnet. Helikale Parameter der DNA wurden mittels Curves+ berechnet (175).  

 

Berechnung der potential of mean force entlang der Diederwinkel 

Um die Konformationsverteilung der Simulationen genauer zu untersuchen 

wurden PMF Rechnungen für den -Diederwinkel durchgeführt. Die Übergänge 

der Winkel in verschiedene Zwischenzustände werden mittels eines Umbrella 

Potentials induziert. Eine Rotation um den -Winkel beschreibt den Übergang 

vom BI zum BII Zustand. Alle PMF Rechnungen wurden am Rest 4 (8oxoG bzw. 

G) mit einer Kraftkonstante von 0.02 kcal/mol.deg2 durchgeführt. Der 

Referenzwinkel wurde für den -Winkel in 18 Schritten jeweils um 10° von 0° zu 

-180° verändert. Jedes Fenster wurde 10ns simuliert. Die Freie Energie (potential 

of mean force) entlang dieser Reaktionskoordinate wurde mit der WHAM-

Methode berechnet.  

 

2.5.2 O
6
-Methylguanin 

Für die Simulation wurde die DNA Sequenz d(5'-GCCATG(O
6
-MeG)CTAGTA)2 

der Struktur mit dem PDB – ID 1T38 herangezogen (210). Es handelt sich hierbei 

um ein Protein-DNA Komplex mit dem Reparaturenzym MGMT und einer DNA 

Struktur die eine O
6
-Methylguanin Base gepaart mit einem Cytosin beinhaltet. 

Die O
6
-MeG Base befindet sich in der aktiven Tasche des Enzyms. Die Sequenz 

diente als Grundlage zur Generierung der regulären B-DNA Struktur, welche 



50 Theorie, Methoden und Modelle 

 

 

mittels nucgen generiert wurde. Zusätzlich wurde eine Struktur mit 

entsprechendem G:C Basenpaar erzeugt d(5'-GCCATGGCTAGTA)2.  

Tabelle 2.2 Parameter der klassischen und der BP-REMD Simulation. Parameter der BP-REMD 

Simulation sind aus Tabelle 2.1 zu entnehmen.  

 6MG:C 6MG:T G:C 

Kraftfeld Parmbsc0 Parmbsc0 Parmbsc0 

Wassermodell TIP3P TIP3P TIP3P 

Temperatur 300K 300K 300K 

Druck  1bar 1bar 1bar 

PME Ja Ja Ja 

Neutralisierung  Na+ Ionen Na+ Ionen Na+ Ionen 

Simulationsdauer (kMDS) in ns  200 200 200 

Simulationsdauer (BP-REMD) in ns 8 8 8 

Anzahl Replika (BP-REMD) 9 9 9 

Ferner wurde eine Struktur mit der Basenpaarung O
6
-MeG:T erzeugt, sodass ein 

direkter Vergleich zwischen G:C, O
6
-MeG:C und O

6
-MeG:T Basenpaarungen 

möglich war. Die Kraftfeldparameter für O
6
-MeG wurden aus der Modified 

Nucleic Acid Parameter Database von Pirro Saro und John SantaLucia 

entnommen (http://ozone3.chem.wayne.edu/). Die Kraftfeldparameter wurden 

entsprechend des parmbsc0 Kraftfeldes angepasst. Das Simulationsprotokoll 

entspricht der 8oxoG Simulationen (siehe Abschnitt 2.5.1). Für alle drei 

Strukturen wurden 200ns lange klassische MDS durchgeführt. Zusätzlich wurden 

für alle drei Strukturen BP-REMD Simulation durchgeführt. Für alle Simulationen 

galten identische Bedingungen: 

http://ozone3.chem.wayne.edu/
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Abbildung 2.13 B-DNA Modell der O
6
-MeG:C Fehlpaarung. Der DNA-Schaden befindet sich im 

zentralen Bereich der DNA. Die O
6
-MeG-Base ist in der van der Waals Repräsentation dargestellt.  

 

2.5.3 Dangling-End-Strukturen 

Alle Molekulardynamik-Simulationen, sowie die Freien Energierechnungen 

wurden mit dem amber9 Packet durchgeführt. Die Startstrukturen (Doppelstrang 

RNA/DNA, Einzelstrang RNA/DNA) wurden mit dem nucgen Programm des 

amber9 Pakets generiert. Das Simulationsprotokoll entspricht dem Protokoll aus 

Abschnitt 2.5.1. Zur Generierung der Dangling-End-Struktur wurde die 

entsprechende Base am 3´ bzw. 5´ Ende entfernt. Allen Sequenzen ist gemein, 

dass sie einen GC-reichen Kern besitzen (siehe Tabelle 2.3). Um den Beitrag der 

Freien Energie eines Dangling-End Motivs zu bestimmen wurden Umbrella-

Sampling Simulationen durchgeführt. Als Reaktionskoordinate wurde der 

Massenschwerpunkt der Schweratome der Dangling-End Base und der 

Massenschwerpunkt der Nachbarbase verwendet (siehe Abbildung 2.14). Die 

WHAM Methode wurde verwendet um das freie Energie Profil entlang der 

Reaktionskoordinate zu bestimmen (183).Wie aus der Tabelle 2.3 zu entnehmen 

ist, weisen die Strukturen zwei identische Motive auf. Dies ermöglicht es simultan 

an beiden Dangling-End Motiven die Freie Energie zu bestimmen, sodass eine 

bessere Kontrolle der Ergebnisse möglich ist.  
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Tabelle 2.3 Dangling-End Sequenzen. Die verwendeten Sequenzen bestehen nur aus Guanin und 

Cytosin Basen. Hierbei wurden alle Kombinationen der Motive untersucht. Alle Motive wurden 

sowohl für RNA als auch für DNA Strukturen untersucht.  

 Sequenz Motiv 

G
u
an

in
-Ü

b
er
h
an

g
 

5'-GGCGCGCGC   -'3 

3'-   CGCGCGCGG-'5 

5'-GG 

3'-   C 

5'-GCGCGCGCG   -'3 

3'-   GCGCGCGCG-'5 

5'-GC 

3'-   G 

5'-   CGCGCGCGG-'3 

3'-GGCGCGCGC   -'5 

5'-   C 

3'- GG 

5'-   GCGCGCGCG-'3 

3'-GCGCGCGCG   -'5 

5'-   G 

3'- GC 

C
y
to
si
n
-Ü

b
er
h
an

g
 

5'-CCGCGCGCG   -'3 

3'-   GCGCGCGCC-'5 

5'-CC 

3'-   G 

5'-CGCGCGCGC   -'3 

3'-   CGCGCGCGC-'5 

5'-CG 

3'-   C 

5'-   GCGCGCGCC-'3 

3'-CCGCGCGCG   -'5 

5'-   C 

3'- CC 

5'-   CGCGCGCGC-'3 

3'-CGCGCGCGC   -'5 

5'-   G 

3'-CG 

 

Abbildung 2.14 Reaktionskoordinate vom gestackten zum völlig solvatisierten Zustand. Als 

Distanz wurde der Massenschwerpunkt der Base verwendet und während der Simulation unter 

Verwendung von elf Fenstern von 5 Å  10 Å erhöht.  
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Für die Umbrella-Sampling Simulationen wurden 11 Fenster verwendet, wobei 

die Distanz der Massenschwerpunkte von 5 Å auf 10 Å in 0.5 Å Schritten erhöht 

wurde. Jedes Fenster wurde 10 ns simuliert. Entsprechende Simulationen für jedes 

Motiv wurden auch für den Einzelstrang simuliert. Neben den Umbrella-Sampling 

Simulationen wurden Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area 

(MM/PBSA) Rechnungen durchgeführt. Für die MM/PBSA bzw. MM/GBSA-

Rechnungen wurde das MMPBSA.py Skript von Holger Gohlke verwendet, 

welches standardmäßig im amber12-Programmpaket integriert ist (211). Für alle 

Berechnungen jeder Trajektorie wurden über eine Dauer von 10 ns in 

regelmäßigen Abständen von 2 ps insgesamt 5000 Koordinatenschnappschüsse 

erzeugt. 

Wie bereits in Kapitel 2.3.2 erwähnt, greifen MM/PBSA bzw. MM/GBSA 

Rechnungen auf Kontinuum-Solvatationsmodelle (z.B. Poisson-Boltzmann-

Modell oder Verallgemeinerte-Born-Rechnungen) zur Beschreibung von freien 

Solvatationsenthalpien zurück. Das elektrostatische Potential wird mit Hilfe der 

Poisson-Boltzmann-Gleichung berechnet. 

 −0∇((𝑟)∇𝜑(𝑟)) −  sinh((𝑟)) = −4𝜋𝜌(𝑟) ( 2.28) 

0= Dieelektrizitätskonstante in einem homogenen Medium, (𝑟)= ortsabhängige 

Dieelektrizitätskonstante, 𝜌(𝑟)= Ladungsdichte,  wird über die inverse Debye-

Hückel-Länge k berechnet. 

 

Für die Poisson-Boltzmann-Gleichung gilt, dass sinh alternativ als Taylor-Reihe 

dargestellt werden kann, sodass man folgenden Term erhält: 

 
∇((𝑟)∇𝜑(𝑟)) − (𝑟) [1 +

(𝑟)2

6
+
(𝑟)2

120
+ ⋯ ] = −4𝜋𝜌(𝑟) 

( 2.29) 

Wird bei der Berechnung nur der erste Term betrachtet, d.h. nur das erste Glied 

der Taylor-Reihe, erhält man die linearisierte Poisson-Boltzmann-Gleichung: 

 ∇((𝑟)∇𝜑(𝑟)) − (𝑟) = −4𝜋𝜌(𝑟) ( 2.30) 

MM/PBSA Rechnungen basieren auf dem iterativen Lösen der linearisierten 

Poisson-Boltzman-Gleichung. Da es sich hierbei um eine inhomogene 

Differentialgleichung zweiter Ordnung handelt, bedient man sich Methoden der 
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finiten Differenz um diese zu lösen. Hierbei werden Solut und Solvens in ein 

kubisches Gitter mit einer Gitterkonstante h gelegt.  

Anschließend werden jedem Gitterpunkt elektrostatisches Potential F, 

Ladungsdichte r, Dielektrizitätskonstante  und ionische Stärke I zugewiesen. 

Atomladungen werden aus den Kraftfeldparametern übernommen. Die Parameter 

 und  für den Freien Solvatationsbeitrag wurden aus Arbeiten von Srinivasan et 

al. 1998 übernommen. Die Dielektrizitätskonstante des Moleküls wurde auf 1, die 

des Solvens auf 80.0 und die Salzkonzentration auf 0.15M festgelegt. 

 

2.5.4 RNA-Bulges 

Zur Untersuchung von RNA-Bulges wurden zwei Strukturen verwendet deren 

Sequenz sich nur in der Bulge-Base unterscheidet (siehe Abbildung 2.16). Hierbei 

sollte das Verhalten von Purin (U) im Vergleich zu Pyrimidin (A) Basen 

untersucht werden. Alle klassischen MDS wurden mit dem pmemd.MPI Modul 

des Amber12-Packets durchgeführt. Als Startstrukturen wurden die NMR-

Strukturen mit den PDBid‘s 2K41 und 2K3Z verwendet (212). Für die RNA 

Strukturen wurde das parmbsc0chiOL Kraftfeld verwendet (160, 161, 213). Das 

Simulationsprotokoll entspricht dem Simulationsprotokoll aus Abschnitt 2.5.1. 

Für die BP-REMD wurden die Pseudo-Diederwinkel η(C4′n-1, Pn, C4′n, Pn+1) und 

θ(Pn, C4′n, Pn+1, C4′n+1) verwendet (siehe Abbildung 2.15).  

Hierbei wurden die Bulge-Base und die beiden nächsten Nachbarn destabilisiert. 

Es wurden zwei Winkelbereiche destabilisiert. Weitere Simulationsdetails 

befinden sich in  Tabelle 2.4. Da die Sequenz sehr kurz ist und ein fraying, d.h. die 

Auflösung der WC-Paarungen, an den terminalen Basen vermieden werden sollte, 

wurden Distanz-Einschränkungen (0.35 kcal/mol
-1
) zwischen den 

Wasserstoffbrücken-Partner des WC Paares festgelegt.  
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Abbildung 2.15 Pseudo-Diederwinkel des RNA-Bulge Modells. Die Pseudo-Bindungen zwischen 

den Atomen sind durch graue und transparente Linien markiert. Die Destabilisierung dieses 

Winkels ist geeignet um globale Konformationsänderungen zu induzieren. 

Die Daten wurden einer Clusteranalysen unterzogen sowie RMSD Werte und 

Diederwinkel mittels ptraj berechnet. Die Klassifizierung der Strukturen erfolgte 

anhand der RMSD-Werte der Base und der nächsten Nachbarn, sowie deren WC-

Partnern. 

Tabelle 2.4 Parameter der klassischen und der BP-REMD Single RNA Bulge Simulation.  

Parameter kMDS BP-REMD 

Kraftfeld parmbsc0chiOL parmbsc0chiOL 

Wassermodell TIP3P TIP3P 

Temperatur 300K 300K 

Druck  1bar 1bar 

PME Ja Ja 

Neutralisierung  Na+ Ionen Na+ Ionen 

Simulationsdauer in ns  350 16 

Anzahl Replika (BP-REMD)  9 
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     A            U      

5´- G U C G  G C U G -`3  5´- G U C G  G C U G -`3 

3´- C A G C  C G A G -`5  3´- C A G C  C G A G -`5 

 

 

 

2K3Z  2K41 

Abbildung 2.16 Primär und Tertiärstruktur der RNA-Bulge-Strukturen. Die Strukturen 

unterscheiden sich nur in ihrer Bulge-Base (U-Bulge vs. A-Bulge). Die Bulge Base ist jeweils in 

der vdW-Repräsentation transparent dargestellt. Abgebildet ist jeweils eine Struktur aus dem 

NMR-Ensemble.   

 



  

 

Kapitel 3 

 

3 Ergebnisse und Diskussion 

In dieser Arbeit werden Methoden diskutiert, deren Ziel das effiziente Abtasten 

des Konformationsraumes von Nukleinsäuren ist. Das Verfahren beruht auf dem 

Prinzip der Destabilisierung von spezifisch definierten Pseudo-Diederwinkeln. 

Die Methode wird hinsichtlich ihrer Effizienz mit klassischen Molekulardynamik-

Simulationen verglichen. Besonderes Augenmerk liegt hierbei im direkten 

Vergleich der beobachteten Konformationen in den jeweiligen Simulationen. Zum 

Vergleich der Methoden wurden RNA-Bulge-Strukturen und geschädigte DNA 

Strukturen untersucht. Die geschädigten DNA Strukturen wurden mit intakten 

DNA Strukturen verglichen. Annahme war hierbei, dass die geschädigten DNA 

Strukturen spezifische Zustände aufweisen die hilfreich für die Erkennung durch 

Reparaturenzyme sein können. Ziel der RNA-Bulge Simulationen war strukturelle 

Unterschiede zwischen Purin und Pyrimidin Basen im gleichen Sequenzkontext 

zu untersuchen. Zusätzlich wurden Umbrella-Sampling Simulationen und 

MM/PBSA Rechnungen durchgeführt um den Einfluss von Dangling-End Basen 

auf die Gesamtstruktur von Nukleinsäuren zu untersuchen.  

 

3.1 Guanin und 8-oxoguanin 

Im Zentrum dieses Abschnitts steht ein direkter Vergleich dem intakten Guanin 

Nukleotid mit dem modifizierten 8oxoG Nukleotid. Dabei wird die Interaktion 

zwischen der jeweiligen Base und ihren nächsten Nachbarn aus unterschiedlichen 

Blickwinkeln analysiert. Hierbei werden unter anderem Diederwinkel der DNA 

Nukleotide, die Zucker-Pucker Konformationen, Helikale Parameter und die 

Wasserverteilung miteinander verglichen. Annahme ist hierbei, dass die 

Erkennung der 8oxoG Base durch Reparaturenzyme anhand von spezifischen 

Konformationen erfolgt. Dabei werden keine Erkennungsmechnanismen 
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diskutiert. Das Ziel ist vielmehr strukturelle Unterschiede zwischen beiden 

Modellen auszuarbeiten. Besonderes Augenmerk wird zudem auf die Stabilität der 

Struktur gelegt. Dabei wird insbesondere eine Korrelation zwischen den 

verschiedenen Diederwinkeln aufgezeigt. Um den Konformationsraum effizienter 

abzutasten und somit Unterschiede zwischen den Modellen auszuarbeiten wurde 

die BP-REMD Methode verwendet. Diese wurde wiederrum mit kMDS 

verglichen.  

Ziel ist es, zu verdeutlichen, welche Rolle und Auswirkung die 8oxoG-Base auf 

die Feinstruktur der DNA hat. Weiterhin soll verdeutlicht werden, inwiefern ein 

Unterschied zwischen den Ergebnissen der Simulationsmethoden vorliegt und 

welche Vorteile die BP-REMD Methode mit sich bringt.   

