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1 Einleitung

Die beiden wichtigsten Strategien in der modernen Arzneimittelentwicklung sind das
rationale Design von Wirkstoffen und das Massen-screening von chemischen Bibliotheken.
Wihrend letzteres eher wahllos vorgeht, erfolgt beim rationalen Design eine #duBerst
zielgerichtete Suche nach neuen Wirkstoffen. Die Grundlage dazu bietet die molekulare
Erkennung'", also die Fahigkeit von biologischen Ligand-Molekiilen, zwischen strukturell
und funktionell unterschiedlichen Rezeptoren zu unterscheiden und selektiv an ein Zielprotein
zu binden. Durch das Verstindnis der Vorgidnge auf molekularer Ebene ist es daher moglich,
gezielt in biochemische Prozesse einzugreifen und Pharmaka mit malgeschneiderten
Eigenschaften zu entwerfen.”) Dazu ist die Aufklirung der rdumlichen Strukturen von

Rezeptor und Ligand sowie deren dynamischen Verhaltens erforderlich.

Ist im Idealfall die Struktur des Rezeptors bekannt, so kann durch Vergleich mit der
Geometrie und den Ladungsverhiltnissen in der Bindungstasche ein Ligand entworfen
werden, der selektiv. und mit hoher Affinitit an den Rezeptor bindet (direktes
Wirkstoffdesign)®™. In vielen Fillen ist dessen Struktur allerdings nicht bzw. nur
unzureichend bekannt. Mittels Struktur-Aktivitits-Beziehungen, die sich durch Vergleich von
Struktur und jeweiliger Aktivitdt moglichst vieler lberpriifter Liganden ableiten lassen,
konnen dann oftmals Riickschliisse auf die Anforderungen des Rezeptors an den Liganden
gezogen werden. Anhand der gewonnenen Kenntnisse kann anschlieend eine Leitstruktur
beziiglich Selektivitdit und Affinitdt, aber auch im Hinblick auf pharmakodynamische

Eigenschaften wie Absorption, Verteilung und Metabolisierung optimiert werden.™”

Diese Arbeit befasst sich sowohl mit Projekten des indirekten Wirkstoffdesigns als auch mit
der Bestimmung einer Proteinstruktur als Grundlage zum direkten Wirkstoffdesign. In
Kapitel 2 werden zundchst die verwendeten Methoden erldutert. Kapitel 3 beschreibt die
dreidimensionale  Struktur eines cyclischen Hexapeptid-Analogons, in das zwei
Zuckeraminosduren eingebaut sind. Durch den Einbau von Zuckeraminosduren in
Peptidmimetika ist es mdglich, gezielt sowohl die Peptidriickgratstruktur als auch die
Anordnung der Seitenketten zu beeinflussen und damit die Aktivitit, Pharmakokinetik und
metabolische Stabilitit peptidischer Leitstrukturen zu verbessern. Cyclische Peptidmimetika
dieser Art konnen als Geriistmimetika Anwendung in der Templat-assoziierten Synthese von

Proteinen (TASP) finden. Weiterhin wird in Kapitel 3 auf die Anwendung von Uberlegungen
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zum Vereinfachen cyclischer Hexapeptide auf Cyclohexan-Konformationen nach DUNITZ und
WASER eingegangen. Kapitel 4 beschreibt die rdumliche Struktur und Langzeit-
Dynamiksimulation eines Hybridmolekiils aus Zuckeraminosduren und [-Aminoséuren,
sowie das Erstellen einer Losungsmittelzelle fiir deuteriertes Chloroform, die fiir die
Simulationen eingesetzt wurde. Derartige -Peptide sind ebenfalls interessant als Template
zur Verbesserung peptidischer Eigenschaften und bilden oftmals bemerkenswerte Strukturen
aus. Kapitel 5 beschreibt die dreidimensionale Struktur des Proteins Parl10 aus Escherichia
coli. Par10 gehort zur Parvulin-Familie der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPlasen),
die die Isomerisierung der Peptidbindung zwischen einer Aminosiure und Prolin katalysieren.
Manche Vertreter dieser Familie, wie das in menschlichen Zellen vorkommende /APinl,
spielen eine wichtige Rolle in pathologischen Prozessen wie Krebs oder ALZHEIMER. Das mit
10.1 kDa bisher kleinste Parvulin Parl0 verkorpert den Urtyp der Parvuline und ist somit

interessant, da es den Minimalsatz fiir die katalytische Doméne dieser Enzyme definiert.
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2 Methoden der Strukturberechnung

Um Struktur und dynamisches Verhalten eines Molekiils mit Rechenverfahren zu
untersuchen, bieten sich eine Reihe rein geometrischer sowie kraftfeldbasierter Ansitze an.
Um dabei verwendete, experimentelle Daten aus NMR-Experimenten zu gewinnen, stehen
weiterhin automatisierte Verfahren zur Verfiigung. Die in dieser Arbeit eingesetzten

Verfahren werden im Folgenden néher erldutert.

2.1 Distanzgeometrie

Die Distanzgeometrie (DG) ist ein mathematisches Verfahren zur Gewinnung rdaumlicher
Strukturen aus Abstinden.'® Insbesondere bei der Strukturbestimmung in der Chemie hat sich
die DG als rechenschnelle Methode zur Absuche des globalen Konformationsraums eines
Molekiils bewéhrt. Dazu wird es oft mit kraftfeldbasierten Optimierungsverfahren kombiniert,
wie im entsprechenden Kapitel ndher erldutert wird. DG-Rechnungen werden in dieser Arbeit

mit dem Programmpaket DISGEO! %!

ausgefiihrt.

Das Verfahren der DG-Rechnung erfolgt in drei Schritten.!"""™! Zuniichst werden Matrizen
mit Abstandsober- und untergrenzen aus der Topologie des Molekiils erzeugt, die durch
experimentell ermittelte Abstdnde eingeschriankt werden konnen. Im zweiten Schritt, der
Metrisierung (metrization), werden zuféllig Abstinde innerhalb der Ober- und Untergrenzen
ausgesucht und in einer nun metrischen Matrix abgelegt. Der als Einbettung (embedding)
bezeichnete letzte Schritt flihrt eine Projektion des Abstandsraums in den karthesischen

Koordinatenraum durch. Die Einbettung ist der mathematische Schritt der DG, da hier die

Konvertierung von ,,Distanz* zur ,,Geometrie* erfolgt.

2.1.1 Abstandsmatrizen

Der Ausgangsschritt der DG-Rechnungen besteht in der Erzeugung einer holonomischen
Abstandsmatrix, in der Unter- und Obergrenzen fiir alle Atomabstinde im Molekiil abgelegt
sind. Diese holonomischen Abstinde werden aus der Topologie einer Modellstruktur
beliebiger Konformation ermittelt. Allerdings ist es wichtig, dass diese eine optimierte
Bindungsgeometrie besitzt. Dies kann durch eine einfache Energieminimierung in einem der

spéter beschriebenen Kraftfelder erreicht werden.
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Die Unter- und Obergrenzen werden zunichst rein geometrisch unter der Annahme freier
Drehbarkeit um vorher definierte Bindungen aus den exakten Abstinden der
Ausgangsstruktur bestimmt. Dabei wird meist eine zusdtzliche Toleranz von iiblicherweise
+ 1% erlaubt. Die Summe der VAN DER WAALS-Radien eines Atompaars wird als
Untergrenze verwendet, wenn eine ermittelte Untergrenze geringer als diese Summe ist.

Da die derartig bestimmten Abstandsbereiche in der Regel sehr weit sind, werden sie mit
Hilfe der N-Eck-Ungleichungen weiter eingeengt. Exemplarisch sei dazu die Anwendung der
Dreiecksungleichung erldutert.

Die Summe der Lingen zweier Seiten eines Dreiecks ist immer grofer als die Lange der

dritten Seite. Es gilt fiir drei Punkte 4, B und C im Raum:
|C-4 < |B-4|+|C-B [2-1].

Definiert man die Ober- und Untergrenzen als

0G, = |B-4 = 4, = UG, [2-2],
dann gilt:
di <0G + 0Gy [2-3].

Es erfolgt die Zuweisung:

0G,., = 0G, +0G,. Y 0G, > 0G, + 0G,. [2-4],
sonst
0G, < 0G, + 0G,. [2-5].

AnschlieBend konnen mittels trigonometrischer Beziehungen wie dem Kosinussatz,

N —~12 _

-4 = |c-B +|B-4" - 2|C- B||B- 4 cos(£4BC) [2-6],
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die Abstandsbegrenzungen weiterhin eingeengt werden. An dieser Stelle kdnnen nun die
experimentell ermittelten Daten integriert werden. Aus NMR-Experimenten gewonnene
Abstinde werden dazu in der Regel mit einer Toleranz von + 10 % versehen. Abstandsober-
bzw. -untergrenzen eines Atompaares werden ersetzt, wenn dadurch eine weitere

Einschriankung des bisher errechneten Abstandsintervalls erfolgt.

2.1.2 Erzeugung von Zufallsstrukturen (Metrisierung)

Der die Struktur erzeugende Schritt der DG ist die so genannte Metrisierung, die im DISGEO
als Verfahren der Zufallsmetrisierung nach HAVEL implementiert ist.®'? Dabei wird
zundchst in der holonomischen Matrix ein Atompaar willkiirlich gewdhlt. Diesem wird ein
Abstandswert zugewiesen, der zufillig aus dem holonomischen Abstandsintervall gewahlt
wird. Mit Hilfe der Dreiecksungleichungen werden dann die holonomischen Grenzen der
restlichen Abstidnde neu berechnet und eingeengt. Diese Prozedur wird solange wiederholt,
bis simtliche Atomabstinde zugewiesen sind. Man gelangt so zu einer symmetrischen N* N —
Matrix (N = Atomanzahl) interatomarer Abstinde.

An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass durch die rein geometrische Einschrinkung des
Abstandsraumes sowie durch die rein zufédllige Auswahl der Strukturen keine Einschrinkung
des dem Molekiil zuginglichen Konformationsraums erfolgt (abgesehen von den experi-

mentellen Einschrinkungen).

2.1.3 Koordinatentransformation (Einbettung)

Durch das embedding werden die durch Metrisierung gewonnenen DG-Strukturen aus dem

Abstandsraum in den Koordinatenraum transformiert (bzw. ,.eingebettet). Dazu wird die

Eigengleichung der symmetrischen N - N — Matrix A,

AX = XA [2-7],

gelost. Die Dimensionalitit des Koordinatenraumes kann beliebig gewidhlt werden, und es
liegt nahe, die Transformation direkt in den dreidimensionalen Raum vorzunehmen.!'
Allerdings sind die durch embedding erzeugten Strukturen oft erheblich verzerrt, da die Wahl
der Abstinde innerhalb der Abstandsgrenzen rein zufdllig geschieht. Eine anschlieende

Optimierung der Strukturen ist daher unumganglich. Wie spéter beschrieben wird, erfolgen
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die ersten Optimierungsschritte mittels eines rein Distanz-abhéngigen Kraftfelds, das auch die
Optimierung von Strukturen in hoherdimensionalen Rdumen erlaubt. Da durch Rotation und
Translation in hohere Dimensionen Energiebarrieren in niederdimensionalen R&umen
tiberwunden werden kdnnen, empfiehlt es sich somit, das embedding in einen Raum mit mehr
als drei Dimensionen vorzunehmen.!"” Den Idealfall stellt ein Raum mit der Dimensionalitit
der Atomanzahl dar, da hier die Energichyperfliche nur ein Minimum besitzt, das durch
Minimierungsalgorithmen gefunden werden konnte. Andererseits fithrt die anschlieBend
notwendige Reduktion in den dreidimensionalen Raum umso Ofter zu physikalisch
unmoglichen Strukturen, je hoher die Dimensionalitdt des Ausgangsraums ist. Das in dieser
Arbeit benutzte DISGEO-Programmpaket fithrt daher das embedding in den

vierdimensionalen Raum aus.

2.2 Kraftfeldrechnungen

Die derzeit genaueste Methode zur Beschreibung von Struktur und Dynamik eines Molekiils
stellt die Quantenmechanik zur Verfiigung. Allerdings kann die zeitabhingige SCHRODINGER-
Gleichung fiir groBere Molekiile derzeit nur unter Verwendung von Néherungen und mit
hohem zeitlichem Rechenaufwand durchgefiihrt werden. Daher ist fiir die Beschreibung
groBerer Systeme der auf der NEWTONschen Mechanik beruhende, empirische Ansatz der
Molekiilmechanik!'®** nach wie vor die Methode der Wahl. Atome werden dabei als
Massepunkte behandelt, zwischen denen diverse Kréfte wirken, wie beispielsweise
VAN DER WAALS-Wechselwirkungen oder elektrostatische Kréifte. Die Dynamik eines
Molekiils entspricht der Bewegung der Atome auf einer Energiehyperfldche, und eine stabile

Struktur entspricht einem Minimum dieser Energieflache.

2.2.1 Das Kraftfeld

In der Molekiilmechanik werden Energien durch ein Kraftfeld beschrieben. Ein Kraftfeld ist
eine Sammlung von Parametern und Formeln, die sowohl atomare und interatomare
Eigenschaften enthdlt, als auch die Potentiale auf einer Energichyperfliche beschreibt. So
kann ein Kraftfeld unter anderem beispielsweise Standard-Bindungsldngen und Bindungs-
winkel, atomare Massen und Kraftkonstanten fiir Valenzschwingungen enthalten, sowie eine
Gleichung, die diese Valenzschwingungen beschreibt. Die Parameter konnen entweder an

quantenmechanisch berechneten, oder empirisch ermittelten Daten geeicht werden. Zum
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Beispiel lassen sich Kraftkonstanten fiir Streck- und Valenzschwingungen aus Daten von
Infrarotspektren entnehmen.

Die Optimierung eines Kraftfeldes ist ein multidimensionales Problem, da die Anderung eines
Parameters alle weiteren Parameter beeinflusst. Aulerdem muss ein Kraftfeld nach jedem
Optimierungsschritt sorgfiltig an Verbindungen bekannter Struktur getestet werden, was die
Optimierung zu einem duflerst aufwendigen Unterfangen gestaltet. Daher ist ein Kraftfeld
umso ungenauer, je weiter sein Anwendungsbereich ist. Hieraus erkldrt sich die grofBe

Vielzahl der Kraftfelder, die heutzutage zur Anwendung kommen.

2.2.1.1 Distanzabhangiges Kraftfeld

Fiir die Optimierung der in der DG erzeugten Strukturen wird ein vom Atomabstand d4p

abhingiges Potential V.

min

(r) verwendet, das sich aus zwei Haupttermen V,,, und V,,

zusammensetzt:

Vmin (r ): z (ij - OGjB )2 + z (UGle —d le )2 + z (Vch - Vc;zef )2

d 5>0G 4 UG 15>d 4 chirals [2_8]

4 Ven

Dist

Wie bereits erwédhnt, werden Strukturen in der DG aus einer holonomischen Matrix generiert,
die Unter- und Obergrenzen fiir alle interatomaren Abstinde enthélt (UG und OG in
Gleichung 2-8). Im harmonischen Potential V,,, werden diese Abstandskriterien bertick-
sichtigt. Der Term V,, gestattet es, vier Atome relativ zueinander im Raum zu fixieren.
Werden drei Atome im Raum durch Vektoren mit einem vierten Atom verbunden, so spannen
die Vektoren ein Spat auf, dessen Rauminhalt als chirales Volumen V, bezeichnet wird

(Abbildung 2-1).
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Abbildung 2-1: Zur Definition des chiralen Volumens V,, verwendetes Spatprodukt.

Mittels des chiralen Volumens lisst sich die Chiralitit an einem Stereozentrum fixieren, da
bei Inversion am asymmetrischen Zentrum das Spatprodukt infolge Vektorvertauschung das
Vorzeichen wechselt. Da das Volumen fiir planare Zentren Null ist, konnen auch planare

Anordnungen wie die Amidbindung eben gehalten werden.

2.2.1.2 CVFF

Das Consistent Valence Force Field, CVFF,”*** ist ein generisch fiir organische Molekiile
entwickeltes Kraftfeld, das unter anderem fiir Aminosduren bzw. Peptide parametrisiert ist.
Die Potentialfunktion ist zusammengesetzt aus Bindungs- und Winkeltermen, sowie Termen

fiir elektrostatische und VAN-DER-WAALS-Wechselwirkungen:
VCVFF = VBindung + VWinkel + I/Improper + VDieder + VVdW + VCoulomb [2'9]

Schwingungen einer Bindung werden dabei als Federschwingung um einen Nullpunkt b, mit

der Kraftkonstante K}, durch ein klassisches, harmonisches Potential beschrieben:

K,(b=b,)

. [2-10].

VBindung = z

Bindungen
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Eine etwas genauere Beschreibung von Bindungsschwingungen kann durch ein MORSE-
Potential erreicht werden, ist jedoch aufgrund der exponentiellen Abstandsabhédngigkeit

rechenintensiver (2-11).

K, (1 _ e’ )

Bindung = 2
Bindungen

[2-11].

Ebenfalls durch ein harmonisches Potential werden Winkelschwingungen (2-12) und

Pseudodiederwinkel-Deformationsschwingungen (2-13) behandelt:

2
Vv = ZM [2-12],

Winkel 2

2 —K(ifo) [2-13].

Im proper
Im proper

Der Term 2-13 ist in seiner Wirkungsweise dhnlich dem Spatprodukt im distanzabhidngigen
Kraftfeld. Mit ihm konnen Chiralititen und Bindungsplanarititen konserviert werden. Das
Potential Vp;eqer beschreibt den periodischen Verlauf der Torsionsbarrieren bei Rotation um

einen Diederwinkel:
Vowir = 2 Fp[ 1+ cos(ng-5)] [2-14].

VAN-DER-WAALSsche und elektrostatische Wechselwirkungen werden durch ein LENNARD-

JONES- (2-15) bzw. durch ein COoUuLOMB-Potential (2-16) beschrieben:

View = %—B—Z [2-15],
i<j Ty T
q9,9;

[2-16].

VCoulomb 4
i<j 7[‘90 rz’j
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Um Kopplungen zwischen Schwingungen zu beriicksichtigen, konnen im CVFF Kreuzterme
eingesetzt werden, wie etwa der Term fiir die Kopplung der Schwingungen von benachbarten

Bindungen:

VBindung,Bindung = Z z FB,B/- (bl - blO) (b2 - b20 ) [2-17]
B, B

Die Verwendung von Kreuztermen erhoht allerdings drastisch die benétigte Rechenzeit und
kann auBerdem zu Instabilititen'*” fiihren. In dieser Arbeit wurden daher keine Kreuzterme

verwendet.

2.2.1.3 AMBER

Das AMBER-Kraftfeld (A4ssisted Model Building with Energy Refinement) wurde urspriing-
lich von KOLLMAN et al.®®*" ausschlieBlich fiir Proteine und DNA parametrisiert. Durch
etliche Modifikationen von zahlreichen Autoren ist auch AMBER mittlerweile fiir eine
Vielzahl organischer Verbindungen, wie beispielsweise Polysaccharide,”® einsetzbar. Das

AMBER-Potential besitzt folgende Form:

VAMBER = VBindung + VWinkel + I/Impraper + VVdW + VCoulomb + VH—Bonds [2'18]

Die Bindungs- und Winkelterme werden auch im AMBER-Potential als klassisches,
harmonisches Potential ausgedriickt (Gleichungen 2-10 und 2-12). Der Term fiir Pseudo-

diederwinkel-Deformationsschwingungen lautet:
Vowar = 2 Fp[ 1+ cos(ng-5)] [2-19].

Term 2-19 dient zum Fixieren von planaren Geometrien und Stereozentren. In der so
genannten united-atom-Darstellung wird er benutzt, um die Chiralitit und tetraedrische Natur
von sp>-Zentren zu korrigieren. Mit der united-atom-Darstellung kann erheblich Rechenzeit
eingespart werden, indem unpolare Wasserstoffatome nicht explizit dargestellt werden,
sondern in die Beschreibung der Schweratome eingebunden werden, an die sie gebunden sind.
Wegen der damit verbundenen Ungenauigkeit und stindig steigenden Rechenkapazititen

rickt die united-atom-Darstellung heutzutage allerdings in den Hintergrund.
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Ebenfalls analog den entsprechenden CVFF-Termen werden im urspriinglichen AMBER-
Potential VAN-DER-WAALSsche und elektrostatische Wechselwirkungen beschrieben
(Gleichungen 2-15 und 2-16). In den heutigen Versionen des in dieser Arbeit verwendeten

Programms DISCOVER!®! wird der elektrostatische Term allerdings durch einen Term zur

genaueren elektrostatischen Beschreibung von Wasserstoffbriicken erginzt!>”**):
C. D.
i i
Vicwmss = 2. —5 ¢ [2-20].
H—Bonds r,‘j r,‘j

Der Wasserstoffbriicken-Term wurde aus zwei Griinden eingefiihrt. Einerseits ist bei starken
H-Briicken eine repulsive Kraft ndtig, um die Ausbildung von unrealistisch kurzen
Briickenbindungslédngen in Dynamiksimulationen zu vermeiden. Andererseits kann durch die
10-12-Form der Funktion eine Feinabstimmung der Ladnge und Energie -einer
Wasserstoffbriicke vorgenommen werden. Allerdings éndert Term 2-13 die Gesamtenergie
einer H-Briicke nur um etwa 0.5 kcal mol”, so dass der Hauptanteil der Energie von der

Dipol-Dipol-Wechselwirkung zwischen den Donor- und Akzeptorgruppen herriihrt.

