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Kurzzusammenfassung 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Aufklärung der korrelierten Dynamik verschiedener 

bioorganischer Systeme mit unterschiedlichen Zeitskalen, wobei sowohl synthetische als auch 

analytische und theoretische Methoden zum Einsatz kamen. Zunächst wurde die Charakteristik der 

Bewegung eines dimeren Tetradisulfid beschrieben. Zuvor durchgeführte experimentelle Studien 

postulierten eine gerichtete Scharnierbewegung der V-fºrmigen Struktur, die sich aus zwei ɓ-hairpin-

Motive zusammensetzt und als kodierbare Dimerisierungsdomäne verwendet wurde. NMR-

Strukturberechnungen, gefolgt von MD-Simulationen erlaubten die initiale Erfassung der 

Gesamtdynamik. Die dominanten Bewegungen, das Öffnen und Schließen sowie die Verdrillung der ɓ-

hairpins wurden durch Hauptkomponentenanalyse identifiziert. Um das begrenzte sampling zu 

überwinden, wurden kollektive Variablen in Analogie zu den Hauptkomponenten ausgewählt, die 

anschließend in einer wt-Metadynamik zur Beschleunigung der Simulation eingesetzt wurden. Die 

daraus resultierende freie Energiefläche erlaubte die Identifikation eines Bewegungsmechanismus für 

das Scharnier-Peptid. Neben der Charakterisierung der Dynamik des isolierten Scharnier-Peptids, wurde 

dieses Strukturmotiv in einer Proteinumgebung, dem vier-Helix-Bündel betrachtet. Anschließend wurde 

die Dynamik des hydrophoben Kerns eines Zinkfingerpeptides durch eine Kombination aus 

experimentellen und theoretischen Methoden untersucht. Strukturberechnungen und MD-Simulationen 

enth¿llten eine eingeschrªnkte Rotation des zentralen Phenylalanins um ɢ2, die dennoch die Ausbildung 

eines AA'BB'C-Spin-Systems im NMR-Spektrum erlaubt. Um die Orientierung des Phenyls im 

hydrophoben Kern präzise beschreiben zu können, wurden Tolyl/Xylyl-Derivate synthetisiert, die zum 

Symmetriebruch der Rotation führten. Dieses Methyl-H¿pfen um den aromatischen Ring zeigte, dass Ů-

Substitutionen zum Ausfrieren der Dynamik f¿hrten, wªhrend Modifikationen der ŭ-Position eine 

eingeschränkte Rotation erlaubten. Das Energieprofil konnte erneut durch Metadynamiken erhalten 

werden und steht in guter Übereinstimmung mit den experimentellen Ergebnissen. Abschließend wurde 

die Dynamik von ɓ,ɓ-Diaryl-Ŭ-Aminosäurehybriden untersucht. NMR-Spektroskopische Studien 

lieferten Hinweise für eine abhängige Rotation der Seitenketten, dem sogenannten gearing. Die 

Kombination aus MD-Simulation und Metadynamiken enthüllte zwar eine Erhöhung der 

Energiebarriere im Vergleich zu den entsprechenden natürlichen Aminosäurevorläufern, jedoch 

verhindert die geringe Verzahnung der aromatischen Ringe kontinuierliches gearing. Stattdessen konnte 

der Zahnradschlupf als dominierende Bewegungsform identifiziert werden. Auf der Basis von ab initio 

Berechnungen wurden Substitutionsmuster innerhalb der Seitenkette postuliert, die nicht nur eine 

adäquate Energiebarriere und Verzahnung für molekulares gearing besitzen, sondern auch synthetisch 

zugänglich wären. Die vorliegende Arbeit liefert entscheidende Beiträge zur Charakterisierung 

korrelierter Dynamiken von bioorganischen Systemen und erweitert somit die Grundlagen zum 

gezielten Designen von Strukturmotiven.



Abstract 

The purpose of the present work was to elucidate the correlated dynamics of various bioorganic systems 

with different time scales, using synthetic as well as analytical and theoretical methods. First, the 

characteristics of the motions of a dimeric tetradisulfide were established. Previous experimental studies 

postulated a directional hinge motion of the V-shaped structure composed of two ɓ-hairpin motifs. NMR 

structure calculations followed by MD simulations allowed the initial capture of the overall dynamics. 

The dominant motions, opening and closing and twisting of the ɓ-hairpins, were identified by principal 

component analysis. To overcome the limited sampling, collective variables were selected in analogy to 

the principal components and subsequently used in a wt-metadynamics to accelerate the exploration of 

the conformational space. The resulting free energy surface permitted the identification of a mechanism 

for the hinge-type motion. In addition to characterizing the dynamics of the isolated hinge peptide, this 

structural motif was simulated in a protein environment, the four-helix bundle. In the second chapter, 

the hydrophobic core dynamics of a zinc finger peptide was investigated by a combination of 

experimental and theoretical methods. Structure calculations and MD simulations revealed a restricted 

rotation of the central phenylalanine around ɢ2, which nevertheless allowed the formation of an 

AA'BB'C spin system in the NMR spectra. In order to accurately describe the orientation of the phenyl 

in the hydrophobic core, tolyl/xylyl derivatives were synthesized that led to a symmetry breaking of the 

degenerate rotation. This methyl hopping around the aromatic ring highlighted that Ů-substitutions led 

to a single orientation, while modifications on the ŭ-position allowed a restricted rotation. The energy 

profile was again obtained by metadynamics and is in good agreement with the experimental results. 

Finally, the dynamics of ɓ,ɓ-diaryl-Ŭ-amino acids hybrids was investigated. NMR spectroscopy 

provided evidence for a dependent rotation of the side chains the so-called gearing. The combination of 

MD simulation and metadynamics revealed an increase in the energy barrier compared to the 

corresponding natural amino acid precursors, but the low interlocking of the aromatic rings prevented 

continuous gearing. Instead, gear slip was identified as the dominant form of motion. Based on ab initio 

calculations, substitution patterns within the side chain were postulated that not only feature adequate 

energy barriers and interlocking suitable for gearing but would also be synthetically accessible. The 

present work provides significant contributions for the characterization of correlated dynamics of 

bioorganic systems and thus extends the foundation for targeted design of structural motifs.
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1. Einleitung 

1.1 Beziehung von Struktur und Dynamik in biologischen Systemen 

Dynamische Bewegungsabläufe, wie das Öffnen einer Bindungstasche in einem Protein, oder das 

Strecken einer Feder, nehmen eine zentrale Rolle für die Funktion der jeweiligen Systeme ein. Sowohl 

makroskopische als auch mikroskopische Strukturen weisen bezüglich ihrer Dynamik ähnliche 

Charakteristika auf. Neben der bereits erwähnten spezifischen Bewegung, die die Funktion des Systems 

maßgeblich beeinflusst, können unspezifische Bewegungen wie die vereinzelte Rotation einer 

Seitenkette in einem Protein auftreten, die nur einen geringen Einfluss auf die Gesamtdynamik ausüben. 

Ein großer Unterschied zwischen den Strukturen liegt in der Zeitspanne, in der diese Prozesse ablaufen 

können. Die Bewegungen von mechanischen Bauteilen finden in einem Bereich von Millisekunden bis 

Sekunden statt. Dagegen verfügen bioorganische Makromoleküle über einen enormen Zeitrahmen. 

Während Die Schwingung einer einzelnen Bindung innerhalb von wenigen Pikosekunden abläuft, 

benötigen manche Proteine Minuten, um ihre vollständige Struktur auszubilden (Abbildung 1).[1] Die 

große Bandbreite fazilitierte die Entwicklung von komplexen experimentellen und theoretischen 

Analysemethoden, wodurch die Dynamik dieser Verbindungen präzise charakterisiert werden kann.  

 

Abbildung 1: Zentrales Thema dieser Arbeit - die Dynamik von bioorganischen Systemen. Das makroskopische 

Pendant enthält im Bezug zur Dynamik die gleichen Charakteristika. Hervorzuheben ist hierbei die Diskrepanz in 

der verfügbaren Zeitspanne. Während die schnellsten Bewegungen von Proteinen innerhalb von Pikosekunden 

ablaufen, kann die Ausbildung der dreidimensionalen Struktur mehrere Sekunden dauern. Der mechanischen 

Komponenten steht indes nur ein Zeitrahmen von Millisekunden bis Sekunden zur Verfügung. 

Wie auch bei mechanischen Einheiten, wird die Dynamik eines Proteins maßgeblich durch seine 

dreidimensionale Struktur bestimmt, die wiederum durch die Primärstruktur, also der Abfolge der 
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Aminosäuren innerhalb der Sequenz definiert ist.[2] Im Jahre 1955 führte SANGER et al. die erste 

vollständige Sequenzierung zur Bestimmung der Primärstruktur eines Proteins, dem Insulin, durch, 

wofür ihm bereits 1958 der Nobelpreis in Chemie verliehen wurde.[3,4] Die kurze Zeitspanne zwischen 

Entdeckung und Anerkennung dieser Arbeit demonstriert die Bedeutung, die diese Entdeckung für die 

chemische Wissenschaft hatte. Heutzutage gehört die Proteinsequenzierung zu einer der klassischen 

Analysetechniken der Biochemie, hat jedoch nichts an ihrer Bedeutung verloren. Die verschiedenen 

Strukturelemente eines Proteins wurden nach LINDERSTRØM-LANG in vier, allgemein anerkannte, 

Kategorien unterteilt.[5] Dabei definiert die erste und zugleich simpelste Unterteilung die 

Aminosäuresequenz als Primärstruktur und bestimmt dessen Struktur und Funktionsweise (Abbildung 

2). Wichtige Vorarbeiten zur Beschreibung der Primärstruktur wurden bereits 1951 von PAULING und 

COREY durch Kristallstrukturanalysen von Aminosäuren und einfachen linearen Peptiden geleistet und 

zeigten, dass die Amidbindung durch ihrem partiellen Doppelbindungscharakter planar ist und eine 

signifikante Rolle bei der Stabilität von Proteinen einnimmt.[6] Die Sekundärstruktur beschreibt die 

lokale drei-dimensionale Anordnung im Peptidrückgrat und kann durch die Winkel ű, ɣ und ɤ 

beschrieben werden. Letzteres beschreibt die Ausrichtung der Amidbindung, die durch den partiellen 

Doppelbindungscharakter stark einschränkt ist und daher nur Werte von 0° oder 180° einnehmen kann.[5] 

Auch ű, definiert durch Ci-1-Ni-CŬi-Ci und ɣ, Ni-CŬi-Ci-Ni+1 zeigen eingeschränkte 

Beweglichkeiten, die in Korrelation zur entsprechenden Sekundärstruktur steht. Diese strukturbezogene 

Abhängigkeit wurde von RAMACHANDRAN  et al. in einem, für Peptide häufig dargestellten Plot 

zusammengefasst.[7,8] Da Sekundär- und Tertiärstruktur in dieser Arbeit eine zentrale Rolle einnehmen, 

soll eine kurze Zusammenfassung dieser Merkmale erfolgen.  

Die Kategorie der Sekundärstruktur enthält drei dominante Elemente, die durch Wasserstoff-

Brückenbindungen, Seitenketteninteraktionen und Lösungsmitteleinfluss stabilisiert werden.[5] Das laut 

der größten Proteinstrukturdatenbank[9] am häufigsten auftretendes Sekundärstrukturelement ist die 

Helix, eine schraubenförmige Anordnung von Aminosäuren, deren Stabilisierung maßgeblich von 

Wasserstoff-Brückenbindungen bestimmt wird.[10] Die Helix wird im Wesentlichen durch die Anzahl 

der Aminosäuren pro Drehung und ihrer Steigung pro Windung beschrieben und kann dadurch erneut 

in Unterkategorien wie Ŭ-Helix, 3.10-Helix und ˊ-Helix unterteilt werden.[10] Während das Motiv der 

Ŭ-Helix, das mit 31% Strukturanteil in Proteinkristallstrukturen am häufigsten vertreten ist, sehr gut 

charakterisiert ist und auch die 3.10-Helix mit 4% zahlreiche Beispiele findet, war das Vorhandensein 

der ˊ-Helix bis vor zwei Dekaden Zentrum wissenschaftlicher Debatten.[11,12] Die energetisch 

ung¿nstige Anordnung der ű- und ɣ-Winkel, die sich am Rande des erlaubten Bereichs im 

RAMA CHANDRAN-Plot [7] bewegen, sowie der groÇe Radius der ˊ-Helix, der die VAN DER WAALS 

Interaktionen verhindert und das dadurch entstehende Loch, das durch Wassermoleküle nicht aufgefüllt 

werden kann, sind Faktoren, die die Stabilitªt der ˊ-Helix verringern. [13] In den darauffolgenden Jahren 

wurden jedoch zunehmend Sequenzen mit alternierenden D- und L-Aminosäuren veröffentlicht, die 

eindeutig diese Strukturmerkmale aufweisen.[14-16] Bez¿glich der Stabilitªt einer isolierten Ŭ-Helix ist 
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hervorzuheben, dass diese in einem Gleichgewicht mit der engeren 3.10-Helix steht.[17] Die Möglichkeit 

Strukturwechsel einzugehen, trägt, gerade bei längeren Peptidsequenzen, entropisch zur Stabilisierung 

dieses Sekundärstrukturelements bei.[18]  

 

Abbildung 2: Kategorisierung von Proteinstrukturen nach Linderstrøm-Lang.[5] Die Primärstruktur besteht aus 

einer definierten Abfolge von Aminosäuren, die in Lösung zu einer Sekundärstruktur angeordnet werden kann. 

Eine Kombination dieser Strukturelemente führt zur Ausbildung der Tertiärstruktur, die in größeren Polypeptiden 

zu finden ist. 

Das Muster der Wasserstoffbrückenbindung des zweiten Sekundärstrukturmerkmals, des ɓ-Faltblatts, 

im weiteren Verlauf dieser Arbeit als ɓ-sheet bezeichnet, unterscheidet sich wesentlich vom helikalen 

Strukturtyp.[5] Erneut erfolgt eine Unterteilung, in diesem Fall in parallele und antiparallele ɓ-sheets, die 

auf die Art der Ausrichtung zweier Peptidstränge zueinander beruht.[6,19] Laut theoretischen 

Überlegungen, erneut postuliert von PAULING  et al.,[6] betrªgt ű = ī180° und ɣ = 180°, was zu einer 

ĂZick-Zackñ-Anordnung des Peptidrückgrats führt, wobei diese Werte nur bei einem ɓ-sheet möglich 

wären, das komplett aus Glycin Aminosäuren besteht.[10] Daher ist häufig eine Verzerrung bei 

experimentellen Strukturen zu beobachten, die auf den nichtbindenden Interaktionen innerhalb eines 

Strangs und geometrische Einschränkungen zwischen zwei Strängen beruht.[10] Analysen von 

Proteinsequenzen mit antiparallelem ɓ-sheet haben gezeigt, dass die Häufigkeit mit zunehmender Länge 

des Peptidstranges abnimmt.[20] Es konnte zudem keine zusätzliche Stabilisierung des Strukturmotivs 

über einer Stranglänge von sieben Aminosäureresten hinaus gefunden werden, was zu einer Limitierung 

bei dem Design von Peptiden mit hohem ɓ-sheet-Anteil resultiert. Im Kontrast dazu tritt diese 

Einschränkung nicht bei Ŭ-Helices und parallelen ɓ-sheets auf.[20,21] Eine Gemeinsamkeit zwischen 

Helix und sheet ist ihrem linearen Charakter zu finden.[5] Daher braucht es, um eine multidirektionale 

Verknüpfung zu ermöglichen, eine weitere Sekundärstruktur, den turn. Das Augenmerk gilt hierbei dem 

reverse turn, da dieser meist auf der exponierten Seite von Proteinen auftritt und dadurch in der 

molekularen Erkennung eine bedeutende Rolle einnimmt.[22,23] Dadurch erlangt der reverse turn eine 
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große Bedeutung als beliebtes Templat für das Design neuer Medikamente, basierend auf definierten 

Peptidstrukturen. Die Klassifizierung der turns erfolgt zum einen durch die Anzahl der Aminosäuren, 

die am Strukturelement beteiligt sind, zum anderen in ihrer Winkelausrichtung innerhalb des turns.[24,25] 

Zu unterscheiden sind ɔ-, ɓ- und Ŭ-turns, die jeweils aus drei, vier oder fünf Aminosäuren aufgebaut 

sind und erneut in Subkategorien, Typ I, Ió, II, IIó et cetera aufgeteilt werden. Neuere Studien 

postulierten sogar die Existenz von ɓ-turns mit Typ VIII .[26,27] Analysen von Proteinstrukturdatenbanken 

enthüllten, dass der ɓ-turn die größte Häufigkeit besitzt und durch eine Wasserstoffbrückenbindung 

zwischen den Positionen i und i+3, ausgehend vom N- zum C-Terminus, stabilisiert wird.[23,28] Die 

Subkategorien des ɓ-turns werden durch die Stereochemie der Aminosäuren der Positionen i+1 und i+2 

bestimmt. Die Kombination von L-L Aminosäuren im ɓ-turn ist in Proteinen am häufigsten zu finden 

und wird deshalb als Typ ɓI bezeichnet.[29] Werden die Aminosäuren durch ihre entsprechenden 

Spiegelbilder (D-D), ersetzt so wird der enantiomere ɓI'-turn erhalten. In Analogie dazu, können L-D 

einen ɓII-turn induzieren und D-L den entsprechenden ɓII'-turn.[29] Das Motiv des klassischen ɓ-hairpins 

besteht aus aufeinanderfolgende, antiparallel verknüpfte ɓ-Stränge, die häufig durch Typ ɓI', ɓII'  

verknüpft sind (Abbildung 3). Der Grund dafür liegt bei der rechtsgängigen Verdrillung der Stränge des 

hairpins, die inkompatibel mit der linksgªngigen Verdrillung eines ɓI-turns wären.[30,31]  

 

Abbildung 3: Einsatz von natürlichen (D-Pro-L-Pro) und unnatürlichen (FREIDINGER-Lactam[32] oder GEYER-

Hot=Tap[33]) ɓ-turn Mimetika in ɓ-hairpin Peptiden. 

Die geringe natürliche Häufigkeit von D-Aminosäuren in Biomolekülen reflektiert sich auch in dem 

unterdurchschnittlichen Vorkommen der drei zuletzt genannten turn-Kategorien.[29] Aufgewogen wird 

dieses Ungleichgewicht durch Glycin, das nur eine geringe Torsionswinkelpräferenz besitzt und häufig 

als Ersatz für D-Aminosªuren in ɓ-turns zu finden ist.[34] Im Gegensatz zu Glycin, das eine sehr flexibles 

Rückgrat aufweist, gibt es Aminosäuren, die einen bestimmten Typ von turn induzieren können. 

