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Kurzzusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Aufklarung derrelierten Dynamik verschiedener
bioorganischer Systemenit unterschiedthen Zeitskalen wobei sowohl synthetische als auch
analytische und theoretische Methoden zum Einsatz kamen. Zunachst wurde die Charakteristik der
Bewegung eines dimeren Tetradisulfid beschrieben. Zuvor durchgefiihrte experimentelle Studien
postulierten @ie gerichtete Scharnierbewegung def ¥V r mi gen St r ukt ulmairpindi e si c
Motive zusammensetztund als kodierbare Dimerisierungsdoméne verwendet wubdeIR-
Strukturberechnungen, gefolgt von MEimulationen erlaubten die initiale Erfassung der
Gesamtdynamik. Die dominanten Bewegungen, das Offnen und SchlieRen sowie die Verdrillong der
hairpins wurden durchHauptkomponentenanalyse identifiziert. Um das begrersaepling zu
Uberwinden, wurden kollektive Variablen in Analogie zu déauptiomponentn ausgewahlt, die
anschlieend in einent-Metadynamik zur Beschleunigung der Simulation eingesetzt wurden. Die
daraus resultierende freie Energieflache erlaubte die Identifikation eines Bewegungsmechanismus fur
das ScharniePeptid.Neben der Charakter&gung der Dynamik des isolierten Scharsieptids, wurde

dieses Strukturmotiv in einer Proteinumgebung, demhadix-Blindel betrachteAnschlieRend wurde

die Dynamik des hydrophoben Kerns eines Zinkfingerpeptides durch eine Kombination aus
experimentiben und theoretischen Methoden untersucht. Strukturberechnungen wfirMationen
enth¢ll ten eine eingeschr@ankte Rotation des zent
eines AABB'GSpinSystems im NMRSpektrum erlaubt. Um die Orientiery des Phenyls im
hydrophoben Kern prazise beschreiben zu kénnen, wurden Tolyl/Rggate synthetisiert, die zum
Symmetriebruch der Rotation flihrten. Dieses Methyl pf en um den ar omat-i schen
Substitutionen zum Ausfrieren der Dynanfike, hr t e n w& hr end -Pbkdighieine k at i ol
eingeschrankte Rotation erlaubten. Das Energieprofil konnte erneut durch Metadynamiken erhalten
werden und steht in guter Ubereinstimmung mit den experimentellen Ergebnissen. AbschlieRend wurde
die Dynam k v o-DiarylfiArinosaurehybriden untersuchNMR-Spektroskopiche Studien

lieferten Hinweise flr eine abhéngige Rotation der Seitenkettdem sogenanntegearing Die
Kombination aus MESimulation und Metadynamiken enthillte zwar eine Erhéhung der
Energiebarriere im Vergleich zu den entsprechenden natirlichen Aminoséurevorlaufern, jedoch
verhindert die geringe Verzahnung der aromatischen Ringe kontinuiedieleésy. Stattdessen konnte

der Zahnradschlupf als dominierende Bewegungsform identifiziert werden. Auf der Baais witin
Berechnungen wurden Substitutionsmuster innerhalb der Seitenkette postuliert, die nicht nur eine
adaquate Energiebarriere und Vémzangfir molekularegyearingbesitzen, sondern auch synthetisch
zuganglich wéaren.Die vorliegende Arbeit liefert entscheidende Beitrdge zur Charakterisierung
korrelierter Dynamiken von bioorganischen Systemen und erweitert somit die Grundlagen zum

gezielen Designen von Strukturmotiven.



Abstract

The purpose of therpsent work was to elucidate tberrelateddynamics of various bioorganic systems

with different time scalesusing synthetic as well as analytical and theoretical methodst, Hie
characteristics of the motions of a dimeric tetradisulfide were establRBr@dous experimental studies

postulated a directional hinge motion oftheVMh aped st r uct u rhairpiomatfp. bR d of t
structue calculations followed by MBimulations allowed the initial capture of the overall dynamics.

The dominant moti ons, o0pen ihaipinsaveralidentified Byiptngpaland t w
component analysis. To overcome the limited sampling, collective variables were sielectaidgy to

the principal compnentsandsubsequently used in a-wtetadynamics to accelerate the exploration of

the conformational space. The resulting free energy suparceittedthe identification of anechanism

for the hingetypemotion In addition to characterizing the dynamics of the isolated hinge peptide, this
structural motif was simulated in a protein environment, the-i@lix bundle.In the second chapter

the hydrophobic corelynamicsof a zinc finger peptide was investigateg b combination of
experimental and theoretical methods. Structure calculations and MD simulations revealed a restricted
rotation of t he ¢ ent,whidh ngvdntleeless lallbwed mhe foenatienrob ann d G -
AA'BB'C spin system in the NMR spectita. 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 aromatihigidjghtedt h asubstititionsled

to a single orientat i ositionalbtwied eerestnobed fothtiorc Bhe eénergys o n
profile was again obtained by metadynamics and is in good agreement with the experesefisal
Finally, t h e -didrg-Ganind acils hyldrids fwasbinvestigateldMR spectroscopy

provided evidence for a dependent rotation of the side cttersscalled gearingThe combination of

MD simulation and metadynamiagvealedan increase in the energy barrier compared to the
correponding 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 sideirchigere postulated that not onflgatureadequate

energy barriers and interlockirapitable forgearing butwould also be synthetically accessibléde

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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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Beziehung von Struktur und Dynamik in biologischen Systemen

Dynamische Bewegungsablaufe, wie das Offnen einer Bindungstasche in einem Protein, oder das
Strecken einer Feder, nehmen eine zentrale Rolle fiir die Funktigewggligen Systeme ein. Sowohl
makroskopische als auch mikroskopische Strukturen weisen bddeligrer Dynamik ahnliche
Charakteristika auf. Neben der bereits erwéhnten spezifischen Bewegung, die die Funktion des Systems
mafgeblich beeinflusst, kdnnen unspezifische Bewegungen wie die vereinzelte Rotation einer
Seitenkette in einem Protein auftmetelie nur einen geringen Einfluss auf die Gesamtdynamik austben.

Ein gro3er Unterschied zwischen den Strukturen liegt in der Zeitspanne, in der diese Prozesse ablaufen
kénnen. Die Bewegungen von mechanischen Bauteilen finden in einem Bereich von Mitliselis
Sekunden statt. Dagegen verfiigen bioorganische Makromolekiile Uber einen enormen Zeitrahmen.
Waéhrend Die Schwingung einer einzelnen Bindung innerhalb von wenigen Pikosekunden ablauft,
bendtigen manche Proteine Minuten, um ihre vollstandige Strakiszubilder(Abbildung 1).1 Die

grol3e Bandbreite fazilitierte die Entwicklung von komplexen experimentellen und theoretischen

Analysemethoden, wodurch die Dyni dieser Verbindungen préazise charakterisiert werden kann.

Dynamik
Makroskopisch Mikroskopisch

Feder Peptid/Protein

spezifische Offnen/SchlieRen
Strecken/Stauchen Bewegung Verdrillen
Ausfransen unspezifische Rotation einzelner
Knicken Bewegung Seitenketten
Millisekunden - Sekunden Zeitspanne Pikosekunden - Sekunden

Abbildung 1: Zentrales Thema dieser Arbeitlie Dynamikvon bioorganischen Systemddas makroskopische
Pendanenthalt im Bezug zur Dynamik die gleichen Charakteristika. Hervorzuheben ist hierbgskrepanz in
der verfligbaren Zeitspanne. Wahrend stinellsterBewegungen von Proteinennierhalb von Pikosekunden
ablaufen, kann die Ausbildung der dreidimensienabtruktur meftere Sekunden dauern. Der mechanischen
Komponenten steht indes nur ein Zeitrahmen von Millisekunden bis Sekunden zur Verfugung.

Wie auch bei mechanischdginheiten wird die Dynamik eines ProteingnafRgeblib durch seine

dreidimensionale Strukturestimmi die wiederum durch dierimarstruktur, also dekbfolge der
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Aminosauren innerhalb der Sequedefiniert ist?! Im Jahre 1955Uhrte SANGER et al die erste
vollstandige Sequenzierurmur Bestimmung der Primarstrukteines Proteins, e Insulin, durch
wofir ihm bereits 1958 deNobelpreis in Chemigerliehen wurdé*#! Die kurze Zeitspanne zwischen
Entdeckung und Anerkennung dieser Arflasmonstrert die Bedeutung, didiese Entdeckung fir die
chemische Wissenschaft hatte. Heutzutage getiéProteinsequenzierung zu einer didgissischen
Analysdechniken der Biochemie, hat jedoch nichts an iBedeutungverloren.Die verschiedenen
Strukturelemente eines Proteinsirden nachLINDERSTRZM-LANG in vier, allgemein anerkannte,
Kategorien unterteilf!l Dabei definiert die erste und zugleich simpelste Unterteilung die
Aminosauresequenz dlimarstrukturund bestimmt dessen Struktur und Kimnsweise(Abbildung
2). Wichtige Vorarbeiten zuBeschreibung der Primarstruktur wurden ber&®51 vorPAULING und
COREY durch Kristallstrukturanalysen von Aminosauren und einfachen linearen Peptiden gefelstet
zeigten, dass die Amidbindurdurchihrem partiellen Doppelbindungscharakfdanar istund eine
signifikante Rolle beder Stabilitat von Proteineainnimmt® Die Sekundarstruktur beschreibt die
lokale dreidimensionale Anordnung im Peptidriickgmatd kann durchdie Winkel (G, y und ¥
beschrieben werdeibetzteres beschreibt die Ausrichtung denidbindung die durt den partiellen
Doppelbindungscharaktetark einschrankst und dahenur Werte vorD° oder180° einnehmen kanf?!
Auch (i, definiert durch €-Ni-C WCi und y, Ni-C UCi-Nix1 zeigen eingeschrankte
Beweglichkeitendiein Korrelation zurentsprechendefekundarstruktusteht Diese strukturbezogene
Abhangigkeit wurdevon RAMACHANDRAN et al in einem flr Peptidehaufig dargestellten Plot
zusammengefas&t! Da Sekundarund Tertiarstruktur in dieser Arbaitne zentrale Rolle einnehmen,

soll eire kurzeZusammenfassundjeser Merkmal@rfolgen.

Die Kategorie derSekundarstruktur enthalt drelominante Elemente, die durch Wasserstoff
Briickenbindungen, Seitenketteninteraktioned Losungsmitteleinfluss stabilisiert werd&mas laut
der groRtenProteinsrukturdatenbank! am haufigsten auftretendes Sekundarstrukturelement ist die
Helix, eine schraubenformige Anordnung von Aminosaudgren Stabilisierungnaligeblichvon
WasserstofBriickenbindungen bestimmt wift! Die Helix wird im Wesentlicherdurchdie Anzahl
der Aminosauren pro Drehunmd ihrer Steigungpro Windung beschriebamd kann dadurcterneut
in Unt er k atHelx,Br10Helik u nvaHelix Uhterteilt werdert®? Wahrend das Motivder
UHelix, das mit 31%Strukturanteil in Proteinkristallstrukturen am haufigsten vertretersesirgut
charakterisiert ist und auch die 3-Helix mit 4% zahlreicheBeispiele findetwar das Vorhandensein
d e r-Helix bis vor zwei DekadenZentrum wissenschaftlicher Debatt&A'? Die energetisch
unge¢nstige AnamdpaWingke die sich aniRande deserlaubten Bereichs im
RAMA CHANDRAN-Plot I/l bewegens owi e der gr oHelx, diR dievianiDER WARLE
Interaktionen verhindernd das dadurch entstehende Loasdlirch Wassermolekile nicht aufgefullt
werden lann sindFaktorend i e di e S-Haibviertingerrd'¥ In dbredarauffolgendedahren
wurden jedoclzunehmendSequenzemnit alternierenderp- und L-Aminosdurenverdéffentlicht, die

eindeutigdiese Strukturmerkmale aufweiséh!® Be z ¢ gl i ch der St aHHelikistt 2 t

ei
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hervorzuheberdass diesia einemGleichgewicht mit der engeren 3-Helix stehtl!”) Die Mdglichkeit
Strukturwechsel einzugehen, tragt, gerade bei langeren Peptidsequenzen, entropisch zur Stabilisierung

dieses Sekundéarstrukturelementsiéi.

Primarstruktur Sekundarstruktur Tertiarstruktur
Abfolge der Aminosauren isolierte Strukturelemente Kombination von Strukturelementen

B-sheet, a-Helix, B-turn

——— o

Komplexitat nach LINDERSTR@M-LANG

Abbildung 2: Kategorisierung von Proteinstrukturen nach Lindersttang!® Die Primarstruktubesteht aus

einer definierten Abfolge von Aminosauren, die in Lésung zu einer Sekundarstruktur angeordnet \warden k
Eine Kombination dieser Strukturelemente fiihrt zur Ausbildung der Tertiarstruktur, die in gré3eren Polypeptide
zu finden ist.

DasMuster detWasserstoffbriickenbindurdes zweiten Sekundarstrukturmerkmalse sFaltblatts,

im weiteren Ver |l shedbezdicheetueterschidebsetvesentlch vom helikalen
Strukturtyp® Erneut erfolgt ein&nterteilungindiesemFall n par al | el e -sheeasddieant i pa
auf die Art der Ausrichtung zweier Peptistrarge zueinander berulitt? Laut theoretischen
Uberlegungenerneut postuliert vVoRAULING et al,®' b e t r £igl80° ulin d= 1§, was zu einer

A Z i-Z &k c-Andirdnung des Peptidriickgrdtshrt, wobei diese Werte nur bei eindrsheetmdglich
waren, das komplett aus Glycin Aminosauren bedt8hbaher ist haufig eine Verzerrung bei
experimentellen Strukturen zu beobachten,ali€ den nichtbindenden Interaktionen innerhalb eines
Strangs und geometrische Einschrankungsvischen zwei Strangen berulfl Analysen von
Proteinsequenzen nahtiparallelen b-sheehaben gezeigt, dass die Haufigkeit mit zunehmender Lange
des Peptidstranges abnimidt Es konnte zudem keine zusatzlich@lslisierungdes Strukturmotivs
Ubereiner Stranglange von sieben Aminosaurerdsiesus gefunden werden, waseiner Limitierung

bei dem Design von Peptidemit hohem b-sheetAnteil resultiert. Im Kontrast dazu tritt diese
Einschrankung nicht bellHeli c e s un d -gheetsafl??leEine Gemd&nsamkeit zwischen
Helix undsheetist inrem linearen Charakteu finden®™ Daher braucht esim eine multidektionale
Verknipfung zu ermdglicherjne weitere Sekundarstruktudten turn. Das Augenmerk gilt hierbeiem
reverse turn da dieser meisauf der exponierten Seiteon Proteinen auftritt undladurchin der

molekularen Erkennung eiriiedeutende Rolleinnimmt?223 Dadurcherdangt derreverse tm eine
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grol3e Bedeutung alseliebtes Templafiir das DesigmeuerMedikamente basierend auf definierten
PeptidstrukturenDie Klassifizierung deturns erfolgt zum einen durch die Zahl der Aminoséuren,
die am Strukturelement beteiligt sirmim andereim ihrer Winkelausichtung innerhalb des turrt$:2%

Zu unterscheidenirsd -, - bn dturng die jeweils auslrei, vier oder fiinf Aminosauren aufgebaut
sind und erneut inSubkategorienTy p | , | ed ceterdaufgeteilt werden Neuere Studien
postulierten sogar die Existenan b-turnsmit Typ VIII .?627 Analysen von Proteinstrukturdatenbanken
enthillten, d a s -surn diee grof3té Haufigkeit besitatnd durch eine Wasserstoffbki#nbindung
zwischenden Positioen i und i+3, ausgehend vomMl- zum C-Terminus,stabilisiert wird?328 Die
Subkae g o r i etarns@erden dirch die Stereochemie der Aminosduren der Positiehemdi+2
bestimmt Die Kombination vorL-L Aminosauren m-tufn ist in Proteinen am haufigsten zu finden
und wird deshalbals Ty p bdzdichneB® Werden dieAminosauren durch ihre entsprechenden
Spiegelbilder ©-D), ersetztso wird der enantiomerie Hurn erhalten. In Analog dazu, kénnen-D

e i n e-turnibdudierenund-Lden ent spr-tern#BPadeMobi V' dehmirpkd assi sc
besteht aus aufeinanderfolgena@etiparallel verkniipfteb-Strange die héaufig durchTy p I', bII'
verknipft sind Abbildung3). Der Grunddafirliegt bei de rechtsgangigen Verdrillung der Stréange des

hairpins die inkompatielmi t der | i nksg?2ngitunewared&t dri | 1l ung ein
T 3 TN
- / \\
{ — \ B-turn ||
\_ / T T N ,U
. B-Strang ;;-/// ' M) F %‘#
~ —_—
D-Pro-L-Pro FREIDINGER-Lactam GEYER-Hot=Tap
B-hairpin natiirliche Aminosauren | SYnthetische zyklische | synthetische bizyklische
Aminosauren Aminosauren

Abbildung 3: Einsatz von natirlicherb¢Pro-L-Pro) und unnatirlichen @EIDINGER-Lactan®®? oder GEYER-
Hot=Tag®) b-turnMi me t i -ka@rpiniPeptiden.

Die geringe naturliche Haufigkeit vamrAminosauren in Biomolekulen reflektiert sich auch in dem
unterdurchschnittlichen Vorkommen der drei zuletzt genantiterKategorien?®! Aufgewogenwird
dieses Ungleichgewicht durch Glycin, das nur eine geringe Torsionswinkelpréferenz besitztfignd hau
als Ersatz fib-A mi n o s @ wturnszu findem ist*! Im Gegensatz zu Glycin, das eine sehr flexibles
Rickgrat aufweist, gibt es Aminosauren, die einen bestimmten Typtwraninduzieren kdnnen.
Aufgrund der chemischen Zusammensetzunvgn Prolin, desen Pyrrolidinring a u f =1 & 0 A
beziehungsweise 60°, abhangig von der Stereokonfigurati@eschrankist, zeigt es die hdochste
Tendenz einerturn einzuleiten?* Da die Form und Stabilitat des turns zugleich eine enorme
stabilisierende Wirkung auf den gesamtegirpin ausibt, wurde friih begonneModifikationen
einzufihren um gezielt die Stabilitat désirpins zu beeinflusseR®! Da die Kombination von
naturlichen Aminosaureaufgrund de limitierten Bibliothek schnell an ihre Grenzen gelamgirden
synthetisch®austeine entwickelt d i e -tuenimitieren soliten, so genanrfieturn Mimetika.Erste
Untersuchungen VOrFREIDINGER et ali®? zur Stabilisierung vom bl Hudn des Peptidhormons
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Gonadoliberin durch den Einbau eines unnatirlichemLactamDipeptids motivierten die
wissenschaftliche Communitynd schon wenige Jahre spater etablierten auch andere Arbeitsgruppen
ihre b-turn Mimetikal?%6:31 NAGAI und SATO nutzten dabei as vorherrschend®ogma durch die
Erstellung eines bizyklischen SystemasdRiickgratauf die gewunschte Weise zu fixieren und
publizierten ihr, auch in aktuellen Publikationen noch verwendébesirn-dipeptidéi B ## Die
Synthese erfolgt aus d&ondensation von Glutaminsaure und Cysteimd wurdezahlreich inder
Literatur untersucht®44 Durch die einfache synthetische Zugkicitkeit entwickelt® ECKHARDT et

al. ein Dervat, das aufbauend vom BTD eine zusatzlith€erzweigung aufweist undine erhdhte
Rigiditat imturn induziert(Abbildung3).E3 Dasbl +Tdrnmimetikum mit dem Namen Hot=Tap wurde

in NMR-Studiendurch den Einbau in zyklischen HeRaptiden mit BTD verglichn undanalysiert33!
Zudem konnte sein&ompatibilitdt mit turn-Strukturen in einer Proteinumgebung am Beispiel des
Foldon-Trimersbeschriebenverden, h dem es durch die Hydroxygruppen am Sechsring weitere nicht

nativeWechselwirkungenermittelte und ein&ristallisierung des Strukturmotivsratglichtet®3!

