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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Kohlenhydrate - natiirliche Schliisseltechnologie des Informationstransfers

Kohlenhydrate (,,Zucker®) [1,2], allein oder kovalent
gebunden in Glycolipiden [3] und Glycoproteinen [4]
sind allgegenwiirtig in der Natur. Die Moglichkeit, die
Einheiten (Monosaccharide) iiber mehrere verschie-
dene Verkniipfungspositionen (vgl. Abbildung rechts),
durch Ausbildung von glycosidischen Bindungen, zu
Ketten (mit und ohne Verzweigung) zu verkniipfen,
ermoglicht eine Informationskodierung auf kleinstem
Raum, welche die von anderen Biomolekiilen wie
Aminosiuren oder Nukleinsiuren bei weitem iiber-
steigt. So ldfit sich z.B. aus drei Hexosen bereits die
unvorstellbar grofle Anzahl von 38000 isomeren Per-
mutationen generieren. Vergleicht man dies mit den
27 Permutationen, die durch Kombination von drei
Aminosiuren oder Nukleinsiuren erzeugt werden
kénnen, so wird das Potential von Kohlenhydraten als
Triger biologischer Information offensichtlich [5].

Das Potential der strukturellen Vielfalt auf kleinstem Raum wird von der Natur benutzt, um Informa-
tionen zwischen Zellen zu transportieren. Im Wechselspiel mit einem Lektin [7-9], einem Antikérper
[10,11] oder einem Enzym [12] wird die auf dem Glycan gespeicherte Information dekodiert und
fithrt zu einer zelluliren Reaktion wie Zell-Adhision oder Wachstumsregulation [6,13-18].

‘ i i ~————Hamagglutinin (HA)

“}q X #—— Neuraminidase (NA) Z 11
r&u“ ‘ 4 g . . e

Py s iy, FIF ___— Matrixprotein (M) &

P %‘7’ At _ Lipiddoppelschicht
:%V“ e Polymerase
o e - Nucleoprotei i
g jid \ . (Nus ng)gail?gBZ) Bakterlum

RNA

+——50 nm —{

Influenza-Virus

Hormone

‘ _&}lycoprotein

Abb. 1: Beispiele fiir Protein-Kohlenhydrat-Wechselwirkungen [1,6].



Einleitung 2
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Abb. 2: Strategien zur Bekidmpfung von Virusinfektionen [6].

Desweiteren wird die spezifische Wechselwirkung einer bestimmten Oligosaccharid-Struktur mit
einem Lektin auch von Viren oder Bakterien benutzt, um ihre Wirtszelle zu finden und zu infizieren
(vgl. Abb. 1). Der jihrliche Ausbruch einer mehr oder weniger groflen Grippe-Epidemie ist sicher
eines der populirsten Beispiele fiir die, im negativen Sinne, Allgegenwirtigkeit von Protein-Kohlen-
hydrat-Interaktionen. Die Erkrankung findet ihren Anfang im Andocken des Influenza-A-Virus mit
seinem Oberflichenlektin Himagglutinin (vgl. Abb. 1) an ein sialinsiurehaltiges Glycoprotein auf der
Oberfliche bronchialer Epithelzellen [19,20]. Der naheliegendste Ansatz zur Entwicklung eines
»Anti-Grippe-Mittels®, liegt in der Blockierung der Bindungstasche des Himagglutinins durch ein
Kohlenhydrat, welches eine héhere Bindungsaffinitit besitzt, als die auf der Wirtszelle gebundene
Sialinsdure (N-Acetylneuraminsiure) (vgl. Abb. 2). Wegen der Spezifizitit der Bindung ist es dazu
jedoch notwendig, die wesentlichen Wechselwirkungen auf atomarer Ebene zu identifizieren und zu
optimieren. Da von Himagglutinin eine Kristallstruktur mit komplex gebundener Sialinsiure vor-

liegt [21] sind die Voraussetzungen fiir ein ,rationales Drug Design“! hochaffiner ,,Himagglutinin-
Blocker® sehr giinstig. Daher wird dieser Ansatz auch von verschiedenen Forschergruppen verfolgt,
leider bis jetzt ohne Erfolg [20,23-29]. Mittlerweile ist es jedoch, u.a. durch Einsatz von Computer-
Methoden [12,30], gelungen, einen Wirkstoff auf Kohlenhydratbasis zu entwickeln, der selektiv die
Bindungstasche der Neuraminidase, ein ebenfalls sialinsiurebindendes Enzym auf der Virusoberfli-
che, blockiert und damit eine Verbreitung der Viren einschrinke [31]. Ausgangsbasis fiir das rationale
Drug Design war auch hier die Aufklirung der dreidimensionalen Struktur der Neuraminidase und
die Entschliisselung der Wechselwirkung durch Molecular Modelling Methoden [32].

Auch im Bereich der Krebsentstehung spielen die Wechselwirkungen zwischen Kohlenhydraten und
Proteinen eine wichtige Rolle (vgl. Abb. 3), daher ist die Fragestellung, wie Oligosaccharide von
Lektinen, Antikérpern oder Enzymen erkannt werden, Gegenstand aktueller Forschung [9,13,34-
42]. Wie schon beim Influenza-A-Virus beschrieben, kann auch hier die Kenntnis der dreidimensio-
nalen Struktur des Protein-Kohlenhydrat-Komplexes und die Entschliisselung des Informationstrans-
fers durch Molecular Modelling Studien als Grundlage fiir die Entwicklung neuer kohlenhydratba-
sierter Therapeutika im Rahmen eines rationalen Drug Designs dienen [6,29,31,43-48](vgl. Abb. 2).

1. Zielgerichteter Entwurf von Wirkstoffen [22].
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Sialinsdure-Liganden

Ausschnitt aus der Virus-Hiille

Abb. 3: Sialinsdurehaltiger Zucker (Neu5NAcol(2-3)GalB(1-3)[Neu5SNAco(2-6)]GalNAc) komple-

xiert an Murine Polyoma-Virus VP1 [33]. Dieser Virus verursacht Tumore bei Miusen.

1.2 Auf dem Weg zur Entwicklung hochaffiner Therapeutika

1.2.1 Experimentelle Methoden zur Untersuchung von Protein-Kohlenhydrat-Komplexen

Detaillierte Informationen iiber die dreidimensionale Struktur von Protein-Kohlenhydrat-Komplexen
erhilt man in erster Linie aus Kristallstrukturanalysen [21,33,49,50]. Die Zahl der gelosten Protein-
strukturen nahm in den letzten Jahren stark zu [51]. Fiir Oligosaccharide, kokristallisiert mit einem
Proteinrezeptor, ist oft nur eine teilweise hochauflésende Bestimmung der Struktur moglich, da
wegen der Flexibilitidt der glycosidischen Bindungen eine lokale Unordnung im Kristall vorliegt und
so Teile des Oligosaccharids nicht sicher lokalisiert werden kénnen [50,52].

In den letzten Jahren hat die NMR-Spektroskopie zunehmend wichtige Beitrige zum Verstindnis der
Komplexbildung geleistet [53-57]. Die direkte strukturelle Untersuchung der zuckerbindenden Pro-
teine mit NMR-Methoden ist wegen ihrer groflen molekularen Masse zwar oft nicht moglich [54],
durch Transfer-NOE-Messungen [58-61] lassen sich jedoch Informationen iiber die Konformation
des Liganden im gebundenen Zustand erhalten.

Die wichtigsten experimentellen Methoden zur Strukturaufklirung von Oligosacchariden in Losung
sind NMR (Nuclear Magnetic Resonance), FET (Fluorescence Energie Transfer), OR (Optical Rota-

tion) und ROA (Raman Optical Activity) [50,62]. Durch 1H-NMR—Messungen in Wasser als
Losungsmittel erhilt man im wesentlichen Informationen iiber riumliche Abstinde von CH-Proto-
nen. Die OH-Protonen des Oligosaccharids tauschen unter diesen (physiologischen) Bedingungen zu

schnell mit dem Wasser aus und sind daher in einem in wiflriger Losung aufgenommenen "H-NMR-
Spektrum nicht sichtbar. Dadurch gehen jedoch wichtige Strukturinformationen verloren und man
ist daher bemiiht, dieses Problem zu umgehen: Da die Geschwindigkeit des Protonenaustauschs von
der Temperatur abhingig ist, besteht eine Methode in einer Temperaturerniedrigung unter 0 °C nach
Beimischung eines gefrierpunktserniedrigenden Losungsmittels [63] oder durch Verwendung unter-
kithlter wiflriger Lésungen [64]. Eine weitere Methode um Strukturinformationen basierend auf
transfer-NOEs von OH-Protonen zu erhalten, ist die Verwendung von aprotischen Losungsmitteln
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wie Dimethylsulfoxid (DMSO) [65,66]. Es hat sich gezeigt, dafy sowohl die Struktur der Oligosac-
charide als auch die Aktivitit der Proteine in DMSO zum groflen Teil erhalten bleiben [67]. Daher
besitzen NMR-Messungen in DMSO ein grofles Potential zur Strukturaufklirung von komplexen
Oligosacchariden oder gar von Protein-Kohlenhydrat-Komplexen [68,69].

Mit Hilfe von NMR-Titrationen ist es weiterhin méglich, Informationen iiber die Bindungsspezifitit
und -affinitit zu erhalten, durch NOESY, ROESY und CIDNP Experimente lassen sich Riickschliisse
auf die an der Bindung beteiligten Aminosiuren ziechen [70-74]. Im giinstigsten Fall ist sogar eine
komplette Strukturaufklirung eines Protein-Kohlenhydrat-Komplexes durch NMR-Methoden még-
lich [75,76].

1.2.2 Welche Faktoren beeinflussen die Komplexbildung?

Kombiniert man die aus den Kristallstrukturen erhaltenen Daten mit den mittels Titrations-Mikroka-
lorimetrie [77-79] oder NMR-Methoden [75,80] bestimmten thermodynamischen Daten der Kom-
plex-Bindung, so lif3t sich daraus auf die wesentlichen Faktoren schlieflen, die eine Protein-
Kohlenhydrat-Wechselwirkung bestimmen [81].

Es hat sich gezeigt, daff die treibende Kraft bei der Bindung eines Kohlenhydrats an eine Proteinober-
fliche die Ausbildung von van-der-Waals-Kontakten (vdW-Wechselwirkungen) zu Aminosiuren mit
aromatischen und aliphatischen Seitenketten ist. Kommt es dariiber hinausgehend noch zur Ausbil-
dung von Wasserstoftbriickenbindungen (H-Briicken) [82], so sind die Voraussetzungen fiir eine
starke Komplexbindung aus struktureller (enthalpischer) Sicht giinstig [54,83]. Die Rolle des Wassers
bei der Komplexbildung wird nach wie vor kontrovers diskutiert [84-86], ebenso wie auch der Ein-
fluf} der Entropie [86-88]. Man kann jedoch davon ausgehen, dafl im Bezug auf das Wasser zwei Ein-
fliisse wichtig sind: Desolvatisierung von Protein und Kohlenhydrat und die Fihigkeit der
Wassermolekiile sich aufgrund ihrer geringen Grof8e in Liicken zwischen der Protein- und Zucker-
oberfliche zu setzen und so eventuell zusitzliche H-Briicken auszubilden [81,89]. Es konnte bewiesen
werden, daf§ die Desolvatisierung im wesentlichen enthalpisch begiinstigt ist, da Wassermolekiile im
freien Wasser (,,bulk water) eine energetisch giinstigere Anordnung einnehmen kénnen als auf einer
Protein- oder Zuckeroberfliche [90,91]. Die Reduzierung der Protein- und Zuckeroberfliche durch
die Komplexbildung ist also ein Faktor, der mit einem starken Energiegewinn verbunden ist und
daher wesentlich zu Stabilisierung eines Komplexes beitrigt. Die Reduzierung der Oberfliche sollte
um so grofer sein, je komplementirer die Topologien von Ligand und Bindungstasche sind. Dies
wurde bereits von Emil Fischer gegen Ende des 19. Jahrhunderts entdeckt und als ,,Schliissel-Schlof3-
Prinzip“ (1897) bezeichnet (vgl. Abb. 4).

Ein weiterer wichtiger Faktor, der zur Erh6hung der Stirke der Komplexbindung in biologischen
Systemen beitrigt, ist die Existenz polyvalenter Wechselwirkungen [92]. Darunter versteht man die
gleichzeitige Bindung mehrerer Liganden einer biologischen Einheit (eines Molekiils, einer Oberfli-
che) an mehrere Rezeptoren einer zweiten biologischen Einheit. Durch Ausbildung von multivalenten
Wechselwirkungen kann es zu einer erheblichen Steigerung der Bindungsaffinitit kommen, deren
wichtigste Ursache in der entropischen Stabilisierung des Komplexes liegt [93]. Multivalente Wech-
selwirkungen spielen z.B. auch bei der Bindung eines Virus an die Zelloberfliche eine zentrale Rolle
[94]. Es besteht daher grofles Interesse sich dieses Prinzip im Drug Design durch die Entwicklung
von Medikamenten mit multivalenten aktiven Zentren zunutze zu machen [95]. Mit der kiirzlich
gelungenen Synthese von Kohlenhydratclustern auf Inositol-Basis stehen neue vielversprechende
Grundbausteine zum Design hochaffiner multivalenter Therapeutika zur Verfiigung [96].
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Lactose

Himagglutininoberfliche

Sialinsdure

Abb. 4: Sialyllactose gebunden an Influenza-A-Himagglutinin als Beispiel fiir Emil Fischers ,,Schliis-
sel-Schlof3-Prinzip“

Nicht alle Informationen, die zum Verstindnis der Komplexbildung zwischen einem Kohlenhydrat
und einem Protein notwendig sind, lassen sich experimentell gewinnen, so daf$, erginzend zum Expe-
riment, Molecular Modelling Methoden in zunehmendem Mafle eingesetzt werden, um zu einem
Verstindnis der Komplexbindung auf atomarer Ebene zu gelangen [28,51,97-102]. Hierzu werden
bevorzugt Kraftfeld-Methoden eingesetzt, da eine Behandlung des Problems mit Hilfe von semiempi-
rischen oder gar quantenchemischen (a6 initio) Methoden aufgrund der Grofle des Systems meistens
(noch) nicht moglich ist. Reviews iiber die zum Modelling von Kohlenhydraten eingesetzten Metho-
den und Kraftfelder finden sich in [97,101,103-106].