Aufgrund der chemischen Zusammensetzung von Prolin, dessen Pyrrolidinring auf ű = ī60Á 

beziehungsweise 60°, abhängig von der Stereokonfiguration eingeschränkt ist, zeigt es die höchste 

Tendenz einen turn einzuleiten.[34] Da die Form und Stabilität des turns zugleich eine enorme 

stabilisierende Wirkung auf den gesamten hairpin ausübt, wurde früh begonnen, Modifikationen 

einzuführen um gezielt die Stabilität des hairpins zu beeinflussen.[35] Da die Kombination von 

natürlichen Aminosäuren aufgrund der limitierten Bibliothek schnell an ihre Grenzen gelang, wurden 

synthetische Bausteine entwickelt, die einen ɓ-turn imitieren sollten, so genannte ɓ-turn Mimetika. Erste 

Untersuchungen von FREIDINGER et al.[32] zur Stabilisierung vom ɓIIó-turn des Peptidhormons 
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Gonadoliberin, durch den Einbau eines unnatürlichen ɔ-Lactam-Dipeptids, motivierten die 

wissenschaftliche Community und schon wenige Jahre später etablierten auch andere Arbeitsgruppen 

ihre ɓ-turn Mimetika.[23,36,37] NAGAI  und SATO nutzten dabei das vorherrschende Dogma, durch die 

Erstellung eines bizyklischen Systems das Rückgrat auf die gewünschte Weise zu fixieren und 

publizierten ihr, auch in aktuellen Publikationen noch verwendetes, Ăɓ-turn-dipeptideñ BTD.[38,39] Die 

Synthese erfolgt aus der Kondensation von Glutaminsäure und Cystein und wurde zahlreich in der 

Literatur untersucht.[40,41] Durch die einfache synthetische Zugänglichkeit entwickelten ECKHARDT et 

al. ein Derivat, das aufbauend vom BTD eine zusätzliche ɓ-Verzweigung aufweist und eine erhöhte 

Rigidität im turn induziert (Abbildung 3).[33] Das ɓIIó-Turnmimetikum mit dem Namen Hot=Tap wurde 

in NMR-Studien durch den Einbau in zyklischen Hexa-Peptiden mit BTD verglichen und analysiert.[33] 

Zudem konnte seine Kompatibilität mit turn-Strukturen in einer Proteinumgebung am Beispiel des 

Foldon-Trimers beschrieben werden, in dem es durch die Hydroxygruppen am Sechsring weitere nicht 

native Wechselwirkungen vermittelte und eine Kristallisierung des Strukturmotivs ermöglichte.[33] 

Zwar steuern Wasserstoffbrückenbindungen einen bedeutenden Teil zur Stabilisierung von 

Sekundärstrukturen bei, allerdings benötigt es zusätzliche Interaktionen der Seitenketten, wie zum 

Beispiel hydrophobe-, ˊ- -́, ˊ-Kationen- und ionische Wechselwirkungen,[42] um das Ausbilden von 

Tertiärstrukturen zu fazilitieren (Abbildung 4). Eine Disulfidbrücke, als zweiter Typ der kovalenten 

Bindungen in einer Polypeptidkette, erlaubt mit ihrer hohen Sequenzspezifität die Stabilisierung von 

anderweitig labilen Strukturelementen.[43] Für die Bildung einer Disulfidbrücke werden freie Thiole in 

Form von Cysteinseitenketten benötigt, die sich entweder mit einem Cystein der gleichen Sequenz zu 

einer intramolekularen, oder mit einem Cystein von einem weiteren Biomolekül zu einer 

intermolekularen Disulfidbrücke verbinden können. Cysteine bzw. Disulfidbrücken kommen in 

zahlreichen Biomolekülen mit unterschiedlichster Funktion vor, z.B. Toxine[44] Cyclotide[45] oder 

Zinkfingerproteine.[46] Zwar ist die Stabilisierung durch Disulfidbrücken enorm, jedoch kann die Summe 

aus mehreren nicht-kovalenten Wechselwirkungen, wie z.B. Wasserstoffbrückenbindungen, einen 

ähnlichen Effekt erzielen.[10] Diese Wechselwirkungen können auch zwischen Seitenketten auftreten, da 

bei physiologischem pH-Wert mindestens ein Teil der Seitenketten ionisiert sind.[10] Diese Salzbrücken 

können zwischen Carboxylaten (ausgehend von Asparaginsäure und Glutaminsäure) und Stickstoff-

protonierten Resten (Arginin, Lysin und Histidin) entstehen und besitzen mit je 8-20 kJ/mol ein enormes 

Stabilisierungspotenzial.[47] Die Besonderheit dieser Wechselwirkungen liegt in ihrer extremen 

Abhängigkeit von exogenen Faktoren, wie dem pH-Wert, Salzgehalt und der 

Lösungsmittelzusammensetzung, die ein gezieltes Proteindesign, auf Grundlage solcher Interaktionen, 

erschweren.[10]  
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Abbildung 4: Darstellung nicht-kovalenter Wechselwirkungen, die zur Faltung eines Peptides vom random-coil 

zur Sekundärstruktur benötigt werden. Die Zusammensetzung dieser Wechselwirkungen ist maßgeblich für die 

Form und Stabilität des entsprechenden Strukturelements verantwortlich. 

Neben Aminosäuren mit polaren Seitenketten, finden sich in einer ähnlichen Abundanz auch 

hydrophobe unpolare Reste in Biomolekülen.[10] Auch Sie tragen zur Ausbildung von Sekundär- bzw. 

Tertiärstruktur bei, wobei ihre stabilisierende Wirkung nicht nur auf einfache VAN DER WAALS-

LONDON-Interaktionen beruht.[48] Der Ăhydrophobe Effektñ wird hauptsªchlich durch entropische 

Einflüsse hervorgerufen. Hydrophobe Seitenketten (zum Beispiel in Leucin, Valin, Phenylalanin) sind 

in wässriger Umgebung durch einen molekularen Film von höher geordneten Wassermolekülen bedeckt, 

was eine entropische Erniedrigung des System zur Folge hat, da polare Gruppen oder Moleküle eine 

Aggregation anstreben, um so die Kontaktfläche mit lipophilen Stoffen bzw. Lösungsmittel zu 

verringern.[10,48] Zwar führt die Annäherung von hydrophoben Gruppen ebenfalls zu einer 

Entropiesenkung, jedoch steigt gleichzeitig durch die Verdrängung des Wasserfilms die Entropie des 

Lösungsmittel drastisch an. Dieser Anstieg nimmt solche Ausmaße an, dass die enthalpischen Effekte 

überlagert werden können.[48,49] Erst das Zusammenspiel von Wasserstoffbrückenbindungen, 

Salzbrücken, hydrophoben Effekten und weiteren etwaigen Wechselwirkungen ermöglicht die 

Ausbildung von stabilen dreidimensionalen Tertiärstrukturen. Dies soll jedoch heißen, dass Proteine 

keine dynamischen Bewegungen durchführen. Im Gegenteil, während die Dynamik von isolierten 

Peptidsequenzen durch schnelle, lokale Fluktuationen der Seitenketten geprägt sind,[50] können Proteine 

langsame Bewegungsmoden erschließen, die häufig einen wichtigen Bestandteil ihrer biologischen 

Funktion einnehmen.[51] Um diese Biomoleküle auf ihre Stabilität und Eigenschaften untersuchen zu 

können, ist es notwendig eine Vielzahl an spektroskopischen Methoden anzuwenden, da die 

Bewegungen in unterschiedlichen Zeitskalen ablaufen.[52] Proteine bieten jedoch in dieser Hinsicht 

einige Herausforderungen. NMR-spektroskopisch sind sie nur schwer zugänglich, da ab einer gewissen 

molekularen Größe (bzw. Gewicht) eine erhebliche Überlappung von Signalen die genaue Zuordnung 

erschwert oder gar verhindert.[10] Zusätzlich sinkt mit der Größe des Polypeptids seine Beweglichkeit 

gemäß des STOKES' Gesetz.[53] Hierbei besitzt ein Molekül eine gewisse Korrelationszeit, die vom 

effektiven hydrodynamischen Radius abhängig ist.[53] Selbst bei relativ kleinen Proteinen, wie dem 

Ubiquitin, beträgt die Korrelationszeit bereits wenige Nanosekunden,[54] was sogar bei einem 

Spektrometer mit großer Feldstärke bereits länger als die inverse Larmorfrequenz ist. Dadurch nimmt 
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die Effizienz des Mittelungsprozesses durch die Rotation ab, was zu einer erheblichen Verbreiterung 

der Resonanzlinien und damit schwierigeren Zuordnung des Proteins führt.[10] Diese Linien können teils 

so breit werden, dass Signale, die im Spektrum vorhanden sein müssten, nicht auftauchen. Spezielle 

Techniken wurden entwickelt, um es zu ermöglichen von bestimmten Proteinen dennoch NMR-

spektroskopische Untersuchungen durchführen zu können. [55-57] Weiterhin ist die Synthese von 

größeren Proteinen aufwändig und benötigt viel Zeit, da im Vergleich zu kleineren Peptiden keine 

Festphasensynthese nach MERRIFIELD möglich ist.[58] Da meist nur ein gewisser Teil des Proteins für 

die Reaktionen mit anderen Molekülen notwendig ist, versuchten viele Arbeitsgruppen die gezielte 

Isolation der einzelnen Peptidsequenzen, um diese zu studieren.[59-64] Eine Herausforderung besteht 

jedoch darin, dass eine Großzahl der isolierten Peptide nicht in der im Protein eingenommen 

Sekundärstruktur oder Tertiärstruktur faltet.[59] Einige spezielle Sequenzen, auch Miniproteine genannt, 

sind trotz ihrer kleinen Größe in der Lage, trotz ihrer kleinen Größe, Protein-ähnliche Strukturen und 

Eigenschaften aufzuweisen. Im folgenden Kapitel soll diese Strukturklasse inklusive einiger Vertreter 

kurz beleuchtet werden. 

 

1.2 Miniproteine  - ein historisches Abbild 

Miniproteine sind kurze Proteine mit einer Länge von bis zu 40 Aminosäuren, wohl definierten 

Faltungen, bestehend aus zwei oder mehr Sekundärstrukturelementen und gesonderten hydrophoben 

Kern.[59] Miniproteine ermöglichen es, die Komplexität von großen Proteinen zu verringern, um dadurch 

neuartige Sequenz-zu-Struktur-Beziehungen und strukturelle Eigenschaften zu untersuchen. Durch den 

kleineren und schwächeren hydrophoben Kern benötigen Miniproteine häufig zusätzliche 

Stabilisierung, wie Metallbindungen, kovalente Kreuzverknüpfung oder Oligomerisierungen durch 

intermolekulare Wechselwirkungen, z.B. EF-hands,[65] Zinkfinger,[66] Foldon[67] und Cystein-Knoten-

Peptide (Abbildung 5).[68] Während in den frühen 90er Jahren Miniproteine, die häufig aus mehr als 60 

Aminosäuren[69] aufgebaut waren, als Dimer vorlagen[70] oder zusätzliche stabilisierende Faktoren wie 

Disulfidbrücken[71] hatten, zeigte die zunehmende Expertise auf diesem Gebiet, dass auch der Aufbau 

von kompakteren Strukturmotiven möglich ist.[59]  
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Abbildung 5: Schematische Darstellung zweier Proteinstrukturen mit Fokus auf die wichtigen stabilisierenden 

Faktoren. Links: Ausschnitt eines Cysteine-Knoten-Peptids (PDB: 1HCN)[72] mit explizit dargestellten 

Disulfidbrücken. Rechts: Teilsequenz des EF-hands-Proteins (PDB: 1OSA),[73] das im basischen Milieu über die 

Seitenketten von Asparagin und Asparaginsäure in der Lage ist, Calcium zu binden, wodurch eine enorme 

Stabilisierung der Tertiärstruktur erreicht wird. Das Entfernen dieser stabilisierenden Faktoren würde zu einem 

Zerfall der Tertiärstruktur zum random-coil-Peptid führen. 

Einer der ersten Ansätze für das Studieren von Miniproteinen ist das stückweise Herausschneiden von 

bestimmten Sequenzen aus gut faltenden Proteinen. Ein prominentes Beispiel ist hier das C-terminale 

"Kopfstück" des Villin  Proteins, welches 1996 von MCKNIGHT et al.[74] entdeckt wurde. Es ist ein 35 

Aminosäure langes Fragment, das drei helikale Segmente trägt, wobei jede Helix aliphatische Reste zum 

zentralen hydrophoben Kern beisteuert. Diese Sequenz stellt gleichzeitig das kleinste natürlich 

vorkommende Polypeptid dar, das autonom ohne die Präsenz von Kofaktoren oder Disulfidbrücken eine 

stabile Faltung einnimmt.[74] Durch diesen dichten hydrophoben Kern, der aus drei Phenylalaninen und 

mehreren Leucinen zusammengesetzt ist, besitzt es zudem eine außergewöhnliche Temperaturstabilität 

von 70°C.[75] Trotz dieser Eigenschaften überwiegen die theoretischen Applikationen dieses 

Strukturmotivs.[76-78] Untersuchungen, die gezielt Modifikationen durch synthetische Aminosäuren 

vornehmen, lassen sich dahingehen selten finden, was auf eine limitierte Handhabung schließen lässt. 

Wªhrend viele Peptidsequenzen einen Ŭ-helikalen Anteil aufweisen, ist das natürliche Vorkommen von 

stabilen stand-alone ɓ-hairpin-Miniproteinen stark begrenzt.[59] Frühere Beispiele, die auf natürlichen 

Fragmenten basieren, zeigten zunächst eine geringe Faltung im wässrigen Milieu.[79,80] Durch gezieltes 

Design entwickelten COCHRAN et al. jedoch den Tryptophan-Reißverschluss, ein 12-16 Aminosäure 

langer de novo ɓ-hairpin, mit ineinander verzahnten Tryptophanen, die einen rechtsgängigen, hoch 

verzweigten Strang enthalten.[81] Aufgrund ihrer Kation-  ́Wechselwirkungen, bei der ein Lysin in die 

Kluft zwischen zwei Tryptophanen ragt, demonstrieren diese Miniproteine eine ausgezeichnete 

thermische Stabilität.[82,83] Der Tryptophan-Reißverschluss ist ein sehr gut untersuchtes Miniprotein, 

wodurch sich mittlerweile gut definierte Regeln für das Design von stabilen hairpins ergeben haben. 

Hierzu zählt ein dicht gepackter hydrophober Cluster auf der einen Seite des hairpins in der Nähe des 

loops,[84] Trp-Trp Wechselwirkungen,[81,85] und geladene Aminosäuren um die Termini durch 

Kreuzstrang-Interaktionen zu stabilisieren (Abbildung 6).[86] Leichte Abänderungen in der Sequenz 
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führen jedoch zu einigen Nachteilen bezüglich der Handhabung des Handhabung des Miniproteins. 

Daher reduzierten COCHRAN et al. die Anzahl an Tryptophanen und kompensierten den daraus 

resultierenden Stabilitätsverlust durch ein Disulfid.[87] SCHRIMPF et al. nutzten dieses Gerüst um stabile 

Peptidepitope zu entwickeln, die potenzielle Anwendungen in der Diagnostik von rheumatoide Arthritis 

aufzeigen.[88] 

Ein weiterer prominenter Vertreter der Miniproteine ist der Tryptophankäfig. Die Sequenz besteht aus 

ca. 20 Aminosäuren, die der C-terminalen Domäne des 39mer-Peptids Exendin-4 entsprechen und 

erstmals aus dem Speichel der Gila Krustenechse isoliert wurden.[89,90] Die ursprüngliche Sequenz zeigt 

nur in wässrigem Trifluorethanol, ein Ŭ-helikal stabilisierender Zusatz, eine messbare Faltung.[89] Durch 

die gezielte Anpassung einzelner Aminosäuren gelang es ANDERSEN et al. eine stabile Faltung im 

wässrigen Milieu ohne Zusatz von TFE zu erreichen.[91] Die dreidimensionale Anordnung enthält einen 

gut-strukturierten loop mit einem hydrophoben Kern, bestehend aus einem einzigen Tryptophan, der 

von den Seitenketten von vier Prolinen eingeschlossen wird und dem Tryptophankäfig seinen Namen 

verleiht. Anwendung findet dieser Käfig zahlreiche.[92-94] Unter anderem dient er als Paradigma für 

experimentelle und computergestützte Faltungssimulationen, da durch seine geringe Größe längere 

Faltungszeiten simuliert werden können. Zusätzlich erlaubt der intensiv untersuchte 

Faltungsmechanismus auch den Einfluss von unnatürlichen Aminosäuren auf die Struktur zu 

klassifizieren.[95] Besonders hervorzuheben sind dabei die Studien von ANDERSEN et al., die mit Hilfe 

von unzähligen analytischen Methoden, insbesondere NMR- und CD-Spektroskopie, die Dynamik und 

Stabilität des Tryptophankäfigs untersuchten.[96-98] Ein Nachteil dieses Systems ist die geringe 

Bandbreite an Substitutionen innerhalb des hydrophoben Kerns. Bereits die Mutation mit Phenylalanin 

führt zur massiven Destabilisierung der Tertiärstruktur.[91] 

 

Abbildu ng 6: Auswahl an Miniproteinen und deren NMR-Strukturen, wobei der hydrophobe Cluster in allen 

Peptiden grün eingefärbt ist. Der Tryptophankäfig (A) (PDB: 1L2Y)[89] wurde von ANDERSEN et al. entwickelt 

und besitzt nur ein einziges Tryptophan im hydrophoben Kern, während der von COCHRAN et al. designte 

Tryptophanreißverschluss (B) (PDB: 1LE3)[81] vier ineinander verzahnte Tryptophane aufweist. Eines der 

kleinsten, natürlich vorkommenden Miniproteine ist das Kopfstück (C) des Villin -Proteins (PDB: 1YRI),[99] das 

durch seinen großen hydrophoben Kern eine außergwöhnliche thermische Stabilität besitzt. Diese hydrophoben 

Wechselwirkungen können genutzt werden um Strukturen zu designen, die normalerweise nur in Gegenwart von 

Metall-Ionen falten würden. IMPERIALI et al. designte nach Vorbild des Zinkfingers ein Miniprotein, welches in 

der apo-Form ähnliche Strukturelemente aufzeigt. (D) (PDB: 1HCW).[100] 
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Ein weiterer Vertreter des durchdachten Miniproteindesigns ist das, dem Zinkfingermotiv 

nachempfundene, 23mer Peptid von IMPERIALI et al. (Abbildung 6).[100] Normalerweise benötigen 

Miniproteine dieser Größe zusätzliche stabilisierende Faktoren, wie Disulfidbrücken oder 

Metallkoordinationsstellen, um eine stabile Faltung einzugehen. Diese Restriktionen verringern jedoch 

die Vielseitigkeit der Anwendungsmöglichkeiten beim Proteindesign.[59] IMPERIALI et al. nutzten ein 

Strukturmotiv, das bereits 1989[101] erstmals aufgeklärt wurde und in Kapitel 1.3 näher beschrieben 

werden soll - den Zinkfinger. Die ɓɓŬ-Faltung, die durch die Zinkfingerdomäne dominant vertreten 

wird, offenbarte sich als ideales Ziel, da sie die gegebenen Anforderungen des modularen Aufbaus, 

sowie eine geringe Größe und konservierter hydrophober Kern, für das Miniproteindesign erfüllt. 

Zusätzlich existierten bereits zahlreiche Untersuchungen, basierend auf analytischen Methoden (NMR 

und CD-Spektroskopie) zu diesem Strukturmotiv.[102-104] Ausgehend von diesem Motiv wurden fünf 

Peptidsequenzen ausgesucht und aus der Kombination der Sequenzen eine iterative Optimierung 

gestartet.[100] Hierbei wurde zunächst die Metallbindungsseite mit Aminosäuren ersetzt, die eine 

Vorzugskonformation entsprechend des ɓɓŬ Motivs aufweisen. Zwar konnte hierdurch eine ähnliche 

Vorfaltung erhalten werden, die jedoch immer noch eine Metallbindende Abhängigkeit auszeichnet. 

Durch Modifikation des ɓ-turns von Typ II auf IIó, der eine stärkere strukturgebende Wirkung besitzt, 

und weiteren lokalen Änderungen, die das cis/trans-Verhältnis von Prolin-Aminosäuren beeinflussten, 

konnte im Endeffekt eine Struktur erhalten werden, die in Abwesenheit von Zink eine definierte ɓɓŬ-

Faltung aufweist.[100] Die NMR-Strukturanalyse auf Basis von NOE-Kontakten zeigte jedoch, dass die 

Struktur einen größeren Abstand zwischen den Sekundärstrukturelementen besitzt.[100] Dies ist nicht 

verwunderlich, da die zusammenhaltende Kraft, die durch eine Metallkoordination erreicht wird, nur 

schwer durch hydrophobe Wechselwirkungen ausgeglichen werden kann. Weiterhin konnte ein cis-

Prolin-Anteil von bis zu 15% detektiert werden, der zu einer Destabilisierung der Struktur führt, was 

sich auch in der niedrigen thermodynamischen Stabilität dieses Strukturmotivs widerspiegelt.[100] Die 

iterative Optimierung von Miniproteinen, basierend auf anderen, bereits etablierten Strukturtemplaten, 

wurde in den folgenden Jahrzenten mehrfach angewendet.[105-107] Ein modernes Beispiel für elegantes 

(Mini)Proteindesign ist die Trimerisierungsdomäne des T4 Fibritin - das Foldon. Wie bereits in 

Abbildung 3 erwähnt, besitzt die Kombination von D- und L-Prolin in direkter Abfolge einen turn-

induzierenden Effekt. Die Stärke dieses Effekts konnte durch das von ECKHARDT et al.[33] das turn-

Mimetikum Hot=Tap erheblich gesteigert werden, welches neben seiner Fªhigkeit, einen ɓII'-turn 

einzuleiten noch Seitenketten-artige Wechselwirkungen durch die Anwesenheit der Hydroxyl-Gruppen 

eingehen kann. Diese Eigenschaft machten sich die Autoren zu nutzen und platzierten diese synthetische 

Aminosäure an den Positionen 17 und 18 des Foldons um das Peptidrückgrat zu festigen. Die 

Einschränkungen resultierten nicht nur in einer stabilen Faltung, sondern führte im Vergleich zum wild-

type auch zur erstmaligen Kristallisation des isolierten Trimers. Diese hochauflösende Kristallstruktur 

zeigte die Ausbildung zweier Foldon-typischer "ɓ-sheet Propellers" Abbildung 7. Die 

Seitenketteninteraktionen von Hot=Tap förderten dabei die Ausbildung von Proteinoligomeren, 
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wodurch das Mimetikum innerhalb der Protein-Protein-Oberfläche gefangen wurde. Hierdurch konnte 

erstmals der konformative Einfluss eines Mimetikums im Proteinkontext untersucht werden.[108] Dieses 

Beispiel hebt hervor, wie durch geringe Modifikationen Struktureigenschaften erhalten bleiben und 

dennoch neuartige Charakteristiken (Kristallisierbarkeit) auftreten können. Ein besonderer Aspekt des 

Proteindesigns ist dabei die Bandbreite in der Funktionalität der verwendeten Aminosäuren. Zwar kann 

durch den ausschließlichen Einsatz von proteinogenen Aminosäuren komplexe Strukturmotive 

entwickelt werden, jedoch erlaubt die Verwendung von Disulfiden labile Strukturelemente zu festigen 

und somit bestehende Systeme neu aufzubauen und zu modifizieren. Diese Vielseitigkeit kann erneut 

gesteigert werden, falls synthetische Aminosäuren eingebaut werden, wie das Beispiel des Foldons von 

ECKHARDT et al. hervorhebt (Abbildung 7). 