 

3.1.1 Resultate der klassischen MD 

In dieser Arbeit werden intakte und geschädigte DNA Strukturen miteinander 

verglichen. Es handelt sich bei den Modellen um selbstkomplementäre Sequenzen 

(siehe Abschnitt 2.5.1). Solch eine Sequenz bringt den Vorteil mit sich, dass die 

Struktur auf beiden Strängen im identischen Sequenzkontext eine 8oxoG Base 

aufweist (Position 4 und Position 14). Die intakte DNA besitzt an den 

entsprechenden Positionen ein Guanin. Annahme ist, dass alle äquivalente 

Nukleotide im äquilibrierten Zustand sehr ähnliche Konformationsverteilungen 

aufweisen. Ist dies nicht gegeben, kann davon ausgegangen werden, dass die 

Simulation nicht konvergiert ist. Die Konformationsbereiche der 

selbstkomplementären Sequenz dienen somit als Konvergenzkriterium für die 

Simulation. Im Folgenden wird auf strukturelle Unterschiede zwischen den 

Modellen eingegangen. 

Als erstes Vergleichskriterium wurden RMSD-Werte der Schweratome des 

Phosphatrückgrats bestimmt. Als Referenzmolekül wurde die Startstruktur der 

entsprechenden Simulationen verwendet. Die RMSD-Werte der Struktur wurden 

mit Hilfe von ptraj ermittelt. Wie aus der Abbildung 3.1 zu entnehmen ist, weisen 

die RMSD-Werte der intakten DNA über die gesamte Trajektorie hinweg keine 

großen Schwankungen auf und befinden sich zwischen 1.5 und 2.5 Å (schwarze 

Linie). Die RMSD-Werte sprechen für eine stabile Struktur während der 

Simulation.  
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Abbildung 3.1 Zusammenhang zwischen RMSD und Diederwinkel. Im oberen Teil der Abbildung 

sind RMSD-Werte bezüglich der Startstruktur des Zucker-Phosphatrückgrats gegen die Zeit 

aufgetragen. Die graue Linie stellt den Verlauf der geschädigten DNA und die schwarze den 

Verlauf der intakten DNA dar. Die Werte der BP-REMD stammen aus dem Referenz-Replika 

(Replika 0). Der zeitliche Verlauf des -Diederwinkel verdeutlicht den Zusammenhang zwischen 

dem RMSD Wert und dem Diederwinkel (gilt für 8oxoG-Simulation). Zudem wird deutlich, dass 

sich die Verteilungen des -Diederwinkel des Restes 4 und des Restes 14 unterscheiden.  

Die RMSD-Werte für die geschädigte DNA weisen auf stärkere 

Konformationsänderungen während der Simulation hin. So ist ein Anstieg von 2 

auf etwa ~4–5 Å nach 4 ns zu beobachten. Dieser Zustand wird etwa 50 ns 

beibehalten. Nach 54 ns kehrt der RMSD-Wert auf einen ursprünglichen Zustand 

von ~2 Å zurück. Wichtig ist hierbei zu erwähnen, dass solch ein Verhalten für 

intakte DNA während der 200ns nicht beobachtet wird. Ursache für den Verlauf 

des RMSD-Wertes der geschädigten DNA sind Konformationsänderungen an der 

Base 8oxoG14. Diese Konformationsänderungen sind hervorgerufen durch 

Übergänge im / Konformationsbereich (crank shift Bewegungen). Unter 

Verwendung der kMDS über einen Simulationszeitraum von 200ns konnte keine 

Konvergenz für das Modell mit geschädigter DNA erreicht werden, da sich die 

Konformationsverteilung im / Konformationsbereich zwischen 8oxoG14 und 

8oxoG4 unterscheiden.  
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Abbildung 3.2 Zusammenhang zwischen Diederwinkel und die Auswirkungen des parm99 

Kraftfeldes. Dargestellt sind die  und  Diederwinkel der 8oxoG Base (Rest 4) und die  und  

Winkel des vorherigen Nachbarn. Ein irreversibler / Übergang induziert einen irreversiblen / 

Übergang. Aufgrund der Problematik ist das parm99 Kraftfeld nicht für lange MD Simulationen 

geeignet.  

Diese Beobachtungen zeigen sich umso deutlicher, falls man statt dem parmbsc0-

Kraftfeld, das parm99-Kraftfeld verwendet. So wurden 200ns lange Simulationen 

ohne die parmsc0 Kraftfeld-Korrekturen mit dem identischen System 

durchgeführt. Die / Übergänge sind hierbei irreversibel und beeinflussen die 

nächsten Basen (siehe Abbildung 3.2). Die Übergangsphase ist hierbei durch rote 

Balken markiert. Dieses Ergebnis bekräftigt die von der Literatur empfohlene 

Verwendung des parmbsc0 Kraftfeldes (118, 214, 215).  

Neben den / Diederwinkel sind auch / miteinander gekoppelt und lassen sich 

unterteilen in BI und BII-Zustände (siehe Kapitel 2.2.1).  

Die Verteilung dieser Zustände wurde mittels Curves+ ermittelt (175). Wie aus der 

Tabelle 2.1 zu entnehmen ist unterscheiden sich die Verteilungen zwischen 8oxoG 

und Guanin signifikant.  
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Tabelle 3.1 Relative Häufigkeiten des BI/BII Zustandes während der kMDS im Vergleich (in %). 

Die Verteilung der BI/BII der W (8oxoG bzw. G) und C (C) –Partner verdeutlicht in beiden die 

unterschiedliche Verteilung des BI/BII Zustandes.  

8-oxoguanin 

  kMDS 

  BI BII 

ResID 4 14 4 14 

W 65 100 35 0 

C 100 70 0 30 

Guanin 

  kMDS 

  BI BII 

ResID 4 14 4 14 

W 92 100 8 0 

C 100 91 0 9 

An dieser Stelle ist jedoch anzumerken, dass die Unterschiede zwischen den 

Basen im jeweiligen System sich nur geringfügig unterscheiden. Sowohl für G4 

als auch für G14 konnte mit 92 % bzw. 91 % ein dominanter BI-Zustand bestimmt 

werden. Diese Dominanz ist nicht so stark ausgeprägt für die 8oxoG Basen. Der 

BI-Zustand ist mit 65% bzw. 70% zwar der dominantere, jedoch unterscheidet 

sich diese Verteilung deutlich zu den Guanin Basen. Um die unterschiedlichen 

Verteilungen genauer zu definieren wurden PMF Rechnungen am jeweiligen 

System an der Position 4 (G4 bzw. 8oxoG4) durchgeführt. Als 

Reaktionskoordinate diente der -Diederwinkel (siehe Abschnitt 2.5.1). Die PMF-

Rechnung sollte Aufschluss über die die Freien Energiedifferenzen von BI zum 

BII Zustand für die G4 und 8oxoG4 Base zu liefern (siehe Abbildung 3.3). Wie aus 

Abbildung 3.3 zu entnehmen ist beträgt die Freie Energiedifferenz zwischen BI 

und BII für die Base G4 1.3 kcal∙mol
-1
 und für 8oxoG4 0.5 kcal∙mol

-1
. Dieses 

Ergebnis ist im Konsens mit dem Ergebnis aus der kMDS (G4 1.4 kcal∙mol
-1
 vs. 

8oxoG4 0.4 kcal∙mol
-1
). Ursache für den Konsens sind die geringen 

Energiebarrieren vom BI zum BII Zustand (siehe Abbildung 3.3). Es kann 

aufgrund dieser Ergebnisse angenommen werden, dass die Verteilung der BI/BII-

Zustände konvergiert ist. 
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 -Diederwinkel  

Abbildung 3.3 PMF-Kurve des -Diederwinkel. Berechnet wurden die Energieprofile entlang des 

-Diederwinkel für die 8oxoG-Base (Rest4, blaue Linie) und die Guanin-Base (Rest 4). Die 

Minima entsprechen dem BI (~-180°) und dem BII (~-80) Zustand. Aus dem Energieprofil wird 

deutlich, dass die Übergangsbarriere vom BIBII Zustand der 8oxoG im Vergleich zur Guanin 

Base geringer ist. Zusätzlich unterscheiden sich die Minima des BII Zustanden.  

Da jedoch die RMSD-Werte der Gesamtstruktur mit den -Diederwinkel 

korrelieren, wurden der / Konformationsbereich genauer untersucht. Eine 

detaillierte Analyse der / Diederwinkel zeigt signifikante Unterschiede 

zwischen 8oxoG4 und 8oxoG14 in der kMDS, wohingegen für G4 und G14 keine 

/ Übergänge während der 200ns beobachtet wird (Abbildung 3.4). Insgesamt 

treten jedoch / Übergänge im Vergleich zu / seltener auf (Abbildung 3.5 und 

Tabelle 3.3). Ein direkter Vergleich zwischen 8oxoG4 und 8oxoG14 zeigt 

unterschiedliche Verteilungen der / Zustände an der Position 4 und Position 14. 

Die Problematik besteht darin, dass durch den Übergang die Struktur in einem 

lokalen Minimum verweilt, sodass es zu einer Überrepräsentierung dieses lokalen 

Minimums in den Konformationsverteilungen kommt.  
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Abbildung 3.4 Konformationsverteilungen der /-Diederwinkel im Vergleich. Ein Vergleich der 

Simulationen anhand des /-Diederwinkel zeigt, dass mit der BP-REMD Methode neue 

Konformationszustände ermittelt werden. Zusätzlich unterscheiden sich die Verteilungen zwischen 

Rest 4 und Rest 14 im für BP-REMD Simulationen nur geringfügig. In kMDS Simulationen 

werden ebenfalls für die 8oxoG Base alternative Konformationszustände gefunden, jedoch 

unterscheiden sich die Verteilungen an den Positionen signifikant.  
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Abbildung 3.5 Konformationsverteilungen der /-Diederwinkel im Vergleich. Beim direkten 

Vergleich der Methoden sind keine signifikanten Unterschiede zu beobachten. Beim Vergleich der 

8oxoG Base mit der Guanin Base fällt auf, dass die BI/BII Verteilungen sich unterscheiden. Im 

Falle des 8oxoG werden mehr BII Zustände beobachtet.  
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3.1.2 Resultate der BP-REMD 

In Abschnitt 3.1.1 wurde diskutiert, welche Folgen es haben kann, wenn in einer 

kMDS ein lokales Minimum in den Konformationsverteilungen überrepräsentiert 

wird. Um dieser Problematik gerecht zu werden, wurden BP-REMD-Simulationen 

durchgeführt. Test-Simulationen mit verschiedenen BP-Energien zeigten, dass 

eine BP-Energie von maximal 5.28 kcal∙mol
-1
 ausreichend ist um Übergange im 

/ und / zu induzieren. Insgesamt wurden neun Replika verwendet, wobei die 

Energieunterschiede zwischen den Biasing Potentialen 0.66 kcal∙mol
-1
 betrugen. 

Dies hat den Vorteil, dass sich die Replika nur geringfügig unterscheiden, sodass 

eine Akzeptanzrate für die Übergänge der Replika etwa bei ~50% liegt. Die 

Gesamtsimulationsdauer pro BP-REMD-Simulation betrug 10ns. Analysiert und 

verglichen werden jeweils die kMDS Simulation mit der BP-REMD ohne Biasing 

Potential (Referenz-Replika).  

Auch die Verwendung von Pseudo-Diederwinkeln zeigt, dass durch diese 

Repräsentation Übergänge im / und / erfolgreich induziert werden können. 

Die RMSD-Plots der BP-REMD-Simulation zeigen für die intakte und die 

geschädigte DNA Fluktuationen zwischen 2-4 Å (siehe Abbildung 3.1). Dies 

deutet auf eine erhöhte Flexibilität während der Replika-Simulation hin. 

Tabelle 3.2 Relative Häufigkeiten des BI/BII Zustandes im Vergleich (in %). Die Verteilung der 

BI/BII der W (8oxoG bzw. G) und C (C) –Partner verdeutlicht in beiden die unterschiedliche 

Verteilung des BI/BII Zustandes.  

8-oxoguanin 

  BP-REMD kMDS 

  BI BII BI BII 

ResID 4 14 4 14 4 14 4 14 

W 65 100 35 0 65 100 35 0 

C 100 67 0 33 100 70 0 30 

Guanin 

  BP-REMD kMDS 

  BI BII BI BII 

ResID 4 14 4 14 4 14 4 14 

W 89 100 11 0 92 100 8 0 

C 100 90 0 10 100 91 0 9 
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Tabelle 3.3 Relative Häufigkeiten der / Zustände im Vergleich (in %). Die Verteilung der / 

Zustände Verteilungen der W (8oxoG bzw. G) und C (C) –Partner verdeutlicht den Vorteil der BP-

REMD Methode.  

  8-oxoguanine 

 BP-REMD kMDS 

ResID 4 14 4 14 

 W C W C W C W C 

g-/t 1 0 0 1 0 0 0 1 

g-/g+ 95 100 100 96 99 100 100 80 

g+/g- 3 0 0 2 1 0 0 2 

g+/t 1 0 0 1 0 0 0 18 

  Guanine 

 BP-REMD kMDS 

ResID 4 14 4 14 

 W C W C W C W C 

g-/t 1 0 0 1 0 0 0 0 

g-/g+ 99 100 100 99 99 100 100 99 

g+/g- 0 0 0 0 1 0 0 1 

g+/t 0 0 0 0 0 0 0 0 

Hinsichtlich der BI/BII Übergänge werden ähnliche Verteilungen wie bereits in 

der kMDS beobachtet. Wie bereits bei der kMDS, wurden die Energiedifferenzen 

anhand der Wahrscheinlichkeitsverteilung der Zustände bestimmt. Diese liegen 

bei 1.4 kcal*mol
-1
 für Guanin und 0.4 kcal*mol

-1
 für 8-oxoguanin, und somit im 

Konsens mit den PMF Rechnungen und den Ergebnissen aus der kMDS (siehe 

Abbildung 3.3 und Abbildung 3.4).  

In den kMDS wurden für Guanin keine Übergänge im / Bereich beobachtet 

(siehe Abbildung 3.4). Für die 8oxoG wurden Übergänge / Bereich für beide 

Positionen (Position 4 und Position 14) beobachtet. Statistisch gesehen treten die 

alternativen / Zustände zwar selten auf, jedoch ist wichtig zu erwähnen, dass an 

beiden Positionen Übergänge zu beobachten sind. Zudem wird durch den häufigen 

Austausch zwischen den Replika vermieden, dass ein Zustand überrepräsentiert ist 

(siehe Tabelle 3.3). Ein interessanter Nebeneffekt der Verwundung von Pseudo-

Diederwinkeln ist, dass die Konformationsbereiche der Zucker-Pucker auch 

effizient untersucht werden können (siehe Tabelle 3.4). So konnten für alle 

Simulationen ein mit ca 50%, im Vergleich zu Guanin, sehr dominanter C1´-exo 

Zustand für 8oxoG bestimmt werden.  
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Tabelle 3.4 Relative Häufigkeit der Zucker-Pucker-Verteilung (in %). In allen Simulationen ist für 

die 8oxoG eine erhöhte C1’exo Präferenz zu beobachten.  

 C3'n   C4'x   O1'n   C1'x   C2'n   C3'x 

kMDS:8oxoG(ResID4)     0 3 30 49 17  1 

kMDS:8oxoG(ResID14)    1 3 25 43 23  7 

BP-REMD:8oxoG(Resid4)  0 3 28 47 19  3 

BP-REMD:8oxoG(Resid14) 0 4 31 48 16  2 

kMDS:dG(ResID4)        1 4 20 30 34 11 

kMDS:dG(ResID14)       0 4 23 31 32  9 

BP-REMD:dG(Resid4)  1 4 23 33 31  8 

BP-REMD:dG(Resid14)  0 3 19 32 35 11 

Neben dem Sampling Vorteil existiert auch ein Rechenvorteil von der BP-REMD 

im Vergleich zur kMDS Methode. So konnten in 10ns BP-REMD-Simulationen 

konvergierte Ergebnisse hinsichtlich mehrerer Diederwinkel erzielt werden. Die 

Resultate sprechen dafür, dass trotz der 200ns kMDS im / Bereich keine 

Konvergenz erzielt werden konnte.  