1.2.3 Thermodynamik des Bindungsprozesses

Die Vorhersage der (relativen) Bindungsaffinitit stellt eines der wichtigsten Ziele der Anwendung von
Computer-Methoden im strukturbasierten Wirkstoffdesign dar. Entsprechend umfangreich ist die
Anzahl der Methoden und deren Varianten, die es erméglichen sollen, Aussagen iiber die Bindungsaf-
finitit eines bestimmten Liganden zu machen [22,102,107-116].

Voraussetzung zur Abschitzung der Bindungsaffinitit eines Liganden mit Computer-Methoden ist
ein detailliertes thermodynamisches Modell der Komplexbildung, welches geeignet ist, berechnete
Daten mit experimentellen Daten, z.B. aus der Mikrokalorimetrie [78] oder der NMR-Spektroskopie
[54] zu korrelieren.

Das Maf} fiir die Stirke einer Komplexbindung ist die Komplexbildungskonstante K, (Gleichung .

_ _[4B]
A+B <——= AB K= [A]- [B] (1)

1. Hiufig wird auch die Dissoziationskonstante K; = 1/K,, (Einheit: [mol/l]) verwendet.
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Sie gibt an, welcher Anteil des Liganden im Mittel an das Protein gebunden ist und beschreibt damit
auch die Triebkraft der Komplexbildung zwischen Protein und Ligand.

Fiir den Zusammenhang zwischen der Komplexbildungskonstanten K, und der Freien Enthalpie der

Komplexbildung AG (,Bindungsenergie®) gilt Gleichung 2. Die Temperaturabhingigkeit der Kom-
plexbildung wird durch Gleichung 3 und Gleichung 4 beschrieben.

AG%= AH—TAS® = —RTInK, @)

AGY:  Freie Standard-Bindungsenthalpie []J mol'l]

AH? . Standard-Bindungsenthalpie [J mol'l]

ASY Standard-Bindungsentropie [] mol'lK'l]
T: Temperatur [K]

K,:  Komplexbildungskonstante [mol_l]

a

R: Gaskonstante (= 8.31441] mol'lK'l)

InK = (—AHO /R) - 71+ A/ R Temperaturabhingigkeit der Komplexbildung  (3)
dInk
d(1/ Td') = A]];]O van’t Hoffsche Reaktionsisochore (4)

Wihrend Komplexbildungskonstanten ausschlief3lich experimentell direkt zugiinglich sind, lassen
sich die Freie Enthalpie oder zumindest enthalpische oder entropische Einzelbeitrige zur Freien Ent-
halpie durch Berechnungen erhalten.

Exemplarisch fiir eine Methode zur Berechnung der Freien

Enthalpie sei die sogenannte Free Energy Pertubation (FEP) L +P AG, LP
Methode erwihnt, die auf einem thermodynamischen ! !
Zyklus beruht und im Prinzip einen Zugang zur relativen AG; AG,
Freien Bindungsenthalpie AAG erméglicht [109,111,117-

119]. L,+P —= LD

Kennt man aus dem Experiment die Freie Bindungsenthal-
pie AG, eines Liganden L, so kann die Freie Bindungs-
enthalpie eines zweiten Liganden AG, erhalten werden, AAG=AG-AG=AGAG,
indem man AG; und AGy berechnet. Dazu iiberfiihrt

(,mutiert) man den Liganden L, einmal in Lésung und einmal im Komplex gebunden wihrend
einer Molekiildynamik Simulation in den Liganden L, und berechnet die dabei auftretende Ande-
rung der Freien Enthalpie. Dies funktioniert praktisch jedoch nur, wenn die Verinderungen des
Liganden nicht allzu gravierend sind. So ist es zum Beispiel problemlos maglich einen Fluor-Substitu-
enten in einen Chlor-Substituenten oder eine Methylgruppe in eine OH-Gruppe zu mutieren. Der
Austausch groflerer Gruppen oder gar Konformationsiiberginge lassen sich damit nicht handhaben.
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1.2.4 Semiquantitative Vorhersage von Bindungskonstanten durch Kraftfeldmethoden

Da die direkte Berechnung der Freien Bindungsenthalpie nur in speziellen Fillen moglich ist, behilft
man sich, indem man die Freie Enthalpie in Einzelbeitrige aufsplittet und versucht diese unter Zuhil-
fenahme verschiedener Methoden zu berechnen oder durch Inkrementenregeln abzuschitzen
[108,120-123].

Eine Méglichkeit der Aufteilung der Freien Bindungsenthalpie besteht darin, sie in fiir die Komplex-
bildung vorteilhafte Anteile, wie polare Wechselwirkungen, van-der-Waals-Wechselwirkungen und
hydrophobe Effekte, und fiir die Komplexbildung ungiinstige Terme wie Entropieverluste und Kon-
formationsenergie aufzuteilen (Gleichung 5) [88,120,122]. Der ,hydrophobe Effekt” wird in diesem
Zusammenhang mit der Entfernung von Kohlenwasserstoffoberflichen aus dem Solvens durch Kom-

plexbildung gleichgesetzt. Die Energiestabilisierung wird mit 0.125 kJ/mol fiir jedes A* aus dem Sol-
vens entfernter hydrophober Oberfliche bewertet.

AG = AGtmm + rot + AGratom + AGconform + ZAGZ + ZAGvdW + ZAGH (5)
AGneiror:  Verlust an Translations- und Rotationsentropie
otors . Entropieverlust durch Einschrinkung der intra-
molekularen Flexibilitit im gebundenen
Zustand
AG_ form . Konformationsenergie
AG;:  polare Wechselwirkungen
AG gvw:  Van-der-Waals-Wechselwirkungen
AGyy:  hydrophober Effekt

Eine dhnliche Aufteilung der Freien Enthalpie stellt Gleichung 6 dar [28]. Im Gegensatz zu
Gleichung 5 sind hier die Solvenseffekte explizit ausgewiesen (vgl. Abb. 5). Da Solvenseffekte sehr
schwer mit Kraftfeld-Methoden zu simulieren sind, kann man mit diesem Ansatz diese zuerst einmal
von der expliziten Berechnung ausklammern und durch empirische Regeln abschitzen.

AG = AHinter + AHfanﬁer + AHsolv - TAStmm'_TASrot_TASﬂex_TASSOZU (6)
AH, .. Wechselwirkungsenergie zwischen Protein und
Ligand (Van-der-Waals, Coulomb)
conform :  Konformationsenergie
AH,: Solvatisierungsenergie
AS, ane ASior: Verlust an Translations- und Rotationsentropie
ASgec:  Entropieverlust durch Einschrinkung der intra-
molekularen Flexibilitit im gebundenen
Zustand
AS. 1, : Entropieinderungen im Solvens

Die Wechselwirkungsenergie AH,

nter

1483¢ sich direkt mit Hilfe von Kraftfeldmethoden berechnen, da

Terme zur Beschreibung der van-der-Waals- und Coulomb-Wechselwirkungen in jedem Kraftfeld
explizit vorhanden sind [28,110,124-126]. Einziges Problem hierbei ist, daf§ minimale Anderungen
der Position von Liganden- oder Proteinatomen grofle Anderungen der Wechselwirkungsenergie her-
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Tonische Wechselwirkung

Salz-Briicken
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Protein

gebundener Zustand

Abb. 5: Schematische Illustration der Einzelbeitrige zur Freien Bindungsenthalpie

vorrufen konnen. Es ist daher giinstiger die Wechselwirkungsenergie nicht anhand einer einzigen
Struktur zu berechnen, sondern iiber eine Ensemble dhnlicher Strukturen, z.B. aus einer Molekiildy-
namik-Simulation, zu mitteln.

Theoretische Voraussetzung zur Berechnung von AH,

onform UNd ASq ist eine vollstindige Konforma-

tionsanalyse des Liganden und des Proteins. Ziel ist es dabei alle méglichen Konformationen und
deren relative Energie zu ermitteln. In der Praxis beschrinkt man sich meist auf eine Konformations-
analyse des Liganden, da eine vollstindige Konformationsanalyse des Proteins wegen seiner vielen

Freiheitsgrade praktisch nicht durchfiihrbar ist.
AH

conform

berechnet sich fiir den Liganden aus der Energiedifferenz zwischen der Energie der im

Komplex gebundenen Konformation und der Energie des globalen Minimums im freien Zustand
[127]. Der Entropieverlust des Liganden durch Einfrieren von Torsionsfreiheitsgraden (ASg,,) kann

theoretisch erhalten werden, indem man die Ensemble-Entropie des Liganden im freien Zustand und
im gebundenen Zustands nach Gleichung 7 berechnet [86].

S = —Rz p;inp, Entropie eines Ensembles (7)



Einleitung 9

pl,:e_ Q:ZekT (8)

statistisches Gewicht der Konformation 7
Energie der Konformation 7

molekulare Zustandssumme
Boltzmannkonstante (= 1.38066:1072°)

~Q

Der Entropieverlust durch die Reduktion von Translations- und Rotationsfreiheitsgraden bei der

Komplexbildung betrigt 10 kJ/mol [81].

Durch Analyse der Interaktion von Protein und Ligand mit dem Solvens im gebundenen und freien

Zustand gelangt man zu einer Abschitzung der Solvatisierungsenergie AH . Deutlich schwieriger

zu berechnen ist hingegen der Entropieterm AS, ;..

1.3 Konformationsanalyse von Oligosacchariden

Wie im Abschnitt 1.2.4 bereits erldutert wurde, ist zur Berechnung von AH|

conform

und A8y, eine

Konformationsanalyse des Oligosaccharid-Liganden durchzufiihren. In diesem Abschnitt sollen kurz
die wesentlichen Methoden vorgestellt und ihre Grenzen aufgezeigt werden. Reviews zu diesem

Thema finden sich in [97,128]. Die Grundlagen der zur Konformationsanalyse verwendeten Kraft-
feld-Methoden sind ausfiihrlich beschrieben in [129-131].

Jede Monosaccharid-Einheit besitzt normalerweise sechs frei drehbare Torsionswinkel. Geht man von
drei stabilen Einstellungen fiir jeden Torsionswinkel aus (-60°, +60° und 180°), so ergeben sich theo-

retisch fiir ein Monosaccharid bereits 3° = 729 stabile Konformationen. Fiir ein Disaccharid sind

bereits 531441 und fiir ein Trisaccharid die unvorstellbar groffe Anzahl von 4- 108 stabile Konforma-
tionen denkbar. Diese Zahlen machen deutlich, daf§ eine vollstindige Konformationsanalyse durch
systematisches Absuchen des Konformationsraumes fiir alle exocyclischen Torsionswinkel bereits
beim Trisaccharid technisch nicht mehr durchfiihrbar ist.

Die wichtigsten, die Topologie eines Oligosaccharids bestimmenden, Torsionswinkel sind die glycosi-
dischen Winkel @ und ‘P, fiir (1-6)-Verkniipfungen noch zusitzlich ® [103] (vgl. Abb. 6). Daher
beschrinkt man sich bei der systematischen Konformationsanalyse von Oligosacchariden meistens auf
diese drei Torsionswinkel.

Zum Aufspiiren lokaler Minima im ®/¥-Koordinatensystem (®/¥-Raum) werden traditionell meist
Grid-Search-Methoden verwendet. Bei der Generierung sogenannter ,,Rigid-Maps®“ werden die ®/'V-
Winkel systematisch variiert und die Energie der erhaltenen Konformation als Funktion von ®/¥
aufgetragen. Durch Energieminimierung aller Freiheitsgrade der erzeugten Strukturen aufler @ und
W erhilt man ,Relaxed Maps®. Oft werden fiir jeden ®/'¥-Gridpunkt noch weitere Freiheitsgrade
(z.B. die Hydroxymethylgruppen) systematisch variiert und minimiert und man erhilt dadurch meh-
rere Relaxed ®/'Y-Maps. Ermittelt man nun fiir jeden ®/¥-Gridpunkt die Konformation mit der
niedrigsten Energie, so erhilt man eine sogenannte ,,Adiabatic Map“ [132-134]. Eine spezielle Art der
Grid-Optimierung stellt die Optimierung der ,Nichtgrid-Freiheitsgrade® (z.B. OH-Gruppen) durch
yrandom walk“ dar (RAMM) [135].



Einleitung 10

Das Problem bei Grid-Search-Methoden ist, daf§ die Zahl der zu generierenden Strukturen exponen-
tiell mit der Zahl der zu rotierenden Torsionswinkel ansteigt. Um im ®/%¥-Raum lokale Minima mit
einer ausreichenden Aufldsung zu identifizieren, miissen die ®/'P-Winkel maximal in 20°-Schritten
inkrementiert werden. Fiir eine Relaxed ®/'W-Map eines Disaccharids sind daher 18 x 18 = 324
Strukturen zu erzeugen und zu minimieren. Rotiert man noch die beiden Hydroxymethylgruppen in
120°-Schritten (gg, gt, tg; vgl. Abb. 7) um eine adiabatische Karte zu erhalten, so erhéht sich die Zahl
der zu minimierenden Strukturen auf 324 x 3 x 3 = 2916. Dies ist noch problemlos innerhalb weni-
ger Stunden (CPU-Zeit) durchzufiihren. Bei einem Trisaccharid wird dies mit 2 834 352 zu erzeugen-
den und zu minimierenden Strukturen schon schwierig. Bis zum Konvergenzkriterium von 0.001
kcal/A sind fiir ein Trisaccharid im Mittel ca. 3000 Minimierungsschritte notwendig (Sialyllactose,

CVFE g=4), d.h. zur Berechnung der Adiabatic Map eines Trisaccharids sind ca. 1010 Energieberech-
nungen durchzufiihren. Eine moderne Workstation wiirde hierzu ca. 1 Jahr CPU-Zeit benétigen.
Schon allein der benétigte Festplattenspeicher macht die Berechnung einer Adiabatic Map in der
beschriebenen Weise fiir ein Trisaccharid praktisch nicht durchfiihrbar.