 

Abbildung 7: Auszug aus der Kristallstruktur des Foldons mit Hot=Tap als ɓ-turn-induzierendes Mimetikum. Der 

Einbau des Dipeptids erlaubte neben der Stabilisierung des ɓ-hairpin-Motivs die Ausbildung von Oligomeren, 

wobei Hot=Tap zwischen den Proteinoberflächen angeordnet ist. 

 

1.3 Zinkfingerproteine  

1.3.1 Entdeckung und historische Bedeutung 

Zinkfingerproteine wurden erstmal 1985 als eigenständige Domäne in Transkriptionsfaktoren in den 

Eizellen des afrikanischen Krallenfroschs (Xenopus laevis) identifiziert.[109] Im gleichen Jahr konnte 

gezeigt werden, dass der Transkriptionsfaktor aus zwölf aufeinanderfolgenden Einheiten mit je 30 

Aminosäuren besteht, wobei jede Einheit zwei Cysteine und Histidine als konservierte Aminosäuren 

besitzt, die um ein Zink(II)-Ion angeordnet sind.[110] Dadurch wurde nicht nur ein neues 

Proteinstrukturmotiv, sondern auch ein neues Prinzip der DNA-Erkennung entdeckt. Bisherige DNA-

Bindungsmotive, wie die Helix-turn-Helix, nutzten die Symmetrie der DNA-Helix aus, um spezifische 
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Wechselwirkungen einzugehen.[111] Im Kontrast dazu können Zinkfingerproteine, die linear aus 

Tandemeinheiten aufgebaut sind, Nukleotidsequenzen unterschiedlicher Länge erkennen, unabhängig 

von der Symmetrie der DNA. Der Name Zinkfinger wurde zunächst von MILLER et al. postuliert und 

hatte pragmatische Gründe, da das untersuchte Protein Zink bindet und die DNA ergreift, wie die Finger 

einer Hand.[109] Spätere Untersuchungen zur Anordnung der Aminosäuren im Strukturmotiv stellten ein 

Bild dar, das dem eines Fingers ähnelte und so wurde der Name in der Literatur angenommen.[112] Die 

Einzigartigkeit von Zinkfingerdomänen zeigt sich darin, dass obwohl sie sehr kurz sind, bei der 

Koordination von Zink(II) -Ionen eine stabile Faltung eingenommen wird, die im Vergleich zu anderen 

kurzen Proteinsequenzen sehr dicht gepackt ist.[113,114] Neben Cystein und Histidin im klassischen 

Zinkfinger, können auch einzeln Asparaginsäure oder Glutaminsäure für einen Liganden ausgetauscht 

werden, die jedoch keinen Einfluss auf die tetraedrische Koordinationssphäre ausübt.[115,116] Die 

Bedeutung der restlichen Aminosäuren wurde zeitnah entschlüsselt. Die Regionen zwischen dem 

zweiten Cystein und dem ersten Histidin sind hierbei in spezifische Interaktionen mit DNA-Segmenten 

involviert.[117-119] Die Stabilität des Zinkfingerkerns demonstriert eine große Abhängigkeit von 

Wasserstoffbrückenbindungen, hydrophoben und elektrostatischen Wechselwirkungen - nicht nur in 

unmittelbarer Nähe des Metallzentrums, sondern auch im Rest der tertiären Struktur.[120-123] Weiterhin 

lässt sich eine Korrelation der tertiären Struktur mit dem Bindungsmotiv der Zink(II)-Ionen feststellen, 

das in CCHH, CCHC/CCCH und CCCC unterteilt werden kann.[124] Alle besitzen unterschiedliche 

enthalpische und entropische Einflüsse, die zur Deprotonierung von Cystein und damit zur 

Metallkomplexierung führen.[125-127] Neben dem Zink-bindenden Motiv enthüllte die Sequenzanalyse 

der Primärstruktur, dass bestimmte hydrophobe Aminosäuren (Tyrosin, Phenylalanin und Leucin) 

ebenfalls hoch-konserviert sind und den hydrophoben Kern des Proteins ausbilden.[112] Dieser nimmt 

nicht nur eine bedeutende Rolle im Metall-gekuppelten Faltungsprozess ein, der in Kapitel 1.3.3 genauer 

erläutert wird, sondern stellt einen essenziellen Teil der Stabilität des Zinkfingerproteins dar.[128,129] Wie 

bereits erwähnt, bestehen Zinkfingerproteine aus, voneinander unabhängigen Zinkfingerdomänen, und 

können daher individuell angepasst werden, um gezielt DNA oder RNA Sequenzen adressieren zu 

können. Sie dienen hierbei als ein exzellentes Werkzeug für Protein Engineering, um als Zinkfinger 

Nukleasen spezifische Gene zu regulieren.[130-132] Die Bedeutung dieser Technik zeigt sich auch im 

Nobelpreis für Chemie 2020, der an den Nachfolger von Zinkfingern für Genregulation ging, 

CrisprCas9.[133]  

 

1.3.2 Das Strukturmotiv von Cys2His2-Zinkfingerpeptiden  

Nachdem die Primärstruktur entschlüsselt wurde, erfolgten die ersten Untersuchungen zur 

Sekundärstruktur mittels CD-Spektroskopie und zeigten typische Banden, die dem Strukturmotiv einer 

Ŭ-Helix entsprachen.[102] Zusätzlich wurden Titrationsexperimente mit Zink durchgeführt und 

bestätigten, dass der Komplex in einem Verhältnis von 1:1 Zinkfingerdomäne zu Metall vorliegt.[134] Da 
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Zink eine geringe Aktivität in der UV/VIS-Spektroskopie besitzt, wurde es durch das isoelektronische 

Kobalt(II) ersetzt, was zudem eine ähnliche Koordinationsgeometrie aufweist.[102,135] Die hierdurch 

erhaltenden Peptidkomplexe zeigten zusätzliche Banden bei 650 nm, die durch die Koordination von 

Kobalt mit zwei Cysteinen und Histidine entstanden.[135] Durch Vergleiche mit anderen, bereits 

beschriebenen Metalloproteinen, konnte die tetraedrische Geometrie der Koordinationssphäre 

bestätigten werden.[102,135] Nachdem die Koordinationsumgebung und einzelne Sekundärstruktur-

elemente aufgeklärt waren, fehlte immer noch ein eindeutiges Bild zur Tertiärstruktur von 

Zinkfingerproteinen. Im Jahr 1988 entwickelten BERG einen Strukturvorschlag für das TFIIIA 

Zinkfingerprotein, basierend auf bisherigen experimentellen Daten und theoretischen Überlegungen.[112] 

Er postulierte, dass das Hauptstrukturmotiv ein antiparalleles ɓ-sheet in der Nähe des N-Terminus 

darstellt, gefolgt von einer C-terminalen Ŭ-Helix (Abbildung 8). Beide Sekundärstrukturen würden 

sowohl von der Zinkbindung als auch von der Ausbildung eines hydrophoben Kerns in der Nähe des 

loops zusammengehalten werden.[112] 

 

Abbildung 8: Korrekter Tertiärstrukturvorschlag von BERG im Jahr 1988,[112] die auf der linken Seite das 

Wasserstoffbrückenbindungsmuster der Zinkfingerdomäne zeigt. Mittig:  Cartoon-artige Darstellung der beiden 

Sekundärstrukturen, des antiparallelen ɓ-sheets, gefolgt von der Ŭ-Helix, die ein Zink(II)-Ion einschließen. Das 

rechte Bild zeigt die Zinkfingerstruktur in Form von Stäbchen und Kugeln, wodurch die Koordination von Cystein 

und Histidin an Zink(II) zu erkennen ist. 

Gleichzeitig entwickelte auch GIBSON et al. einen ähnlichen Strukturvorschlag, der sich nur in einer 

Verschiebung von zwei Aminosªuren im ɓ-sheet unterscheidet, jedoch wenig später durch NMR-

Strukturberechnungen des isolierten Xfin31-Zinkfingerpeptids widerlegt wurde und damit den 

Strukturvorschlag von BERG bestätigte.[101,136] Die NMR-Strukturen offenbarten zudem, dass das ɓ-sheet 

durch Wasserstoffbrückenbindungen zwischen Tyrosin1 und Phenylalanin10 stabilisiert wird, während 

die Ŭ-Helix die, für sie charakteristischen, Wasserstoffbrückenbindungen im Rückgrat bildet (iNH ï 

i+1NH, sowie iŬ ï i+3NH).[5] Nahezu zeitgleich publizierten NEUHAUS et al. die NMR-Struktur eines 

Zinkfingers mit zwei Domänen, wodurch gezeigt werden konnte, dass die benachbarten Zinkfinger 

strukturell unabhängig und durch einen flexiblen Linker verbunden sind.[137,138] Auch die NMR-basierte 

Analyse von weiteren Zinkfingerproteinen bekräftigte dieses Bild und betonte zudem, dass die Anzahl 
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an Aminosäuren zwischen den Metallbindenden Resten einen großen Effekt ausübt.[139-141] Der Abstand 

zwischen den beiden Histidinen beträgt drei Aminosäuren, wodurch das zweite Zink-bindende Histidin 

auf die gleiche Seite steht und dadurch die tetraedrische Koordination ermöglicht. Die Größe des turns 

zwischen den Cysteinen ist variabel mit zwei bis vier Aminosäuren.[138] 

Die Klassifizierung von Zinkfingerproteinen erfolgt aufgrund ihrer Domänenzusammensetzung, die in 

Korrelation mit ihrer Koordinationsgeometrie und Funktion steht.[113] Aktuell gibt es mehr als zehn 

bekannte Klassen von Zinkfingern, wobei die am meisten vorkommenden Kategorien wie folgt definiert 

sind: ɓɓŬ, gag knuckle, treble clef, zinc ribbon, Zn2Cys6, Taz2 und zincloops.[113,142-144] Im Rahmen dieser 

Arbeit soll jedoch nur das ɓɓŬ-Motiv im Fokus stehen, die zudem die größte Gruppe in allen Zinkfinger 

enthaltenden Proteinen in Eukaryoten darstellt.[113] Mehr als 3% aller Gene im menschlichen Genom 

kodieren ɓɓŬ-Zinkfingerproteine.[46] Auch diese Kategorie kann erneut in zwei Hauptgruppen unterteilt 

werden, den Zinkfingern, mit nur einer DNA-bindenden Domäne (z.B. KLF[145] und SP1[146]) und mit 

zusätzlichen konservierten Domänen, die irrelevant zur Zinkfingerfaltung sind, wie Krab, SCAN und 

BTB Domäne.[147-149] Das Koordinationsmotiv mit der größten Abundanz in der ɓɓŬ-Zinkfingerfamile 

ist CCHH, mit einem allgemeinen Primärsequenzmuster Y/F-X-C-X2,4-C-X3-X-L-X2-H-X3,4-H.[113] 

BERG et al. analysierten 1991 die Primärsequenz von 131 Zinkfingerproteinen mit CCHH-Motiv, 

überlagerte alle Sequenzen und generierte anhand der Häufigkeit die consensus zincfingerprotein 

sequenz CP-1 (Abbildung 9).[150] Dieser synthetische Zinkfinger zeigt im Vergleich zu natürlichen 

Derivaten die höchste Affinität für Zink(II) und Kobalt(II)-Ionen und wurde in der Literatur in den 

folgenden Jahren mehrfache verwendet, um Metallkoordination und Thermodynamik von CCHH 

Zinkfingern zu untersuchen.[151-153] Neben den zinkbindenden Aminosäuren, ist der hydrophobe Kern, 

beziehungsweise seine Beschaffenheit, kritisch für Interaktionen zwischen Proteinoberflächen und 

Lösungsmittel, die die enthalpische und entropische Stabilität des Zinkfingerproteins 

beeinflussen.[128,129,154,155] Wird die Aminosäuren Phenylalanin, durch Leucin im ZFY-Zinkfingerpeptid 

ausgetauscht, so faltet der Zinkfinger zwar im ɓɓŬ-Strukturmotiv, jedoch ist zeitgleich ein Verlust an 

thermodynamischer Stabilität zu beobachten.[156,157] Neben dem zentralen Phenylalanin besteht der 

hydrophobe Kern zusªtzlich aus einem, von der Ŭ-Helix stammenden, Leucin. Um die Bedeutung dieser 

Aminosäure hervorzuheben, wurde eine der aliphatischen Gruppe durch einen weniger voluminösen 

Rest substituiert, was eine Herabsetzung der DNA-Bindungsaffinität zur Folge hat.[158] 
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Abbildung 9: Links: Ausschnitt einiger Sequenzen, die für die Erstellung der consensus peptide Sequenz CP-1 

von BERG et al.[150] ausgewählt wurden. Anhand der Häufigkeit der jeweiligen Aminosäuren wurde ein 

Strukturmotiv entwickelt, das eine höhere Zink-Affinität besitzt als sämtlich damalig bekannten natürlichen 

Zinkfingerpeptide. In Orange beziehungsweise blau sind die konservierten Zink-bindenden Aminosäuren 

gekennzeichnet. Rechts: Schematische Darstellung eines Ausschnitts der Kristallstruktur des von BERG et al. 

designten Zinkfingerproteins gebunden an DNA. Es wurde der Zinkfinger dargestellt, der die größte Ähnlichkeit 

mit CP-1 besitzt. (PDB: 1MEY)[159] Gut zu erkennen ist die tertiäre Struktur des Zinkfingerpeptids, bestehend aus 

einem antiparallelen ɓ-sheet und einer Ŭ-Helix. 

 

1.3.3 Metallabhängige Faltung von Zinkfingerproteinen 

Sequenzanalysen und bioinformatische Studien vom menschlichen Genom haben gezeigt, dass ungefähr 

10% aller Proteine in Zinkbindungen involviert sind.[160,161] Dies ist nicht verwunderlich, da Zink(II)-

Ionen eine einzigartige Rolle, nicht nur in der katalytischen Aktivität von Enzymen,[162] sondern auch in 

der Stabilisierung von Proteinen und Einleiten von Faltungsmechanismen, einnehmen.[102,163-166,] Wie 

bereits erwähnt, enthalten Zinkfingerproteine metallbindende Aminosäuren, hauptsächlich Cystein und 

Histidin. Durch EXAFS-Spektroskopie gelang es, die Bindungslänge zwischen Zn-S und Zn-N mit 2.3 

bzw. 2.0 Å zu bestimmen, was zudem eine gute Übereinstimmung zu anderen Metalloproteinen 

aufweist.[167-169] Wesentlich häufiger, wurden jedoch UV/VIS spektroskopische Untersuchungen von 

Zinkfingerpeptiden mit Metallionen offener d-Schalen, wie Kobalt(II) oder Nickel(II) durchgeführt.[170-

174] Die Komplexierung solcher Ionen resultiert in charakteristischen charge-transfer oder d-d-Banden 

im sichtbaren Bereich, mit hohen molaren Absorptionskoeffizienten. Dies erlaubt es, die 

Komplexierung von Metallen in mikromolaren Konzentrationen zu beobachten und 

Dissoziationskonstanten zu bestimmen.[175,176] Da Zink UV/VIS-spektroskopisch stumm ist, kann die 

Affinitätsberechnung nur indirekt erfolgen. Zunächst wird isostrukturelles Kobalt(II)  genutzt, das zwar 

mit einer geringeren Affinität an das Zinkfingerprotein bindet, jedoch die gleiche tetraedrische 

Koordinationssphäre ausbildet.[113] Anschließend kann durch die Zugabe von Zink(II), Kobalt(II)  

verdrängt und eine umgedrehte Titration durchgeführt werden.[135,177] Eine weitere, vielgenutzte, 
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Methode um Affinitäts-Struktur-Beziehungen herzustellen, ist die Zugabe von Chelatoren. Manche 

Zinkfingerproteine besitzen jedoch Metallkoordinationen mit außergewöhnlicher Stabilität, sodass 

selbst EDTA, ein in der Literatur standardmäßig verwendeter starker Chelator, nicht in der Lage ist, 

Zink vollständig zu binden. [152,178,179] Damit eine vollständige Bindung von Zink an die Thiole der 

Cysteine ermöglicht werden kann, ist eine Deprotonierung zum entsprechenden Thiolat erforderlich. 

Der pKs-Wert von Cysteinen in random-coil Peptiden liegt in einem Bereich von 8 - 8.5.[180] Die 

Acidität von Thiolen wird maßgeblich von ihrer Umgebung beeinflusst, so auch in Zinkfingern. Die 

räumliche Anordnung der Cysteine ist von elementarer Bedeutung, da positiv geladene, benachbarte 

Gruppen den pKs-Wert reduzieren und eine Deprotonierung erleichtern. Dieser Effekt kann durch 

negativ geladenen Aminosäuren in Nachbarschaft umgekehrt werden.[181] [182] [183] Sehr auffällig ist der 

Einfluss bei Zinkfingerproteinen, die vier Cysteine als metallbindende Aminosäuren besitzen, wie 

LATOUR et al. im Jahr 2010 mit Hilfe von Titrationsexperimenten und NMR-Spektroskopie 

demonstrierte (Abbildung 10).[152] Jedes Thiol besitzt einen deutlich unterschiedlichen pKs-Wert, der mit 

der Position in der Aminosäuresequenz zunimmt. Histidin ist im Vergleich hierzu bei physiologischem 

pH neutral zeigt trotzdem eine gute Zinkaffinität, weshalb keine genauere Betrachtung erfolgt.[184]  

 

Abbildung 10: Links: Tabellarische Zusammenfassung der pKs-Werte einzelner Zink-bindender Aminosäuren in 

Zinkfingerpeptiden. CP-1 steht hierbei für den artifiziellen Zinkfinger consensus peptide von BERG et al., der in 

den Studien von LATOUR et al. an metallbindenden Positionen modifiziert wurde. Treble-clef und HSP33 sind 

weitere, vom klassischen ɓɓŬ-Zinkfingermotiv abweichende Zinkfingerproteine. Der Vergleich der pKs-Werte 

zeigt, dass die Umgebung im Protein einen deutlichen Einfluss auf die Acidität der entsprechenden Thiole ausübt, 

während die Histidine einen pKs-Wert ähnlich der Aminosäure besitzen. Dieser Effekt zeigt seine größte 

Auswirkung im treble-clef-Protein, wodurch die Reichweite der pKs-Werte von 6.5-9.8 ausgeweitet wird. Rechts: 

Schematische Darstellung des HSP33-Proteins[185] (PDB: 1XJH) mit seiner Redox-aktiven Seite, wobei nur die 

Zink-bindenden Cysteine explizit dargestellt sind. 

Neben der Zusammensetzung und Anordnung der Zink-bindenden Aminosäuren, besitzt auch der 

hydrophobe Kern Einfluss auf die Bindungsaffinität zu Zink(II).[114] Hierzu synthetisierten BERG et al. 