 

3.1.3 Stereochemische Ursachen der unterschiedlichen 

Konformationszustände 

Für 8oxoG und GUA wurden identische Kraftfeldparameter für den Zucker-

Phosphatrückgrat verwendet. Die 8oxoG Base wurde entsprechend der parmbsc0 

Parameter angepasst. Dies ist unproblematisch da die Basenmodifikationen einige 

Bindungen von den Diederwinkeln des Phosphatrückgrats entfernt sind. Die 

spezifischen Subzustände die beobachtet wurden für die 8oxoG-Base muss daher 

durch sterische Hinderungen durch die Modifikationen oder in 

Solvatationseffekten begründet sein. Um diese Annahme zu bestätigen wurden die 

Interkationen der 8oxoG Atome detaillierter untersucht. Aus einem 

stereochemischen Gesichtspunkt lassen sich qualitativ die beobachteten Substände 

erklären. Um diese Aussage zu untermauern wurden Distanzen zwischen dem O8-

Atom der Base und dem O4-Atom des Zuckers bestimmt. Wie aus Abbildung 3.9 

zu entnehmen ist korreliert der BII-Zustand (ε~280°) mit der O8/O4 Distanz. Für 

die 8oxoG Base gilt, dass diese Distanz im Vergleich zur H8/O4 Distanz im Falle 

des Guanin, um etwa ~0.6 Å zunimmt. Es handelt sich hierbei zwar um eine 

kleine Distanz jedoch tritt der BII Zustand im Falle des 8oxoG signifikant 

häufiger auf.  
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χ-Diederwinkel  

Abbildung 3.6 Verteilung der χ-Diederwinkel. Dargestellt sind die Verteilungen der Reste 4 und 

14 für Guanin und 8oxoG aus der kMDS und der BP-REMD. Zudem sind zwei 8oxoG Strukturen 

aus den jeweiligen Verteilungen angegeben. Die Verteilungen zwischen kMDS und BP-REMD 

unterscheiden sich nicht signifikant. Die bimodale Verteilung des Diederwinkels wird durch 

elektrostatische Abstoßung der Sauerstoffatome hervorgerufen. Die Distanz zwischen den 

Sauerstoffatomen beträgt im Zustand 1 3.2 Å und in Zustand 2 4.0 Å.  

Ursache hierbei sind elektrostatische Abstoßungen zwischen den beiden 

Sauerstoffen. Im Falle des Guanins liegt der gegensätzliche Fall vor. Hier wird der 

BI Zustand durch die H8/O4 Interaktion begünstigt.  

Diese Eigenschaft des 8oxoG spiegelt sich auch im χ-Diederwinkel wieder, der 

mit dem BI/BII-Zustand gekoppelt ist (siehe Abbildung 3.8). Um die optimale 

Stacking Konformation und das Wasserstoffbrückennetzwerk aufrecht zu erhalten 

findet ein häufiger BI/BII Übergang statt. Diese häufigen Übergänge führen die 

einer bimodalen Verteilung des χ-Diederwinkel, sodass sich die Modelle auch in 

der Verteilung des χ-Diederwinkels unterscheiden (siehe Abbildung 3.6). Ein 

direkter Zusammenhang zwischen den / Zuständen und den 

Basenmodifikationen konnte nicht ermittelt werden. Neben einigen 

stereochemischen Faktoren können diese Strukturen auch durch Stacking-

Energien oder Solvatationsmuster stabilisiert werden.  

1 
2 
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Abbildung 3.7 Korrelation zwischen  und dem χ-Diederwinkel. Die Abbildung verdeutlicht den 

direkten Zusammenhang zwischen den beiden Diederwinkeln. Der BII Zustand (~270°) weist 

einen um 60° versetzten χ-Diederwinkel auf.  
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Abbildung 3.8 Zusammenhang zwischen BI/BII und den / Zuständen. Unterteilt man die 

Trajektorien (kMDS: 8oxoG Modell) in BI und BII Konformationen stellt man fest, dass in BII 

Konformationen keine alternativen / Zustände zu beobachten sind.  
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Abbildung 3.9 Korrelation der Winkel und der O8-O4 bzw. H8-O4 Distanzen. Diese Korrelation 

ist zudem in den Verteilungen der χ-Diederwinkel wiederzufinden. 

 

3.1.4 Solvatisierung 

Interaktionen zwischen DNA und dem umgebenden Medium (Wasser + Ionen) 

spielen eine wichtige Rolle in der Stabilisierung der Helix und können DNA 

Konformationen beeinflussen (128). Die 8oxoG Base ist durch das O8 Atom 

polarer als GUA mit dem H8 Atom an der entsprechenden Position. Um die 

Interaktion zwischen den Wasseratomen und den Basen zu bestimmen wurden die 

Radial-Verteilungen zwischen H8/Wasser und O8/Wasser bestimmt. Es konnte 

gezeigt werden, dass die Interaktion zwischen O8/8oxoG im Vergleich zu 

H8/GUA stärker ist, bzw. häufiger auftritt (siehe Abbildung 3.10). Dieses 

Verhalten wurde bereits in einer Studie gezeigt (81).  

Das Wassermolekül, welches den Peak bei 1.8 A in der Radial Verteilung darstellt, 

befindet sich in einem Wasserstoffbrücken-Netzwerk und hat eine 

durchschnittliche Aufenthaltsdauer von > 1ns (gilt für kMDS). Eine 

Momentaufnahme dieses Wasserstoffbrücken-Netzwerkes findet sich in 

Abbildung 3.11. Ein gebundenes Wassermolekül an dieser Position kann auch 

einen Beitrag zur Erkennung der Base durch ein Reparaturenzym liefern.  



3.1 Guanin und 8-oxoguanin 71 

 

 

g
(r
) 

 
 Distanz[Å]  

Abbildung 3.10 Vergleich der radialen Verteilungsfunktion von 8oxoG und Guanin. Folgende 

radiale Verteilungsfunktionen wurden berechnet: O8 Atom der 8oxoG Base  Sauerstoff der 

Wasseratome (schwarze Linie); O8 Atom der 8oxoG Base  Wasserstoff der Wasseratome 

(grüne Linie); H8 Atom der Guanin Base  Sauerstoff der Wasseratome (blaue Linie); H8 

Atom der 8oxoG Base  Wasserstoffatom der Wasseratome (rote Linie).  

So konnte im Encounter-Komplex mit 8oxoG:MutM keine direkte Interaktion 

zwischen dem Enzym und 8oxoG bestimmt werden, sodass Wassermoleküle oder 

spezifische Substände in der Erkennung eine wichtige Rolle spielen können (78, 

66, 73, 216). 

Neben den Radial-Verteilungen wurden  weitere Analysen zur Beschreibung der 

Solvatation durchgeführt. So wurden für die Basen 8oxoG4, 8oxoG14, G4, G14 die 

Anzahl der Wassermoleküle in einer Hülle von 3.5 Å um die Base mit dem 

Programm ptraj (watershell) bestimmt (siehe Abbildung 3.12). Die Ergebnisse 

bestätigen die Ergebnisse aus den  radialen Verteilungsfunktionen. So ist die 

Wahrscheinlichkeit, dass zwei Wassermoleküle sich in der Hülle befinden im Falle 

des 8oxoG (blaue Balken) um etwa 25% höher.  
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Abbildung 3.11 Wasserstoffbrücken-Netzwerk der 8oxoG Base. Eine Momementaufnahme aus 

der 8oxoG - BP-REMD Simulation zeigt die Interaktion zwischen 8oxoG:C und 8oxoG und den 

Wassermolekülen. Die möglichen Wasserstoffbrücken sind durch gestrichelte Linnien 

gekennzeichnet.  

Weitere Analysen von BI und BII-Zuständen deuten auf kein spezifisches Muster 

hin. Die Wahrscheinlichkeit, dass sich zwei Wassermoleküle in der Hülle 

befinden, ist für BI und BII identisch. Es kann daher keine Aussage über einen 

spezifischen Solvatationseffekt hinsichtlich BI/BII getroffen werden.  

  Guanin4  Guanin14  8oxoG4  8oxoG14  
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 Anzahl der Wassermoleküle 

Abbildung 3.12 Verteilung von Wassermolekülen im BI bzw. BII Zustand. (A) Verteilung der 

Wassermoleküle über die gesamte kMDS Trajektorie. Bestimmt wurde die Anzahl der 

Wassermoleküle in einer Hülle mit einer Distanz von 3.5 Å um der Base herum. (B) Verteilung der 

Wassermoleküle in BI Zuständen. (C) Verteilung der Wassermoleküle in BII Zuständen. Es 

konnten keine Unterschiede in der Wasserverteilung zwischen BI und BII festgestellt werden.  

 

 

A B C 
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3.1.5 Zusammenfassung und Schlussfolgerung 

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es strukturelle Eigenschaften von Guanin 

und einer modifizierten Variante, dem 8-oxoguanin, zu bestimmen. Hierfür 

wurden Molekulardynamik-Simulationen durchgeführt. Zusätzlich wurden 

Biasing-Potential Replika Exchange Simulationen durchgeführt. Es handelt sich 

hierbei um eine Methode, die speziell dafür entworfen wurde um effizienter DNA 

Phosphatrückgrat Konformation zu untersuchen (siehe Abschnitt 2.4). Die 

Methode benötigt weniger Replikate als die Temperatur-Replika-Exchange-

Methode und basiert auf der Destabilisierung spezifischer Regionen von Winkel-

Paaren entlang des Phosphatrückgrats. Durch die Destabilisierung entstehen in 

den höheren Replikaten neue Konformationen, die sich auch durch häufige 

Austausche zwischen den Replikaten im Referenz-Replika wiederfinden. In dieser 

Arbeit wurden Pseudo-Diederwinkel destabilisiert um neue Konformationen zu 

generieren. Der Vorteil durch die Pseudowinkel-Repräsentation liegt daran, dass 

simultan mehrere Diederwinkel destabilisiert werden, sodass die Anzahl der zu 

destabilisierenden Winkel reduziert wird und damit die Anzahl der benötigten 

Replika. Mit Hilfe der verwendeten Methoden und Simulationen konnte in dieser 

Studie gezeigt werden, dass durch die BP-REMD Methode eine effizientere Suche 

nach möglichen Subzustände bzw. DNA-Konformationen möglich ist. Vor allem 

im / Bereich konnte gezeigt werden, dass durch die BP-REMD Methode die 

Überrepräsentation einer Konformation, im Vergleich zur kMDS, vermieden wird. 

Unter Berücksichtigung der / Bereiche kann davon ausgegangen werden, dass 

die 200ns kMDS nicht konvergiert sind. Vorherige Molekulardynamik-Studien 

mit DNA Strukturen, die 8oxoG beinhalten, waren kürzer (< 200ns) und 

verwendeten ein älteres Kraftfeld, von dem gezeigt wurde, dass die B-DNA 

Geometrie bei langen Simulation instabil wird. Für das Phosphatrückgrat konnten 

signifikante Unterschiede zwischen GUA und 8oxoG ermittelt werden. Eine 

geringere Energiebarriere von BI zum BII Zustand für 8oxoG konnte durch PMF 

Rechnungen bestimmt werden. Die geringere Energiebarriere hat stereochemische 

und elektrostatische Ursachen, da die gleichen Kraftfeldparameter für das 

Phosphatrückgrat verwendet wurden. Die BI/BII Übergänge beeinflussen auch 

den N-glykosidischen χ-Diederwinkel, welcher eine bimodale Verteilung im Falle 

des 8oxoG aufweist. Diese χ-Diederwinkel wurden auch in Kristallstrukturen die 

8oxoG beinhalten an der entsprechenden Stelle gefunden. Zusätzliche Analysen 

an Kristallstrukturen zeigten zudem, dass auch dort alternative / Bereiche zu 

finden sind. Die spezifischen Subzustände können bei der Erkennung der Base 
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durch ein Reparaturenzym eine Rolle spielen, da nur direkte Phosphatrückgrat-

Protein Interaktionen im Encounter-Komplex mit beobachtet wurden. Neben den 

unterschiedlichen Verteilungen in den Diederwinkeln des Phosphatrückgrats 

wurden auch unterschiedliche Zucker-Pucker Verteilungen zwischen GUA und 

8oxoG bestimmt. Experimentelle Studien mit DNA-Protein-Komplexen mit 

8oxoG und Guanin an der entsprechenden Stelle weisen auch auf Unterschiede in 

den Zucker-Pucker hin (78). Im Komplex konnte experimentell ein C3‘-endo 

Präferenz für 8oxoG und eine C2‘-endo Präferenz für GUA gezeigt werden. 

Dieses Muster wurde konnte nicht für DNA Strukturen ohne Enzym bestätigt 

werden. Hier wurde eine Präferenz für C1’-exo beobachtet. Es kann angenommen 

werden, dass durch die Enzymbindung die Zucker-Pucker Konformation 

verändert wird. Zusätzliche Studien mit dem DNA-Enzym Komplex könnten 

einen Einblick in diese Fragestellung geben. Anhand der durchgeführten 

Simulationen konnte zudem ein unterschiedliches Wassermuster beobachtet 

werden. Da keine Interkationen zwischen dem O8-Atom des 8oxoG und dem 

Reparaturenzym im Encounter-Komplex vorhanden ist, könnten diese Merkmale 

ausschlaggebend für die Erkennung der modifizierten Base sein. Aufgrund der 

diskutierten Daten wird angenommen, dass ein indirekter Erkennungsprozess 

durch spezifische Subzustände und Zucker-Pucker-Konformationen und/oder dem 

unterschiedlichen Wassermuster zwischen 8oxoG und dem Reparaturenzym 

vorhanden ist.  

 

3.2 Vergleichende Modellierung von O
6
-MeG:C, O

6
-

MeG:T und G:C 

Dieser Abschnitt beschäftigt sich vor allem mit dem Einfluss von 

Alkylierungsschäden auf die DNA. Hierzu wurden drei verschiedene Modelle 

(siehe Abschnitt 2.5.2) mit kMDS und BP-REMD Simulationen untersucht. Der 

Fokus liegt auf den Konformationsraum der unterschiedlichen Basenpaare. Der 

Konformationsraum von Nukleinsäuren und ihre Abhängigkeit von der Sequenz 

spielt in der Erkennung und Funktion dieser Strukturen eine besonders wichtige 

Rolle. Im vorangehenden Kapitel wurde gezeigt, dass die BP-REMD-Methode 

geeignet ist um Unterschiede zwischen 8oxoG und Guanin auszuarbeiten. Wie 

bereits bei dem Vergleich zwischen 8oxoG und Guanin, ist auch hier das Ziel die 

Unterschiede zwischen verschiedenen Basenpaar-Konstellationen zu ermitteln. 
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Dabei sollen insbesondere die mit den jeweiligen Methoden ermittelten 

Unterschiede im Zucker-Phosphatrückgrat diskutiert werden. In dieser Arbeit 

angenommen wird, dass Unterschiede im Zucker-Phosphatrückgrat 

ausschlaggebend für die Erkennung der geschädigten DNA sind. Diese Annahme 

wurde bereits in mehreren Studien diskutiert. Marathe et al. konnten bei einem 

Vergleich zwischen freier DNA und DNA im Komplex mit Proteinen zeigen, dass 

eine Protein-Bindung den Übergang in ungünstige Zucker-Phosphatrückgrat 

Konformationen erfordern kann (217). Ferner weisen sie darauf hin, dass bereits 

kleine Unterschiede im Zucker-Phosphatrückgrat ausschlaggebend für die globale 

Geometrie der Helix sein können. Zudem zeigen sie, dass trotz größerer 

Konformationsänderungen, wie dem Übergang vom gestackten in den looped-out 

Zustand, die B-Form der Helix erhalten bleiben kann. Sowohl Marathe et al. als 

auch Svozil et al. weisen darauf hin, dass lokal unterschiedliche DNA-Formen 

eingenommen werden können (217, 218). Bestimmte Bereiche der DNA können 

einen Übergang von B-DNA in nahezu A-DNA aufweisen. Die Kombination aus 

A-DNA und B-DNA spiegelt sich auch in den Zucker-Phosphatrückgrat 

Konformationen wieder. Svozil et. al. konnten eine Reihe von spezifischen /-

Zuständen für diese A+B-DNA Konformationen aufzeigen (218). Diese lokalen 

und sequenzspezifischen Konformationsänderungen können die DNA krümmen 

oder einen Knick verursachen, welches wiederrum von Proteinen erkannt wird. 

Die Annahme ist hierbei, dass lokale Unterschiede in der DNA bereits wichtig 

sein können für die Erkennung durch DNA-bindende Proteinen. Mandel-Gutfreut 

et. al. zeigten erste Hinweise für die Bestätigung dieser Annahme. Sie konnten 

nachweisen, dass das Zucker-Phosphat-Rückgrat in mehr als 50% aller DNA-

Protein Interaktionen involviert ist (219). Zur Untersuchung der Fragestellung ob 

spezifische Konformationen für die jeweilige Basenpaar-Konstellation vorliegen 

wurden drei Modelle untersucht. Die ursprüngliche Sequenz der Modelle stammt 

aus einer DNA-Protein-Struktur (PDBid 1T38) und beinhaltet ein O
6
-MeG:C 

Basenpaar, wobei die O
6
-MeG Base sich im aktiven Zentrum des Proteins 

befindet. Es kann daher angenommen werden, dass diese Sequenz durch ein 

Reparaturenzym erkannt wird. Neben dem Modell, welches eine Sequenz mit den 

O
6
-MeG:C beinhaltet, wurden Modelle erstellt, welches an der entsprechenden 

Stelle ein O
6
-MeG:T bzw. G:C aufweisen. Zusammenfassend wurden drei 

Modelle mit folgenden Sequenzen: d(5'-GCCATG(O
6
-MeG:C)CTAGTA)2, d(5' 

GCCATG(O
6
-MeG:T)CTAGTA)2, und d(5'-GCCATG(G:C)CTAGTA)2 mit 

kMDS und BP-REMD untersucht.  
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3.2.1 Stabilität der Strukturen anhand der RMSD-Werte 

Um die Konvergenz der Simulationen zu bestimmen, wurden - wie bereits in 

Abschnitt 3.1 - die RMSD Werte für die Simulationen der unterschiedlichen 

Strukturen, einmal mit der klassischen Variante (kMDS) und einmal mit der 

erweiterten Methode (BP-REMD), untersucht. Die RMSD-Werte aller 

Simulationen weisen über die gesamte Trajektorie Schwankungen auf und 

befinden sich zwischen 1.2 und 5 Å (siehe Abbildung 3.13).  
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Abbildung 3.13 RMSD Werte der drei Modelle: O
6
-MeG:C, O

6
-MeG:T und G:C. Die RMSD-

Werte sind bezüglich der Startstruktur des Zucker-Phosphat-Rückgrats gegen die Zeit aufgetragen. 