Zur Konformationsanalyse von Oligo- oder Polysacchariden werden diese daher in Disaccharid-Ein-
heiten zerteilt und diese einzeln analysiert [97,136]. Aus den globalen ®/'¥-Minima der einzelnen
Disaccharid-Einheiten wird anschliefend das globale Minimum des Oligosaccharids zusammenge-
setzt. Der Nachteil der Disaccharid-Methode zur Analyse von Oligosacchariden ist, daf§ man aus den
erhaltenen ®/'¥-Maps der Dissacharid-Einheiten keinerlei Informationen iiber Wechselwirkungen
nicht direkt miteinander verbundener Monosaccharid-Einheiten erhilt. Aus der Kombination der
globalen Minima der Disaccharid-®/%W-Maps zu einer einzigen Oligosaccharidkonformation muf$
sich nicht zwangsweise die energiedrmste Struktur ergeben, da durch interresiduale Wechselwirkun-
gen eventuell ganz andere ®/'Y-Kombinationen stabilisiert werden kénnen. Weiterhin ist die Konfor-
mationsanalyse von komplexeren Oligosacchariden mit Verzweigungen aufgrund der vielen sich
ergebenden Disaccharid-Einheiten sehr uniibersichtlich.

Eine spezielle Version der Konformationssuche stellt der CICADA'-Ansatz (Heuristic Search) dar
[103,137,138]. Dabei werden ausgewihlte Torsionswinkel unabhingig voneinander systematisch
inkrementiert und die neu erzeugte Struktur anschliefend minimiert, wobei der zuvor inkrementierte
Torsionswinkel wihrend der Minimierung festgehalten wird. Wird ein lokales Minimum gefunden,

so wird dieses, sofern es vorher noch nicht gefunden wurde?, gespeichert und dient als Startstrukeur
fiir die weitere Konformationssuche. Fiir eine CICADA-Suche mit 5-8 Torsionswinkeln, die inkre-
mentiert werden, sind durchschnittlich 20000 bis 30000 Strukturen zu minimieren, bis keine neue
Struktur mehr gefunden wird.

Metropolis-Monte-Carlo-Methoden (MMC) [139] werden zur Konformationsanalyse von Oligosac-
chariden selten angewandt [97]. Bei MMC werden die @, ¥ und o-Winkel einer Ausgangsstruktur in
einem bestimmten Inkrement-Bereich (+20°) zufillig variiert. Ist die Energie der neu generierten
Strukeur £, kleiner oder gleich der Energie der Ausgangsstruktur £, so wird die neu generierte
Struktur als Ausgangsstrukeur fiir den nichsten Schritt akzeptiert. Ansonsten wird aus der Energiedif-
ferenz (AE = E,_ -E,;,) der Boltzmann-Faktor exp(— AE/RT) berechnet und mit einer Zufallszahl zwi-
schen 0 und 1 verglichen. Ist der Boltzmann-Faktor grofler als die Zufallszahl, dann wird die Struktur
ebenfalls als neue Startstruktur akzeptiert. Wiederholt man diese Prozedur mehrere hundertausend
mal, so erhilt man ein Ensemble, das einer Boltzmann-Verteilung der Konformationen fiir die ver-

1. CICADA = Channels in Conformational Space Analysed by Driver Approach
2. Zwei Strukturen werden als verschieden voneinander betrachtet, wenn sie sich in mindestens einem Torsionswinkel um >
30° unterscheiden.
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wendete Temperatur entspricht. Das fiir MCC-Simulationen von Kohlenhydraten meistens verwen-

dete Programmpaket GEGOP [140-142] basiert auf einem HSEA-Kraftfeld' und liefert daher nur

einen groben Ansatz zur Berechnung der Energie.

Mixed Mode Monte Carlo / Stochastic Dynamics (MC/SD) [143] wurde ebenfalls schon fiir Disac-
charide getestet [144]. Die CPU-Zeiten betrugen 28 h fiir 1 ns MC/SC mit GB/SA-Solventmodell
(MACROMODEL [145]).

Eine weitere Methode zur Konformationsanalyse von Oligosacchariden ist die Durchfiihrung von
Molekiildynamik-Simulationen (MD-Simulationen) [146,147]. Der wesentliche Vorteil der Methode
liegt darin, dafl sich zeitabhingige molekulare Eigenschaften analysieren lassen und die Konformati-
onsanalyse unter Einbeziehung von Solvensmolekiilen erfolgen kann. Dies ist bei Grid-Search-

Methoden nicht und bei MMC-Methoden nur bedingt mé’)glich.2

Die momentan iiblichen Simulationszeiten bzw. -perioden bei MD-Simulationen bewegen sich im
Bereich von maximal einigen Nanosekunden (ns) [148,149]. Bei den in der Literatur beschriebenen
MD-Simulationen von Kohlenhydraten handelt es sich meist um Simulationen, die bei einer Simula-
tionstemperatur von 300 K durchgefiihrt wurden [58,70,149-155]. Der Nachteil von MD-Simula-
tionen bei Raumtemperatur liegt darin, dafl extrem lange Simulationszeiten von mehr als 100 ns
[152] erforderlich sind um die Rotationsbarrieren zu iiberwinden, wie sie bei den @, ¥ und Hydroxy-
methylgruppen (®) vorliegen (>4 kcal/ mol)?. MD-Simulationen bei 300 K sind daher zur Konforma-
tionssuche im ®-¥-m-Raum nicht geeignet. Sie lassen sich jedoch zum Studium des dynamischen
Verhaltens innerhalb einzelner lokaler ®@-¥--Minima sehr gut einsetzen [156].

Es gibt zwei Ansitze um das Problem der hohen Energiebarrieren zu umgehen: erstens man erniedrigt
die Energiebarrieren durch Anlegen eines negativen Zusatzpotentials (Umbrella Sampling) [157] oder
man erhéht die Simulationstemperatur. Beispiele fiir den erfolgreichen Einsatz von Hochtemperatur-
MD-Simulationen zur Konformationsanalyse finden sich in [158-161].

1.4 MD Simulationen - Theorie

Die moderne Kristallstrukturanalyse liefert nur ein statisches Bild der Molekiile. Fiir das Verstindnis
vieler biologischen Funktionen ist jedoch die Kenntnis des dynamischen Verhaltens der Molekiile
(Konformationsinderungen, intermolekulare St68¢) wichtige Vorraussetzung. Diese Informationen
lassen sich durch NMR-Methoden oder Molekiildynamik-Simulationen (MD-Simulationen) erhal-
ten. MD-Simulationen finden daher zur Simulation von Biomolekiilen eine breite Anwendung
[146,162-169]. Zur Optimierung von Kristallstrukturen oder NMR-Strukturen werden sie standard-
miflig in Form einer als ,,Restrained Molecular Dynamics® bezeichneten Variante eingesetzt [170-
172].

Theoretische Grundlage [129,131] einer MD-Simulation bildet die Newtonsche Bewegungsglei-
chung (Gleichung 9). Danach erfihrt ein Atom 7 der Masse 7;, auf das zum Zeitpunkt # eine Kraft

F(t) wirke, eine Beschleunigung ,(2).

1. HSEA = Hard Sphere Exo Anomeric

2. Der Grund hierfiir sind Probleme bei der Minimierung des Solvens. Durch die abrupte systematische bzw. zufillige
Anderung der Atomkoordinaten des Systems wird die Solvensstruktur so stark gestort, dafl sie durch eine einfache Mini-
mierung nicht mehr regeneriert werden kann. Die erhaltene Energie des Systems hat daher keine Aussagekraft. Weiterhin
kann es zu Atomiiberlappungen kommen, die teilweise zu irreversiblen Artefakten bei der Minimierung fithren kénnen.

3. Die Wahrscheinlichkeit bzw. Geschwindigkeit, mit der ein Ubergang tiber eine Energiebarriere von 4 kcal/mol bei 300K

erfolgt, liegt nach Arrhenius (Gleichung 36) bei ca. 1 Ubergang pro Nanosekunde (A = 1012 s_l).
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oV 7
T 0t
Fit): Kraft auf das Atom 7 zum Zeitpunke ¢
m;: Masse des Atoms i
a,t): Beschleunigung, die das Atom 7 zum Zeitpunke

t erfihrt
r; Koordinaten des Atoms 7
V: Potentielle Energie

Die Abhingigkeit der potentiellen Energie V' von den Koordinaten 7 eines Systems wird durch ein
sogenanntes Kraftfeld beschrieben. Das in dieser Arbeit am hiufigsten verwendete Consistent-Valence
Forcefield (CVFF) [173,174] (Gleichung 10) berechnet die Valenzenergie aus Diagonal-Termen fiir
Bindungslinge (), Bindungswinkel (0), Torsionswinkel (¢) und Out-of-Plane-Energie (y). Weiter-

hin enthilt es noch Kreuz-Terme (X)! um die Abhingigkeiten zwischen Bindungswinkel, Bindungs-
lingen und Torsionswinkel zu beriicksichtigen. Die nichtbindenen Wechselwirkungen werden in van-
der-Waals-Wechselwirkungen (Lennard-Jones-Potential) und elektrostatische Wechselwirkungen
(Coulomb-Term) aufgeteilt. Es gibt keinen speziellen Term fiir Wasserstoftbriickenbindungen (H-
Briicken), da diese bereits durch die Coulomb- und vdW-Terme beschrieben werden. Alternativ zum
Morse-Potential (Gleichung 10, erster Term) kann man auch ein harmonisches Potential der Form

%k(b —by)® zur Beschreibung der Streckschwingungen zwischen zwei Atomen wihlen.

V=>D1l-¢ (10)
b

]+ZH9(9 0 ) +ZH [1+sCOS(n(p)]+z
_2 6) Z@_Z

Tiefe des Potentialminimums fiir das Morse-
Potential (Dissoziationsenergie) bzw. Lennard-

Jones Potential

Konstante a= (k/ZDb)]/Z 129]

o:
6 : Bindungslinge, -winkel
o : Torsionswinkel
7 : Abstand zweier Atome
H : Kraftkonstanten
g; : (Partial-) Ladung des Atoms 7
& : Dielektrizititskonstante

Die Newtonschen Bewegungsgleichungen sind deterministisch, d.h. kennt man die Position der
Atome und ihre Geschwindigkeit zum Zeitpunkt # so kann man ihre Position und Geschwindigkeit
zum Zeitpunkt (#+A#) berechnen. Einer der am hiufigsten hierzu verwendeten Algorithmen ist der
Verlet Velocity Integrator (Gleichungen 11 bis 13). Ein Schliisselparameter hierbei ist die Wahl des
Integrationszeitschritts Az. Um die Linge einer MD-Simulation moglichst grofi, die dafiir benotigte
Rechenzeit jedoch kurz zu halten, ist ein moglichst grofler Zeitschritt Az notwendig. Andererseits ver-
ursacht ein zu grofler Zeitschritt Instabilitit und Ungenauigkeit bei der Integration.

1. Zur genauen Definition der Kreuzterme siche DISCOVER 2.9.7 User Guide, Part 1 (1995) S. 3-7
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Um einen Schwingungsvorgang ausreichend gut zu beschreiben, ist es notwendig 8-10 Datenpunkte
innerhalb einer Schwingungsperiode zu erfassen. Die CH-Streckschwingung hat eine Frequenz von

ca. 10" s und ist die schnellste Schwingung, die bei MD-Simulationen zu beriicksichtigen ist. Die

Grofe des Zeitschritts At ist daher auf maximal 107 s (1 Femtosekunde) beschrinkt. Weiterhin
hingt die Wahl des angemessenen Zeitschritts vom verwendeten Integrator ab.

Atz-al-(t)
r(t+Ar) = ri(t)+At-vi(t)+——2—— (11)
a(t+Ar) = F(t+ At)/m; (12)
o6+ A) = vl-(t)+At. [a(2) + at+ Ar)] (13)

2

7(t) : Atomkoordinaten von Atom 7 zum Zeitpunke ¢
v; (1) : Geschwindigkeit von Atom 7 zum Zeitpunkt
a; (t) : Beschleunigung von Atom 7 zum Zeitpunk ¢
F; (¢) : Kraft auf Atom 7 zum Zeitpunke ¢

m; : Masse von Atom 7

Ein zweiter wichtiger Parameter bei der Durchfiihrung einer MD-Simulation ist die Festlegung einer
geeigneten Simulationstemperatur. Die Anfangsgeschwindigkeit eines Atoms v;(z,) wird zufillig aus
der Maxwell-Boltzmannschen Geschwindigkeitsverteilung fiir die eingestellte Simulationstemperatur
ausgewihlt. In der ersten Phase der MD-Simulation (Equilibrierungsphase) miissen die einzelnen
Geschwindigkeiten der Atome noch so aufeinander abgestimmt werden (Velocity Scaling), daf§ die
einzelnen Geschwindigkeiten aller Atome des Systems zusammen einer Gleichgewichtsverteilung ent-
sprechen. Im Gleichgewicht ist die mittlere kinetische Energie des Systems 3/2 Nk7, wobei N die
Zahl der Atome, £ die Boltzmannkonstante und 7 die thermodynamische Temperatur ist.

In der, sich der Equilibrierungsphase anschliefenden, Sampling-Phase (Data Collection Period) wird
die Temperatur durch Kopplung des Systems mit einem Temperaturbad konstant gehalten [175].