2.2.1.4 CHARMM und PARALLHDG

Auf dem CHARMM-Kraftfeld®” (Chemistry at HARvard Molecular Mechanics) basieren die
Kraftfelder, die von den Programmen XPLORP!Y und CNS (Crystallography and NMR
System)*? verwendet werden. Bereits von Anfang an wurde es fiir eine weite Reihe von
Verbindungen parametrisiert, wie beispielsweise Proteine, Nucleinsduren, diverse pros-
thetische Gruppen und Substrate. Schon die ersten Versionen von CHARMM konnten sowohl
isolierte Molekiile als auch Molekiile in Losung oder in kristallinen Feststoffen behandeln.

Das verwendete Potential ist in seiner Form sehr dhnlich dem CVFF-Potential:

VCHARMM = VBindung + VUrey—Brudley + VWinkel + VDieder + I/Im proper + VVdW + VCoulumb [2'21]
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Wihrend alle anderen Terme mit denselben Energiefunktionen wie im CVFF-Kraftfeld
beschrieben werden, wird anstelle der im CVFF verwendeten Kreuzterme das UREY-

BRADLEY-Potential Vijey-gragiey €ingefiihrt:

VUrey—Bmdley = Z KUrey—Bmdley (S - SO )2 [2_22]

Urey—Bradley

Das UREY-BRADLEY-Potential beschreibt (nichtbindende) sterische 1,3-Wechselwirkungen.
Zusammen mit dem improper-Term dient es der besseren Anpassung an Daten, die aus
Vibrationsspektren gewonnen wurden.

Neuere Versionen der Programme XPLOR und CNS verwenden TOPALLHDG, eine
modifizierte Version von CHARMM. In der derzeitigen Version (TOPALLHDGS5.2.PRO)
werden nichtbindende Wechselwirkungen durch ein rein abstoBendes Potential Vzeper

behandelt. Wie sich gezeigt hat"”

, filhrt die Verwendung der nichtbindenden Wechsel-
wirkungen des ProLSQ refinement Programmes (Protein Least Squares; Gleichung 2-23)14

zu besseren Ergebnissen gegeniiber den in CHARMM gebrauchlichen Termen:

0 VP >T

o= [2-23].
e K, (sr —r) ,r<r

min min

Dabei ist kyy die Energiekonstante, » der Abstand zwischen den Atomen, 7,,;,, die Summe der
VAN DER WAALS-Radien der Atome, und s ein Skalierungsfaktor zur Feinabstimmung des

Potentials.

2.2.1.5 Experimentelle Einschrankungen

Wie bereits erwéhnt, ist die Suche nach dem globalen Energieminimum eines Molekiils in der
Regel ein multidimensionales Problem. Beispielsweise besitzt ein Protein mit # Aminoséuren,
unter der Annahme starrer Peptidbindungen, 2 n variable Riickgratwinkel. Fiir ein Protein mit
100 Aminosduren entsteht dadurch ein mindestens 200-dimensionaler Konformationsraum.
Auch die statistische Suche nach dem globalen Minimum in einem solchen Raum wiirde alle
heutzutage verfligbaren Rechenkapazititen sprengen. Daher ist die Einschrinkung des
Konformationsraums mit experimentell gewonnenen Strukturparametern unbedingt

erforderlich. Hierzu wird das Kraftfeldpotential durch Strafterme erweitert.
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Mittels der NMR-Spektroskopie lassen sich hauptsdchlich Informationen iiber Atomabstédnde,
Diederwinkel und die rdumliche Orientierung von Substrukturen gewinnen. Abstands-
informationen werden dabei durch Ausnutzung des nuklearen OVERHAUSER-Effekts (NOE)
erhalten.®® Durch Anwendung der isolierten Zwei-Spin-Néherung (isolated spin pair
approximation, ISPA)®® kann aus den Volumina Vi der Kreuzsignale eines NOESY- bzw.

ROESY-Spektrums der Abstand r;; errechnet werden:

1
Vo \e
r, = rref[ il j [2-24].

Zur Kalibrierung konnen ein oder mehrere bekannte Absténde r,.r verwendet werden, fiir die
die entsprechenden Kreuzsignale im Spektrum gut aufgeldst und nicht {iberlagert sind.
Geeignet ist beispielsweise der Abstand geminaler Protonen (1.78 A). Aber auch feste
Abstdnde in bekannten Strukturelementen, wie etwa [-Schleifen, koénnen zur Eichung
verwendet werden, wenn Sicherheit tiber deren Starrheit gegeben ist. Um aus den gemessenen
interatomaren Abstdnden Einschriankungen fiir die Rechnungen zu gewinnen, werden sie mit
einer Messtoleranz von {iiblicherweise 10 bis 30 % versehen. Die entstehenden Ober- und
Untergrenzen werden dann meist als Grenzpunkte 7, und r; in einem parabolischen flat-

bottom-Potential folgender Form eingesetzt:

E1+F1(r1_rzj) Ty <
Kz(’”ij_rz)z S <Ty ST
Vi, =10 1 <1y ST [2-25].
K3(rzj_r3)2 1y <1y STy
E4+F4(1’U.—r4) Ty <1y

Die linearen Bereiche am Rand des Potentials dienen dabei zur Vermeidung unerwiinscht
hoher Krifte, die insbesondere bei fehlerhaften NOE-Zuweisungen sowie bei Hoch-
temperatur-Dynamiksimulationen auftreten konnen. Oftmals wird Gleichung 2-25 noch um
einen weiteren Randbereich erginzt, in dem die wirkende Kraft konstant auf einem

Maximalwert gehalten wird.
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Diederwinkel zwischen skalar koppelnden Kernen stehen nach KARPLUS in Beziehung zur *J-

Kopplungskonstante!®” **);

*J = Acos’ @+ Bcosf+C [2-26].

Die Parameter A, B und C kénnen an jeweils dhnlichen Systemen bekannter Struktur geeicht

39411 Allerdings besitzt die Funktion oftmals mehrere Losungen fiir eine gemessene

werden.!
Kopplungskonstante. Daher wird wihrend der Kraftfeldrechnung die Kopplungskonstante aus
dem jeweiligen Diederwinkel berechnet und die Abweichung vom gemessenen Wert als
harmonischer Strafterm beriicksichtigt. Diesen Term benutzt auch die modifizierte Version

von DISGEO[42], die in dieser Arbeit verwendet wird:

V,=K,(J

ew—J@Jz [2-27].
Neben dem direkten Einsatz in Rechnungen kénnen gemessene Strukturparameter auch zur
Qualititskontrolle einer berechneten Struktur bzw. eines Strukturensembles dienen.
Beispielsweise liefert der CSI (chemical shift index) Informationen iiber die Sekundérstruktur
eines Proteins.[****! Eine qualitative Aussage iiber den Solvensaustausch von Amidprotonen
kann entweder mit Hilfe des MEXICO-Experiments'*) getroffen werden, oder indem die
Abhingigkeit der H"-Verschiebung von der Temperatur gemessen wird."*®*"! Weiterhin
stehen heutzutage eine Reihe von Verfahren zur Verfligung, um die Dynamik eines Proteins

direkt zu messen.

2.2.2 Berechnung weitreichender Wechselwirkungen

Insbesondere bei Kraftfeldrechnungen groBerer Molekiile ist es ndtig, einen Kompromiss
zwischen erzielter Rechengenauigkeit und dem erforderlichen Zeitaufwand zu finden. Die
Berechnung bindender Wechselwirkungen wie beispielsweise Bindungs- und Winkel-
schwingungen spielt dabei nur eine untergeordnete Rolle, da deren Anzahl linear mit der
Anzahl der Atome steigt. Im Gegensatz dazu wichst die Anzahl VAN DER WAALSscher und
elektrostatischer Wechselwirkungen, und somit auch der Rechenaufwand, quadratisch mit der
Atomanzahl. Mit zunehmender Reichweite klingen diese Krifte allerdings immer mehr ab.
Rechenzeit kann daher -eingespart werden, indem auf die Berechnung derartiger

Wechselwirkungen ab einem gewéhlten Atomabstand verzichtet wird. Die Verwendung
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derartiger Abbruchradien zur Berechnung weitreichender Wechselwirkungen wird
zwangslaufig erforderlich, wenn Losungsmitteleffekte mit dem Modell periodischer
Randbedingungen beriicksichtigt werden sollen. Dieses soll daher im folgenden Abschnitt

nédher erldutert werden.

2.2.3 Periodische Randbedingungen

Das Losungsmittel, das ein gelostes Molekiill umgibt, hat meist einen entscheidenden Einfluss
auf dessen Struktur. Beispielsweise begiinstigt Trifluorethanol als Losungsmittel fiir Proteine
weit mehr die Ausbildung o-helicaler Sekundirstrukturelemente, als Wasser dies tut.**! Eine
Simulation, die dem Solvens nicht Rechnung trigt, ist im Allgemeinen sehr ungenau, da
Systeme im Vakuum eine ausgeprigte Neigung zur Minimierung ihrer Oberfliche besitzen.
Daher wurden in der Vergangenheit verschiedene Verfahren zur Beriicksichtigung von
Losungsmitteleffekten entwickelt.

Losungsmittel konnen entweder implizit durch die Dielektrizitdtskonstante des Solvens oder
explizit als Mehrteilchensystem behandelt werden. Simulationen im expliziten Losungsmittel
erfordern zwar den hoheren Rechenaufwand, sind aber wegen der groferen Genauigkeit
insbesondere fiir kleinere Molekiile die Methode der Wahl. Dabei miissen allerdings
Vorkehrungen getroffen werden, um ein Auseinanderdriften des Molekiilverbandes zu
verhindern, was dem Verdunsten des Losungsmittels entsprechen wiirde. Dies kann
beispielsweise geschehen, indem die Zelle mit dem solvatisierten Molekiil in eine Schale
raumlich fixierter Losungsmittelmolekiile eingebettet wird.”” Eine andere Moglichkeit
besteht darin, das Kraftfeld-Potential um Terme zu erweitern, die eine Riickstellkraft zur
Solvenszelle hin bewirken. Alle diese Verfahren konnen allerdings zu unrealistischen
Strukturen fiithren, wenn das zu berechnende Molekiil nahe an den Rand der Solvenszelle und
damit in den Einflussbereich des kiinstlich eingefiihrten Potentials kommt. Auch das
Verfahren stochastischer Randbedingungen!”, bei dem das Potential rdumlich dem
Solvatmolekiil angepasst wird, kann hier nur partiell Abhilfe schaffen.

(19.201 y ermeidet

Die in dieser Arbeit angewandte Methode der periodischen Randbedingungen
dahingegen grundsitzlich durch Randeffekte entstehende Artefakte. Hierzu wird zunichst
eine Solvenszelle gewédhlt, deren Geometrie so beschaffen ist, dass mit ihr und ihren
Abbildern ein unendlicher, dreidimensionaler Raum vollstindig und liickenlos ausgefiillt

werden kann. Hierzu eignen sich beispiclsweise der Quader oder der abgekappte Oktaeder™".
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Rechenaufwand kann dabei eingespart werden, indem eine Zelle gewéhlt wird, die der
Geometrie des zu berechnenden Molekiils dhnelt.

Die Solvenszelle wird dann mit identischen Abbildern ihrer selbst umgeben. Bei jedem
Simulationsschritt werden nun die Atome der Abbildzellen verwendet, um Krifte zu
berechnen, die auf die ,echten Atome der zentralen Zelle wirken. Wechselwirkungen
zwischen den Abbildatomen miissen dabei nicht berechnet werden, denn deren Koordinaten
und Geschwindigkeiten konnen nach jedem Schritt durch Symmetrieoperationen mit den
echten Atomen neu berechnet werden. Fiir die zentrale Zelle stellt dieses Verfahren eine
wesentlich bessere Approximation einer grolen Menge von umgebendem Losungsmittel dar,
da Molekiille an ihrer Oberfliche mit Solvensmolekiilen in benachbarten Zellen
wechselwirken konnen.

Die Methode der periodischen Randbedingungen offeriert zwei grundsitzliche Varianten, die
sich erheblich in ihrer Rechengenauigkeit und ihrem zeitlichen Aufwand unterscheiden. Die
einfache Variante wird als minimum-image-Modell bezeichnet.”**! Dabei wechselwirkt
jedes Atom der zentralen Zelle jeweils mit nur einem Abbild eines jeden Atoms, und zwar mit

demjenigen, das thm rdumlich am néchsten ist. Abbildung 2-2 stellt diesen Sachverhalt,

vereinfacht auf den zweidimensionalen Raum, dar.

Abbildung 2-2: /m minimum-image-Modell interagiert jedes Atom mit genau einem Abbild

der anderen Atome.
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Molekiil Al, in der zentralen Zelle, ist umgeben vom realen Atom Bl und mehreren
Abbildern von Atom B. Berechnet wird allerdings nicht die Wechselwirkung A1-B1, sondern
nur diejenige zwischen Al und dem Abbild BS5, da dieses ndher zu Atom Al ist. Der Vorteil
des Verfahrens liegt also in der hohen Rechengeschwindigkeit, da zwischen einem gegebenen
Atompaar jeweils nur eine Wechselwirkung berechnet werden muss. Allerdings setzt dieses
Vorgehen einen Abbruchradius voraus, auBlerhalb dessen keinerlei Wechselwirkungen
zwischen zwei Atomen berechnet werden. Im minimum-image-Modell darf dieser nicht
groBBer als die Hilfte der kiirzesten Zelldimension sein. Dies fiihrt zu einem
Rechengenauigkeitsverlust, der nur mit dem Einsatz sehr grofler Losungsmittelzellen
umgangen werden kann.

Das in dieser Arbeit angewendete explicit-image-Modell™ erfordert ebenfalls die
Verwendung eines Abbruchradius, der jedoch keinerlei Beschrankungen unterliegt. Hierbei
kann ein Atom mit mehreren Abbildern seiner selbst und mit Abbildern anderer Atome
wechselwirken. Da sich die zur Berechnung verwendeten Abbilder beim Ein- und Austritt der
Zelle dndern konnen, wird das Fiihren einer Nachbarschaftsliste von Abbildatomen nétig.
Dies fiihrt zu einem Verlust an Rechengeschwindigkeit, der jedoch insbesondere bei der
Berechnung kleinerer Molekiile durch die hohere Genauigkeit der Simulation aufgewogen

wird.

2.2.4 Abbruchradien

Wie bereits erwihnt, verursachen weitreichende, nichtbindende Wechselwirkungen einen
Grofiteil des Rechenaufwands von Kraftfeldrechnungen. Das in dieser Arbeit verwendete
DISCOVER-Programmpaket'*”! stellt zu ihrer Behandlung verschiedene Verfahren zur
Verfliigung. Beim direkten Vergleich der Methoden schneidet allerdings derzeit die
Verwendung von Abbruchradien®" beziiglich Rechengenauigkeit und erzielter Rechenzeit-
ersparnis am besten ab!”?,

Im einfachsten Fall wird das entsprechende nichtbindende Potential ab einem Atomabstand,
der grofer als der Abbruchradius ist, auf null gesetzt. Die dabei entstehende Unstetigkeit des
Potentialverlaufs kann allerdings zu sprunghaften Anderungen von Atomgeschwindigkeiten
und damit zu Strukturartefakten fithren. Daher ist es iiblich, die Wechselwirkungen durch
Multiplikation mit einer Schaltfunktion S(7) {iber einen gewéhlten Bereich langsam abklingen
zu lassen. Abbildung 2-3 stellt den dadurch entstehenden Kurvenverlauf fiir

VAN DER WAALssche Wechselwirkungen dar.!*”!
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Abbildung 2-3: Allmdhliches Abschalten des nichtbindenden Potentials.

In DISCOVER wird als Schaltfunktion ein Polynom fiinften Grades verwendet, fiir den die
Ableitung an den Réindern des Schaltbereichs (zwischen »; und 7;) null ist. Um weiterhin
Rechenzeit einzusparen, verwaltet DISCOVER eine Nachbarschaftsliste von Atompaaren, fiir
die nichtbindende Wechselwirkungen berechnet werden miissen. Diese Liste wird allerdings
nicht bei jedem Simulationsschritt neu erstellt. Sie enthélt daher auch Atompaare, die bis zur
nichsten Erneuerung der Liste fiir die Energieberechnung relevant werden konnten. Diese
Atompaare werden aus einem Pufferbereich (zwischen 7, und r; in Abbildung 2-3) gewéhlt.
Um sicherzustellen, dass alle erforderlichen Wechselwirkungen berechnet werden, wird die
Liste immer dann neu erstellt, wenn sich ein Atom mehr als die Hilfte der Pufferweite bewegt
hat.

Da vAN DER WAALSsche Wechselwirkungen relativ schnell mit zunehmender Entfernung
abklingen (V,gwo< 1//°), konnen sie bereits in relativ geringen Distanzen (ca. 10 A)
abgeschaltet werden. Im Gegensatz dazu sind elektrostatische Wechselwirkungen wesentlich
weitreichender (Veouioms o< 1/r) und konnen auch bei grolen Entfernungen nicht vernachléssigt

werden (Abbildung 2-4).
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1/r Coulomb

1/r'% - 1/r°

vdW -

Abbildung 2-4: Nichtbindende Wechselwirkungen: VAN DER WAALS- und COULOMB-Potential.

Tatsdchlich jedoch bestehen Molekiile oft zum groBten Teil aus neutralen Fragmenten. Die
resultierenden, elektrostatischen Wechselwirkungen sind somit keine COULOMBschen
Wechselwirkungen, sondern solche zwischen Dipolen bzw. Quadrupolen. Da diese bei
zunehmender Entfernung mit 7/+ abklingen, konnen auch fiir sie Abbruchradien verwendet
werden. Dabei besteht jedoch die Gefahr, dass Dipole durch den Abbruchradius in Monopole
getrennt werden, was zur Vernachlédssigung einer starken COULOMBschen Wechselwirkung
fiihren wiirde. DISCOVER vereint daher neutrale Fragmente zu so genannten Ladungs-
gruppen.””*! Fiir jede dieser Ladungsgruppen wird ein so genanntes Schaltatom definiert,
das moglichst zentral im Schwerpunkt der Gruppe liegen sollte. Sind sich zwei Schaltatome
ndher als der Abbruchradius, werden sdmtliche Wechselwirkungen zwischen Atomen der

beiden Ladungsgruppen berechnet, die in der Nachbarschaftsliste aufgefiihrt sind, andernfalls

werden keine Wechselwirkungen berechnet.

2.2.5 Methoden zur Konformationsraumsuche

Viele Molekiile, wie Peptide oder Proteine, liegen in Losung in mehreren Konformationen
vor. Die einzelnen Konformationen liegen dabei zueinander in einem Verhiltnis vor, das einer
BoLTZMANN-Verteilung der potentiellen Energie bei der Temperatur des Systems entspricht.

Gewdhnlich sind allerdings die hochstpopulierten Strukturen von Interesse. Das Ziel einer
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kraftfeldbasierten Rechnung ist also primir, das globale Minimum bzw. gegebenenfalls
Nebenkonformationen entsprechende, lokale Minima der Energiehyperfliche zu finden. Da in
hoherdimensionalen Rdumen hierfiir kein analytisches Verfahren existiert, miissen bereits fiir
kleine Molekiile statistische Methoden angewendet werden. Die in dieser Arbeit verwendeten

Verfahren werden im Folgenden erldutert.

2.2.5.1 Minimierungsalgorithmen

Um von einem beliebigen Punkt auf der Energichyperfliche ausgehend das néchstgelegene

Minimum aufzufinden, werden Minimierungen™

eingesetzt.

In den Minima heben sich alle Krifte, die auf ein jedes Atom wirken, in der Summe auf.
Dabei besteht die Moglichkeit der Einflihrung kiinstlicher Krifte in Form von restraints.
Neben dem offensichtlichen Ziel, stabile Molekiilkonformationen zu finden, bieten
Minimierungen daher beim molecular modeling eine Reihe weiterer Vorteile. So ist es
beispielsweise moglich, die Atome eines Molekiils auf eine Templatstruktur zu zwingen.
Dadurch kann die erforderliche Energie bestimmt werden, um eine gewiinschte Kon-
formation, beispielsweise zum Andocken an einen Rezeptor, zu erzeugen.

Zur Minimierung eines Molekiils wird zundchst eine Zielfunktion erzeugt, die die Energie in
Abhingigkeit der Atomkoordinaten beschreibt. AnschlieBend wird die Konformation so
verdndert, dass sich der Wert der Zielfunktion verringert. Eine Minimierung ist umso
effizienter, je schneller dieser Wert berechnet wird, und je weniger Iterationen bendtigt
werden, um schlieBlich zum Minimum zu konvergieren.