Zwar steuern Wasserstoffbriickenbindungen einen bedeutenden ziieil Stabilisierung von
Sekundarstrukturen bei, allerdings bdgbtes zusatzlichelnteraktionender Seitenkettenwie zum
Beispiel hydrophobe, -"-, -Kationen und ionische Wechselwirkung&d um das Ausbilden von
Tertiarstrukturen zu fazilitiere(Abbildung 4). Eine Disulfidbriicke, als zweiter Typ der kovalenten
Bindungen in einer Polypeptidke, erlaubtmit ihrer hohen Sequenzspezifidie Stabilisierung von
anderweitiglabilen Strukturelementef3! Fur die Bildung einer Disulfidbriicke werdémie Thiole in
Form vonCysteinseitenketten bendétigt, die sich entweder mit ei@gsiein der gleichen Sequenz zu
einer intramolekularen oder mit einem Cystein von einem weiter@iomolekil zu einer
intermolekularen Disulfidbriicke verbindentrnen Cysteine bzw. Disulfidbricken kommeim
zahlreichen Biomolektlen mit unterschiedlichster Funktion vor, Z.&iné*4 Cyclotidd*’! oder
Zinkfingerproteing?®! Zwar ist die Stabilisierung durch Disulfidbriickenorm, jedoch kann die Summe
aus mehreren nictMovalenten Wechselwirkungen, wie z.BWasserstoffbriickenbindungerinen
ahnlicheriffekt erzieleri!® DieseWechselwirkungekénnen auch zwischen Seitenketten auftreten, da
bei physiologischem pAVert mindesensein Teil der Seitenketten ionisiert siR#l.DieseSalzbriicken
konnenzwischen Carboxylaten (ausgehend von Asparaginsaure und Glutamjnsddr8tickstoff
protonierten Resten (Arginin, Lysin und Histidentstehen und besitzarit je 8-20 kJ/molein enorme
Stabilisierungpotenzial*’l Die Besonderheitdieser Wechselwirkungenliegt in ihrer extrema
Abhéngigkeit von exogene Faktoren, wie dem pH-Wert, Salzgehalt und der
Lésungsmittetusammensetzungije ein geieltesProteindesignauf Grundlagesolche Interaktionen

erschweent0
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Abbildung 4: Darstellung nichkovalenter Wechselwirkungen, die zur Faltung eines Peptidesamonzcoil
zur Sekundarstruktur benétigt werdédie Zusammensetzung dieser Wechselwirkungen ist maRgeblich fur die
Form undStabilitat des entsprechenden Strukturelemesrtantwortlich

Neben Aminosauren mit polaren Seitenketten, finden sich in dihafichen Abundanz auch
hydrophobe unpolarBestein Biomolekilen? Auch Sie tragen zuhusbildung vonSekundéar bzw.
Tertidrstuktur bei, wobei ihre stabilisierende Wirkung nicht nur auf einfaghsl DER WAALS-
LoNDON-Interaktionen beruti*® Der Ahydrophobe Effektid wird haurg
Einflisse hervorgeifen Hydrophobe Seitenkettemuym Beispiein Leucin, Valin, Phenylalaningind

in wassriger Umgebung durch einen molekularen Film von héher geordneten Wassermablettébsn

was eine entropische Erniedrigung des System zur Folg@hatolare Gruppeader Molekiile eine
Aggregation anstreberum so die Kontaktflache mit lipophilen Stoffen bzw. L&sungsmittel zu
verringern1®4d  Zwar fihrt die Annaherungvon hydrophoben Gruppen ebenfalls zu einer
Entropiesenkung, jedoch steigt gleichzeitig duréh\derdrangung desVasserfiims die Entropie des
Lésungsmittel drastiscan Dieser Anstieg nimmt solche Ausmalf3e an, dass die enthalpischen Effekte
Uberlagert waten konnef®4d Erst das Zusammenspiel von Wasserstoffbriickenbindungen,
Sakbriicken, hydrophoben Effekten und weiteretwaigen Wechselwirkungen ermdglicht die
Ausbildung von stabilen dreidimensionalen Tertiarstruktuies soll jedoch heil3en, dass Proteine
keine dynamischen Bewegungen durchfiihren. Im Gegenteil, wéhrend damikymon isolierten
Peptidsequenzen durshhnelle)okale Fluktuationen der Seitenketten gepragt 8thEonnen Proteine
langsame Bewegungsmoden erschliel3en, die haufig einen wichtigen Bestandteil ihrer hietogisc
Funktion einnehmeRY Um diese Biomolekiile auf ihre Stabilitat und Eigenschaften untersuthen
kénnen, ist es notwendig eine Vielzahl an spektroskopischen Methoden anzuweti@edie
Bewegungen in unterschiedlichen Zeitskalen ablaBiferoteine bietenedochin dieser Hinsicht
einige HerausforderungeNMR-spektroskopisch sinsienur schwer zuganglich, da ab einer gewissen
molekularen GroRe (bzw. Gewicleg)ne erhebliché&berlappung von Signalen die genaue Zuordnung
erschwert oder gar verhind@f. Zusatzlichsinkt mit der GroReles PolypeptidsseineBeweglichkeit
gemall desSTOKES Geset#2®l Hierbei besitztein Molekil eine gewisse Korrelationszeitlie vom
effektiven hydrodynamischen Radius abhangid®isSelbst bei relativ kleinen Proteinewie dem
Ubiquitin, betragt die Korrelationszeit bereitwenige Nanosekunddi! was sogar bei einem

Sp&trometer mit gro3er Feldstarke bereits langer als die inverse Larmorfregtiebadurchnimmt
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die Effizienz des Mittkingsgozesses durch die Rotation ab, was zu einer erheblichen Verbreiterung
der Resonanzlinien und it schwierigeren Zuordnung des Proteins fifdrDiese Linien konnen teils

so breit werden, dass Signatbe im Spektrum vorhanden sein mussten, niclitaachen Spezielle
Techniken wurden entwickelt, um es zu ermdglichen von bestimmten Proteinen dennoch NMR
spektroskopische Untersuchungen durchfiihren zu konber. Weiterhin ist die Synthese von
grolReren Proteinen aufwandig und bendtigt Zieit, daim Vergleich zu kleineren Peptiden keine
Festphasensynthese nadiERRIFIELD moglich istl®® Da meist nur ein gewissdieil des Proteins fir

die Reaktionenmit anderen Molekilen notwendig ist, versuchtéele Arbeitsgrupperdie gezielte
Isolation dereinzelnenPeptidsequenzerum diese zu studieréii® Eine Herausforderung besteht
jedoch darin, dass eineGrof3zahl der isolierten Peptideicht in de im Protein eingenommen
Sekundarstruktunder Tertiarstruktufaltet™ Einige spezielle SequenzeuchMiniproteinegenannt,
sindtrotz ihrer kleinen GroéRan der Lage trotz ihrerkleinen GréReProteindhnliche Strukturemnd
Eigerschaften aufzuweiseim folgenden Kapitesoll diese Strukturklasseklusive einige Vertreter

kurz beleuchtet werden.

1.2Miniproteine - ein historisches Abbild

Miniproteine sind kurze Proteine mit einer Lange von bis zu 40 Aminosawehl definierten
Faltungen, bestehend aus zwei oder mehr Sekundérstrukturelementgasonderten hydrophoben
Kern I Miniproteine ermdglichen es, die Komplexitat von groRen Proteinen zu verringern, um dadurch
newartigeSequenzu-StrukturBeziehungemnd strukturell€Eigenschaften zu untersuch&urch den
kleineren und schwacheren hydrophoben Kdoenétigen Miniproteine haufig zusatzliche
Stabilisierung, wie Metallbindurayp, kovalente Kreuzverkniipfungoder Oligomerisierungen durch
intermolekulare Wechselwirkungen.B. EF-hands®! Zinkfinger,©¢ Foldor®”! und CysteinKnoten
Peptide(Abbildung5).%8 Wahrend in den friihen 90er Jahimiproteing diehaufig aus mehr als 60
Aminosaurel® aufgebautvaren als Dimer vorlageff! oderzusatzliche stabilisierende Faktongie
Disulfidbriicke’!! hatten zeigte die zunehmende Expertise auf diesem Gebiet, dass auch der Aufbau
von kompaktererStrukturmotiven maglich igt?!
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Abbildung 5: Schematische Darstellung zweier Proteinstrukturen mit Fakiislie wichtigen stabilisierenden
Faktoren Links: Ausschnitt eines CysteifénotenPeptids (PDB: IHCN)Y@ mit explizit dargestellten
Disulfidbriicken.Rechts: TeilsequendesEF-handsProteins(PDB: 10SA)3! dasim basischen Milieuiber die
Seitenketten von Asparagin und Asparaginsaure in der Lage ist, Calcium zu binden, wodurch eine enorme
Stabiisierung der Tertiarstruktur erreicht wirBas Entfernen diesestabilisierenden Faktoreniwde zu einem

Zerfall der Tertiarstrukturzumrandomcoil-Peptid fiihren.

Einer der ersten Ansatze fur das Studieren von Miniproteinen ist das stlickeegeschneiden von
bestimnien Sequenzen aus gut faltenden Proteinen. Ein prominentes Beispiel ist Hietedamale
"Kopfstiick' desVillin Proteins welches 1996 voMCKNIGHT et all’¥ entdeckt wurdeEsist ein 35
Aminosaurdanges Fragmentasdrei helikale Segmente tragt, wobei jede HaliphatischdReste zum
zentralen hydrophoben Kern beisteudbiese Sequenzstellt gleichzeitig das kleinste natirlich
vorkommenddPolypeptid dar, das autonom @hdie Prasenz von Kofaktoren oder Disulfidbriicken eine
stabile Faltung einnimnitl Durch diesen dichten hydrophoben Keder aus drei Phenylalaninen und
mehreren Leucinemusammengesetzt istesitzt ezudemeineaul3ergewdhnlich&emperaturstabilitat
von 70°ClS Trotz dieser Eigenschaften Uberwiegen die theoretischen Applikationees dies
Strukturmotivs’678 Untersuchungendie gezielt Modifikatioen durch synthetischeAminosauren

vornehmen, lassen sich dahingehen selten findas auf eine limitierte Handbung schliel3en lasst.

Wa hrend viele Pe phelikaekrsintgilauveigegist dasgatimliensVorlommen von
stabilenstandalone b-hairpin-Miniproteinen stark begren?! Friihere Beispieledie aufnatirlichen
Fragmenten basieren, zeigten zunachst eine geringe Fattumgssrigen Milied’®8J Durch gezieltes
Design entwickelte COCHRAN et al. jedochden TryptophanReil3verschlussein 12-16 Aminosaure
lange de novob-hairpin, mit ineinander verzahnten Tryptophanen, die eiremhtsgadngigenhoch
verzweigten Strangnthalterd® Aufgrund itrer Kation” Wechselwirkungen, beler ein Lysin in die
Kluft zwischen zwei Tryptophanemagt demonstrierendiese Miniproteineeine ausgezeichnete
thermische Stabilitd#283 Der TryptopharReiBverschlussst ein sehr gutintersuchteMiniprotein,
wodurch sich mittlerweile gut definierte Regeln fur das Design von staéipins ergeben haben.
Hierzu z&hlt eirdicht gepacktehydrophober Cluster auf der einen Seite ligispinsin der N&he des
loops® Trp-Trp Wechselwirkungef*®® und geladeneAminosaurenum die Termini durch

Kreuzstranginteraktionen zu stabilisiere(Abbildung 6).18¢ Leichte Abanderungein der Sequenz
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fuhren jedoch zweinigen Nachteile bezlglichder Handhabungdles Handhabung des Miniproteins
Daher reduziertenCoCHRAN et al die Anzahl anTryptophana und kompensierten demlaraus
resultierenden Stabilitatsverlust durch ein DisuffiliSCHRIMPF et al nutzten dieses Geriist um stabile
Peptidepitope zu entwickeln, die potenzielle Anwendungen iD@gmostikvon rheumatoide Arthritis

aufzeigeri®

Ein weitere prominenter Vertreter déMiniproteine ist der TryptophankéfigDie Sequenbesteht aus

ca 20 Aminosaurendie der C-terminalen Doméne de39merPeptidsExendin4 entsprecherund
erstmas aus dem Speichel d&ila Krustenechsesoliert wurder®®°d Die urspriingliche Sequenz zeigt

nur in wassrigen Trifluorethanol, ein+helikal stabilisierender Zusatz, eine messbare Fal#igurch

die gezielte AnpassunginzelnerAminosaurengelang esANDERSEN et al. eine stabile Falturg im
wassrigen Mileu ohne Zusatz von TE& erreicher?!! Die dreidimensionale Anordnurenthalteinen
gutstrukturiertenloop mit einem hydrophoben Kern, bestehend aus einem einzigen Tryptophan, der
von den Seitenketten voner Prolinen eingeschlossen witthd demTryptophankafigseinen Namen
verleiht. Anwendung findet dieser Kéfig zahlreic&®d Unter anderem dient er als Paradigma fur
experimentelle und computergestitzte Faltungssimulationen, da durch seine geringe Gréf3e langere
Faltungsze#n simuliert werden kénnen. Zusatzlich erlaubter dintensiv untersucke
Faltunggmechanismusauch den Einfluss von unnatirlichen Aminoséuren awf Struktur zu
klassifizieren®> Besonders hervorzuheben sind dabei die StudierAWDERSEN et al, die mit Hilfe
vonunzahlige analytischa Methodeninsbesondere NMRund CD-Spektroskopie, di®ynamik und
Stabilitat des Typtophankifigs untersuchtel®®°8 Ein Nachteil dieses Systems ist die geringe
Bandbreite an Substitutioné@merhalb des hydrophoben Kerns. Bereits die Mutation mit Phenylalanin

fuhrt zur massiven Destabilisierung der TertiarstruRtdr.

ANy

Abbildung 6: Auswahl an Miniproteinen und deren NMRrukturen, wobei der hydrophobe Cluster in allen
Peptiden griin eingefarbt idber Tryptophankafig(A) (PDB: 1L2Y )% wurde vonANDERSENet al. entwickelt
und besitzt nur ein einziges Tryptophan im hydrophoben Kern, wahrendode€OCHRAN et al. designte
TryptophanreiRverschlusgB) (PDB: 1LE3Y vier ineinander verzahnte Tryptophane aufweiSnes der
kleinsten, natiirlich vorkommendemMiniproteine ist das Kopfstiick (C) d&sllin -Proteins (PDB:1YRI),% das
durch seinen grof3en hydrophoben Kern einBergwohnlichéhermische Stabilitabesitzt Diesehydrophoben
Wechselwirkungen kénnegenutzt werden um Strukturen designen, die normaleeisenur in Gegenwart von
Metall-lonen falten wiirdenMPERIALI et al. designte nach Vorbild des Zinkfingers ein Miniprotein, welches in
der apeForm &hnlicte Strukturelementaufzeigt.(D) (PDB: IHCW).[L%0



Einleitung

Ein weiterer Vertreter des durchdachten Miniproteindesigist das, dem Zinkfingermotiv
nachempfunde®y 23merPeptid vonIMPERIALI et al. (Abbildung 6).12%% Normalerweise benétigen
Miniproteine dieser GrolRezusatzliche stabilisierende Faktoren, wie Disulfidbricken oder
Metallkoordinationstellen um eine stabile Faltung einzugehBiese Restriktionenerringern jedoch

die Vielseitigkeit der Anwendungsmaoglichkeiten beim Proteinde$iJiMPERIALI et al. nutzten ein
Strukturmotiv, das bereit$989'%U erstmals aufgeklart wurdend in Kapité 1.3 ndher bschrieben
werden soll- den Zinkfinger. Di e -Falfung, die durch di€inkfingerdoméne dominant vertreten
wird, offenbarte sich als idealiel, da sie diggegebenen Anforderungetesmodular@ Aufbaus,
sowie eine geringe GroRend konservierter hydrophober Kerfiir das Miniproteindesign erfullt.
Zusatzlich existierten bereits zahlreiche Untersuchunigasierend auf analytischen Methoden (NMR
und CD-Spektroskopipzu diesem Strukturmoti¥9>1°4 Ausgehendvon diesem Motiv wurden flnf
Peptidsequenzen ausgesuchtl taus der Kombination der Sequenzen eine iterative Optimierung
gestartet!?® Hierbei wurde zunachst die Metallbindungsseitié Aminosauren ersetzt, die eine
Vorzugskonformation ent spr @weahleomi hietdursh eméddiinlidde t i v s
Vorfaltung erhalten werdertie jedoch immemoch eine Metallbindende Abhangigkeiiszeichnet
Durch Modi f-turksaaniTyp n | t e s u b sthrkedegruktdrgebende Witkengesitzt,

und weiteren lokalen Anderungen, die das cis/theghaltnis von ProlisdAminosauren beeinflussten
konnte im Endeffekt eine Strukterhalten werden, die in Abwesenheit von Zink e@lne f i ni-er t e DE
Faltung aufveist!° Die NMR-Strukturanalyse auf Basis von Nék®ntakten zeigte jedoch, dass die
Struktur einen groReren Abstand zwischen den Sekundarstrukturelemsadiat[1°°! Dies ist nicht
verwunderlich, da die zusammenhaltende Kraft, die durch eine ksadinationerreicht wird, nur
schwer durch hydrophobe Wechselwirkungen ausgeglichen werden \Kaiberhin konnteein cis-
Prolin-Anteil von bis zu 15% detektiert werdererdu einerDestabilisierung destrukturfihrt, was

sich auch in der niedrigen thermodynamischen Stabilitat dieses Strukturmotivs wider§tepadt.
iterative Optimierung voMiniproteinen, basierend aahderenpereits etablierteStruktutemplaten
wurde in den folgenden Jahrzenten mehrfach angewBffd€d. Ein modernesBeispiel fir elegantes
(Mini)Proteindesignist die Trimerisierungsdomane des T4 Fibritndas Foldon. Wie beri in
Abbildung 3 erwahnt, besitzt die Kombination van und L-Prolin in direkter Abfolgeeinenturn-
induzierenden EffektDie Starke dieses Effekts konnte durch das EGRHARDT et all*®l dasturn-
Mimetikum Hot=Taperheblichgesteigert werden wel ches neben seitumer Fahi
einzuleiten noclseitenketterartige Weckelwirkungen durch die Anwesenheit der Hydre@yLippen
eingehen kann. iese Eigenschaft machten sidie Autorenzu nutze undplatzierten diese synthetische
Aminosaure an den Positionen 17 und 18 des Foldonsdas Peptidrickgrat zu festigeDie
Einschrankungen resultierten nicht mueinerstabilen Faltung, sonderfuhrteim Vergleich zunwild-
typeauchzur erstmaligerKristallisation des isolierten Trimers. Diekechauflosende Kristallstruktur
zeigte die Ausbildung zweier Foldont y p i s c-bheet Propelers" Abbildung 7. Die
Seitenketteninteraktionen von Hot=Tdprderten dabei die Ausbildung von Proteinoligomeren,
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wodurch das Mimetikunmnerhalbder ProteirProteinOberflachegefangen wurdeHierdurchkonnte
erstmals drkonformativeEinflusseines Mimetikums inPProteinkantextuntersucht werdef! Dieses
Beispiel hebt hervor, wie durch geringe Modifikaten Struktureigenschaft erhalten bleiben und
dennoch neuartige Charakteristik@ristallisierbarkeit)auftreten kénnerkin besonderer Aspekt des
Proteindesigns ist dabei ddandbreite in der Funktionalitt der verwendeten Aminosauren. Zaver k
durch den ausschlie3lichen Einsatz von proteinogenen Aminos&oerplexe Strukturmotive
entwickelt werden, jedoch erlaubt dierwendung von Disulfiden labile Strukturelemente zu festigen
und somit bestehende Systemeu aufzubauen und znodifizieren. Diese Vielseitigkeit kann erneut
gesteigert werderfalls synthetische Aminosauren eingebaut werden, wie das Beispiel des Foldons von
ECKHARDT et al hervorhebtAbbildung7).