Die zeitliche Abfolge der Koordinaten und der Geschwindigkeiten der Atome wihrend einer MD-
Simulation nennt man Trajektorie.

Ublicherweise werden MD-Simulationen bei konstanter Temperatur und konstantem Volumen
durchgefiihrt (NVT-Ensemble, kanonisches Ensemble). Bei MD-Simulationen im Vakuum, d.h.
ohne Anwendung von Periodic Boundary Conditions (PBC), ist der Druck und das Volumen des
Systems nicht definiert.
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2 Allgemeine Definitionen und Grundlagen

2.1 Wichtige Strukturparameter eines Oligosaccharids

2.1.1 Ubersicht

Abb. 6: Wichtige Strukturparameter eines Oligosaccharids am Beispiel von Sialyl-Lewis™ .
Fuc = L-Fucopyranose; Gal = D-Galactopyranose, GIcNAc = 2-Acetamido-2-Deoxy-D-Gluco-
pyranose, Neu5Ac = N-Acetyl-D-Neuraminsiure (Sialinsiure)

2.1.2 Stellung der Hydroxymethylgruppe - Definitionen

g8 HO_ -60°
C4 05 C4 Q) 05

tg gt

H5 H5
Bezeichnung der H-Atome am C6  Orientierung der OH-Gruppe Torsionswinkel ®

Abb. 7: Stellung der Hydroxymethylgruppe (Blickrichtung entlang der C5-C6-Bindungsachse).
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Die Stellung der Hydroxymethylgruppe wird durch die zwei Buchstaben ,,g“ und ,,t“ gekennzeichnet
(g = gauche, t = trans). Dabei wird zuerst der Torsionswinkel O5-C5-C6-O6 und anschlieflend C4-
C5-C6-0O6 betrachtet. Definiert man den Torsionswinkel @ durch O5-C5-C6-O6, so ergibt sich ,,tg”
~ 180°, ,gg“ ~ -60° und ,,gt“ = +60°

2.1.3 Systematische Aufteilung eines Kohlenhydrats in funktionelle Untereinheiten

Zur Identifizierung bestimmter funktioneller Atomgruppierungen, vor allem im Hinblick auf die
Interaktionsanalyse (vgl. Abschnitt 5.2.4), ist es notwendig, das Kohlenhydrat systematisch durch
einen vierziffrigen Code in Untereinheiten (Residues) aufzuteilen. Hierzu wurde eine spezielle
Nomenklatur entwickelt, die es erlaubt die Position eines Residues anhand seiner Benennung zu loka-
lisieren. Dazu wird den Monosacchariden zuerst willkiirlich ein Einbuchstaben-Code zugewiesen
(vgl. Abb. 8), der sich am Namen der Monosaccharid-Einheit orientiert (Sia =“S%, Gal >“G*, Glc
—“L%, Fuc >“F“). Im zweiten Schritt erfolgt eine Einteilung des Monosaccharids in funktionelle
Untereinheiten derart, daf§ der zentrale Baustein (Core) die Kennung ,,0“ erhilt. Als zentraler Bau-
stein bei Zuckern wird ,H5-O5-C1-O-CX-HX" definiert, wobei , X die Verkniipfungsposition der
glycosidischen Bindung ist. Die Bezifferung der restlichen Residues richtet sich nach der Numerie-
rung des Basis-C-Atoms (Bsp.: Fucose: F2A0 = H2-C2-O2-OH2). Besteht ein Substituent aus meh-
reren funktionellen Untereinheiten, so wird die sequentielle Abfolge durch die Buchstabenfolge
A,B,C.... codiert, beginnend mit dem Residue, der das Basis-C-Atom enthilt [Bsp. N-Acetyl=Amid-
gruppierung (L2A0 = H2-C2-NH-C=0) + Methylgruppe (L2B0 = CHj;)]. Die vierte Ziffer ist fiir
weitere Unterverzweigungen des Substituenten reserviert. Ist keine weitere Verzweigung vorhanden,
so erhilt der Residue als vierte Ziffer eine Null zugewiesen.

Abb. 8: Systematische Einteilung eines Oligosaccharids in Residues am Beispiel von Sialyl-

Lewis®
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2.2 Conformational Analysis Tools (CAT2000)

Programme zur Analyse von MD-Simulationen wie z.B. das Analysis-Modul von INSIGHT 11"
beschrinken sich meist auf die Visualisierung der wihrend der MD-Simulation gespeicherten Struk-
turen (Frames, Snapshots) sowie auf die Darstellung der Trajektorien von Systemenergien und Struk-
turparametern wie Atomabstinde und Torsionswinkel (vgl. Abb. 9). Traditionell werden daher die
Ergebnisse einer MD-Simulation wie Anzahl der auftretenden Konformationen, Lebensdauern von
®—,¥— oder ® -Rotameren, Flexibilititen, Lebensdauern von H-Briicken, usw. direkt anhand der
entsprechenden Trajektorien diskutiert [28,149,150,152,154,176-178]. Trajektorien sind jedoch nur
solange manuell (z.B. durch ,Auszihlen®) analysierbar, wie nur wenige Ereignisse (z.B. Konformati-
onsiiberginge) innerhalb der Simulationsperiode stattfinden.

Die in der Literatur bis jetzt publizierten Trajektorien von Oligosacchariden iiberspannen eine Simu-
lationsperiode von maximal 10 ns. Innerhalb dieser Zeitperiode erfolgen z.B. nur wenige Hydroxy-
methyl-Rotamereniiberginge (vgl. Abb. 9, oben), so daf§ diese Torsionswinkel-Trajektorie noch gut
tiberschaubar ist. Trajektorien mit nur wenigen Ereignissen sind jedoch in ihrer Aussagekraft duflerst
limitiert, da keine statistische Signifikanz der Ergebnisse aufgrund der wenigen Beobachtungen zu
erwarten ist. Mittlerweile sind durch den Einsatz von Hochleistungsrechnern MD-Simulationen mit
Simulationsperioden bis in den Mikrosekundenbereich méglich (vgl. Abb. 9, unten). Die zugehori-
gen Trajektorien lassen sich nicht mehr durch einfaches Betrachten oder Auszihlen analysieren, die
Zuhilfenahme einer leistungsfihigen Analysesoftware ist unumginglich.

Da zum Zeitpunkt des Beginns dieser Arbeit (1996) keine kommerziell erhiltliche Analysesoftware?

240+
180
120

ol []
D
o
L

T T

T T T
170 175 180 185 190x10°
Zeit [ps]

ol [7]

3
-
£ =

S L TR AT Y IR N R TR IRTIR I T R YT R
-120 : S
O{O 012 0{4 0{6 018 I 1i2 1{4 116 118 2.0xl'l O6

1.0
Zeit [ps]

Abb. 9: Beispiel einer Trajektorie eines Torsionswinkels (Hydroxymethylgruppe) (B-Maltose,
G560, T=300K, ¢ = 2 ps, Ausschnitt: 20 ns)

1. BIOSYM/MS]I, San Diego
2. Nichtkommerzielle oder sogenannte ,In House Software® konnte nicht vollstindig tiberpriift werden, da iiber deren
Funktionalititen oft nichts publiziert ist.
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bekannt war, die z.B. Konformationsiiberginge oder Wechselwirkungsenergien basierend auf einer

grofien Anzahl von Konformationen (> 10%) analysieren konnte, bestand die erste Aufgabe darin, eine
entsprechend leistungsfihige Software zur Analyse von MD-Trajektorien selbst zu programmieren.
Das Ergebnis einer mehr als dreijihrigen Entwicklungszeit ist das Programm CAT2000 (,,Conforma-
tional Analysis Tools“). Es handelt sich hierbei um eine Sammlung von mehr als 200 Funktionen zur
Konformationsanalyse. Komplexe Analysesequenzen lassen sich mit Hilfe der integrierten CAT Script
Language (CSL) entweder im Batchmodus (automatisch) oder iiber Meniis (interaktiv) durchlaufen.
CAT2000 besitzt kein GUI (Graphical User Interface) und liuft momentan ausschlief8lich unter
UNIX (IRIX, AIX, LINUX).

Viele der Funktionen von CAT2000 sind auch in anderen allgemeinen Datenanalyse-Programmen
wie SPSS, SAS, MATLAB, usw. vorhanden, im Gegensatz zu CAT2000 bieten diese Programme
jedoch keine Méglichkeit Struktur-Archive (xyz-Koordinaten) direkt zu analysieren. CAT2000 bietet
neben einfachen Funktionen wie deskriptive Statistik (SANALYSE_STATISTIC), Populationsanalyse
(SANALYSE_POPULATION) oder Datentransformation ($TRANSFORM_COLUMNYS) auch
komplexe Funktionen zur Gruppierung ($CREATE_GROUPS) bzw. zum Clustern der Daten
($FIND_CLUSTERS). Hinzu kommen Funktionen zur Analyse von Konformationsiibergingen
(PANALYSE_TRANSITIONS) und zur Interaktionsananalyse (SANALYSE_INTERACTION).
Weiterhin sind viele praktische Funktionen, wie die Anpassung der Torsionswinkelskala
($OPTIMIZE_TORSION_SCALE) oder die Berechnung von relativen Werten
($CALC_DELTA_REE $CALC_DELTA_MIN) vorhanden. Die komplette Aufzihlung und

Beschreibung der Funktionen wiirde den Umfang dieser Arbeit sprengen, daher sei auf das CAT-Refe-

renzhandbuch verwiesen'.

High-Performance Computing High-Performance Analysis

I 0 Simulationsprotokoll

! I >PAVDO ebelln

I | Listen

0 I

! i
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' IBM SP2 1 Strukturarchiv

i i -

I 78Prozessoren, davon 10 Prozessoren I e
Klusiv fiir DISCOVER T e

1 & .
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Diagramme <s—{ Graphiksofoware |<tt— Ergebnisse
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Abb. 10: Einbindung von CAT2000 in die technische Abfolge (Workflow) einer Konformati-

onsanalyse basierend auf gr oflen Datenmengen (Geschitzter Durchsatz: bis zu 10° Konformationen / Tag).

1. Aktuelle Informationen zu CAT2000 sind unter http://www.martin-frank.de abrufbar.
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2.3 Gridbasierte statistische Analyse von molekularen Grofien

2.3.1 Definition eines Grids

Unabhiingig davon, welche Methode man zur Konformationssuche (Conformational Search) anwen-
det, das Resultat ist immer ein Satz von Strukturen (Molecular Ensemble), deren xyz-Atomkoordina-
ten in einem (Struktur-)Archiv gespeichert sind und/oder Tabellen (Datensitze) in denen jede Zeile
eine Struktur (Beobachtung, Frame) reprisentiert und in den Spalten die einzelnen zugehérigen
Variablen (Energiewerte, Torsionswinkel, Abstinde, xyz-Koordinaten, usw. ) gespeichert sind. Die
Werte der einzelnen Variablen werden entweder direkt wihrend der Konformationssuche berechnet
oder nachtriglich aus dem Struktur-Archiv.

Bei fast allen anfallenden Daten handelt es sich um stetige Daten, d.h. sie konnen jeden beliebigen
Zahlenwert innerhalb eines gegebenen Intervalls annehmen. Zur statistischen Analyse der Daten ist es
oft notwendig die Frames hinsichtlich einer oder mehrerer Variablen zu gruppieren. Dazu werden die
stetigen Daten der Variablen, die gruppiert werden sollen (Gridvariablen) in ein Raster (Grid) einge-
ordnet (vgl. Abb. 11). Jeder Rasterbereich (Gridgruppe) wird durch eine eindeutige Bezeichnung
(Grid-Gruppen-Code, GG-Code) indiziert'. Zur Bezeichnung der einzelnen Intervalle werden ent-
weder die Intervallgrenzen angegeben (Bsp.: [15, 25]) oder, sofern wie im vorliegenden Fall, die Inter-
vallbreite iiber den gesamten Wertebereich der Variablen konstant ist, der Mittelwert des Intervalls

(Gridkoordinaten, 1D-GG-Code). Im Fall des eindimensionalen Grids ist die Gridkoordinate auch
gleichzeitig der GG-Code.

Gridgruppe (-110) , Wertebereich der Gridgruppe = [-120,-100]

=
o
o

MeRvariable
[ee]
o

0 — 1 1 1 1 1 1
-120 -100 -80 -60 -40 -20 O 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
Gridvariable

Abb. 11: Definition eines eindimensionalen, regelmifligen Grids. Bsp. Gridvariable = Torsionswin-
kel, Wertebereich des Grids = [-120°, 240°], Intervallbreite = 20°, Mef3variable = Energie. Jeder
Punkt reprisentiert eine Beobachtung (Frame). Alle Punkte, die zwischen zwei senkrechten Linien
liegen, gehoren zu derselben Gridgruppe.

1. Daten, die eine Gruppe identifizieren zu der ein Frame gehért, nennt man nominale Daten
2. Im Programm CAT 2000 wird der GG-Code in speziellen Gruppierungsspalten eingetragen.
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Ein Grid kann im Prinzip beliebig viele Dimensionen besitzen. Ein mehrdimensionales Grid setzt
sich aus den eindimensionalen (1D-) Grids der einzelnen Gridvariablen zusammen. Eine Gridgruppe
in einem mehrdimensionalen Grid ist durch die Gridkoordinaten (1D-GG-Codes) der einzelnen 1D-
Grids der Gridvariablen definiert. Die Bezeichnung der Gridgruppen (GG-Codes) eines mehrdimen-
sionalen Grids hat keine anschauliche Bedeutung; daher werden die Gridgruppen normalerweise
sequentiell durchnumeriert (siche Abb. 13). Ausgehend von der Gruppierung der Daten kann nun
fiir jede Gridgruppe ein statistischer Wert (Population, Mittelwert und Standardabweichung einer
Mef3variable, usw.) berechnet werden, der als Ergebnis der Analyse stellvertretend fiir die ganze Grid-
gruppe steht (Gridgruppen-Ergebniswert, Eigenschaft der Gruppe). Mit der Gruppierung der Daten

in Gridgruppen werden stetige Daten in Pseudo-Zustinde', fiir die mittels der statischen Analyse
mittlere ,molekulare Eigenschaften® berechnet werden koénnen, tiberfiihrt.