Allgemein besteht ein Minimierungsalgorithmus aus zwei Komponenten. Der erste Teil dient
dem Festlegen einer Suchrichtung auf der Energiefliche. Im zweiten, als Liniensuche (/ine
search) bezeichneten Teil findet eine Suche nach dem Minimum einer eindimensionalen
Funktion statt, die durch den Richtungsvektor vorgegeben wird. Erst hier erfolgt die
eigentliche Anderung der Atomkoordinaten in Richtung einer Struktur niedrigerer Energie.
Die eindimensionale Suche wird iterativ durchgefiihrt, indem vom Ausgangspunkt aus
zunichst die Energie zweier Punkte in entgegengesetzter Richtung berechnet wird. Damit
steht die Richtung zum Minimum fest, das in einer Reihe weiterer Iterationen gefunden
werden kann. Der Vorteil des Verfahrens liegt in seiner Einfachheit. Allerdings sind
Liniensuchen rechenaufwendig, da mit jeder Iteration die Zielfunktion neu evaluiert werden

muss.
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Um die Suchrichtung auf der Energieflache festzulegen, kann im einfachsten Fall der lokale

Gradient berechnet werden:

h, =- " [2-28].

Die Liniensuche erfolgt somit in Richtung des grofiten Abstiegs, weswegen das Verfahren als
steepest-descent-Minimierung™*! bezeichnet wird. Da ausschlieBlich Gradienten zur An-
wendung kommen, ist das Verfahren sehr robust, es produziert also auch dann Strukturen
niedrigerer Energie, wenn das Potential sehr anharmonisch ist.”>>*) Andererseits besitzt es
auch einen Nachteil, der besonders bei quadratischem, harmonischem Potentialverlauf zum
Tragen kommt, wie beispielsweise bei MORSE-Potentialen nahe dem Gleichgewichtsabstand.
In diesem Fall verléduft jeder Gradient, ausgehend vom Endpunkt einer Liniensuche, senkrecht
zur vorherigen Linie. Dies fiihrt dazu, dass der Suchweg oszilliert und somit die Konvergenz
nahe dem Minimum zunehmend langsamer wird. Die steepest-descent-Minimierung wird
daher meist zur Entzerrung stark gespannter Strukturen verwendet.!> >

Wesentlich schneller zur Konvergenz fithrt das so genannte conjugate-gradients-

Verfahren.[*>**** Hierbei werden die Oszillationen geddmpft, indem bei jeder Richtungs-

suche die Richtung des vorherigen Minimierungsschritts mit einem Wichtungsfaktor y mit

beriicksichtigt wird:

_ dV (%) _

h, =| ————=|+7.h [2-29].
dr,

Durch Ausnutzung der in der zweiten Ableitung enthaltenen Information kann bei
harmonischen Potentialen eine noch schnellere Konvergenz erreicht werden. Hiervon macht
beispielsweise die NEWTON-RAPHSON-Methode Gebrauch. Jedoch steigt dabei der Rechen-
aufwand quadratisch mit der Atomanzahl. Da derartige Algorithmen auflerdem oftmals
instabil bei stark anharmonischen Potentialen sind, werden sie nur zur Minimierung kleinerer
Molekiile nahe eines Minimums eingesetzt.*]

Wird in dieser Arbeit von einer Minimierung bis zur Konvergenz gesprochen, so ist damit
gemeint, dass die Minimierung abgebrochen wird, wenn nach einem Minimierungsschritt die

maximale Ableitung der Energiefunktion in den einzelnen Dimensionen kleiner als

0.001 kcal A™! ist.
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2.2.5.2 Molekiildynamik

Die im vorangegangenen Kapitel beschriebenen Minimierungen erlauben es, von einem
beliebigen Punkt auf einer Energiefliche das nichstgelegene Minimum zu finden. Von
Interesse sind jedoch die zeitliche Entwicklung eines Molekiils, sowie die hochstpopulierten,
also tiefsten Minima. Um diese zu finden und zu untersuchen, stehen eine Reihe von
Methoden zur Verfiigung, die allgemein als molekiildynamische Rechenverfahren bezeichnet
werden.

In der Molekiildynamik wird die Bewegungsenergie der Atome bei einer bestimmten
Temperatur beriicksichtigt. Durch Umwandlung von kinetischer Energie und potentieller

Energie wird es dem System ermdglicht, Potentialbarrieren zu iiberwinden.

2.2.5.2.1 Grundlagen

Im einfachsten Fall werden in der Molekiildynamik die Newtonschen Bewegungsgleichungen

als Funktion der Ortskoordinaten T geldst:

dV (1)) e - d’T, (1)
_T(t):[Fi(t):m‘ai(t):]mi a2

1
1

[2-30],

wobei F, die Kraft, m; die Masse, und &, die Beschleunigung eines Atoms i sind. Da die

klassischen Bewegungsgleichungen deterministisch sind, konnen bei bekanntem Anfangs-
zustand des Systems alle Atompositionen und Geschwindigkeiten zu jedem beliebigen,
spéteren Zeitpunkt ermittelt werden. Ein gesamter Satz an Koordinaten und Geschwindig-
keiten, der schrittweise fiir einen bestimmten Zeitraum berechnet wurde, wird in der
Molekiildynamik als Trajektorie bezeichnet.

Allerdings ist Gleichung 2-30 eine Differentialgleichung zweiter Ordnung, fiir die eine
genaue, analytische Losung wegen der Komplexitit der eingesetzten Kraftfeldpotentiale nicht
moglich ist. Sie muss daher auf numerischem Weg gelost werden. Eine Moglichkeit dazu
besteht darin, von einem Satz an Koordinaten und Geschwindigkeiten zu einem Zeitpunkt ¢
ausgehend, den entsprechenden Satz zur Zeit ¢ + At zu berechnen. Mit diesem kann dann der
nichste Satz nach Ablauf eines weiteren Zeitschritts Az berechnet werden. Um einen
geeigneten Zeitschritt zu wéhlen, muss ein Kompromiss zwischen effizienter Nutzung der
Rechenleistung und erwiinschter Rechengenauigkeit gefunden werden, da zu groBle Zeit-

schritte zu Instabilitdten und Ungenauigkeiten bei der Integration fiihren.
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Weil die Energieberechnung in Bezug auf die Rechenleistung sehr aufwendig ist, stellen sich
eine Reihe von Anforderungen an einen guten Algorithmus zur Integration. Beispielsweise ist
es von Vorteil, wenn ein Integrator schnell arbeitet, moglichst wenig Speicher bendtigt, und
die Verwendung langer Zeitschritte Az erlaubt. Weiterhin ist es wichtig, dass die Erhaltung der
Energie gewihrleistet ist. Ein Algorithmus, der diese Kriterien gut erfiillt, ist der in der alten
Version von DISCOVER (2.9.8) implementierte VERLET-leapfiog-Integrator.”>>*) Die
grundsitzliche Annahme der VERLET-Algorithmen"”) besteht darin, dass sich Geschwindig-
keiten und Beschleunigungen wihrend eines Zeitschritts nicht dndern. Im /leapfrog-

Algorithmus berechnen sich diese zu:

V(e +5A0)=v,(~FA)+Am, (1) [2-31],

v (t+At) =T, (t)+ AV, (£ + L At) [2-32],

(14 Ar) = flt+A) L+ A= — V(K (¢ + Ar))

m, or

1

[2-33].

Wie alle Varianten des VERLET-Algorithmus besitzt die Methode den Vorteil, dass nur eine
Auswertung der Energiefunktion pro Zeitschritt durchgefiihrt werden muss. Allerdings
verlaufen die Atomkoordinaten und Geschwindigkeiten beim leapfrog-Integrator um einen
halben Zeitschritt asynchron. Die dadurch entstehenden numerischen Instabilititen bei der

Energieberechnung treten bei dem in der neuen Version von DISCOVER (95.0)

implementierten velocity-VERLET-Algorithmus®®® nicht auf:!"”’
V(e +ar)=v,(0)+ S Ada, () +a, (e + Ar)] [2-34],
T (t+A) =T, () +Av,(¢)+ L A%a, () [2-35],

a,ﬁmr):w
m.

1

[2-36].

Um der Forderung nach konstanten Geschwindigkeiten und Beschleunigungen wihrend eines
Zeitschritts moglichst gerecht zu werden, ist es ndtig, jede Bewegungsperiode im System in
eine hinreichende Anzahl von Segmenten zu unterteilen. Die Wahl des Zeitschritts At wird
daher durch die schnellste Bewegung im Molekiil limitiert. Fiir die meisten Molekiile ist dies

die C-H-Streckschwingung mit einer Periode von ca. 10" s. Bei einer Unterteilung der
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Schwingung in 10 Segmente ergibt sich damit fiir die VERLET-Algorithmen ein maximaler
Zeitschritt von einer Femtosekunde.

Beim Beginn einer Simulation sind aus der Startstruktur die Ortskoordinaten 7 (¢,) der Atome
und die auf sie wirkenden Anfangsbeschleunigungen a,(t,)=—1/m, - (dV(7.(t,))/ d7.) bekannt.
Als Randbedingung zum Losen der klassischen Bewegungsgleichung 2-30 werden jedoch
auch die Anfangsgeschwindigkeiten v,(¢,) benotigt. Mittels eines Randomisierungsprozesses

konnen diese so gewihlt werden, dass sie gemil der im thermodynamischen Gleichgewicht

vorliegenden MAXWELL-BOLTZMANN-Verteilung der Geschwindigkeiten verteilt sind.

5l
il :[27;;1]2 e " 4zfildp [2-37].

Die kartesischen Geschwindigkeitskomponenten vy, v, und v. werden dabei von DISCOVER

so zugewiesen, dass sie der naturgemil vorliegenden GAUSS-Verteilung entsprechen:

v

X

)

— mMz
2 —
g(., :[ ” j e 7 dfy, [2-38].

271k, T

2.2.5.2.2 Methoden zur Temperaturkontrolle

Die Temperatur eines Systems bleibt wihrend einer Molekiildynamik-Simulation keineswegs
konstant, sondern dndert sich vielmehr aufgrund mehrerer Faktoren. Beispielsweise ist fiir
eine manuell aufgebaute Startstruktur, zu Beginn einer Simulation, die Temperatur konsistent
mit der MAXWELL-BOLTZMANN-Verteilung der Atomgeschwindigkeiten. Da die Struktur aber
kaum dem thermodynamischen Gleichgewicht entsprechen wird, wird in ihr ein mehr oder
weniger grofler Anteil potentieller Energie enthalten sein, der sich recht schnell in einer
Anderung der kinetischen Energie bemerkbar machen wird. Ebenso arbeiten die
beschriebenen Integratoren niemals exakt, was sich in einer stdndigen Fluktuation der
Systemtemperatur dullert. Ohne geeignete Kontrollmechanismen ist es daher nicht moglich,
ein kanonisches NVT-Ensemble, also ein System, das den gewohnlich bei der Vermessung
von Biomolekiilen vorherrschenden Bedingungen entspricht, korrekt zu reproduzieren.

Die Temperatur ist eine makroskopische Grofle, die gemdf3 der statistischen Thermodynamik

mit der mikroskopischen Beschreibung durch die kinetische Energie Ej;, eines Systems
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verknlipft ist. Sie kann berechnet werden, wenn die Geschwindigkeitsvektoren aller Atome

bekannt sind:

Ey =2, =— [2-39].

Die Anzahl der Freiheitsgrade Nrist dabei in der Regel 3N-6 in nichtperiodischen, sowie 3N-3
in periodischen Systemen.

Um die korrekte Temperatur aufrecht zu erhalten, miissen also die Atomgeschwindigkeiten
entsprechend angepasst werden. Allerdings muss ein Regelmechanismus nicht nur die
geforderte Temperatur 77, einstellen, sondern auch das korrekte statistische Ensemble gemal3
der MAXWELL-BOLTZMANN-Verteilung erzeugen. Eine einfache, jedoch drastische Methode

ist die direkte Skalierung der Atomges(:hwindigkeiten:[25:|

o o Ziel

Vi,skal = Vi Y [2'40]

System

Die Skalierung der Atomgeschwindigkeiten wird meist zur Aquilibrierung eines Systems
eingesetzt. Wihrend der eigentlichen Dynamiksimulation wird oftmals die BERENDSEN-
Temperaturbadkopplung eingesetzt, die eine sanftere Temperatureinstellung erlaubt.”™” Die

Atomgeschwindigkeiten werden dabei mit dem Faktor A multipliziert:

A= \/ 1+ %(TSW -7,,) [2-41].

Dabei ist At der Zeitschritt der Integration. Mit der Relaxationszeit 7ist es moglich, den Grad
der Kopplung an das Temperaturbad einzustellen.

Eine verbesserte Approximation eines NVT-Ensembles liefert die ANDERSEN-Methode zur
Temperaturkontrolle, bei der Atomgeschwindigkeiten gemi3 der BOLTZMANN-Verteilung
randomisiert werden.!®” Hierzu kann auf zwei unterschiedliche Weisen vorgegangen werden.
Einerseits konnen entweder alle Atomgeschwindigkeiten in einem regelmifligen Intervall

angepasst werden, oder nach jedem Zeitschritt jeweils die Geschwindigkeit eines einzelnen
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Atoms. Bildlich gesehen entspricht diese Kopplung an das Temperaturbad einer Abfolge von

stochastischen Stof3en auf die Atome.

2.2.5.3 Simulated Annealing

Simulated Annealing (SA)®"®! ist eines der am hiufigsten angewendeten Verfahren zur
globalen Absuche des Konformationsraums. Die Vorgehensweise entspricht dem Verfahren
zur Erzeugung von perfekt gewachsenen Einkristallen durch &ufBlerst langsames Abkiihlen
einer Schmelze.

Durch Aufheizen auf sehr hohe Temperaturen (beispielsweise 1000 K) wird es dem System
zundchst ermoglicht, auch sehr hohe Potentialbarrieren zu iiberwinden, und sich somit frei auf
der Energiefliche zu bewegen. Die Startstruktur kann dabei in einer beliebigen Konformation
mit optimierter kovalenter Bindungsgeometrie vorliegen. AnschlieBend an die Hoch-
temperaturphase wird dann schrittweise abgekiihlt, wobei nach jedem Schritt eine
Aquilibrierungsphase gesetzt wird. Bei hinreichend langsamer Abkiihlung erfolgt somit eine
Anndherung an die thermodynamisch stabilste Struktur, also an das globale Minimum der
Energiefliche. Um das Uberqueren von Potentialbarrieren in der Hochtemperaturphase zu
erleichtern, werden oftmals VAN DER WAALS-Radien und Kraftkonstanten, ausgehend von
geringen Werten, langsam hochskaliert.

Um die Unabhéngigkeit des Verfahrens von der Startstruktur zu gewéhrleisten, wird das
Verfahren meist mehrfach wiederholt, wobei die Atomgeschwindigkeiten fiir jeden Durchlauf
neu randomisiert werden. Die erzeugten Strukturen kénnen dann nach verschiedenen
Kriterien, wie beispielsweise ihre Energie oder die Erfiillung experimenteller Daten, auf ihre
Giite gepriift werden.

In dieser Arbeit wurde SA in Form eines Protokolls nach M. NILGEs[®* /!
X-PLORP" eingesetzt.

mit dem Programm

2.2.5.4 Time Averaged Restraints-Verfahren

Wie bereits in Kapitel 2.2.1.5 erldutert wurde, kdnnen Kraftfeldpotentiale durch zusétzliche
Strafterme zur Einhaltung von Distanzen und Kopplungskonstanten erweitert werden, die aus
NMR-Experimenten gewonnen wurden. Allerdings liegen geloste Molekiile oft in mehr als
einer Konformation vor. Erfolgt die Umwandlung der Konformationen ineinander langsam
auf der NMR-Zeitskala, so besitzt auch jede Konformation ihren eigenen Signalsatz, der

getrennt von anderen Konformationen zur Strukturberechnung verwendet werden kann.
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Probleme treten jedoch dann auf, wenn ein schneller Konformationsaustausch stattfindet. Die
NOESY- bzw. ROESY-Signale liegen dann als <i’ _6>_l/6 Mittel'®! der Distanzen der einzel-

nen Konformationen vor. Nur in den wenigsten solcher Fille gelingt es, die einzelnen Signal-
beitrdge von Hand den jeweiligen Konformationen zuzuweisen.

Um dennoch aus gemittelten Signalen eines einzigen Datensatzes zu einem Ensemble von
Strukturen zu gelangen, welches in seiner Gesamtheit die gemessenen Daten reproduziert,
wurden in der Vergangenheit einige Methoden entwickelt. Beispielsweise berechnen
Ensemble-Verfahren!®” ®"! die Dynamik mehrerer Molekiile simultan. Nach jedem Dynamik-
schritt werden dann die aktuellen Werte der als restraints eingesetzten Parameter fiir jede
Struktur berechnet und tiber das Ensemble gemittelt. Aus der Abweichung von den
geforderten Werten kann dann das Strafpotential berechnet und auf jede Struktur im
Ensemble angewendet werden. Einzelnen Strukturen ist es auf diese Weise erlaubt, die
experimentellen Daten mehr oder minder stark zu verletzen, solange das Ensemble alle
restraints erfiillt. Allerdings haben Ensemble-Verfahren den Nachteil eines oft immensen
Speicher- und Rechenbedarfs. Abhéngig von der GroBe des simulierten Systems kdnnen
daher meist nur recht einfache Kraftfelder bei kurzen Simulationszeiten eingesetzt werden.
Komplementér zu den Ensemble-Verfahren, die versuchen, alle restraints im Mittel iiber ein

[68-71]

Ensemble zu erfiillen, streben time-averaged-distance-restraints-Verfahren deren

Einhaltung im Mittel iiber die Zeit der Simulation an. Der parabolische Teil des flat-bottom-

Strafpotentials (Gleichung 2-25) wird dabei aus dem mittleren Abstand <r> aller zum

momentanen Zeitpunkt in der Trajektorie enthaltenen Strukturen berechnet:

Vi =K ()1 [2-42].

Bei zunehmender Simulationsdauer nimmt allerdings die aktuelle Konformation immer
weniger Einfluss auf den arithmetischen Mittelwert. Das System wiirde daher im Laufe der
Zeit immer tréger auf Verletzungen der geforderten Abstandswerte reagieren, die somit erst
nach unendlich langer Simulationszeit erfiillt werden konnten. Daher wird zur Berechnung
des mittleren Abstands eine Funktion verwendet, in der zeitlich zuriickliegende Konfor-

mationen mit zunehmendem Alter ¢ exponentiell abfallend gewichtet werden.



2 Methoden der Strukturberechnung 28

(") =Hexp(i)[r(t_t')]-3 d/J [2-43].

Die Abklingkonstante 7 regelt die Stirke des exponentiellen Abfalls und entspricht dem
Gedéchtnis des Systems an vergangene Konformationen.

Sowohl 7 als auch die Kraftkonstante K haben einen entscheidenden Einfluss auf den
Verlauf der Simulation.”"! Wie sich herausgestellt hat, nimmt die Abklingkonstante fast
keinen Einfluss auf die Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten, umso mehr jedoch
auf die Dynamik des Systems. Der Wert 7 = 0 Sekunden entspricht einer Simulation ohne
zeitlich gemittelte restraints. Ein Wechsel zwischen einzelnen Konformationen ist dann nicht
moglich, und das Molekiil nimmt eine gemittelte Konformation an. Bereits kleine Werte von
7 erlauben die Ausbildung energetisch gilinstiger Konformationen, die sich allerdings in
kiinstlicher Weise sehr schnell periodisch ineinander umwandeln. Erst bei hohen Werten, im
Bereich der langsamsten Bewegung des Molekiils entspricht die Dynamik dem natiirlichen
Verlauf (bei Proteinen: 7 ca. 20 ps und lénger). Bei einer groBen, realistischen Verweildauer
in den energetisch giinstigen Zustinden ist andererseits eine lange Simulationsdauer
erforderlich, um zu einer brauchbaren Statistik zu gelangen. Idealerweise wird daher ein
moglichst groBes 7 bei einer um mindestens eine GroBenordnung dariiber liegenden
Simulationsdauer gewihlt.

Mit steigender Kraftkonstante K sinken sowohl die Summe der Verletzungen der experi-
mentellen Daten, als auch die insgesamt groffte Einzelverletzung. Hohe Kraftkonstanten
fiihren jedoch nicht nur in Richtung einer gemittelten Struktur, sondern erhdhen auch die
potentielle Energie des Systems. Insbesondere bei kleinen Werten von 7 fiihrt dies zur
Erhéhung und zu starken Fluktuationen der Temperatur. Da die Fluktuationen obendrein noch
unterschiedlich stark in verschiedenen Teilen des Molekiils sind, befindet sich das System
dann keinesfalls im Gleichgewicht. Die Kraftkonstante sollte daher hochstens so grofl gewéhlt

werden, dass die experimentellen Daten erfiillt werden kénnen.