Die schwarze Linie stellt den Verlauf der Werte des O
6
-MeG:T-Modell, die graue Linie das O

6
-

MeG:C Modell und die blaue Linie das G:C Modell. Die Werte der BP-REMD stammen aus dem 

Referenz-Replika (Replika 0).  

Ursache für diese starken Schwankungen ist bei allen Simulationen das 

sogenannte „fraying“ an den terminalen Basen der DNA. Unter fraying versteht 

man den Verlust der WC-Paarung an den Enden der DNA Struktur. Die Ursachen 

für das fraying können in der Destabilisierung der WC-Partner durch 

Solventmoleküle sein.  
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Da die zu untersuchende Basenmodifikation im mittleren Abschnitt der Struktur 

liegt, kann davon ausgegangen werden, dass der Einfluss des fraying nur sehr 

gering ist auf diesen Bereich der Struktur. Um die Stabilität dieses Abschnitts zu 

bestimmen, wurden die RMSD-Werte der O
6
-MeG-Base bzw. Guanin Base und 

der nächsten Nachbarn bestimmt (Rest 6,7,8,19,20,21). Hieraus lässt sich ableiten, 

wie stark die Schwankungen dieses Teilbereichs der DNA sind. Sortiert nach den 

RMSD-Werten der Strukturen, lässt sich festhalten, dass G:C die geringsten und 

O
6
-MeG:C die größten Konformationsänderungen aufweisen (G:C mit 1.5 Å vs. 

O
6
-MeG:C mit 2.1 Å, siehe Tabelle 3.5). Dies bestätigt die experimentelle 

Annahme, dass O
6
-MeG:T stabiler ist als O

6
-MeG:C (56).  

Tabelle 3.5 Vergleich der RMSD-Werte der Reste 6,7,8 und deren WC-Partner bezüglich der 

Startstruktur 

Modell Mittelwert Std. Minimum Maximum 

 BP-

REMD 

kMDS BP-

REMD 

kMDS BP-

REMD 

kMDS BP-

REMD 

kMDS 

G:C 0.9 0.9 0.2 0.2 0.4 0.3 1.6 1.5 

6MG:C 1.1 1.0 0.3 0.2 0.5 0.4 2.0 2.1 

6MG:T 1.0 1.0 0.2 0.2 0.5 0.4 1.8 2.0 

Neben dem Vergleich der modellierten Strukturen, wurde auch der RMSD-Wert 

der modellierten O
6
-MeG:C Struktur mit der Kristallstruktur bestimmt. Die 

Kristallstruktur diente hierbei als Referenz für die Trajektorie. Da die O
6
-MeG-

Base in einer looped-out Konformation vorliegt, wurde sie aus der RMSD-Wert 

Berechnung ausgeschlossen. Als Referenz dienten die nächsten Nachbarn der O
6
-

MeG-Base (Reste 6,8,19,21). Der niedrigste RMSD-Wert wurde für die BP-

REMD Simulation ermittelt (~0.7 Å) (siehe Abbildung 3.14).  
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Abbildung 3.14 Superpositionierung der Kristall-Struktur 1T38 und der modellierten Struktur. Die 

Kristall-Struktur 1T38 ist ein DNA-Protein Komplex in dem sich die Base O
6
-MeG (vdW-

Repräsentation, weiß)  in einer extrahelikalen Konformation in der aktiven Bindetasche der 

Methylguanin-Transferase befindet (Cartoon-Repräsentation). Die Struktur mit dem geringsten 

RMSD-Wert bezüglich der nächsten Nachbarn der O
6
-MeG-Base (O.7 Å) ist in einer Cartoon-

Repräsentation dargestellt (grün). Die O
6
-MeG befindet sich in einer intrahelikalen Konformation 

(vdW-Repräsentation, grün)  

Der RMSD-Wert über die gesamte Struktur liegt bei ~2.9 Å. Ignoriert man jedoch 

die terminalen Basen so liegt der RMSD-Wert des O
6
-MeG:C Basenpaars bei ~2.0 

Å für die BP-REMD Simulation und ~2.1 Å für die cMD Simulation (siehe 

Tabelle 3.5).In Abbildung 3.14 sind beide Strukturen abgebildet (ohne terminale 

Basen). Bei der grün gefärbten Struktur handelt es sich um die aus der Simulation. 

Wie aus der Abbildung zu entnehmen ist, wird die helikale Form der 

experimentellen Struktur in den Simulationen wiedergefunden. 

 

3.2.2 Vergleich zwischen klassischen MD und BP-REMD 

Dieser Abschnitt fokussiert sich auf einen Vergleich der BP-REMD Methode mit 

kMDS. Dabei werden die Diederwinkel des Zucker-Phosphatrückgrats der O
6
-
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MeG bzw. Guanin Base und die der nächsten Nachbarn analysiert. Bei der 

Untersuchung des -Diederwinkel konnten keine Unterschiede zwischen den drei 

Modellen ermittelt werden. Der dominante Zustand ist in allen Simulationen mit 

>90% der BI Zustand (siehe Tabelle 3.6). Die sehr geringfügigen Abweichungen 

lassen sich durch statistische Fluktuationen begründen. Es kann aufgrund dieses 

Ergebnisses festgehalten werden, dass ein Einfluss der Methyl-Gruppe auf den -

Diederwinkel der entsprechenden Base nicht sichtbar ist. Zusätzlich lässt sich 

anhand der Verteilungen festhalten, dass der -Diederwinkel des WC Partners 

auch nicht durch die Methylgruppe beeinflusst wird (siehe Tabelle 3.6).  

Neben den -Diederwinkel wurden auch weitere Diederwinkel des Zucker-

Phosphatrückgrats analysiert. Abbildung 3.15 zeigt den -Diederwinkel der O
6
-

MeG Base (Position 7) und die des gegenüberliegenden Partners (gestrichelte 

Linie). Zusätzlich wurden die -Diederwinkel des vorigen Basenpaars untersucht 

um den Einfluss der Basenmodifikation auf die nächsten Nachbarn zu 

untermauern. Das G:C-Modell (G blaue durchgezogene Linie, C blaue gestrichelte 

Linie) zeigt für die Guanin-Base eine bimodale Verteilung mit den Maxima bei 

85° und 140°. Die gegenüberliegende Base weist auch eine bimodale Verteilung 

auf, jedoch mit einem dominierenden Zustand bei 140°. Für die Position sechs, 

ebenfalls ein G:C-Basenpaar, ist im G:C Modell für die Guanin-Base nur ein 

Zustand bei 140° zu beobachten. Für die Cytosin Base ist wiederum eine 

bimodale Verteilung zu beobachten, jedoch mit einem dominierenden Zustand bei 

85°. 

Für die Verteilung aus der kMDS im O
6
-MeG:C Modell (O

6
-MeG grüne Linie, 

C gestrichelte Linie) sind signifikant unterschiedliche Verteilungen zum G:C 

Modell zu beobachten. Die Verteilungen beider Basen werden durch den 

Zustand bei 140° dominiert. Für die Position sind unterschiedliche 

Verteilungen für die Base 19 (Cytosin, grün gestrichelte Linie) zu beobachten. 

Im O
6
-MeG:T Modell sind wiederum bimodale Verteilungen für die Position 

sieben zu beobachten. Die Unterschiede zwischen dem O
6
-MeG:T und dem 

G:C Modell sind nicht so signifikant wie die Unterschiede zwischen dem O
6
-

MeG:C/G:C Modell an der Position 7. Für die Position sechs sind jedoch an 

der Base 19 deutlichere Unterschiede in den Verteilungen zu beobachten. Für 

die Base 6 (Guanin) sind in allen Modellen ähnliche Verteilungen zu 

beobachten. Hinsichtlich der Position 7 lässt sich festhalten, dass die größten 

Unterschiede zwischen dem O
6
-MeG:C und dem G:C Modell bestehen, jedoch 

auch Unterschiede zwischen den O
6
-MeG:T und dem G:C Modell zu 

beobachten sind. 
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Tabelle 3.6 Relative Häufigkeiten der BI/BII Zustände im Vergleich (in %). Die Verteilung der 

BI/BII der W (O
6
-MeG bzw. G) und C (C bzw. T) –Partner verdeutlicht das keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den Modellen und den Simulationsmethoden vorliegen.  

  O
6
-MeG(W):C(C) 

  BP-REMD kMDS 

  BI BII BI BII 

W 96 4 95 5 

C 100 0 100 0 

  O
6
-MeG(W):T(C) 

  BP-REMD kMDS 

  BI BII BI BII 

W 97 3 96 4 

C 99 1 99 1 

  G(W):C(C) 

  BP-REMD kMDS 

  BI BII BI BII 

W 97 3 98 2 

C 99 1 99 1 

 

Position 7 Position 6  Modell 

 

 G:C 

 6MG:C 

 6MG:T 

  

-Diederwinkel (°)   

Abbildung 3.15 Verteilung des -Diederwinkel im O
6
-MeG:C, O

6
-MeG:C und G:C Modell. 

Dargestellt sind die Verteilung des -Diederwinkel der O
6
-MeG bzw. G Base (Position 7, 

durchgezogene Linie) und die des WC-Partners (gestrichelte Linie). Zusätzlich wurden die 

Verteilungen der WC-Partner an der Position 6 (durchgezogene Linie) miteinander verglichen.  
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Der Vorteil der BP-REMD Methode wird am Beispiel der -Diederwinkel 

deutlich. Im G:C-Modell ist für beide Simulationsmethoden der g-/g+ Zustand zu 

beobachten. Dieser Zustand entspricht dem der kanonischen B-DNA. Im 

Vergleich zum G:C-Modell weist das O
6
-MeG:C Modell zwei weitere Zustände 

(g-/t und g+/t) auf. Das Auftreten dieser beiden Zustände wird nur in der BP-

REMD Simulation beobachtet, wohingegen in der kMDS nur der Zustand g-/t 

repräsentiert wird. An dieser Stelle ist anzumerken, dass im Falle der kMDS der g-

/t Zustand auch ermittelt wird. Für das O
6
-MeG:T Modell wurden nur in der BP-

REMD Simulation zusätzliche Konformationsbereiche ermittelt (siehe Abbildung 

3.16). Im Vergleich der unterschiedlichen Modelle zeigte sich, dass die 

Konformationsvielfalt für das O
6
-MeG:C Modell am größten ist. Dies lässt darauf 

schließen, dass die Energiebarrieren im O
6
-MeG:C Modell am geringsten sind. 

Fernerhin ist darauf hinzuweisen, dass die beobachteten Strukturen bzw. 

Konformationsräume auch experimentell nachgewiesen werden konnten (siehe 

Abbildung 3.17). Jedoch nehmen die alternativen Konformationen nur einen 

statistisch geringen Anteil ein (Ergebnisse aus der BP-REMD: O
6
-MeG:C: g-/g+ 

(90%), g-/t(7%), g+/t(3%); O
6
-MeG:T: g-/g+ (96%), g-/t(4%)).  
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Abbildung 3.16 Konformationsverteilungen der /-Diederwinkel im Vergleich. Ein Vergleich der 

Simulationen anhand des /-Diederwinkel der O
6
-MeG:C, O

6
-MeG:T und G:C Modelle zeigt, 

dass mit der BP-REMD Methode neue Konformationszustände ermittelt werden.  
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Abbildung 3.17 / and / Konformationsbereiche von experimentellen O
6
-MeG-Basen. 

Folgende PDB Strukturen wurden für die Analyse 1D24, 153D, 1D27, 1T38, 218D, 2HHQ, 2HHS, 

2HHT, 2HHU, 2HHV, 2HHW, 2HHX, 2HVH, 2HW3, 2J6S, 2J6T, 2J6U, 2O8C, 3GX4, 3NGD, 

3OSN verwendet.   

Eine direkte Korrelation des - und des χ-Diederwinkel spiegelt sich auch in den 

Verteilungen der Konformationszustände dieser Winkel wieder (siehe Abschnitt 

2.2). Interessanterweise ist für das O
6
-MeG:C-Modell eine bimodale Verteilung 

mit einer dominanten high-anti-Konformation an beiden Positionen zu 

beobachten. An der Position 7 (O
6
-MeG-Base) ist die high anti-Konformation (~-

100°) besonders stark ausgeprägt.  

Im O
6
-MeG:T-Modell sind an den entsprechen Positionen/Basen anti-

Konformationen zu beobachten (~-150°). Die Verteilung des χ-Diederwinkel im 

O
6
-MeG:T-Modell spricht für eine stabile Konformation hinsichtlich des Winkels. 

Die χ-Diederwinkel-Verteilung der O
6
-MeG Base im O

6
-MeG:T-Modell (~-130°) 

befindet sich zwischen der Verteilung der Guanin-Base im G:C Modell (~-150°) 

und der O
6
-MeG Base im O

6
-MeG:C-Modell (~-100°). Dieses Ergebnis bestätigt 

die Annahme, dass die strukturellen Differenzen zwischen dem G:C Modell und 

dem O
6
-MeG:C-Modell größer sind im Vergleich zu dem  G:C/ O

6
-MeG:T 

Modell. Die Verteilung im O
6
-MeG:C-Modell spricht dafür, dass während der 

Simulation eine Reihe von verschiedenen Konformationen eingenommen werden. 

In Abschnitt 2.2 wurde eine Reihe von Parametern diskutiert und auf ihre 

Korrelation untereinander hingewiesen. Neben der Korrelation der verschiedenen 

Diederwinkel besteht auch ein Zusammenhang zwischen dem -Diederwinkel und 

den Zucker-Puckern.  
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Abbildung 3.18 Verteilung des χ-Diederwinkel im O
6
-MeG:C, O

6
-MeG:C und G:C Modell. 

Dargestellt sind die Verteilung des χ-Diederwinkel der O6-MeG bzw. G Base (Position 7, 

durchgezogene Linie) und die des WC-Partners (gestrichelte Linie). Zusätzlich wurden die 

Verteilungen der WC-Partner an der Position 6 (durchgezogene Linie) miteinander verglichen.   

Um zusätzlich die strukturellen Differenzen der verschiedenen Systeme zu 

untermauern und den Einfluss der O
6
-MeG Base auf die nächsten Nachbarn 

aufzuzeigen, wurden die relativen Häufigkeiten der Zucker-Pucker der Position 7 

(O
6
-MeG bzw. G) und des gegenüberliegenden Nachbarn bestimmt. Ein Vergleich 

der Verteilungen in den verschiedenen Modellen und Simulationen ist in Tabelle 

3.7 wiederzufinden. Wie aus der Tabelle 3.7 zu entnehmen ist, unterscheiden sich 

die Verteilungen aus der kMDS und der BP-REMD nur geringfügig. In den 

Verteilungen der Zucker-Pucker sind signifikante Unterschiede zwischen den 

verschiedenen Modellen zu beobachten. Das O
6
-MeG:C Modell zeichnet sich 

unter anderem durch die starke Präferenz des C2´-endo Zustand für die Cytosin 

Base aus. Interessanterweise wird der O1´-endo Zustand für die Cytosin Base nur 

selten beobachtet (2-3%). Die O
6
-MeG Base im O

6
-MeG:C Modell unterscheidet 

sich deutlich hinsichtlich der C3´-exo Verteilung zum O
6
-MeG:T bzw. G:C 

Modell. Die C3´-exo Konformation ist im O
6
-MeG:T Modell, mit 5% in beiden 

Simulationen, im Vergleich zum O
6
-MeG:C Modell, nur selten vertreten. Da in 

beiden Simulationen identische Kraftfelder eingesetzt wurden, lässt sich daraus 

schließen, dass die unterschiedlichen Verteilungen durch unterschiedliche 

Interaktionen mit dem gegenüberliegenden Nachbarn zu begründen sind. Das O
6
-

MeG:T Modell zeichnet sich durch die C1´-exo Konformation für die O
6
-MeG 

Base und die C4´-exo Konformation der Thymin Base aus. Beide Konformation 

bzw. deren relative Häufigkeit unterscheiden sich signifikant von dem O
6
-MeG:C 
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bzw. G:C Modell. Im G:C Modell sind in beiden Simulationen für beide 

Nukleotide keine spezifischen Eigenschaften zu beobachten.  