Ein spezielles Struktur-Ensemble wird durch einen Grid-Search erzeugt. Hierbei haben die Gridvaria-
blen von vornerein nominale Werte. Man unterscheidet:

~Rigid Grid*: Ein Satz von Strukturen, der durch systematische Variation der Gridvariablen erzeugt
wurde.

»Relaxed Grid*: Ein Satz von Strukturen, der durch Energieminimierung eines ,Rigid Grid“ mit
fixierten Werten fiir die Gridvariablen erhalten wurde.

wAdiabatic Grid": Fiir jeden Gridpunkt wird nur die Struktur mit der geringsten Energie betrachtet.

2.3.2 Hiufigkeitsverteilungen

Eine wichtige Anwendung grid-basierter statistischer Analysen ist die Berechnung von Hiufigkeits-
verteilungen. Um z.B. die Energieverteilung innerhalb eines Ensembles zu analysieren, ist es notwen-
dig, den gesamten Wertebereich (z.B. 150 kcal/mol) tiber den sich die Energie erstreckt in
regelmiflige, kleinere Intervalle (z.B. 10 kcal/mol) aufzuteilen und die Anzahl der Strukturen zu

S R S I A Energiewerte der

T T T T T T T T T T T T T Cinzelnen Strukturen
15 25 35 45 55 65 75 85 95 105 115 125 135 145 155
Energie [kcal/mol]

D
o

S 40
Elzof Hiufigkeitsverteilung
ol der Energie
Energie [kcal/mol] - - - - -
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110120 130 140 150 Gruppenbezeichnung

,Gridkoordinaten®, ,,(1D-)GG-Code“

Abb. 12: Berechnung einer Hiufigkeitsverteilung (1D Histogramm) der Systemenergie als Beispiel
tur die Anwendung eines eindimensionalen, regelmifligen Grids.

1. Verwendet man interne Koordinaten als Gridvariablen, so reprisentieren die Gridgruppen Konformationen. Die Bezeich-
nung ,,Gridgruppen® wird im Rahmen dieser Arbeit fiir alle Konformationen, deren Definition (Gruppierung) basierend
auf Torsionswinkeln erfolgt ist, verwendet.
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xy-Plot der Originaldaten 2D Histogram (3D-Plot)
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Abb. 13: Berechnung einer korrelierten Hiufigkeitsverteilung (2D Histogramm) zweier Torsions-
winkel als Beispiel fiir die Anwendung eines zweidimensionalen, regelmifSigen Grids.

bestimmen, deren Energie in den Wertebereich der einzelnen Intervalle fille (Abb. 12). Da hier nur
eine Gridvariable vorliegt, bildet ein eindimensionales, regelmifliges Grid die Basis der Analyse. Das
Ergebnis der statistischen Analyse (Gridgruppen-Ergebniswert) ist die Population eines Gridpunkts.
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Abb. 14: 2D Diagramme einer korrelierten Hiufigkeitsverteilung (2D Histogramm) zweier Torsi-
onswinkel als Beispiel fiir die Anwendung eines zweidimensionalen, regelmifSigen Grids.

A: Image Plot (Igor Pro, Wavemetrics); B: gefiillter Contour-Plot (DeltaGraph Pro, SPSS)
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Um z.B. zu priifen, ob es bestimmte Kombinationen zweier Gridvariablen A und B (z.B. zweier Tor-
sionswinkel) gibt, die besonders hiufig im Ensemble vorhanden sind, werden die Daten der Gridva-
riablen in ein zweidimensionales Grid eingeordnet (siche Abb. 13) und fiir jede (zweidimensionale)
Gridgruppe die Population bestimmt.

Die graphische Darstellung gridbasierter Analysen beschrinkt sich auf maximal dreidimensionale
Grids (Volumenplots, Isosurface-Plots — 4D-Plots: drei Gridvariablen, ein Ergebniswert), wobei in
der Praxis normalerweise nur maximal zweidimensionale Grids graphisch in Form sogenannter Con-
tour- oder Héhenlinien-Diagramme Verwendung finden. Eine Alternative stellen sogenannte Image-
oder Pixel-Plots dar bei denen jeder Gridpunkt eine der Grof3e des Ergebniswerts entsprechende Farb
codierung zugewiesen bekommt (siche Abb. 14).

2.3.3 Energie-Grids

Ein weiteres wichtiges Anwendungsgebiet gridbasierter statistischer Analysen stellt die Generierung
von Energieprofilen oder Energiemaps dar. Hierbei sind die Gridvariablen meist ein oder zwei Torsi-
onswinkel. Als Gridgruppen-Ergebniswert wird dann entweder das Minimum (Minimum-Methode,
Adiabatic Grid) oder der Mittelwert aller zu einer Gridgruppe gehérenden Energien berechnet. Die
Verwendung des Energiemittelwertes bietet sich vor allem bei Molekiildynamik-Daten an, da hier
grofle Fluktuationen in den Energien auftreten und das Energieminimum damit sehr anfillig gegen

Ausreifler ist (siche Abb. 15).

xy-Plot der Originaldaten
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Mittelwert-Profil

10

Energie [kcal/mol]

&

Minimum-Profil

Torsion []

Abb. 15: Berechnung eines Energieprofils aus Molekiildynamik-Daten (300 K).
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2.3.4 Uberfiihrung von Populations-Grids in Energie-Grids (Freie Gridgruppen-Energie)

Selbst wenn man fiir eine Gridgruppe die Minimumenergie
reproduzierbar bestimmen kann, liegt ein entscheidender
Nachteil der in Abschnitt 2.3.3 beschriebenen Minimum-
Methode in der Tatsache, daf$ voneinander verschiedene
Strukturen einer Gridgruppe, die nur eine geringfiigig hohere
Energie als das Gridgruppen-Minimum besitzen, bei der Ana-
lyse und damit bei der energetischen Betrachtung des Ensem-
bles nicht beriicksichtigt werden. Dies ist nur dann korreke,
wenn die Energieverteilung innerhalb der Gridgruppe fiir jede /47
Gridgruppe dieselbe ist. Fiir den Fall, daf§ die Energien der

verschiedenen Gridgruppen-Strukturen bei einer Gridgruppe
sehr nahe beieinander und bei einer anderen sehr weit ausein-
ander liegen (vgl. Abbildung rechts), sollte sich dieses in der Population der Gridgruppe bemerkbar
machen. Sehr nahe beinander liegende ,,Energieniveaus® bedeutet, dafl die Zahl der energetisch
zuginglichen ,Realisierungsméglichkeiten® und damit die Entropie (vgl. Gleichung 7) fiir eine Grid-
gruppe zunimmt, was zu einer Erniedrigung der Freien Energie fiir diesen Gridpunkt fiihren sollte.

Gridgruppe Gridgruppe

Energie

>
o

Energieniveau

Aus der Boltzmann-Gleichung 14 folgt, daff jeder Gridgruppe anhand ihrer relativen Population zu
einer Referenz-Gridgruppe eine Energiedifferenz zugeordnet werden kann.!

7.
AE=E —FE, of = —kTIn— ,Freie Gridgruppen-Energie® (14)
n ref

E;: Energie der Gridgruppe i
E,p  Energie der Referenz-Gridgruppe
n;:  Zahl der Strukturen, die zur Gridgruppe i geho-
ren
Moot Zahl der Strukturen, die zur Referenz-Grid-
gruppe gehdren
k:  Boltzmann-Konstante
T: Temperatur [K]

Im Rahmen dieser Arbeit werden die Energien immer relativ zur Gridgruppe mit der gréf3ten Popula-
tion (globales Minimum) berechnet [,,Freie Gridgruppen-Energie“ (FGE)]. Voraussetzung der
Methode ist, erstens sicherzustellen, dafl sich innerhalb der Nichtgrid-Variablen ein thermisches
Gleichgewicht eingestellt hat, d.h. dafl sich die Gridgruppen selbst im thermischen Gleichgewicht

befinden und zweitens, daf§ die Populationsverteilung zwischen den Gridgruppen #,/n,,¢ einer Vertei-

lung im thermischen Gleichgewicht entspricht.

Thermisches Gleichgewicht zwischen den Gridgruppen

Teilt man fiir ein System mit nur einem stetigen (nicht gequantelten) Freiheitsgrad (Variable) diesen
in Gridgruppen ein, so wird sich im thermischen Gleichgewicht zwischen diesen Gridgruppen ein
Populationsgleichgewicht einstellen, das durch den mittleren Energieunterschied der Gridgruppen

bestimmt wird.? Es ist dabei unerheblich, ob der gesamte Wertebereich populiert ist, entscheidend ist
lediglich, dafl die zu analysierenden Gridgruppen (Zustinde) miteinander im Gleichgewicht sind.

1. Die Gleichung 14 gilt nur fiir Systeme, die sich im thermischen Gleichgewicht befinden
2. Sofern der Energiemittelwert die Energieverteilung innerhalb der Gridgruppe realistisch reprisentiert.
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Besitzt das System jedoch mehr als einen Freiheitsgrad, was praktisch bei allen Systemen der Fall ist,

so ist es wichtig herauszufinden, ob zwischen der Gridvariablen und den anderen Variablen eine
Abhingigkeit besteht.

Angenommen die konformative Vielfalt eines Systems 143t sich durch die Variablen A und B beschrei-
ben (vgl. Abb. 16, links). Zur Berechnung der Hiufigkeitsverteilung von A werden die stetigen Werte

von A in 1D-Gridgruppen eingeteilt. Es ist offensichtlich, dafy die Hiufigkeitsverteilung fiir Variable

A von der Variable B abhingig ist. Je nachdem welchen Bereich der Variablen B ( X [120,240],

Y[0,120], Z[-120,0]) man betrachtet, erhilt man unterschiedliche Hiufigkeitsverteilungen fiir A
(Abb. 16, rechte Seite).

Thermisches Gleichgewicht innerhalb einer Gridgruppe

Berechnet man Hiufigkeitsverteilungen der B-Variablen fiir einzelne A-Gridgruppen, so zeigt sich,
dafl die Populationsverteilung in B-Richtung fiir die einzelnen A-Gridgruppen (z. B. X und Y) unter-
schiedlich ist (Abb. 17, rechte Seite). Die Frage ist nun, ob sich fiir die A-Gridgruppen X und Y das

xy-Plot der Originaldaten Hiufigkeitsverteilung von A
fiir ausgewihlte B-Gridgruppen
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Abb. 16: Hiufigkeitsverteilung von A in Abhingigkeit von B
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xy-Plot der Originaldaten Hiufigkeitsverteilung von B
fiir ausgewihlte A-Gridgruppen
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Abb. 17: Hiufigkeitsverteilung innerhalb der Gridgruppen von A

thermische Gleichgewicht der B-Gridgruppen eingestellt hat. Es ist offensichtlich, daff X eine deut-
lich hohere Gesamtpopulation aufweist als Y. In so einem Fall wire es z.B. denkbar, daf$ sich fiir Y
schon allein ,,aus Mangel an Daten® keine zu X analoge Verteilung in B-Richtung eingestellt hat.

Begrenzte thermische Gleichgewichte

Die Aussagekraft der Gesamthiufigkeitsverteilung von A (X+Y+Z) (vgl. Abb. 16) hingt davon ab,
inwieweit sich ein Populationsgleichgewicht fiir A und B (AB-Grid) eingestellt hat. Dabei sind fol-
gende Szenarien denkbar:

1. Die Population aller AB-Gridgruppen entspricht einem thermischen Gleichgewicht (,globales
Grid-Gleichgewicht®). Damit entspricht die Populationsverteilung von A iiber den gesamten Werte-
bereich von A einem thermischen Gleichgewicht. Das aus der Populationsverteilung nach
Gleichung 14 berechnete Energieprofil der FGE-Energie ist ohne Einschrinkung giiltig.

2. Die Population der AB-Gridgruppen ist nur fiir einen bestimmten Bereich von B und fiir alle zuge-
hérigen A-Gridgruppen im thermischen Gleichgewicht (z.B. Bereich ,Y“ in Abb. 16). Diesmal ent-
spricht die Populationsverteilung von A iiber den gesamten Wertebereich von A einem thermischen
Gleichgewicht mit der Randbedingung B[0, 120]. Das aus der Populationsverteilung nach
Gleichung 14 berechnete Energieprofil der Freien Gridgruppen-Energie ist damit nur mit Einschrin-
kung giiltig (eingeschrinktes Grid-Gleichgewicht).

3. Die Population der AB-Gridgruppen ist nur innerhalb bestimmter AB-Gridgruppen-Bereiche im
thermischen Gleichgewicht (z.B. Bereiche ,,1“ und ,,2% in Abb. 16; ,lokales Grid-Gleichgewicht®).
Aus diesen Daten lift sich kein Energieprofil fiir A berechnen, das den gesamten Wertebereich von A
einschlief3t. Es lassen sich jedoch fiir die einzelnen Bereiche lokale Energiekurven berechnen (,lokale
Minima®“). Dabei sind die Energiekurven der Bereiche als unabhingig zu betrachten, solange nicht
sichergestellt ist dafl zwischen den Bereichen auch ein thermisches Gleichgewicht besteht.
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2.4 Konformationsgleichgewichte

2.4.1 Definition eines Parameters zur Beschreibung der Einstellung von Konformationsgleich-
gewichten

Der Erfolg einer Molekiildynamik-Simulation hinsichtlich der statistischen Signifikanz des erzeugten
Struktur-Ensembles hingt entscheidend davon ab, ob das Konformationsgleichgewicht fiir die zu
untersuchenden Konformationsinderungen erreicht wurde. Es gilt nun einen empirischen Parameter
EQ zu definieren, der die Einstellung eines Konformationsgleichgewichts anzeigt.