Abbildung 7: Auszugaus der Kristallstruktur des Foldons idib t = T a-furneaduzerebhdes Mimetikum. Der
Einbau des Dipeptids er | a-hdrpireMotiveedie Ausbildiliregg rvon ®liganteier, i si er u
wobeiHot=Tap zwischen den Proteinoberflachen angeordnet ist.

1.3Zinkfingerproteine

1.3.1Entdeckung und historische Bedeutung

Zinkfingerproteine wurden erstmabP85 als eigenstéandige Doméane Tmanskriptionsfaktorenn den
Eizellen des afrikanischen Krallenfroseh(Xenopus laevjsidentifiziert['% Im gleichen Jahr konnte
gezeigt werden, dasger Transkriptionsfaktor aus zwolf aufenderfolgenden Einheiten mit RO
Aminosauren besteht, wobei jede Einheit zwei Cysteine und Histadénkonservierte Aminosauren
besitzt die um ein Zink(Illon angeordnet sind® Dadurch wurde nichtnur ein neus
Proteirstrukturmotiy sondern auch ein neues Prinzip der DE¥&ennungentdeckt.BisherigeDNA-

Bindungsmotivewie die Helixturn-Helix, nutztendie Symmetrie der DNAHelix aus um spezifische

11
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Wechselwirkungen einzugeh8#! Im Kontrast dazu konnerZinkfingemproteine die linear aus
Tandemeinheitemufgebausind, Nukleotidsequenzen unterschiedlicher Lange erkenneabhangig
vonder Symmetrie der DNADer Name Zinkfingemwurde zunédchst voWILLER et al. postuliert und
hatte pragmatisch@riinde da das untersuchte Protein Zink bindet und die [2Nyeift, wie die Finger
einer Hand!%® SpaterdJntersuchungemur Anordnung der Aminosauren im Strukturmattelltenein
Bild dar, das den eines Fingers ahnelte undwarde der Name in der Literatur angenomrii&hDie
Einzigartigkeit von Zinkfingerdomanen zeigt sich darin, dass ¢bvwee sehr kurz sind, bei der
Koordination vorZink(ll) -loneneine stabile Faltungingenommen wirddie im Vergleich zu anderen
kurzen Proteinsequenzen sehr dicht gepacki*idt? Neben Cystein und Histidin im klassischen
Zinkfinger, kdnnen auch einzeln Asparaginsaure oder Glutamin#iuegnen Liganden ausgetauscht
werden, die jedoch keinen Einfluss aufdie tetraedrische Koordinationssphzaasiibf!'>19 Die
Bedeutung der restlichen Aminosauren wurde zeithah entschliBseliRegionen zwidten dem
zweiten Cystein und dem ersten Histidind hierbein spezifische Interaktionen niiNA-Segmenten
involviert'1*119 Dije Stabilitat des Zinkfingerkernsdemonstrierteine groBe Abhangigkeit von
Wasserstoffbrickenbindungen, hydrophoben und elektrostatischen Wechselwirkumigennur in
unmittelbarer Nahe ddVietallzentrums sondernauchim Rest der tertiaren Struktti#%123 Weiterhin
l&sst sich eine Korrelation der tertiaren Struktuirdem Bindungsmotiv der Zink(Hjonen feststellen
das in CCHH, CCHC/CCCH und CCCC unterteilt werden K&ihAlle besitzen unterschiedliche
enthalpische und entropische Einflusse, die zur Deprotonierung Gystein und damit zur
Metallkomplexierung fiihreA?5121 Neben dem Zintbindenden Motiventhiilite de Sequenzanalyse
der Priméarstrukturdass bestimmte hydrophobe Aminosauren (Tyrosin, Phenylalanin und Leucin)
ebenfallshochkonserviert sind und den hydrophobenriKeles Proteinausilden*'? Diesernimmt
nicht nur eine bedeutende Rolle im Metgdlkuppelten Faltungsprozesg, der in Kapitell.3.3genauer
erlautert wird, sonderstellteinenessenzielle Teil de Stabilitatdes Zinkfingerproteindar*?8129 Wie
bereits erwahnt, bestehen Zinkfingerproteine aus, voneinander unabhangigen Zinkfingerdoméanen, und
kénnen daheindividuell angepasst werden, um gezielt DNA od&tARSequenzen adressieren zu
kénnen. Sie dienehierbeials ein exzellentes Werkzeug farotein Engineering, urals Zinkfinger
Nukleasenspezifische Gene zu regulieré#:}*3 Die Bedeutung dieser Technik zeigt siahch im
Nobelpreis fir Chemie 2020, der an derNachfolger von Zinkfingern fur Genregulation ging,
CrisprCasg:3e

1.3.2Das Strukturmotiv von CysHis,-Zinkfingerpeptiden

Nachdem die Primarstruktuentschlisseltwurde, erfolgten die ersten Untersuchungen zur
Sekundarstruktumittels CD Spektroskopie und zeigtegpische Banderdie dem Strukturmotieing
UHelix entsprachef% Zusatzlich wurden Titrationsexperimente mit Zink durchgefihrt und

bestatigten, dass der Kpfex in einem Verhaltnis von 1Zinkfingerdomane zu Metallorliegt*** Da
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Zink eine geringé\ktivitat in der UVIVIS-Spektroskopidesitzt wurde es drch das isoelektronische
Kobalt(ll) ersetzt was zudem eine ahnliche Koordinationsgeometrie auf#&st3 Die hierdurch
erhaltenderPeptidkomplexe zeigten zusatzliche Bantden650nm, die durch die Koordination von
Kobalt mit zwei Cysteinen und Histidine entstand&f Durch Vergleiche mit anderen, bereits
beschriebenen Metalloproteinen, konnte digraedrische Geoetrie der Koordinationssphare
bestatigtenwerden1°2133 Nachdem die Koordinationsumgebung uethzelne Sekundarstruktur
elemente aufgeklart waren, fehlte immer noch ein eindeutiges Bild zur Tertiarstruktur von
Zinkfingerprotein@. Im Jahr 1988 entwickelten BERG einen Strukturvorschlag fudas TFIIIA
Zinkfingerprotein, basierend abisherigen experimentefieDaten undheoretischen Uberlegungét?!

Er postulierte, dass das H-ahegtirt det NalekdesuNFermngisi v e i n
darstellf gefolgt von eineiC-t e r mi nHelix ¢Abbildung 8). Beide Sekundarstrukturen wiirden
sowohl von deZinkbindungals auch von der Ausbildung eines hydrophoben Kerns in der Nahe des

loopszusammengehalten werdeét!

Abbildung 8: Korrekter Tertidrstrukturvorschlag voBERG im Jahr 1988'*? die auf der linken Seitelas
Wasserstoffbriickenbindungsmuster der Zinkfingerdoméne 2ditilg: Cartoonartige Darstellung der beiden
Sekundarstrukturen, des antiparallefesheets g e f o | g-Helixy dierein dimk¢ll}lob einschlieRBenDas
rechte Bild zeigtlie Zinkfingerstruktur in Form von Stabchen und Kugeln, wodurch die Koordination von Cystein
und Histidin an Zink(ll) zu erkennen ist.

GleichzeitigentwickelteauchGIBSON et al einenahnlichenStrukturvorschlagder sich nur in einer
Verschiebung von z-shedtuntestheidetjesddcln weamig spéiten dufch NMR
Strukturberechnungen des isolierteffin31-Zinkfingerpeptids widerlegt wurde nd damit den
Strukturvorschlag voBERGbestatigté!?>138 Die NMR-Struktureroffenbarten zudend, a s s -slieats b
durch Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Tytasm Phenylalanii stabilisiert wird, wahrend

d i eHeli¥ die, fur sie charakteristischeWasserstoffiickenbindungen im Ruckgrétildet (iny T

i+1np, SOWie igT i+3wn).P! Nahezu zeitgleich publiziemeNEUHAUS et al die NMR-Struktur eines
Zinkfingers mit zweiDoméanen wodurch gezeigt werden konnte, dass lte@achbarten Zinkfinger
strukturell unabh&ngignddurch einen flexiblen Linker verbunden sifid:138 Auch die NMRbasierte

Analyse von weiteren Zinkfingerproteinenki&ftigte dieses Bild undetontezudem, dass die Anzahl
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an Aminosauren zwischen den Metallbinden Resteminen groRen Effekt ausubt*1*4 Der Abstand
zwischen den beiden Histidindetragtdrei Amincsauren, wodurch das zweite Zibindende Histidin
auf die gleiche Seitsteht und dadurch die tetraedrische Koordination ermdglicatGrofie desurns

zwischen den Cysteindst variabelmit zwei bis vier Aminosaurer:38l

Die Klassifizierung vorzinkfingermproteinen erfolgaufgrund ihrer Domanenzusammensetzungirdie
Korrelation mit ihrer Koordinationsgeometrie und Funktion stéfitAktuell gibt es mehr algehn
bekanne Klassen von Zinkfingerwobei die am meisten vorkommenden Kategonanfolgt definiert
sind:b b ghg knuckletreble clef zinc ribbon Zn,Cyss, Taz2undzncloopst13142144 |m Rahmerdieser
Arbeit sol | Motlondbkusstehendid zudem Hi®ghR@ruppein allen Zinkfinger
enthaltenden Proteinen irukaryoten darstellt!®! Mehr als 3% aller Gene im menschlichen Genom
k odi e r-zZankfingerpraieinel*®! Auch diese Kategorie kann erneut in zwei Hauptgruppen unterteilt
werden,den Zinkfingern, mit nur einer DNAindenden Doméne (z.BLF4%! und SP1*48)) und mit
zusatzlichen konservierten Domanen, idielevantzur Zinkfingerfaltung sind, wieKrab, SCANund

BTB Doméane!4"14d Das Koordinationsmotiv mit der gréRten Abundanz in fdr-Xinkfingerfamile

ist CCHH, mit einem allgemein@ Primarsequenzmuster Y4&-C-Xz4-C-X3-X-L-X2-H-X3 4-H.[113]
BERG et al analysierta 1991 die Primérseque von 131 Zinkfingerproteinen miCCHH-Motiv,
Uberlagerte alle Sequenzen und generierte anhand der Haufigkeibrdiensus zincfingerprotein
sequenz CH (Abbildung 9).'°0! Dieser synthetis@ Zinkfinger zeigtim Vergleich zu natirlichen
Derivatendie hdchste Affinitat fur Zink(lund Kobalt(ll}lonen und wurde in der Literatur in den
folgenden Jahren mehrfache verwendet, um Metallkoordination und Thermodynamik von CCHH
Zinkfingern zu untersuchéif*%3 Neben den zinkbindenden Amosaurenist cer hydrophobe Kern
beziehungsweisseine Beschaffenhejtkritisch flr Interaktionen zwischerProteinderflachenund
Losungsmittel, die die enthalpische und entropischeStabilitat des Zinkfingerproteins
beeinflusset?8129.154.155\Wird die Aminosauren Phenylalanidurch Leucinm ZFY-Zinkfingerpeptid
ausgetauschso faltet der Zinkfingezwar im b b-Strukturmotiv, jedochst zeitgleich ein Verlust an
thermodynamischer Stabilitat zu beobacht&i>? Neben demzentralen Phenylalanin besteht der
hydrophobe Ker n zus 2-HditstamrhenderuesicindJmuie Bedeutung dieset e r
Aminosaure hervorzuhebemurde eineder aliphatischen Gruppe durch einen weniger volumindsen

Restsubstituiert was eine Herabsetzung der DM#ndungsaffinitaizur Folge hat>®]
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QKICHI QGCGKVYGKTSHLRAHLT WHTG
EIPCHI ~ CGEMFSSQEVLERHIKADTCQK
KQECTT  CGKVYNSWYQLQKHLS EEHSK
SFTCKI ~ CSRSFGYKHVLQNHER THTG
RFKCDE ~ CQKMYSTSMGLSKHRQ ~FHCP
SHHCPH  CKKSFVQRSDFLKHQR THTG
RYICSF ADCGAAYNKNWKLQAHLC —KHTG
DLHCRR  CRTQFSRRSKLHIHQK LRCGQ
SFVCEV ~ CTRAFARQEHLKRHYR SHTN
PFVCNY  (DKTFSFKSLLVSHKR IHTG
TYRCSE ~ CQREFELLAGLKKHLK —THRT
E insgesamt 131
i Sequenzen

i
B S I__\

PYKCPE GKSFSQKSDLVKHQR THTG|

e e e g S i g et G A )

consesus peptide - CP-1

Abbildung 9: Links: Ausschnitt einiger Sequenzen, die fur die Erstellungcdesensus peptidgéequenz CR

von BERG et all® ausgewahlt wurden. Anhand der H&ufigkeit der jeweiligen Aminosduren wurde ein
Strukturmotiv entwickelt, das eine hoéhere ZiKinitat besitzt alssamtlich damalig bekanten nattrlichen
Zinkfingerpeptide. In Orange beziehungsweise blau siiel kibnservierten Zinlbindenden Aminoséuren
gekennzeichnetRechts: Schematische Darstellung eines Ausschnitts der KristallstddgsuvonBERG et al
designten Zinkfingerproteins gebunden an DNA. Es wurde der Zinkfinger dargestellt, der die groRtekitnlic
mit CP-1 besitzt (PDB: IMEY)'*? Gut zu erkennen ist die tertiare Struktur des Zinkfingerpeptids, bestehend aus
einem antiparalleleb-sheetu n d  e-Hetixe r U

1.3.3 Metallabhéngige Faltung von Zinkfingerproteinen

Sequenzanalysen und bioinformatische Studa@n menschlichen Genom haben gezeigt, dass ungefahr
10% aller Proteine in Zinkbindungen involviert sitfd1%3 Dies ist nicht verwunderlich, da Zink(l)
loneneine einzigartige Rollenicht nur in der katalytischen Aktivitat von Enzym#d,sondern auch in

der Stabilisierung vorProteiren und Einleiten von Faltungsnechanismen, einnehmBf21631661 Wie
bereits erwéhnt, enthaltéhnkfingerproteine metallbindende Aminosauren, hauptsachlich Cystein und
Histidin. Durch EXAFSSpektroskopigelang esdie Bindungslange zwischem-S und ZaN mit 2.3

bzw. 2.0A zu bestimmenwas zudemeine gute Ubereinstimmung zu anderétetalloproteinen
aufweist*6169 Wesentlich haufigerwurden jedochUV/VIS spektroskopisché&ntersuchungemwon
Zinkfingerpeptiden mit Metallionen offend-Schalenwie Kobalt(Il) oder Nckel(ll) durchgefiihrt’®

174 Die Komplexierung solchdonenresultiert incharakteristischenhargetransferoderd-d-Banden

im sichtbaren Bereich mit hohen molaren Absorptionskoeffizienten Dies erlaubt es, die
Komplexierung von Metallen in mikromolaren Konzentrationen zu beobachten und
Dissoziationskonstanteru destimment’5178 Da Zink UV/V1S-spektroskopisclstumm ist, kanrdie
Affinitatsberechnung nur indirekt erfolgedunachsivird isostrukturelles Kobalt(ll) genutzt, dagwar

mit einer geringeren Affinitdt ardas Zinkfingerprotein bindet, jedoctiie gleiche tetraedrische
Koordinationssphéareusbildef!*®! AnschlieBend kanrdurch die Zugabe von Zink(ll)Kobalf(Il)

verdrangt und eine umgedrehte Titration durchgefiihrt wetélen? Eine weitere, vielgenutzte
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Methode um AffinitatsStrukturBeziehungen herzustellerist die Zugabe von ChelatoreManche
Zinkfingerproteinebesitzen jedoch Metallkoordinationanit auRergewdhnlicher Stalidt, sodass
selbst EDTA ein in der Literatur standardmaRig verwetedestarkerChelator nicht in der Lage ist,

Zink vollstéandig zu binden52178179 Damit eine vollstandige Bindung von Zink an die Thidler
Cysteire ermdglicht werden kann, ist eine Deprotonierung zum entsprechenden Thiolat erforderlich.
Der pKs-Wert von Cysteinen imandomcoil Peptiden liegtn einemBereich von8 - 8.5[18 Die
Aciditat von Thiolen wird maRRgeblich von ihrer Umgebung beeinfligstauch in Zinkfingern. Die
rdumliche Anordnung der Cysteing von elementareBedeutung, da positiv gelader®nachbarte
Gruppen den pk¥Vert reduzieren und eine Deprotonierung erleichtern. Dieser Effekt kann durch
negativ geladenen Aminosauren in Nachbarschaft umgekehrt WEPE 11831 Sehr arffallig ist der
Einfluss bei Zinkfingerproteinen, die vier Cysteine als metallbindende Aminosauren hesiizen
LATOUR et al im Jahr 2010mit Hilfe von Titrationsexperimenten undNMR-Spektroskopie
demonstriertéAbbildung 10).1521 Jedes Thiolbesitzteinen deutlich unterschiedlichen pMgert, der mit

der Position in der Aminosauresequenz zunintitidin ist im Vergleich hierzu bei physiologischem

pH neutralzeigt trotzdem eine gute Zinkaffinitat, weshalb keine genaBetechtung erfolg#s!

Peptidsequenz pKs
CP-1 (CCHH) 7.7(C) 87(C) 6.3(H) 6.3(H)
CP-1 (CCHC) 76(C) 85(C) 64 (H) 8.7(C)

CP-1 (CCCC) 7.6(C) 8.1(C) 87(C) 9.1(C)

treble-clef (CCCC) 6.5 (C) 7.9(C) 9.0(C) 9.8(C)

HSP33 (CCCC)  7.2(C) 7.3(C) 86(C) 9.0(C)

Cystein/Histidin 8.3 (C) 6.5 (H)

Abbildung 1Q: Links: Tabellarische Zusammenfassung der-p¥este einzelneZink-bindender Aminoséuren in
Zinkfingerpeptiden. CR steht hierbei fur den artifiziellen Zinkfingeonsensus peptideon BERG et al, der in
den Studien von ATOUR et al an metallbindendeRositionenmodifiziert wurde.Trebleclef und HSP33 sind
weitere, v 0 m -Zikkfirgyermsotivsabweiehendeb ZinkfingerproteineeiDVergleich der pk&Verte
zeigt, dasslie Umgebung im Protein eingieutlichenEinfluss auf die Aciditat der entsprechenden Thalsibt,
wahrend die Histidine einen pR&ert &inlich der Aminosdure besitzen. Dieser Effeldigt seine grofite
Auswirkung imtreble-clef-Protein, wodurch die Reichweite der pW&erte von 6.5.8 ausgeweitet wird. Rechts:
Schematische Darstellung des HS#38tein§®! (PDB: 1XJH)mit seinerRedoxaktiven Seite, wobei nur die
Zink-bindenden Cysteine explizit dargestellt sind.

Neben der Zusammensetzung und AnordndegZink-bindenden Aminosaurenbesitztauch der
hydrophobe Kern Einflusauf die Bindungsaffinitat zu Zink (11§14 Hierzu synthetisierte BERG et al
Zinkfingerpeptide, die einen modifizierten minimalbypdrophoben Kern besitzen, in dem samtliche
hydrophobe Reste durch Alanin ersetzt wurd®h.Das Resultat ist eirVerlust von sowohl
thermodynamischreStabilitat als auchBindungsaffinitat zu Kobalt(I1}8¢1 Nachdem verschiedene
StrukturAffinitatsbeziehungen aufgestellt wurden, richtete sich der Fokus woghreren
Arbeitsgruppen aufeh Faltungsmechasimus. Es konntkewieserwerden, dass die Zinkbindumgne

elementare Funktioeinnimmtund bereits in einer frlhen Phase des Faltungsprozesses ausgebildet
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wird.151 Zun&chst erfolgt die Koordination beider Thiolgruppen der Cysteine arfifinkodurchdie
Fal t unarpthe engdéitet wird. Dies wird im Anschluss durch die Koordination vdw
terminalen Histidirerganztwobeizeitgleichder hydrophobe Kern ausgebildet wit! Schlussendlich
bindet auchdas Gterminale Histidin Zink(ll), wodtch eine zusétzliche Stabilisierung derHelix
erreichtund der Faltungsprozess abgeschlossen {7 MolekildynamikSimulationen die in
Kapitel 1.6 genauer betrachtet werdenllen haben jedoch gezeigt, dass bereitse Vorfaltung de
turnsbzw. Teile ded-hairpinsim apo-Peptideinsetzt, was & pKsWert der Gysteine senkt und eine
Deprotonierung erleichtef£® Die Bedeutung des CCHMIotivs, wird dadurch betont, dass auch

weitere Proteine, die in Genregulation involviert sind, dieses Strukturmotiv enth&iteh.