Neben den Simulationen wurden für experimentelle Strukturen die Zucker-Pucker 

bestimmt. Hierbei wurde darauf geachtet, dass nur DNA-Strukturen (ohne 

Protein) zur Analyse herangezogen wurden. Da nur sehr wenige Strukturen ohne 

im Komplex mit anderen Biomolekülen vorhanden sind, können nur Einzelfälle 

diskutiert werden. Für beide O
6
-MeG:T Modelle (PDBid 218D und 1D27) 

wurden für die O
6
-MeG die C1´-exo bzw. C2´-endo Konformation beobachtet. 

Eine von beiden Konformationen tritt mit einer Wahrscheinlichkeit von etwa 70% 

in den O
6
-MeG:T Simulationen auf.  Interessanterweise wurde zudem in der 

218D Struktur die C4´-exo Konformationen beobachtet. 

Tabelle 3.7 Relative Häufigkeit der Zucker-Pucker-Verteilung (in %) im Vergleich zu Kristall-

Strukturen. 

 Rest Methode C3'n C4'x O1'n C1'x C2'n C3'x C4'n C2'x 

6
M

G
:C

 6MG kMDS 3 8 12 16 37 23 1 0 

6MG BP-REMD 4 10 12 16 33 23 1 1 

C kMDS 2 1 2 34 56 5 0 0 

C BP-REMD 1 1 3 31 59 5 0 0 

6
M

G
:T

 6MG kMDS 1 4 21 40 29 5 0 0 

6MG BP-REMD 1 5 24 39 26 5 0 0 

T kMDS 2 15 36 32 15 1 0 0 

T BP-REMD 2 18 37 31 12 0 0 0 

G
:C

 

G kMDS 1 7 36 27 22 7 0 0 

G BP-REMD 4 6 33 28 21 8 0 0 

C kMDS 2 6 21 38 32 3 0 0 

C BP-REMD 1 7 19 40 31 4 0 0 

1
5
3
D

 

6MG X-Ray 0 0 0 0 0 2 0 0 

A X-Ray 0 0 0 1 1 0 0 0 

1
D

2
4
 6MG X-Ray 0 2 0 0 0 0 0 0 

C X-Ray 0 0 0 0 2 0 0 0 

1
D

2
7
 6MG X-Ray 0 0 0 0 2 0 0 0 

T X-Ray 0 0 0 1 1 0 0 0 

2
1
8
D

 6MG X-Ray 0 0 0 2 0 0 0 0 

T X-Ray 0 1 1 0 0 0 0 0 
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Diese Konformation tritt in den Simulationen mit einer Wahrscheinlichkeit von 

etwa 20% auf und unterscheidet sich deutlich zu den anderen Modellen. 

Für die 1D24 Struktur (O
6
-MeG:C Basenpaar) wurde an der O

6
-MeG Position 

die C4´-exo Konformation bestimmt. Diese Konformation tritt in den 

Simulationen mit einer Wahrscheinlichkeit von etwa 10% nur vergleichsweise 

selten auf. Zur Kristallstruktur ist jedoch anzumerken, dass es sich hierbei um eine 

linkshändige Z-DNA Struktur handelt und diese somit nicht zum direkten 

Vergleich geeignet ist. Nichtsdestoweniger wurde für die Cytosin Base die C2‘-

endo Konformation beobachtet, welches zugleich mit 60% Wahrscheinlichkeit die 

dominante Konformation in den entsprechenden Simulationen ist.  

Insgesamt lässt sich festhalten, dass die drei untersuchten Modelle sich in vielen 

strukturellen Eigenschaften unterscheiden. Die signifikantesten Unterschiede 

wurden zwischen dem G:C und dem O
6
-MeG:C Modell beobachtet. Ferner ist, ist 

darauf hinzuweisen, dass die O
6
-MeG Einfluss auf die Konformationen der 

umliegenden Nachbarn hat. 

 

3.2.3 Bestimmung helikaler Parameter 

Um den Einfluss der O
6
-MeG Base auf den DNA-Doppelstrang zu untersuchen 

wurden neben den Diederwinkeln auch die helikalen Parameter bestimmt. Neben 

der eigentlichen Base an Position 7 wurden auch die Nachbarbasen hinsichtlich 

der helikalen Parameter untersucht, da dies diese durch die geschädigte Base 

beeinflusst sein könnten. Zusätzlich ist anzumerken, dass die ermittelten 

Verteilungen und die hier vorgestellten Ergebnisse aus der kMDS stammen.  

Beim Vergleich der unterschiedlichen Parameter fällt zunächst auf, dass, wie 

bereits bei der Verteilung der Diederwinkel, die größten Differenzen zwischen 

dem G:C und dem O
6
-MeG:C Modell bestehen. Besonders deutlich ist dies 

anhand der opening, slide und twist Parameter zu beobachten. Sowohl der 

opening, als auch der xdisp Parameter der O
6
-MeG Basen sprechen dafür, dass 

bereits in der ungebundenen Form die Basen verschoben, bzw. versetzt sind, 

sodass in der helikalen Struktur Signale zur Erkennung durch Proteine vorhanden 

sein können.  
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Abbildung 3.19 Helikale Parameter der der O
6
-MeG:C, O

6
-MeG:T und G:C Modelle im Vergleich  

Dies spricht zudem dafür, dass die Energiebarrieren zum Herausdrehen der Base 

aus seinem gestackten Zustand geringer ist als im G:C Modell. Dies hat 

wiederrum zur Folge, dass die hydrophoben Wechselwirkungen zu den Nachbar-

Basen geringer sind, da kein optimales Stacking mehr gewährleistet ist.  

Der versetzte twist, im O
6
-MeG:C Modell, an der Position 7 wird an der Position 

6 wieder ausgeglichen, sodass die helikale Form aufrechterhalten bleibt. Von 

besonderem Interesse ist der slide Parameter, welcher für die Beschreibung von 

Sequenzeigenschaften herangezogen wird (218). Hierbei zeigen vor allem die 

Nachbar-Basen im O
6
-MeG:C Modell einen signifikanten Unterschied zu dem 
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G:C bzw. O
6
-MeG:T Modell. Es ist darauf hinzuweisen, dass die O

6
-MeG:T als 

Produkt des ersten Replikationzyklus entsteht und von dem MUTS oder dem 

MGMT Enzym erkannt wird. Das O
6
-MeG:T Produkt entsteht also nur, wenn es 

nicht bereits das O
6
-MeG:C Paar durch das MGMT Enzym erkannt wird. Die 

deutlichsten Unterschiede zwischen dem O
6
-MeG:T und dem G:C Modell sind im 

opening Parameter wiederzufinden. Insgesamt, lässt sich jedoch festhalten, dass 

hinsichtlich der helikalen Parameter viele Gemeinsamkeiten zwischen dem O
6
-

MeG:T und dem G:C Modell vorhanden sind.Dies lässt darauf schließen, dass 

andere Merkmale wie z.B. spezifische Zucker-Phosphatrückgrat Konformationen 

für die Erkennung des O
6
-MeG:T Basenpaares entscheidend sein können.  

 

3.2.4 Clusteranalyse 

Aus den vorigen Abschnitten ging hervor, dass eine Reihe von unterschiedlichen 

Konformationen von den unterschiedlichen Modellen eingenommen werden 

können. Um die Konformationen eindeutiger zu klassifizieren, wurden 

Clusteranalysen durchgeführt. Die Trajektorien wurden hierbei anhand der 

RMSD-Werte der Basen 6-8 und 19-21 klassifiziert.  

In Abbildung 3.20 sind Ausschnitte (Basen 6-8 und 19-21) aus repräsentativen 

Strukturen jedes Cluster dargestellt. Für jeden Ausschnitt wurde mit Hilfe von 

PyMOL alle möglichen polaren Kontakte (Wasserstoffbrücken) dargestellt. Wie 

aus Abbildung 3.20 hervorgeht sind in allen Clustern im G:C Modell die 

Wasserstoffbrücken zwischen den WC-Partnern gewährleistet.  

Im Falle des O
6
-MeG:C Modells wird deutlich, dass die repräsentative Struktur 

des ersten Clusters, zwischen dem O
6
-MeG:C Paar, nur eine mögliche 

Wasserstoffbrücke aufweist. Im O
6
-MeG:T Modell, werden an entsprechender 

Stelle zwei Wasserstoffbrücken beobachtet. Wie aus der Abbildung zu entnehmen 

ist, besteht jedoch in beidem Modellen eine Vielzahl von Möglichkeiten mit den 

nächsten Nachbarn eine Wasserstoffbrücke zu bilden. Dadurch entsteht eine 

Vielzahl von verschiedenen energetisch günstigen Konformationen.   

In Abbildung 3.21 sind alle Cluster des O
6
-MeG:C Systems dargestellt. Hierbei 

soll vor allem darauf hingewiesen werden, dass die B-DNA Struktur trotz erhöhter 

Flexibilität an der Position 7 erhalten bleibt.  
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Abbildung 3.20 Repräsentative Strukturen aus der Clusteranalyse der kMDS-Trajektorie. 

Dargestellt sind jeweils die Reste 6-8 und deren WC-Partner. In gestrichelten Linien sind alle 

potentiellen Wasserstoffbrücken zwischen den Basen dargestellt.  

Neben der Wasserstoffbrücken-Charakterisierung wurden die helikalen Parameter 

mit den Parametern der Kristallstruktur verglichen (siehe Tabelle 3.8).  

Hierbei ist besonders Interessant, dass die Ax-bend Parameter der ersten Cluster 

des O
6
-MeG:C und des O

6
-MeG:T Clusters Gemeinsamkeiten aufzeigen. So 

beträgt die Differenz des Ax-bend Parameters in beiden Modellen an der O
6
-MeG 

Position 0.2 zur Kristallstruktur. Die Annahme ist hierbei, dass bereits in der 

Feinstruktur der DNA Informationen bzw. Erkennungsmerkmale für die Bindung 

von Enzymen vorhanden sind.  
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Abbildung 3.21 Repräsentative Strukturen aus der Clusteranalyse des O
6
-MeG:T Modells 

(kMDS). Die O6-MeG, dargestellt in der vdW-Repräsentation, befindet sich im Zentrum der 

Struktur. In allen Clustern bleibt die B-DNA Form erhalten.  

Tabelle 3.8 Vergleich des Opening und Ax-Bending Parameters aus der kMDS mit der DNA der 

Kristall-Struktur 1T38  

  O
6
-MeG:T O

6
-MeG:C G:C 1T38 

  Cluster Cluster Cluster  

 ResID 1 2 1 2 1 2  

O
p
en

in
g

 

6 -1.1 -10.2 2,0 -1.4 0.1 0.2 -3.4 

7 3.3 -0.5 -4.7 -9.1 1.8 -1 -57 

8 3.4 4.5 2.0 0.3 1.7 1.7 0.6 

         

A
x
-b

en
d

 

6 3.5 1.4 3.5 1.4 0.8 3.2 2.6 

7 2.9 1.1 2.9 1.1 0.3 1.4 3.1 

8 2.3 3.3 2.3 3.3 2,4 1.9 3.5 

 

3.2.5 Zusammenfassung und Schlussfolgerung 

Der Fokus dieses Abschnitts lag vor allem in der Bestimmung der Unterschiede 

zwischen drei unterschiedlichen Basenpaar-Konstellationen (G:C, O
6
-MeG:C, O

6
-

MeG:T) und deren Einfluss auf die Feinstruktur der DNA Helix. Hierzu wurden 

neben klassischen MD Simulationen auch BP-REMD Simulationen durchgeführt. 

Ziel war es, strukturelle Unterschiede zwischen den verschiedenen Modellen 

herauszuarbeiten. Annahme ist hierbei, dass die strukturellen Unterschiede als 

Erkennungsmerkmal für Reparaturenzyme dienen. Zu diesem Zweck wurden 

neben den Diederwinkel des Zucker-Phosphat-Rückgrats auch helikale Parameter 
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der verschiedenen Modelle bestimmt. Hierbei stellte sich heraus, dass die größten 

strukturellen Unterschiede zwischen dem G:C und O
6
-MeG:C bestehen. Dieses 

Ergebnis wird durch experimentelle Daten bestätigt.  

Mittels der BP-REMD Simulation konnten alternative / Konformationszustände 

ermittelt werden ermittelt werden, welche auch in experimentell bestimmten 

Strukturen vorkommen. Hinsichtlich der BI/BII Verteilungen konnten keine 

Unterschiede zwischen den verschiedenen Modellen bestimmt werden.  

 Bezüglich des opening und des Ax-bend Parameters konnten interessante 

Gemeinsamkeiten zwischen den modellierten System (O
6
-MeG:C und O

6
-MeG:T-

Modell) und der Kristallstruktur (PDBid 1T18) bestimmt werden. Zusätzlich 

wurden mit Hilfe der BP-REMD Methode Strukturen simuliert die der 

experimentellen Struktur ähneln. Darüber hinaus konnten für alle drei Modelle 

spezifische Zucker-Pucker Verteilungen ermittelt werden, welche wiederum als 

Erkennungsmerkmal dienen können.  

 

3.3 Einfluss von Dangling-Ends auf die Stabilität von 

Nukleinsäuren 

Der Einfluss von Dangling-End Basen ist abhängig von einer ganzen Reihe von 

Faktoren. Der Fokus dieses Abschnitts liegt in der Analyse der Unterschiede 

zwischen einem RNA-Dangling-End und einem DNA-Dangling-End. Untersucht 

wurden nur GC-haltige Sequenzen.  

Experimentell wurde bereits für DNA Strukturen nachgewiesen, dass 5´-

Dangling-End Basen einen stärkere Beitrag zur Gesamtstabilität leisten als und 3´-

Dangling-End Basen (39). Für RNA Strukturen gilt ein gegensätzlicher Effekt. Es 

wird angenommen, dass der Ursprung der Stabilisierung in der Stacking-

Interaktion zwischen dem Dangling-End und den Terminalen Basen liegt (47, 39).  

Zu erwähnen ist zudem, dass Dangling-End Basen bereits im Einzelstrang einen 

stabilisierenden Effekt besitzen können. Entgegensetzt der Annahme einiger 

Vorhersage-Methoden kann ein Einzelstrang bereits eine geordnete Struktur 

aufweisen und liegt nicht als random coil vor (220). Die Stabilisierung der DNA-

Doppelhelix durch eine Dangling-End Base wird daher durch zusätzliche 
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Stacking-Interaktionen und Cross-Stacking Interaktionen mit den terminalen 

Basen begründet. 

Ziel dieser Abschnitts ist es die Doppelstrang-Stabilisierung anhand der 

Unterschiede in den Freien Energien von gestackten zum solvatisierten Zustand 

im Doppelstrang vs. Einzelstrang zu bestimmen.  Zu diesem Zweck wurden 

kMDS und Freie-Energie Simulationen (Umbrella-Sampling Simulationen) an 

selbstkomplementären Doppelstrang-Strukturen und den entsprechenden 

Einzelsträngen durchgeführt. Das Modell der selbstkomplementären Strukturen 

hat den Vorteil, dass eine bessere Konvergenz der ermittelten Energien möglich 

ist, da auf beiden Seiten identische Dangling-End Motive vorhanden sind und die 

gleiche Reaktionskoordinate verwendet wird, sodass erwartet wird, dass die 

Energien sich nur geringfügig unterscheiden.  

 

3.3.1 Optimierung von Dangling-End Konformationen in freien 

Simulationen 

B-DNA und A-RNA Strukturen wurden als Startgeometrie für die Simulationen 

verwendet. Durch das Entfernen einer Base an beiden Strängen wurden zwei 

identische Dangling-End Motive modeliiert. Für die freien Simulationen (10 ns, 

300K) wurde eine mittlere Struktur bestimmt die keine starken Abweichungen 

bezüglich der Startstruktur aufwies. Nichtsdestoweniger ist zu erwähnen, dass für 

die 3´-Dangling-End Motive von DNA Strukturen größere Abweichungen im 

Vergleich zum 5´-Dangling-End Motiv beobachtet wurden. Für RNA Strukturen 

wurden stärkere Abweichungen im Falle des 5´-Dangling-End beobachtet. Diese 

Beobachtung spricht für eine höhere Flexibilität des 5´-Dangling-End im Falle 

von A-RNA Strukturen und 3´-Dangling-End für B-DNA Strukturen. 

Zwar sind die Abweichungen nur gering, jedoch können bereits kleine 

Unterschiede einen Einfluss auf die Gesamtstabilität der Helix haben. 

Interessanterweise korreliert die beobachtete Flexibilität der Dangling-End-

Strukturen mit den experimentell bestimmten thermodynamischen Parametern. 