Ein Ensemble bestehend aus 7 Strukturen (,Frames®) wird in # Konformationen eingeteilt, deren
Konformationsgleichgewicht untersucht werden soll. Alle Strukturen, die sich keiner der Konforma-
tionen 1 bis £ zuordnen lassen (z.B. Ubergangzustinde), werden in der ,,Gap-Gruppe“ zusammenge-

faflt (siche Gleichung 15).

k
n= Z”i+”gap (15)
i=1

IS

(16)

n: Zahl der Frames im Ensemble

k:  Zahl der Konformationen deren Gleichge-
wichtseinstellung untersucht werden soll

n;:  Zahl der Frames die zur Konformation 7 gehort

Zahl der Strukturen, die sich keiner der Konfor-

mationen 1 bis # zuordnen lassen

x::  Molenbruch der Konformation 7

Als Kriterium fiir eine Gleichgewichtseinstellung zwischen zwei Konformationen (Zustinden, Grid-
Gruppen) A und B gilt Gleichung 17, d.h. das Verhiltnis der Molenbriiche muf$ unabhingig von der

Zeit sein.

K, (1) = xA;(t)z konstant (17)

xp(2)

Kyp:  Gleichgewichtskonstante fiir das Konformati-
onsgleichgewicht zwischen A und B
t: Zeit
x4 xg:  Molenbruch der Konformation A bzw. B

Um die Einstellung des Konformationsgleichgewichts zu iiberpriifen, ist es also notwendig die zeitli-
che Konstanz aller Molenbriiche x; zu priifen. Da bei Molekiildynamik-Simulationen die Strukturen
tiblicherweise in regelmifligen Zeitinterintervallen abgespeichert werden, ist der Frame-Index fmit

der Simulationszeit # iiber Gleichung 18 verkniipft. Der Molenbruch der Konformation 7 zum ,Zeit-
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punkt” £ ist gegeben durch Gleichung 19. Zur Bestimmung des Molenbruchs x;(f) werden immer alle
fFrames des Ensembles hinsichtlich der Zugehorigkeit zur Konformation 7 analysiert. Im Gegensatz
zu ,realen Konformationsgleichgewichten wird wihrend der MD-Simulation die Zahl der zur
Berechnung des Molenbruchs beriicksichtigten Frames wird mit fortschreitender Simulation immer
grofler. Dies hat zur Folge, daf$ selbst wenn keine Konformationsiiberginge erfolgen, sich alle Molen-
briiche x; indern. Um die Molenbriiche x; konstant zu halten, mufd sich das Konformationsgleichge-

wicht laufend durch Konformationsiiberginge neu einstellen.

t = 1yt fis, = — = n(2) (18)

(19)

f:  Frame-Index
¢t :  Simulationszeit
gy Equilibrierungszeit
At Sampling Intervall
n(t):  Zahl der Frames im Ensemble zum Zeitpunkt #

n;:  Zahl der Frames die zur Konformation 7 gehs-

ren

x;:  Molenbruch der Konformation 7

Zur Bewertung der zeitlichen Konstanz von x;(f) sind daher drei Aspekte zu beriicksichtigen: die
Grofle der kurzeitigen Fluktuationen von x;, eine evtl. vorhandene langsame Drift (vgl. Abb. 18) und
die Anzahl der Konformationsiiberginge im Beobachtungszeitraum [/)+, f]. Da mit fortschreiten-
der Simulation die Gesamtanzahl der Strukturen zunimmt, wird der Einflufl einzelner Strukturen

bzw. Ubergiinge immer geringer. Es ist daher zu erwarten, daf§ der Fluktuationsterm zunehmend an
Bedeutung verliert und sich die Molenbriiche x; nur noch langsam dndern (Drift). Eine Drift entsteht

zum Beispiel auch wenn die Simulation ,.einfriert” oder auch nur eine Konformation nicht mehr neu
populiert wird (siche Abb. 19). Der Molenbruch nimmt dann fiir diese Konformation mit

x,(f)= n,/f (n; = konstant, f>n;) ab. Geschieht dies erst gegen Ende der Simulation, d.h. fund #,

sind sehr grof$, so ist die resultierende Drift sehr klein. Da nun die Fluktuationen und die Drift sehr
klein sind, wiirde in so einem Fall das Vorliegen eines Gleichgewichts ,vorgetiuscht®. Aus diesem
Grund ist zur Beurteilung der Gleichgewichtseinstellung die Zahl der Konformationsiiberginge im
Beobachtungszeitraum zu beriicksichtigen.

Zur Berechnung der Fluktuationen werden die Molenbriiche x,(f) innerhalb des Beobachtungszeit-
raumes [/y+m, f] in regelmifligen (Sub-)Intervallen der Breite 7 berechnet. Der ,Nullpunkt* des

Beobachtungszeitraums ist definiert durch /y = f—gm, wobei ¢ die Anzahl der Subintervalle ist. Da
die Anderung der Gleichgewichtskonstanten K von der relativen Anderung der Molenbriiche abhingt
(vgl. Abb. 20), werden die Anderungen von x; im Fluktuations-Term £ QF relativ zum Molenbruch

des jeweils vorhergehenden Subintervalls x;(/-m) berechnet (— E QF ). Alternativ wire als ,Referenz-
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Abb. 18: Illustration der Zeitabhingigkeit von Variablen*

A: Beispiel fiir eine Fluktuation um einen Mittelwert (A, ,lokale” Zeitabhingigkeit)
B: Datenabfolge mit einer Tendenz (B, ,globale Zeitabhingigkeit, ,Drift®).

* Die Werte der Variablen fiir A und B sind diesselben, sie unterscheiden sich nur in der zeitlichen Reihenfolge.

keine Ubergénge mehr nach Konformation A
D>
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Abb. 19: Simulation der Anderung des Molenbruchs einer Konformation A, wenn diese nicht
mehr von neuem populiert wird. (Dargestellt sind die Kurven fiir zwei verschiedene Ausgangsmo-
lenbriiche von A).
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Abb. 20: Anderung der Gleichgewichtskonstanten K,z in Abhingigkeit vom Molenbruch x, fiir
ein Konformationsgleichgewicht zwischen einer Konformation A und B

molenbruch® der Mittelwert x;[ [y + m,/] aller x, im Beobachtungszeitraum (— E Qf(]‘)) denkbar,
dies hitte jedoch den Nachteil, daff die zeitliche Abfolge der Werte innerhalb des Beobachtungszeit-

raums Verlorengeht.1

(20)
9

[=l+m

7 Em |y —x;[1y+ m,
st S Ol

9 em  xillg+mf]

1)

m: Subintervallbreite (z.B. 100 Frames)
lp:  Frame-Index ab dem die Zeitabhingigkeit von
x; analysiert wird.
_ q: Anzahl der Subintervalle der Breite 7
x[ [O +m,f] :  Mittelwert von x; fiir alle Subintervalle im
Bereich /y+m bis f

1. Bei den relativen Anderungen ist zu beachten, dafl die Referenzmolenbriiche nicht Null sein diirfen (Division durch Null
ist mathematisch nicht erlaubt). Dies wird in CAT dadurch abgefangen, daf§ entweder der aktuelle Molenbruch x;(2) als

Referenz gewihlt wird oder die Berechnung von £Q;(0) ausgesetzt wird. Die davon abhingigen Parameter werden den

daraus resultierenden Verhiltnissen angepaft.
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Die einfachste Mglichkeit einen Drift-Term EQ” zu berechnen ist in Gleichung 22 gezeigt. Da hier
die Differenz zwischen zwei expliziten Molenbriichen x,(f) und x,(Z,+m) berechnet wird, ist Q"
sehr empfindlich gegen Fluktuationen von x,(f) und x;(/)+m), daher ist es giinstiger den Drift-Para-

meter auf Basis der Mittelwerte von x,(f) iiber einen grofleren Zeitbereich zu berechnen. So wird zur

Berechnung des Drift-Terms £ Q[5 (Gleichung 23) der Beobachtungszeitraum in zwei Hilften geteilt

und fiir jede Hilfte der Mittelwert von x; berechnet. Die relative Drift ist dann als doppelte Differenz

der Mittelwerte der beiden Hilften dividiert durch den Mittelwert des gesamten Beobachtungszeit-
raums definiert. Multipliziert man anschlieffend mit 100 erhilt man als , Einheit® fiir den Drift-Para-
meter ,Anderung in Prozent pro Beobachtungszeitraum®.

iD=l + m))

D, n_
FQN= x{(f) +x,(fy+m) @2)
EOP (A= L [, = [+~ 1 23
Q; (H ( - » = o 5 (23)
= w,[] A=x;[ln—qm,]
EQP* (f)(: (x,[ ot m fl=xillo—qm o]‘D Langzeit*-Drift (24)
xi[lg—qm.f]

Zur Priifung, inwieweit es wirklich notwendig ist, die Anderungen der Molenbriiche x; relativ zu
einem Referenzmolenbruch zu berechnen, wurden absolute Fluktuationen EQF s in Form der Stan-
dardabweichung von a_ci[lo + m,f] berechnet (Gleichung 25). Der entsprechende Drift-Parameter ist

in Gleichung 26 definiert. Beide wurden zum Gleichgewichtsparameter ,EQ4“ kombiniert (Glei-
chung 30).

Fom ]
EQ (= ( Jﬁ > (xi(o—xi[zo+mﬂ>2j @25)

[:lo"'m

EQP™ (= 2l Axllo+ mdyl) 1, = /0+(—%’”) (26)

Ziel ist nun das Zeitverhalten der Molenbriiche aller Konformationen in einem einzigen empirischen
Gleichgewichtsparameter £Q zusammenzufassen. Bei EQ1 (Gleichung 27), EQ3 (Gleichung 29) und
EQ4 (Gleichung 30) wird diese Kombination durch einfache Mittelwertbildung erreicht. In EQ1
wird zusitzlich zur ,normalen® Drift im Beobachtungszeitraum noch eine ,Langzeit“-Drift (Glei-
chung 24) berechnet. Eine weitere Optimierung wird durch Beriicksichtigung der Anzahl der Kon-
formationsiiberginge im Beobachtungszeitraum erreicht. Ausgehend von der Bedingung, dafy am
Ende der Simulation aus jeder Konformation mindestens 100 Konformationsiiberginge erfolgt sein
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trans

sollten, wird ein Bewertungsfaktor ;" (f) definiert, der die Anzahl der Konformationsiiberginge

im Beobachtungszeitraum fiir jede Konformation auf die gesamte Simulationszeit extrapoliert. Ist fiir
eine Konformation 7 die geforderte Anzahl von Konformationsiibergingen noch nicht erreicht, ergibt
() > 1 und damit eine deutliche Erh6hung von EQ2.!

. trans
sich

k _ _
EQUA= 3 3 (EQN(H + EQV(D + EQT (P @7)
i=1

ut‘mm(f) = ug/ (u,(f) —u(ly+ m))

k
l trans
EQ2(H= =Y EQL(H - ' ‘ 28
Q2= T FQU - = 200 trf 8)

u,(f): Anzahl der Ubergéinge aus Konformation 7 bis
zum ,,Zeitpunke® f°

k
EQ3(P= 53 (EQ/ (A + EQV(h)) 29)
i=1

Fabs Dabs

k
EQa(f)= 33 (EQ ™ (+EQ”" (p) 30)
i=1

Zur sicheren Bewertung, ob und wie gut ein Konformationsgleichgewicht zum Zeitpunkt feingestellt
ist, wird schliefflich nicht nur EQ(f) beriicksichtigt, sondern aus allen £Q(/) im Beobachtungszeit-
raum der Mittelwert und die Drift berechnet (siche Gleichung 31 und 32)

fim
EQ"(f)= f] S EQU) (31)
I=ly+m
EQU(p= 2. EQUN-EQUy+ md,] 1, = fy+ L) (32)

2

Der Beobachtungszeitraum wurde bei allen Analysen in Abhingigkeit von fso variiert, dafd er jeweils
die letzten 25% der aktuellen Simulationszeit fumfaf3t.

ly = f—qm q = 0.25-;5 g = ganzzahlig (33)

1. Fiir den Fall, dafl im Beobachtungszeitraum fiir eine Konformation 7 keine Konformationsiiberginge stattfinden, wird

ujmm(f) = 100 gesetzt. Im Falle, daf§ tiberhaupt keine Konformationsiiberginge stattfinden ist EQ2 undefiniert.
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2.4.2 Bewertung der verschiedenen Gleichgewichtsparameter anhand der Einstellung eines
Hydroxymethyl-Rotamerengleichgewichts

Die Daten der Langszeitsimulation (2 Mikrosekunden) von Maltose (100000 Frames, Sampling-
Intervall = 20 ps) (vgl. Abschnitt 3.4.6) wurden in vier ,,unabhingige Simulationen® aufgeteilt, so dafy
das Zeitverhalten der Rotamerenpopulation der Hydroxymethylgruppe bei vier Simulationen von

jeweils 500 ns Simulationsdauer untersucht werden konnte (siche Abb. X86 bis Abb. X89)1.