2.2.6 Automatisches, iteratives NOE-Assignment: ARIA

Um zu sinnvollen Ergebnissen zu gelangen, bendtigen die bereits beschriebenen Methoden
zur Berechnung von Strukturen im Allgemeinen eine ausreichende Anzahl von
Abstandseinschrankungen, die unter Ausnutzung des nuklearen OVERHAUSER-Effekts

gewonnen wurden. Dabei ist meist eine mehr oder weniger eindeutige Zuordnung der Signale
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zu einzelnen Atompaaren erforderlich. In der Praxis haben verschiedene Protonen allerdings
oftmals die gleiche chemische Verschiebung. Die eindeutige Zuweisung gelingt meist recht
einfach, wenn nur wenige kovalente Bindungen zwischen zwei Protonen liegen, oder wenn
sich die Protonen aufgrund der Sekundirstruktur in rdumlicher Ndhe zueinander befinden.
Viele Signale konnen jedoch erst dann zugeordnet werden, wenn bereits eine gewisse
Kenntnis der Struktur vorliegt. Mittels einiger, sicher und eindeutig zugeordneter Signale
werden daher meist vorldufige Strukturen berechnet, anhand derer dann weitere Signale
eindeutig zugeordnet werden konnen. Mit den daraus gewonnenen, neuen Abstands-
beschrinkungen werden anschlieBend weiter verfeinerte Strukturen erzeugt und das Verfahren
solange wiederholt, bis alle Signale, soweit moglich, eindeutig zugewiesen sind.

Bei diesem iterativen Verfahren der Strukturberechnung konnen allerdings einige Probleme
auftreten. Beispielsweise kann es vorkommen, dass fiir die Bestimmung der Struktur eines
Proteins durchaus geniigend Signale vorhanden sind, um die Tertidrstruktur eindeutig
festzulegen. Wenn jedoch die anféngliche Anzahl eindeutiger Signalzuweisungen nicht
ausreicht, um vorldufige Strukturen mit konvergierender Faltung zu berechnen, wird eine
weitere, iterative Verfeinerung naturgemafl unmoglich. Auch im ersten Iterationsschritt kann
das Verfahren zum Stillstand kommen. So kann die Distanz zwischen zwei Protonen in den
berechneten Strukturen weit mehr als 5 A betragen, obwohl in der Realitit ein NOE-Signal
vorliegt. Wenn also zwar die richtige Faltung gefunden wurde, aber viele Seitenketten in allen
Strukturen des berechneten Strukturensembles in falschen Konformationen vorliegen, kann
die weitere Signalzuweisung unmdglich werden. Das Verfahren ist somit stark abhédngig von
der Vollstindigkeit der Suche im Konformationsraum.

Wihrend derartige Schwierigkeiten meist durch eine Verbesserung der experimentellen und
rechnerischen Methoden behoben werden konnen, besteht jedoch eine grundlegende Gefahr in
der iterativen Strukturberechnung. Wenn die vorldufigen Strukturen eine nicht der Realitét
entsprechende Faltung einnehmen, stellt sich der Fehler im Allgemeinen recht schnell in einer
der anschlieBenden Iterationen heraus, da viele Signale dann unerkldrbar bleiben. Es kann
jedoch vorkommen, dass ein anfanglicher NOE-Datensatz nicht nur auf die korrekte Struktur
zugewiesen werden kann, sondern mit nur wenigen unerkldrbaren Signalen auch auf weitere
Strukturen.!”?! Ist in einem solchen Fall die Faltung der initialen Strukturen falsch, fiihren alle
weiteren, iterativen Zuweisungen zwangslaufig zu einer Konformation, die nicht der Realitédt
entspricht.

72, 73]

Zur Vermeidung dieser Gefahr wurde daher 1993 von M. NILGEs! ein Konzept

33, 74-80]

vorgeschlagen, das spiter automatisiert im Programm ARIA! implementiert wurde.
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Wie iiblich werden dabei die aus NOE-Spektren erhaltenen Distanzen in eine Zielfunktion
eingesetzt. Wihrend beim konventionellen Verfahren nach jeder Iteration neue, vormals
mehrdeutige NOEs in die restraint-Liste aufgenommen werden, erlaubt es die Zielfunktion
jedoch, von vornherein alle Zuweisungsmoglichkeiten anzugeben. Mittels eines speziellen
simulated-annealing-Verfahrens wird dann die Zielfunktion minimiert. Abbildung 2-5 zeigt
ein Flussdiagramm!’¥ der einzelnen Arbeitsschritte von ARIA, das im Folgenden kurz

erldutert wird, und dessen Details in Unterkapiteln beschrieben werden:

Manuell Peakliste 1 Peakliste 2
zugeordnete
Peaks
Berechnung Peaks Peaks
von Strukturen auswahlen auswahlen
| |
N Strukturen
auswahlen
E— Kalibrierung Kalibrierung
R Restraints Restraints
auswahlen auswahlen
— Zuordnung Zuordnung Zuordnung
’ Kombinieren
Eindeutige Mehrdeutige
restraints restraints
Berechnung
von Strukturen

Verworfene Zugewiesene Endgliltige Verworfene
restraints restraints Strukturen Peaks

Abbildung 2-5: Arbeitsschritte von ARIA.

Das Verfahren geht zundchst von einer manuell erstellten Liste von restraints aus, die zwar
mehrdeutige Abstinde enthalten darf, jedoch fehlerfrei sein muss. Als sicher zuweisbare

Kontakte kommen dabei vor allem sequentielle, und Sekundérstruktur-NOEs in Betracht.
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Mittels dieser Liste wird nun, durch Aufruf des Programms CNSP?, ein initiales Ensemble
von Strukturen berechnet. ARIA bendtigt dann fiir jedes Spektrum eine Liste von
Kreuzsignalen und ihren Integralen, die mittels {blicher, automatischer peak-picking-
Verfahren gewonnen werden kann. Weiterhin muss eine moglichst vollstindige Liste
samtlicher chemischen Verschiebungen vorhanden sein. Fiir alle Kreuzsignale, die einer
Kombination vorhandener Verschiebungen entsprechen, werden zwei neue Listen von
restraints fiir jedes Spektrum erstellt: Eine mehrdeutige, und eine eindeutige. Kreuzsignale,
die keiner bekannten Verschiebung entsprechen, werden protokolliert. Abschlieend werden
alle restraints aus der manuell erzeugten Liste in die beiden neuen Listen iiberfiihrt.

Zu diesem Zeitpunkt beginnt die eigentliche, erste Iteration, deren Verlauf sich fiir alle
weiteren Iterationen wiederholt. Aus den Strukturen der vorangegangenen Iteration (bzw. im
Falle der ersten Iteration, aus den initialen Strukturen) wird zundchst, durch Bewertung der
Gesamtenergie, ein Ensemble ausgewihlt. Ein erster Schritt ist die Einengung der
Zuweisungsmoglichkeiten der mehrdeutigen restraints. Fiir jede Zuweisungsmoglichkeit wird
dazu der entsprechende Abstand iiber das Ensemble gemittelt. Durch #° Summierung (siche
Kapitel 2.2.6.1) der Zuweisungsmoglichkeiten ergibt sich ein Gesamtabstand fiir den
restraint. Tragt eine Zuweisungsmoglichkeit nur geringfiigig zum Gesamtabstand bei, so wird
sie entfernt (siche Kapitel 2.2.6.2).

Nun werden ausgewéhlte Distanzen {iber das Ensemble gemittelt und als Referenzdistanzen
zur Kalibrierung der Spektren verwendet. Mit den Integralen der Kreuzsignalliste werden
damit Abstdnde berechnet, aus denen Ober- und Untergrenzen fiir die restraint-Listen erzeugt
werden. Eine separate Routine fiihrt jeweils alle eindeutigen und alle mehrdeutigen restraint-
Listen der einzelnen Spektren zusammen (merging). Wird ein restraint kontinuierlich
wihrend mehrerer Iterationen verletzt, so wird er in einer Datei protokolliert und aus den
Listen entfernt. Unter Verwendung der beiden restraint-Listen wird anschlieBend mit CNS

ein neuer Satz von Strukturen berechnet und die néchste Iteration gestartet.

2.2.6.1 r° summierte Distanzen

Um mehrdeutige restraints verwenden zu konnen, muss eine (weitgehend der Realitét
entsprechende) Summierung iiber alle Zuweisungsmoglichkeiten durchgefiihrt werden, die im
Folgenden erldutert werden soll.

Das Integral eines mehrdeutigen NOE Kreuzsignals enthdlt Anteile aller Protonenpaare HiH;,

deren Verschiebungen innerhalb eines Frequenzfensters ({F1,Al};{F2,A2}) liegen:
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NOE;,= Y NOE, [2-44],

ij
ie{F1,A1}, je{F2,A2}

wobei Al und A2 jeweils die Hélfte der AusmaBle des Signals in den entsprechenden
Dimensionen betragen. Mit der Néaherung isolierter Spinpaare (Isolated Spin Pair

Approximation, ISPA)P? ist bei gegebener Mischzeit 7, jeder Anteil am Integral eines
Kreuzsignals, bzw. der NOE-Aufbaurate, allein abhidngig von der Distanz r;;:
d

-6
—7 NOE; =cry [2-45].

m

Unter der Annahme identischer Ordnungsparameter und Korrelationszeiten aller beteiligten

Spinpaare gilt fiir das mehrdeutige Kreuzsignal:

d
———NOE f, = C( Zr"_é j [2-46].

ij
dTm ie{F1,A1}, je{F2,A2}

Definiert man die ,,r’6 summierte” Distanz 7 als

-1/6
F= > [2-47],
ie{F1,A1}, je{F2,A2}

so vereinfacht sich Gleichung 2-46 zu

d _
Jr_ NOE;, -, = C”Fsz [2-48].

m

. . . _ 1t e 1 . . e\ "1/6 . .
Die #° summierte Distanz 7 verhilt sich dhnlich wie das <r 6> Mittel der Distanzen'®":

6 -1/6 -1/6
<r—6>—1/6 :{ z U_J — V6 ( Z’”f ] - [2-49],

ie{F1,A1}, je{F2,A2} 1 ie{F1,A1}, je{F2,A2}
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wobei n die Anzahl der Spinpaare in der Summe ist. Allerdings liegt das Mittel immer
zwischen den beteiligten Atomen, wihrend 7 grundsitzlich kleiner als der kiirzeste beteiligte
Abstand ist. Bei Strukturberechnungen ist das Mittel daher wesentlich restriktiver. Die
Summierung der Distanzen erlaubt viel eher rdumliche Anordnungen von Atomen, in denen
effektiv nur ein Abstand zum gemessenen Signal beitrdgt. Bei einem hohen Grad von
Mehrdeutigkeit ist somit die Summierung die Methode der Wahl, wihrend die Mittelung bei
bekannten, annidhernd gleich starken Signalkomponenten (beispielsweise ein intraresidualer
NOE mit einer Methylgruppe) mehr der Realitét entspricht. Dabei ist die Anwendung der
Summierung nicht auf Kontakte zwischen Protonen beschrinkt. Beispielsweise lassen sich
mehrdeutige restraints mittels Summierung auch auf Disulfidbriicken anwenden.

Die Definition der 7° summierten Distanz erlaubt eine automatische Zuweisung von NOE-
Abstdnden. Dazu werden die chemischen Verschiebungen der Kreuzsignale, die beispiels-
weise mittels einer automatischen peak-picking Routine gewonnen werden konnen, zunéchst
mit einer Toleranz A; versehen. Die Toleranz wird dabei im Allgemeinen entsprechend der
Messgenauigkeit des Spektrums in den einzelnen Dimensionen i gewdihlt. Unter der
erwdhnten Voraussetzung einer moglichst vollstdndigen Liste aller Protonen-Verschiebungen
kénnen dann jeweils alle moglichen Protonenpaare, deren Verschiebungen in eines der dabei
entstehenden Frequenzfenster fallen, zu einem mehrdeutigen restraint zusammengefasst

werden.

2.2.6.2 Entfernen von Zuweisungsmoglichkeiten

Zuweisungsmoglichkeiten eines mehrdeutigen restraints, die nur geringfligig zur
Gesamtdistanz beitragen, miissen im Verlaufe der einzelnen Iterationen entfernt werden. Im
einfachsten Fall konnte dazu ein Schwellwert definiert werden: Ein Beitrag wird dann
entfernt, wenn die entsprechende Distanz in allen Strukturen grofer als der Schwellwert ist.
Genauer ist es jedoch, die relativen Grof3en der Beitrdge zueinander zu bewerten. In ARIA ist
dies wie folgt implementiert.

Fiir jede Zuweisungsmoglichkeit k eines mehrdeutigen restraints wird die kleinste Distanz im

Ensemble, D, , gesucht. Thr Beitrag C* zur Gesamtdistanz wird dann errechnet als

C'= i ——= [2-50].
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Die Beitriige C* werden dann nach ihrer GroBe sortiert und nur die N, grofiten Beitrage

beibehalten, so dass

N,
Y C'>p [2-51].

Der Parameter p kann dabei individuell gesetzt werden. Als Voreinstellung variiert ARIA p
von 0.999 in der ersten, bis zu 0.8 in der letzten Iteration. Fiir den Fall eines restraints mit nur
zwei Kontributionen vermittelt Tabelle 2-1 einen Eindruck, wie sich p auswirkt.
Beispielsweise wird fiir p =0.999, wenn die kiirzere Distanz 2.5 A ist, die zweite Kom-

ponente entfernt, wenn sie mehr als 7.9 A betriigt.

Tabelle 2-1: Einfluss des Parameters p auf das Entfernen von Zuweisungsméglichkeiten eines
mehrdeutigen restraints mit zwei Komponenten. Distanzen, die linger als der angegebene

Wert sind, werden als Zuweisungsmaoglichkeit verworfen (alle Abstandswerte in A).

Kiirzere Distanz [A] Parameter p

0.999 0.95 0.8
2.5 7.9 4.1 33
4.4 12.6 6.6 52

Verbleibt nach dieser Prozedur nur noch eine einzige Zuweisungsmoglichkeit fiir den
restraint, wird er von der Tabelle mehrdeutiger restraints in die Tabelle eindeutiger restraints
uberfiihrt.

Der Einfachheit halber macht ARIA keinen Unterschied zwischen Mehrdeutigkeiten, die in
einer einzelnen Struktur des Ensembles bestehen, und solchen, die zwischen verschiedenen

Strukturen im Ensemble bestehen.

2.2.7 Sortieren von Strukturen in Familien

Oft stellt sich das Problem, eine sehr grole Anzahl von Konformationen zu klassifizieren und
in Familien zu sortieren. Da beispielsweise ein Ensemble von 1000 Strukturen eines

Hexapeptids kaum manuell sortiert werden kann, werden so genannte Cluster-Algorithmen
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eingesetzt. In dieser Arbeit wird zum Sortieren von Strukturen das Programm
NMRCLUST"" verwendet.

NMRCLUST benétigt eingangs eine Liste von Atomen zur Superpositionierung. Es fiihrt
dann zuerst die Superpositionierung jeder Struktur des N Strukturen enthaltenden Ensembles
mit einer jeden anderen Struktur des Ensembles durch, und ermittelt fiir jede
Superpositionierung die mittlere quadratische Abweichung (RMSD). Die dadurch erhaltene
N - N Matrix von RMSD-Werten wird dann so in Familien sortiert, dass einerseits der RMSD
innerhalb einer Familie moglichst gering bleibt, andererseits aber auch die Anzahl von
Familien so gering wie mdglich bleibt. Auf diese gegensitzlichen Forderungen kann durch
Angabe eines maximalen RMSDs Einfluss genommen werden. Fiir jede Familie gibt das
Programm eine reprisentative Struktur an, die den geringsten maximalen RMSD zu allen
anderen Strukturen der Familie hat. Familien, die aus nur einer einzelnen Struktur bestehen,
werden als so genannte outlier klassifiziert.

Andere Algorithmen verwenden fiir die Superpositionierung beispielsweise Diederwinkel
anstelle von Atomen, und auch im Verfahren zur Einteilung in Familien konnen Unterschiede
bestehen. Wichtig ist es jedoch, auf ein grundlegendes Problem hinzuweisen. Bestehen
abgestufte Ubergiinge, wie etwa zwischen Molekiilen verschiedener Atommassen, ergibt sich
stets die Moglichkeit der Einteilung in Familien. Immer dann jedoch, wenn ein flieBender
Ubergang zwischen Zustinden moglich ist, wie beispielsweise zwischen Farben in einem
Spektrum, wird das Ergebnis einer Einteilung in Familien stark abhéngig von der Anzahl der
Mitglieder im Ensemble. Die Einteilung wird mit zunehmender Anzahl von Farbtonen immer
schwieriger. Im Extremfall, beim Vorhandensein aller Farbtone, wird ein guter Algorithmus
zwar immer noch in der Lage sein, Familien zu erzeugen und diese so zu wéhlen, dass
vorwiegend vorkommende Farbtone in separate Familien eingeteilt werden. Dennoch wird
aber die Anzahl der nur einen Farbton enthaltenden Familien mit steigender Anzahl von
Mitgliedern im Ensemble wachsen. Da zwischen den Konformationen eines Molekiils
ebenfalls ein flieBender Ubergang besteht, sortieren Clusteralgorithmen oftmals
Molekiilkonformationen in verschiedene Familien, obwohl nach chemischem Verstindnis die
gleiche Faltung vorliegt. Daher empfiehlt es sich, nach Anwendung eines Cluster-
Algorithmus stets auch die wenig populierten Familien zu betrachten und die einzelnen

Familien gegebenenfalls manuell neu zu gruppieren.
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3 Struktur von cyclo(-Gum-Lys-Gum-D-Phe-) in
Losung

3.1 Einleitung

[82-86] yerstarkt in das Interesse der Wirkstoff- und

In neuerer Zeit sind Zuckeraminoséuren
Strukturforschung getreten. Durch ihren Einbau in Cyclopeptide kann gezielt die
Peptidriickgratstruktur sowie die Seitenkettenanordnung beeinflusst werden. Auf diese Weise
wird es moglich, die Pharmakokinetik, metabolische Stabilitidt und Aktivitdt von peptidischen
Leitstrukturen zu modulieren und zu verbessern.

Eine solche Zuckeraminosdure, der ,,Gum®“-Baustein, besitzt als d-Aminosdure die gleiche
Léange wie ein Dipeptid aus natiirlichen Aminosduren. Gum wurde in unserem Arbeitskreis
mehrmals erfolgreich einzeln als B-Schleifen-induzierendes Element eingesetzt.*”* Das Ziel
war es zunédchst zu liberpriifen, ob eine Verbindung der Art cyclo(-Gum-XAA-Gum-XAA-),
wie erwartet, die oftmals in cyclischen Hexapeptiden vorgefundene Anordnung zweier
gegeniiberliegender B-Schleifen einnimmt. Wahrend sich diese Erwartung nicht bestitigte,
stellte sich die berechnete Modellverbindung spéter als interessantes Studienobjekt zur

Anwendung einiger Uberlegungen zum Prinzip von DUNITZ und WASER™ heraus.

3.2 Gum und andere Zuckeraminosauren in cyclischen Peptiden

Als Zuckeraminoséduren (engl. Sugar Amino Acids, SAAs) werden Pyranosen oder Furanosen
bezeichnet, die mindestens eine Carboxyl- und eine Aminogruppe enthalten.*>*" Sie werden
als Schleifenmimetika, peptidomimetische und glycomimetische Geriiststrukturen sowie in

[82-86] Neben einigen natiirlich vorkommenden

der kombinatorischen Chemie eingesetzt.
Zuckeraminosduren wurden bis heute unzdhlige derartige Verbindungen synthetisch
dargestellt. Ihre Verwendung als Baustein in Cyclopeptiden bietet eine Reihe von Vorteilen
gegeniiber dem FEinsatz konventioneller Aminosduren. Neben der bereits erwéhnten
Moglichkeit der Steuerung von Riickgrat- und Seitenkettenanordnung lédsst sich beispiels-
weise gezielt die Hydrophilie bzw. Lipophilie des Peptids durch eine geeignete Wahl von
Schutzgruppen am Zucker beeinflussen.*> ¥ Dadurch ergibt sich die Mdglichkeit, derartige

Zyklen als Transportmolekiile fiir Wirkstoffe im Organismus zu verwenden.
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Abgesehen von rein pharmakologischen Anwendungsmoglichkeiten lassen sich Zucker-
aminosduren enthaltende Cyclopeptide auch in anderen Gebieten der Chemie vorteilhaft
einsetzen. Ein wichtiger Bereich ist beispielsweise die Templat-assoziierte Synthese von
Proteinen (TASP).”**¥ Deren Ziel ist es, kiinstliche Proteine mit gewiinschter rdumlicher
Struktur an einem topologisch mafigeschneiderten Schablonenmolekiil zu erzeugen. Hierbei
werden amphiphile, sekundérstrukturbildende Peptidblocke kovalent an die Schablone
gebunden. Die strukturinduzierende Wirkung der Schablone bewirkt zunéchst eine
Sekundérstruktur-Faltung der Peptidblocke, und aufgrund der rdumlichen Orientierung der

Seitenketten resultiert dann die Tertidrstruktur des synthetischen Proteins.

Pyranoide Zuckeraminosduren, die ausschlieBlich dquatorial substituiert sind, besitzen wegen
der relativen Rigiditdt des Zuckerrings eine besonders stark stabilisierende Wirkung auf die
Riickgratkonformation von Cyclopeptiden. Ein derartige Verbindung ist das Glucosyl-
uronsdure-methylamin  (IUPAC-Name 7-Amino-2,6-anhydro-7-desoxy-L-glycero-L-gulo-
heptonsédure), das erstmals in unserem Arbeitskreis von E. GRAF VON ROEDERN dargestellt
und mit dem Kiirzel ,,Gum® versehen wurde.#> 338 Der Gum-Baustein ist die erste
Zuckeraminosdure, die in Peptide eingebaut wurde. Beziiglich der Anzahl von
Riickgratatomen und der Raumstruktur verhilt sich Gum analog zum Dipeptid Gly-Ser
(Abbildung 3-1 a). Allerdings wurden auch die Sequenzen Gly-Gly, Phe-Pro, D-Phe-Val, Tyr-
Gly und Trp-Phe durch Gum ersetzt.!" ¥
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Aufgrund der rdumlichen Anordnung nimmt der Baustein, einzeln eingebaut in cyclische

Hexapeptide, die Positionen i+/ und i+2 einer BII’-Schleife ein (Abbildung 3-1 b).