Zinkfingerpeptide, die einen modifizierten minimalen hydrophoben Kern besitzen, in dem sämtliche 

hydrophobe Reste durch Alanin ersetzt wurden.[186] Das Resultat ist ein Verlust von sowohl 

thermodynamischer Stabilität als auch Bindungsaffinität zu Kobalt(II).[186] Nachdem verschiedene 

Struktur-Affinitätsbeziehungen aufgestellt wurden, richtete sich der Fokus von mehreren 

Arbeitsgruppen auf den Faltungsmechanismus. Es konnte bewiesen werden, dass die Zinkbindung eine 

elementare Funktion einnimmt und bereits in einer frühen Phase des Faltungsprozesses ausgebildet 
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wird.[115] Zunächst erfolgt die Koordination beider Thiolgruppen der Cysteine an Zink(II) , wodurch die 

Faltung des ɓ-hairpins eingeleitet wird. Dies wird im Anschluss durch die Koordination vom N-

terminalen Histidin ergänzt, wobei zeitgleich der hydrophobe Kern ausgebildet wird.[115] Schlussendlich 

bindet auch das C-terminale Histidin Zink(II), wodurch eine zusätzliche Stabilisierung der Ŭ-Helix 

erreicht und der Faltungsprozess abgeschlossen wird.[115,187] Moleküldynamik-Simulationen, die in 

Kapitel 1.6 genauer betrachtet werden sollen, haben jedoch gezeigt, dass bereits eine Vorfaltung des 

turns bzw. Teile des ɓ-hairpins im apo-Peptid einsetzt, was den pKs-Wert der Cysteine senkt und eine 

Deprotonierung erleichtert.[188] Die Bedeutung des CCHH-Motivs, wird dadurch betont, dass auch 

weitere Proteine, die in Genregulation involviert sind, dieses Strukturmotiv enthalten.[189,190]  

 

1.3.4 Zinkfingerpeptide in Gegenwart von weiteren Metall-Ionen 

In den vorherigen Kapiteln wurden, neben Studien, die die Affinität von Zinkfingerproteinen gegenüber 

Zink(II) beschreiben, auch Beispiele genannt, in denen weitere Übergangsmetalle für diese 

Untersuchungen verwendet wurden. Die Vorliebe für Zink(II)  wurde unter anderem an 

Zinkfingerpeptiden CP-1[191] und WT1[192] mit Ramanspektroskopie dargestellt, wobei als Erklärung 

eine Kombination aus Ligandenfeldstabilisierungsenergie und weiteren thermodynamischen Faktoren 

wie Metallaffinitäten, und Enthalpie der Hydratationshülle verwendet wurden. Der Austausch von 

Zink(II) -Ionen mit anderen Metallen, führt häufig zu strukturellen oder funktionellen Schäden in 

Zinkfingerproteinen, wie gemischte Komplexe, unvollständige Metallkoordinationen oder Ausbildung 

von Disulfidbrücken durch Oxidation der Cysteine.[113] Diese Verwundbarkeit des Zinkfingerkerns 

spiegelt sich auch in der Reaktivität gegenüber Methylierungsreagenzien wieder, die eine irreversible 

Modifikation des Thionyls hervorrufen können, wobei auch hier die Bindungsaffinität herabgesetzt 

wird.[193-196] Nickel(II) , Cadmium(II) , Blei(II)  und Quecksilber(II)  sind nur einige Beispiele von 

Metallen, die in der Lage sind, Zink aus Zinkfingerproteinen teilweise oder komplett zu verdrängen und 

dadurch die Wirkungsmechanismen, wie z.B. Bindung der DNA zu stören (Abbildung 11).[114] 

Hierdurch ergibt sich auch ein Anteil der Toxizität dieser Metall-Ionen.[135,197-199] So verfügt Blei(II)  

über die Fähigkeit, selbst aus stabilen Zinkfingerkomplexen Zink vollständig zu verdrängen, was in 

Kombination mit Neurologischen Erkrankungen gebracht wird, da die DNA-Bindungseigenschaften 

von "Bleifingern" stark eingeschränkt ist.[200] Zwar werden Kobalt(II)  und Cadmium(II)  in 

spektroskopischen Strukturbestimmungen von Zinkfingerproteinen routinemäßig eingesetzt, jedoch 

beeinflussen auch diese Metall-Ionen im physiologischen Umfeld die DNA-Bindungsaktivität.[113] Die 

kontrollierte Anpassung dieser Aktivität kann jedoch auch als Templat für das Design von 

metallbasierenden Zinkfingerinhibitoren dienen, wie LOUIE et al. mit einer Kobalt(III)Schiffschen Base 

zeigen konnten.[201]  
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Abbildung 11: Schematische Darstellung, der Verdrängung von Zink aus Zinkfingerproteinen (CCHH, CCCH, 

CCHC, CCCC) durch weitere Metall-Ionen adaptiert von KLUSKA et al.[113] Eine Vielzahl an Metallen (z.B. 

Nickel(II), Blei(II), Cadmium(II), Kupfer(I), Arsen(III) und Antimon(III)) sind in der Lage, Zink vollständig aus 

gefalteten Zinkfingerproteinen zu entfernen und damit einen Zerfall der Tertiärstruktur zu initiieren. Durch den 

Verlust der Struktur werden bedeutende biologische Prozesse, in denen Zinkfinger involviert sind, unterbrochen, 

wodurch sich auch ein Teil der Toxizität dieser Metalle ergibt.[113] 

Im Kontrast zu den geringen Applikationen von Nickel(II) , Blei(II)  und Quecksilber(II)  in 

Zinkfingerproteinen, finden die Edelmetalle Gold und Platin eine breite Anwendung, was sich in der 

Entwicklung von Medikamenten wie Aurothioglucose, Aurothiomalate und Cis-Platin 

widerspiegelt.[202,203] Wichtige Beiträge lieferten FRANZMANN  et al., indem gezeigt wurde, dass Gold(I) 

in der Lage ist, Zink schnell und vollständig zu verdrängen und dabei eine ähnliches Faltungsmuster zu 

erreichen.[204] Die Kombination aus Metallreagenz und Reduktionsmittel reguliert, ob zwei Gold(I)-

Ionen innerhalb eines Peptids komplexiert werden, oder ob neben einer einfachen Koordination noch 

eine Disulfidbindung entsteht (Abbildung 12). Die Erforschung der Reaktivität und Stabilität von 

Goldfinger ist wesentlicher Bestandteil der Zinkfingerproteinforschung der letzten Jahre.[204-209] Die 

Entdeckung von Cis-Platin als Zellwachstum hemmendes Medikament im Jahre 1974 galt als ein 

Meilensteil im Bereich der Krebsforschung.[210,211] Auch Cis-Platin ist in der Lage, mit 

Zinkfingerdomänen zu interagieren, wobei Untersuchungen zum genauen Mechanismus enthüllten, dass 

die Interaktionen unspezifischer Natur sind.[113] Es ist jedoch bekannt, dass die Wechselwirkungen mit 

Cystein-reichen Zinkfingerproteinen, wie z.B. der DNA-Polymerase, eine bedeutende Rolle im 

Wirkungsmechanismus des Medikaments einnehmen.[212] Als Beispiel für ein Platin-enthaltendes 

Medikament, das speziell für die Inhibition von HIV-1 NCp7 Zinkfingerfingerprotein konzipiert wurde, 

soll das von FARRELL et al. entwickelte [Pt(dien)(nucleobase)]2+ erwähnt werden (Abbildung 12).[213,214]  



Einleitung 

19 

 

 

Abbildung 12: Das grundlegende Darstellungskonzept wurde von KLUSKA et al.[113] adaptiert, und zeigt die 

Verwendung von Edelmetallreagenzien zur gezielten Inhibition von Zinkfingerproteinen. FRANZMANN  et al. 

demonstrierten durch die Zugabe von Gold(I)-Reagenzien, die Verdrängung von Zink aus dem 

Zinkfingermodellpeptiden mit unterschiedlichen Bindungsmotiv, was zur Ausbildung von Goldfingern führt, 

wobei ein Koordinationsgleichgewicht zwischen den metallbindenden Aminosäuren vorliegt.[204] Aufbauend auf 

diesen Ergebnissen wurden Terpyridin-Liganden zur Koordination von Gold verwendet. Diese Reagenzien führten 

nach Zugabe zum CCCC-Zinkfingerbindungsmotiv zur Darstellung von Goldfingern, die zwei Gold-Ionen 

komplexieren, wobei das Vorhandensein des Reduktionsmittels Glutathion essenziell zur Unterdrückung einer 

Disulfidbrücke ist. FARRELL et al. erweiterten dieses Konzept auf Platin-basierenden Reagenzien zur gezielten 

Inhibition von retroviralen Zinkfinger-DNA-Interaktionen.[214] Als Liganden identifizierten sie, neben Pyridin 

auch ein Nucelobase-Derivat, was es dem Metall ermöglicht, zunächst an Cystein des CCHC-Bindungsmotivs zu 

koordinieren um anschließend Zink(II) vollständig zu verdrängen. 

 

1.3.5 Intrinsische Beweglichkeit  in Zinkfinger n 

Untersuchungen der intramolekularen Bewegungen von Proteinen sind ein zentrales Thema in 

zahlreichen Studien, da sie elementar für biologische Funktionen, wie Enzymkatalyse oder Bindung von 

Liganden sind.[215-217] Die systematische Charakterisierung dieser Bewegungen erfordert 

unterschiedliche analytische Methoden, da die Prozesse auf unterschiedlichen Zeitskalen ablaufen. Dies 

kennzeichnet jedoch gleichzeitig die Faltung und Funktion eines Proteins.[51] Typische Bewegungen 

innerhalb eines Proteins sind z.B. Bindungsschwingungen,[218] Oszillationen von Seitenketten,[219] oder 

gar konzertierte Verschiebungen von gesamten Proteinsegmenten.[220] Eine nahezu alltäglich 

verwendete Methode, um die Bewegungen von Proteinen zu untersuchen, ist NMR-Spektroskopie.[221] 
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Sie ist in der Lage, Bewegungen auf atomarer Ebene, auf einer breiten Zeitskala von Pikosekunden bis 

Stunden, zu betrachten. Hervorzuheben sind Messung von Relaxationsraten,[222] 

Magnetisierungstransfer[223] und Isotopen-Austausch-Experimente.[224] Die Relaxationsraten einzelner 

Atome von Aminosäuren sind abhängig von den internen Translationen und Rotationen des 

Peptidrückgrats und der Seitenketten. WRIGHT et al. nutzten wenige Jahre nach Aufklärung der 

dreidimensionalen Struktur von Zinkfingern diese Methode, um Beweglichkeiten des Xfin-31 

Zinkfingerpeptids aufzuklären.[225] Das Rückgrat des Peptids zeigt, mit Ausnahme des loops, der die Ŭ-

Helix und das ɓ-sheet verknüpft, eine hochgradige Einschränkung bezüglich der Beweglichkeit, die 

zusätzlich mit der Auswertung von NOE-Kontakten übereinstimmt.[225] Jedoch wurde bereit früh 

erkannt, dass die NMR-Struktur ein statisches Bild beschreibt und somit nur einen kleinen Teil der 

Beweglichkeit des Zinkfingers abbildet. Relaxationsmessungen der Zinkbindungsseite, enthüllen große 

Spin-Spin Raten, was auf einen konformationellen Austausch hindeutet.[226] Gleichzeitig wirkt dieser 

Einfluss jedoch nur auf einen der Kohlenstoffe im Histidin.[226,227] Neben dem Rückgrat des Peptids 

wurden die Relaxationsmessungen auch auf die Seitenketten ausgeweitet.[227] Während das Gros der 

Seitenketten eine ähnliche Dynamik wie das Rückgrat besitzt, gibt es zwei Aminosäuren, die eine 

eingeschränkte Beweglichkeit aufweisen. Sowohl Phenylalanin als auch Leucin, die den hydrophoben 

Kern von Xfin-31 ausbilden, sind, auf der Zeitskala von Pikosekunden bis Nanosekunden, nahezu starr 

um ihre ɢ2-Torsion.[227] Diese Einschränkung reflektiert ihre dichte Packung im hydrophoben Kern. Die 

Autoren merken jedoch an, dass diese Ergebnisse im Widerspruch zum 1H-Spektrum des Zinkfingers 

steht, in dem nur ein AA'BB'C-Spinsystem beobachtet werden konnte (Abbildung 13).[227] Die Drehung 

des aromatischen Rings erfolgt daher auf einer Zeitskala, die im Vergleich zu den Rotationsbewegungen 

langsam, jedoch im Vergleich zur chemischen Verschiebungsdifferenz zwischen symmetrischen Spins, 

schnell sein muss.[227]  

 

Abbildung 13: Links: Schematisches Abbild des Xfin-31 Zinkfingerpeptids (PDB: 1ZNF)[101] mit expliziter 

Darstellung der zentralen Aminosäure des hydrophoben Kerns. Da die NMR-Struktur nur ein statisches Bild 

liefert, führten WRIGHT et al. Relaxationsmessungen durch (Tabelle rechts),[227] um einen Einblick in die 

Beweglichkeit der Seitenketten zu erhalten. Die großen Ordnungsparameter deuten auf eine eingeschränkte 

Beweglichkeit von Phe10 hin. Das HSQC-Spektrum[227] hingegen zeigt ein AA'BB'C Spin-System, was nur durch 

eine schnelle Rotation des aromatischen Rests von Phe10 möglich ist.  
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Nachdem die Bewegungen von einzelnen Zinkfingerdomänen beschrieben wurde, richtete sich der 

Fokus auf Zinkfingerproteine mit mehreren Domänen.[228] WRIGHT et al. verwendeten anisotropic 

tumbling um die Flexibilität der ersten drei Zinkfinger in TFIIIA aufzuklären. Wie bereits erwähnt, 

können einzelne Zinkfingerdomäne linear aneinander verknüpft werden, jedoch ist ihre Beweglichkeit 

hoch korreliert, wodurch die gemittelte Konformation des Zinkfingerpolypeptids gestreckt ist.[228] Dies 

steht im Widerspruch zu den Untersuchungen von NEUHAUS et al., die eine strukturelle Unabhängigkeit 

zwischen einzelnen Zinkfingerdomänen feststellten.[138] Der Grund lässt sich an dem unterschiedlichen 

Fokus der beiden Studien identifizieren, da NEUHAUS et al. an der generellen Struktur von 

Zinkfingerpeptiden interessiert waren, während WRIGHT et al., aufbauend auf diesen Ergebnissen die 

Beweglichkeit analysierten.[228] 

 

1.3.6 Biologisch relevante Prozesse von Zinkfingern - DNA-Bindung und Protein-Protein-

Interaktionen. 

Zwar kennzeichnete 1989 das Jahr, in dem die dreidimensionale Struktur von Zinkfingerproteinen und 

ihre allgemeinen Interaktionen mit DNA-Segmenten etabliert wurde, dennoch fehlte eine genaue 

Beschreibung der geometrischen Ausrichtung des Protein-DNA-Komplexes. 1991 gelang es PABO et 

al. das drei-Finger enthaltenden Zinkfingerprotein Zif268, gebunden an DNA zu kristallisieren.[229] Die 

drei Ŭ-Helices führen die Hauptwechselwirkungen zur DNA durch, indem sie sich entlang der major 

groove ausrichten. Dabei werden hydrophobe Kontakte bzw. Wasserstoffbrückenbindungen mit GC-

reichen Regionen gebildet.[229] Zif268 windet sich innerhalb einer Umdrehung vollständig um die DNA 

und ermöglicht so, den Aminosªuren der Ŭ-Helix, genauer Position -1, 2, 3 und 6, die Ausbildung von 

Wechselwirkungen.[229] Eine zusätzliche Stabilisierung erfolgt durch den Kontakt zwischen Lysin-

Seitenketten und dem Phosphatrückgrat der DNA. Die Kombination dieser Wechselwirkungen definiert 

das Bindungsmuster von Zif268.[229] Der erste Zinkfinger bindet die 5'-GCGT-3' Sequenz, während 

Zinkfinger-2 mit dem 5'-TGGG-3' Abschnitt interagiert. Der dritte Zinkfinger wiederum bindet erneut 

an 5'-GCGT-3' und schließt das Bindungsmuster, welches kanonisches Docking Arrangement genannt 

wird und auch bei anderen Zinkfingerproteinen beobachtet werden kann, ab.[230,231] Zwar lässt sich 

Anhand der Struktur, eine Voraussage für das DNA-Bindungsmuster treffen, jedoch zeigten Studien am 

Drosophila CF2-Zinkfingerprotein, dass durch punktuelle Mutationen auch AT-reiche DNA-Stränge 

komplexiert werden können.[232] Als Auslöser konnte der Winkel zwischen Ŭ-Helix des 

Zinkfingerpeptids und DNA identifiziert werden, der zu nicht spezifischen hydrophoben Kontakten und 

flexiblen Wasserstoffbrückenbindungen mit anderen Basenpaaren führt.[66,233,234] Bereits in frühen 

Untersuchungen war es ersichtlich, dass klassische ɓɓŬ-Zinkfingerproteine erst ab mehreren 

Zinkfingerdomänen in der Lage sind, DNA zu binden.[234] Jedoch sind einzelne Zinkfingerpeptide in der 

Lage, Protein-Protein-Interaktionen zu vermitteln, was am Beispiel von FOG-1/GATA-1 deutlich wird, 

die als am besten charakterisierten Protein-Protein-Interaktionen gelten.[235] FOG-1, dessen Abkürzung 
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friend of GATA-1 bedeutet, ist essenziell für den korrekten Biomechanismus von GATA-1 und bindet 

diesen Transkriptionsfaktor mit seinem CCHC Bindungsmotiv.[236-238] Eine Mutation zum CCHH-

Motiv, wie es dem klassischen Zinkfinger entspricht, führt zum Verlust der Bindungsaffinität.[239] Als 

weiteres Beispiel zu PPI zwischen Cys2His2-Domänen soll Gliom-assoziiertes Protein 1 (Gli-1) genannt 

werden, das zeitgleich eines der zuerst entdeckten PPI bei Zinkfingern darstellt.[240] Gli-1 ist aus fünf 

Zinkfingerdomänen zusammengesetzt, wobei jeweils unterschiedliche biologische Funktionen zu 

beobachtet sind. PABO et al. postulierten, dass zwischen Finger eins und zwei, intramolekulare PPI 

stattfinden, während die Finger zwei bis fünf in DNA-Wechselwirkungen involviert sind.[240] 

Hervorzuheben ist, dass Finger drei bis fünf zusätzlich in der Lage sind, Protein-Protein-

Wechselwirkungen einzugehen, wobei der genaue Mechanismus weiterhin Thema aktueller 

Untersuchungen ist.[241-243] Diese Mannigfaltigkeit an Funktionen ist in vielen Zinkfingerproteinen 

vorhanden und wird, im Folgenden, am Yin Yang 1 (YY1) Protein, dessen Name bereits seine 

entgegengesetzte Wirkungsweise verdeutlicht, behandelt (Abbildung 14). YY1 ist aus vier Cys2His2-

Zinkfingern zusammengesetzt und bindet an verschiedene Gene, um die Expression von Genen 

einzuleiten oder zu unterdrücken. [244,245] Es gehört zur Gruppe der GLI-Krüppel 

Zinkfingerproteine[246,247] und zeigt eine außergewöhnlich hohe Primärstrukturkonservierung in der 

DNA-bindenden Domäne, zwischen Maus, Krallenfrosch und Mensch.[245,248] Im Gegenzug weist die 

N-terminale Region eine größere Diversität zwischen den Arten auf.[249] 

 

Abbildung 14: Links: Ausschnitt aus der Kristallstruktur von HOUBAVIY  et al.[250] denen es gelang, das Yin-

Yang1-Protein in Gegenwart eines DNA-Segments zu kristallisieren. Die DNA-Interaktionen des dritten Fingers 

von Yin-Yang1 (3YY1), die über die Positionen -1, +2 und +3 der Ŭ-Helix fazilitiert werden, sind in orange 

gekennzeichnet. Unten rechts: Sequenz des abgebildeten Zinkfingerpeptids in Kombination mit den 

Sekundärstrukturelementen.   