1.3.4Zinkfingerpeptide in Gegenwart vonweiteren Metall-lonen

In den vorherigen Kapiteln wurdeneberStudien die die Affinitat von Zinkfingeproteinerngegenuber
Zink(ll) beschreiben auch Beispiele genanntin denen weitere Ubergangsmetalle fiir sdie
Untersuchungenverwendet wurden Die Vorliebe fur Zink(ll) wurde unter anderem an
ZinkfingerpeptidenCP-11%1 und WT1'92l mit Ramanspektroskopidargestellt wobei als Erklarung
eine Kombination aus Ligandenfeldstabilisierungsenergie und weiteren thermodynamischen Faktoren
wie Metallaffinitaten,und Enthalpie der Hydratatishtlle verwendet wurderDer Austausch von
Zink(Il)-lonen mit anderen Metallerfuhrt haufig zu strukturellenoder funktionellen Schéden in
Zinkfingerproteinenwie gemischte Komplexe, unvollstandige Metallkoordinationen édesbildung
von Disulfidbriicken durctOxidation der Cysteiné'® Diese Verwundbarkeit des Zinkfingerkerns
spiegeltsich auch in der Reaktivitat gegenliddethylierungsreagenziewieder, die eine irreversible
Modifikation des Thionyls hervorrufen kénnen, wobei auch hierBir@lungsaffinitidt herabgesetzt
wird.l*°31%8 Nickel(ll), Cadmiungll), Blei(ll) und Quecksilbdtl) sind nur einige Beispiele von
Metallen, die in der Lage sind, Zink aus Zinkfingerproteinen teilweise oder komplett zu verdrémden
dadurch dieWirkungsmechaismen wie z.B. Bindung der DNA zwstéren (Abbildung 11).1114
Hierdurch ergibt sich auch eiéinteil der Toxizitat dieser Metalonen35197199 So verfiigtBlei(ll)
Uber die Fahigkeitselbstausstabilen Zinkfingerkomplexen Zinkollstdndig zu verdréangen, was in
Kombination mit Neurologischen Erkrankungen gebracht wird, da die -BM#ungseigenschaften
von ‘'Bleifingerrt’ stark eingeschrankt 89 Zwar werden Kobaftl) und Cadmiurfil) in
spektroskopischen Strukturbestimmungen von Zinkfipggeinenroutinemallig eingesetzt, jedoch
beeinflussen auctliese Metallonenim physiologischen Umfeld die DN#Bindungsaktivitat!!*®l Die
kontrollierte Anpassung dieser Aktivitdt kann jedoch auch als Templat fir das Design von
metallbasierenden Zinkfingerinhibitoreiienen wie LOUIE et al mit einer Kobalt(l11)Schiffschen Base

zeigen konntef%!
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Cu(l), As(lll), Sblll)

@ @ = Niq1), Po(n), cd(,

Verlust von Struktur
und Funktion

Abbildung 11: Schematische Darstellunder Verdrangung von Zink aus Zinkfingerproteinen (CCHH, CCCH,
CCHC, CCCC)durch weitere Metallonen adaptiert vonKLUSKA et all**3l Eine Vielzahl anMetallen (z.B.
Nickel(ll), Blei(ll), Cadmium(ll), Kupfer(l), Arsen(lll) und Antimon(ll)sindin der Lage, Zink vollstandig aus
gefalteen Zinkfingerproteinen zu entfernen und damit einen Zerfall der Tertidrstruktur zu initizwech den
Verlust der Struktur welen bedeutende biologische Prozesse, in denen Zinkfinger involviert sind, unterbrochen,
wodurch sich auch ein Teil der Toxiiieser Metalle ergifts

Im Kontrast zu den geringen Applikationen von Nigkel Blei(ll) und Quecksilbgtl) in
Zinkfingerproteinen, finden die Etimetalle Gold und Platin eine breite Anwenduwgs sich in der
Entwicklung von Medikamenta wie Aurothioglucose Aurothiomalate und Cis-Platin
widerspiegelf?02203 Wichtige Beitrage lieferte FRANZMANN et al, indemgezeigtwurde,dass Gol¢l)

in der Lage istZink schnell und vollstandig zu verdrangen und dairee &hnlicheFaltungmusteizu
erreicheri?®4l Die Kombination aus Metallreagenz uREduktionsmittelreguliert ob zwei Gold(l
lonen innerhalb eines Peptids komplexiert werden, oder ob neben einer einfachen Koordination noch
eine Disufidbindung etsteht (Abbildung 12). Die Erforschung der Reaktivitat und Stabilitdt von
Goldfinger ist wesentlicherBestandteil der Zinkfing@roteirforschung der letzten Jahf&:2%9 Die
Entdeckungvon Cis-Platin als Zellwachstum hemmendes Medikameém: Jahre1974 galt als ein
Meilensteil im Bereich der Krebsfethung?°?3 Auch Cis-Platin ist in der Lage, mit
Zinkfingerdoméanenruinteragierenwobei Untersuchungen zugenauen Mechamsusenthullten, dass
die Interaktionen unspezifischéatur sind**3! Es ist jedoch bekannt, dass die Wechselwirkungen mit
Cysteinreichen Zinkfingerprotein@, wie z.B. der DNAPolymerase, eindedeutendeRolle im
Wirkungsmechanismus des Medikamerisnehmeri??l Als Beispiel fur ein Platirenthaltendes
Medikament, das speziell fur dighibition von HIV-1 NCp7Zinkfingerfingeproteinkonzipiertwurde,

soll das vorFARRELL et al entwickelte] Pt(dien)(nucleobasé)erwahnt werdefAbbildung12).[213214
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Abbildung 12 Das grundlegende Darstellungskonzept wurde Kouska et all*'®! adaptiert, und zeigt die
Verwendung von Edelmetallreaigzien zur gezielten Inhibition von ZinkfingerproteindiRANZMANN et al
demonstrierta durch die Zugabe vonGold(l)-Reagenzien, die Verdrdngung von Zink aus dem
Zinkfingermodellpeptidemit unterschiedlichen Bdungsmotiv, was zur Ausbildung von Goldfingern fihrt,
wobeiein Koordinationsgleichgewicht zwischen den metallbindenden Aminoséarkegt 24 Aufbauendauf
diesen ErgebnissemurdenTemyridin-Liganden zur Koordination von Gold verwendet. Diese Reagenzien fiihrten
nach Zugabe zum CCCrnkfingerbindungsmotivzur Darstellung vonGoldfingern, die zwei Goldonen
komplexieren wobei das Vorhandensein des Reduktionsmittels Glutathion esdenmelUnterdriickung einer
Disulfidbriicke ist.FARRELL et al emweiterten dieses Konzept alflatinbasierenden Reagenzien zur gezielten
Inhibition von retroviralen ZinkfingetDNA-Interaktionert?'4 Als Liganden identifizierten sie, neben Pyridin
auch ein Nucelobadeerivat was es dem Metall ermdglicht, zunéchst an Cystein des EBlhtfingsmotivs zu
koordinierenum anschlieBendink(ll) vollstandig zu verdrangen.

1.3.5Intrinsische Bewedichkeit in Zinkfinger n

Untersuchungerder intramolekularen Bewegungen von Proteingind ein zentrales Theman
zahlreichertudien, da sie eleentar fir biologische Funktionewje Enzymkatalyseder Bindung von
Liganden sindP'>2171  Die systematische Charakterisierung dieser Bewegungeerfordert
unterschiedliche analytische Methoden, @eRtozesse auf unterschiedlichésitskalenablaufen. Dies
kennzeichnet jedoch gleichzeitig die Faltung und Funktion eines Pr&téihgpische Bewegungen
innerhalb eines Proteins sind z.B. Bindungsschwinguféé@szillationenvon SeitenketteR° oder
gar konzertierte Verschiebungenvon gesamten Proteinsegment&f. Eine nahezu alltaglich

verwendete Methode, um die Bewegungen von Proteinen zu untersuchen, isBpéifRoskopié??!
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Sie ist in der Lage, Bewegungen auf atomarer Ebene, auf einer breiten Zeitskala von Pikosekunden bis
Stunden zu betrachten.  Hervorzuhebensind Messung von  Relaxatioraten(???
Magnetisierungstransfé®®! und IsotoperAustauschExperimentdé??!l Die Relaxationsraterinzelner
Atome von Aminosaurensind abhangig von den internefiranslationenund Rotationen des
Peptidiickgrats und der SeitenketteWRIGHT et al nutzten wenige Jate nach Aufklarung der
dreidimensionalen Struktur von Zinkfingern diese Methode, um BeweglichkeitenXfies1
Zinkfingerpeptids aufzuklare®?! Das Riickgrat des Peptidsigt, mit Ausnahme desops der diel-
Helix und dasb-sheetverknlpft eine hochgradig Einschréankung bezuglich d&eweglichkeit die
zusatzlich mitder Auswertung vorNOE-Kontakten bereinstimmt?% Jedoch wurde bereit frih
erkannt, dass die NMBtruktur ein statisches Bild beschreibt usawmit nur einen kleinen Teil der
Beweglichkeit des Zinkfingers abbild&elaxationsmessungen dénkbindungsseitgenthillengrol3e
SpinSpin Raen, was auf einen konformationellen Aaistch hindeutéd?®! Gleichzeitg wirkt dieser
Einflussjedoch nur aukinender Kohlenstoffe im Histidin?26221 Neben dem Riickgrat des Peptids
wurden die Relaxationsmessungen auch auf die Seitenketten ausgéifieitéthrenddas Grosder
Seitenketten eine ahnliche Dynamik wie das Rickbesitzt gibt es zwei Aminosauren, die eine
eingeschranktBeweglichkeit aufweisersowohl Phenylalanials auchLeucin, die den hydrophoben
Kern vonXfin-31 ausbilden, sindauf derZeitskala von Pikosekunden bis Nanosekunden, nahezu starr
um ihrec-Torsion??”1 Diese Einschrankung reflektiert ihre dichte Packung im hydrophoben Eigrn.
Autoren merken jedochn, dass diese Ergebnisse im Widerspruch ##8pektrum deZinkfingers
steht, in denrmur ein AA'BB'GSpinsystem beobachtet werden kon#tisbildung 13).??"1 Die Drehung
des aromatischen Ringsfolgtdaher auf einer Zeitskala, die im Vergleich zu den Rotationsbewegung

langsam, jedoch im Vergleich zur chemischen Verschiebungsdifferenz zwsaheretrischen Spins,

schnell sein mug#”!
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: HSQC ¥
Table IV. Model-Free Parameters for Aromatic '3C Spins in
Xfin-31¢ -8
nucleus 5 R, (s7) x? Phe10g
Tyrls 077003 1.1 S |
Tyrle 071 £003 0.0 Phe103 . ] £
Phe 104 0.79 % 0.04 12 S [ | D
Phe10 ¢ 0.95+0.04 15.0 o 187
Phe 10 ¢ 0.91 +0.04 4.1 ¢ Phe10e
His 195 0.86 £ 0.04 0.42 vis
His 19 ¢ 0.90 + 0.04 55402 075 48
His 235 0.78 £ 0.04 68%0.1 0.0 e
His 23 ¢ 0.73 %003 0.05 e § ) ) ‘
80 15 7.0 6.5 6.0
Grofte Ordnungsparameter AA'BB'C Spin-System
= Starr = Schnelle Rotation

Bewegung langsamer als andere Rotationen,
aber schneller als chemische Verschiebungsanderung

Abbildung 13: Links: Schematisches Abbild de€in-31 Zinkfingerpeptids (PDB: 1ZNEPYI mit expliziter
Darstellung der zentralen Aminosautes hydrophoben Kernfa die NMRStruktur nur ein statisches Bild
liefert, fihrten WRIGHT et al Relaxationsmessungetiurch (Tabelle rechts)??l um einen Einblick in die
Beweglichkeit der Seitenketten zu erhalt@ie groRen Ordnungsparameteadeutenauf eine eingeschrankte
Beweglichkeitvon Phé® hin. DasHSQG Spektruni??” hingegen zeigein AA'BB'C SpinSystem, was nuturch
eine schnelle Rotation des aromatischen Rests vofi bglich ist.
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Nachdem dieBewegungen von einzelnen Zinkfingerdomarmschrieben wurdeichtete sich der
Fokus aufZinkfingerproteinemit mehreren Domandf® WRIGHT et al verwendeteranisotropic

tumblingum die Flexibilitat der ersten drei Zinkfinger ifiFIlIA aufzuklaren Wie bereits erwahnt

konnen einzelne Zinkfingerdoméne linear aneinander verknupft werden, jedoch ist ihre Beweglichkeit

hoch korreliert wodurch die gemittelte KonformatiatesZinkfingerpdypeptidsgestreckt is&?®] Dies
steht m Widerspruchzu den Untersuchungen vBlEUHAUS et al, die eine strukturelle Unabhéngigkeit
zwischen einzelnen Zinkfingerdomanieststellterd'38 Der Grundlasst sich amlem unterschiedlichen
Fokus der beiden Studiendentifizieren da NEUHAUS et al. an der generellen Struktur von
Zinkfingerpeptiden interessiert weag wahrendWRIGHT et al, aufbauend auf diesen Ergebnissen die

Beweglichkeitanalysierteri??8l

1.3.6 Biologisch relevante Prozessevon Zinkfingern - DNA-Bindung und Protein-Protein-

Interaktionen.

Zwar kennzeichnet@989das Jahr, inlemdie dreidimensionale Struktur von Zinkfingerproteinerd

ihre allgemeinen Interaktionen mit DN8egmentenetabliert wurde dennochfehlte eine genaue
Beschreibung degeometrischen Ausrichtung des ProtBINA-Komplexes. 1991 gelang &»BO et

al. dasdreiFingerenthaltenden Zinkfingerproteitif268, gebunden an DNA zu kristallisier&??! Die

d r eHlelicgs fuhren die Hauptwechselwirkungen zur Dhurch indem sie sich entlang derajor
grooveausrichten. Dabei werden hydrophobe Kontakte.bat@sserstoffbriickenbindungen mit GC
reichen Regionegebilde.??°! Zif268 windet sich innerhalb einer Umdrehung vollstandig um die DNA
und erméglicht sodenA mi n o s @ u-Halx) gedaaer Posltionl, 2, 3 und 6die Ausbildungvon
Wechselwirkungn??! Eine ausitzliche Stabilisierung erfolgt durch den Kontakt zwischen Lysin
Seitenketten und dem Phosphatriickgrat der DBiAKombination dieser Wechselwirkungeefiniert
dasBindungsmustervon Zif26822° Der erste Zinkfingebindetdie 5-GCGT-3' Sequenz, wahrend
Zinkfinger-2 mit dem 5TGGG-3' Abschnitt interagirt. Der dritte Zinkfingemwiederumbindet erneut

an 5*GCGT-3' und schlie3t daBindungsmuster, welches kansciesDocking Arrangement genannt
wird und auch bei anderen Zinkfingerproteinen beobachtet werden kar#%%db.Zwar lasst sich
Anhand der Struktur, eine Voraussage féis DNABindungsmuster treffen, jedoch zeigten Studien am
Drosophila CF2-Zinkfingerprotein, dass durghunktuelle Mutationen auch Areiche DNAStrange
komplexiert werden konnef2 Als Ausléser konnte der Winkelz wi s ¢ hHelix ded
Zinkfingerpeptids und DNA identifiziert werdeder zu nicht spezifischen hydrophoben Kontakten und
flexiblen Wasserstoffbriickenbindungen mit anderen BasenpaarenBfigfit3? Bereits in friihen
Untersuchungenw a r es er si cht | i c&ipkfinggrpretene é&rdt aals snelseceh e
Zinkfingerdoméneiin der Lage sindDNA zu binden?34 Jedoch sind eirgtne Zinkfingerpeptide in der
Lage, ProteirProteininteraktionerzu vermitteln was am Beispiel vOROG-1L/GATA L deutlich wird

die als am besterharakterisierten ProteiRroteininteraktionen geltef#*® FOG-1, dessen Abklirzung
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friend of GATAL bedeutetist essenziell fir den korrekten Bi@chanismus voGATAL und bindet
diesen Transkriptionsfaktor mit seinem CCHC Bindungsni##¢3@ Eine Mutation zum CCHH
Motiv, wie es dem klassischen Zinkfinger entspricht, fiihrt zum VerlusBatetungsaffinitaf?*®! Als
weiteresBeispielzu PPI zwischen Cyslis,-Domanersoll Gliom-assoziiertes Protein G(i-1) genannt
werden,daszeitgleich eines dexuerst entdeckten PPI bei Zinkdiern darstell®! Gli-1 ist ausfunf
Zinkfingerdomana zusammengesetzivobei jeweils unterschiedlichebiologische Funktionen zu
beobachtet sindPABO et al postulierte, dasszwischen Finger eins und zwentramolekularePPI
stattfinden, wahrend die Fingezwei bis finf in DNA-Wechselwirkungen involviert sinéi
Hervorzuheben ts dass Fingerdrei bis finf zusatzlich in derLage sind, Protehnfrotein
Wechselwirkungen einzugehen, wobei der genaue Mechanisweiterhin Thema akeller
Untersuchungen €243 Diese Mannigfaltigkeit an Funktionenst in vielen Zinkfingerproteinen
vorhanden undwird, im Folgenden am Yin Yang 1(YY] Protein dessen Name bereiteine
entgegengesetzte Wirkungsweiserdeutlicht,behandelt(Abbildung 14). YY1list aus vier Cyglis,-
Zinkfingern zusammengesetzaind bindet anverschiedeneGene, um dieExpressionvon Genen
einzuleiten oder zu unterdrlicken. 4243 Es gehort zur Gruppe der GKirippel
Zinkfingerprotein&462471 und zeigt eine aulRergewohnlich hoRemarstrukturbnsenierung in der
DNA-bindenden Doméanegwischen Maus, Krallenfrosch und Mendth?*8 Im Gegenzugveist die

N-terminale Region eine groRere Diversitat zwischen den Arte*3uf.

1 4243
PFQCTFEGCGKRFSLDFNLRTHVRIHTG

B-sheet B-turn  B-sheet a-helix

Abbildung 14: Links: Ausschnittausder Kristallstrukturvon Housaviy et al?®? denen es gelang, das Yin
YangZXProtein in Gegenwart eines DN&egments zu kristallisiereDie DNA-Interaktionen dedritten Fingers

von Yin-Yangl (3YY1),die uber die Positionerl, +2 und +3d e r-Heli fazilitiert werden, sind in orange
gekennzeichnet.Unten rechts: Sequenz des abgebildeten Zinkfingerpeptids in Kombination mit den
Sekundéarstrukturelementen.