Abbildung 3-1: Der Gum-Baustein in Analogie zum Dipeptid Gly-Ser (a) und als [
Schleifen-Mimetikum (b).

Erste systematische Untersuchungen der strukturellen Eigenschaften des Gum-Bausteins in
Cyclopeptiden wurden von E. GRAF VON ROEDERN an den Modellpeptiden cyclo(-Gum'-Phe?-
D-Pro’-Ala*-Phe’-) 1 und cyclo(-Gum'-Phe’-Phe’-Phe?-) 2 durchgefiihrt. Die RinggroBen von

1 und 2 entsprechen dabei denen eines cyclischen Hexa- bzw. Pentapeptids.

Ala*——D-Pro’

Abbildung 3-2: Die cyclischen Modellpeptide 1 und 2.

Cyclische Hexapeptide liegen oft in einer Hauptkonformation mit zwei gegeniiberliegenden

B-Schleifen vor.”**"! Der Grundgedanke beim Entwurf von Verbindung 1 war es, dass das
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stark B-Schleifen induzierende D-Pro’ in der Position i+] eines BII’-furns liegen sollte.
Dadurch miisste Gum', falls méglich, die Positionen i+/ und i+2 einer gegeniiberliegenden
B-Schleife einnehmen. Diese Anordnung wurde in der Tat in der Struktur von 1 in Losung

beobachtet (Abbildung 3-3 a).**

Abbildung 3-3: a) Stereodarstellung der Struktur von cyclo(-Gum'-Phe’-D-Pro’-Ala’-Phe’-)
(1) in DMSO. b) Superpositionierung der Riickgratatome von 1 auf cyclo(-Gly-Ala-Ala-Gly-
Ala-Ala-) 3.

Ublicherweise liegen die Ringatome eines cyclischen Hexapeptids, das in der Anordnung
zweier gegeniiberliegender B-Schleifen vorliegt, anndhernd in einer Ebene. Die rdumliche
AbstoBung zwischen dem Ring-Sauerstoff von Gum und dem Carbonyl-Sauerstoff von Phe’
fithrt jedoch bei Verbindung 1 zu einem relativ stark gewolbten Riickgrat. Ein Vergleich mit
cyclo(-Gly-Ala-Ala-Gly-Ala-Ala-) 3, das zwei gegeniiberliegende PII’-Schleifen einnimmt,
ist in Abbildung 3-3 b zu schen.*™ Der Vergleich der Riickgratwinkel hat gezeigt, dass
lediglich der frei drehbare Winkel y; und der festgelegte Winkel @i+ in Gum stark von den
entsprechenden Winkeln in 3 abweichen. Diese Abweichungen gleichen sich allerdings tliber
den gesamten Zyklus weitgehend aus, so dass 1 dennoch die beobachtete Konformation mit
einer BII’- und einer Pseudo-BII’-Schleife einnimmt.

Fir das cyclische Pentapeptid-Analogon cyclo(-Gum'-Phe’-Phe’-Phe’-) 2 ergeben sich,
wegen der verringerten Anzahl von Torsionsfreiheitsgraden in Gum, etwas andere

Verhiltnisse. Cyclische Pentapeptide sind trotz ihrer geringeren Ringgrofle meist flexibler als
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cyclische Hexapeptide, und in Losung liegen daher oftmals mehrere Konformationen

%8-91 Ein haufig anzutreffendes Strukturmotiv ist die Kombination einer B-Schleife mit

VOr.
einem y-furn.’* 1% In 2 ist diese Anordnung allerdings nicht ohne Bindungsbruch
realisierbar. Der Einbau von Gum fiihrt zu einer erheblichen Erhéhung der Ringspannung und
damit zu einem stark eingeschriankten Konformationsraum. In der Struktur von 2 in Losung

(Abbildung 3-4) ist eine y-Schleife mit Phe’ in Position i zu erkennen, die jedoch stark

verzerrt ist und deren Wasserstoffbriicke wéhrend der Dynamiksimulation nur zu 12 %
b.[88]

populiert blie

Abbildung 3-4: Stereodarstellung der Struktur von cyclo(-Gum'-Phe’-Phe’-Phe’-) 2 in
DMSO.

3.3 Cyclo(-Gum-Lys-Gum-D-Phe-) 4 als cyclisches Hexapeptid

Wihrend cyclische Peptide mit einem einzelnen Gum-Baustein in unserem Arbeitskreis
umfangreich untersucht worden sind, lagen bis vor kurzem noch keinerlei Daten {iiber
Verbindungen mit mehr als einem dieser Bausteine vor. Im Rahmen ihrer Dissertation
synthetisierte und charakterisierte E. LOCARDI erstmalig die linearen und cyclischen Di-, Tri-,
Tetra- und Hexamere von Gum.!" Das cyclische Trimer cyclo(-Gums-) entspricht beziiglich
seiner Ringgrofe wiederum einem cyclischen Hexapeptid aus o-Aminosduren. Diese
Verbindung konnte zwar eine einzelne B-Schleife ausbilden, jedoch aus Symmetriegriinden

keine Anordnung zweier gegeniiberliegender [B-Schleifen. Allerdings zeigen einfache
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kraftfeldbasierte Minimierungen, dass selbst eine Konformation mit einem einzelnen B-turn
energetisch sehr ungiinstig ist.

Die bisherigen Erkenntnisse iiber cyclische Hexa- und Pentapeptide mit jeweils einem Gum-
Baustein legten es fiir M. STOCKLE in unserem Arbeitskreis nahe, Verbindungen der Art
cyclo(-Gum-XAA-Gum-XAA-) zu synthetisieren. Durch den alternierenden Einsatz von Gum
in einem cyclischen Hexapeptid sollte es moglich sein, zusdtzliche Rigiditdt in die bekannte
Struktur zweier gegeniiberliegender P-Schleifen einzufiihren, falls diese Anordnung in
solchen Verbindungen realisiert werden konnte. Um letzteres zu iiberpriifen, wurde im
Rahmen dieser Arbeit von den 16 synthetisierten Verbindungen exemplarisch die NMR-

Struktur von cyclo(-Gum'-Lys*-Gum’-D-Phe*-) 4 aufgeklirt.

3.3.1 NMR-Strukturdaten

Alle NMR-Experimente wurden von M. STOCKLE durchgefiihrt und ausgewertet. Mittels

Anwendung der Niherung isolierter Spinpaare (ISPA)P‘

Kreuzsignale eines offset-korrigierten ROESY-Spektrums (H,O/D,O 90:10, Mischzeit

wurden die Integrale der

200 ms) in Distanzen ryor umgewandelt. Hieraus wurden Ober- und Untergrenzen der
restraints fiir die Strukturrechnungen gewonnen (1.15 ryog bzw. 0.85 rnog, siehe folgendes
Kapitel). Wegen Mangels an aufgelosten Signalen geminaler Protonen erfolgte die
Kalibrierung auf den Referenzabstand Gum'H>-Gum'H® (2.64 A), der aufgrund der
energetischen Bevorzugung der all-dquatorialen *C;-Sesselkonformation des Zuckerrings als
hinreichend konstant angenommen werden kann. Fiir alle verwendeten Pseudoatome wurde

1031 erhoht.

die Obergrenze um die jeweilig erforderliche Standard-Pseudoatomkorrektur!
Homonukleare *J(HYH®) und *J(H*HP) Kopplungskonstanten wurden aus 'H-NMR-Spektren,
einem DQF-COSY-Spektrum und einem E.COSY-Spektrum entnommen. Heteronukleare
3] (HBC’)-Kopplungskonstanten wurden qualitativ aus den Intensititen eines HMBC-
Spektrums abgelesen. Die diastereotope Zuordnung der B-Protonen von Lys® gelang mittels
der Kopplungen *J(H*HP) und *J(HPC?). Gum®H "5 konnte durch eine ROESY-Korrelation
mit Lys'H" eindeutig zugeordnet werden. Die Temperaturgradienten der Amidprotonen

wurden aus einer Reihe von 'H-NMR-Spektren bei den Temperaturen 293 K, 297 K, 300 K,
305K, 310K, 315 K und 320 K ermittelt.
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3.3.2 Strukturrechnungen

Das ROESY-Spektrum von 4 deutete auf die Existenz einer auf der NMR-Zeitskala
aufgelosten Nebenkonformation hin. Obschon diese nur relativ gering populiert ist (ca. 3 %
bei 293K, 5% bei 320K), schien es ratsam, eine besonders sorgfiltige Suche im
Konformationsraum durchzufiihren. Unter der Verwendung von 18 dem ROESY-Spektrum

entnommenen Abstinden wurde daher mit dem DISGEO-Programmpaket!’"!

, ausgehend von
einer Zufallskonformation Energie-optimierter, kovalenter Bindungsgeometrien, ein erstes
Ensemble von 1000 Strukturen erzeugt. Wegen der geringen Population der Neben-
konformation war es allerdings nicht moglich, deren Signale eindeutig zuzuweisen. Manche
der integrierten Kreuzsignale konnten somit Anteile der Nebenkonformation enthalten. Die
Anwendung relativ strikter restraint-Grenzen konnte in einem solchen Fall das Auffinden von
in der Realitit vorkommenden Konformationen ausschlieBen. Daher wurde von der
Standardprozedur abgewichen und die Ober- und Untergrenzen der restraints erzeugt, indem
eine Toleranz von + 15 %, anstelle von + 10 %, auf die aus dem ROESY-Spektrum ermittel-
ten Distanzen erlaubt wurde. Das Ensemble von DG-Strukturen wurde dann mit dem
Programm NMRCLUST™" in Familien sortiert. Fiir die Superpositionierung wurden dabei
alle Riickgrat-Schweratome inklusive der im Peptidring enthaltenen Schweratome des
Zuckerbausteins verwendet. Trotz der im ROESY-Spektrum beobachteten Nebenkon-
formation wurde fiir alle Strukturen im Ensemble im Wesentlichen die gleiche Riick-
gratfaltung gefunden. Die repriasentative Struktur des hochst populierten clusters diente dann,
nach einer kurzen steepest-descent-Minimierung (300 Schritte) zur Beseitigung von lokalen
Verzerrungen, als Startstruktur fiir die anschlieBende Verfeinerung.

Hierzu wurde zunidchst eine restrained MD-Simulation (rMD) mit dem Programm
DISCOVER 2.9.8.! durchgefiihrt. Dabei kam das explicit image periodischer Randbedingen
im CVFF-Kraftfeld zum FEinsatz. Als restraints wurden ausschlieBlich die Abstands-
beschrinkungen verwendet. Die Startstruktur wurde zundchst in eine kubische Solvenszelle
mit einer Seitenlinge von 46 A gegeben und die Zelle mit 3199 Wassermolekiilen gefiillt. Das
System wurde nun in zwei Stufen, unter Einwirkung der restraints, Energie-minimiert. Zuerst
wurden die Atome der Startstruktur rdumlich fixiert und die Zelle bis zur Konvergenz
minimiert, um die Solvensmolekiile optimal an die Startstruktur zu arrangieren. Dann wurde
auch den Atomen der Startstruktur Beweglichkeit erlaubt und nochmals bis zur Konvergenz
minimiert. Nach langsamem Aufheizen des Systems auf die Messtemperatur von 300 K und
einer Aquilibrierungsphase von 25 ps wurden 150 ps Dynamik berechnet, wobei die Atom-

koordinaten alle 100 fs in einer Trajektorie gespeichert wurden. Die Trajektorie wurde dann
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gemittelt und die resultierende Struktur schonend mit dem steepest-descent-Algorithmus
Energie-minimiert (200 Schritte), um lokale Verzerrungen zu beseitigen, die durch die
Mittelung hervorgerufen wurden.

Um die Stabilitit der verfeinerten Struktur im Kraftfeld zu {berpriifen, wurde eine
Dynamiksimulation ohne Einwirkung von restraints durchgefiihrt (freie MD, fMD). Die
Bedingungen (Kraftfeld, Dimensionen der Zelle) entsprachen dabei denen der rMD. Die
rMD-Struktur wurde in die Solvenszelle gegeben und zunichst nur dem Solvens
Beweglichkeit gestattet. Nach Energie-Minimierung bis zur Konvergenz wurde die Zelle, wie
oben beschrieben, auf 300 K aufgeheizt und dquilibriert. AnschlieBend wurde dem gesamten
System Beweglichkeit gestattet, allen Atomen Zufallsgeschwindigkeiten gemil3 einer
BoLTZMANN-Verteilung bei 300 K zugewiesen und wiederum eine Trajektorie von 150 ps
Dauer aufgezeichnet. Die fMD-Struktur wurde dann, analog der rMD-Struktur, durch
Mittelung und Minimierung gewonnen.

Zur Aufkldarung der Struktur der Nebenkonformation bot das ROESY-Spektrum, wegen
oftmals starker Uberlagerung mit der Hauptkonformation, keine ausreichende Anzahl von

Signalen.
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3.3.3 Ergebnisse und Diskussion

Die Dynamiksimulation von Verbindung 4 zeigt eine gute Ubereinstimmung mit den
experimentellen Daten. Wihrend der rMD-Simulation wurde keiner der 18 Abstands-
restraints nennenswert verletzt (Tabelle im Anhang; die groBte Abweichung, <3>3
gemittelt iiber die Trajektorie, betrug 0.13 A). Abbildung 3-5 zeigt die gemittelte und

Energie-minimierte rMD-Struktur von 4.

Abbildung 3-5: Stereoansicht der gemittelten und 300 Schritte steepest descent minimierten
Struktur von cyclo(-Gum'-Lys*-Gum’-D-Phe’-) 4 in H>0, die sich wéihrend der 150 ps rMD-
Simulation ergab. Sauerstoffatome sind in rot, Stickstoffatome in blau, Kohlenstoffatome in
weif3, und Wasserstoffatome (kleine Kugeln) ebenfalls in weif3 dargestellt. Zur Erstellung der

Graphik wurde das Programm Schakal 99 verwendet."""

Wie die Struktur von 4 in H,O zeigt, bildet sich keine Anordnung zweier gegeniiberliegender
B-Schleifen aus. Entsprechende Wasserstoffbriicken zwischen Lys’CO und D-Phe*HN bzw.
zwischen D-Phe*’CO und Lys’HN fehlen vollkommen. Auch weitere Wasserstoffbriicken
werden nicht ausgebildet. Es bestehen lediglich schwache elektrostatische Wechselwirkungen
zwischen den Ring-Sauerstoffatomen der Gum-Reste und ihnen rdumlich benachbarten
Amidprotonen. Dieser Befund steht im guten Einklang mit den gemessenen Tempe-
raturgradienten der Amidprotonen, die eine gute Solvenszuginglichkeit aller HY nahe legen

(Tabelle 3-1).
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Tabelle 3-1: Temperaturgradienten der Amidprotonen von 4.

Gum'HY Lys’HY Gum’HY ‘ D-Phe?HY

Temperaturgradient | -8.08 £ 0.13 -5.35+0.10 -9.16+0.14 -7.60 +£0.12
[ppb K]

Bei allen durchgefiihrten Dynamiksimulationen verblieb der Riickgratwinkel y von Lys® in

Bereichen, die einen gewissen Anteil an 1,3-Allylspannung[105’ 106]

nahe legen. Ein Zu-
sammenhang mit den verwendeten restraints, die dies eventuell erzwingen wiirden, konnte
allerdings nicht festgestellt werden. Interessanterweise unterscheidet sich der Tem-
peraturgradient von Lys’H" leicht von den Gradienten der anderen Amidprotonen, was auf
leichte Unterschiede zwischen den Umgebungen von Lys’H™ und D-Phe*H" hindeuten
wiirde. Dennoch diirfte die etwas unerwartete Stellung der Amidbindung zwischen Lys® und
Gum® auf Ungenauigkeiten der Kraftfeldrechnungen zuriickzufiihren sein.

Die Superposition der gemittelten und Energie-minimierten rMD- und fMD-Strukturen zeigt,
dass die ermittelte rMD-Struktur von 4, bei einer Dynamiksimulation ohne Einwirkung von
restraints, im CVFF-Kraftfeld hinreichend stabil bleibt. Der RMSD fiir die Super-
positionierung aller Riickgrat-Schweratome, der Amidprotonen sowie der im Peptidring
enthaltenen Schweratome des Zuckerbausteins betrigt 0.46 A.

Wie bereits erwihnt, zeigt der Vergleich zwischen cyclo(-Gum'-Phe’-D-Pro’-Ala*-Phe’-) 1
und cyclo(-Gly-Ala-Ala-Gly-Ala-Ala-) 3, dass die Gum-Winkel y; (frei drehbar) und @;;
(durch die Zuckerkonformation festgelegt) in 1 stark von den entsprechenden Winkeln in 3
abweichen (Kapitel 3.2, Seite 39). Diese Abweichungen lassen sich durch den Vergleich
zwischen einer reguldren -Schleife und einer analogen Schleife mit Gum in den Positionen
i+1 und i+2 veranschaulichen, der die Auswirkungen verdeutlicht, die sich durch den Einbau
von Gum ergeben. Im der reguldren B-Schleife ist die Peptid-Bindung zwischen den
Aminosduren in den Positionen i+1 und i+2 planar, und alle Winkel betragen anndhernd
120 °. Demgegeniiber ist das der Peptidbindung entsprechende Fragment im Gum-Baustein
eine aliphatische Kette mit anndhernd tetraedrischen Winkeln. Insgesamt resultiert daraus eine
merkliche Aufweitung der Wasserstoffbriicken-Distanz CO(i)-HN(i+3) von ca. 1.9 A im
reguliren Peptid auf ca. 2.4 A in der Gum-Schleife. Wihrend die sich daraus ergebenden
Abweichungen in 1 noch hinreichend durch die Aminoséuren in den Positionen i+5 und i+6
ausgeglichen werden kénnen, um eine Anordnung von zwei B-Schleifen zu erreichen, ist dies

fiir 4 offensichtlich nicht mehr moglich. In Verbindung mit den fritheren Ergebnissen liber
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Gum in cyclischen Pentapeptiden muss also festgestellt werden, dass der Einbau auch nur
eines Gum-Bausteins eine sehr hohe, zusidtzliche Ringspannung in cyclische Peptide
einbringt.

An dieser Stelle soll kurz angemerkt werden, dass auf den ersten Blick eine Konformation
von 4 denkbar wire, in der D-Phe die tibliche Position i+1 eines BII’-turns einnimmt. Dies ist
jedoch ausgeschlossen, da anstelle der stabilisierenden Wasserstoffbriicken zwei energetisch
ungiinstige Kontakte zwischen den Carbonyl-Sauerstoffatomen CO(i) und den ent-
sprechenden Gum-Ring-Sauerstoffatomen O(i+3) riicken wiirden.

Die mit der hohen Ringspannung einhergehende Einschrinkung des Konformationsraums
kann durchaus von Vorteil sein. Beispielsweise ist es denkbar, bei einem vorliegenden
Gleichgewicht zwischen zwei Konformeren in einem cyclischen Hexapeptid, durch Einbau
von Gum eines der Konformere energetisch auszuschlieBen. Gepaart mit der erhdhten
Rigiditdt des verbleibenden Konformers konnen auf diese Weise gezielt Informationen iiber

Struktur-Wirkungsbeziehungen biologisch aktiver Verbindungen gewonnen werden.

3.4 Cyclo(-Gum-Lys-Gum-D-Phe-) 4 als Cyclohexan gemaR DuNITz
und WASER

3.4.1 Grundlagen

In realen Molekiilen werden Konformation und Flexibilitdt meist durch eine groBe Anzahl
von Faktoren, wie beispielsweise elektrostatische Wechselwirkungen, VAN DER WAALSsche
Wechselwirkungen, sterische AbstoBung etc., bestimmt. Dennoch bestehen fiir cyclische
Molekiile auch rein geometrische Aspekte bei der Ausbildung von Strukturen.

Bereits 1890 wurde von H. SAcHSE!'®"! die Natur der Konformationen des Cyclohexans
erkannt, und der Kontrast zwischen der Rigiditit der Sesselform und der relativen Flexibilitét
der Wannenform beschrieben. Erst mehr als 70 Jahre spiter allerdings wurden von
LAUWERIER und BOTTOMA die mathematischen Eigenschaften des flexiblen, gleichseitigen,
gleichwinkligen Hexagons untersucht.!'® ') Dabei hat sich der Unterschied beziiglich der
Flexibilitdit der beiden Konformationen bestitigt. Flexibilitit im mathematischen Sinne
bedeutet dabei, dass konformationelle Uberginge erfolgen kénnen, ohne dass Bindungslingen
oder Bindungswinkel deformiert werden miissen. Fiir die Wannenform von Cyclohexan ist
dies der Fall, wobei der Ubergang iiber die twist-Form verlduft. In der Sesselform dagegen
konnen Variationen in der Konformation nur durch energetisch ungiinstige Abweichungen

von der idealen Bindungsgeometrie erkauft werden. In der Realitdt wird jedoch oft der leichte,
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entropische Vorteil der Wannenform durch andere Faktoren iiberwogen. Beispielsweise
kommt es in der Wannenform von Cyclohexan zu ekliptischen Anordnungen und
ungiinstigen, sterischen Wechselwirkungen.