Die Aminosäuren der DNA-Bindungsdomäne, die spezifisch die 5'-CAT-3'-Sequenz erkennt, befindet 

sich am C-Terminus und wurden durch Kristallstrukturanalyse von HOUBAVIY  et al. aufgeklärt 

(Abbildung 14).[250] Anschließend folgen zwei, teils überlappende, Unterdrückungsdomänen, die für die 

Rekrutierung von Histon-Deacetylasen (HDACs) verantwortlich sind.[251] Gleichzeitig enthält YY1 aber 
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auch eine zweiteilige Aktivierungsdomäne, die am N-Terminus angesiedelt ist und aus einer acidischen 

und Glutamin-Prolin reichen Region besteht.[252] Trotz der zahlreichen intensiven Studien in den 

vergangenen Jahren, sind nicht sämtliche Funktionen der Domänen entschlüsselt.[253] So besitzt YY1 

auch eine Glycin-reichen Region und eine, mit elf aneinandergereihten Histidinen, äußert basischen 

Domäne, die beide in der Proteinvariante des Krallenfrosches nicht vorkommen und somit auf eine 

Bedeutung im menschlichen Körper hinweisen.[252,254] LEE et al. entfernten diese Histidin-reiche Region 

und führten Affinitätsstudien durch, konnten aber keinen Einfluss auf die Hemmungsfähigkeiten von 

YY1 feststellen.[255] Die Natur nutzt eine Vielzahl an posttranslationalen Modifikationen, um biologische 

Prozesse zu initiieren, regulieren oder abzuschließen und auch YY1 ist zugänglich für diese 

Modifikationen. Dies beinhaltet zum Beispiel Phosphorylierung, Acetylierung, Glykosylierung und 

Ubiquitinierung von Seitenketten, wobei Lysin häufig involviert ist.[253] Die Phosphorylierung von YY1 

führt zu stabilen Phospho-Proteinen und kann die DNA-Bindungsfähigkeit regulieren, während 

glycosilierte YY1-Proteine unfähig sind Wechselwirkungen mit Retinoblastom-Proteinen 

durchzuführen.[256-258]  

 

1.4 Kovalente Verknüpfung in biologischen Makromolekülen - die Disulfidbrücke 

Wie bereits im vorherigen Kapitel erwähnt, benötigen Zinkfingerproteine Cystein als metallbindende 

Aminosäuren, um Zink tetraedrisch zu koordinieren. Hierzu ist zunächst die Deprotonierung der 

entsprechenden Thiole zum Thiolat notwendig. Neben der Metallkomplexierung ist die Oxidation zur 

Disulfidbrücke mit einem weiteren Thiol ein zusätzlicher Reaktionspfad, den Cystein in physiologischer 

Umgebung eingehen kann.[259] Während diese Reaktion in Zinkfinger zum Verlust der Struktur und 

damit ihrer Funktion führt,[260] gibt eine Vielzahl an Proteinen, die Disulfide für die Stabilisierung ihrer 

Tertiärstruktur benötigen. Proteine mit natürlichen Disulfidbrücken lassen sich vorzugsweise in 

extrazellulärer Umgebung finden, da der reduktive Charakter im Cytosol eine Oxidation verhindert. 

Dies ist auch notwendig, da für den Transport von Proteinen durch Membranen meist die ungefaltete 

Struktur benötigt wird.[261] Zudem müssen gewisse Anforderungen an die räumliche Anordnung der 

Cysteine im Protein gegeben sein, damit eine Bindung zum Disulfid vollzogen werden kann. Um eine 

selektive Bindung zu ermöglichen, verwendet die Natur Hilfsproteine wie zum Beispiel die Protein-

Disulfid-Isomerase, welche selbst zunächst von einem weiterem Enzym oxidiert werden muss.[262] Da 

Disulfidbrücken die einzige natürliche kovalente Bindung zwischen mehreren Peptidsträngen darstellen, 

bedürfen sie einer genaueren Betrachtung. Die Charakteristika einer Disulfidbrücke wurden 1981 von 

THORNTON et al. durch die Analyse von 55 Disulfiden in verschiedenen Proteinen beschrieben und 

wenige Jahre später durch PETERSEN et al. ergänzt (Abbildung 15).[263,264] Sie zeigten eine 

Bindungswinkelverteilung von 114° für CŬ-Cɓ-Sɔ und 105° für Cɓ-Sɔ-Sɔ, während Analysen der ɢ3-

Torsion (Cɓ-Sɔ-Sɔó-Cɓó) eine Bevorzugung für zwei enge Bereiche um -87° und 97° enthalten. Die 

Torsionsstabilität ist von großer Bedeutung, da schon leichte Abweichungen von den Idealwerten zu 
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mehreren kcal/mol Stabilitätsverlust führen.[265,266] Die Untersuchungen von natürlich vorkommenden 

Disulfiden in Proteinen, legte den Grundstein für das gezielte Entwerfen solcher stabilisierenden 

Bindungen. Einer der ersten Erfolge für solch gezieltes Design an Proteinen, konnten PERRY et al. am 

Lysozym T4 erzielen, das zwar über zwei Cysteine in der Sequenz verfügt, die jedoch aufgrund 

räumlicher Restriktionen nicht in der Lage sind, eine Disulfidbrücke auszubilden (Abbildung 15).[267] 

Durch die Mutation von Isoleucin3 zum entsprechenden Cystein und anschließender Oxidation, konnte 

eine Disulfid gebildet werden, dass zu einer deutlichen Steigerung der thermischen Stabilität von 

Lysozym T4 kumulierte.[267] Durch diese und Folgestudien konnten Richtlinien aufgestellt werden, die 

den erfolgreichen Einbau von stabilisierenden Disulfidbrücken erlaubten. Um den größtmöglichen 

stabilisierenden Effekt zu erzielen, sollten die Disulfide an Positionen von flexiblen Regionen lokalisiert 

sein und vorzugsweise einen großen loop erzeugen.[268-270]  

 

Abbildung 15: Links: Tertiärstruktur des, von PERRY et al.[267] modifizierten, Lysozym T4 (PDB: 1L35)[271] mit 

explizit dargestellten Disulfidbrücke. Die Charakteristika dieser Bindung sind auf der rechten Seite dargestellt. 

Hervorzuheben ist die geringe Flexibilität von ɢ3, die auf zwei enge Bereiche von 90 und ī90° eingeschränkt ist 

und durch Analysen von Proteinstrukturdatenbanken von THORNTON et al.[263] und PETERSEN et al.[264] 

charakterisiert wurden.  

Im eingeschränkten Fall können diese Regeln auch auf kleinere Systeme, wie Peptide übertragen 

werden, was durch Studien zu ɓ-hairpins von SCHRIMPF et al. gezeigt werden konnte.[88] Unter anderem 

führt die Mutation von einer N- und C-terminalen Aminosäure durch Cystein und anschließender 

Oxidation eines Peptids, basierend auf der Kombination von dem COCHRAN-Kluster[272,273] und ein Teil 

der Fillagrinsequenz,[274] zur Stabilisierung und Ausprägung eines wohl-definierten ɓ-hairpins mit zwei 

Disulfiden, der als Epitop für Antikörpererkennung fungieren kann.[88] Um festzustellen, ob die 

Ringgröße des Bi-Disulfids, oder der hydrophober Cluster, einen größeren Einfluss auf die Faltung des 

hairpins ausübt, entfernten SCHRIMPF et al. zwei Aminosäuren und reduzierten die Struktur auf ein 

12mer-Peptid (Abbildung 16).[275] Entgegen den Erwartungen, wurde kein monomeres Bi-Disulfid 

beobachtet, sondern eine, über die N- und C-terminalen Cysteine zum 24mer-Peptid, Dimerisierung zum 

neuen Epitop wurde vollzogen. Selbst bei niedrigeren Konzentrationen konnte nur diese selektive 
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Dimerisierung beobachtet werden, was auf zusätzliche stabilisierende Effekte im hairpin-Segment 

hindeutet.[275] Untersuchungen der Kettenlängen durch den Einbau von 6-Aminohexansäure als spacer 

am N-Terminus führten dazu, dass kein Dimer beobachtet werden konnte, was auf eine elementare 

Bedeutung der Kettenlänge für die Ausbildung des Dimers hindeutet.[275] Während die Monomere im 

1H-NMR klar definierte Signale zeigten, konnte für das Dimer teils erhebliche Signalverbreiterung 

beobachtet werden, die keine Abhängigkeit von der Konzentration demonstrierte und somit nicht auf 

Aggregation zurückgeführt werden konnte. Als einziger plausibler Mechanismus wurde die 

scharnierartige Bewegung des Peptidrückgrats postuliert, die eine solch hohe Energiebarriere besitzt, 

dass ein schneller Austausch bei Raumtemperatur nicht möglich ist.[275] Nicht nur designte, synthetische 

Peptide sind in der Lage Homodimerisierungen einzugehen, sondern ein, in der Natur vorkommendes 

prominentes Beispiel ist die prolinreichen Scharnier-Region (CPPC) des Immunglobulin.[276] In diesem 

Fall sind zwei schwere Antikörperketten, über zwei, oder im Falle von IgG2 und IgG3, mehre 

Disulfidbrücken miteinander verknüpft.[277,278] Weiterhin ist die Zusammensetzung des Scharnier-

Abschnitts von zentraler Wichtigkeit für die Flexibilität des Antikörpers, sowie seiner Tendenz zur 

Disulfidisomerisierung.[279,280] Zur genaueren Untersuchung dieser Flexibilität synthetisierten KESSLER 

et al. und MORODER et al. Scharnier-Peptide, um konformationelle Untersuchungen mit NMR-

Spektroskopie und Moleküldynamik-Simulationen durchzuführen (Abbildung 16). [281-283] Ihre Analysen 

enthüllten, dass die Kernregion des Scharnier-Peptids aus zwei parallelen Polyprolin-II -Helices besteht, 

die durch eine linksgängige und rechtsgängige Disulfidbrücke verbunden sind. Im Gegensatz zu 

weiteren Studien stellten die Autoren keinen Zusammenhang für die Beweglichkeit des Scharnier-

Peptids zum Inneren des Kerns her, sondern beschreiben die C-terminalen Aminosäuren als treibende 

Kraft für die Flexibilität.[281] 
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Abbildung 16: Oben: Schematische Darstellung der dreidimensionalen Struktur von IgG1 (PDB 1IGY).[284] Der 

hervorgehobene Bereich kennzeichnet die Scharnier-Region des Antikörpers. Die isolierte Betrachtung (links 

unten) dieses Bereichs wurde von MORODER et al.[281] durchgefüht, die unter Verwendung von NMR-

Spektroskopie und Moleküldynamik-Simulationen die Beweglichkeit der Scharnier-Region charakterisierten. 

Rechts unten: Ein synthetisches, antiparalleles Scharnier-Peptide, das von SCHRIMPF et al.[275] entwickelt wurde. 

Die spontane Dimerisierung durch Oxidation der Cysteine des Monomers führt ausschließlich zum abgebildeten 

Polypeptid, ohne die Anwesenheit von weiteren Oligomeren. 

 

1.5 NMR-Spektroskopie als Methode zur Strukturbestimmu ng 

Zu einem frühen Zeitpunkt in der Geschichte der Biomoleküle war bekannt, dass es für ein ansatzweise 

vollständiges Verständnis über Funktion und Eigenschaften, die lückenlose Aufklärung der 

dreidimensionale Struktur bedarf.[285,286] Neben der Kristallographie, ist NMR-Spektroskopie eine der 

wertvollsten Methoden zur Bestimmung der drei-dimensionalen Struktur von Biomolekülen, da sie 

atomar aufgelöste Informationen, in Lösung und Feststoff liefern kann. Die Bedeutung dieser Methodik 

wird durch die Verleihung des Nobelpreis an WÜTHRICH für NMR-Untersuchungen von Struktur und 

Funktion biologischer Makromoleküle im Jahr 2002 hervorgehoben.[287] Eine Besonderheit der NMR-

Spektroskopie liegt darin, dass nicht nur die Zusammensetzung (Konstitution und Konformation) von 

Biomolekülen, sondern auch dynamische Prozesse untersucht werden können. Zwar enthält ein 
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eindimensionales 1H-Spektrum eine enorme Aussagekraft, jedoch erst durch die Kombination mehrere 

Dimension, entfaltet die NMR-Spektroskopie ihr volles Potenzial bei der Strukturaufklärung von 

biologischen Makromolekülen.[288] Dieser Umstand rührt daher, dass die entsprechenden Kerne sehr 

sensitiv zu ihrer chemischen Umgebung sind, die nicht nur über skalare Wechselwirkungen (entlang 

einer Bindung), sondern auch durch räumliche Anordnungen im Peptidgerüst beeinflusst wird.[288] Da 

NMR-Spektroskopie dynamische Prozesse aufklären kann, liefert auch die Einschränkung durch eine 

stabile Peptidfaltung zusätzliche chemische Differenzen. Dies ist auch notwendig, da die Komplexität 

von Peptiden und Proteinen durch eine hohe Signaldispersion kompensiert werden muss, um 

vollständige Zuordnungen zu ermöglichen.[289] Anschließend können ausgehend von dieser Zuordnung 

Kern-OVERHAUSER-Effekte genutzt werden, um räumliche Informationen über die Struktur des Peptids 

zu erhalten.[290] Auf Basis dieser Kontakte, werden NMR-Strukturensembles mit einer hohen Auflösung 

erstellt, sodass diese analog zur klassischen Proteinkristallografie verwendet werden können (Abbildung 

17).[291-294] Seit der ersten NMR-spektroskopischen Bestimmung der dreidimensionalen Struktur eines 

globulären Proteins, dem Stier-Sperma-Protease-Inhibitor (BUSI), im Jahr 1985,[295] hat die 

Strukturaufklärung mit NMR-Spektroskopie stetig an Bedeutung gewonnen. Gerade zu Beginn, als 

Kristallografie die Methode der Wahl, zur strukturellen Aufklärung von Biomolekülen war, wurde 

NMR-Spektroskopie mit großen Vorurteilen begegnet. Als jedoch WÜTHRICH et al. in Kooperation mit 

HUBER et al. die Struktur des Ŭ-Amylase-Inhibitors Tendamistat mit NMR-Spektroskopie aufklärten 

und diese nahezu identisch mit der kristallografisch bestimmten Struktur von HUBER et al. war, wurden 

diese Vorurteile begraben.[296,297]  

 

Abbildung 17: Vergleich der Tertiärstruktur des Stier-Sperma-Protease-Inhibitors (BUSI), aufgeklärt von 

WÜTHRICH et al.[295] (grau, PDB: 1BUS) und HUBER et al.[298] (grün, PDB: 1TGS). Letztere verwendete dabei 

Kristallografische Methoden, während die Struktur in grau in Lösung durch NMR-Spektroskopie ermittelt wurde. 

Generell ist eine geringe Abweichung beider Strukturen von 1.3Angstrom (RMSD) zueinander ersichtlich und 

demonstrierte 1985 das Potenzial, das NMR-Spektroskopie für die Strukturaufklärung von Proteinen enthält.  
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Ein weiterer Vorteil der NMR-Spektroskopie liegt in ihrer Fähigkeit, Systeme in Lösung zu untersuchen. 

Durch gezieltes Anpassen der Parameter (Lösungsmittel, pH-Wert, Salzkonzentration, Temperatur) 

können physiologische Bedingungen mit einer hohen Genauigkeit simuliert werden.[287] Dies ist auch 

notwendig, um korrekte Schlüsse auf Struktur-Wirkungsmechanismen zu erlangen und unnatürliche 

Peptid-Lösungsmittel-Wechselwirkungen auszuschließen, die im schlimmsten Fall zur Denaturierung 

des Peptids führen können.[289] Für die Messungen in der NMR-Spektroskopie sind Lösungsmittel mit 

einem hohen Deuteriumanteil unabdingbar, um eine hohe Qualität der Signale zu gewährleisten. Zudem 

liegen Peptide beziehungsweise Proteine, in wässrigem Milieu, in einer Konzentration von geringen 

Millimol vor, was bei einem nicht deuterierten Lösungsmittel, einem Konzentrationsverhältnis von 

11.000 zu 1 entspricht.[289] Auch die Verwendung von reinem Deuteriumoxid ist für die Aufklärung von 

Peptiden unzureichend, da die Amidprotonen, durch ihren partiellen Doppelbindungscharakter, eine 

gewisse Acidität besitzen und mit dem Lösungsmittel ein chemischer Austausch stattfinden würde, was 

zu einem Signalverlust führt.[299] Da die Geschwindigkeit des Austausch von der Zugänglichkeit zum 

Lösungsmittel abhängt, die wiederum von der dreidimensionalen Struktur beeinflusst wird, können 

Amidprotonen identifiziert werden, die in Wasserstoffbrückenbindungen innerhalb des Peptids 

involviert sind.[289] Es ist daher notwendig, auf reines Deuteriumoxid für die vollständige Zuordnung 

von Biomolekülen zu verzichten und in wässrigen Puffersystemen zu arbeiten. Um die geringe 

Peptidkonzentration zu kompensieren, erfolgt eine selektive Unterdrückung des Wassersignals, ohne 

die Intensität der Peptidsignale zu stark zu verändern.[300] Einige prominente Vertreter sind Presat, 

Excitation Sculpting, Flip-back und WATERGATE, wobei sich letzteres als Methode der Wahl, in vielen 

Forschungsgruppen, etabliert hat.[301-304] Die Pulssequenz der WATERGATE-Methode ist in der 

folgenden Abbildung 18 aufgezeigt und beschrieben. 

 

Abbildung 18: Die Pulssequenz der WATERGATE-Methode (WATER GrAdient Tailored Excitation) beruht 

auf dem Gradienten-Spin-Echo, bei der zunächst die Transmitter-Frequenz exakt auf die Wasserresonanz 

eingestellt wird. Ein unselektiver, intensiver 90°-Puls wird von einem Gradientenpuls (G1) abgelöst und besitzt 

den Effekt einer Spin-Spin-Defokussierung. Anschließend folgen sechs kurze, intensive Pulse (P1 bis P6), die in 

Summe einen 180°-Puls widerspiegeln und selektiv auf alle Resonanzen bis auf Wasser einwirken. Der zweite 

darauffolgende Gradientenpuls (G2), der in seinen Parametern G1 entspricht, defokussiert das Wassersignal weiter 

und refokussiert andere Spins. In Summe wirken P1-P6 und die beiden Gradientenpulse auf alle Signale bis auf 

die Wasserfrequenz und nehmen somit die Rolle ein Spin-Echos ein. Abschließend wird der FID nach 

Unterdrückung der Wasserresonanz detektiert. 
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1.6 Computergestützte Simulation von Moleküldynamiken 

1.6.1 Historischer Abriss 

Wie im Kapitel 1.5 gezeigt wurde, können durch die Verwendung von mehrdimensionaler NMR-

Spektroskopie die Struktur und dynamische Prozesse von Proteinen, in Lösung, aufgeklärt werden. Die 

hierdurch erhaltenen Strukturen gleichen jedoch im besten Fall nur einer photographischen Abbildung 

und besitzen daher nicht die Fähigkeit, dynamische Prozesse gänzlich aufzuklären.[305] Dennoch bieten 

sie ideale Ausgangspunkte, um theoretische Studien, in Form eines molekularen Videos, mit 

Computersimulationen durchzuführen. Dieses Kapitel widmet sich der Zusammenfassung von 

Simulationsmethoden und Teile ihrer Anwendung für biologische Makromoleküle. Gemäß dem Aufbau 

der bisherigen Einleitung, soll zunächst ein kurzer Überblick der Historie von Moleküldynamik-

Simulation aufgeführt werden. 