Die Berechnung der Gleichgewichtskonstanten zeigt deutlich, dafl fiir Simulation B kein Konforma-
tionsgleichgewicht erreicht wurde, die Gleichgewichtskonstante K(gt/gg) fillt auch nach 400 ns
Simulationszeit immer noch ab. Bei Simulation A (und auch evtl bei C) kann davon ausgegangen
werden, daf$ sich das Konformationsgleichgewicht eingestellt hat. Bei Simulation D zeigen die
Gleichgewichtskonstanten K(gt/gg) und K(gg/tg) am Ende der Simulation noch deutliche Schwan-
kungen, was die Einstellung des Konformationsgleichgewichts in Frage stellt. Abb. 21 zeigt die ver-
schiedenen berechneten Gleichgewichtsparameter EQ. Je kleiner EQ), desto besser sollte das
Konformationsgleichgewicht eingestellt sein. Wegen der unterschiedlichen Berechnungsmethoden ist
kein numerischer Vergleich zwischen verschiedenen EQs maglich. Es ist offensichtlich, dafy EQ4 die
Verhiltnisse nicht richtig wiedergibt, da die Einstellung des Gleichgewichts bei Simulation A und B
als praktisch ,gleich gut® bewertet werden. EQ3 ist sehr sensibel fiir Drifts, daher ergibt sich ein
erhohter Wert fiir EQ3 bei B. EQ1 und EQ2 unterscheiden sich in erster Linie bei Simulation D,
hier scheinen kurzzeitig wihrend der Simulation nicht geniigend Uberginge vorhanden zu sein. Ins-
gesamt beschreibt der Gleichgewichtsparameter EQ1 die Einstellung des Konformationsgleichge-
wicht im vorliegenden Fall am besten. Es ergibt sich fiir den Grad der Gleichgewichtseinstellung am

Ende der jeweiligen Simulation die Reihenfolge A > C > D > B.

Simulation A Simulation B Simulation C  Simulation D

EQlmean

EQ2mean

EQ3

NN

EQ4*10

A B C D

Abb. 21: Relative Bewertung der Einstellung des Gleichgewichts am Ende der Simulationen A bis D
(MD Simulation von Maltose, Torsionswinkel L560, CVFF € = 4, 300 K, 500 ns)

1. Abbildungen mit der Kennzeichnung ,X“ befinden sich in einem speziellen Abbildungsteil ab Seite 117.
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3 Molekiildynamik-Simulationen als Methode zur effizienten

Konformationsanalyse von Oligosacchariden

3.1 Einleitung und Zielsetzung

Die Konformationsanalyse von Oligosacchariden lifit sich in drei Bereiche einteilen:

1. Konformationssuche, d.h. das Aufspiiren lokaler Minima der potentiellen Energie im n-dimen-
sionalen Konformationsraum und deren statistische Analyse.

2. Analyse der Population des Konformationsraums im thermischen Gleichgewicht. Berechnung
von Freien Energien aus der Rotamerenverteilung (Thermodynamik).

3. Analyse der Energiebarrieren fiir die Konformationsiiberginge (Kinetik)

Ausgehend von dieser Einteilung sollen Simulations-Strategien und Analyse-Methoden an einfache-
ren Modellsubstanzen entwickelt werden, die es erlauben, basierend auf Molekiildynamik-Simulatio-
nen die konformative Vielfalt komplexer Oligosaccharide effizient zu analysieren. Weiterhin soll der
Einflufl der Dielektrizititskonstanten und Solvenseinfliisse untersucht werden.

3.2 Allgemeine Angaben zu den Simulationen

Fiir B-Maltose sind viele experimentelle Ergebnisse [179-181] wie auch berechnete Daten
[128,133,134,152,178,182,183] in der Literatur veroffentlicht, daher eignet sich 3-Maltose ausge-
zeichnet als Modell-Verbindung zur Entwicklung und Verfeinerung von Simulations- und Analyse-

Methoden. Neben -Maltose wurden auch fiir Sialyl—LeWisX (Neu5NAco(2-3)GalB(1-4)[Fuca(1-
3)]GlcNAc), n-Butan, 1,1,3,3-Tetramethylcyclohexan, Gleca-O-iProp, GalB(1-3)Galp und Galo(1-
3)Galp MD-Simulationen durchgefiihrt.

Zur Aufklirung des konformativen Verhaltens der aufgezihlten Molekiile und zur Verifizierung diver-
ser Methoden wurden mehrere MD-Simulationen mit unterschiedlichen Parametern durchgefihre.
Die genauen Simulationszeiten und Temperaturen sind in den einzelnen Abschnitten angegeben. Der
Integrationszeitschritt war grundsitzlich 1 fs. Als ,Standard“-Kraftfeld wurde CVFF [174,184]
gewihlt, da mit diesem Kraftfeld fiir die lokalen @/ -Minima von Disacchariden gute Ubereinstim-
mung mit dem Experiment gefunden wurde [185,186]. Desweiteren waren bereits eigene positive
Erfahrungen bzgl. der Stabilitit der MD-Simulationen mit diesem Kraftfeld vorhanden. Als Dielek-
trizititskonstante fiir Simulationen ohne Solvens wurde meistens € = 4 gewihlt, da diese zum Model-
ling von Kohlenhydraten ohne Solvens am besten geeignet ist [183].

Zur Uberprﬁfung der Stabilitit von Temperatur und Energie bei MD-Simulationen wurden grund-
sitzlich deren Mittelwerte fiir sequentiell aufeinanderfolgende Zeitintervalle berechnet und diese

gegen die Zeit aufgetragen (Abb. X1)'. Ebenso wurde grundsitzlich eine Verteilung der relativen
Energie und der Temperatur berechnet (Abb. X2).

Alle Simulationen wurden mit dem Programm DISCOVER 2.9.7 (MSI/Biosym, San Diego) auf
einer IBM SP2 (vgl. Abb. 10) durchgefiihrt und mit CAT2000 analysiert.

1. Abbildungen mit der Kennzeichnung ,X“ befinden sich in einem speziellen Abbildungsteil ab Seite 117.
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Definition der Torsionswinkel und der Atomnamen der Modellverbindungen

LOH2

Abb. 22: Definition der Torsionswinkel (links) und Atomnamen (rechts) von 3-Maltose
G560 = GO5-GC5-GC6-GO6, GGOH = GC5-GC6-GO6-GOHO6,
®(Phi)=GH1-GC1-LO4-LC4, W(Psi)=GC1-LO4-LC4-LH4

G20H =GH2- GC2-GO2-GOH2 , L10H =LH1- LC1-LO1-LOH]1

Abb. 23: Definition der Einheiten, Torsionswinkel und Atomnamen von Sialyl-Lewis*
SPhi=SC1-SC2-GO3-GC3, SPsi=SC2-GO3-GC3-GH3

GPhi=GH1-GC1-LO4-LC4, GPsi=GC1-LO4-LC4-LH4

FPhi=FH1-FC1-LO3-LC3, FPsi=DC1-LO3-LC3-LH3
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3.3 MD-basierte Methoden zur Population des Konformationsraums von Oligo-
sacchariden

3.3.1 Hochtemperatur-MD-Simulationen (HTMD)

Uberpriifung der Simulations-Methode am Modell-System 3-Maltose

Fiir B-Maltose wurde eine MD-Simulation mit einer Simulationsdauer von #,= 10 ns bei einer Simu-

lationstemperatur von 1000 K (vgl. hierzu auch Abschnitt 3.4.7) durchgefiihrt (CVFE € = 4, Dauer
der Equilibrierungsphase #, = 20 ps). Mit einem Sampling-Intervall von 1 ps wurden die Energien,

Torsionswinkel und Atomabstinde protokolliert und die Koordinaten in einem Strukturarchiv abge-
speichert. Zur Vermeidung von Ringinversionen wurde an die Torsionswinkel ,,C1-C2-C3-C4" und
,C4-C5-O-C1“ mit der ,, Torsion Force“-Funktion von DISCOVER ein zusitzliches Potential ange-

legt (Kraftkonstante = 1000 kcal/rad®). Die Ringe waren damit in der *C,-Sesselkonformation prak-
tisch eingefroren.

Die gesamte MD-Simulation von -Maltose beanspruchte ca. 8h CPU-Zeit (IBM SP2, Single Pro-
cessor). Als Resultat wurde ein Strukturarchiv (*.arc File) mit 10000 nichtminimierten Strukturen
(MD-Ensemble) und ein umfangreiches Simulationsprotokoll (*.out File) erhalten, aus dem die Ener-

gien und Strukturparameter mit einem speziell dafiir entwickelten Programm' extrahiert wurden.

Als Erweiterung der HTMD-Methode ist es sinnvoll, die wihrend der MD-Simulation gespeicherten
Strukturen anschlieffend ohne Constraints bzw. Restraints zu minimieren. Durch die Minimierung
sammeln sich die @/ -Werte in den lokalen Minima der @/ -Energie-Karte (,Conformational
Clustering [128]; vgl. Abb. 24). Anhand der Cluster der minimierten Strukturen ist es einfacher die
genaue Lage der @/ -Minima zu ermitteln, als dies anhand des MD-Ensembles méglich ist.

Die Hiufigkeitsverteilung im ®/¥ -Koordinatensystem (, /'Y -Raum®; Abb. X3) beweist, dafl sich
das System auf der @/ -Hyperfliche wihrend der 1000 K-MD-Simulation ausschliellich entlang

der Energietiler der Adiabatic-Map? bewegt. Auch die Hiufigkeitsverteilung ausgewihlter Torsions-
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winkel (Abb. X4) zeigt deutlich, daf$ sich das System fiir @, ¥ und ® bei 1000K noch sehr stabil ver-

hilt'. Die drei Hiufigkeitsmaxima fiir o bei -60°, +60° und 180° treten deutlich hervor und die
Population der Ubergangszustéinde ist deutlich geringer.

Die Hiufigkeitsverteilungen beliebiger einzelner Torsionswinkel- bzw. Torsionswinkelpaalre2 lassen
sich iiber die Boltzmann-Beziehung in Energie-Profile bzw. Maps (,,Freie Gridgruppen-Energie
(FGE), sieche Abschnitt 2.3.4) iiberfithren und man erhilt so z.B. aus den MD-Daten ®/¥ -Maps

der Freien Energie®. Die FGE-Maps fiir B-Maltose sind selbst bei 1600 K noch in exzellenter Uber-
einstimmung mit den Adiabatic Maps (Abb. X5).

Aus der Hiufigkeitsverteilung (Abb. X4) geht eindeutig hervor, daf HTMD-Simulationen nicht
mehr gut geeignet sind, um die Rotamerenverteilung der OH-Gruppen zu beschreiben. Zwar stimmt
das aus der Hiufigkeitsverteilung bei 1000 K berechnete FGE-Profil (Abb. X6) noch qualitativ mit
dem entsprechenden Profil aus einer 300 K MD-Simulation iiberein, der Verlauf des Profils ist jedoch
bei einer Grid-Intervallbreite von 10° nicht mehr flieflend.

Anwendung ausgewihlter Analyse-Methoden auf die Trajektorien-Daten

Ziel einer effizienten Konformationssuche wire es, daf§ das zur Analyse der Trajektorien-Daten ver-
wendete Programm anhand der Verteilung der @/ -Werte selbstindig und automatisch die lokalen
Minima findet und analysiert. Im Falle von B-Maltose ist es zwar noch relativ einfach, anhand der
Trajektorien-Daten die syn- und die anti-Konformation voneinander zu separieren (vgl. Abb. X3), die
Auftrennung der syn-Konformation in die aus der Literatur [133,134,152,178] bekannten ,,Sub-
Minima® ist programmtechnisch jedoch nicht trivial. Nahe beieinanderliegende Energieminima
(lokale Populationsmaxima) lassen sich bei diesen hohen Temperaturen nicht mehr einfach separie-
ren, da die zwischen ihnen liegenden energiearmen Ubergangszustiinde ebenfalls sehr stark populiert
sind. In CAT2000 wurden eine Reihe von Methoden implementiert, die es ermdglichen, MD-Daten
automatisch zu clustern. Entscheidend fiir die erfolgreiche Anwendung der Cluster-Algorithmen ist
die Wahl der (Start-) Parameter. Da deren Wert vom konkret vorliegenden Problem abhingt, erfor-
dert der Einsatz von automatischen Cluster-Methoden eine gewisse Erfahrung. Als Beispiel wurde die
»Variable-RMS-Clustering“-Methode (VRMS) (siche Abschnitt 7.1) auf die @/ -Werte der 1000K-
MD-Simulation angewendet (Abb. X7). Anhand der Populationsdichten findet der Algorithmus fiinf
Cluster, die programmintern sequentiell durchnumeriert werden. Die zu jedem Cluster gehérenden
Strukturen werden in der Trajektorie mit der Clusternummer markiert.

Hat man die einzelnen ®/W¥ -Cluster (A bis D) (Abb. X7) definiert, kénnen die zu den einzelnen Clu-
stern gehorenden Eigenschaften (z.B. mittlere Energien) berechnet werden. Berechnet man z.B. die
Hiufigkeitsverteilungen der Hydroxymethylgruppen (Abb. X8) fiir jedes Cluster getrennt, erkennt
man sofort aufgrund der gewihlten Darstellung, daf§ fiir Cluster C* (-20°/+20°) die Einstellung
L560 = tg (180°) nicht stabil ist. Dies 143t sich damit erkliren, daf§ sich bei dieser Anordnung die
beiden O-Atome LOG6 und GO5 zu nahe kommen. D.h. die Orientierung von L560 hat einen Ein-
flufl auf @/¥Y. Um zu tiberpriifen, ob dies auch fiir andere ®/'W-Bereiche gilt, wurden die Trajekto-
rien-Daten basierend auf der Orientierung von L560 in drei Gruppen aufgeteilt (gg=[-120°, 0°],
gt=[0°, 120°], tg=[120°, 240°]) anschliefend wurde fiir jede Gruppe eine FGE-Map fiir ®/'¥ berech-

2. Die Adiabatic Map wurde durch einen Grid-Search erhalten, bei dem ® und ¥ in 20°-Schritten und die beiden ®»-Win-
kel in 120°-Schritten (gg, gt, tg) variiert wurden. Aus den so erhaltenen neun ®/¥-Maps wurde fiir jeden ®/¥P-Gridpunke
die niedrigste Energie in der Adiabatic Map aufgetragen.

1. Fiir eine detaillierte Diskussion der ,, Temperatureffekte“ siche Abschnitt 3.4.7

2. Im Prinzip lassen sich mit CAT2000 beliebig dimensionierte Populations-Grids in FGE-Grids iiberfiihren, es lassen sich
jedoch nur maximal dreidimensionale Grids (z.B. 2 Torsionswinkel und Energie) graphisch darstellen.