In Unkenntnis der Arbeiten von LAUWERIER und BOTTOMA wiederholten DUNITZ und WASER
etwas spiter die theoretischen Uberlegungen und wendeten sie erstmalig auch auf andere
cyclische Systeme in der Chemie an.*”! Insbesondere neu war der Gedanke, Systeme einer
gegebenen Ringgrofe auf solche geringerer RinggroBe zu reduzieren, wenn ein oder mehrere
Diederwinkel des Systems auf 0 ° (cis) festgelegt sind. So ldsst sich beispielsweise 1,5-

Cyclooctadien auf Cyclohexan ,,reduzieren (Abbildung 3-6).

Abbildung 3-6: Reduktion von 1,5-Cyclooctadien auf Cyclohexan nach DUNITZ und WASER.

Die Kohlenstoffe der C=C-Doppelbindung werden dazu durch ein Pseudoatom X ersetzt, das
sich am Schnittpunkt der verldngerten C-C-Einfachbindungen an der Doppelbindung befindet.
Eine wichtige Anwendungsmoglichkeit solcher Reduktionen besteht in der Qualititskontrolle
errechneter Strukturen. So sollte beispielsweise eine Struktur, die auf ein Cyclohexan
reduziert wurde, einer der moglichen, energetisch glinstigen Konformationen desselben

entsprechen.
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Die Methode wurde schlie8lich in unserer Arbeitsgruppe auf die Peptidbindung in cyclischen

Peptiden iibertragen und auch fiir auf 180 ° (trans) festgelegte Diederwinkel angewendet

(Abbildung 3-7; zur Erklirung des Winkels o siche nichstes Kapitel).!''"!

-~/

Abbildung 3-7: Reduktion von 1,5-Cyclooctadien auf Cyclohexan nach DUNITZ und WASER.

Wihrend cis-Peptidbindungen wie cis-C=C-Doppelbindungen behandelt werden koénnen,
wurden frans-Peptidbindungen durch eine Einfachbindung zwischen den C*-Atomen durch
einfaches Verbinden ersetzt. In diesem Zusammenhang beschrieben H. KESSLER et al.
erstmalig die Idee, das Konzept fiir eine neuartige Methode der Suche nach hochpotenten

Wirkstoffen, ndmlich dem so genannten ,,rdumlichen screening®, einzusetzen.!'’!

3.4.2 Ausweitung auf cyclo(-Gum-Lys-Gum-D-Phe-) 4

Beim Verbinden der C*-Atome fillt auf, dass die Richtungsvektoren der Verbindungslinie
und derjenigen der C-C-Einfachbindungen in eine etwas verschiedene Richtung deuten
(Winkeldifferenz oo in Abbildung 3-7). Wird das Verfahren beispielsweise auf cyclische
Hexapeptide angewendet, so ergeben sich, unter der Voraussetzung einer korrekten Struktur

des Peptids, durchaus die erwarteten Konformationen des Cyclohexans. Obschon die

Winkeldifferenzen recht gering sind (£LC,CYC% =20.5°, ZC*C% N,,,=15°), konnten sie
allerdings eine zusidtzliche Erkldrungsmoglichkeit fiir die oftmals beobachteten, leichten
Verzerrungen liefern (neben naturbedingten Abweichungen von der ,,idealen* Geometrie der
jeweiligen Schleifentypen).

Als Analogon eines cyclischen Hexapeptids lésst sich auch Verbindung 4 auf ein Cyclohexan
reduzieren. Voraussetzung dazu ist allerdings eine grofle Rigiditdt des Zuckerrings, die jedoch
durch die fiinf sterisch anspruchsvollen Substituenten hinreichend gewihrleistet ist. Durch

Verlidngerung der Achsen C-C' und C°-C° im Gum-Rest konnte analog der Methode von

DUNITZ und WASER ebenfalls ein Pseudoatom definiert werden, das sich im Schnittpunkt der
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Verlidngerungen befindet. Dieses wiirde dem C® in Position i+1 des Gum entsprechen

(Abbildung 3-8).

Abbildung 3-8: Pseudoatom im Gum-Baustein.

Wegen der nicht perfekt tetraedrischen Umgebung der Atome C' und C° wiirden sich
allerdings die Verbindungslinien nicht schneiden. Es miisste also der Punkt berechnet werden,
der geometrisch den geringsten Abstand zu beiden Verlangerungslinien besitzt. Viel wichtiger
ist jedoch, dass die sechs Ecken der reduzierten Darstellung, im Gegensatz zu denen

gewohnlicher Hexapeptide, keineswegs dquidistant zu ihren jeweiligen Nachbarn wéren:

HoN

Abbildung 3-9: Fiir die Reduktion nach DUNITZ und WASER benotigte Atome in 4.
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Es ist offensichtlich, dass beim Verbinden der Ecken in einem solchen Fall erheblich
deformierte Strukturen entstehen wiirden. Um die Problematik der Bestimmung der
Positionen fiir die Pseudoatome und die der anschlieBend nétigen Entzerrung zu umgehen,
wurde daher in dieser Arbeit ein anderer Weg gewihlt, der gleichzeitig die kleinen
Ungenauigkeiten der Verbindungsmethode weiter vermindert.

Durch Parallelverschiebung der Bindung N(i+1)-C%(i+1) auf die Bindung C%()-C’(i) und
Wiederholung des Verfahrens fiir die néichste Bindung N(i+2)-C%(i+2) entsteht ein Fragment

von vier Atomen, in dem alle Richtungsvektoren erhalten sind (Abbildung 3-10).

Abbildung 3-10: Verfahren der Parallelverschiebung zur Gewinnung der Diederwinkel in 4.

Da genau genommen die Bindungen N(i+1)-C*(i+1) und C%()-C’(i) jedoch nicht exakt
parallel zueinander sind, bietet es sich als gute Ndherung an, zundchst jeweils neue
Koordinaten fiir C*(i+1) zu berechnen, indem N(i+1) auf C%() verschoben wird, und die
Koordinaten von C’(i) zu verwerfen. Die neuen Koordinaten von C%(i+1) kdnnen durch

Vektoraddition erhalten werden:
(% 2,2) o = (6,95 2) ey = (625 2) ey + (6,3, 2) e [3-1].

Genauso kann dann das nichste Bindungsfragment verschoben werden. Nach Verschieben
von zwei Fragmenten kann anschlieBend der Diederwinkel wie iiblich liber den Winkel

zwischen zwei Ebenen bestimmt werden. Auf entsprechende Weise konnen auch die
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erforderlichen Diederwinkel fiir den Gum-Baustein gewonnen werden. Ein moglicher Weg ist
es beispielsweise, das Fragment N(i+2)-C%(i+2) (das zur nichsten Aminosdure nach Gum
gehort), an das Gum-Fragment C°-C° zu schieben.

Aus den berechneten Diederwinkeln kann anschlieBend auf schnelle Weise eine Struktur
erzeugt werden, indem die Winkel als restraints (mit hoher Kraftkonstante) wéahrend einer
Minimierung des entsprechenden Cycloalkans eingesetzt werden.

Bestimmt man auf diese Art die reduzierte Struktur von 4, so ergibt sich eine nahezu ideale

twisted-boat-Anordnung (Abbildung 3-11):

Gum’C Gum'C
4Co

Lys’c® D-Phe

Gum3X Gum1X

Abbildung 3-11: Durch Parallelverschiebung gewonnene, reduzierte Darstellung der rMD-

Struktur von 4.

Tabelle 3-2 zeigt den Vergleich der entsprechenden Diederwinkel o; mit denen einer im

CVFF-Kraftfeld minimierten, idealen twisted-boat-Konformation von Cyclohexan:

Tabelle 3-2: Vergleich der berechneten Diederwinkel in 4 mit den Idealwinkeln in der
twisted-boat-Konformation von Cyclohexan (beginnend bei Gum'C-Gum'X-D-Phe’C*
Gum’C).

(03] (05 03 (oM Ols Olg
Ideal: 27.0 27.0 -54.8 27.0 27.0 -54.8
Berechnet: | 17.7 43.9 -64.6 41.9 13.1 -53.1

Wie eingangs erwihnt, standen keine ausreichenden Daten zur Verfiigung, um die gering
populierte Nebenkonformation von 4 aufzukldren. Denkbar wire beispielsweise eine
Konformation mit cis-konfigurierten Peptidbindungen zwischen Lys’CO-Gum’H" und D-
Phe*CO-Gum'HY. Obschon dafiir im CVFF-Kraftfeld (bei implizitem Solvens) stabile

Minima existieren, liegen diese energetisch jedoch ca. 10 kcal mol™ héher als die gefundene
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Konformation. Abgesehen davon waren entsprechende HC(i+1)-H°‘(i)-Kreuzsignale im
ROESY-Spektrum von 4 abwesend. Ob die Nebenkonformation von 4 cis-Peptidbindungen
enthdlt, oder ob sie doch die denkbare Sesselkonfiguration der all-trans-Konformation ist,

bleibt daher ins Reich der Spekulationen verbannt.
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4 B-Peptide: Strukturbestimmung einer 12/10/12-
Helix in LOsung

4.1 Einleitung

Eines der wichtigsten Ziele der Wirkstoffforschung ist die Verbesserung der phar-
makologischen Eigenschaften biologisch aktiver Peptide. Aus natiirlichen Aminoséuren
aufgebaut, haben diese bekanntermalBlen eine Reihe von Nachteilen. Beispielsweise besitzen
sie geringe Stabilitit gegeniiber Proteasen, und aufgrund ihrer polaren Natur konnen sie nur
schwierig Membranen oder die Blut-Hirn-Schranke iiberwinden. Uberdies ist die Aktivitit
und Selektivitit kleinerer, linearer Peptide wegen ihrer Flexibilitdt meist nur gering. Daher
werden nach wie vor energische Anstrengungen unternommen, durch Verdnderung des
Riickgrats und der Seitenketten gezielt auf die Eigenschaften der Peptide einzuwirken.

Neben dem Einbau von Zuckeraminosiduren (Kapitel 3) bietet sich das Ersetzen natiirlicher
Aminosduren durch B-Aminosduren als interessante Variante zur Strukturmodifikation an.
Wihrend aus o-Aminosduren aufgebaute Peptide mittlerweile recht griindlich untersucht
worden sind, bieten Peptide, die [-Aminosduren enthalten, immer noch jede Menge
unerforschtes Neuland, das es zu erkunden gilt.!''"- '

Das in dieser Arbeit berechnete Fmoc-[f-SAA-B-hGly];-OH (5) ist ein Hybrid aus einem
Zuckeraminoséduren-Peptid und einem B-Peptid. Fiir dhnliche Verbindungen konnte gezeigt
werden, dass sie eine inhibierende Wirkung auf die Zelladhdsion Vitronektin-bindender
Zellen und auf die Invasion von Tumorzellen besitzen.'"”! Auf den ersten Blick mag es
erstaunlich sein, dass Verbindung 5, enthélt sie doch das hoch flexible B-hGly (Synonym: 3-
Ala, H,N-CH,-CH,-COOH), eine geordnete Struktur einnehmen sollte. Dennoch zeigte sich,
dass dies der Fall ist. In erfreulicher Weise stellte sich spéter heraus, dass sich die ermittelte
Struktur mit quantenmechanischen Berechnungen deckt, die vormalig von R. GUNTHER
durchgefiihrt worden waren (der kurzfristig in unserem Arbeitskreis verweilte).

Nach einem kurzen Abschnitt iiber Grundlegendes zu [-Aminosduren und aus ihnen
aufgebauten Peptiden soll daher zunidchst auf diese theoretischen Untersuchungen

eingegangen werden, und erst danach die berechnete Verbindung beschrieben werden.
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4.2 Grundlagen

4.2.1 B-Aminoséauren und aus ihnen aufgebaute Peptide

Wihrend oi-Aminosduren nur zwei weitgehend frei rotierbare Riickgrat-Torsionswinkel ¢ und

V¥ besitzen, ist in B-Aminoséuren ein weiterer Winkel 6 variabel (Abbildung 4-1):

a) R H b)

\/ N/
¢ a Y o
| REVARE

o)

Abbildung 4-1: Variable Peptidriickgrat-Diederwinkel in o-Aminosduren (a) und in [-

Aminosduren (b).

Die durch den Winkel 0 zusdtzlich eingefiihrte Flexibilitidt sollte eigentlich definierte
Strukturen in B-Peptiden verhindern. Andererseits kann jedoch der Konformationsraum durch
die Seitenketten R und R’ so weit eingeengt sein, dass es dennoch zur Ausbildung von
Strukturmotiven kommt, die denen natiirlicher Peptide und Proteine manchmal sehr dhnlich
sind.

Wihrend bereits 1965 die ersten Anstrengungen unternommen wurden, Verbindungen mit

114]

geordneten Strukturen zu erzeugen,[ konnten erst etwa 20 Jahre spiter mittels

Rontgenspektroskopie die ersten Beweise fiir starre Konformationen in B-Peptiden erbracht

115,116

werden.! I Seither wurden neben einigen B-Faltblatt-artigen Strukturen verschiedene

links- und rechtsgingige Helices, wie beispielsweise die 3;-, 41-, 5-, 7»- und 13,—Helices,
postuliert und teilweise durch Rontgenspektroskopie oder mittels NMR bestitigt.['!!- 1171271

Um die betreffenden Helices in [B-Peptiden zu Kklassifizieren, stehen mehrere Nomen-
klatursysteme zur Verfligung. Eine Mdglichkeit ist es, von der Nummer des Rests aus-

zugehen, der dieselbe rdumliche Position entlang der Helixachse hat wie der erste Rest.
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Mit einem Index versehen, der die Anzahl der Windungen dazwischen angibt, kann eine Helix
vollstindig beschrieben werden.! In B-Peptid-Helices, wie der 44-, 5,-, oder der 134-Helix,
liegen jeweils verschiedene Reihenfolgen von Wasserstoffbriicken vor. Eine andere Weise der
Beschreibung geht daher von der Anzahl der Aminosdurereste in einem Wasserstoffbriicken-
gebundenen Ring C; aus und indiziert diese mit der Anzahl der im Ring enthaltenen Atome i.
Beispielsweise besitzen die 4;-, 5,-, und 134-Helices jeweils 18-, 12-, und 14-gliedrige
Wasserstoftbriicken-Ringe (Cjs, C;2, Cr4). In der alternativen Nomenklatur werden sie
demnach als 43-, 2.512-, und 3.25,4-Helices bezeichnet. Gebrochene ,,Hauptzahlen* kénnen

dabei durchaus entstehen (Abbildung 4-2).

gebrochen: 1.5

O O O

HZN/\/ on

N
H
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Abbildung 4-2: Zustandekommen von gebrochenen Indices bei Benennung von Helices nach

der Anzahl der Aminosdurereste in einem Wasserstoffbriicken-gebundenen Ring.

Ein grundlegender Unterschied zwischen Helices in o-Peptiden und denen in B-Peptiden
besteht in der Ausrichtung des Dipolmoments. In allen Helixtypen in o-Peptiden, die bisher
gefunden wurden, sind die Wasserstoftbriicken in ,,riickwértiger Weise, vom C- zum N-
Terminus ausgebildet,” d. h. zwischen NH(i) und CO(i-n). Beispielsweise liegen in o-Helices
Wasserstoffbriicken zwischen den CO-Gruppen in Position i-4 und den NH-Gruppen in
Position i vor, es existiert also eine 5 — 1 - Interaktion!'*®!. In den meisten Helixtypen in B-

Peptiden dagegen sind die Wasserstoffbriicken ,,nach vorne* ausgebildet, also zwischen NH(7)

D Dabei muss beachtet werden, dass eine solche Beschreibung immer idealisiert ist. In der Realitit sind Helices
keine starren Gebilde, weswegen ein Rest entlang der Helixachse nicht ,,exakt® {iber einem anderen liegen kann.
Weiterhin bedingt die Methodik der Bestimmung von Strukturen immer eine gewisse Unsicherheit beziiglich der
Atompositionen. Die observierten bzw. berechneten Zahlenwerte werden daher immer gerundet.

@ Eine Ausnahme ist das Gramicidin A, bei dem sich allerdings die helicale Struktur eher als Tertirstrukur aus
einer gewdlbt P-Faltblatt-artigen Sekunddrstruktur ergibt. Nach der im folgenden Text verwendeten
Nomenklatur wire es als 20/22/20-helical zu beschreiben.
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und CO(i+n). Allerdings existieren auch Helices mit entgegengesetzter Orientierung. Zum
Beispiel bestehen in der oben angefiihrten 5,-Helix Wasserstoftbriicken zwischen NH(7) und
CO(i-3) (4 — 1 - Interaktion). Die riickwirtige Orientierung wurde immer dann beobachtet,
wenn C* und C in einem Cyclopentanring gebunden sind.!''® 2% 126]

Von SEEBACH et al. wurde auch eine ,heterogene* 12/10/12-Helix beobachtet (s. u.), in der
Wasserstoffbriicken-Ringe unterschiedlicher Grofe bei alternierender Ausrichtung der
Wasserstoffbriicken vorliegen.'*"! In solchen Fillen kann das durch die Wasserstoffbriicken
erzeugte Gesamt-Dipolmoment der Helix nahezu Null werden. Derartige Helices sollen im
Folgenden gemiB ihrer RinggroBen benannt werden. Eine Helix beispielsweise, in der der
erste Ring die Grofle C;, besitzt, und in der alternierend C;o- und C;,-Ringe auftreten, wird

also als 12/10/12-Helix bezeichnet. Abbildung 4-3 zeigt abschlieBend die mdglichen

Wasserstoftbriickenbindungen in B-Peptiden.

Cqg (14)
C14(1=3)
C10(1=2)
Ce (171)

‘fyy:/\1)7\:\/\2)7\:x/\3)1:\/\4)7\: 5 O:
!|L :|L :|L Zl :|L H

Cg (3—>1)
Cqo (4>1)
Ci6(5>1)

Abbildung 4-3: Méglichkeiten der Wasserstoffbriickenbindung in [-Peptiden.

4.2.2 Quantenmechanische Vorhersage: Heterogene Helixtypen

In einer umfangreichen, theoretischen Studie untersuchte die Gruppe von HOFMANN et al. die

[129

grundlegenden Struktureigenschaften von B-Aminosduren und deren Peptiden.'* Hierzu

berechneten sie eine Reihe kleinerer Molekiile meist mit quantenmechanischen Methoden.
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Diese Untersuchungen' sollen im Folgenden kurz beschrieben werden, da sie die Richtigkeit
der in dieser Arbeit ermittelten Struktur von Fmoc-[f-SAA-B-hGly];-OH 5 nahe legen und
hilfreich beim Ausschluss weiterer moglicher Konformationen waren.

Ausgangspunkt der Studie waren zunéchst drei N- und C-terminal geschiitzte 3-Aminoséuren-
Monomere, die jeweils unsubstituiert (U), an C” substituiert (A), bzw. an CP-substituiert (B)
sind (Abbildung 4-4).

(0] [e] [e] (0] (0] (0]
A

U B

Abbildung 4-4: Modellpeptide der Untersuchungen von HOFMANN et al.

Dabei wurden nur (S)-konfigurierte Substituenten eingesetzt, da sich die Ergebnisse der
Rechnungen durch Symmetrie auf die jeweiligen Enantiomere {libertragen lassen. Fiir jede der
Verbindungen U, A und B wurden Startstrukturen erzeugt, indem die Winkel 0 jeweils in
einem Raster von 60 ° variiert und fiir jedes 6 Permutationen mit ausgesuchten, wahr-
scheinlichen Kombinationen von ¢ und y durchgefiihrt wurden (ebenfalls in einem Raster
von 60 °). Weitere Startstrukturen wurden molekiilmechanisch durch eine Rastersuche nach
Strukturen niedriger Energie im CHARMM-Kraftfeld®” erzeugt, wobei 6, ¢ und v in
Schritten von 30 © variiert wurden. Jede der Startstrukturen wurde dann mit dem Basissatz
HF/3-21G der ab initio MO-Theorie berechnet. Die sich daraus ergebenden Strukturen
wurden anschlieBend mit dem Basissatz HF/6-31G* optimiert, wobei auch Solvenseffekte
berticksichtigt wurden. Dabei hat sich herausgestellt, dass in allen drei Monomeren diejenigen
Strukturen am stabilsten waren, in denen Wasserstoffbriicken-gebundene Ringe vorlagen. Das
Energieminimum war jeweils ein Cs-Konformer (also 6 Atome im Ring), gefolgt von einer

Reihe anderer Cs- und einiger weniger Cg-Strukturen.