Molekulardynamiksimulation (MD) ist eine Computermethode, die als Untersuchung von Atomen und 

Molekülen auf der Basis der klassischen Mechanik angesehen werden kann.[306] Jedes Atom in einer all-

atom-Simulation wird als ein, oder mehrere, Partikel betrachtet und die Wechselwirkungen zwischen 

diesen Objekten wird durch eine Reihe von, meist empirisch-bestimmten, Kraftfeldern beschrieben. Die 

Berechnung der Kraft erfolgt als die erste negative Ableitung der potenziellen Energie, bezogen auf die 

Atomkoordinaten.[307] Anschließend werden Positionen und Geschwindigkeit jedes Partikels angepasst, 

nach NEWTONS Gesetz der Bewegung (Gleichung 1).[308] Um unrealistische Ergebnisse zu vermeiden, 

wird die Gleichung der Bewegung, jeweils nach einem bestimmte Zeitschritt integriert, der limitiert wird 

von der schnellsten Bewegung im System.[307] Die dadurch erhaltene Trajektorie, kann als ein 

dreidimensionaler Film der Bewegungen des Systems betrachtet werden und enthält Informationen über 

Struktur, Dynamik und Interaktionen innerhalb des Modellsystems.[306] Zusätzlich können, falls diese 

Eigenschaften auch experimentell bestimmbar sind, Validierungsvorgänge durchgeführt werden, was 

ein enormes Potenzial birgt, für die Voraussage von nicht experimentell verfügbaren Eigenschaften.[309] 

Da eine MD-Simulation auf der Erkundung der konformationellen Energiefläche des Biomoleküls 

beruht, können neue Wege bei Prozessen wie Proteinfaltung/Entfaltung und Aggregation identifiziert 

werden.[306,310] Dennoch soll erwähnt bleiben, dass die Effektivität von Simulation stark von ihrer engen 

Verknüpfung zu experimentellen Untersuchungen abhängt und die daraus gewonnenen Erkenntnisse, 

sowohl den experimentellen, als auch den theoretischen Wissenschaftler voranbringen können.[309,311-

313312]  

      (1) 

Gleichung 1: Bewegungsgleichung nach NEWTON, die auch in der Moleküldynamik-Simulation ihre Anwendung 

findet. Es erfolgt die zweite Ableitung der Partikelpositionen (xi) nach der Zeit (t). Dies hat neben der Masse der 

Partikel (mi) Auswirkungen auf die Kraft (Fi), die auf die Teilchen wirkt. 
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Erste MD-Simulationen wurden für die Untersuchung der Wechselwirkungen von Gasen als Ăharte 

Sphärenñ im Jahre 1957 von WAINWRIGHT et al. beschrieben.[314] Genau zwei Dekaden später, folgte 

die erste 9.2 Pikosekunden Ălangeñ MD-Simulation eines Proteins, im Vakuum, dem BPTI.[315] 1988 

wurde BPTI erneut innerhalb einer 210 Pikosekunden langen MD-Simulation untersucht, jedoch konnte 

dieses Mal die wässrige Umgebung explizit modelliert werden.[316] Einer der größten 

Motivationsfaktoren für die Durchführung von MD-Simulationen, war die Entdeckung struktureller 

Fragmente wie Ŭ-Helix, ɓ-sheet oder Doppelhelix von DNA.[6,317] Durch MD-Simulationen konnten 

experimentelle Eigenschaften dieser Strukturen, wie das Denaturieren einer Ŭ-Helix aus Polyalanine bei 

erhöhter Temperatur, visuell anschaulich nachgestellt werden.[318] In diesem konkreten Beispiel konnte 

zudem die Ungenauigkeit bei Simulationen in vacuo gezeigt werden, da die Ŭ-Helix ohne 

Berücksichtigung des Lösungsmittels, eine deutlich höhere Stabilität besitzt, als physikalisch 

sinnvoll.[318] Zwar sind Simulation in wässriger Umgebung mittlerweile Standard, da sie eine genauere 

Beschreibung von biologischen Makromolekülen erlauben, jedoch ermöglichen Simulationen in vacuo 

das schnelle Austesten von neuen Hypothesen durch wiederholte Simulationen, selbst bei größeren 

Systemen.[319] Die Darstellung von biomolekularen Systemen auf atomarer Ebene hat jedoch seine 

Grenzen und selbst leistungsfähige Rechencluster, sind bei der Anwendung von großen Proteinsystemen 

auf ca. zwei Millionen Atome begrenzt.[320] Um es dennoch zu ermöglichen, diese Systeme in einer 

adäquaten Weise darstellen zu können, müssen Vereinfachungen getroffen werden, wie z.B. die Anzahl 

an Interaktionszentren zu reduzieren. Eine beliebte Methodik sind coarse-grain-Modelle, die mehrere 

Atome zu einem Zentrum zusammenfassen und dadurch die Anzahl der Partikel drastisch reduzieren.[321] 

Durch diese Vereinfachung war WARSHEL et al., trotz starker Limitation der Rechenressourcen, in der 

Lage, Proteinfaltungen zu studieren.[321] Während in den frühen Jahren auf Grund der Komplexität nur 

ĂExpertenñ befähigt waren, diese Simulationen durchzuführen, zeigt ein Blick auf die Liste der 

Publikationen, dass in den letzten Jahren zunehmend auch hauptsächlich experimentell aufgestellte 

Arbeitsgruppen MD-Simulationen zu schätzen lernen.[322]. Zu dieser Entwicklung trägt auch die 

steigende Verfügbarkeit von leistungsfähiger Hardware zur Simulation von immer größeren Systemen 

bei (Abbildung 19).[323] Während eine Zeitlang Supercomputer oder Rechencluster für die Berechnung 

von mittelgroßen Systemen notwendig waren, reicht aktuell für viele Applikationen ein starker 

Heimrechner aus.[324,325] Entgegen dieses Trends entwickelten 2008 SHAW et al. einen Supercomputer 

mit dem Namen Anton, dessen Komponenten speziell auf die anspruchsvollen Kommunikationsabläufe 

der MD-Simulation ausgerichtet waren.[326] Hierdurch gelang es, die strukturelle Dynamik des 

menschlichen Proteins Ubiquitin in einer Zeitskala von Piko- bis Millisekunden zu simulieren und 

verschiedene Mikrozustände zu identifizieren, die auch in Kristallstrukturen im Komplex mit 

unterschiedlichen Proteinen vorkommen.[327] Da durch die globale Verbreitung von Heimcomputern die 

weltweite Rechenpower exorbitant gestiegen ist, entwarfen PANDE et al. eine Plattform namens 

folding@home, in der jeder Nutzer einen Teil seiner persönlichen Ressourcen zur Verfügung stellen 

konnte.[328] Die Corona-Pandemie im Jahr 2020 motivierte eine Vielzahl an Hardwareenthusiasten, ihre 
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Rechenkraft folding@home zur Verfügung zu stellen, was dazu führte, dass dieses heterogene 

Computernetzwerk leistungsfähiger ist, als die schnellsten sieben Supercomputer zusammen.[329] Neben 

Entwicklung auf Hardwareebene, machte auch die softwareseitige Forschung große Fortschritte, was zu 

einer Fülle an Programmen (GROMACS, AMBER, NAMD, CHARMM) führt, die für MD-

Simulationen konzipiert wurden.[330-334]  

 

Abbildung 19: Zeitliche Einordnung bedeutsamer Meilensteine im Bereich der Moleküldynamik-Simulationen, 

die 1957 durch die erste MD-Simulation von Gasen ihren Anfang nahm.[314] Zwanzig Jahre später gelang es, die 

Formalismen auf Proteine zu übertragen, wodurch eine 9.2 Pikosekunden-Simulation des BPTI ermöglicht 

wurde.[315] Die Limitation, dass die Simulation nur im Vakuum in diesem Zeitrahmen möglich war, wurde 

maßgeblich die mangelnde Hardwareressourcen bestimmt. Bereits 1988[316] konnte die Simulation erneut mit 

explizitem Berechnen von Lösungsmitteleffekten wiederholt werden. Während Kraftfelder und 

Softwarealgorithmen in den darauffolgenden Jahren stetig verbessert wurden, sollen zwei Meilensteine im Bereich 

der Hardwareentwicklung hervorgehoben werden. Ende 2000, stellten PANDE et al.[328] eine Plattform bereit, um 

die Rechenleistung von Computer aus allen Teilen der Welt miteinander zu vernetzten. Diese heterogene 

Computernetzwerk stand seitdem den üblichen Supercomputerclustern in Nichts nach. Angetrieben durch die 

Einschränkungen der Coronapandemie 2020 stellten eine Großzahl von Computerbenutzern ihre Rechenleistung 

der folding@home-Plattform zur Verfügung, wodurch dieses Netzwerk so leistungsstark war, wie die Kombination 

der sieben besten Supercomputer zusammen. Entgegen dieses Trends entwickelten SHAW et al.[326] mit ANTON 

spezialisierte Hardware, die für MD-Simulationen optimiert war. Durch die Rechenleistung des Nachfolgers 

(ANTON2) konnte im Jahr 2016[327] der Millisekunden Bereich für die Simulation von Ubiquitin erstmals 

erschlossen werden. Die Bedeutung von MD-Simulationen lässt sich auch in der nahezu exponentiell ansteigenden 

Anzahl an Publikationen ablesen, die diese Methode für die Untersuchung unterschiedlichster Systeme enthalten. 

Als Basis für die Erstellung des Graphen diente die Datenbank ĂWeb of Scienceñ mit dem Schlüsselwort MD-

Simulation, Stand 15.02.2021.  

Ein weiterer Vorteil von MD-Simulationen liegt darin, dass sämtliche Bedingungen der Simulation sehr 

genau kontrolliert werden können. Angefangen von Temperatur und Salzgehalt bis hin zum 
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Primärsequenzaufbau des Peptids, Post-translationalen Modifikationen und Protonierungsgrad von 

Seitenketten sind alles Parameter, die beachtet werden müssen, um eine effektive MD-Simulation 

durchzuführen.[306] Die Zusammensetzung des Lösungsmittels spielt eine elementare Rolle bei der 

korrekten Betrachtung von biologischen Makromolekülen, weshalb das explizite Simulieren von 

Lösungsmitteln bereits früh an Bedeutung gewonnen hat.[316-335] Deswegen begann zeitnah die 

Entwicklung von Modellen, die das Verhalten von Wasser korrekt wiedergeben sollten. Ein guter 

Kompromiss aus Performance und Genauigkeit entwickelten JORGENSEN et al. mit dem TIP3P-Modell, 

einem Drei-Zentren-System, in dem jeweils eine partiell positive Ladung an den Wasserstoffatomen und 

eine partiell negative Ladung am Sauerstoffatom lokalisiert ist.[336] Der Nachteil dieses Modells ist die 

Vernachlässigung der freien Elektronenpaare des Sauerstoffs, die im Nachfolgermodell TIP4P bzw. 

TIP5P eingefügt wurden, was zeitgleich jedoch höhere Rechenressourcen bedingt.[337]  

 

1.6.2 Kraftfelder  ï Rahmenbedingung zur Beschreibung von atomaren Interaktionen 

Die interatomaren Wechselwirkungen in einer MD-Simulation werden durch ein Kraftfeld beschrieben, 

das aus einer begrenzten Anzahl von, meist empirisch hergeleiteten, Energiefunktionen besteht.[338] 

Zunächst erfolgt die Kategorisierung der Simulation, da coarse-grained-Modelle andere Kraftfelder als 

all-atom-Betrachtungsweisen erfordern. Die Energiefunktionen beziehungsweise deren Variablen 

beinhalten die komplette Beschreibung des untersuchten Systems und können in bindende und 

nichtbindende Anteile kategorisiert werden.[339] Zwar gibt es zahlreiche Kraftfelder, die jeweils einem 

eigenem Parametrisierungsprinzip unterliegen, jedoch existieren fünf Energieterme, die eine hohe 

Ähnlichkeit zwischen den einzelnen Kraftfeldfamilien besitzen. Der Energieterm für bindende 

Wechselwirkungen besteht aus drei eigenständigen Termen für Bindungslänge, Bindungswinkel und 

Torsionen. Nicht-bindende Interaktionen werden häufig durch VAN DER WAALS[340] und elektrostatische 

Wechselwirkungen (COULOMB) beschrieben.[341]  

Ὁ  Ὁ Ὁ  Ὁ Ὁ      (2) 

Ὁ В ὑ ὰ ὰß      (3) 

Ὁ В ὑ — —     (4) 

Ὁ В ὑ ρ ὧέίὲ• ‎    (5) 

Ὁ В      (6) 

Gleichung 2-6: Die Gesamtenergie der Konformation eines Peptids (Ekonf) setzt sich zusammen aus der Summe 

der Energien der Bindungslänge (EBL), Bindungswinkel (EBW), Torsionswinkel (ETorsion) und nicht-bindenden 

Wechselwirkungen (ENB). Diese können in einzelne Gleichungen aufgeteilt werden, wobei Bindungsschwingung 

und Winkeländerung durch eine harmonische Gleichung mit den jeweiligen Kraftkonstanten Kl und Kɗ sowie den 

Gleichgewichtspositionen leq und ɗeq beschrieben werden. Die Torsionsenergie wird durch eine FOURIER-Serie 

charakterisiert, die eine Summe über alle Torsionen ű annimmt. Hierbei gibt n die Anzahl der Schwingungen, ɔ 
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die Phase und Kű den Fourierkoeffizienten an. Der Nichtbindenden Wechselwirkungen-term setzt sich aus 

LENNARD-JONES-Parametern und COULOMB-Interaktionen zwischen den Atompaaren i und j, die durch eine 

Distanz rij  getrennt sind, zusammen. Aij  und Bij  sind Koeffizienten des LENNARD-JONES-Terms, während qi und 

qj Partialladungen darstellen. Die Dielektrizitätskonstante e beträgt im Vakuum 1. Der Faktor 332 wurde 

eingeführt, um die Energie in kcal/mol ausdrücken zu können. 

Neben dieser rein mathematischen Betrachtung der Energiefunktionen in einem Kraftfeld, soll 

weiterhin eine grafische Darstellung dieser Terme erfolgen (Abbildung 20). 

 

 

Abbildung 20: Darstellung der wichtigsten Kraftfeldenergieterme, die auch LEVITT in seiner Nobelpreislesung 

(2013) verwendet und die das Verhalten des betrachteten Systems in Moleküldynamik-Simulationen beschreiben. 

Sowohl Bindungslänge (l) als auch Bindungswinkel (ɗ) können durch einfache harmonische Potenziale dargestellt 

werden. Die Energiefläche von Torsionswinkeln wird in den gängigen Kraftfeldern häufig als Sinus- oder Cosinus-

Funktionen abgebildet, die abhängig von der Art und Anzahl der benachbarten Atome, einen mehr oder minder 

komplexen Aufbau benötigen. Die Berechnung der nicht-bindenden Wechselwirkungen erfolgt durch das 

Lennard-Jones-Potenzial, während elektrostatische Interaktionen durch Coulomb-artige Gleichungen reguliert 

werden. 

Die Generierung dieser Parameter erfolgt anhand experimenteller Studien von kleinen Molekülen, die 

durch theoretische Methoden, also quantenchemischen Berechnungen von kleinen Peptiden, wie dem 

Alanin-Dipeptid, ergänzt werden.[339] Während Bindungslänge und Bindungswinkel mit 

vergleichsweise geringem Aufwand berechnet werden können, sind Torsionsparameter für 

Proteinfaltungssimulationen zur natürlichen Tertiärstruktur die wichtigste Energiekomponente.[342-344] 

Die ersten Generation der bekanntesten Kraftfelder basierten häufig zu einem großen Anteil auf 

experimentelle Daten, die mit spektroskopischen Methoden (IR, UV/VIS, NMR etc.) bestimmt 

wurden.[345] Mit jeder Iteration erhöhte sich der Anteil an Parametern, die durch immer präzisere 

quantenmechanische Berechnungen optimiert werden. Die aktuellen Vertreter der bekanntesten 

Kraftfeldfamilien für biologische Makromoleküle sind Charmm36,[346] Amberffsb19,[347] OPLS-

AA/M,[348] und Gromos54A7.[349] Die Wahl des passenden Kraftfelds ist nicht trivial und hat einen 

erheblichen Einfluss auf das Ergebnis der Simulation, wie SHAW et al. in einer Vergleichsstudie zu 

sowohl stabilen Miniproteinen, als auch intrinsisch ungeordneten Protein, zeigen konnten.[350] Der 
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Vergleich mehrerer Kraftfelder aus verschiedenen Familien bei Stabilitätssimulationen enthüllte 

unterschiedliche Bevorzugungen für Sekundärstrukturelemente der jeweiligen Kraftfelder. Sehr 

markant ist dieser Unterschied bei der Betrachtung von intrinsisch ungeordneten Peptiden. Während 

Amber99SB-ILDN einen breiteren Bereich des konformationellen Raums abdeckte, als von 

experimentellen Studien angegeben, war Charmm36 eingeschränkter und stimmte mit NMR-Studien 

überein.[350] Die einseitige Betrachtung eines biomolekularen Systems kann vermieden werden, indem 

kurze Testsimulationen mit mehreren Kraftfeldern durchgeführt und die Parameter, wie 

Sekundärstrukturanteil, RMSD, RMSF miteinander verglichen werden. Zusätzlich kann auf eine 

Vielzahl an durchgeführten MD-Simulationsstudien in der Literatur zurückgegriffen werden, wodurch 

etwaige Fehler minimiert werden.[351]  

 

1.6.3 Verfügbare Zeitskalen in klassischen MD-Simulationen 

Wurde das entsprechende System aufgebaut, solvatisiert und das passende Kraftfeld ausgesucht, erfolgt 

nun die Berechnung der Kraft, die auf die Atome wirkt. Um numerisch unrealistische Ergebnisse zu 

vermeiden, wird die Bewegungsgleichung nach NEWTON[308] jeweils nach einem bestimmten Zeitschritt 

integriert.[322] Dieser Wert ist an die schnellsten Bewegungen innerhalb des System gekoppelt und 

beträgt standardmäßig bei all-atom-Simulationen von Proteinen 1-2 Femtosekunden.[352] Dies hat zur 

Folge, dass bei der Simulation einer Proteinfaltung, selbst für schnellfaltende Proteine, im 

Mikrosekunden bis Millisekunden Bereich 109 beziehungsweise 1012 Rechenoperationen benötigt 

werden.[352] Des Weiteren, kann es erforderlich sein, Simulationen zu wiederholen, um statistisch 

relevante Aussagen über das konformationelle Verhalten eines Proteins zu gewinnen.[353] Ein weiterer 

Nachteil von klassischen MD-Simulationen liegt in der unzureichenden Fähigkeit, Energiebarrieren 

konsequent zu überschreiten.[354] Bei der Suche nach der Grundzustands-Konformation stellt dies im 

Idealfall zwar kein Problem dar, jedoch nehmen energetisch ungünstige strukturelle Anordnungen bei 

Peptiden und Proteinen wichtige biologische Funktionen ein.[355] So besitzen manche Enzyme in ihrer 

stabilsten Konformation eine geschlossene Bindungstasche, die jedoch für die erfolgreiche Katalyse den 

entsprechenden Liganden binden muss. Das Öffnen der Bindungstasche ist ein Prozess, der sich nur 

über Umwege durch klassische MD-Simulationen statistisch relevant darstellen lässt, wie BROKAW et 

al. am Beispiel der Adenylatkinase zeigen konnten.[356] Die Kombination dieser Herausforderungen, 

biologisch relevante Prozesse im Mikrosekunden bis Millisekunden Bereich und unzureichendes 

sampling aufgrund des MD-Formalismus, motivierte verschiedene Arbeitsgruppen, Methoden zu 

entwickeln, um ein effektives Erkunden der Energiehyperfläche ressourcenschonend zu erlauben.[357-360] 

Im folgenden Kapitel sollen Lösungsansätze dieser Problematik detaillierter beschrieben werden. 
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Abbildung 21: Einordnung verschiedener biophysikalischer Messmethoden im Vergleich zur Moleküldynamik-

Simulationen, bezüglich ihrer zeitlichen und räumlichen Auflösungsmöglichkeiten, adaptiert von DROR et al.[361] 

Während sowohl Elektronenmikroskopie (EM) als auch Kristallografie (X-Ray) nur in der Lage sind, statische 

Abbildungen des untersuchten Systems abzubilden, zeigen die restlichen dargestellten Messmethoden eine breite 

Zeitauflösungsspanne. NMR-Spektroskopie besitzt die größte zeitliche Auflösung, enthält jedoch, dargestellt 

durch die gestrichelten Linien, auch ungenaue Bereiche. MD-Simulationen ist eine rein-theoretische Methode, die 

jedoch durch Anpassung der Parameter an experimentelle Daten, eine gute Vorhersagbarkeit in bestimmten 

Systemen erreichen kann. Die Stärke der MD-Simulation liegt in ihrer großen Auflösung, sowohl im Bereich der 

Größe des Systems als auch in der zeitlichen Betrachtung.  