Die Aminosauren deDNA-Bindungsdomanedie spefisch die 5*CAT-3-Sequenz erkennbefindet
sich am CTerminus undwurden durch Kristallstrukturanalyseon HouBAvily et al aufgeklart
(Abbildung14).125° AnschlieRend folgen zweieils tiberlappendé&interditickungsdomaénen, die fiir die

Rekrutierung vorHiston-DeacetylasefHDACS verantwortlich sind?®! Gleichzeitig enthaly'Y laber
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auch eineweiteiligeAktivierungsdoméne, die aM-Terminusangesiedeltst und aus einercidischen
und GlutaminProlin reichen Regiorbesteht?®? Trotz der zahlreichenintensiven Studierin den
vergangenen Jahresind nicht samtliche FunktioneredDomanen entschliissBf! So besitzt YY1
auch eine Glycirreichen Region und einenit elf aneinandergereihten Hiinen &ufRert basischen
Doméne,die beidein der Proteinvariante des Krallenfrosches nicht vorkomomgh somit auf eine
Bedeutung im menschlichen Kdrper hinwei&&#%>4 LEE et al entfernten diese Histidireiche Region
und fuhrten Affinitatsstudien durckpnntenaberkeinen Einfluss auf die Hemmungsfahigkeiten von
YY 1feststeller?>® Die Natur nutzt eine Vielzahl an posttranslationalen Modifikationerhiologische
Prozesse zu initiieren, regulieren oder abzuschlieBen und ‘#i¥dhist zugénglich fir diese
Modifikationen. Dies beinhaltezum Beispiel Phosphorylierung, Acetylierung, Glykosylierung und
Ubiquitinierung von Seitenketten, wobei Lydiéufig involviert ist?53 Die Phosphorylierung vorY1
fuhrt zu stabilen PhospHBroteinen undkann die DNA-Bindungsfahigkeit regulieren wahrend
glycosilierte YYZXProteire unféahig sind Wechselwirkungen mitRetinoblastorrProteinen
durchzufiihreri56258

1.4Kovalente VerknUpfung in biologischen Makromolekulen- die Disulfidbriicke

Wie bereits im vorherigen Kapitel erwahnt, benétigZinkfingerproteine Cysteials metallbindende
Aminosauren um Zink tetraedrisch zu koordinieren. Hierzu mtnachst dieDeprotonierung der
entsprechenden Thiole zum Thabnotwendig.Neben der Metallkomplexierung ist digxidation zur
Disulfidbriicke mit einem weiteren Thieln aisatzlicher Reaktionspfaden Cystein in physiologischer
Umgebung eingehen kaff?! Wahrend diese &aktion in Zinkfinger zum Verlust der Struktur und
damit ihrer Funktion flihrgs% gibt eine Vielzahl an Proteinen, die Disulfide fiir die Stabilisierung ihrer
Tertiarstruktur bendétigenProteine mit natirlichen Disulfidbricken lassen siabrzugsweisein
extrazellularer Umgebung findeda dr reduktive Charakterim Cytosd eine Oxidatn verhindert
Dies ist auchotwendig daflr den Transport von Proteinen durch Membrameistdie ungefaltete
Struktur bendtigt wird? Zudem miissen gesse Anforderungen an die rdaumliche Anordnung der
Cysteine im Protein gegeben sein, damit @&iredlung zum Disulfid vollzogen werden kardm eine
selektiveBindung zu ermdglichen, verwendet die Natur Hilfsproteine zuim Beispiel digProtein
Disulfid-lsomerasewelcheselbst zunachston einem weiterem Enzym oxidiert werden mé®sDa
Disulfidbrticken die einzige naturliche kovalente Bindung zwischehreren Peptidstrangen darstellen,
bedurfen sie einggenaueren Betrachtung. Die Charakteristkser Disulfidbriickevurden 1981 von
THORNTON et al durch die Analyse von 55 Disulfiden irerschiedenetProteiren beschrieben und
wenige Jahre spater durcRETERSEN et al erganzt (Abbildung 15).263264 Sje zeigten eine
Bindungsvinkelverteilungvon 114° fiir CU-Cb-So und 105° fiir ®-So-So, wéhrend Analysen dess-
Torsion ((B-So-So6-ChY eine Bevorzugung flizwei enge Bereiche unr87° und 97°enthalten Die

Torsionsstabilitat ist von grolRer Bedeutung, da schon leichte Abweichungedien Idealwerten zu
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mehreren kcathol Stabilitatsverlust fihrel3®>268 Die Untersuchungen von natirlich vorkommenden
Disulfiden in Proteinenlegte den Grundstein fiur das gezieEatwerfen solcher stabilisierenden
Bindungen. Einer der ersten Erfolge fiir solch gezieltes Desighroteinenkonnten PERRY et al. am
Lysozym T4 erzielen das zwar Uber zwei Cysteine in der Sequenz verfugt, die jedoch aufgrund
raumlicher Restriktionen nicht in der Lage siethe Disulfidbriicke auszubildgbbildung 15).267]

Durch die Mutatiorvon Isoleucid zumentsprechende@ystein und ansci@Bender Oxidation, konnte
eine Dislfid gebildet werden, ds zu einer deutlichen Steigerung der thermischen Stabilitat von
Lysozym T4kumulierte?s”1 Durch dese und FolgestudidtonntenRichtlinien aufgestellt werdemlje

den erfolgreichen Einbau von stabilisierenden Disulfidbricksaubten Um den gréRtmdgliche
stabilisierenden Effekt zu erzielen, sollten die Disulfide an Positionen von flexiblen Relgikaksiert

seinundvorzugsweis&inen groRetoop erzeugernse27d

Bindungslange: Sy-Sy' 2.04 +0.16 A

Bindungswinkel: Ca-Cp-Sy 114°
CB-Sy-Sy 105°
Torsionen: C-Ca-CB-Sy (1) 180° -60° -180°

Ca-CB-Sy-Sy' (x2)  60° -60° 180°
CB-Sy-Sy-CB' (xa)  90° -90°

Abbildung 15: Links: Tertiarstruktur desvon PERRY et al?®”l modifizierten Lysozym T4(PDB: 1L35§7X mit
explizit dargestellten Disuldibriicke. Die Charakteristika dieser Bindung sind auf der rechten Seite dargestellt
Hervorzuheben istid geringeFlexibilitat von 63, de auf zweienge Bereiche von 90 un®0° eingeschrankt ist

und durch Analysen von Proteinstrukturdatenbanken verWTON et all?%®l und PETERSEN et all?®4
charakterisiert wurden

Im eingeschréankten Fall kdnnen diese Regeln auch auf kleinerentystvie Peptide Uibertragen
werden, was durch Studien Bthairpinsvon SCHRIMPFet al gezeigt werden konni®! Unter anderem
fuhrt die Mutationvon einerN- und C-terminalen Aminoséae durch Cystein und anschlieRender
Oxidationeines Peptids basierend auf der Kombination vdemCocHRAN-Kluster?72273 undein Teil
derFillagrinsequen®74 zur Stabilisierungund Auspragung eines wellle f i n ihaimpinsminzweéi
Disulfiden, der als Epitop fir Antikérpererkennung fungieren kdith Um festzustellen, ob id
RinggroRe des BDisulfids, oder der hydrophe Clustereinen gréf3eren Einfluss auf die Faltung des
hairpins ausubt,entfernten SCHRIMPF et al zwei Aminoséauren und reduziemtelie Struktur auf ein
12merPeptid (Abbildung 16).27® Entgegen den Erwartungen, wurde kein monomereBigilfid
beobachtet, sondern ejrider dieN- undC-terminalen Cysteineum?24mer-Peptid Dimerisierungzum

neua Epitop wurde vollzogenSelbst bei niedrigeren Konzentrationen konnte nur diese selektive
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Dimerisierung beobachtet werden, was auf zusatzliche stabilisierende Effelktairjpm-Segment
hindeutef?”5! Untersuchungen der Kettenlangenatuden Einbau von-Bminohexansaure akpacer
am N-Terminusfihrten dazu, dass kein Dimer beobachtet werden komrse,auf eine elementare
Bedeutung deKettenlangefur die Ausbildung des Dimerhindeutet?”5! Wahrend die Monomere im
H-NMR klar definierte Signale zeigten, konnte fir das Dimer teils erhebliche Signalverbreiterung
beobachtet werden, die keine Abhangigkeit von der Konzentrdgaronstriertauind somitnicht auf
Aggregation zurlckgefuhrt werden kue. Als einziger plausibler Mechanismus/iurde die
scharnierartige Bewegung des Peptidriickgpatstuliert,die eine solch hohe Energiebarriere besitzt,
dass ein schneller Austaudobi Raumtemperatur nicht moglich & Nicht nur deignte, synthetische
Peptide sind in der Lage Homodimerisierungen einzugetmrderrein, in der Natuvorkommendes
prominentesBeispiel ist die prolinreicheBcharnierRegion(CPPC)desimmunglobulin??8l In diesem
Fall sind zweischwere Antikorperketten, Uber zwei, oder im Fallon Ig&G und IgG, mehe
Disulfidbriicken miteinander verknup#t’2’8 Weiterhin ist die Zusammensetzung des Scharnier
Abschnitts von zentraler Wichtigkeit fur die Flexibilitat des Antikorpers, sowie sdierdenz zur
Disulfidisomerisierund?’92%3 Zur genaueen Untersuchung dieser Flexibilitdynthetisierta KESSLER

et al und MORODER et al ScharnierPeptide um konformationelle Untersuchungemit NMR-
Spektroskopie und Molekiildynamiimulationen durchufiihren(Abbildung16). 28283 |hre Analysen
enthiillten dass die Kernregion des Scharieptids aus zwei parallel®olyprolin-l1-Helices besteht,
die durch eine linksgangige und rechtsgangige Disulfidbriicke verbundenlsinG@egensatz zu
weiteren Studienstellten die Autorenkeinen Zusmmmenhang fldie Beweglichkdi des Scharnier
Peptids zumnneren des Kernker, sonderrbeschreiben di€-terminalen Aminosauren als treibende
Kraft fur die Flexibilitati28!]
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Abbildung 16: Oben:Schematische Darstellung der dreidimensionalen StrukiuigGl (PDB 11GY) 284 Der
hervorgehobene Bereich kennzeichnet die SchaRegion des Antikorpers. Diisolierte Betrachtung (links
unten) dieses Bereichs wurde vdioRODER et al?®l durchgefiiht, die unter Verwendung von NMR
Spektroskopie und Molekuldynam@imulationen die Beweglichkeit der ScharnRegion charakterisierten.
Rechts untenEin synthetischesantiparallelesScharnietPeptide, das voBCHRIMPF et al?”®! entwickelt wurde.

Die spontane Dimerisierundurch Oxidation der Cysteine des Monomers fihrt ausschlie3lich zum abgebildeten
Polypeptid ohne die Anwesenheit von weiteren Oligomeren

1.5NMR-Spektroskopieals Methodezur Strukturbestimmu ng

Zu einem frihen Zeitpunkt in d&eschichte ddBiomolekilewar bekannt, dass es fir eansatzweise
vollstandiges Verstandnis Uber Funktion und Eigenschaftatie Ilickenlose Aufklarung der
dreidimensionale Struktuyedarf?85288 Neben deKristallographieist NMR-Spektroskopie eine der
wertvollsten Methoden zur Bestimmumigr dretdimensionalen Struktur von Biomolekileda sie
atomar aufgeldstmformationen in Lésungund Feststoffiefern kann. Die Bedeutung diesktethodik
wird durch die Verleihung @deNobelpreis aWUTHRICH fir NMR-Untersuchungen von Struktur und
Funktion biologischer Makromolekile Jahr 2002 hervorgehoh&#1 Eine Besonderheit der NMR
Spektroskopie liegt darin, dass nicht ie Zusammensetzung (Konstitution und Konformation) von

Biomolekilen, sondern auch dynamische Prozessgersucht werden kénneZwar enthdélt ein
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eindimersionales 1HSpektrun eine enorme Aussagekraft, jedoch erst durch die Kombinat@here
Dimension entfaltet die NMRSpektroskopie ihr volles Potenzial bei der Strukturaufklarung von
biologischen Makromolekiilef£®! Dieser Umstand riihrt daher, datis entsprehenden Kerne sehr
sensitiv zu ihrer chemischen Umgebung sind, die nicht nur tber skalare Wechselwirkungen (entlang
einer Bindung), sondern auch dunéumliche Anordnungen im Peptidgerist beeinflusst ‘iftiDa
NMR-Spektroskopie dynamische Prozessekidnénkann, liefert auch die Einschrankung durch eine
stabile Peptidfaltungusatzliche chemische Differenzddiesist auch notwendig, da die Komplexitat

von Peptiden und Proteinen durch eine hohe Signaldispersion kompensiert werden muss, um
vollstéandige Zuordungen zu ermoglichéf#? AnschlieRend kénnen ausgehend von dieser Zuordnung
Kern-OVERHAUSER-Effekte genutzt werden, um raumliche Informatiotieer die Struktur des Peptids

zu erhalter® Auf Basis dieser Kontakt&verdenNMR-Strukturensemblewit einer hohen Auflosung
erstellt,sodass diesgnalog zuklassischeroteinkistallografieverwendet waten kdnneriAbbildung
17).[291-294 Seit der ersten NMRpektroskopischen Bestimmung der dreidimensionalen Struktur eines
globularen Proteins dem StierSpermaProteaselnhibitor (BUSI), im Jahr 1985%! hat die
Strukturaufklarung mit NMRSpektroskopiestetig anBedeutung gewonnerGerade zu Beginn, als
Kristallografie die Methode der Wahtur strukturellen Aufklarung von Biomoleleén war,wurde
NMR-Spektroskopie mit grof3en Vorurteilen begegnet. Als jedWBITHRICH et al. in Kooperation mit
HuBeretaldi e St r uAmylaselnhibiters Teridlamistamit NMR-Spektroskopie aufklénte

und diese nahezu identisch mit der kristallog@fibestimmten Struktur vétiuBER et al war,wurden

diese Vorurteile begrabét§82°7

Abbildung 17: Vergleich der Tertiarstrukturdes StierSpermaProteasdnhibitors (BUSI), aufgeklart von
WUTHRICH et al?%! (gray PDB: 1BUS und HuBER et al?®®! (griin PDB: 1TGS. Letztere verwendete dabei
Kristallografische Methoden, wahrend die Struktur in grau in Losung durch-SipdRtroskopie ermittelt wurde.
Generell ist eine geringe Abweichung beider Strukturen von 1.3Angstrom (RMSD) zueirsesidetlichund
demonstrierte 1985ad Potenzial, das NMRpektroskopie fir die Strukturaufklarung von Proteinen enthéalt.
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Ein weiterer Vorteil der NMRSpektroskopidiegt in ihrer FahigkejtSysteme in Lésungu untersuchen
Durch gezieltes Anpasseder Parameter (Losungsmittel, pWert, Salzkonzentration, Temperatur)
konnenphysiologische Bedingungemit einer hohen Genauigkeitmuliet werden?®] Dies ist auch
notwendig, um korrekte Schlisse auf Strulfdirkungsmechanismenu erlangerund unnatirliche
PeptidLdsungsmitteM/echselwirkungen aasschlielBen die im schlimmsten Fall zur Denaturierung
des Peptids fuihren konn&] Fir die Messungnin derNMR-Spektroskopie sintddsungsmittel mit
einem hohen Deuteriumanteil lbtingbar, um eine hohe Qualitéat der Signale zu gewahrleidtelem
liegen Peptide beziehungsweise Proteimewassrigem Milieujn einer Konzentration von geringen
Millimol vor, was bei einem nicht deuterierten Lésungsmijtiehem Konzentrationsverhaltnis von
11.000 zu 1 entspricf€® Auch de Verwendung von reinem Deuteriumoxsd fir die Aufklarung von
Peptiden unzureichend, da die Amidprotaonéarch ihren partiellenDoppelbindungscharakteeine
gewisse Aciditat besitzen und mit dem Losungsmittel ein chemischer Austausch stattfinden wirde, was
zu einem Signalverlust fuhfe! Da die Geschwindigkeit des Austausch von der Zuganglichkeit zum
Lésungsmittel abhangtie wiederum von der drdidensionalen Struktubeeinflusst wirgd kdnnen
Amidprotonen identifiziert werden, dién Wasserstoffbriickenbinduag innerhalb des Peptids
involviert sind 28 Es ist daher notwendig, auf reines Deuteriumoxid fir die vollstandige Zuordnung
von Biomolekilen zu verzichtemnd in wasrigen Puffersystemen zarbeiten Um die geringe
Peptidkonzentration zu kompensierenfolgt eineselektiveUnterdriickung des Wassersignathine

die Intensitat der Peptidsignale zu stark zu verand@®tkinige prominente Vertretesind Presat
Excitation SculptingFlip-backund WATERGATE~obei sicHetzteresals Methode der Wahin vielen
Forschungsgruppengtabliert hat*°-3%4 Die Pulssequenz deWATERGATEMethode ist m der
folgendenAbbildung 18 aufgezeigt und beschrieben.

Selektiv fir alle Frequenzen bis auf Wasser

180°
Hohe Intensitét ~ — — ~
90° P1 P2 P3 P4 P5 PG

Radiofrequenz

P1=P6=20.79°
P2 = P5 = 62.28°
P3 = P4 = 131.58°

Feldgradient

Abbildung 18: Die Pulssequenz der WATERGAMethode(WATER GrAdient Tailored Excitation) beruht

auf dem GradienteBpinEcho, bei der zunachst die Transmifeequenz exakt auf die Wasserresonanz
eingestellt wird Ein unselektiver, intensiver 9Pulswird von einemGradientenpuls (G1) abgeldshd besitzt

den Effekt einer Spi$pinDefokusgerung. AnschlieRend folgen sedhsrze,intensive Pulse (P1 bis P6), die in
Summe einen 186Puls widerspiegeln und selektiv auf alle Resonanzen bis auf Wassdnken. Der zweite
darauffolgendé&radientenpuls (G2), der in seinen Parametern G1 entsmédbkussiertlasWassersignal weiter
und refokussiertandere Spins. In Summe wirken-P& und die beiden Gradientenpulse auf alle Signale bis auf
die Wassdrequenz und nehmensomit die Rolle ein SpinEchce ein AbschlieBend wird der FID nach
Unterdriickung der Wasserresonanz detektiert.
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1.6 ComputergestitzteSimulation von Molektldynamiken

1.6.1 Historischer Abriss

Wie im Kapitel 1.5 gezeigt wurde, kénnen durch die Verwendung woahdimensionaler NMR
Spektroskopie die Struktur und dynamischezZesse von Proteingin Losung aufgeklart werden. Die
hierdurch erhaltene8trukturengleichen jedochim besten Fall nur einer photographischen Abbildung
undbesitzen daher nicht die Fahigkeiyynamische Proase ganzlich aufzuklaréi?® Dennochbieten

sie ideale Ausgangspunkte, um theoretische StydianForm einesmolekularen Videgs mit
Computersnulationen durchzufiihrenDieses Kapitel widmet siclder Zusammenfassung von
Simulationsmethoden und Teile ihrer Anwendunddfidfogische Makromolekil€&semardem Aufbau
der bisherigen Einleitungsoll zunachst ein kurzebUberblick der Historie von Molekildynamik

Simulation aufgefuhrt werden.