) Eine #hnliche Arbeit wurde von WU und WANG publiziert,*” die zu den gleichen bzw. dhnlichen
Ergebnissen iiber grundlegende Strukturaspekte in -Peptiden gefiihrt hatte. Mittlerweile wurden eingehendere
Untersuchungen iiber den Einfluss der Chiralitit an C® und CP durchgefithrt.*" 32 Eine neuere

Zusammenfassung iiber heterogene Helices in - als auch in o, y- und 8-Peptiden geben HOFMANN et al. in
Referenz [133].
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Daneben wurden auch Konformationen beobachtet, in denen die Winkelkombination zwar die
Ausbildung von Wasserstoffbriicken-gebundenen Ringen H; in einer Helix zulassen wiirde,
letztere aber im Monomer nicht formiert werden kann (periodisch in Helices eingebundene
Ringe C; werden im Folgenden mit H; bezeichnet). Weiterhin hatte sich gezeigt, dass die
Substitution an CP offenbar einen groBBeren Einfluss auf die Struktur hat als eine Substitution
an C*.

Die Untersuchung oligomerer Einheiten der Modellpeptide U, A und B zeigte eine deutliche
Abhingigkeit vom umgebenden Medium, die in dhnlicher Weise auch fiir Peptide beobachtet
wird, die aus o-Aminosduren aufgebaut sind. Das tatsdchliche Vorkommen von kleinen C-
und Cs-Fragmenten der Monomere in Ldsung (nicht jedoch im Kristall) ist allerdings
fraglich.'>* ** Dahingegen decken sich viele der Resultate von Berechnungen, die mit den
Oligomeren durchgefiihrt wurden, mit experimentellen Beobachtungen. Ein gutes Beispiel
dafiir ist die periodische H;,-Helix, die ausschlieflich aus C;,-Ringen aufgebaut ist. Diese
Helix erwies sich bei den Berechnungen der Tri- und Tetramere von B in Losung als duflerst
stabil. Sie besitzt die riickwértige Interaktion (4 — 1) und ist identisch mit der bereits
erwihnten 5;-Helix, die in wéssriger (d. h. polarer) Losung immer dann beobachtet wird,
wenn C* und C? in einen Cyclopentanring eingebunden sind.!''®'** 1! Fiir die Tri- und
Tetrameren von B ergab sich weiterhin, dass auch H;,-Helices, welche unter weitgehender
Konservierung der Riickgratwinkel aus C;,-Ringen aufgebaut sind, in wéssriger Losung
ebenfalls sehr stabil sein sollten. Die treibende Kraft zur Ausbildung von Sekundarstruktur in
den Oligomeren scheint nicht nur das umgebende Solvens, sondern auch die Optimierung der
Ringgrofle zu sein. Insgesamt ergab sich fiir die jeweiligen Oligomere eine grofle Anzahl
moglicher Strukturen, die alle durch meist recht kleine Energiedifferenzen voneinander
getrennt waren.

Wie bereits erwdhnt, wurde bisher auch eine heterogene Helix beobachtet, die alternierend
aus Wasserstoffbriicken-gebundenen Ringen unterschiedlicher GroBe aufgebaut ist."*' Fiir
die gemischten Trimere Ac-ABA-NHMe und Ac-BAB-NHMe untersuchten HOFMANN et al.
daher auch die Stabilitéit solcher inhomogener Helices und verglichen sie mit den jeweiligen
homogenen Helixtypen. Fiir das Trimer Ac-ABA-NHMe ergab sich dabei eine deutliche
Priaferenz fiir die Anordnung C,¢/C;,, also den Beginn einer 10/12/10-Helix, unabhingig
davon, ob Solvenseinfliisse mitberiicksichtigt wurden. Bereits wesentlich ungiinstiger war die

Anordnung C;,/Cjy, deren Energie etwa 18 kJ mol! hoher lag.
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Diese Energiedifferenz wuchs auf 46 kJ mol” an, wenn Wasser als Solvens mitberiicksichtigt
wurde (implizit durch Einsatz des self-consistent isodensity polarizable continuum model
SCI-PCM,"**! mit Dielektrizititskonstante € = 78.4). Das Trimer Ac-BAB-NHMe zeigte eine
groflere Vielfalt an energetisch giinstigen Strukturen. Am stabilsten erwies sich die
Anordnung C;,/Cjy, die ohne Beriicksichtigung von Solvenseinfliissen merklich stabiler als
andere Strukturen war (Energiedifferenz groBer als 30 kJ mol™). Bei Berechnung mit Einfluss
von Wasser als implizitem Losungsmittel lagen die Strukturen C;; um 4.5 kJ mol™, C;5/C);
um 11.1 kJ mol™ und Cio/Croum21.8kJ mol ! iiber der Energie von C;,/Cyy.

Die Ergebnisse der Untersuchungen von HOFMANN et al. wurden in dieser Arbeit
herangezogen, um nach Nebenkonformationen der ermittelten Struktur von Fmoc-[f-SAA-B3-

hGly];-OH (5) zu suchen.

4.3 Erstellung einer Solvenszelle fur deuteriertes Acetonitril

Da Verbindung 5 (Abbildung 4-5, siehe weiter unten auf Seite 61) in gingigen
Losungsmitteln schlecht loslich war, wurden die NMR-Experimente in Acetonitril-d;
durchgefiihrt. Fiir dieses Solvens (auch undeuteriert) bietet jedoch das zur Berechnung
verwendete DISCOVER-Programmpaket keine Zelle an. In der software-Bibliothek unseres
Arbeitskreises stand zwar eine C'H;CN-Zelle zur Verfiigung, die allerdings nur in der united-
atom-Darstellung vorlag und zudem undokumentiert war. Daher wurde im Rahmen dieser
Arbeit eine explizite all-atom-Solvenszelle fir CD;CN aufgebaut. Das dabei angewendete
Verfahren soll im Folgenden sowohl allgemein als auch im Hinblick auf CD3;CN beschrieben
werden.

Zunichst muss der Platzbedarf eines einzelnen Losungsmittelmolekiils berechnet werden, um
eine Einheitszelle fiir ein einzelnes Molekiil zu erstellen. Fiir CD;CN war dies leicht méglich,
da die Rotation um die H3C-CN-Achse keine tatsiachliche konformationelle Anderung
bewirkt. Die einzelnen Abmessungen in den Dimensionen X, y und z hingen somit allein von
der Orientierung im kartesischen Koordinatensystem ab. Das in dieser Arbeit verwendete
136]

Programm Insight IT!
Routine bereit. Fiir CD;CN ergaben sich die Abmessungen 1.71 A - 1.95 A - 3.06 A. Der sich

stellt allerdings zur Abmessung der Dimensionen eine automatische

daraus ergebende Platzbedarf des Energie-minimierten Molekiils Visoseiismin. (10.20 A fir
CD;CN) ist jedoch geringer als derjenige eines reellen Molekiils bei der Mefitemperatur,

VMolekiiireei- Dieser kann {iber die Dichte p und die molare Masse M, ermittelt werden.
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Fiir CD;CN ergab sich:

M .
Viorehiit reetl = ——— = 44.07 —em” =871-10" em™ =87.11A° [4-1].
' p N, 0.84-6.023-10

Werden die Abmessungen des Energie-minimierten Molekiils mit dem Skalierungsfaktor
(Vtotekiit reetr ! VMolekiil,min)l/3 multipliziert, ergeben sich die tatsdchlichen Abmessungen der
Einheitszelle. Fiir CD3;CN errechneten sich diese, mit dem Faktor von (87.11/ 10.20)1/3, zu
3.50A-3.99 A -6.25A. An dieser Stelle wurde in dieser Arbeit eine moglichst kubische
Solvenszelle von etwa 30 A Kantenlinge angestrebt'. Durch jeweiliges Teilen der
Kantenldnge der Solvenszelle durch die AusmaBe der Einheitszelle in den einzelnen

Dimensionen und Runden ergab sich als beste Losung fiir das Arrangement von

Einheitszellen:

9-6.25A = 31.46A

8-3.99A = 31.88A [4-2a-c].
5-3.50A = 3127A

AnschlieBendes Anordnen der Einheitszellen in den Quader der Abmessungen
31.46 A - 31.88 A - 31.27 A fiihrt zu einer Solvenszelle, die nun #quilibriert werden muss.
Dies geschieht durch eine Dynamiksimulation bei hoher Temperatur, gefolgt von einer
Abkiihlphase auf die Solltemperatur, also im Allgemeinen auf die Messtemperatur. Dabei
kann der Aquilibrierungszustand iiberwacht werden, indem das Gesamtdipolmoment der Zelle
beobachtet wird. Eine perfekt dquilibrierte Zelle sollte theoretisch ein Gesamtdipolmoment
von fast Null besitzen, was jedoch nur fiir unendlich groBe Zellen erreicht werden kann. Fiir
Zellen wie der hier beschriebenen sind Werte bis etwa 10 D (Debye, 1 D = 3.33 - 10°° C m)
akzeptabel, fiir stark polare Losungsmittel auch Werte bis 20 D. Als Vergleich sei hier das
Dipolmoment eines einzelnen CH;CN-Molekiils von 3.92 D angefiihrt.!"*”]

Vor der eigentlichen Aquilibrierung wurde zunichst eine kurze Energieminimierung

durchgefiihrt, um Storstellen zu entfernen (3000 Schritte steepest descent, dann 10000

Schritte conjugate gradients, Abbruchkriterium: (9E/dr,). < 0.2kcal A™). Den Atomen wur-

1

den dann zufillig Geschwindigkeiten gemél der BOLTZMANN-Verteilung bei 900 K

) Das zu berechnende Molekiil erwies sich zwar recht bald als niherungsweise quaderformig. Soll jedoch eine
generisch anwendbare Solvenszelle erstellt werden, so ist im Allgemeinen eine moglichst kugel- bzw.
wirfelformige Geometrie wiinschenswert.
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zugewiesen, und bei dieser Temperatur 150 ps Dynamiksimulation durchgefiihrt. Dabei sank
das Gesamtdipolmoment der Zelle von 285.01 D auf 3.74 D. Die Temperatur wurde danach
wihrend 45 ps Simulationszeit exponentiell auf 298 K gesenkt. Dabei stieg das Dipolmoment
leicht auf 4.98 D an, da bei tieferen Temperaturen ein hoherer Ordnungszustand vorliegt. Um
abschlieBend etwaige Storstellen zu entfernen, wurden weitere 100 Schritte conjugate-
gradients-Minimierung angeschlossen. Das Gesamtdipolmoment der fertigen Solvenszelle

betrug 7.75 D.

4.4 Strukturbestimmung von Fmoc-[f-SAA-B-hGly];-OH

Das in dieser Arbeit berechnete Fmoc-[f-SAA-B-hGly];-OH (5) ist ein Trimer eines

Bausteins, der peptidisch aus einer furanoiden B-Zuckeraminosiure und B-Homoglycin

zusammengesetzt ist (Abbildung 4-5). Sowohl der Baustein als auch 5§ wurden von S. GRUNER
[138]

im Rahmen ihrer Doktorarbeit dargestellt.

&T

O
O

4

Fmoc

Abbildung 4-5: Strukturformel von Fmoc-[f-SAA-B-hGly];-OH (5) mit den fiir f-SAA

verwendeten Bezeichnungen der Protonen.
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Wegen der zwei konsekutiven Methylengruppen in B-hGly und der sich daraus ergebenden
Flexibilitdit wurde zuerst erwartet, dass Verbindung 5 keine geordnete Struktur einnehmen
wiirde. Auch hatten Beobachtungen von SEEBACH et al. gezeigt, dass schon der Einbau eines
einzigen B-hGly-Rests die Ausbildung von 3;-Helices in B-Hexapeptiden storen kann.!'' Es

zeigte sich jedoch bald, dass 5 nicht vollkommen flexibel sein konnte.

4.4.1 CD-spektroskopische Untersuchungen

Einen ersten Hinweis auf die Ausbildung einer definierten Struktur in Verbindung S lieferten
von S. GRUNER durchgefithrte CD-spektroskopische Untersuchungen.'*® Aus dem CD-
Spektrum einer Verbindung kann nicht nur in o-Peptiden, sondern auch in - und y-Peptiden
auf das Vorkommen bestimmter Sekundirstrukturelemente geschlossen werden. !’ 126-127- 13%-
] 'Um einen direkten Vergleich von Oligomeren mit einzelnen Bausteinen zu ermdglichen,
wurden die gemessenen molaren Elliptizititen © durch die Anzahl der Reste geteilt.

Das CD-Spektrum von Verbindung 5 bei 20 °C besitzt ein tiefes Minimum bei 188 nm, einen
Nulldurchgang bei 193 nm und ein ausgeprigtes Maximum bei 203 nm. Der Vergleich mit
dem CD-Spektrum von Fmoc-f-SAA-OH (Abbildung 4-6a) zeigt, dass die beobachtete
residuale molare Elliptizitit ® nicht von Chromophoren innerhalb der Zuckeraminosiure

stammt, sondern kooperativ durch die Orientierung der Amid-Chromophore im Peptid-

Riickgrat zustande kommt.
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Abbildung 4-6: a) CD-Spektren von Fmoc-[f-SAA--hGly];-OH 5 (20 °C, 0.125 mM) und von
Fmoc-f-SAA-OH (20 °C, 0.5 mM) in CH3;CN. b) CD-Spektrum von 5 (0.125 mM) in CH;CN
bei 20, 50 und 75 °C. ¢) CD-Spektren von 5 (20 °C, 0.125 mM bis 1 mM) in CH3;CN und in
CH;CN/H,0 (1:1). Das Spektrum verdndert sich bei Temperaturdnderung wie in b) gezeigt,
bleibt aber konzentrationsunabhdngig. d) CD-Spektren von 5 (20 °C, 0.125 mM, in CH3;CN)
und seinem cyclischen Analogon cyclo(-f~-SAA-B-hGly-); bei gleichen Bedingungen.

Die Temperaturabhidngigkeit des CD-Spektrums von 5 legt ebenfalls eine charakteristische
Sekundérstruktur nahe. Fiir eine flexible Verbindung ohne strukturelle Praferenzen sollte das
Spektrum unabhingig von der Temperatur sein. Mit zunehmender Temperatur nimmt jedoch
die Intensitdt der Extrema in der CD-Kurve von 5 ab (Abbildung 4-6b). Interessanterweise
fithrt der Wechsel vom recht unpolaren Acetonitril zum stirker polaren Losungsmittelgemisch
CH;CN/H,O (1:1) ebenfalls zu einem Riickgang in der Intensitit der Extremstellen des
Spektrums (Abbildung 4-6¢). Dieser Befund schien darauf hinzudeuten, dass die von 5
angenommene Sekundirstruktur von unpolaren Losungsmitteln stabilisiert wird, in polaren
Losungsmitteln jedoch energetisch unglinstiger ist. Da die Kurven in CH3CN bzw. im
Solvensgemisch bei Temperaturen zwischen 20 und 75 °C unabhingig von der Konzentration

bleiben (zwischen 0.125 und 1 mM), kann davon ausgegangen werden, dass es zu keiner
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Aggregation von 5 kommt. Einen letzten Hinweis auf eine stabile Sekundérstruktur lieferte
der Vergleich mit dem CD-Spektrum des entschiitzten und zyklisierten S (Abbildung 4-6d).
Unabhédngig von der Wellenldnge des eingestrahlten Lichts ist die residuale, molare
Elliptizitdt von cyclo(-f-SAA-B-hGly-); anndhernd Null. Dies weist darauf hin, dass die
Zyklisierung eine im groflen Malstab erfolgende Umorientierung der Amid-Chromophore
bewirkt.

Das CD-Spektrum von 5 wurde bisher bei keinem anderen B-Peptid beobachtet. Allerdings ist
bisher nicht bekannt, wie sich das Substitutionsmuster und chirale Zentren im Peptidriickgrat
auf die molare Elliptizitit ©® auswirken. Wahrend die CD-spektroskopischen Untersuchungen
also einen eindeutigen Hinweis auf eine stabile helicale Sekundirstruktur in 5 lieferten,
konnte an dieser Stelle keine der bekannten Strukturen von [-Peptiden postuliert oder

ausgeschlossen werden.

4.4.2 NMR-Strukturdaten
Die Aufnahme und Auswertung von TOCSY-, COSY-, HMQC-, HMBC- und NOESY-

Spektren flihrte S. GRUNER im Rahmen ihrer Doktorarbeit durch. Das Auswerten des in dieser
Arbeit fiir die Berechnung von Strukturen verwendeten NOESY-Spektrums wurde von V.
TRUFFAULT vorgenommen.

Insgesamt wurden zundchst vier NOESY-Spektren mit Mischzeiten von 100, 200, 400 und
600 ms in CD3;CN bei 300 K gemessen. Die Spektren bei 100 und 200 ms Mischzeit boten
allerdings keine ausreichend intensiven Kreuzsignale zur Strukturbestimmung. Im Spektrum
mit 400 ms Mischzeit befand sich die Aufbaurate der meisten NOEs noch im linearen
Bereich. Dieses Spektrum wurde daher zur Berechnung der Struktur verwendet. Wéahrend der
Verfeinerung wurden einige der 76 integrierten Kreuzsignale bei eindeutigen Féllen von
Spindiffusion manuell ausgeglichen. Die Integrale wurden unter Anwendung der isolierten
Zweispin-Néherung (ISPA)P® gemidB Gleichung 2-24 in Distanzen umgerechnet. Als
Referenz dienten die Kreuzsignale B-hGly’H*P°R-B-hGly’H*P™° und B-hGly*H* P R-B-
hGly*H* ™3, die miteinander iiberlagert, ansonsten jedoch separiert waren. Das Gesamt-
Integral wurde daher durch 2 geteilt und dem Referenzabstand von 1.78 A zugeordnet. Durch
Versehen mit einer Toleranz von + 10 % wurden aus den Distanzen Ober- und Untergrenzen
als restraints fir die Strukturrechnungen gewonnen. Das NOESY-Spektrum ermoéglichte die
stereospezifische Zuordnung aller prochiralen Methylgruppen der f-SAA-Reste. Weiterhin

konnten in allen B-hGly-Resten, auBer im C-terminalen B-hGly®, alle H* und HP-Protonen
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stereospezifisch zugeordnet werden. Fiir die Methylgruppen der f-SAA-Reste und fiir die H*-
und HP-Protonen in B-hGly® wurden Pseudoatome verwendet. Die Obergrenzen ent-
sprechender restraints wurden mit der jeweils erforderlichen Standard-Pseudoatom-

[103]

korrektur versehen.

4.4.3 Strukturrechnungen

Die globale Suche im Konformationsraum wurde mittels simulated annealing mit dem
XPLOR-Programmpaket”®!! unter Verwendung von Standard-Protokollen durchgefiihrt, wobei
ein Ensemble von 10 Strukturen erhalten wurde.' Im zuletzt berechneten Ensemble zeigten 9
von 10 Strukturen gute Konvergenz (mittlerer RMSD zur gemittelten Struktur 0.37 A). Die
abweichende Struktur, die viele und hohe Verletzungen der restraints aufwies (bis 0.7 A) und
nach chemischem Verstidndnis sehr unwahrscheinlich erschien, wurde verworfen. Aus diesem
Ensemble wurde die Struktur, die am besten im Einklang mit den experimentellen Daten
stand, als Startstruktur flir die weitere Verfeinerung ausgewdhlt.

Die Struktur besall bereits eine merkliche, rechtsgingig helicale Tendenz mit einer
alternierenden Anordnung 12- und 10-gliedriger Wasserstoffbriicken-gebundener Ringe.
Allerdings waren die lokalen Geometrien teilweise noch recht stark verzerrt, wie es oft in SA-
Strukturen beobachtet wird. Daher wurde eine rMD-Verfeinerung im expliziten Solvens
angeschlossen, die im CVFF-Kraftfeld mit dem Programm DISCOVER in der Version
2.9.8%°1 durchgefiihrt wurde. Als restraints wurden 76 Distanz-Informationen aus dem
NOESY-Spektrum eingesetzt. Die SA-Struktur wurde zundchst zur Beseitigung stirkerer
Verzerrungen kurz Energie-minimiert (300 Schritte steepest descent) und in eine kubische
Solvenszelle der Kantenldnge 47 A {iberfiihrt. Die Zelle wurde dann mit 1039 CD;CN-
Molekiilen gefiillt, wobei die im Rahmen dieser Arbeit erstellte Solvenszelle (Kapitel 4.3) als
Templat diente. Analog zu dem bereits in Kapitel 3 beschriebenen Verfahren wurde die
gesamte Zelle in zwei Stufen minimiert, danach langsam auf die Temperatur von
300 Kaufgeheizt und bei dieser Temperatur wahrend 25 ps dquilibriert. Fiir diese und weitere
Dynamiksimulationen kam das explicit image periodischer Randbedingungen zum Einsatz.
Wihrend der darauf folgenden Dynamik von 150 ps Dauer wurden im Zeitraster von 100 fs

die Koordinaten in einer Trajektorie gespeichert. Die 1500 Strukturen der Trajektorie wurden

) Die erste Suche im Konformationsraum wurde von V. TRUFFAULT durchgefiihrt. Fiir ein Molekiil in der
GroBenordnung des hier beschriebenen kann die Berechnung von nur 10 Strukturen durchaus zum Verfehlen
einer tatsdchlich eingenommenen Konformation fiihren. Im Rahmen der ersten Verfeinerung wurden allerdings
mehr als 20 Iterationen durchgefiihrt, die im Wesentlichen das gleiche Ergebnis zeigten. Von einer
ausreichenden Suche im Konformationsraum kann daher ausgegangen werden.
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gemittelt und die daraus resultierende Struktur zur Beseitigung von sich aus der Mittelung
ergebenden lokalen Verzerrungen vorsichtig Energie-minimiert (300 Schritte steepest
descent).