 

1.7 Spezielle Techniken einer MD-Simulation 

1.7.1 Enhanced Sampling Methoden 

Schon die Begründer des MD-Formalismus für die Simulation von biologischen Makromolekülen 

erkannten die Limitationen ihrer Methode, Energiebarrieren zuverlässig zu überwinden. Während der 

Berechnung von Faltungsvorgängen verharrten teilgefaltete Strukturen in lokalen Energieminima und 

waren nicht in der Lage, während der Simulationszeit diese zu verlassen.[362] Da die Energieverteilung 

des Systems direkt abhängig von der Temperatur ist, waren erste Lösungsansätze eine entsprechende 

Erhöhung, was zwar in einigen Fällen zu erfolgreichen Simulationen führte, jedoch den großen Nachteil 

mit sich brachte, dass ab einer bestimmten Temperatur auch Entfaltungsprozesse der Tertiärstruktur 

einsetzten.[363,364] Als Alternative etablierten sich im Laufe der Jahre zahlreiche enhanced-sampling 

Methoden, die in zwei Kategorien biased beziehungsweise unbiased, zu Deutsch befangen oder 

unbefangen, eingeteilt werden können. Prominente Vertreter der ersten Kategorie sind gesteuerte 

Molekulardynamiksimulation (steered MD),[357,365] beschleunigte MD (accelerated MD)[358] und 

Metadynamik,[360] während der zweiten Rubrik Replica-Exchange-Molekulardynamiksimulation 

(REMD)[359] als ein dominanter Vertreter angehört. Da Metadynamik als Methode der Wahl für 

Fragestellungen innerhalb dieser Arbeit gewählt wurde, soll eine Zusammenfassung dieser Technik 

erfolgen. 
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1.7.2 Metadynamik ï präzise Manipulation von einzelnen Parametern 

Sämtliche benannte Methoden im vorherigen Kapitel besitzen als Ziel die adäquate Simulation von 

seltenen Ereignissen wie Proteinfaltungen, Protein-Protein-Wechselwirkungen, molekulare Erkennung, 

aber auch klassisch chemische Reaktionen sind Teil dieser Prozesse. PARRINELLO et al. entwickelten 

2002 eine Methodik, um diese seltenen Events gezielt zu simulieren, ohne gleichzeitig einen großen 

Bedarf an Computerressourcen zu generieren.[360] In dieser Methode, auch Metadynamik genannt, 

werden zunächst ein, oder mehrere Parameter beziehungsweise Reaktionskoordinaten vor der 

Simulation ausgewählt, die den betrachteten Prozess möglichst genau beschreiben. Die Autoren wählten 

für die methodische Demonstration die Dissoziation von Natriumchlorid in Lösung. Als Parameter, die 

in der Metadynamik kollektive Variable, im Englischen collective variable (CV) bezeichnet werden, 

wurde die Distanz zwischen dem Natriumion und dem Chlorid definiert.[360] Gemäß der Metadynamik, 

werden während der Simulation Gaußpotenziale auf bereits simulierte Zustände der 

Reaktionskoordinate abgelegt. Hierdurch wird das System entmutigt, diesen Bereich der kollektiven 

Variablen erneut abzudecken und im Gegenzug gedrängt, noch nicht simulierte Regionen zu 

erkunden.[360] Der Algorithmus basiert auf einer Dimensionsverringerung und wurde erstmalig von 

KEVREKIDIS et al. postuliert.[366,367] Um diese Vorstellung zu vereinfachen, wird häufig eine qualitative 

und makroskopische Beschreibung von Metadynamik vorgenommen. Auf der Basis der anschaulichen 

Zusammenfassung von LAZIM  et al.[368] soll nun ebenfalls ein makroskopisches Abbild der 

Metadynamik gezeichnet werden. Man nehme an, ein Sportler fällt, während seiner nächtlichen 

Laufrunde durch den Wald in eine zuvor unbekannte Baugrube. Da die Wände dieser Grube zu steil 

sind, besitzt der Läufer keine Möglichkeit, direkt der Grube zu entkommen. Dies entspricht einer 

Energiebarriere, z.B. der Dissoziation von Natriumchlorid, die in einer klassischen MD-Simulation nicht 

oder nur unzureichend überwunden werden kann.[369] Der Sportler bewegt sich also in der Grube ohne 

einen definierten Pfad umher und wird, dadurch dass es dunkel ist, mit einer hohen Wahrscheinlichkeit 

tiefer in die Grube hineingehen und nur in Ausnahmefällen in der Lage sein, höher gelegene, für ihn 

erreichbare Stellen (Sattelpunkte auf der Energiefläche) zu finden. Dieser random walker wird mit hoher 

Wahrscheinlichkeit die Grube niemals verlassen, sondern nach gegebener Zeit den tiefsten Punkt der 

Senke erreichen.[368] Dieses Abbild ist das makroskopische Pendant zur klassischen MD-Simulation 

eines biologischen Prozesses, die mit nur einer geringen Wahrscheinlichkeit Übergangszustände 

abdecken kann. In einer Metadynamiksimulation besitzt der Läufer einen unendlich großen Beutel, der 

mit Sand gefüllt ist und ein Loch hat.[368] Nach jedem Schritt, den der Läufer tätigt, verliert der Beutel 

ein wenig Sand an der entsprechenden Position, was dazu führt, dass sich die Grube langsam zu füllen 

beginnt. Auch hier wird der Sportler zunächst die tiefen Regionen der Furche erkunden, jedoch Stück 

für Stück wird es ihm erleichtert, neue Regionen, wie z.B. Übergangszustände zu erreichen (Abbildung 

22).[368] Nach einer gewissen Zeit ist die Grube komplett mit Sand gefüllt. Diese nahezu ebene Fläche 

erlaubt es dem Sportler nun, die Grube vollständig zu verlassen. Die große Errungenschaft in der 

Metadynamik ist, dass der Läufer sich Ăerinnertñ, welche Regionen er bereits erkundet und mit Sand 
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gefüllt hat.[368] Daraus kann später ein Spiegelbild der Grubenlandschaft (die freie Energiefläche) erstellt 

werden. 

 

Abbildung 22: Mögliche Entwicklung der Energiefläche während einer Metadynamik-Simulation. Zunächst 

befindet sich das System, symbolisiert durch den schwarzen Punkt in einem lokalen Minimum, wobei CV1 eine 

beliebige kollektive Variable ist, die vor der Metadynamik identifiziert wurde. Nach einem bestimmten Zeitschritt 

wird jedes Mal ein Gaussianpotenzial an Position des Systems abgelegt, wodurch sich das lokale Minimum 

langsam auffüllt. Dies ermöglicht es, das benachbarte Minimum zu erkunden, wodurch auch dieses nach einer 

gewissen Simulationszeit sich langsam auffüllt. Dieser Prozess kann wiederholt werden, sodass auch ein globales 

Minimum entdeckt werden kann. Die Metadynamik gilt als konvergiert, wenn ein freies Erkunden von CV1 

möglich ist, da sämtliche Minima aufgefüllt wurden. Anschließend kann die freie Energiefläche aus der Summe 

der Gaussianpotenziale errechnet werden. 

 

1.7.3 Die Qual der Wahl von kollektiven Variablen 

Der Erfolg einer Metadynamik ist intensiv verwoben mit der korrekten Auswahl der kollektiven 

Variablen, was kein triviales Unterfangen darstellt. Eine unzureichende Identifikation von kollektiven 

Variablen führt mindestens zu einer längeren Simulationszeit und im schlimmsten Fall zu einer 

unrealistischen Energiefläche, die falsche Schlussfolgerungen des betrachteten Systems zulässt. Sowohl 

PARRINELLO et al. als auch weitere Arbeitsgruppen formulierten deshalb fundamentale Kriterien und 

Methoden, die bei der Auswahl der kollektiven Variablen assistieren sollen.[370-373] Eine grundlegende 

Anforderung an die Parametern ist, Anfangs- und Endzustand adäquat zu beschreiben. Bei der im 

Kapitel 1.7.2 untersuchten Dissoziation von Natriumchlorid, ist der Abstand zwischen den Ionen ein 

einfacher aber aussagekräftiger Parameter.[360] Zusätzlich sollten alle langsamen Bewegungen, die beim 

betrachteten Prozess eine Rolle spielen, zusätzlich als kollektive Variable aufgenommen werden, da 

ansonsten die Energiefläche eine falsche Topografie annimmt und die Simulation nicht oder nur sehr 

langsam konvergiert.[368] Ein anschauliches Beispiel dieses Problems zeigten BRANDUARDI et al. bei der 

Dissoziation von Tetramethylammonium aus der Bindungstasche von Acetylcholinesterase (AChE).[374] 

Ursprünglich erfolgte die Selektion des offensichtlichen Parameters, die Distanz zwischen 
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Tetramethylammonium und dem Zentrum der Bindungstasche, was jedoch zu keiner Konvergenz der 

freien Energiefläche führte.[374] Als Ursache ließ sich ein benachbartes Tyrosin identifizieren, das den 

Ausgang für Tetramethylammonium blockierte und so eine gleichmäßige Konvergenz verhinderte. 

Nachdem das Öffnen dieser Versperrung als zweite kollektive Variable hinzugefügt wurde, konnte die 

Metadynamik erfolgreich abgeschlossen werden.[374] Als letzte Richtlinie soll erwähnt werden, dass nur 

die benötigte Anzahl an kollektiven Variablen für die Beschreibung des untersuchten Prozesses 

ausgewählt werden sollte, da jeder zusätzliche Parameter die Berechnungskosten ansteigen lässt und ab 

einer gewissen Anzahl (ca. ab fünf CVs) die Simulationszeit für eine geeignete Konvergenz der 

Energiefläche außerhalb der Durchführbarkeit liegt.[375] Jedoch gibt es, wie bei jeder Methode, 

Limitationen ihrer Anwendbarkeit. Die Faltungsstudie eines 20mer ɓ-hairpin Peptids zeigte, dass keine 

Kombination an kollektiven Variablen ausreichte, um die Energiefläche des Faltungsprozesses korrekt 

wiederzugegeben (Abbildung 23).[376] Erst die Kombination aus Metadynamik und REMD,[359] einer 

weiteren enhanced sampling Methode, führte zum gewünschten Ergebnis.[376]  

 

Abbildung 23: Limitation der Metadynamik, demonstriert durch das zweidimensionale Faltungsprofil eines ɓ-

hairpin Peptids. Links: Anzahl der Cluster, die während der Simulation von PARRINELLO et al. generiert 

wurden.[376] Zunächst wurde die Simulation mit dem parallel-tempering-Formalismus[359] modifiziert, was jedoch 

nur zu einer geringeren Anzahl an erkundeten Clustern führte. Eine Kombination beider Methode, die die Autoren 

PT-MetaD nannten ermöglichte es in kürzerer Simulationszeit eine Vielzahl an Clustern zu generieren. Rechts: 

Zweidimensionale Energieflªche, bei einer PTMetaD eines ɓ-hairpin Peptids bei unterschiedlichen 

Temperaturen.[376] Die Energiefläche bei 300 K enthält den am besten beschrieben konformationellen Bereich, 

wobei als Parameter die Anzahl Wasserstoffbrückenbindungen und der Streumassenradius ausgewählt wurden. 

Erst durch die Auswahl dieser kollektiven Variablen, in Kombination mit dem parallel-tempering-Formalismus 

gelang es, in kurzer Simulationszeit die konformationellen Raum adäquat zu beschreiben. 

Zuletzt soll die Erweiterung der gut-temperierten (well-tempered) Metadynamik, auch mit wt-MetaD 

abgekürzt, benannt werden. Zwar enthält die von PARRINELLO et al. vorgestellte Methode ein enormes 

Potenzial und führte zu zahlreichen theoretischen Untersuchungen, die die wissenschaftliche 

Gemeinschaft bereicherten,[377-379] jedoch verlangt die Durchführung der Simulation eine gewisse 

Vorkenntnis, wann der untersuchte Prozess abgeschlossen ist. Durch den Metadynamik-Formalismus 
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wird nach einem definierten Zeitschritt ein Gaussianpotenzial im entsprechenden Zustand Minimum 

abgelegt, was zur Folge hat, dass nach einer bestimmten Zeit Energiebarrieren überschritten werden, die 

zu physikalisch unrealistischen Zuständen führen.[380] Daher ist eine genaue Betrachtung des 

Simulationsverlaufs erforderlich, um diese gezielt abschließen zu können. Dieses Problem kann 

umgangen werden, wie BARDUCCI et al. mit dem well-tempered Formalismus demonstrierten.[380] Der 

Vorteil dieser Methode liegt in dem geringeren Risiko, Energieminima zu überfüllen und damit-

verbundenes Überschreiten in physikalisch unrealistische Regionen zu vermeiden. Weiterhin kann 

bereits durch die Durchführung einer einzigen Simulation die Konvergenz durch eine Blockanalyse 

abgeschätzt werden.[373,381] Die genaue Anpassung der Höhe des Gaussians, erlaubt es dem System 

entweder, neue Bereiche zu erkunden, oder beieinander naheliegende Minima präziser zu 

beschreiben.[380] Die Vorteile des enhanced sampling der Metadynamik können somit in Kombination 

mit der Beschränkung der Energiefläche auf einen physikalisch realistischen Bereich genutzt 

werden.[380] Diese Kombination verleiht well-tempered Metadynamik einer großen Popularität im 

Bereich der Computer-gestützten Simulationen von komplexesten Systemen.[382-386]  

 

1.7.4 Hauptkomponentenanalyse 

Proteindynamik kann als eine Veränderung der Konformation eines Polypeptids als Funktion der Zeit 

betrachtet werden.[387] Diese Konformationsänderungen erstrecken sich über eine große zeitliche und 

räumliche Skala und können als einen mehrdimensionalen Vektorraum, der mit der Anzahl der 

Freiheitsgrade korreliert, dargestellt werden.[387] Um gezielt Bewegungsänderungen, die für biologische 

Prozesse von essenzieller Bedeutung sind zu identifizieren, ist in eine simple Betrachtung der 

Trajektorie aus einer MD-Simulation, nur in den seltensten Fällen ausreichend. Dies ist der Gegebenheit 

geschuldigt, dass wichtige, häufig langsame Bewegungen von lokalen schnellen Fluktuationen 

überlagert werden. Ein Lösungsansatz bietet die von PEARSON formulierte 

Hauptkomponentenanalyse.[388] Diese Methode war zunächst nur auf wenige Variablen anwendbar, 

wurde jedoch durch die Entwicklung von Computern stetig erweitert.[389] Das Ziel einer 

Hauptkomponentenanalyse, im weiteren Text als PCA (engl. principal component analysis) abgekürzt, 

ist die Reduktion der Dimensionalität eines multivarianten Datensatzes. Hierbei wird eine Anzahl an 

zusammenhängenden Variablen p genommen (x1, x2, é, xp) und durch eine Kombination, basierend auf 

der Varianz ein neuer Datensatz an Variablen (z1, z2, é, zp) erzeugt.[389] Im Fall der Analyse einer MD-

Trajektorie erfolgt zunächst die Generierung der Kovarianz- oder Korrelationsmatrix (p x p), die von 

der Anzahl (n) an Strukturzuständen, die simuliert wurden, abhängt. Eine PCA ist nur dann erfolgreich 

und aussagekräftig, wenn Variablen gewählt werden, die Änderungen innerhalb des Systems effektiv 

beschreiben können.[389] Die kartesischen Koordinaten der Ŭ-Kohlenstoffatome eines Proteins wurden 

in einer Vielzahl von Studien ausgewählt und stellen ein effektives Variablenset dar.[390-392] Um 

Verunreinigungen der essenziellen Dynamik des Proteins zu vermeiden, erfolgt nun die Entfernung von 
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Rotation und Translation des Proteins, indem sämtliche Strukturen auf die gemittelte Konformation 

ausgerichtet werden.[387] Anschließend können die korrelierten Bewegungen innerhalb eines Proteins 

mit N Atomen durch eine Kovarianzmatrix wie folgt beschrieben werden. 

„ ộὶ ộὶỚὶ ộὶỚỚ     (7) 

Gleichung 7: Erstellung der Kovarianzmatrix durch Massen-gewichtete kartesische Atomkoordinaten. 

Die Variablen r1, é, r3N stellen die kartesischen Atomkoordinaten dar, die zusätzlich noch nach ihrer 

Masse gewichtet wurden, während ộȣỚ die Mittelung über alle simulierten Konformationen anzeigt.[393] 

Durch eine Diagonalisierung dieser Matrix werden 3N Eigenvektoren (vi) mit den dazugehörigen 

Eigenwerten erhalten.[393] Diese sind nun in der Lage, verknüpfte Bewegungen in ihrer Richtung und 

Auslenkung zu beschreiben und bilden in Kombination mit der Projektion der Daten die 

Hauptkomponenten nach Gleichung 8. 

ὠ ὺϽὶ       (8) 

Gleichung 8: Erhalt von Hauptkomponenten (Vi) durch Projektion der Atoomkoordinaten auf den jeweiligen 

Eigenvektor. 

Das Auftragen der Hauptkomponenten gegeneinander erlaubt es, eine Energiefläche des Proteins in 

Abhängigkeit der Wahrscheinlichkeitsverteilung der Komponenten zu erstellen.[393] 

ῳὋὠȟὠ ὯὝÌÎὖὠȟὠ      (9) 

Gleichung 9: Durch das Auftragen der Wahrscheinlichkeitsverteilung der entsprechenden Hauptkomponenten in 

Abhängigkeit mit der Boltzmann-Konstante und der Temperatur kann eine zweidimensionale freie Energiefläche 

erhalten werden. 

Nach einer erfolgreichen PCA muss nun bestimmt werden, wie viele reduzierte Dimensionen 

ausreichen, um die wichtigsten kollektiven Bewegungen zu beschreiben. Eine einfach durchführbare 

und dennoch qualitativ aussagekräftige Möglichkeit ist der Scree-Test, auch Ellenbogenkriterium 

genannt.[394] In diesem Plot werden die Eigenwerte, die durch die Diagonalisierung der Kovarianzmatrix 

erhalten wurden, nach Größe geordnet und mit ihrem Betrag auf der y-Achse abgebildet.[389] Zusätzlich 

erfolgt eine Skalierung der Eigenwerte, indem jeder Eigenwert durch die Summe aller Eigenwerte geteilt 

wird, was ein Abschätzen des prozentualen Anteils einzelner Eigenwerte erleichtert.[389] Anschließend 

sollte der erhaltene Plot einen Knick, ähnlich dem eines gebeugten Ellenbogens, aufweisen, an dem die 

Varianz steil abfällt und zu einem relativ stabilem Wert konvergiert.[389] Tritt dieser Knick nach den 

ersten Dimensionen mit großen Eigenwerten auf, so kann ein Großteil der Varianz des Systems in 

wenigen Dimensionen beschrieben werden. 

Zwar bildet die Auswahl sämtlicher Atome eines Proteins in vielen Fällen eine ideale Gruppe an 

Variablen, um kollektiven Bewegungen zu isolieren, da eine Wichtung der Koordinaten nach Masse der 

Partikel erfolgt, dennoch gibt es Systeme, die eine Fokussierung der Variablengruppe erfordern, um eine 

geringe Anzahl an Dimensionen zu erhalten, wie EVANSECK et al. am Beispiel des Myoglobins 
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demonstrieren konnten (Abbildung 24).[395] Die Autoren wählten zu Beginn ihrer PCA zunächst die 

kartesischen Koordinaten sämtliche Atome als Variablen, was zu einem Scree-Plot führte, der keinen 

erkennbaren Knick enthielt, wodurch weiterführende Analysen erschwert wurden.[389,395] Erst die 

Verkleinerung der Variablenauswahl auf die Ŭ-Kohlenstoffatome und sämtliche Atome des zentralen 

His64 führten zu einem Scree-Plot mit klar definierten Knick. 