Zusätzlich wurde gezeigt, dass eine gute Übereinstimmung der experimentellen 

Strukturen und der mittleren Struktur aus den freien Simulationen vorhanden ist 

(sofern experimentelle Daten fuer die einzelnen Motive vorhanden waren) (siehe 

Abbildung 3.22) 



3.3 Einfluss von Dangling-Ends auf die Stabilität von Nukleinsäuren 93 

 

 

 

Abbildung 3.22 Superpositionierung von Average-Strukturen und Kristallstrukturen. In Fällen in 

den keine Kristall-Struktur zur Verfügung stand wurden die Average-Strukturen mit den 

Startstrukturen superpositioniert. Folgende PDB-Strukturen wurden berücksichtigt: 1BGB (GC5-

Motiv; DNA), 208D (CG5-Motiv; DNA), 476D (CG3-Motiv; DNA), 1DUL (GG5-Motiv; RNA), 

1JBR (CG3-Motiv; RNA), 1L3D (CG5-Motiv; RNA), 1MJI (CC3-Motiv; RNA), 5MSF (GG3-

Motiv; RNA), 429D (GC5-Motiv; RNA) 
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3.3.2 Berechnung der Freien Energie mittels Umbrella-Sampling 

Simulationen 

Dangling-End-Strukturen haben einen stabilisierenden Einfluss auf Nukleinsäuren 

(39). Um den Beitrag dieses Effekts zu bestimmen, wurden Freie Energie-

Simulationen (Umbrella-Sampling-Simulationen) durchgeführt. Als 

Reaktionspfad wurden Massenschwerpunkte der Dangling-End Base und des 

nächsten Nachbarn gewählt. Hierbei wurden mit einer Kraftkonstante von 1 

kcal·mol
-1
·Å

-2
 die Distanz zwischen den Basen pro Fenster um 0.5 Å erhöht. So 

konnte ein langsamer Übergang vom gestackten zum völlig solvatisierten 

Dangling-End simuliert werden. Die Simulationen wurden für dsRNA, dsDNA 

und die entsprechenden Einzelstrang-Strukturen durchgeführt.  

Die so bestimmten Freien-Energiekurven (PMF-Kurven) zeigen, dass das freie 

Energieminimum dem gestackten Zustand entspricht. So befindet sich das 

Minimum zwischen 4-5Å und steigt für  Distanzen über 6 Å an. In einigen 

Simulationen wurden Sub-Minima beobachtet. Die Diskussion dieser semistabilen 

Intermediat-Zustände findet im nächsten Abschnitt statt.  

Ein Vergleich der beiden PMF-Kurven aus den Doppelstrang-Strukturen zeigt, 

dass die Abweichungen  zwischen den Kurven kleiner ist als 0.3 kcal·mol
-1
 ist. 

(siehe Abbildung 3.24 und Tabelle 3.9). Es kann somit davon ausgegangen 

werden, dass der Fehler der berechneten Freien Energiedifferenz etwa bei +/-0.5 

kcal·mol
-1 

liegt. Neben den Fehlerbestimmungen aus den unterschiedlichen PMF 

Kurven wurden zusätzlich Monte Carlo Bootstrap Analysen durchgeführt. Die 

Methode ist standardmäßig in WHAM implementiert (183). Die Analyse ergab in 

allen Fällen einen Fehler <0.1 kcal∙mol
-1
. Der Unterschied (+/-0.5 vs. <0.1) zeigt 

deutlich, dass durch die Monte Carlo Bootstrap Methode den Fehler zu gering 

abgeschätzt.  

Obwohl in allen Simulationen der gestackte Zustand bevorzugt wurde, können 

dennoch Unterschiede in der Stabilisierung anhand der Position (3´-vs.-5´-Ende) 

und der Typ der Base (Purin vs. Pyrimidin) bestimmt werden. (siehe Tabelle 3.9).  
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Tabelle 3.9 Vergleich der experimentellen und berechneten Freien Energie Beiträge  

3'-Dangling-End 5'-Dangling-End 

 DNA  RNA  DNA  RNA 

X X 

C G  C G C G  C G 

→
𝐶𝑋
𝐺
←

 

-0.3±0.04e -0.0±0.04e  -0.8e -1.7e →
𝑋𝐶

𝐺
←

 

-0.5±0.06e -0.7±0.05e  -0.2e -0.2e 

-0.3±0.17 c -0.60±0.14c -1.0±0.11c -1.9±0.13c -0. 8±0.11c -1,4±0.42c  0.4±0.20c -0.5±0.08c 

→
𝐺𝑋
𝐶
←

 

-0.2±0.05e -0.4±0.05e  -0.4e -1.3e →
𝑋𝐺

𝐶
←

 

-0.3±0.04e -0.6±0.07e  -0.3e -0.0e 

-0.4±0.09c -1.2±0.46c  -0.2±0.16c -0.8±0.18c -0.9±0.24c -0.6±0.21c  -0.4±0.09c 0.1±0.13c 

e
=Experimentelle Werte aus (51) 

c
=Berechnete freie Energie Beträge nach dem Schema in Abbildung 3.25 

 

 

DNA: GC5 RNA: GC5 

 

Abbildung 3.23 Superpositionierung der 5´-Cystein Dangling-End Base. Ein Vergleich der 5’-

Cystein Dangling-End Average-Struktur (grün, balls und stick Repräsentation) während der kMDS 

Simulation (ohne restraints) und der experimentellen Struktur (PDBid: 1B8I, 1LNG) verdeutlicht 

die Stabilität der 5‘-Dangling-End-Struktur in DNA Strukturen im Vergleich zu RNA Strukturen. 

Dargestellt sind hierbei die Dangling-End Base und das benachbarte Basenpaar in einer Seiten-

Ansicht(oben) und eine um 90° und die helikale Ache rotierte Oben-Ansicht(unten) 

Im Folgenden wird angenommen, dass der völlig solvatisierte Zustand einer 

Dangling-End Base keinen spezifischen Beitrag zur Gesamtstabilität der Helix 

leistet. Zu erwähnen hierbei ist jedoch, dass auch der solvatisierte Zustand einen 

Beitrag leisten kann. 
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Tabelle 3.10 RMSD (der Schweratome in Å) zwischen der Average-Struktur (Dangling-End Base 

+ benachbartes Basenpaar) bezüglich der experimentellen Struktur (falls vorhanden, grau) oder der 

Startstruktur  

 CC3 CC5 CG3 CG5 GG3 GG5 GC3 GC5 

RNA 0.5 0.2 0.3 1.0 0.8 0.4 0.2 0.3 

DNA 0.2 1. 1 1.1 1.3 0.4 1.1 1.0 0.2 

So kann die zusätzliche Phosphat-Gruppe der Dangling Base einen 

elektrostatischen Effekt auf die Wechselwirkung mit dem gegenüberliegenden 

Strang haben und zudem den Einfluss der Salzkonzentration auf die Stabilität der 

Gesamthelix mitbestimmen. Nichtsdestotrotz zeigen experimentelle Daten, dass 

eine zusätzliche Phosphatgruppe nur einen geringen Einfluss auf die 

Gesamtstabilität hat  (~ 0.1 kcal·mol
-1
, (37)). 

Für die Bestimmung des Dangling-End Beitrags zur Gesamtstabilität muss 

berücksichtigt werden, dass bereits im Einzelstrang der Nukleinsäuren der 

gestackte Zustand vorliegt, sodass der zusätzliche Beitrag nur durch ein Cross-

Stacking der Dangling-End Base und der terminalen Base des gegenüberliegenden 

Stranges bestimmt wird. 

Der Beitrag der Stabilisierung kann daher aus der Differenz der Freien-

Energiedifferenzen des Doppelstranges und der Freien-Energiedifferenzen des 

Einzelstranges berechnet werden (siehe Abbildung 3.25).  

Die so ermittelten Beiträge zeigen für alle Simulationen einen negativen Freien-

Energie Beitrag (ΔΔG) und sind mit akzeptablen Abweichungen in Übereinkunft 

mit den experimentellen Daten (siehe Tabelle 3.9). In einigen Fällen konnte eine 

sehr gute Übereinstimmung zwischen berechneten und experimentell bestimmten 

Beiträgen gezeigt werden (siehe Tabelle 3.9). Es ist weiterhin darauf hinzuweisen, 

dass die Vernachlässigung des Stacking-Beitrages im Einzelstrang zu einer 

Überschätzung des Dangling-End Beitrages zur Gesamthelix führen würde. 

Betrachtet man zum Beispiel die Freie-Energiedifferenz des 5´-Dangling-End 

Base (Cystosin) auf einem Terminalen C:G Paar (siehe Abbildung 3.24) so stellt 

man fest, dass die schwarze und die rote Kurve eine Freie-Energiedifferenz von > 

2.5 kcal∙mol
-1
 aufweisen. 
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Abbildung 3.24 Vergleich zwischen den RNA und DNA Energieprofilen. Berechnet wurde die das 

Freie Energieprofil entlang der Distanz der Massenschwerpunkt der Dangling-End Base und der 

Nachbarbase. Hierbei wurde die Distanz von 5 Å  10 Å (0.5 Å/Simulationsfenster) erhöht. Das 

Potentials-of-mean force wurde für beide Dangling-End Motive des Doppelstranges (rot/schwarz) 

und dem Einzelstrang (grün) berechnet.  

Angenommen der Freie-Energiebeitrag der Dangling-End Base hätte nur im 

Doppelstrang einen Einfluss auf die Stabilität (Vernachlässigung der Stacking-

Stabilität im Einzelstrang (grüne Kurve, siehe Abbildung 3.24), erhält man eine 

signifikante Abweichung zu den experimentellen Daten (siehe Tabelle 3.9). 

Dieses Beispiel bestätigt, dass es wichtig ist den Einfluss im Einzelstrang zu 

berücksichtigen. Obwohl keine quantitative Übereinstimmung der 

experimentellen Daten und der berechneten Daten vorhanden ist, kann dennoch 

ein qualitativer Trend zwischen berechneten und experimentell bestimmten 

Beiträgen beobachtet werden. Zusätzlich ist darauf hinzuweisen, dass 

experimentelle Messungen einen Restfehler aufweisen und sich die Ergebnisse der 

Messungen je nach Protokoll unterscheiden können. 

Der Trend, dass 5´-Dangling-End Basen im Falle von DNA Strukturen einen 

stärkeren Effekt auf die Gesamtstabilität haben, konnte durch die Simulationen 

bestätigt werden (siehe Tabelle 3.9).  
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Abbildung 3.25 Thermodynamischer Kreis zur Berechnung des Freien Energiebeitrages zur 

Doppelstrang Stabilität. Annahme ist, dass die ungestackten Konformationen keinen Beitrag zur 

Duplex-Stabilität leistet. Daraus folgt, dass die Doppelstrang-Bildung (DS-Bildung) mit dieser 

Konformation und der Doppelstrang-Bildung ohne Dangling-End Base (nur Phosphat-Gruppe) 

Äquivalent sind (zu beachten ist jedoch, dass die Phosphat-Gruppe durch elektrostatische 

Interaktionen einen Beitrag zur Doppelstrang-Bildung leisten kann). Die Freie Energie der 

Doppelstrang-Bildung und der Dangling-End Base in der ungestackten Konformation entspricht 

der Freien Energie der Referenz (ΔGref).  Der zusätzliche Beitrag durch die Dangling-End Base 

zur Doppelstrang-Bildung kann aus der Differenz zwischen der Stacking-Freien Energy im Duplex 

vs. Einzelstrang bestimmt werden. (Vertikal Pfad im thermodynamischen Kreis). ΔGdangling 

beschreibt die Summe aus dem Beitrag des Dangling-End und ΔGref. 

Zudem konnte auch der gegensätzliche Effekt bei RNA Strukturen durch die 

Simulationen bestätigt werden (siehe Tabelle 3.9). Aus struktureller Sichtweise, 

sind die Ursachen für diesen Effekt durch das Cross-Stacking der Dangling-End 

Base mit dem gegenüberliegenden Strang zu erklären. Ein weiterer Aspekt der mit 

den experimentellen Beobachtungen übereinstimmt ist, dass der der Einfluss von 

Purin Basen stärker ist als der Einfluss von Pyrimidine Basen.  
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3.3.3 Analyse der Zusammensetzung der Energiebeiträge 

Um die Energiebeiträge die zur Stabilisierung durch Dangling-End-Strukturen 

genauer zu untersuchen, wurden MM/PBSA Rechnungen durchgeführt. Hierbei 

wurden die Trajektorien in gestackte und völlig solvatisierte Konformationen 

eingeteilt. Zudem wurden die verschiedenen Energiekomponenten für beide 

Zustände miteinander verglichen.  

Zum Vergleich wurden die MM/PBSA Ergebnisse mit den experimentell 

bestimmten Enthalpie-Werten (ΔHexp) verglichen, sofern sie vorhanden waren. 

Wie bereits bei den Freien-Energie Rechnungen wurden auch hier die zum 

Experiment vergleichenden Beiträge mittels der Energiedifferenzen zwischen 

Doppelstrang und Einzelstrang bestimmt. Zur Berechnungen wurden jeweils die 

Mittelwerte über alle gestackten Konformationen und alle völlig solvatisierten 

Konformationen herangezogen (siehe Kapitel 2.3.2).  

Da für RNA Strukturen keine vergleichbaren experimentellen Daten (ΔHexp) 

gefunden werden konnten, ist kein direkter Vergleich möglich. Es konnte jedoch 

gezeigt werden, dass der Enthalpie-Beitrag des Dangling-End Purin Base im 

Vergleich zu Pyrimidin Base stärker ist (45) 

Bei dem Vergleich der experimentellen Daten mit berechneten Daten ist zusätzlich 

zu erwähnen, dass die experimentell bestimmten Daten mit einem stärken Fehler, 

als die Freie-Energiedifferenzen (ΔGexp), behaftet sind. Grund hierfür ist, dass 

ΔHexp aus relativ kleinen Energiedifferenzen aus unterschiedlichen Studien und 

Temperaturen berechnet werden.  

Mit Ausnahme des GG3/GG5 Falles kann gezeigt werden, dass die 5‘-Dangling-

End Basen (DNA) energetisch bevorzugt werden im Vergleich zu 3‘-Dangling-

End (DNA). Dieser Trend ist auch in experimentellen Daten wiederzufinden 

(siehe Tabelle 3.11). Für den GG3/GG5 Fall weisen die experimentellen ΔHexp 

Beiträge darauf hin, dass der Stabilisierungseffekt für beide Danglind-End 

Positionen in der gleichen Größenordnung liegen (siehe Tabelle 3.11). Diese 

Beobachtung stimmt qualitativ mit den berechneten Daten überein, die nur einen 

geringen Unterschied in den MM/PBSA Energien aufweisen (siehe Tabelle 3.11). 

Nicht-gebundene Wechselwirkungen wie die vdW-Wechselwirkungen und 

elektrostatische Interaktionen leisten im Doppelstrang im Vergleich zum 
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Einzelstrang den größten Beitrag zur Gesamtstabilität. VdW-Interaktionen haben 

hierbei einen positiven Beitrag zur Dangling-End Stabilisierung, jedoch wird kein 

Sequenz-spezifischer Effekt beobachtet. Elektrostatische Interaktionen 

destabilisieren ein Stacking der Dangling-End Base, jedoch haben der Coulomb-

Interaktionen im Falle von 5‘-Dangling-End Basen einen stabilisierenden und für 

3‘-Dangling-End Basen einen destabilisierenden Effekt auf das Stacking. Diese 

Beobachtung gilt jedoch nur für die DNA-Strukturen (siehe Tabelle 3.11). 

Tabelle 3.11 Energiebeiträge der Dangling-End Base zur Doppelstrang-Bildung (alle Beiträge in 

kcal·mol-1) 

DNA 

STACK-UNSTACK CC3 CC5 CG3 CG5 GG3 GG5 GC3 GC5 

GEBUNDENE WW -0.1 -1.1 -0.0 -2.4 0.2 -0.5 0.4 1.5 

VDWAALS-DIFF -8.9 -11.1 -9.9 -8. 5 -15.8 -13.4 -19.0 -14.2 

EEL-DIFF 7.1 -16.4 9.4 -33.2 7.2 -10.5 8.4 18.8 

EPB-DIFF -2.1 22.6 -3.7 38.1 -0.4 16.4 4.8 -17.3 

ENPOLAR-DIFF -0.8 -0.9 -0.4 -0.7 -1.0 -0.7 -1.0 -0. 8 

Estatic 5.0 6.2 5.7 4.9 6.8 6.0 13.1 1.5 

Etot -4.1 -6.0 -4.3 -5.9 -8.8 -7.9 -5.5 -11.1 

Exp. Wert (51)* -2.6 -4.4 -0.2 -4.0 -3.9 -3.9 -3.2 -5.1 

RNA 

STACK-UNSTACK CC3 CC5 CG3 CG5 GG3 GG5 GC3 GC5 

GEBUNDENE WW 0.4 -0.7 0.6 -0.4 0.3 0.5 0.5 -0.3 

VDWAALS-DIFF -3.4 -1.5 -4.3 -1.1 -7.8 -1.4 -11.7 -2.5 

EEL-DIFF 12.9 8.0 -8.1 -16.5 7.5 34.4 17.6 12.0 

EPB-DIFF -12.2 -8.4 8.9 18.2 -6.1 -29.4 -13.6 -8.4 

ENPOLAR-DIFF -0.3 -0.2 -0.4 -0.2 -0.4 -0.2 -0.5 0.3 

Estatic 0.7 -0.4 0.8 1.8 1.4 5.0 4.0 3.6 

Etot -2.3 -2.6 -3.0 0.2 -6.1 4.1 -7.2 0.8 
*entspricht den ΔHexp (in kcal·mol

-1
) 

Gebundene WW bezieht sich auf Differenzen in den Termen der gebunden Wechselwirkungen 

(Bindungslängen, Bindungswinkel und Diederwinkel). VDWAALS-DIFF bezieht sich auf 

Differenzen in den Lennard-Jones van der Waals Term; EEL-DIFF und EPB-DIFF beziehen sich 

auf Differenzen im Coulomb Term und Dipol-Dipol Interaktionen und ENPOLAR-DIFF bezieht 

sich auf nicht-polare Oberflächen Wechselwirkungen abhängig von der Solvatationsenergie. 