MolekulardynamiksimulatioifMD) ist eine Computermethode, die als Untersuchung von Atomen und
Molekiilen auf der Basis der klassischen Mechanigesehewerden kani?%¢! Jedes Atonin einerall-
atomSimulationwird als ein oder mehrerePartikel betrachtetind die Wechselwirkungen zveisen
diesenObjektenwird durch eine Reihe von, meist empiridebstimmten, Kraftfeldern beschrieb&ie
Berechnung der Kftaerfolgt als die erste negative Ableitung getenziellerEnergie bezogen auf die
Atomkoordinatert??”! AnschlieRendverden Positionen und Geschwindigkeit jedes Partikels angepasst,
nachNEWTONS Gesetz der Bewegur(@leichungl).E%! Um unrealistische Ergebnisga vermeiden,
wird die Gleichung der Beggung jeweils nach einem bestimmte Zeitschritt integriert lidaitiert wird

von der schnellsten Bewegung im Syst&fi. Die dadurt erhaltene Trajektorie, kann als ein
dreidimensionaleFilm derBewegungemlesSystemdbetrachtet werden und enthalt Informationen tber
Struktur, Dynamik und Interaktionen innerhalb des Modellsyst&#Zusatzlich konen, falls diese
Eigenschaften auch experimentell bestimmbar sialidierungsvorgange durchgefiihrt werden, was
ein enorme®otenziabirgt, fur die Voraussage von nicht experimentell verfligbaren Eigensctiéfien.
Da eine MD-Simulation auf der Erkundung der konformationellen Energieflétde Biomolekiils
beruht, kbnnen neue Wege bei Prozessen wie Proteinfaltung/Entfaltung und Aggretstidiziert
werdeni3%6319 Dennoch soll erwahnt bleiben, dass die Effektivitat von Simulation etarkrer engen
Verknipfung zu experimentellen Untersuchungbhangt und die daraus gewonnenen Erkenntnisse,

sowdl den experimentellen, als auch deeoretischen Wissenschaftler voranbengkdnner30931:

313317

- 1)

Gleichung 1: Bewegungsgleichung nattewToN, die auch in der MolekildynamiBmulation ihre Anwendung
findet. Es erfolgt die zweite Ableitung der Partikelpositionenrach der Zeitt]. Dies hat neben der Masse der
Partikel fn) Auswirkungen auf die KraftHj), dieauf die Teilchen wirkt.
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Erste MD-Simulationen wurden fiir die Untersuchung der Wechselwirkungen von Gases Ahar t e
Spharefi im Jahre 1957 voRVAINWRIGHT et al beschriebef!4 Genau zwei Dekaden spatéolgte

die ersted.2P i k 0 s e k u n dvDSimdldtien reiged>foteins im Vakuum,dem BPTIB5 1988

wurde BPTlerneutinnehalb eine210PikosekundetangenMD-Simulation untersucht, jedogionnte

dieses Mal die wassrige Umgebung explizit modelliert wekdén.Einer der groRten
Motivationsfaktoren fiir die Durchfiihrung von MBimulationen, war die Entdeckung struktureller

Fr ag me n tHee | \wsheetodiér Doppelhelix von DNA:317 Durch MD-Simulationen konnten
experimentell&€igenschafted i eser Struktur en, -hWeleaudPalgalainebeat ur i e
erhéhter Temperatur, visuell anschaulich nachgestellt wétdeim diesem konkreten Beispiel konnte
zudem die Ungenauigkeit bei Simulationem vacuogez ei gt wer dHelix ,ohneda di e
Berucksichtigung des Ldsungsmitteleine deutlich hdhere Stabilitdbesitzf als physikalisch
sinnvoll B8 Zwar sind Simulation in wassriger Umgebung mittlerweile Standard, da sie eine genauere
Beschreibung von biologischen Makromolekilen erlauben, jedouliglichen Simulationeim vacuo

das schnelle Austesten von neuen Hypothesen durch wiederholte Simulasefiest bei groZeren
Systemer'®! Die Darstellungvon biomolekularen Systesn auf atomarer Ebene hat jedoch seine
Grenzerund selbst leistungsfahigrechenclustesind bei der Awendung von grof3en Proteinsystemen

auf ca zwei Millionen Atome begrenZ£?? Um es dennoch zu ermdglichen, diese Systeme in einer
adaquatenVeise darstellen zu kdnnen, missen Vereinfachungen getroéfelemy wie z.B. die Anzahl

an Interaktionszentren zu reduzieren. Eine beliebte Methodikcserdegrain-Modelle, diemehrere

Atome zu einem Zentrum zusammenfassen und dadurch die AnzahltleglRirastisch reduzieréit!!

Durch diese Vereinfachung WeYARSHEL et al, trotz starker Limitation der Rechenressourdarger

Lage Proteinfaltungen zu studierét?ll Wahrend in den frilhen Jahraof Grund der Komplexitatur

A E x p e befahigt Waren, diese Simulationen durchzufilhren, zegh Blick auf die Liste der
Publikationen dass in den letzten Jahren zunehmend auch hauptsachlich experimentell aufgestellte
Arbeitsgruppen MBSimulationen zu schéatzen lernéfil. Zu dieser Entwicklung tragt auch die
steigende Verfiigbarkeit vdaistungsfahiger Hardwaraur Simulation von immer gré3eren Systemen

bei (Abbildung 19).B%1 Wahrend ein&eitlang Supercomputer oder Rechencluster firBiéeechnung

von mittelgroBen Systemen notwendig waren, rewkiuell fir viele Applikationen einstarker
Heimrechner aul§?4323 Entgegen dieses Trendatwickelten 2008 SHAW et al einen Supercomputer

mit dem Namemnton dessen Komponenten speziell auf die anspruchsvollen Kommunikationsablaufe
der MD-Simulation ausgerichtet warér€l Hierdurch gelang es die strukturelle Dynamik des
menschlichen Pteins Ubiquitin n einer Zeitskala von Pikddis Millisekunden zu simulierenund
verschiedeneMikrozustdndezu identifizieren, die auch in Kiristallstrukturen im Komplex mit
unterschiedlichen Proteineorkommen??71 Da durch die globale Verbreitung von Heimcomputern die
weltweite Rechenpower exorbitant gestiegen ésttwarfen PANDE et al eine Plattform namens
folding@homein der jeder Nutzer einen Teil seiner personlicRessourcen zwerfligungstellen
konnte®?8 Die CoronaPandemie im Jahr 2020 motivierine Vielzahl an Hardwareenthusiasiiéne
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Rechenkraftfolding@homezur Verflugung zu stellen, was dazu fihrte, dameses heterogene
Computernetzwerleistungsfahigeist, als die schnellsten sieben Supercomputer zusarifiexdeben
Entwicklung auf Hardwareebene, machte auclsafisvaresdiige Forschung grofRe Fortschritte, was zu
einer Fille an Programmen{GROMACS, AMBER, NAMD, CHARMM) fihrt, die fur MD

Simulationen konzipiert wurdef®334

P | 1t WG A e 0
1957 @8 Wi
Phase Transition for a Hard ::': : ol

Sphere System

B. ] Awex avo T. E. Wanowatonr
Uniseraity of California Radiation Luboratory, Livermore, Colifornia

(Recelved August 12, 1957)

6 4 m ow

has been designed principally to study the re-
laxations accompanying various nonequilibrium phe-
nomena. The method consists of solving exactly (to the
mumber of significant figures carried) the simultaneous
classical equations of motion of several hundred par-
ticles by means of fast electronic computors. Some of the
details as they relate to hard spheres and to particles
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Speziell fir MD-Simulation entwickelte Hardware
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Erste MD-Simulation von MD-Simulation von BPTI in Gegenwart es 2016, die Dynamik von Ubiquitin iiber eine
Gasen als "harte Spheren”  von explizit simulierten Lésungsmittel ~ Millisekunde zu simulieren
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Anzahl der Publikationen, die
MD-Simulation verwenden, steigt stetig.

Abbildung 19: Zeitliche Einordnungbedeutsamer Meilensteine im Bereich der Molekildyna@mbkulationen

die 1957 durch die erste MBimulation von Gasen ihren Anfang nakRt. Zwanzig Jahre spatgelang es, die
Formalismen auf Proteine zu Ubertragen, wodurch eindPiRdsekindenSimulation des BPTI ermdglicht
wurde®™®l Die Limitation, dass die Simulation numiVakuum in diesem &trahmen maoglich war, wurde
maRgekith die mangelnde Hardwareressourcen bestinBateits 19886 konnte die Simulatiorerneut mit
explizitem Berechnen von Losungsmitteleffekten wiederholt werdewahrend Kraftfelder und
Softwarealgorithmen in den darauffolgenden Jahren stetig verbessert veotisnzweiMeilensteinegm Bereich

der Hardwareentwicklungervorgehoben werdeEnde 2000stelltenPANDE et all®?® eine Plattform bereit, um
die Rechenleistung von Computer aalten Teilen der Welt miteinander zu vernetzteriede heterogene
Computernetzwerk ahd seitdem den Ublichen Supercomputerclustern in Nichts nach. Angetrieben durch die
Einschréankungen der Coronapandemie 2§20ten eine GrofRRzalon Computerbenutzerrhire Rechenleistung
derfolding@homePlattform zur Verfiigung, wodurch diedéstzwerk so leistungsstark war, wie die Kombination
der sieben besten Supercomputer zusametgegen dieses Trends entwickel&mw et all?6! mit ANTON
spezialisierteHardware, die fuMMD-Simulationenoptimiert war. Durch die Rechenleistung des Nachfolgers
(ANTON2) konnteim Jahr 201827 der Millisekunden Bereich fudie Simulation von Ubiquitin erstmals
erschlossen werden. Die Bedeutung von-Bibhulationer&sstsich auch in denahezu exponentiell angjenden
Anzahl an Publikationeablesendie diese Methodélir die Untersuchung unterschiedlichster Systemthalten

Als Basis fiir die Erstellung des Graphen diente die DatenBafgbof Sciencé mit dem Schliisselwort MD
Simulation Stand 15.02.2021.

Ein weiterer Vorteivon MD-Simulationeriegt darin,dass samtliche Bedingungen der Simulation sehr

genau kontrolliert werden kénnenAngefangen von Temperatur und Salzgehalt bis him zu

31



Einleitung

Primarsequenzaufbau des Pepti@osttranslationalen Modifikationemnd Protonierungsgrad von
Seitenkettensind alles Parameter, dleeachtet werden miissen, um eine effektive-$iBulation
durchzufuhrer%! Die Zusammensetzundes Losungsmittelspielt eine elementare Rolle béér
korrekten Retrachtung von biologischen Makromolekilen, weshddls explizite Simulieren von
Losungsmittelnbereits frilh an Bedeutung gewonnen Ka£339 Deswegen begann zeitnah die
Entwicklung vonModellen, die das Verhalten von Wass@nrrekt wiedergeben solltenEin guer
Kompromiss auferformance und Genauigkeittwickelten JORGENSENet al. mitdem TIP3PModell,
einemDrei-ZentrenSystemin dem jeweils eine partiell positive Ladung an den Wasseastofierund

eine partiell negative Ladung am Sauerstoffatokalisiert ist®3¢! Der Nachteil déses Modells ist die
Vernachlassigung der freien Elektronenpaare des Sauerstoffs, die im Nachfolgermodell TIP4P bzw.

TIP5Peingefligt wurden, was zeitgleich jedoch hohere Rechenressdugderyt(*37]

1.6.2Kraftfelder i Rahmenbedingung zur Beschreibung von atomaren Interaktionen

Die interatomarerwWechselwirkungem einer MD-Simulationwerdendurchein Kraftfeld beschrieben,
das auseing begrenztenAnzahl von, meist empirisch hergeleiteteEnergiefunktionerbestehtss®l
Zunachserfolgt die Kategorisierung d&imulation, daoarsegrained-Modelleandere Kraftfelder als
all-atomBetrachtungsweisererfordern Die Energiefunktionen beziehungsweise deiéariablen
beinhaltendie komplette Beschreibung demtersuchte Systems undkonnen in bindende und
nichtbindendeAnteile kategorisiertverdeni33® Zwar gibt es zahlreichKraftfelder, die jeweils einm
eigenemParametrisierungsinzip unterliegen jedoch existierenfiinf Energietermedie eine hohe
Ahnlichkeit zwischen dereinzelnen Kraftfeldfamilien besitzen.Der Energieterm fiir bindende
Wechselwirkungen besteht aus ideegenstandigen Termen fir Bindungslange, Bindungswinkel und
TorsionenNicht-bindende Interaktionen werden haufig duveN DER WAALSE4Tund elektrostatische

WechselwirkungenGouLomB) beschriebef#*1!

O O O O O ()
O B . 0 A& a @3)
O B v — — 4)
0 B O p QéEE e T (5)
o B — — — 6)

Gleichung 2-6: Die Gesamtenergie der Konformation eines Peptids.dEBetzt sich zusammen adsr Summe
der Energien der BindungslangéEg.), Bindungswinkel (Bw), Torsionswinkel (Eorsio) und nicht-bindenden
Wechselwirkungen (&). Diesekdnnen in einzelne Gleichungenfgeteilt werden, wobei Bindungshwingung
undWinkelanderunglurch eineharmaiische Gleiching mit den jeweiligen Kraftkonstanten nd Kd sowie den
Gleichgewichtspositionend und deq beschrieben werdemie Torsionsenergie wird durch eiff®URIER-Serie
charakterisiert, die eine Summe Uber alle Torsiagha@nnimmt Hierbei gibtn die Anzahl der Schwingungen,
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die Phase und&Ki den Fourierkoeffizienten arDer NichtbindendenWechselwirkungetterm setzt siec aus
LENNARD-JONES-Parametern undouLomB-Interaktionen zwischen den Atompaarennd j, die durch eine
Distanzrij getrennt sind, zusammeij und Bij sind Koeffizienten deEENNARD-JONES Terms wéahrendgi und

g Partialladungen darstellen. Die Dielektrizitatskonstamtbetragt im Vakuum 1. Der Faktor 332 wurde
eingefihrt, um die Energie in kcal/mol ausdriicken zu kénnen.

Neben dieser rein mathematischen Betrachtung der Energiefunktionen in einem Kraftfeld, soll
weiterhin eine grafische Darstellung dieser Terme erfo{géibildung 20).

Bindungslinge Bindungswinkel Torsion —

#® 4 d
E ; | ) G2 o E oo
“ ¢ "4
[ 0 @

Nicht-bindende Elektrostatische
Wechselwirkungen Wechselwirkungen

v

Abbildung 20: Darstellung dewichtigsten Kraftfeldenergieterméie auchLEVITT in seiner Nobelpreislesung
(2013)verwendet undlie das Verhaltedes betrachteten Systems in Molekildyna®itkulationen beschreiben.
Sowohl Bindungslangg) als auctBindungswinkeld) kdnnen durch einfache harmonische Potenziale dargestellt
werden Die Energieflache vomorsiorswinkelnwird in den gangigen Kraftfeldern haufig als Sinoder Cosinus
Funktionenabgebildet die abhéngig von der Art und Anzahl der benachbarten Atomey mielr oder minder
komplexen Aufbau benétigen. DiBerechnung demichtbindenden Wechselwirkungen erfolgt durch das
LennardJonesPotenzial, wahrend elektrostatische Interaktionen durch Coudotige Gleichungenreguliert
werden.

Die Generierung dieseraPameter erfolgt anhand experimentefiéudien von kleinen Molekulen, die
durch theoretische Methodealsoquantenchemischen Berechnungen von kleinen Peptiderdem
Alanin-Dipeptid, erganzt werdef?® Wahrend Bindungslange undBindungswinkel mit
vergleichsweise geringe Aufwand berechnet werden kdnnen, sind Torsionsparameter fir
Proteinfaltungssimulationenur natirlichenTertiarstrukturdie wichtigste Energiekomponenig?344
Die ersten Generatiomler bekanntesten Kraftfelddrasierten haufigzu einem grofRen Anteil auf
experimentelle Datendie mit spektroskopischen Methoden (IRJV/VIS, NMR etc.) bestimmt
wurdenl®*! Mit jeder Iterationerhohte sichder Anteil an Parametern, die durghmer prazisere
guantenmechanische Berechnungen optimiert werden. aRieellen Vertreter derbekanntesten
Kraftfeldfamilien fiir biologische Makromolekiile sind CharmmB%! Amberffsb,24"1 OPLS
AA/M,B4 und Gromos54AF4! Die Wahldes passenden Kraftfelds ist nidhtial und hat einen
erheblichen Einfluss auf das Ergebnis der Simulation,SMiew et al in einer Vergleichsstudieu

sowohl stabilen Miniproteinen, aBuch intrinsisch ungeordneten Protemejgen konnte.®>% Der
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Vergleich mehrere Kraftfelder aus verschiedenen Familidrei Stabilitdtssimulationerenthiilite
unterschiedliche Bevorzuggen fir Sekundarstrukturelementder jeweiligen Kraftflder. Sehr
markant ist dieser Unterschied bei der Betrachtung von intrinsisch ungeordheptidenWéahrend
Amber99SBILDN einen breiteen Bereich des konformatiellen Raums abdeckte, als von
experimentellen Studien angegebemr Charmm36eingeschrénkter und stimmte MNMR-Studien
Uberein3*° Die einseitige BetrachtunginesbiomolekularerSystems kann vermieden werden, indem
kurze Testsimulationen mit mehreren Kraftfeldern durchgefibnd die Parameter wie
Sekundarstrukturanteil, RMSD, RMSF miteinander verglichen werdesatzlich kann aukine
Vielzahl an durchgefiihrten MiSimulationsstudieim der Literaturzuriickgegriffen werden, wodurch

etwaige Fehler minimiert werdéi!

1.6.3 Verfugbare Zeitskalenin klassischen MD Simulationen

Wurde das entsprechende System aufgebalviatisiert undlas passende Kiteld ausgesucherfolgt

nun dieBerechnung deKraft, die auf die Atomewirkt. Um numerischunrealistische Ergebnisse zu
vermeidenwird die Bewegungsgleichung nadhEwToN2%I jeweils nach einem bestimmten Zeitschritt
integriert?? Dieser Wert ist an die schnellsten Bewegungen innerhalb des System gekoppelt und
betragt standardmaRigei all-atom-Simulationenvon Proteinerl-2 Femtosekunde®?? Dies hat zur
Folge, dass bei der Simulation ein@roteinfaltung selbst fir schnellfaltende Protejném
Mikrosekund@ bis Millisekunden Bereichl(® beziehungsweisél 0> Rechenoperationebenotigt
werden®2 Des Weiterenkann es erforderlich sein, Simulationen zu wiederholan statistisch
relevante Aussageiiber das konformationelle Verhalten eines Proteingewinnen?3 Ein weiterer
Nachteil von klassischen MESimulationenliegt in de unzurechenden Fahigkeitznergiebarrieren
konsequentu Uberschreiteli>¥ Bei der Suche nached Grundzustand&onformationstellt diesim
Idealfall zwar kein Problem dar, jedoctehmenenergetisch unginstigarukturelle Anordnungehei
Peptiden und Proteinen wichtigpologischeFunktionenein.®5® So besitzen manche Enzyme in ihrer
stabilsterKonformationeinegeschlossene Bindungstasche, die jedoch fiir die erfolgreiche Katalyse den
entsprechenden Liganden binden miBas Offnen deBindungstasche ist ein Prozess, der sich nur
Uber Umwege durch klassische MEimulationen statistisch relevarardtellen lasst, wiBROKAW et

al. am Beispiel der Adenylatkinase zeigen konf®hDie Kombination dieseHerausforderungen,
biologisch relevante Prozesse im Mikrosekunden bis Millisekunden Bereichunmgeichendes
sampling aufgrund des MEFormalismus,motivierte verschiedene Arlisgruppen, Methoden zu
entwickeln umein effektivesErkunden der Energiehyperflactessourcensmnend zierlauberi357-369

Im folgenden Kapitel stén Losungsaréze dieser Problematilletaillierer beschriebenverden.
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Abbildung 21: Einordnung verschiedener biophysikalischer Messmethimdérergleich zur Molekuldynamik
Simulationen beziiglich ihrezeitlichen und raumlicheAufldsungsméglichkeiten adaptiert vorDROR et all364]
Wahrend sowohl Elektronenmikroskopie (EM) als auch Kristallografi®#¥) nur in der Lage sind, statische
Abbildungendes untersuchten Systems abzubilden, zeigen die restlichestdiitgge Messmethoden eine breite
ZeitaufloésungsspanndMR-Spektroskopie besitzt die grote zeitliche Auflésuenthalt jedoch dargestellt
durchdie gestrichelten Linierauch ungenaue BereichdD-Simulationerist eine reirtheoretischéMethodedie
jedoch durch Anpassung der Parameter an experimentelle Datem,gabe Vorhersagbarkeit in bestimmten
Systemen errei@n kann Die Stérke der MESimulation liegt in ihrer gro3en Auflésung, sowohl im Bereich der
GrolRe desSystemsals auchin der zeitlichen Btrachtung.