 

Abbildung 24: Links oben: Scree-Plot, adaptiert von EVANSECK et al.[389] generiert durch eine PCA von der MD-

Simulation des Myoglobins (D). Der Vergleich beider Graphen (A und B) zeigt, die Abwesenheit eines definierten 

Knicks, falls die Koordinaten sämtlicher Atome für die PCA berücksichtigt werden (A). Erst die Reduktion auf 

die Ŭ-Kohlenstoffatome in Kombination mit allen Atomen von His64 führten zu einem gut ausgebildeten Knick im 

Scree-Plot (B). Die daraus generierten Hauptkomponenten (C) umspannen drei klar abgegrenzte Cluster, die in 

weiterer Analyse zusätzliche Informationen über die Energiefläche liefern können.[389] Diagonalisierung der 

Kovarianzmatrix, die aus den Atomkoordinaten aufgebaut ist, liefert Eigenvektoren, die in der Lage sind, 

Bewegungen der Struktur, die für die größte Varianz im System verantwortlich sind, darzustellen, wie am Beispiel 

des Myoglobin von EVANSECK et al. gezeigt wurde.[389,395] Diese Form der Analyse und Darstellungsweise wird 

auch essenzielle Dynamik bezeichnet und wurde von BERENDSEN et al.[396] entwickelt und von zahlreichen 

Arbeitsgruppen routiniert auf komplexe Proteinsysteme angewandt, wie z.B: dem Synapse-assoziierten-Protein 

(E).[397]    
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2. Aufgabenstellung 

Die intrinsische Flexibilität, sowie die Bewegungen gesamter Strukturelementgruppen von biologischen 

Makromolekülen gelten als elementare Faktoren um Prozesse, in denen diese Systeme involviert sind, 

aufzuklären. Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein systematisches Bild für die korrelierte Dynamik in 

unterschiedlichen Miniproteinsystemen entwickelt werden. Sowohl das Zinkfingerpeptid, als auch das 

von SCHRIMPF et al. designte dimere Tetradisulfid zeigten in NMR-spektroskopischen Studien 

interessante Beweglichkeitsmerkmale.[227,275] Letzteres erfüllt zudem wichtige Kriterien bezüglich des 

Designs von Miniproteinen, da es nicht in der Natur vorkommt, dennoch aus einer kodierbaren Sequenz 

besteht und modular einsetzbar ist. Die Autoren konnten dieses Strukturmotiv als 

Dimerisierungsdomäne nutzen, wobei die jeweilige Aktivität der Proteinen (IgG Antikörper und LEH) 

erhalten blieb. Daher soll die Dynamik des dimeren Tetradisulfids sowohl isoliert als auch in 

Proteinumgebung unter dem Gesichtspunkt der Scharnier-artigen Bewegung betrachtet werden. Die 

Primärstruktur eines einzelnen Zinkfingers besteht aus maximal 30 Aminosäuren und enthält dennoch 

viele Sekundärstrukturelemente, die auch in größeren Proteinen zu finden sind. Die Ŭ-Helix und der ɓ-

hairpin sind um ein Zink-Ion und einem hydrophoben Kern, bestehend aus Leucin und Phenylalanin 

angeordnet, der trotz seiner dichten Packung eine gewisse Flexibilität aufzeigt. Da dieses Miniprotein 

über einen stark limitierten Temperaturbereich verfügt, sind klassische Methoden, die auf Erhitzen oder 

Abkühlen zur Charakterisierung von Bewegungen beruhen, ungeeignet. Daher sollte eine Methodik 

aufbauend auf synthetischen Modifikationen und computergestützten Simulationen entwickelt werden, 

um die Flexibilität des hydrophoben Kerns systematisch zu beschreiben. Im 1H-NMR-Spektrum des 

zweite Modellsystem, dem dimeren Tetradisulfid von SCHRIMPF et al., konnte eine Verbreiterung der 

Signale durch konformationellen Austausch beobachten werden, wobei postuliert wurde, dass dies auf 

eine scharnierartige Bewegung des Peptids zurückzuführen ist. Streuradienmessungen und 

zweidimensionale NMR-Spektroskopie lieferten nicht genügend Erkenntnisse, um diesen 

Bewegungsablauf vollumfänglich zu beschreiben. Ausgehend von diesen Fragestellungen sollten 

Moleküldynamik-Simulationen durchgeführt werden, um das dynamische Verhalten beider Systeme 

abzubilden. Die Ergebnisse der klassischen MD-Simulation sollten im Zinkfingerpeptid durch 

synthetische Modifikationen des hydrophoben Kerns ergänzt werden, wodurch nicht nur der sterische 

Anspruch verändert und damit auch Energiebarriere der Torsion beeinflusst wird, sondern auch 

Symmetrie aufgebrochen wird. Ausgehend von der NEGISHI-Kreuzkupplung, sollte eine Reihe von 

Tolyl-Aminosäuren synthetisiert werden, um den Einfluss von systematischen Methyl-Hüpfen auf den 

hydrophoben Kern zu charakterisieren. Neben einfachen einseitigen Substitutionen sollten 

asymmetrische doppelte Methylierungen evaluiert werden, wodurch der Einfluss einer einzelnen 

Methylgruppe durch Konkurrenz bestimmt werden kann. Um die Seitenkettendynamik von Phe13 im 

Zinkfingerpeptid durch Temperaturänderungen dennoch sichtbar zu machen, sollten symmetrische 

Substitutionsmuster entwickelt werden, die die Energiebarriere auf einen entsprechenden Bereich 

anheben. Etwaige Limitationen des Moleküldynamik-Formalismus, dem unzureichenden Vermögen, 



Aufgabenstellung 

43 

 

systematisch Energiebarrieren zu überschreiten, sollten durch Methoden ausgeglichen werden, die auf 

der Reduktion der Dimensionalität beruhen. Da die wt-Metadynamik nicht nur die Möglichkeit besitzt, 

die Simulation in eine gewünschte Richtung zu beeinflussen, sondern auch Energieprofile zu erstellen, 

sollte diese auf die untersuchten Systeme angewandt werden, wobei sich zunächst die Notwendigkeit 

der Auswahl von kollektiven Variablen ergibt. Während die untersuchte Beweglichkeit im Zinkfinger 

auf die Rotation des aromatischen Rings (ɢ2) innerhalb des hydrophoben Kerns reduziert werden kann, 

sind die grundlegenden Bewegungen des Scharnier-Peptids nicht aufgelöst. Ein Lösungsansatz bietet 

die Hauptkomponentenanalyse (PCA), die auf die Trajektorie der MD-Simulation angewandt werden 

sollte, um kollektive Variablen auszuwählen und in der Metadynamik zu beeinflussen. Neben diesen 

Miniproteinen sollte zudem die Seitenkettendynamik von natürlichen Aminosäuren, beziehungsweise 

ɓ,ɓ-Diaryl-Aminosäurehybriden aufgeklärt werden. NICKE et al.[95] etablierten eine Synthesemethode, 

ausgehend von einer C-H-Aktivierung, mit der diese synthetischen Aminosäuren dargestellt werden 

konnten. Durch die Einbringung eines zweiten aromatischen Ringsystems, wurde die Beweglichkeit 

beider Gruppen stark eingeschränkt, wobei NMR-spektroskopische Untersuchungen Hinweise auf eine 

gearing-Bewegungen lieferten. Zur Charakterisierung dieser Dynamik sollten erneut MD-Simulationen 

und Metadynamiken entwickelt werden. Weiterhin sollten auf Basis von quantenchemischen 

Berechnungen Substitutionsmuster postuliert werden, die diese Bewegungsform gezielt hervorrufen 

könnten. Da die Aminosäurehybride bereits in biologische relevante Peptide eingebaut wurden und 

deren NMR-Charakterisierung Indizien auf ein seltenes Strukturmotiv aufzeigten, sollten NMR-

Strukturensembles auf Basis von NOE-Kontakten erstellt werden. Die so erhaltenen Informationen über 

die korrelierte Dynamik könnten wichtige Erkenntnisse für das gezielte Design von weiteren 

Miniproteinen hervorbringen. 
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Abbildung 25: Aufgabenstellung, die im Rahmen dieser Arbeit bearbeitet werden sollte. Es galt, die Dynamik 

von zwei Miniproteinen aufzuklären, die in experimentellen Studien spezifische Bewegungen aufwiesen 

(Abbildung 1). Während die Beweglichkeit des hydrophoben Kerns innerhalb des Zinkfingerpeptids auf die 

Rotation um ɢ2 des zentralen Phenylalanins reduziert werden kann, ist der verfügbare konformationelle Raum des 

Scharnier-Peptids nicht entschlüsselt. Moleküldynamik-Simulation stellt eine ideale Methode da, um 

Beweglichkeiten auf atomarer Ebene zu darzustellen, scheitert jedoch am konsequenten Überqueren von 

Energiebarrieren. Metadynamik sollte in der Lage sein, das Energieprofil adäquat zu beschreiben. Hierfür werden 

jedoch kollektive Variablen benötigt, die beim Modell des Zinkfingers zwar bekannt, im Scharnier-Peptid jedoch 

im multidimensionalen konformationellen Raum überlagern sind. Hierfür sollte die Hauptkomponentenanalyse als 

Reduktionsmethode angewandt werden. Um eine detailliertere Betrachtung des hydrophoben Kerns zu erlauben, 

sollten unnatürliche Tolyl-Aminosäuren durch systematischen Methyl-Hopping synthetisiert werden.
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3. Ergebnisse und Diskussion 

3.1 Charakterisierung der Dynamik eines dimeren Tetradisulfids - verdient es den Namen 

Scharnier-Peptid? 

3.1.1 Generierung einer Startstruktur 

Durch die Entdeckung und Charakterisierung eines spontan dimerisierenden Tetradisulfids, legten 

SCHRIMPF et al. im Jahr 2017 die synthetischen und analytischen Voraussetzungen für computer-

gestützte Betrachtungen dieses Miniproteins.[275] Erwähnenswert ist dabei die Selektivität, mit dem 

dieses Strukturmotiv ausgebildet wird, da weder nennenswerte Mengen an Monomer, noch parallel-

verknüpftes Dimer nachgewiesen werden konnten. NMR-spektroskopische Analysen zeigten eine 

Verbreiterung der Signale durch konformationellen Austausch. Die Autoren postulierten, dass dieses 

stark eingeschränkte Peptid eine scharnierartige Bewegung mit einer so großen Energiebarriere 

ausführen muss, dass ein schneller Austausch bei Raumtemperatur verhindert wird.[275] Um dieses 

Phänomen detaillierter zu beschreiben, wurden unter anderen Strukturbilder erstellt, die von 

Streuradiusmessungen mittels Ionenmobilitätsspektrometrie bestätigt wurden. Die Auswertung der 

zweidimensionalen NOESY-Spektren enthüllten ein doppeltes antiparalleles ɓ-hairpin-Motiv mit einer 

C2-Symmetrie.[275] Neben Charakterisierung des isolierten Peptids, nutzten die Autoren das 

Strukturmotiv als Dimerisierungsdomäne von Proteinen, wobei gezeigt werden konnte, dass sowohl der 

IgG-Antikörper als auch das LEH-Protein in ihrer Aktivität nicht eingeschränkt werden.[398]  

 

Abbildung 26: Von SCHRIMPF et al. entwickelte Strukturmodelle des dimeren Tetradisulfids. Oben links: 1H-

NMR (600 MHz, 280 K, 50 mM Phosphatpuffer, H2O/D2O 9:1, pH = 3.0) zeigt die starke Verbreiterung des 

amidischen Protonenbereichs, was auf eine konformationelle Änderung des Peptids hindeutet.[275] Oben rechts: 

Gemittelte Konformation des Tetradisulfids, bestimmt durch Ionenmobilitätsspektrometrie mit einer Ausdehnung 

von 34 Å.[275] Unten: Strukturabbild des Tetradisulfids mit expliziter Darstellung sämtlicher Seitenketten, auf Basis 

von NMR-Daten und einer kurzen MD-Simulation.[275] 

Wie in Abbildung 26 zu erkennen ist, nimmt die gemittelte Konformation des Tetradisulfids eine V-

förmigen Anordnung ein und stimmt damit mit dem experimentell bestimmten Streuradius von 34 Å gut 

überein. Den Autoren war es nicht möglich, mit den verwendeten analytischen Methoden, den 
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Bewegungsablauf vollständig aufzuklären, jedoch lieferten die experimentellen Daten Anhaltspunkte, 

die durch weiterführende Computer-gestützte Analysemethoden vervollständigt werden sollten. Die 

scharnierartige Bewegung, die zur massiven Verbreiterung der Signale im 1H-NMR führten, kann in der 

einfachsten Betrachtung durch ein Öffnen und Schließen der ɓ-hairpins zueinander ablaufen, wie in der 

Publikation von SCHRIMPF et al. demonstriert wurde.[275] Um diese Hypothese zu überprüfen, sollten 

Moleküldynamik-Simulationen des Tetradisulfids in Lösung durchgeführt werden. Diese werden in der 

Literatur routiniert angewandt werden, um Bewegungsabläufe von Peptiden oder Proteinen auf atomarer 

Ebene zu studieren.[324,327,399] Da der Verlauf einer MD-Simulation in hoher Korrelation mit dem 

Ausgangspunkt, also der Startstruktur steht und die Koordinaten des dimeren Tetradisulfids in der 

Literatur nicht zur Verfügung standen, erfolgte zunächst die Berechnung eines NMR-

Strukturensembles. Ausgehend von den NOE-Kontakten, wurde in Kombination mit dem 

Programmpaket Xplor-NIH[400] ein simulated-annealing Zyklus durchlaufen, indem eine gestreckte 

Struktur bei hoher Temperatur simuliert und anschließend langsam runtergekühlt wird.[401] Als Kraftfeld 

wurde eine Weiterentwicklung des CHARMM22-Kraftfelds, eefx2 verwendet, das von TIAN et al. 

speziell für die Berechnung von NMR-Strukturensembles konzipiert wurde.[402] Die erhaltenen 

Strukturen zeigen häufig noch sterisch ungünstige Wechselwirkungen in den Seitenketten, weshalb eine 

kurze MD-Simulation in vacuo mit dem eefx2-Kraftfeld im Verfeinerungsschritt durchgeführt wurde. 

Es konnte in der Literatur gezeigt werden, dass dadurch die native Konformation der biologischen 

Makromoleküle in einer darauffolgenden MD-Simulation in Lösung länger stabil blieben.[402] Da das 

System eine intrinsische Beweglichkeit demonstriert, wurde gezielt nur ein geringer Satz an 23 NOE-

restraints generiert, die in drei Kategorien (stark, mittel, schwach), abhängig ihrer Intensität eingeteilt 

wurden, wodurch einen größeren konformationellen Raum abgedeckt werden konnte.[403] Um die 

experimentellen Bedingungen der Faltungsumgebung nachzustellen, wurde der N-Terminus der 

Sequenz (CHWECRGCRLVC)2 acetyliert und der C-Terminus deprotoniert. Aus den 5000 berechneten 

Strukturen zeigte die Selektion der 20 Konformationen mit der niedrigsten Energie eine große 

Übereinstimmung zwischen den einzelnen Strukturen, wobei kein Verstoß der NOE-restraints größer 

als 0.5 Å registriert wurde. Die so erhaltene Struktur (Abbildung 27) zeigt eine gute Übereinstimmung 

mit der von SCHRIMPF et al. postulierten C2-symmetrischen Konformation. Dennoch sind Unterschiede 

zwischen den berechneten Strukturen ersichtlich. Die auffälligste Differenz lässt sich im 

Öffnungsdurchmessers der Scharnier-Peptide feststellen. Während die in der Literatur[275] beschriebene 

Struktur eine geringe Abweichung zum experimentell bestimmten Streuradius aufweist, zeigt die 

energieniedrigste Konformation des NMR-Strukturensembles eine signifikant kleinere Distanz von 

25 Å. Die Diskrepanz ergibt sich hierbei aus den unterschiedlichen Rahmenbedingungen, wie 

Berechnungsmethode, verwendetes Kraftfeld und Auswahl an NOE-Kontakten. Durch die gelockerten 

NOE-restraints in der, durch simulated-annealing berechneten Struktur, konnte ein größerer 

konformationeller Bereich an verschiedenen Konformationen abgedeckt werden, wodurch auch die 

abgebildete, vermeintlich stabilere Struktur erhalten wurde. Ein weiterer Unterschied lässt sich in der 



Ergebnisse und Diskussion 

47 

 

Ausrichtung der einzelnen Seitenketten finden, wobei auch eine einzelne NMR-Struktur nur eine 

Momentaufnahme darstellt und daher die schnelle Gleichgewichte der einzelnen 

Seitenkettenkonformere nicht abgebildet werden können.   

 

Abbildung 27: Startstruktur des dimeren Scharnierpeptids, das nach dem simulated-annealing-Protokoll in 

Kombination mit NOE- und Diederwinkel-restraints erhalten wurden. Zur besseren Übersicht wurden die 

Wasserstoffatome entfernt. Die Ausdehnung des Tetradisulfids beträgt ca. 25 Å und wurde gemessen von R6Ŭ zu 

R6ôŬ. 

 

3.1.2 Die Wahl des passenden Kraftfeld es 

Wie bereits im Kapitel 1.6.2 angemerkt, setzt sich die Dynamik eines biologischen Makromoleküls aus 

den einzelnen Bewegungen der Atome (Bindungslängenänderung, Winkeländerung et cetera), die durch 

eine Kombination von Energiefunktionen, dem Kraftfeld, beschrieben werden, zusammen. Die Wahl 

des Kraftfeldes kann einen signifikanten Einfluss auf das Ergebnis einer Simulation ausüben, weshalb 

die Notwendigkeit besteht, unterschiedliche Kraftfeldfamilien zu evaluieren, um das Ausmaß dieses 

Einflusses abzuschätzen und etwaige Fehlinterpretationen vermeiden zu können. Zwar sind die 

generellen Kraftfeldterme zwischen den einzelnen Klassen sehr ähnlich, jedoch können gerade kleine 

Änderungen in der Beschreibung von Diederwinkeln zu drastischen Unterschieden bei der 

Faltungspopulation von Polypeptiden führen.[404] Es wurde daher jeweils eine 300 ns-lange MD-

Simulation des Scharnier-Peptids in Lösung mit einem aktuellen Vertreter aus den drei prominentesten 

Kraftfeldfamilien durchgeführt. Nach Erhalt der Trajektorie, dem Ausgleichen der periodischen 

Grenzbedingungen (PBC) und Entfernen der Rotation sowie Translation des Peptids, kann die Analyse 

des dynamischen Verhaltens gestartet werden. Hier stellt sich zunächst die Frage, welche Parameter 

aussagekräftige Informationen über die Dynamik hervorbringen können. Ein grundlegender Faktor für 
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die Stabilität eines Proteins ist das Ausmaß der mittleren Distanz der Atomkoordinaten von einer 

gegebenen Konformation. Diese Beziehung wird root-mean-square-deviations, kurz RMSD genannt 

und findet routinemäßige Anwendung als Qualitätskriterium bei dem Vergleich zweier 

Proteinstrukturen. Zudem kann über den Verlauf eines RMSD-Graphs beurteilt werden, ob das jeweilige 

System ein Gleichgewichtszustand erreicht hat.  

 

Abbildung 28: Obere Reihe: Verlauf der RMSD des Scharnier-Peptids für verschiedene Kraftfelder. Zu erkennen 

ist, dass CHARMM36 über die gesamten 300 ns eine geringe Abweichung zu seiner Startstruktur aufzeigt, 

während sowohl AMBER99SB-ildn als auch OPLS-AA/M  eine unterschiedliche Konformation anstreben. Unten: 

Strukturen mit der höchsten RMSD (oben ï oranger Bereich). Der Vergleich zeigt, dass sowohl AMBER99SB-

ildn als auch OPLS-AA/M  eine gröÇere Verdrillung beider ɓ-hairpins zueinander aufzeigen. Zusätzlich gelingt es 

in der Konformation im OPLS-AA/M  Kraftfeld eine größere Ausdehnung, vergleichbar mit den experimentellen 

Daten, während der MD-Simulation zu erreichen. 

Die Analyse des RMSD-Verlaufs (Abbildung 28) demonstriert den Einfluss unterschiedlicher 

Kraftfeldfamilien während einer MD-Simulation des Scharnier-Peptids. Auffällig ist, dass 

CHARMM36 eine geringe Abweichung zur Startstruktur aufzeigt, was der Tatsache geschuldet ist, dass 

eefx2 auf der CHARMM-Parametrisierung beruht und daher ähnliche Energiefunktionen bei der 

Erstellung der NMR-Struktur ihre Anwendung fanden. Sowohl AMBER99SB-ildn als auch OPLS-

AA/M  zeigen hingegen, während des Simulationsverlaufs, mehrere Übergänge zwischen verschiedenen 

Konformationen. Obwohl beide ausgewählte Strukturen einen nahezu identische RMSD besitzen, ist 

ihre Konformation sehr verschieden, was in Abbildung 28 deutlich wird. Während AMBER99SB-ildn 

eine geringere Ausdehnung besitzt, erreicht die Struktur im OPLS-AA/M  Kraftfeld eine Ausdehnung, 

die vergleichbar mit dem experimentellen Daten ist. Dennoch liefert die ausschließliche Betrachtung 

des RMSD in diesem Fall nur unzureichende Argumente für die Wahl des geeigneten Kraftfeldes. Das 

Scharnier-Peptid zeichnet eine intrinsische Dynamik aus, weshalb häufige Konformationsänderungen 

ein zusätzliches Kriterium darstellen. Ein offensichtlicher Parameter, der den vermuteten scharnierartige 

Bewegungsablauf definieren kann, ist die Ausdehnung des Peptids. Diese kann auf einen einfachen 

geometrischen Wert fokussiert werden, die Distanz zwischen den ɓ-turns. Zunächst wurde die Distanz 

der Ŭ-Kohlenstoffe von Glycin7 im ɓ-turn verwendet. Genauere Betrachtung der Trajektorie enthüllte 


































































































































































































































































































































































































































































