(Estatic: Differenz der aller Elektrostatik-Terme) 

 

Für RNA-Strukturen wurde ein geringerer Beitrag für die Stabilität durch 

Dangling-End-Motive bestimmt (siehe Tabelle 3.11, RNA). In Übereinkunft mit 

den experimentellen Daten konnte gezeigt werden, dass die 3´-Dangling-End 

Motive einen stärken Effekt auf die Gesamtstabilität haben als 5´-Dangling-End 

Motive (mit Ausnahme von CC3 vs. CC5). Der geringere Beitrag im Falle der 
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RNA Strukturen kann in dem geringeren Beitrag der vdW-Wechselwirkung 

begründet sein, da hier die cross-stacking Energien geringer ausfallen. Bestätigt 

wird dies zudem durch den Beitrag der nicht-polaren Wechselwirkungen. Ein 

direkter Vergleich der RNA und DNA Beiträge lässt darauf schließen, dass die 

Unterschiede in den Beiträgen in der wasserzugänglichen Oberfläche beim 

Prozess vom gestackten in den völlig solvatisierten Zustand liegen (Doppelstrang 

vs. Einzelstrang RNA).  

Die MM/PBSA Energien sind also in einer vergleichbaren Größenordnung wie die 

experimentellen Daten. Ein qualitativer Trend zwischen experimentellen Daten 

und berechneten Daten kann nachgewiesen werden (siehe Tabelle 3.11). Es ist 

jedoch darauf hinzuweisen, dass keine quantitative Übereinstimmung erzielt 

werden konnte (siehe Tabelle 3.11).  

 

3.3.4 Konformationsanalyse der Umbrella-Sampling Simulationen 

Die vorhergesagten Freien-Energiekurven zeigen in einigen Fällen kleine 

Energiebarrieren um vom gestackten in den ungestackten Zustand überführt zu 

werden (siehe Abbildung 3.24). Es handelt sich hierbei um Übergangszustände die 

in Lösung auftreten können. Da die Reaktionskoordinate so gewählt wurde, dass 

Distanz zwischen den Massenschwerpunkten der Dangling-End Base und der 

terminalen Nachbarbase erhöht wird, sind die meisten Intermediate-Zustände 

nicht in spezifischer Interaktion mit dem gegenüberliegenden Strang (siehe 

Abbildung 3.26 und Abbildung 3.27).  

Exemplarisch für einige DNA-Strukturen sind typische Motive der Dangling-End 

Base, die während der Umbrella-Sampling-Simulation beobachtet wurden, und 

sich nicht in einem gestackten Zustand befinden, auf Abbildung 3.26 dargestellt.  
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Abbildung 3.26 Vergleich der Zwischenstände während der Umbrella-Sampling Simulation. (A-

E) Dargestellt sind die Zwischenzustände der Cytosin Dangling-End-Base (in der vdW-

Repräsentation, restliche Basen des Doppelstranges in der stick Repräsentation). Konformationen 

A-C entsprechen ungestackten Zwischenzuständen. Sie interagieren mit den Nachrbarbasen oder 

der Zucker-Phosphat-Gruppe (in der kleinen Furche).Die Konformationen D und E befinden sich 

in einer looped-out Konformationen, interagieren jedoch mit dem Phostphat-Rückgrat.  

Üblicherweise wurden die kurzlebigen Intermediate-Zustände zwischen 6.5-8 Å 

der Massenschwerpunkt-Distanz beobachtet. Hierbei positionierten sich die 

Dangling-End Base in der kleinen Furche des Doppelstranges (siehe Abbildung 

3.26 (A-C)) oder interagieren mit dem Phosphatrückgrat der Nachbarbase des 

Doppelstranges (siehe Abbildung 3.26 (D, E)).  

Für RNA Strukturen wurde ein charakteristischer Intermediate-Zustand 

beobachtet. So wurde in allen Sequenzen (RNA-Umbrella-Sampling-

Simulationen) ein Zustand beobachtet in dem die Dangling-End Base senkrecht 

mit dem terminalen Basenpaar in der kleinen Furche interagiert (siehe Abbildung 

3.27). 

CC3 CG3 GG3 

 

Abbildung 3.27 Charakteristische Zwischenzustände von RNA Dangling-End-Strukturen während 

der Umbrella-Sampling Simulation. Eine spezifische Konformation wurde für in allen US-

Sampling Simulationen beobachtet. Sie ist charakterisiert durch die senkrechte Orientierung zu 

dem benachbarten Basenpaar und befindet sich in der kleinen Furche des Doppelstranges. 

(Dangling-End Base in der vdw Repräsentation, Doppelstrang in der Stick-Repräsentation ).  
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Abbildung 3.28 Verteilung der Phosphatrückgrat Diederwinkel. Verteilung der Phosphat-Rückgrat 

Diederwinkel im gestackten (blau) und ungestackten Zustand (rot). Die Strukturen wurden anhand 

ihrer ,,- Diederwinkel für 3’Dangling-End-Strukturen und , und  +1 für 5’Dangling-Ends 

Strukturen unterteilt.  

Dieser Intermediat-Zustand tritt in den Simulationen mit einer Distanz über 8 Å 

nicht mehr auf, da sich die Dangling-End Base dann in einem völlig solvatisierten 

Zustand befindet. Beschreibt man die verschiedenen Zustände anhand der 

Phosphatrückgrat Diederwinkel, so stellt man fest, dass die ungestackten 

Konformationen einen größeren Konformationsraum einnehmen (siehe Abbildung 

3.28). Zur Klassifizierung der 3´-Dangling-End Base wurden die α, β und γ 

Diederwinkel des Phosphatrückgrats verwendet. 
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Für die 5´-Dangling-End Basen wurden die , ζ und α zur Klassifizierung 

herangezogen (siehe Abbildung 3.28). Interessanterweise wurden für die 3´-

Dangling-End Basen im gestackten Zustand im Vergleich zum entsprechenden 5´-

Dangling-End mehr mögliche Konformationszustände beobachtet. 

Die unterschiedlichen Verteilungen der Diederwinkel weisen darauf hin, dass 

bereits im gestackten Zustand die Base mehrere Konformationen einnehmen kann. 

Für DNA gilt der gegensätzliche Effekt. Hierbei ist das 5´-Dangling-End flexibler 

als das 3´-Dangling-End. Die erhöhte Mobilität erleichtert die Interaktion mit dem 

gegenüberliegenden Strang, sodass die wasserzugängliche Fläche geringer wird. 

Dies ermöglicht ein besseres Stacking zwischen der Dangling-End Base und dem 

terminalen Basenpaar.  

 

3.3.5 Zusammenfassung und Schlussfolgerung 

Dangling-End-Strukturen sind häufig auftretende Motive in Nukleinsäuren. 

Speziell bei RNA-Strukturen nehmen sie eine wichtige funktionale Bedeutung 

ein. Die Mechanismen der Doppelstrang-Stabilisierung durch Dangling-End-

Strukturen sind weiterhin nicht vollständig aufgeklärt. Häufig wird ein 

Zusammenhang zwischen der Stacking Interaktion zwischen dem Dangling-End 

und dem terminalen Basenpaar im Doppelstrang hergestellt. Nichtsdestoweniger 

können bereits im Einzelstrang die terminalen Basen im gestackten Zustand 

vorliegen (im Äquilibrium mit dem ungestackten Zustand). Die zusätzliche Base 

kann während der Doppelstrang Bildungen einen Beitrag zur Stabilisierung des 

gestackten Zustandes leisten. Durch Cross-Stacking mit dem gegenüberliegenden 

Strang wird ein weiterer Beitrag zur Gesamtstabilität der Helix geleistet.  

In der vorliegenden Studie wird angenommen, dass die Unterschiede in den 

Stacking-Energien zwischen Doppelstrang und Einzelstrang die dominanten  

Faktoren sind, die zu einer Verbesserung der Gesamtstabilität führen. Die 

berechneten Freie-Energiedifferenzen sind im akzeptablen Einklang mit den 

experimentellen Daten, sodass von einer realistischen Kraftfeldbeschreibung des 

Stacking-Effekts ausgegangen werden kann.  
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Weiterhin deuten die berechneten Daten darauf hin, dass der Stacking-Effekt 

ausreichend ist, um den Stabilisierungseffekt durch Dangling-End Motive zu 

begründen. Ferner ist zu erwähnen, dass die experimentellen Daten bzw. die 

Trends, die sich hieraus ergeben, qualitativ anhand der Simulationen reproduziert 

werden können.  

Die Analyse der Energiebeiträge ergab, dass vdw-Interaktionen einen starken 

Beitrag zum Stabilitätseffekt durch die Dangling-End Base leisten. Die 

berechneten Daten weisen darauf hin, dass dieser Effekt in DNA Strukturen 

stärker ausgeprägt ist, als in RNA Strukturen. Neben vdw-Interaktionen spielen 

auch elektrostatische Interaktionen eine besondere Rolle. Es konnte gezeigt 

werden, dass elektrostatische Interaktionen maßgeblich zur Erklärung der 

unterschiedlichen Stabilitätseffekte zwischen 5´-Dangling-End Basen und 3´-

Dangling-End Basen sowie für sequenzspezifische Effekte sind.  

Konformationsanalysen der Simulationen zeigten, dass eine Reihe von 

Intermediatzuständen der Dangling-End Base existieren. Die energetisch günstige 

Konformation ist jedoch der gestackte Zustand.  

Die vorliegenden Freien-Energieprofile könnten hilfreich sein um spezifischer 

Dangling-End Motive zu entwerfen, mit dem Ziel die Gesamtstabilität der Helix 

zu verbessern. Insbesondere in der Sekundärstrukturvorhersage und dem Sequenz-

Entwurf für Hybridisierungs-Experimente (DNA-Microarray Experiment) sind 

solche Informationen hilfreich.   

 

3.4 RNA-Bulge 

RNA Bulge Strukturen sind strukturelle RNA Motive, die in gefalteten Strukturen 

auftreten, in RNA-Ligand Bindungen involviert sind und wichtig sind für die 

tertiär Struktur der RNA. Es handelt sich bei RNA-Bulge-Strukturen um Basen 

die keinen WC-Partner aufweisen (siehe Abschnitt 1.3.1). Die RNA-Bulge-

Struktur kann hierbei eine Reihe von unterschiedlichen Konformationen eingehen, 

welche die Gesamtstruktur der Helix beeinflussen. Die Konformation der RNA ist 

hierbei von einer Reihe von Faktoren abhängig (z.B. Salzkonzentration und 

Sequenz) ((21). In dieser Arbeit werden Single-RNA Bulge Strukturen diskutiert. 

Hierbei sollen vor allem unterschiedliche Konformationsbereiche einer U-Bulge 
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bzw. A-Bulge RNA Struktur ermittelt werden. Zu diesem Zweck wurden kMDS 

und BP-REMD Simulationen durchgeführt. Zusätzlich ist anzumerken, dass beide 

Systeme sich nur in ihrer  Bulge-Base unterscheiden.  

 

3.4.1 Gesamtstabilität der Strukturen während der Simulation 

Um die Stabilität der Gesamt-Struktur zu bestimmen, wurden die RMSD Werte 

des Zucker-Phosphatrückgrats bestimmt. Da die terminalen Basen mittels Distanz-

Einschränkungen zwischen den Wasserstoffbrücken der WC-Partner aufrecht 

gehalten wurden, kann ein fraying am Terminus ausgeschlossen werden. Somit 

kann eine Korrelation zwischen den RMSD-Werten der Gesamthelix und den  

Konformationsänderungen der Bulge-Base erstellt werden. Wie aus der Abbildung 

3.29 zu entnehmen ist, bleibt die Struktur des 2K3Z-Modells während der kMDS 

stabil. Der RMSD-Wert fluktuiert hierbei zwischen 1-2 Å. Zwischen ~190ns und 

200ns befindet sich der RMSD Wert zwischen 2-3 Å. Dieser Zustand ist zwar 

kurzlebig, tritt jedoch während der Simulation immer wieder auf. Die RMSD-

Werte der entsprechenden BP-REMD weisen deutlich größere Fluktuationen auf. 

So befindet sich der RMSD-Wert, wie bei der kMDS zunächst zwischen 1-2 Å. 

Zwischen 6-10 ns fluktuiert der RMSD-Wert hingegen zwischen 2-5 Å. Im 

weiteren Verlauf der Simulation sind immer wieder Konformationen mit höheren 

RMSD Werten zu beobachten. Diese Schwankungen befinden sich zwischen 5-7 

Å (siehe Abbildung 3.29).  

Die 2K41-kMDS wird von zwei Zuständen dominiert. Nach etwa ~45ns ist ein 

Übergang der Konformation zu beobachten. Der RMSD-Wert ändert sich hierbei 

von 1-2 Å auf 2-3 Å. Dieser Zustand bleibt etwa 15 ns erhalten und tritt während 

der Simulation bei etwa 150ns und zwischen 280 und 320 ns wieder auf. Bei 150 

ns ist ein dritter Zustand mit einem RMSD-Wert von 4 Å zu beobachten. Dieser 

Zustand ist jedoch nur von kurzer Dauer (~10ns).  

In Abbildung 3.30 sind die dominanten Konformationen der kMDS dargestellt. Es 

handelt sich hierbei um einen Übergang des U-Bulges in eine intrahelikale 

Konformation. Wie aus der Abbildung zu entnehmen ist, wird diese unter anderem 

durch polare Interaktionen zwischen der Ribose des U-Bulges und dem Zucker-

Phosphatrückgrat der nächsten Nachbarn  stabilisiert. Der Verlauf der BP-REMD 

ist mit dem Verlauf der BP-REMD des 2K3Z Modells vergleichbar.  
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Abbildung 3.29 RMSD Werte der A-Bulge und U-Bulge Modelle im Vergleich. Die RMSD-Werte 

sind bezüglich der Startstruktur des Zucker-Phosphat-Rückgrats gegen die Zeit aufgetragen. Die 

schwarze Linie stellt den Verlauf der Werte des 2K41-Modell, die graue Linie das 2K3Z Modell 

Die Werte der BP-REMD stammen aus dem Referenz-Replika (Replika 0). Für das 2K41-Modell 

werden in der kMDS zwei dominante Zustände beobachtet (siehe Abbildung 3.30)  

Erste Übergänge der RMSD-Werte lassen sich nach etwa 6ns beobachten. 

Anschließend findet in regelmäßigen Abständen ein Übergang zwischen 2-5 Å 

statt. Insgesamt sind in beiden BP-REMD Simulationen mehr Übergänge 

zwischen den Konformationen zu beobachten. Weiterhin lässt sich an dieser Stelle 

auf den Vorteil der BP-REMD hinweisen. So sind die Übergänge nur von kurzer 

Dauer, während in der kMDS die Gefahr der Überpräsentierung einer 

Konformation vorhanden ist. 

In der 2K41-kMDS finden nur wenige Übergänge statt, die über mehrere nsec in 

einem Zustand verweilen. Anhand der Simulationen dieser Systeme wird der 

Vorteil der BP-REMD Simulation besonders deutlich. Neben dem Vorteil der  

Simulationsdauer, ist es mit dieser Methode, aufgrund der häufigen Übergänge 

zwischen den Replika, auch möglich schneller konvergierte Ergebnisse zu 

erhalten und Konformationsräume abzusuchen die mit Hilfe der kMDS während 

der 350ns nicht bestimmt werden konnten jedoch experimentell nachgewiesen 

wurden für dieses Sequenzmotiv.  
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Abbildung 3.30 Charakteristische Zustände des U-Bulges während der kMDS. Zwei 

charakteristische Zustände während der kMDS werden beobachtet. Die U-Bulge Base (violett, 

stick-Repräsentation) befindet sich entweder extrahelikal (Startstruktur, links) oder intrahelikal 

(rechts) 

 

3.4.2 Vergleich zwischen BP-REMD und kMDS Konformationen 

Experimentell verfügbare Strukturen mit dem gleichen Sequenzkontext (GUG 

bzw. GAG) wurden mittels der  RNA-Strukturdatenbank RNA FRABASE 2.0 

(http://rnafrabase.ibch.poznan.pl/) ermittelt und untersucht. Dabei konten eine 

Reihe von verschiedenen Konformationen für das jeweilige Motiv gefunden 

werden (siehe Abbildung 3.31). Interessanterweise wurden für beide Strukturen 

sowohl intra- als auch extrahelikale Strukturen gefunden. Die Strukturen durften 

dabei nicht mit weiteren Biomolekülen wie Proteinen oder anderen Nukleinsäuren 

interagieren. Dieses Strukturvergleiche verdeutlichen, dass RNA-Bulges 

dynamische Strukturen sind, die eine Vielzahl von Konformationen einnehmen 

können. Um den Konformationsraum genauer zu untersuchen und die Verteilung 

der verschiedenen Konformationen zu bestimmen wurden kMDS und BP-REMD 

Simulationen durchgeführt. In Abschnitt 3.4.1 wurde bereits auf die Problematik 

der Überrepräsentation einer Konformation in der kMDS hingewiesen.  