1.7 Spezielle Techniken einer MBSimulation

1.7.1Enhanced Sampling Methoden

Schon die Begrinder deMD-Formalismus fur die Simulation von biologischen Makromolekilen
erkannterdie Limitationen ihrer Methoddgnergiebarrierezuverlassigzu GberwindenWahrend der
Berechnung von Faltungsrgangerverharrtenteilgefaltete Strukturen in lokalen Energieminima und
waren nicht in der Lagavahrend der Simulationszeit diesearlasser®?l Da dieEnergieverteilung
des Systems direkt abh&ngig von der Temperatur ist, waren erste Losungsans@utsgiaehende
Erhéhungwas zwain einigen Fallerzu erfolgreichen Simulationen flhrte, jedoch den grofRen Nachteil
mit sich brachte, dass ab einer bastiten Temperatur audBntfaltungsprozesse der Tertiarstruktur
einsetzter3364 Als Alternative etablierten sichim Laufe der Jahre zahlreicrenhanceesampling
Methoden die in zwei Kategorienbiased beziehungsweiseinbiased zu Deutsch befangen oder
unbefangen, eingeteilt werden konndétrominente Vertreter der ersten Kategorie syesteuerte
Molekulardynamiksimulation steered MD),157363 peschleunigteMD (accelerated MD)®%8 und
Metadynamik?®® wahrend der zwedn Rubrik ReplicaExchangeMolekulardynamiksimulation
(REMD)B% als ein dominanter Vertreter angehdita Metadynamikals Methode der Wahl fir
Fragestellungen innerhalb dieser Arbeit gewahlt wurde, soll eine ZusammenfagssergTeichnik

erfolgen.
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1.7.2Metadynamik 7 prazise Manipulation von einzelnen Parametern

Samtliche benannte Methoden im vorherigen kadpiesitzen als Ziel die adaquate Simulation von
seltenen Ereignissen wie Proteinfaltungen, PrefeoteinrWechselwirkungemmolekulare Erkennung
aberauch klassisch chemiscleaktionersind Teil dieser Prozess®ARRINELLO et al entwickelte
2002 eire Methodik um diese seltenen Evenggezielt zu simulieren, ohneyleichzeitigeinen grof3en
Bedarf an Computerressourcen zu generi€f@inin dieser Methodeauch Metad/namik genannt
werden zunachst ein, oder mehrefi@arameter beziehungsweideeaktionskoordinatervor der
Simulationausgewah|tdie den betrachtetdProzess moglichst genau beschreilida. Autorenwéahlten

fur die methodischéemonstration die Bsaiation von Natriumchlorid in Lésund\ls Parameter, die

in der Metadynamik kollektive Variable, im Englischeollective variable(CV) bezeichnet werden,
wurdedie Distanzwischendem Natriumion und dem Chloritkfiniert®5°! Gemar der Metadymaik,
werden wahrend der Simulation Gau3potenziak auf bereits simulierte Zustande der
Reaktionskoordinatabgelegt.Hierdurch wird dasSystem entmtigt, diesen Bereich der kollektiven
Variablen erneut abzudecken und im Gegenzggdrangt, noch nicht simulierte Regionen zu
erkunderi?®® Der Algorithmus basiert auf einer Dimensionsverringerung und wurde erstmalig von
KEVREKIDIS et al postuliert®¢6367 Um diese Vorstellung zu vereinfachen, wird haufig eine qualitative
und makroskopische Beschreibung von Metadynamik vorgenommen. Alfad#s deranschaulichen
Zusammenfassung vomAziM et all®®l soll nun ebenfalls ein makroskopischesAbbild der
Metadynamik gezeichnet werdenMan nehme an, eirgportler fallt, wahrend seinemndachtlichen
Laufrunde durch den Wald in eine zuvor unbekanBaugrube. Da die Wandkeser Grube zu steil
sind, besitzt derLaufer keine Mdglichkeit,direkt der Grube zu entkommen. Dies entspricht einer
Energiebarriere, z.B. der Dissoziation von Natriumchloriglirdeiner klassischen MiSimulation nicht
oder nur unzureichenigberwunderwerden kanr® Der Sportletbewegt sichalso in der Grube ohne
einen definierten Pfad umhend wird, dadurch dass es dunkel isit einer hohen Wahrscheinlichkeit
tiefer in die Grube hineingehen undr in Ausnahmeféllem der Lage seinhdher gelegene, fur ihn
erreichbare Stellen (Sattelpunkte auf der Energieflache) zu fibaeserrandom walkewird mit hoher
Wabhrscheinlichkeit die Grube niemals verlassendeam nach gegebener Zeit den tiefsten Punkt der
Senke erreicheli®! Dieses Abbild ist das makroskopischieéendant zur klassischen MEimulation
eines biologischen Prozessedie mit nur einer geringen Wahrscheinlichkeit Ubergangszustande
abdecken kannin einer Metadynamiksimulation besitzt der Laufer einen unendlich groRen Bieirtel
mit Sandgefillt ist und ein Loch hat® Nach jedem Schritt, den der Laufer tatigt, verliert der Beutel
ein wenig Sand an dentsprechendeRosition, was dazfiihrt, dass sich die Grube langsam zu fiillen
beginnt. Auch hier wirdler Sportler zunéchst die tiefen Regionenkache erkunden, jedoch Stiick
fiir Stick wird es ihm erleichtert, neue Regionen, wie z.B. UbergangszustaedeizienAbbildung
22).5%81 Nach einer gewissen Zait die Grube komplett mit Sand gdfiiDiese nahezu ebene Flache
erlaubt es denSportler nun, die Grube vollstandig zu verlasdBie groRe Errungenschatft in der

Metadynamik ist, dass der Laufersidhe r i nnert i, wel che Regionen er
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geflllt hat*%8 Daraus kann spater ein Spiegelbitt Grubenlandschaft (die freie Eneftiiehe) erstellt

werden.
Start der Simulation °
Q@ o o
o P \ o
) v} I}
c c c
L L L
CV1 CV1 Ccv1
"freies" Erkunden von CV1
- —
o Summe der o
D Gaussians 2
© [ir}
c C
L L
CcVv1 Cv1

Abbildung 22 Mdgliche Entwicklung der Energieflache wahrend einkfetadynamikSimulation. Zunachst
befindet sich das System, symbolisiert durch den schwarzen Punkem kikalen Minimum, wobei CV1 eine
beliebige kollektive Variable ist, die vor der Metadynaidiéntifiziert wurde. Nach einem bestimmten Zeitschritt
wird jedes Malein Gaussiapotenzial anPosition des Systems abgelegt, wodurch sich das lokale Minimum
langsam auffillt. Dies ermdglicht es,sdaenachbarte Minimum zu erkunden, wodurch auch dieses nach einer
gewissen Simulationszeit sich langsam auffllleser Prozess kann wiatielt werden, sodass auch ein globales
Minimum entdeckt werden kann. Die Metadynamik gilt als konvergiert, veemiireies Erkunden von CV1
mdglich ist, da samtliche Minima aufgefiillt wurdémschlie3end kann die freie Energieflache aus der Summe
der Gausianpdenziale errechnet werden.

1.7.3Die Qual der Wahl von kollektiven Variablen

Der Erfolg einer Metadynamik ightensiv verwoben mit der korrekten Auswahl der kollektiven
Variablen, was kein triviales Unterfangdarstellt.Eine unzureichende Identifikation von kollektiven
Variablen fuhrtmindestens zu einer langeren Simulationszeit und im schlimmsten Fa&lineu
unrealistischen Energieflache, d#sche Schlussfolgeruegdes betrachteten Systemgasst Sowohl
PARRINELLO et al als auch weiterérbeitsgrupperformulierten deshalbfundamentaleériterien und
Methodendie bei der Auswahl der kollektiven iablenassistierersollen®%373 Eine grundlegende
Anforderung an die Parametern ist, Amjg& und Endzustanédaquat zwbeschreibenBei derim
Kapitel 1.7.2untersuchten Dissoziation von Natriumchlgiist der Abstandzwischen den lonen ein
einfacher aber aussagekréaftiger Param&®@Zusatzlich sollten alle langsamen Bewegunghe beim
betrachteten Prozess eine Rolle spielrrsatzich als kollektive Variable aufgenommen werden, da
ansonstenid Energieflachesine falschelopografieannimmt und die Simulationicht oder nur sehr
langsankonvergiert3¢® Ein anschauliches Beispigieses Problemgeigten BRANDUARDI et al beider
Dissoziationvon Tetramethylammoniuraus der Bindungstaschien Acetylcholinesterase (AChEJ*

Urspringlich erfolgte die Selektion des offensichtliche@ Parametes; die Distanz zwischen
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Tetramethylammonium und deBentrum der Bindungstasche, was jedoch zu keiner Konvergmz
freien Energieflache fuhrtg’4 Als UrsachdieR sich ein benachbartes Tyrosin identifizieremsdden
Ausgang fur Tetramethylammonium blockierte und so glegchmaligeKonvergenz verhinderte.
NachdemdasOffnen dieseVersperrung als zweite kollektive Variable hinzugefiigt wurde, konnte die
Metadynamik erfolgreich abgeschlossen werd@&hAls letzte Richtlinie soll erwahnt werden, dass

die bendtigteAnzahl an kollektiven Variableriir die Beschreibung des untersuchten Prozesses
ausgewahlt werdesollte, dajeder zusatzliche Parameter die Berechnungskosten ansteigen lasst und ab
einer gewissen Anzahl (ca. ab funf CMdie Simulationszeit fir eine geeignete Konvergenz der
Energieflacle auBerhalb deDurchfihrbarkeit liegt”® Jedoch gibt es, wie bei jeder Methode,
Limitationen ihrer AnwendbarkeiDi e Fal t un g s s t-haithin Beptiels zrigies dagehene r b
Kombinationan kollektiven Variablemusreichteum die Energieflache des Faltungsprosss®rrekt
wiederzugegeben(Abbildung 23).5781 Erst die Kombination aus Metadynamik uREMD,B% einer

weiteren enhanced samplinlethode fiihrte zum gewiinschten ErgebRié!
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Abbildung 23 Li mi t ati on der Metadynami k, demonstriert durch
hairpin Peptids. Links:Anzahl der Cluster, die wéend de Simulation vonPARRINELLO et al generiert

wurden78l Zunachstvurde die Simulation mit demarallel-temperingFormalismu8®® modifiziert, was jedoch

nur zu einer geringeren Anzam erkundeten Clustern fuhri&ine Kombination beider Methode, die die Autoren

PT-MetaD nannten ermdglichte es in kiirzerer Simulationszeit eine Vielzahl an Clustern zu genRaehest.

Zwei di mensional e Ener gi ef | 2 c-hagpin Pédptds beie unteeschiedliéh&énMe t a D
Temperature®’® Die Energieflache beBOOK enthalt denam besten beschrieben konformationellen Bereich,

wobei als Parameter die Anzahl Wasserstoffbriickenbiretungdder Streumassenradiagisgewahlt wurden.

Erst durch die Auswahl dieser kollektiven Variablen, in Kombination mit garallel-temperingFormalismus

gelang esin kurzer Simulationszeit die konformationellen Raum adéaquat zu beschreiben.

Zuletzt soll dieErweiterung der gutemperierten Well-temperegl Metadynamik auch mitwt-MetaD
abgekdrzt, benannt werdefwar enthéltdie vVonPARRINELLO et al vorgestellte Methodein enormes
Potenzial und flhrte zu zahlreichen theoretischen Untersgeim) die die wissenschaftliche
Gemeinschaft breicherter?”"1 jedoch verlang die Durchfiihrung der Simulatiorine gewisse

Vorkenntnis, wanrder untersuchte Prozeabgeschlossen idhurch den Metadynamikormalismus

38



Einleitung

wird nach einem definierten Zeitschritt ein Gaussianpotefniagntsprechenden Zustaidinimum
abgelegtwas zur Folge hat, dass nach einer bestimmten ZeigEeharrieren Uberschritten werden, die
zu physikalisch unrealistischen Zustanden fuh#h.Daher ist eine genaue Betrachtungs de
Simulationsverlaufserforderlich, um dise gezielt abschlieRen zu konnebDieses Problenmkann
umgangen werderwie BARDUCCI et al. mit demwell-temperedrormalismusdemonstriertef#&% Der
Vorteil dieser Methode liegin dem geringererRisiko, Energieminima zu lerfillen und damit
verbundens Uberschreiten in physikalisch unrealistische RegionernvermeidenWeiterhin kann
bereitsdurch die Durchfuhrung eineinzigen Simulation die Konvergenz durch eine Blockanalyse
abgeschatzt werdéif331 Die genaue Anpassung delbhe des Gaussiansrlaubt esdem System
entweder neue Bereiche zu erkunden, odeeieinander naheliegende Minima préziser zu
beschreibef8% Die Vortdle desenhanced samplinder Metadynamilkénnen somitn Kombination
mit der Beschrankung deEnergieflache aufeinen physikalisch realistischen Bereichgenutzt
werden®8% Diese Kombination verleiht well-temperedMetadynamk einer groBen Popularitaim

Bereich der Computegestitzten Simulationeron komplexesten Systeméi§z388

1.7.4Hauptk omponenteranalyse

Proteindynamikkann als eine Veranderung der Konformatgines Polypeptids als Funktion déeit
betrachtet werdef’] Diese Konformationsanderungenstrecken sich tiber eine grof3e zeitliche und
raumliche Skala und kdnneals einen mehrdimensionalen Vektorraum, der mit der Anzahl der
Freiheitsgradé&orreliert, dargestellt werddff’l Um gezielt Bewegungsanderungetie fur biologische
Prozesse von essenzieller Bedeutung sindidentifizieren,ist in eine simple Betrachtung der
Trajektorie aus einer Mi3imulation,nur in den seltensten Fallansreichendies ist deiGegebenheit
geschuldigt, dasswichtige, haufig langsame Bewegungen von lokalen schnellen Fluktuationen
Uberlagert  werden. Ein  Losungsansatz  bietet die  von PEARSON formulierte
Hauptlomponenteanalysel2%® Diese Methodewar zunéchst nur auf wenige Variablen anwendbar,
wurde jedoch durch die Entwicklung von Computertetig erweiterf3®® Das Ziel einer
Hauptlomponenteanalyse, im weiteren Text als PCA (engtincipal component analygisbgekurzt,

ist die Reduktion der Dimensionalitat eines multivarianten Datensair=®ei wird eine Anzahl an
zusammenhéangenden Variabfggenommen (x X2, &), unddurch eine Kombsiation, basierend auf
der Varianz ein neuer Datensatz an Variablenzz &), erzeug® Im Fall der Analyseiner MD-
Trajektorieerfolgt zunachsidie Generierungler Kovarianz oder Korrelationsmatrixp(x p), die von
derAnzahl () anStrukturzustdnden, die simuliert wurden, abhdBgte PCA ist nur dann erfolgreich
und aussagekraftig, wenn Variablen gewahknden, dieAnderungen innerhalb des Systems effektiv
beschreiben konneé#d Di e kar t esi s c h eKohldtsioffabrde eines tProtaingardem U
in einer Vielzahl von Studien ausgewahlt ustbllen ein effektives Variablenset d&f2%3 Um

Verunreinigingen der essenziellen Dynamik des Proteins zu vermeiden, erfolgt nun die Entfernung von
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Rotation und Translation des Proteiirsdem samtliche Strukturen auf die gemittelte Konformation
ausgerichtet werdeff’l AnschlieRend &nnen die krrelierten Bewegungen innerhalb eines Proteins

mit N Atomen durch eine Kovarianzmatrix wie folgt beschrieben werden.
6i 4a0i aoo 7
Gleichung 7: Erstellung der Kovarianzmatrix durch Massgewichtete kartesischitomkoordinaten.

Die Variablenry, &y stellendie kartesischetomkoordinatendar, die zusatzlich noahach ihrer
Massegewichtetwvurden wahrend® Gdie Mittelung tiber alle simulierten Konformationen anz8fgt.
Durch eine Diagonalisierung dieser Matrix werded Bigenvektoren ) mit den dazugehdrigen
Eigenwertererhalten%! Diese sind nun in der Lageerknlpfte Bewegungen in ihrer Richtung und
Auslenkung zu beschreibennd bilden in Kombnation mit der Projektion der Daten die

Hauptlomponenten nach GleichuBg
w uvd 8)

Gleichung 8: Erhalt vonHauptlomponenten\(;) durch Projektion der Atoomkoordinaten auf den jeweiligen
Eigenvektor.

Das Auftragen deHauptlomponentergegeneinandeerlaubt es, eine Energieflache demoteinsin

Abhangigkeit deWahrscheinlichkestverteilungder Komponenteau ersteller®!
o "Qo Fo QM D who 9)

Gleichung 9: Durch das Auftragen der Wescheinlichkeitsverteilunder entsprechendétfauptikomponentenn
Abhangigkeitmit der BoltzmanrKonstante und der Temperatur kann eine zweidimensionale freie Energieflache
erhalten werden.

Nach einer erfolgreichen PCAnuss nun bestimmt werden, wie vieleduzierte Dimensionen
ausreichen, undie wichtigsten kollektiven Bewegungen zu beschreiben. Eimiach durchfihrbare

und dennoch qualitathaussagekraftiggMoglichkeit ist derScreeTest, auch Ellenbogenkriterium
genannt®®¥In diesem Plot werden die Eigenwerte, die durch die Diagonalisierung der Kovarianzmatrix
erhalten wurdegmach GroRRe geordnahd mit inrem Betrag auf derAchseabgebildet!®8® Zusatzlich
erfolgt eine Skalierung dé&igenwerte, indem jeder Eigenwert durch die Summe aller Eigenwertd geteil
wird, was einAbschatzen des prozentualen Anteils einzelner Eigenwerte erlei¢ftekhschlieRend

sollte cer erhaltene IBt einen Knick, ahnlich dem eines gebeugten Ellenbogens, aufweisgermadie
Varianz steil abfallt und zu einem relativ stabilem Wert konver§i@Tritt dieser Knick nach den
erstenDimensionenmit grof3en Eigenwerteauf, so kann ein GroR3teil der Varianz des Systems in

werigen Dimensionen beschrieben werden.