Um die Stabilitdt der ermittelten Struktur zu liberpriifen, wurde weiterhin eine Langzeit-fMD-
Simulation von 3 ns Lénge angeschlossen, die ebenfalls im expliziten Losungsmittel durch-

gefiihrt wurde.

4.4.4 Ergebnisse und Diskussion

Der Einbau von B-hGly in B-Peptide hatte sich in der Vergangenheit als destabilisierend auf

191 Wie bereits erwihnt, wire es wegen der hohen

die Ausbildung von 3;-Helices erwiesen.
Flexibilitit dieses Aminosdurerests durchaus zu erwarten, dass Verbindung 5 keinerlei
definierte Konformationen einnimmt. Interessanterweise zeigte sich jedoch, dass die
Verbindung in CD;CN weitgehend in nur einer wohldefinierten Konformation vorliegt

(Abbildung 4-7a,b).
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Abbildung 4-7: Stereodarstellung der gemittelten und mit 300 Schritten steepest descent
minimierten Struktur der 150 ps rMD-Simulation von Fmoc-[f-SAA-p-hGly];-OH (5) in
CD;CN: a) Seitenansicht, b) Draufsicht auf die Helixachse. Der N-Terminus ist jeweils unten
bzw. hinten. Wasserstoffbriickenbindungen sind gestrichelt eingezeichnet. Sauerstoffatome
sind in rot, Stickstoffatome in blau, Kohlenstoffatome in weifs und Amidprotonen (kleine
Kugeln) ebenfalls in weif3 dargestellt. Die Graphik wurde mit dem Programm Schakal 99

erstellt.!'"

Die ermittelte Struktur ist rechtsgéngig helical, wobei entlang der Helixachse die Seitenketten
eines Rests i+3 anndhernd {iber denjenigen des Rests i liegen. Da zwischen diesen Resten

eine Windung durchlaufen wird, kdnnte nach oben angefiihrter Nomenklatur ebenfalls die
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Bezeichnung 3;-Helix verwendet werden (allerdings wiirde dies zur Verwechslung mit der
beziiglich ihrer Wasserstoftbriicken-gebundenen Ringe homogen aufgebauten, bereits
bekannten 3;-Helix fiihren). Die C=0O- bzw. N-H-Bindungen sind in alternierender
Reihenfolge entlang der Helixachse ausgerichtet. Beginnend bei der Carbonylgruppe des
Fmoc-Rests sind ebenfalls alternierend Wasserstoffbriicken-gebundene Ringe der GréBen C;
und C;y ausgebildet, es liegt also, anders benannt, die bereits angefiihrte 12/10/12-Helix vor.
Insgesamt existieren 4 Wasserstoffbriicken, die schematisch in Abbildung 4-8 dargestellt sind.
Die rdumliche Nihe der Carboxylgruppe des C-terminalen B-hGly® zum Amidproton von B-
hGly* (also eine eventuelle fiinfte, gegabelte Wasserstoffbriicke) ergab sich dabei rein aus der

Kraftfeldsimulation, da zwischen diesen beiden Aminosiduren keine restraints wirkten.

Abbildung 4-8: Alternierende Wasserstoffbriicken-gebundene Ringe Ci, und Ciy in der
12/10/12-helicalen Konformation von 5 in CD;CN.
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Wihrend der 150 ps Dynamik-Simulationszeit blieben die verwendeten restraints weitgehend
unverletzt. Alle Abweichungen lagen unterhalb 0.1 A, bis auf einen restraint zwischen B-
hGly°H" und f-SAA’H?, der um 0.31 A verletzt wurde. Insgesamt scheint der C-Terminus
eher etwas flexibel zu sein, was sich auch in den dreidimensional erweiterten
RAMACHANDRAN-Diagrammen der einzelnen Aminosdurereste ausdriickt. Die Riickgrat-
winkel von B-hGly® zeigen dabei deutlich mehr Beweglichkeit als diejenigen der anderen

Reste (Abbildung 4-9).
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Abbildung 4-9: Rdumlich erweiterte RAMACHANDRAN-Diagramme: Bewegung der Riickgrat-
winkel ¢, Qund yin den Aminosduren von 5 wihrend der 150 ps rMD-Simulation in CD;CN.
Die vordere linke untere Ecke der Wiirfel entspricht -180 ° fiir alle drei Winkel.
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Wihrend der Langzeit-fMD-Simulation blieb die ermittelte Struktur bemerkenswert stabil.
Allerdings kam es bereits wiahrend der ersten 150 ps zu deutlichen Verletzungen von fiinf
restraints (zwischen 0.14 und 0.46 A). Drei der Verletzungen entstanden dabei durch die
Einnahme einer kompakteren Faltung im Kernbereich der Helix (f-SAA'H' - f-SAA*H; f-
SAA'H’ - f-SAA’H und B-hGly’H" - f-SAA’H®). Dagegen legen der bereits in der rMD
verletzte restraint B-hGly®H" - f-SAA’H® sowie ein verletzter Abstand zwischen B-hGly*H"
und f-SAA’H? ein leichtes Entfalten am C-Terminus der Helix wihrend der fMD nahe. Dies
zeigt sich auch bei Superpositionierung der gemittelten und minimierten fMD- und rMD-
Strukturen. Wird dazu als Atomsatz die Menge aller Riickgrat-Schweratome einschliefSlich
der Carbonylsauerstoffatome, beginnend bei Fmoc-CO, bis zu B-hGly6CO, sowie der
Seitenkettenatome aller f-SAA in B-Position zum Riickgrat verwendet, so ergibt sich ein
RMSD von 0.90 A. Dieser Wert sinkt drastisch auf 0.22 A, wenn O, C* und C” von B-hGly®
ausgelassen werden. Die derartig superpositionierten Strukturen sind in Abbildung 4-10

dargestellt:

Abbildung 4-10: Verbindung 5: Superpositionierung der iiber die ersten 150 ps
Simulationszeit gemittelten und minimierten fMD-Struktur auf die gemittelte und minimierte

rMD-Struktur von 5 in CD3;CN. Schwarz: rMD-Struktur, rot: fMD-Struktur.
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Einen weiteren Hinweis auf die Stabilitdt der ermittelten Struktur liefert die Population der

vier Wasserstoftbriicken in der helicalen Konformation von 5 in CD3;CN (Tabelle 4-1):

Tabelle 4-1: Durchschnittliche Abstinde und Winkel der vier Wasserstoffbriicken von
Verbindung 5 wéihrend der 150 ps rMD-Simulation in CD3;CN, sowie deren Populationen.

Akzeptor—Donor-Paar < Fy-o > < oo > < Zyo > Population
[A] [A] [°] [%e]
Fmoc CO — f-SAA’® HN 3.77 2.94 142.5 522
f-SAA® CO — B-hGly* HN 3.70 2.86 142.6 41.0
B-hGly* CO — f-SAA’ HN 3.30 2.34 158.0 85.5
f-SAA’ CO — B-hGly* HN 3.52 2.62 149.9 65.5

Waissrige Losungen von o-Helices in o-Peptiden bleiben in fMD-Simulationen im
Allgemeinen nur kurz stabil und werden meist binnen weniger hundert Picosekunden
entfaltet!'**'*! (eine Ausnahme sind Polyalanine, die deutlich linger im helicalen Zustand
verbleiben)!'*. Auch in unpolaren Lésungsmitteln werden diese Helices frither oder spiter
aufgelost. Beispielsweise wurde in unserem Arbeitskreis von R. GRATIAS eine Langzeit-fMD-
Simulation der Helix A des Bakteriorhodopsins in einer von ihm entwickelten
Methanol/Chloroform-Solvenszelle ~durchgefiihrt.'>)  Dabei kam es, verglichen mit
Simulationen im wéssrigen Medium, nach ca. 700ps relativ spdt zu ersten
Auflosungserscheinungen. Auch nach weiteren 550 ps, am Ende der Simulationszeit, verblieb
die Tendenz in Richtung einer weiteren Zerstorung der Helix. Allerdings fanden die
Auflésungserscheinungen im Bereich Gly?'-Leu”>-Gly® statt, womit sich die bekanntermaBen

[152

Helix-brechende Wirkung von Glycin!'** bestitigte. Wie oben bereits beschrieben, sollte sich

die B-Aminosdure B-hGly erwartungsgemill analog Helix-zerstorend zur o-Aminosdure

1191 1n Ubereinstimmung mit den NMR-spektroskopischen Messungen, die

Glycin verhalten.
eine hohe Stabilitit der Konformation von 5 nahe legen, kam es jedoch erst nach ca. 1.7 ns
fMD-Simulationszeit zu einer kompletten Auflésung der Wasserstoftbriicke zwischen Fmoc-
CO und B-SAAHN. Der Abstand wuchs dann schnell auf 9.4 A an, was einer nahezu linearen
Kettenanordnung und damit vollkommenen Entfaltung des Riickgrats zwischen Fmoc und f-
SAA’ entspricht. Bemerkenswerterweise fand jedoch bereits nach weiteren 400 ps

Simulationszeit eine spontane Neuformierung der entsprechenden H-Briickenbindung statt.
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Bis zum Ende der Simulationszeit von 3 ns blieb die Konformation anschlieend rein
12/10/12-helical. Selbst wihrend der kurzen N-terminalen Entfaltung blieb der Kernbereich
der Helix intakt. Ahnliche Beobachtungen wurden von SEEBACH et al. bei der
Langzeitsimulation von  H-B-hVal-B-hAla-B-hLeu-(S,S)-B-hAla(aMe)-B-hVal-B-hAla-p3-
hLeu-OH gemacht, das in Methanol eine 3;-helicale Konformation cinnimmt.['*"! Bei
plotzlichem Erhohen der Temperatur von 298 auf 350 K nach einer Simulationszeit von
200 ps geht zunéchst die helicale Struktur verloren, allerdings bildet sich die Helix erneut
nach weiteren 400 ps. Die Ergebnisse der Langzeitsimulation von Verbindung 5 legen also
eine dhnliche, duBerst hohe Stabilitét der 3;- und der 12/10/12-Helices in B-Peptiden nahe.

Bis zum Abschluss der Arbeiten an 5 war erst eine Verbindung mit &hnlicher Struktur
bekannt. Die von SEEBACH et al. synthetisierte und mittels NMR aufgeklérte
Verbindung 6''*'! ist jedoch recht unterschiedlich zu Verbindung 5 aufgebaut (Abbildung
4-11):

O J\)OJ\ [ I)(]\ Oh
HoN N N N N N OH
H H H H H

Abbildung 4-11: Strukturformel des von SEEBACH et al. dargestellten und NMR-
spektroskopisch aufgekidrten -Hexapeptids 6.

In Verbindung 6 alternieren jeweils [-Aminosdurereste, die abwechselnd of(S)- und
B(S)-substituiert sind, welches dem Substitutionsmuster BA; nach der Nomenklatur von
HOFMANN et al. entspricht'.!'*) Dahingegen ist die Sequenz von 5 abwechselnd aus o,p3-
disubstituierten und unsubstituierten Resten aufgebaut. Befreit von der Prioritédtsreihenfolge
der Nomenklatur nach IUPAC (durch Ersetzen jedes Substituenten durch eine Methylgruppe)
ist f-SAA (aS,BS)-substituiert, woraus sich ein Substitutionsmuster [S,S-U]; ableitet. Wie

bereits erwihnt, hatte sich jedoch in den Untersuchungen von HOFMANN et al. eine merkliche

) Verbindung 6 ist zwar N-terminal o-substituiert, jedoch nicht geschiitzt. Im Gegensatz dazu waren die von
HOFMANN et al. untersuchten Peptide N-terminal acyliert, was das Vertauschen von A und B nétig macht, um
einen sinnvollen Vergleich ziehen zu kdnnen.
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Dominanz des Einflusses des B-Substituenten gegeniiber derjenigen des o-Substituenten
ergeben. Eine (aS,BS)-disubstituierte Aminoséure wie f-SAA sollte sich demnach eher wie
eine ausschliefllich B-substituierte Aminosidure verhalten, insbesondere auch, da durch die
Cyclisierung zwischen C* und CP eine Einschrinkung der konformationellen Freiheit erfolgt
(eine Analogie zum bekanntermalen Helix-induzierenden Prolin ist fiir f-SAA durchaus
gegeben). Im U-substituierten in B-hGly fehlt demgegeniiber der in starkem Malle
strukturbestimmende Einfluss eines B-Substituenten, womit sich dieses am chesten mit einer
A-substituierten Aminosdure vergleichen ldsst. Insgesamt ergibt sich also fiir Verbindung 5
das zu Verbindung 6 analoge Substitutionsmuster BAj, wodurch erkldrt werden kann, dass
auch Verbindung 5 die Konformation einer 12/10/12-Helix annimmt.

Weiterhin hatte sich in den Untersuchungen von HOFMANN et al. gezeigt, dass die 12/10/12-
Helix insbesondere in unpolaren Losungsmitteln sehr stabil sein sollte. Dies kann darauf
zuriickgefiihrt werden, dass in dieser Helix die Carbonylgruppen alternierend zum N- bzw.
zum C-Terminus ausgerichtet sind und die Helix somit ein nur geringes Dipolmoment besitzt.
Verbindung 5 sollte daher in polaren Losungsmitteln eine deutlich andere Struktur
einnehmen, was sich auch tatséchlich aus CD- und NMR-spektroskopischen Untersuchungen
an 5 in DMSO als Losungsmittel ergab.!*® Dabei legten die CD-Spektren eine zumindest
teilweise helicale Konformation nahe. Die genaue Bestimmung der Struktur von § in DMSO
erwies sich allerdings als unmoglich, da im NMR-Spektrum viele chemische Verschiebungen
der Zucker- und Alkylreste iiberlagert waren.

Um abschlieBend endgiiltige Sicherheit tiber die Richtigkeit der ermittelten Struktur von 5 in
CDsCN zu erlangen, wurde das NOESY-Spektrum griindlich nach Signalen untersucht, die
eine Unterscheidung von anderen Helixtypen erlauben. In Frage kommen dabei die 10/12/10-,
10/10-, 12/12-, und 14/14(also 3)-Helices, die sich in den Untersuchungen von HOFMANN e¢
al. als vergleichsweise stabil erwiesen hatten. Die entsprechenden Helices wurden basierend
auf idealisierten Riickgratwinkeln aufgebaut und aus den Strukturen charakteristische
Abstinde abgeleitet, die die Unterscheidung ermdglichen. Auf diese Art konnte die 10/12/10-
Helix anhand von 11, die 10/10-Helix mittels 6, sowie die 12/12- und 14/14-Helices durch 4

solcher Abstinde eindeutig ausgeschlossen werden (siche Tabelle 8-3 im Anhang).
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5 Das Parvulin E. coli Par10

In dieser Arbeit wurde die Struktur des Parvulins Parl10 aufgeklért, einer Peptidyl-Prolyl-
cis/trans-Isomerase (PPlase) mit 92 Aminosdureresten, die im Cytoplasma von E. coli
vorkommt. Als bislang kleinstes Mitglied der Parvulin-Familie der PPlasen ist Parl0 vor
allem deshalb wichtig, da anhand seiner die fiir die enzymatische Aktivitit der Parvuline
essentiellen Strukturmotive eingegrenzt werden konnen. Fiir die Medizin ist die Familie der
Parvuline von hohem Interesse, da das menschliche #Pinl funktional an einer Reihe von
Krankheitsbildern wie beispielsweise Krebs oder Alzheimer beteiligt ist.'>>"**) Anhand der
NMR-Spektren konnte die komplizierte, autokatalysierte Faltung des Proteins auf das
Vorliegen einer cis-Gly-Pro-Peptidbindung zuriickgefiihrt werden. Im Folgenden soll
zundchst auf den biologischen Hintergrund von E. coli Parl0 und anderer PPlasen
eingegangen werden. AnschlieBend wird die zur Strukturbestimmung verwendete Methodik

beschrieben sowie die Struktur diskutiert und mit derjenigen anderer PPlasen verglichen.

5.1 Biologischer Hintergrund

5.1.1 Die Faltung von Proteinen

Bei der Synthese von Proteinen aus aktivierten Aminosduren am Ribosom entstehen zunéchst
lineare Polypeptidstrange. Damit ein Protein in der Zelle die erforderliche Funktion erfiillen
kann, muss es in einer charakteristischen Faltung (Sekundér- und Tertidrstruktur) vorliegen.
Allerdings besitzen Proteine eine sehr hohe Anzahl von konformationellen Freiheitsgraden.
Daher sollte zu erwarten sein, dass die spontane Faltung in den Energie-niedrigsten Zustand,
ohne die Einwirkung &uBerer Faktoren, nahezu unmdglich ist. Diese Annahme ist als

t,11° da sie im Gegensatz zu experimentellen Beobachtungen

LEVINTHAL-Paradoxon bekann
steht. In einer grundlegenden Arbeit konnten C. ANFINSEN et al. ndmlich bereits im Jahre
1963 zeigen, dass der Faltungsprozess selbstindig, also ohne Zufuhr von Energie oder die
Einwirkung 4uBerer Faktoren stattfindet und zur korrekten Faltung fiihrt.!'®"! Aus den
Ergebnissen der in vitro an gereinigten Proteinen durchgefiihrten Arbeit, fiir die ANFINSEN
1972 den NOBEL-Preis fiir Chemie erhielt, wurde damals der nahe liegende Schluss gezogen,
dass auch in vivo die spontane Faltung erfolgt.'®? Allerdings herrschen in der Zelle

wesentlich ungiinstigere Bedingungen zum spontanen Erreichen der korrekten Faltung.

Beispielsweise liegen die am Ribosom erzeugten Proteine in recht hohen Konzentrationen
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vor, wodurch die unerwiinschte Aggregation in starke Konkurrenz mit der Faltung tritt (die
vergleichsweise hohen Temperaturen in der Zelle begiinstigen diesen Prozess zusétzlich).
Mittlerweile weill man jedoch, dass in der Zelle eine duBerst ausgereifte und komplexe
Maschinerie die Faltung der Proteine unterstiitzt und {iberwacht. Insbesondere sind
Faltungshelfer, so genannte molekulare Chaperones, in der Lage, die Aggregation zu
verhindern. Dabei kommen in der Regel Mechanismen zum Zug, die das Abschirmen der
hydrophoben Oberfliche des noch ungefalteten Proteins beinhalten, da im Allgemeinen die
Aggregation dort stattfindet. Ein duBerst beeindruckendes Beispiel hierfiir ist das E. coli
GroE-System, das ungefaltete Proteine hydrophob bindet, diese in einer molekularen Zelle zur
Faltung einschlieBt und nach einer Weile, zeitgesteuert durch die Hydrolyserate von
gebundenem ATP, wieder freigibt. Selbst wenn ein Protein falsch gefaltet in einem lokalen
Minimum der Energiehyperfliche gefangen ist, konnen molekulare Chaperones durch
teilweise Entfaltung den Weg zur korrekten Konformation ebnen. In all diesen Féllen ist
allerdings eine Energiequelle von Noten (wie beispielsweise die Hydrolyse von ATP).

Eine weitere Art der Hilfestellung bei der Proteinfaltung erfolgt durch Enzyme, wobei zwei
Enzymfamilien eine besondere Rolle spielen. Zum einen sind dies die von C. ANFINSEN
entdeckten Protein-Disulfid-Isomerasen (PDI), welche die Bildung von Disulfid-
briickenbindungen wesentlich beschleunigen konnen (interessanterweise hat sich dabei
herausgestellt, dass die Disulfidbriicken dabei nicht willkiirlich gebildet werden, sondern die
Katalyse genau zu den im aktiven, korrekten Faltungszustand des Proteins erforderlichen
Bindungen fiihrt).!'®*!,

Bereits seit ldngerer Zeit ist bekannt, dass in Proteinen die Peptidbindung zwischen einer
Aminosdure und Prolin in der (energetisch prinzipiell ungiinstigen) cis-Form vorliegen
kann.""**'®*] Auch wenn iltere Abschitzungen der Haufigkeit in letzter Zeit geringfiigig von

18] jst der Anteil von cis-XAA-Pro-Bindungen in

6.5 % auf 5.2 % herunterkorrigiert wurden,!
Proteinen nicht zu unterschitzen. Am Ribosom werden Proteine zunéchst in der all-trans-
Form exprimiert, wobei prinzipiell die spontane Faltung in die korrekte Tertidrstruktur mit
cis-Peptidbindungen erfolgen kann. Allerdings fiihren die fiir die Umwandlung zu
iiberwindenden Aktivierungsbarrieren von ca. 70 bis 80 kJ mol” bei beispielsweise 37 °C
(menschlicher Korpertemperatur) immerhin zu mittleren Umwandlungszeiten im Minuten-
bereich. Aus den bereits erldauterten Griinden muss daher in der Zelle die Isomerisierung
durch Enzyme katalysiert erfolgen. Diese zweite, bei der Proteinfaltung wichtige
Enzymklasse wird als die Familie der Peptidyl-Prolyl-cis/frans-Isomerasen (PPlasen)

be