Die Vielzahl neu beobachteter Konformationen in der BP-REMD hat ihren 

Ursprung in den extrahelikalen Konformationen. Da die Strukturen völlig 

solvatisiert sind existiert kein spezifisches Minimum.  

 

http://rnafrabase.ibch.poznan.pl/


3.4 RNA-Bulge 109 

 

 

U-Bulge 

1JP0 1S2F 2K41 

 

 

 
A-Bulge 

1AQ3 1K8S 2K3Z 

 
  

Abbildung 3.31 Experimentell ermittelte Konformationszustände des A- und U-Bulges. Die 

experimentell ermittelten Strukturen verdeutlichen die Konformationsvielfalt des  A- und U-

Bulges. 

Im direkten Vergleich der Diederwinkel wird der Vorteil der BP-REMD Methode 

deutlich. Sowohl im / als auch im / Konformationsbereich werden mehr 

Konformationen ermittelt. In Abbildung 3.32 wird auch der Vorteil der 

Verwendung von Pseudo-Diederwinkeln deutlich. Intrahelikale Strukturen 

befinden sich in der η/θ-Darstellung bei etwa 150°/240 und nehmen nur einen 

spezifischen Bereich ein. Im Falle des U-Bulges ist dieser Bereich genauer 

definiert. So beobachtet man zwei Konformationszustände in der kMDS des 

2K41-Modells. Die Destabilisierung des η/ θ-Konformationsbereiches erlaubt es 

somit parallel mehrere Diederwinkel zu destabilisieren, sodass die Anzahl der BP-

Potentiale reduziert wird. Der hier verwendete Pseudo-Diederwinkel ist daher 
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geeignet, globale Konformationsänderungen zu induzieren. Die 

Konformationszustände unterscheiden sich in ihren η/θ-Diederwinkel nur 

geringfügig. Die beiden Konformationen entsprechen den Konformationen in 

Abbildung 3.30. Die Konformationsbereiche der 2K3Z kMDS weisen zwei kleine 

Minima bei 130°/250° und 180°/300° auf. Wie aus Abbildung 3.33 hervorgeht, 

spiegeln sich die Konformationsänderungen im η/θ-Konformationsbereiches auch 

sehr gut sowohl im / als auch im / Konformationsbereich wieder. Besonders 

im / -Konformationsbereich sind Übergänge und neue lokale Minima zu 

beobachten. 

Die Analyse der experimentellen Strukturen bestätigen, dass die beobachteten 

Konformationen auch experimentell nachgewiesen werden können. Weiterhin ist 

bekannt, dass RNA-Kraftfelder intrahelikale Konformationen über-stabilisieren. 

Dieses Problem wird mit der BP-REMD umgangen, indem man diese 

Konformationen destabilisiert. 
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Abbildung 3.32 η/θ-Konformationszustände im Vergleich. Beim direkten Vergleich der 

Simulationsmethoden fällt auf, dass in der kMDS ein dominanter Zustand bei 180°/240° in beiden 

Modellen vorhanden ist. Dieser Zustand wird in der BP-REMD destabilisiert, sodass neue 

Konformationen generiert werden und nach dem Metropolis-Kriterium austauschen können. 

Verglichen wird hierbei die kMDS mit dem Replika 0 der BP-REMD.  
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Abbildung 3.33 / und / Konformationszustände im Vergleich. Ein direkter Vergleich der 

Methoden zeigt den Vorteil der BP-REMD Methode. Sowohl im / als auch / 

Komformationsbereich werden neue Konformationen mit Hilfe der BP-REMD Methode ermittelt. 

Zusätzlich wird der Vorteil der Verwendung von Pseudo-Diederwinkel deutlich. Die Anzahl der zu 

destabilisierenden Zustände wird durch die Pseudo-Diederwinkel reduziert.  
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Eine Clusteranalyse der Trajektorien bestätigt das Ergebnis, dass durch die 

Verwendung der BP-REMD Methode neue Konformationen ermittelt werden. 

Zudem erhält man die relative Häufigkeit einer Konformation während der 

Simulation (siehe Abbildung 3.34). Hierbei wird besonders deutlich, dass 

Konformationen in kMDS überrepräsentiert sein können. In Abbildung 3.34 

werden die relativen Häufigkeiten der kMDS und der BP-REMD miteinander 

verglichen. Die Strukturen sind hierbei nach ihrem RMSD-Wert sortiert, bzw. 

nach der Distanz der RMSD-Werte zur Startstruktur. Die Strukturen aus dem 

Cluster 2 der kMDS des 2K41 Modells entsprechen den Strukturen aus dem 

Cluster 3 der BP-REMD Simulation. Hierbei handelt es sich in beiden 

Simulationen um die zweit-häufigste Konformation. Interessanterweise 

unterscheiden sich jedoch die relativen Häufigkeiten der Cluster signifikant 

(kMDS 22.6% vs. BP-REMD 7.5%). Die weiteren Konformation des 2K41-

Modells werden in der kMDS entweder nicht ermittelt oder sind mit <1% 

vertreten. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass die kMDS nicht konvergiert ist. 

Die Beobachtungen der 2K41 Modelle lassen sich auch in den 2K3Z-

Simulationen wiederfinden. Zudem wird an der 2K3Z Simulation deutlich, dass 

die jeweiligen Cluster der kMDS sich nur geringfügig unterscheiden. 

Im Vergleich dazu werden in den BP-REMD sowohl intra- als auch extrahelikale 

Strukturen gefunden. Die unterschiedlichen Verteilungen und Konformationen des 

U- und A-Bulges lassen sich durch die Anzahl möglicher polarer Interaktionen zu 

den nächsten Nachbarn erklären (siehe  Abbildung 3.35). Wie aus Abbildung 3.35 

zu entnehmen ist, wird die Konformation Cluster 1 des A-Bulges durch drei 

Wasserstoffbrücken zwischen der Bulge Base und den WC-Paares stabilisiert. Die 

U-Bulge Base hat im Vergleich hier zu nur eine mögliche Wasserstoffbrücke. Da 

es sich bei dem A-Bulge um eine sehr stabile Struktur handelt, werden keine 

Konformationsübergänge während der 350 ns kMDS beobachtet. 
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Abbildung 3.34 Clusteranalyse der kMDS und BP-REMD Trajektorie. Die Cluster der kMDS A-

Bulge Simulation unterscheiden sich nur sehr geringfügig. In der BP-REMD Simulation hingegen 

werden unterschiedliche Konformationszustände ermittelt. Interessanterweise, können die in der 

BP-REMD Simulation ermittelten Zustände auch experimentell nachgewiesen werden (siehe 

Abbildung 3.31) Beim Vergleich des U-Bulges ist darauf hinzuweisen, dass in der kMDS keine 

extrahelikale Konformation ermittelt werden konnte. Zusätzlich ist die intrahelikale Konformation 

überrepräsentiert.  
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A-Bulge U-Bulge 

 

 

  

 Abbildung 3.35 Vergleich des U- und A-Bulges. Die Startkonformationen (1. Zeile) zeigen, dass 

die Konformation des A-Bulges mehr mögliche Wasserstoffbrückenpartner hat in Vergleich zum 

U-Bulge. Die intrahelikale Konformation des U-Bulges weist hingegen mehr mögliche 

Wasserstoffbrückenbinden auf, als der U-Bulge. Die intrahelikalen Konformationen werden 

vorwiegend durch Wasserstoffbrücken des Zucker-Phosphat-Rückgrats stabilisiert.  
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3.4.3 Zusammenfassung und Diskussion 

Ziel dieser Arbeit war es anhand von MD-Simulationen Konformationszustände 

von RNA-Single-Bulge Strukturen und deren Verteilungen zu ermitteln. Zu 

diesem Zweck wurden kMDS und BP-REMD Simulationen durchgeführt. 

Untersucht wurde eine U und ein A-Bulge Struktur. Dabei wurde bei dem System 

darauf geachtet, dass der Sequenzkontext identisch ist. Zusammenfassend lassen 

sich folgende Ergebnisse festhalten: 

 Mit Hilfe der BP-REMD Methode lassen sich RNA-Single Bulge 

Strukturen effizienter untersuchen als kMDS (siehe Abbildung 3.33) 

 Für den verwendeten Sequenzkontext ist die Wahrscheinlichkeit einer 

intrahelikalen Konformation für einen U-Bulge höher als für einen A-

Bulge (siehe Abbildung 3.34) 

 Klassische MD Simulationen haben den Nachteil, dass sie über einen 

langen Zeitraum in einem lokalen Minimum verweilen (siehe Abbildung 

3.29) 

 Intrahelikale Konformationen werden über Wasserstroffbrücken des 

Zucker-Phosphat-Rückgrats stabilisiert. Die Zucker-Zucker Interaktion der 

Bulge-Base mit den nächsten Nachbarn spielt hierbei eine wichtige Rolle 

(siehe Abbildung 3.30) 

 



  

 

Kapitel 4 

 

4 Abschließende Diskussion und Ausblick  

Der Fokus dieser Arbeit liegt zum einen in der erstmaligen Anwendung der BP-

REMD Methode anhand von Pseudo-Diederwinkeln und zum anderen in der 

Charakterisierung von Nukleinsäure-Sekundärstrukturen mit Hilfe von etablierten 

Computersimulations-Methoden. Im Vordergrund stand neben der Analyse der 

Konformationsbereiche der untersuchten Nukleinsäuren auch eine vergleichende 

Bewertung der klassischen Molekulardynamik-Simulation und der BP-REMD 

Methode. Ziel war es hierbei die Vor-und Nachteile der BP-REMD Methode 

aufzuzeigen.  

Die BP-REMD Methode basiert auf dem Prinzip der Destabilisierung von 

spezifischen Pseudo-Diederwinkeln entlang des Zucker-Phosphatrückgrats und 

wird in Abschnitt 2.4 vorgestellt. Anzumerken ist zudem, dass für die RNA-

Simulationen unterschiedliche Pseudo-Diederwinkel gewählt wurden als für die 

DNA Simulationen. Grund für die Verwendung unterschiedlicher Pseudo-

Diederwinkel ist die Fragestellung bzw. das Ziel der jeweiligen Simulationen. In 

den DNA Simulationen wurde ein Vergleich zwischen modifizierten Basen und 

der ursprünglichen Base untersucht. Es handelt sich um Unterschiede in der 

Feinstruktur der DNA und somit um lokale Konformationsänderungen. In den 

RNA-Bulge-Simulationen hingegen wurden globale Konformationsänderungen 

untersucht. Die in den DNA Simulationen verwendeten Pseudo-Diederwinkel sind 

nicht geeignet um globale Konformationsänderungen zu induzieren. Daher wurde 

für die RNA-Simulationen ein Pseudo-Diederwinkel gewählt von dem bereits 

bekannt ist, dass er geeignet ist, um unterschiedliche RNA Konformationen zu 

charakterisieren (204). Die Ergebnisse aus Abschnitt 3.1 und Abschnitt 3.2 zeigen 

deutlich, dass die Verwendung der BP-REMD Methode gute Resultate in der 

Beschreibung und Suche von Konformationen liefert. Zudem konnte gezeigt 

werden, dass mit der Pseudo-Diederwinkel-Darstellung parallel 

Konformationsübergänge unterschiedlicher Diederwinkel induziert werden 

können. Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass mit Hilfe der BP-REMD 
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Methode sowohl für die 8oxoG Base, als auch für die O
6
-MeG Base alternative 

Konformation-Zustände im Vergleich zu Guanin ermittelt wurden, die in der 

Erkennung dieser Base eine ausschlaggebende Rolle spielen können. 

Neben der Untersuchung von DNA-Schäden wurde auch erfolgreich gezeigt, dass 

die Verwendung der BP-REMD Methode geeignet ist um RNA-Bulge-Strukturen 

zu untersuchen (siehe Abschnitt 3.4). Besonderes Augenmerk gilt hierbei dem 

Vergleich zu experimentell ermittelten Strukturen. So konnten sowohl für A-

Bulge, als auch für U-Bulge alle experimentell bestimmten Konformationen im 

gleichen Sequenzkontext nur mit Hilfe der BP-REMD Methode ermittelt werden. 

Diese Konformationen konnten in zeitaufwendigen kMDS nicht bestimmt werden 

(Simulationsdauer: 350 ns). 

Neben der Anwendung und dem Vergleich der kMDS und der BP-REMD wurden 

Dangling-End Motive untersucht. Hierbei konnten die experimentell bestimmten 

thermodynamischen Parameter tendenziell reproduziert werden. Die Ermittlung 

der Zusammensetzung der Energiebeiträge lieferte zudem zusätzliche Hinweise 

für die Erklärung der experimentellen Ergebnisse.  

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die BP-REMD-Methode geeignet ist, 

effizienter als kMDS, den Konformationsraum von Nukleinsäuren zu untersuchen. 

Hierbei wurden die Nukleinsäuren jedoch ohne Interaktion mit anderen 

Biomolekülen oder chemischen Wirkstoffen untersucht. Die Anwendung der BP-

REMD Methode für die Untersuchung von Nukleinsäure-Protein bzw. 

Nukleinsäure-Ligand-Komplexen kann sinnvolle Hinweise zur Interaktion dieser 

Biomoleküle geben. So könnte die Methode angewandt werden, um die 

Ergebnisse aus RNA-Protein-Docking Experimenten zu verbessern. Hierbei 

könnten vor allem die Interaktion der Bindestellen zwischen RNA und Protein 

optimiert und mit experimentellen Ergebnissen verglichen werden. Ein weitere 

interessantes Anwendung wäre der Vergleich zwischen der ungebunden HIV-1 

TAR RNA Struktur und der an verschiedene Liganden gebundenen Form. Hierbei 

könnte vor allem der Einfluss des Liganden auf die Flexibilität der Struktur 

bestimmt werden.  

Zudem beschränkten sich die DNA-Schäden nur auf zwei unterschiedliche 

Basenmodifikationen. Auch hier kann die BP-REMD-Methode genutzt werden 

um systematisch unterschiedliche Basenmodifikationen, sowohl für DNA-

Strukturen (z.B. 3-Ethyladenine, 5-Methylcytosin, O
6
-Ethylguanin) als auch für 
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RNA-Strukturen (z.B. N
6
-Methyladenin, N

2
-Methylguanin, 3-Methyluridin) zu 

untersuchen. Zudem kann die Untersuchung spezifischer auf Basenmodifikationen 

ausgelegt sein. In dieser Arbeit wurden die Nukleinsäuren aus unterschiedlichen 

Blickwinkeln analysiert (z.B. helikale Parameter, Diederwinkel, Zucker-Pucker 

und Wasserverteilung). Die Idee eines sequenzabhängigen Deskriptors scheint 

jedoch gerade bei Basenmodifikationen sinnvoll. Dieser Deskriptor könnte als 

Klassifizierer zwischen intakter und geschädigter DNA dienen. Ein neuronales 

Netz müsste hierzu mit Parametern für jeden Di- bzw. Tri-Nukleotid-Schritt 

trainiert werden. Diese Parameter können aus Simulationen gewonnen werden. 

Annahme wäre hierbei, dass im gleichen Sequenzkontext zur intakten DNA, jeder 

DNA-Schaden in einem spezifisch definierten Parameter Unterschiede zur 

intakten DNA aufweist.  

Neben der Anwendung für Basenmodifikationen könnte die BP-REMD auch dazu 

genutzt werden um Faltungsprozesse von Nukleinsäuren genauer zu untersuchen 

oder Strukturverfeinerungen an schlecht aufgelösten experimentellen Strukturen 

vorzunehmen. Die Anwendungen in diesen Bereichen könnten wie folgt gestaltet 

werden: 

 Ausgehend von einer linearen, modellierten Struktur (RNA oder DNA) 

könnten entlang des Zucker-Phosphatrückgrats Pseudo-Diederwinkel 

destabilisiert werden, die in der Lage sind globale 

Konformationsänderungen zu induzieren. Als Test-Systeme können RNA-

Hairpin, DNA-Hairpin oder G-Quadruplexe dienen. 

 Ausgehend von einer experimentell schlecht aufgelösten Struktur könnte 

die Methode genutzt werden, um Strukturverfeinerungen in Teilbereiche 

der Struktur (z.B. Loop-Strukturen) vorzunehmen. Hierzu wären lokale 

Konformationsänderungen in diesen Bereichen notwendig. 

Anwendungsgebiete könnten hierbei Strukturverfeinerungen von 

Ribosom-Strukturen sein.  
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Abbildung A. 1 Vergleich zwischen allen RNA und DNA Energieprofilen.  
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Abbildung A. 2 Verteilung aller Phosphatrückgrat Diederwinkel 
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Abbildung A. 3 Vergleich der helikalen Parameter zwischen Guanin und 8-oxoguanin 
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