Zwar bildet die Auswahl sdmtlicheAtome eines Proteins in vielen Fallen eine ided&ruppe an
Variablen umkollektiven Bewegungnzu isolieren da einéVichtung der Koordinaten nach Masse der
Partikel erfolgtdennoclygibt es Systemalie eine Fokussierunder Variablengrupperfordern, uneine

geringe Anzahl an Dimensioneru erhalten,wie EVANSECK et al am Beispiel desMyoglobins
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demonstrieren konnte@Abbildung 24).3%! Die Autoren wéhlten zu Beginn ihrer PCA zunactist

kartesischen Koordinatesamtliche Atomeals Variablen, was zu einem Scilelt fihrte, der keinen

erkennbaren Knickenthielt wodurch weiterflhrende Analysen erschwerraen®83%3 Erst de

Verkleinerung deVariablerauswahlauf d i eKohl@nstoffatome und samtliche Atome des zentralen

Hist4 fuhrten zu einen®creePlot mit klar definierten Knick.
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Abbildung 24: Links oben: Scre®lot, adaptiert voEVANSECK et all®®% generiert durch eine PCA von der MD
Simulation des Myoglbins (D). Der Vergleich beider Graphen (A und B) zeigt, die Abwessgihes definierten
Knicks, falls die Koordinaten samtlicher Atome fir die PCA beriicksichtigt werderE¢a) die Reduktion auf

d i eohlgnstoffatome in Kombination mit allen Atomen von #f§hrten zu einem gut ausgebildeten Knick im

ScreePlot (B). Die daraus generiertddauptlomponenten (Cimspannen drei klaabgegrenzte Cluster, die
weiterer Analyse zusatzliche Informationen iiber die Energieflache liefern kBfhddiagonalisierung der
Kovarianzmatrix die aus den Atomkoordinaten aufgebaut ligtfert Eigenvektoren, dién der Lage sind,

Bewegungen der Struktur, die fir die gréte Varianz im System verantwortlich sind, darzustellen, wie am Beispiel
desMyoglobin vonEVANSECK et al gezeigt wurdé&®%3%3 Diese Form der Analyse und Darstellungsweise wird

auch essenzielle Dynamibezeichnet und wurdeon BERENDSEN et all®%®l entwickelt und vonzahlreichen
Arbeitsgruppen routiniert auf komplexe Proteinsysteangewandt, wie z.B: deiBynapseassoziiertesProtein

(E)_[397]
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2. Aufgabenstellurg

Die intrinsischd-lexibilitat, sowie dieBewegungemgesamtestrukturelemergruppernvonbiologischen
Makromolekilengeltenals elementard-aktorenum Prozesse, in denen diese Systeme involviert sind,
aufzuklaren. ImRahmen dieser Arbeit solltein systematisches Bild fiir dierrelierte Dynamikin
unterschiedlicheMiniproteinsystema entwickelt werdenSowohl das Zinkfingerpeptid, als auch das

von SCHRIMPF et al designtedimere Tetradisulfid zeigten in NMRspektroskopischen Studien
interessant@eweglichkeismerkmald??”273 Letzteres erflllt zudem wichtige Kriterien beziglich des
Designs von Miniproteinen, da es nicht in der Natur vorkommt, dennoch aus einer kodierbaren Sequenz
besteht und modular iresetzbar ist. Die Autoren konnten dieses Strukturmotiv als
Dimerisierungsdomane nutzen, wobei die jeweilige Aktivitat der Proteinen (IgG Antikdrper und LEH)
erhalten blieb. Daher soll die Dynamik des dimeren Tetradisulfids sowohl isoliert als auch in
Prokeinumgebung unter dem Gesichtspunkt der Schaanigren Bewegung betrachtet werd®ie
Primarstruktur eines einzeln&tinkfingers besteht ausaximal 30 Aminosauren und enthd#nnoch

viele Sekundarstrukturelemente, die auch in groReren Proteinen gudin s i-AHdl i ©i 8n 0 der
hairpin sind um einZink-lon und einem hydrophoben Kerbestehend aus Leucin und Phelarim
angeordnet, der trotz seiner dichten Packung eine gewisse Flexailitéigt Da dieses Miniprotein

Uber einen stark limitiéen Temperaturbereich verflgt, sind klassische Methoden, die auf Erhitzen oder
Abklhlen zur Charakterisierung von Bewegungen beruhen, ungeeiatetrsollte eine Methoitt
aufbauend auf synthetischen Modifikationard computergestitaieSimulationerentwickelt werden,

um die Flexibilitdt des hydrophoben Kerns systematisch zu beschréieiid-NMR-Spektrumdes

zweite Modellsystem, de dimerenTetradisulfid vonSCHRIMPF et al, konnteeine Verbreiterung der
Signale durctkonformationellenAustauschbeobachten werdemwobei postuliert wurde, daskes auf

eine scharnierartige Bewegung des Peptids zurlckzufihren Stseuradienmessungemnd
zweidimensionale NMFSpektroskopie lieferten nicht genigend Erkenntnissaum desen
Bewegungsablaufollumfanglich zu beschreibenAusgehend von diesen Fragestellungen sollten
MolekuldynamikSimulationen durchgefiihrt werden, um das dynamische Verhalten beider Systeme
abzubilden Die Ergebnisse der klassischen Mimulation sollten im Zinkfingerpeptid durch
synthetische Modifikationedes hydrophoben Kerns ergam&rden,wodurchnicht nurder sterische
Anspruch verénder und damit auch Energiebarriere der Torsion beeirtflugsd, sondern auch
Symmetrie aufgebrochen wirddusgehend on der NEGISHIKreuzkupplung, sollte eine Reihe von
Tolyl-Aminoséauren synthetisiert werden, um den Einfluss von systematischen M#éibfgn auf den
hydrophoben Kern zu charakterisieretNeben einfachen einseitigen Substitutionen sollten
asymmetrische domgite Methylierungen evaluiert werden, wodurch der Einfluss einer einzelnen
Methylgruppe durch Konkurrenz bestimmt werden kann. Um die Seitenkettendynamik v8inPhe
Zinkfingerpeptid durch Temperaturanderungen dennoch sichtbar zu machen, sollten symmetrische
Substitutionsmuster entwickelt werden, die die Energiebarriere auf einen entsprechenden Bereich

anhebenEtwaige Limitationen de MolekildynamikFormalismus dem unzureichenden Vermégen
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systematisch Energiebarrieren zu Uberschrestelitendurch Methodenausgeglichenverden die auf

der Reduktion der Dimensionalitat beruhBa diewt-Metadynamiknicht nurdie Méglichkeit besitzt,

die Simuhtion in eine gewisthte Richtung zbeeinflussen, sondern auch Energieprofile zu erstellen,
sollte diese auf diauntersuchten Systenangewandt werden, wobei sich zun&chst die Notwendigkeit
der Auswahl von kollektiven Variablen ergif/ahrenddie untersucht®eweglichkeit im Zinkfinger

auf die Rotation des aromatischen Ring®) {nnerhalb des hydrophoben Kerns reduziert werden kann,
sind die grundlegenden Bewegungen des Schahaptids nichaufgeldst.Ein Losungsansatz bietet

die Hauptlomponenteanalyse (FZA), die auf die Trajektorie der MEsimulation angewandt werden
sollte um kollektive Variablen auszuwahlen und in der Metadynamik zu beeinfludsben diesen
Miniproteinen sollte zudem die Seitenkettendynamik von natirlichen Aminosauren, beziehungsweise
b ,-Oharyl-Aminosaurehybriden aufgeklart werdévicke et al.?®! etablierten eine Synthesemethode,
ausgehend von einer-il@-Aktivierung, mit der diese synthetischen Aminosauren dargestellt werden
konnten. Durch die Einbringung eines zweiten aromatischen Ringsystems, wurde die Beweglichkeit
beider Gruppestark eingeschrankt, wobei NM$pektroskopische Untersuchungen Hinweise auf eine
gearingBewegungen lieferten. Zur Charakterisierung dieser Dynamik sollten erne@iiationen

und Metadynamiken entwickelt werden. Weiterhin sollten auf Basis von qehetaischen
Berechnungen Substitutionsmuster postuliert werden, die diese Bewegungsform gezielt hervorrufen
kénnten. Da die Aminosaurehybride bereits in biologische relevante Peptide eingebaut wurden und
deren NMRCharakterisierung Indizien auf ein selten®sukturmotiv aufzeigten, sollten NMR
Strukturensembles auf Basis von N®B&ntakten erstellt werden. Die so erhaltenen Informationen tber
die korrelierte Dynamik konnten wichtige Erkenntnisse flr das gezielte Design von weiteren

Miniproteinen hervorbringe
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Abbildung 25. Aufgabenstellung, die im Rahmen dieser Arbeit bearbeitet werden &alligalt, dieDynamik

von zwei Miniproteinen aufzuklaren, die in experimentellen Studipazifische Bewegingen aufwiesen
(Abbildung 1). Wahrend die Beweglichkeit des hydrophoben Kerns innerhalb des Zinkfingerpaptidie
Rotation ums2 des zentralen Phenylalanins reduziert werden kstnater verfligbare konformationelle Raum des
ScharniefPeptids nicht entschliisselt. Molekildynar@iknulation stellt eine ideale Methode da, um
Beweglichkeiten auf atomarer Ebene zu darzusteltmmeitet jedoch am konsequenten Uberqueren von
EnergiebarriererMetadynamik sollte in der Lage sein, das Energieprofil adéaquat zu beschreiben. Hierfur werden
jedoch kollektive Variablen benétigt, die eModell des Zinkfingers zwar bekannt, im Schanfteptidjedoch

im multidimensionalen konformationellen Raum tberlagern sind. Hierfir solltéadiptiomponentenanalyse als
Reduktionsmethode angewandt werddm eine detailliertere Betrachtung des hydrophoben Kerns zu erlauben,
solltenunnatirliche TolylAminosaurendurch systematischen Methiloppingsynthetisiert verden.
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Ergebnisse und Diskussion

3. Ergebnisse und Diskussion
3.1Charakterisierung der Dynamik einesdimeren Tetradisulfids - verdient es den Namen
Scharnier-Peptid?

3.1.1 Generierung einer Startstruktur

Durch die Entdeckungund Charakterisierungines spontan dimerisierend@rtradisulfids, legten
SCHRIMPF et al im Jahr 2017die synthetischen und analytisch&foraussetzungefiiir computer
gestutzteBetrachtungn dieses Miniprotein&’5l Erwahnenswert ist dabei die Selektivitat, mit dem
dieses Strukturmotiv ausgebildet wird, da weder nennenswerte Mengen an Monomer, noch parallel
verknlpftes Dimer nachgewiesen werden konntéhlR-spektroskopische Analysemeigten eine
Verbreiterungder Signaledurch konformationellenAustausch. @ Autorenpostulierten, dasdieses

stark eingeschrankt®eptid eine scharnierartige Bewegungit einer so grofRen Energiebarriere
ausfihren mussdass ein schneller Austausch Raumtemperatur verhindert wikd® Um dieses
Phanomen detailliertezu beschreiben wurden unter anderen Strukturbilder ersteldie von
Streuradiismessungemnittels lonenmobilitatsspektrometrigestatigtwurden. Die Auswertung der
zwddimensionalen NOESYspekten enthillterein doppeltesantiparallé e hairfiin-Motiv mit einer
C,-Symmetrie?’® Neben Charakterisierung des isolierten Peptids, nutzten die Autoren das

Strukturmotiv als Dimerisierungsdomane von Proteinen, wobei gezeigt werden konnte, dass sowohl der

IgG-Antikorper als auch das LERrotein in ihrer Aktivitat nicht @igeschrankt werdepfl

I
a5 50 as 80 75 70 a5 ppm 34 A

Abbildung 26. Von ScHRIMPF et al entwickelte Strukturmodelle des dimeren Tetradisulfids. Qinds: *H-
NMR (600MHz, 280K, 50 mM PhosphatpufferH,O/D,O 9:1, pH = 3.0) zeigt distarkeVerbreiterungdes
amidischen Protonenbereighgas auf ein&konformationelle Anderung des Peptitisdeutef?’! Oben rechts:
Gemittelte Konformation des Tetradisulfidsestimmt durch Ileermobilitdtsspektrometrienit eing Ausdehnung
von 34A 2781 Unten:StrukturabbilddesT etradisulfidsmit expliziter Darstiung samtlicher Seitenketteayf Basis
von NMR-Daten und einer kurzen MSimulation?”!

Wie in Abbildung 26 zu erkennen isthpimmt die gemittelte Konformation des Tetradisulfids eine V
férmigen Anordnunginund stimmt damitnit dem experimentell bestimmte®treuradius von 34 gut

Uberein.Den Autaen war es nicht mdglich, mit den verwendetwalytischen Methoden, den
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Generierung einer Startstruktur

Bewegungsablauf vollstéandig aufzuklaréedoch lieferten die experimentellen Daten Anhaltspunkte,
die durchweiterfihrendeComputergestitzte Analysaethodenvervolstandigtwerden solltenDie
scharnierartige Bewgung, die zur massiven Verbreiterung 8egnale im'H-NMR fihrten, kann in der
einfachsten Betrachtung durch ein Offnen und SchlieRerhairpinszueinander ablaufemvie in der
Publikation vonScHRIMPF et al. demonstriert wurdg”5 Um diese Hypothese zu Uberprifen, sollten
Molekildyramik-Simulatiorendes Tetradisulfids in Losung durchgefiihrt werdeiesewerdenin der
Literatur routiniert angewandt werdemm Bewegungsabléaufen Peptiden oder Proteinanf atomarer
Ebene zustudierer®?432%3°%3 Da der Verlauf einer MESimulation in hoher Korrelatiomit dem
Ausgangspunktalso der Startstruktusteht und d#@ Koordinaten des dimeren Tetradisulfidsder
Literatur nicht zur Verfugung standen, erfolgte zunachst derechnung eines NMR
Strukturensembles.Ausgehend von den NOEontakten wurde in Kombination mit dem
Programnpaket Xplor-NIH®% ein simulatedannealing Zyklus durchlaufenjndem eine gestreckte
Struktur bei hoher @mperatur simuliert unanschlieRentangsam runtergekihlt wiréP! Als Kraftfeld
wurde eine Weiterentwicklungdes CHARMM22Kraftfelds, eefx2verwendet das vonTIAN et al
speziell fur die Berechnung von NMFStrukturensembke konzipiert wurdel*®? Die erhalten@
Struktuenzeigenhaufig noch sterisch ungunstigeedhselwirkungeim den Seitenkettenweshalteine
kurze MD-Simulationin vacuomit dem eefx2Kraftfeld im Verfeinerungsschrittlurchgefiihrt wurde
Es konnte in der Literatur gezeigt werden, dass dadurch die native Konformation der biologischen
Makromolekiilein einer darauffolgenden MiSimulation inLosung langestabil blieber*®? Da das
System eine intrinsische Beweglichkeit demonstriert, wgegelt nurein geringer Satz ab3 NOE-
restraintsgeneriert diein drei Kategorier(stark, mittel, schwachbhangig ihrer Intensitatrgeteilt
wurden wodurch einen gréBeren konformationellen Raungedbeckt werden konni®3 Um die
experimentellen Bedingungeder Faltungsumgebung nachzustellen, wurde Meferminus der
Seqenz (CHWECRGCRLVG)acetyliert und der @erminus deprotonierAus den 5000 berechneten
Strukturen zeigte di Selektion der 20 Konformationen mit der niedrigsten Eneefie grol3e
Ubereinstimmungwischen den einzelnen Strukturevgbeikein VerstoR deNOE-restraintsgrofRer
als 0.5A registriert wurdeDie so erhaltene StruktuAbbildung27) zeigt eine gute Ubereinstimmung
mit der vonSCHRIMPF et al postuliertenC,-symmetrischeiiKonformation Dennoch sindJnterschiede
zwischen den berechneten Strukturen ersichtli€hie auffalligste Differenz lasst sichm
Offnungsdurchmessers der ScharReptice feststellen. Wahrend die in der Liter&i3tbeschriebee
Struktur eine geringe Abweichung zum experimentedistimmten Streuradius aufweist, zeigt die
energieniedrigst&Konformation des NMRStrukturensembles eine signifikant kleinere Distanz von
25A. Die Diskrepanzergibt sich hierbei aus de unterschiedlichenRahmenbedingungerwie
Berechnungsmethodeerwendetes Kraftfeldnd Auswahl an NOKontakten. Durch die gelockerten
NOE-restraints in der, durch simulatedannealing berechneten Strukturkonnte ein groRerer
konformationellerBereich anverschiedenerKonformationenabgedeckt werden, wodurch auch die

abgebildete, vermeintlich stabileBruktur erhalten wurddsin weiterer Unterschieldisst sich in der
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Ergebnisse und Diskussion

Ausrichtung der einzelnen Seitenkettimden, wobeiauch eine einzelne NMStruktur nur eine

Momentaufnahme darstellt und dahedie schnelle Gleichgewichte der einzelnen

Seitenkettenkonformemcht abgebildet werden kdnnen

25 A

Abbildung 27: Startstruktur des dimeren Scharnierpeptidas nach densimulatedannealingProtokoll in
Kombination mit NOE und Diederwinketrestraints erhalten wurdenZur besseren Ubersicht wurden die
Wasserstoffatome entferdie Ausdehnung des Tetradisulfids befr&a.25 A und wurde gemessen v&§U z u
R% U .

3.1.2Die Wahl despassenderKraftfeld es

Wie bereits im Kapitel.6.2 angemerkt, setzt sich die Dynamik eines biologischen Makromolekuls aus
den einzelnen Bewegungdar Atome (Bindungslangenénderung, Winkelandertrogtera, die durch

eine Kombination von Enerdignktionen dem Kraftfeld beschrieben werden, zusaembDie Wahl

des Kraftfeleeskanneinensignifikanten Einfluss auf das Ergebnis einer Simulatiosibenweshalb

die Notwendigkeit bestehynterschiedliche Kraftfeldfamilieru evaluieren, undas Ausmald dieses
Einflusses abzuschatzemnd etwaige Fehlintgretationen vermeiderzu kénnen Zwar sind die
generellen Kraftfelterme zwischen den einzelnen Klassen sehr ahnlich, jedoch kénnen gerade kleine
Anderungen n der Beschreibung vorDiederwinkeh zu drastischen Unterschieden bei der
Faltungspopulation von Polypeptiddithren*®¥ Es wurde dahefjeweils eine 300hslange MD-
Simulation des Scharni€teptidsn Losungmit einem aktuellen Vertreter aus den drei promiesten
Kraftfeldfamilien durchgefuhrt. Nach Erhalt der Trajektorie, dermAusgleichen der periodischen
Grenzbedingungen (PB@pdEntfernen der Rotatiosowie Translation des Peptids, kann die Analyse
des dynamischen Verhaltens gestartet werdiiar stellt sich zunachst die Frage, welche Parameter

aussagekratftige Informationen tber die Dynahekvorbringen kénnerkin grundlegender Faktdiir
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Die Wahl des passenden Kraftfeldes

die Stabilitat eines Proteins idas Ausmalder mittleren Distanzder Atomkoordinaten von einer
gegebenen Konforntian. DieseBeziehung wirdroot-meansquaredeviations kurz RMSD genannt
und findet routinem&Rig@ Anwendung als Qualitat&riterium bei dem Vergleich zwei
ProteinstrukturenZudem kann tber den Verlauf eines RM&Iaphs beurteilt werden, ob das jeweilige
System eirGleichgewichtszustanekreicht hat.

Abbildung 28: Obere Reihe: Verlauf d&MSD des ScharniePeptids fir verschiedene Kraftfeldgiu erkennen

ist, dass CHARMMS36 uber die gesamten B@0eine geringe Abweichung zu seiner Startstruktur aufzeigt,
wahrendsowohl AMBER99SBildn als auctOPLSAA/M eine unterschiedliche Konformation anstredgnten:
Strukturen mit der héchsten RMSD (obkienranger Bereich)Der Vergleich zeigt, dassowohlAMBER99SB

ildn als auclOPLSAA/M einegrder e Ve r dr ihhidpinsrzueinandei adfzeigen.bzusétzlich gelingt es
in der Konformationm OPLSAA/M Kraftfeld einegréRere Ausdehnung, vergleichiait den experimentellen
Daten,wéhrend der MBSimulationzu erreichen.

Die Analyse des RMSDVerlaufs (Abbildung 28) demonstriert den Einfluss unterschiedlicher
Kraftfeldfamilien wahrend einer MESBimulation des Scharni€teptids. Auffallig ist, dass
CHARMMS36 eine geringe Abweichung zur Startstruldufzeid, wasder Tatsache geschuldet ist, dass
eefx2 auf der CHARMMParametrisierung beruht und daher &hnliche Energiefunktionen bei der
Erstellung der NMRStrukturihnre Anwendung fanden. Sowohl AMBER994Bn als auchOPLS

AA/M zeigen hingegemnwahrend des Simationsverlaufsmehrere Ubergange zwischen verschiedenen
Konformationen.Obwohl beide ausgewahlte Strukturen einen nahezu identische RMSD besitzen, ist
ihre Konformation sehr verschieden, wasAiobildung 28 deutlich wird. WahrendAMBER99SB:ildn

eine geringere Ausdehnung besitzt, erreichtStiektur imOPLSAA/M Kraftfeld eine Ausdehnung,

die vergleichbar mit dem experimentellen Datenisnnoch liefert dieusschlie3liche Betrachtung
des RMSDin diesem Falhur unzureichend Argumente fiir die Wahl degeigneterKraftfeldes Das
ScharnietPeptidzeichnet einantrinsische Dynamilaus, weshalb haufiggonformationsanderungen
einzusatzliches Kteriumdarstelen Ein offensichtlicher Parameter, dianvermuteta scharnierartige
Bewegungsablauf definieren kann, ist die AusdehnungPegsics. Diese kann auf einen einfachen
geometrischen Wefokussiertwerden, die Distanz zwischen dbiturns Zunachst wurde die Distanz

d e rKohlenstoffe vorGlycin’ i m-tufn verwendetGenauerdetrachtung der Trajektorenthiillte
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