3. Diese Aussage gilt nur allgemein, wenn das System das thermische Gleichgewicht erreicht hat (vgl. Abschnitt 2.3.4).
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net (Abb. X9). Es zeigt sich, daf§ die Einstellung der Hydroxymethylgruppe L560 nicht nur den @/
W-Bereich um (-20°/+20°), sondern dariiber hinaus auch die Lage des globalen Minimums beein-

fluflt.

Eine Rotationsanalyse, bei der die Torsionswinkel hinsichtlich vollstindiger Rotationen um 360°
untersucht werden, ergab, daff das System bei 1000 K mit 5 Rotationen pro Nanosekunde um ¥

rotiert. Die Rotationsfrequenz um @ ist mit 0.3 ns! deutlich geringer (Abb. X10, rechts). Dies ist
auch wegen der hoheren Ubergangsbarriere in ®-Richtung (Abb. X5) zu erwarten. Zur Visualisierung
der Rotationen in Form einer ,Rotationstrajektorie” (Abb. X10, links) wurden die Torsionswinkel-
skala durch Addition oder Subtraktion von 360° so erweitert, daf} in der zeitlichen Abfolge keine
Anderungen der Torsionswinkel grofer als 180° auftreten.

Zur Konformationsaufklirung mittels NMR-Methoden sind die interresidualen H-H-Abstinde von

besonderem Interesse'. Die Hiufigkeitsverteilungen der Abstinde im MD-Ensemble bieten einen
schnellen Uberblick welche Abstinde fiir ein bestimmtes H-H-Paar iiberhaupt auftreten kénnen
(Abb. X11). Sind viele verschiedene Abstinde zu analysieren, so sind die klassischen Hiufigkeits-Plots
in Form von Profilen uniibersichtlich. Es hat sich daher bewihrt, die Hiufigkeits-Diagramme als
»Pseudo-3D“-Histogramme darzustellen (Abb. X12), bei denen in x-Richtung die Torsionswinkel-
skala und die einzelnen Torsionswinkel in der y-Richtung angeordnet sind. Die Population (z-Rich-
tung) wird durch unterschiedliche Farbgebung kodiert. Mit dieser Art der Darstellung lassen sich
auch Verteilungen fiir verschiedene ®/'¥-Cluster noch iibersichtlich anordnen (Abb. X13). Alternativ

kénnen die mittleren Abstinde oder die <r'6>-gemittelten Abstinde pro Cluster (Abb. X14) berech-

net werden um Informationen dariiber zu erhalten, welche NOE-Kontakte fiir die einzelnen Cluster
zu erwarten sind und welche davon die Population einer bestimmten Konformation eindeutig bele-

gen. Fiir Maltose wiirde beispielsweise das Vorliegen der anti-Konformation eindeutig durch einen

starken NOE fiir GH1-LH3 und GH1-LH5? bewiesen werden. Eine Bevorzugung von ®/¥-Win-
keln im Bereich von -60°/-40° (Cluster A) wiirde sich im Vorhandensein eines mittelstarken NOE fiir
GHI1-LH3 und GH1-LH4 zeigen, wihrend Cluster B und C einen starken NOE fiir GH1-LH4 her-

vorrufen wiirden.
Anwendung ausgewihlter Analyse-Methoden auf die minimierten Strukturen

Wie bereits anfangs erwihnt, bietet sich als Erweiterung der HTMD-Strategie die ,,Conformational
Clustering“-Methode an. Die ®/'Y-Werte sammeln sich in den lokalen Minima zu Clustern und man
erhilt damit genaue Informationen iiber mégliche Minimum-Konformationen (Abb. X15). Im Falle
von Maltose erhilt man unter den gewihlten Bedingungen (CVFE g=4, Conjugate Gradient Mini-
mizer, 0.001 kcal/A) drei deutlich voneinander getrennte lokale Minima D (-35°/190°, anti-Konfor-
mation), E (195°/-20°), F (30°/230°) und ein ausgedehntes ®/¥-Minimum (syn), das sich diagonal
von (-70°/-40°) bis (30°/20°) erstreckt (Abb. X16). Durch sequentielle Anwendung verschiedener
Clustering-Methoden (,Hand Over Hand (HOH)®, , Fixed RMS“)? lief} sich der syn-Bereich in die
Cluster A, B, B und C aufteilen. Interessant hierbei ist die Frage, wodurch sich die Aufspaltung in B
und B erkliren lif3t. Eine Analyse der Torsionswinkel-Verteilung fiir die einzelnen Cluster (Abb.
X17) zeigt, dafd bei B nur L560=tg vorkommt und bei B entsprechend nur L560=gg bzw. gt.

1. Weitergehende Méglichkeiten der Anwendung von MD-Simulationen zur Unterstiitzung der Strukturaufklirung mit
NMR-Methoden werden im Abschnitt 3.3.3 detailliert dargestellt.

2. Zur Nomenklatur siche Abb. 22

3. Beschreibung der Methoden siche Abschnitt 7.1
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Abb. 25: Lokale Minima von [3-Maltose

Die Analyse der H-Briicken' (Abb. X18) zeigt fiir B* eine starke Interaktion® von LOHG6.--GO5 und
LOHG.---LO4. Charakteristische H-Briicke fiir Cluster B ist die interresiduale H-Briicke
LOH3.--GO2. Fiir Cluster C ist diese H-Briicke zwar auch méglich, die Bildung der entgegengerich-
teten H-Briicke GOH2..-LO3 ist jedoch bevorzugt. Fiir Cluster A existieren keine interresidualen H-
Briicken.

Die Ursache der Aufspaltung in Cluster B und B ist also die Ausbildung einer zusitzlichen H-Briicke
bei B® ausgehend von LOHG6 (vgl. Abb. 25).

Die Analyse der energetischen Reihenfolge3 der Minima ergibt: B (0 kcal/mol) < A (0.4 kcal/mol) <
B* (0.5 kcal/mol) < C (0.8 kcal/mol) < D (2.8 kcal/mol) < E (10.4 kcal/mol)

Ein Vergleich der gefundenen @/ -Minima mit der Kristallstruktur von B-Maltose (O/¥ im
Bereich von 0° + 10°)[179,187] zeigt, daf§ das globale Minimum B mit ®=-25+4° und ®=-21+3°
nicht sehr weit davon entfernt ist. Weiterhin belegen die Kristallstrukturen das Vorhandensein einer
H-Briicke zwischen GO2 und LO3.

Fiir eine detaillierte vergleichende Diskussion der, mit anderen Kraftfeldern, berechneten ®/¥—
Minima fiir Maltose und experimentellen Ergebnissen aus NMR-Messungen bzw. der Messung der
optischen Rotation [181] sei auf [152] verwiesen. Danach kann eine einzelne Struktur nicht in Uber-
einstimmung mit den experimentellen Befunden gebracht werden. Es wurde sogar das Vorhandensein
der anti-Konformation vorgeschlagen [188]. Erst kiirzlich wurde eine Kristallstruktur von komplex

1. Die H-Briicken wurden mit DISCOVER durch den Befehl ,print hbonds“ ausgegeben. Eine H-Briicke liegt dann vor,
wenn r(OH--0)<2.5A und ¢(O-H---O)>1204 ist (geometrisches Kriterium).

2. Die ,Stirke” einer H-Briicke ist durch ihre mittlere Population im Ensemble definiert.

3. jeweils die energiedrmste Struktur
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gebundener Maltose verdffentlicht (PDB-Code=1b8z) [180] in der vier Maltose-Molekiile mit leicht
verschiedenen ®/'W/®m1/w2-Orientierungen gebunden sind (-38°/-18°/gg/gt, -11°/9°/gg/gg, -59°/-
27°/gglgg, -18°/-9°/gt/gt).

Insgesamt lif3¢ sich daher fiir 3-Maltose von einem breiten Minimum ausgehen, welches sich im ®/
Y—Bereich (-60°/-40°) bis (-10°/10°) erstreckt (Minimum A und B). Minimum C, das durch intra-
molekulare H-Briicken stabilisiert wird, diirfte in aprotischen Lsungsmitteln eine wichtige Rolle
spielen. Dafiir spricht auch der Befund, dafd sich die optische Rotation dndert, wenn man von Wasser
zu DMSO als Losungsmittel iibergeht [189]. Fiir die anti-Konformation ergibt sich aus den Rech-
nungen eine relative Energie von 3-4 kcal/mol. Diese sollte daher im freien Zustand nicht populiert
sein. Die durch die Konformationssuche mit der HTMD-CC-Methode (Hochtemperatur-MD-
Simulation Conformational Clustering) gefundenen ®/'¥'-Minima reprisentieren in bemerkenswerter
Weise die Variabilitit der experimentell gefundenen Strukturen.

Die HTMD-CC-Methode ist also geeignet, fiir ein Disaccharid alle wichtigen lokalen ®/'¥-Minima

innerhalb einer Simulationsdauer von 10 ns bei 1000 K zu populieren.

Anwendung der Methode auf ein biologisch wichtiges Oligosaccharid: Sialyl-Lewis™

Als Beispiel fiir ein biologisch wichtiges Oligosaccharid wurde das Tetrasaccharid Sialyl-Lewis™
[35,190,191] mit der HTMD-CC-Methode untersucht. Aus einer 1000K-MD-Simulation des neu-
tralen Zuckers (CVFE € = 80, #,= 10 ns, Az, = 1 ps) wurden die Daten von 10000 Frames erhalten.

Durch die riumliche Nihe der beiden Zuckereinheiten Gal und Fuc ist anzunehmen, daf$ die Einstel-
lung der glycosidischen Bindung Galf3(1-4) GlcNAc nicht unabhingig von Fuco(1-3)GlcNAc sein
wird (Abb. 23). Ziel war es, alle wichtigen Konformationen zu ermitteln, die durch Kombination der
verschiedenen lokalen ®/¥-Minima der einzelnen glycosidischen Bindungen entstehen. Dadurch,
daf$ die Methode auf Trajektorien-Daten des Gesamtmolekiils beruht, sind, im Gegensatz zu syste-
matischen Kombinationsmethoden (z.B. Disaccharid-Methode, vgl. Abschnitt 1.3), alle Effekte, die
auf der Wechselwirkung nicht direkt miteinander verbundener Monosaccharide beruhen, bereits
beriicksichtigt.

Der erste Schritt in der Konformationsanalyse von Oligosacchariden ist die visuelle Bestimmung der
lokalen ®/¥-Minima durch Berechnung und Darstellung einer FGE-Map fiir jede der glycosidi-
schen Bindungen getrennt (Abb. X19, Abb. X20, Abb. X21). Dadurch erhilt man einen Eindruck in
welchem Umfang der Konformationsraum fiir die einzelnen glycosidischen Bindungen durchsucht
wurde. Der nichste Schritt besteht im Auffinden von stabilen Konformationen fiir alle ®/¥-Paare
kombiniert. Um stabile Konformationen und deren Eigenschaften (Mittelwerte, Verteilungen, usw.)
berechnen zu kénnen, miissen die Trajektorien-Daten zuerst in die Konformationen gruppiert wer-
den, erst anschlieflend kann tiber die Gruppen-Codes, wie schon bei -Maltose beschrieben, eine sta-
tistische Analyse der Gruppen erfolgen. Das automatische Aufspiiren von Populationsmaxima (lokale
Energieminima, Konformationen) im sechsdimensionalen ®/'¥-Hyperraum ist zwar theoretisch mog-
lich, die visuelle Uberpriifung des Erfolgs des Clustering-Algorithmus ist jedoch nicht maglich. Um

eine sichere Definition der stabilen Konformationen zu gewihrleisten, werden daher im ersten Schritt

die Daten der drei ®/'P-Paare unabhingig geclustert, z.B. durch die FRMS-Clustering-Methode' von
CAT2000 (Abb. X24). Der Erfolg des Clustering- oder Gruppierungs-Algorithmus kann, wie schon
erwihnt, durch Vergleich mit den FGE-Maps (Abb. X21) iiberpriift werden. Sind die lokalen Minima
fiir jede glycosidische Bindung bestimmt, werden durch Kombination der einzelnen lokalen Gruppen
die kombinierten PP-Gruppen erzeugt (Definition siche Abb. X25). In der Praxis hat es sich bewihrt,
sich nicht auf automatische Clustering-Algorithmen zu verlassen, sondern die Daten mit der ,, Tem-

1. Beschreibung der Methoden siche Abschnitt 7.1
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plate-Grouping“-Methode (siche Abschnitt 7.1) zu gruppieren. Ein konkretes Beispiel soll das Vorge-
hen noch einmal verdeutlichen: Fiir Fuca(1-3)GlcNAc werden mit Hilfe der Minima der FGE-Map
(Abb. X21) drei Templates (,,virtuelle Konformationen®) mit ®@/'¥-Werten (50°/30°), (-30°/-25°) und
(35°/185°) definiert und ausgehend von diesen ®/'¥-Zentren mit einer RMS-Toleranz von 30° drei
Gruppen erzeugt, die einen frei definierbaren numerischen Gruppen-Code (Sub-PP-Code) zugeord-
net bekommen. Alle Frames, die keiner der drei Template-Gruppen zugeordnet werden kénnen, wer-

den der Gruppe ,Null“ (,Gap“-Gruppe, undefinierte Gruppe) zugeordnet. Zum Vergleich: Der

~Populationsgrid-basierte-Fixed-RMS-Clustering-Algorithmus (PFRMS)“! (siche Abschnitt 7.1) lie-
fert fiir die glycosidische Bindung Fuco(1-3)GlcNAc vier Cluster mit @/'V-Zentren bei (60°/30°), (-
25°/-25°), (10°/175°) und (50°/220°)(Abb. X24). Ein Vergleich mit der zugehorigen Adiabatic Map

(Abb. X22)? l4f3t es jedoch als sinnvoll erscheinen, die beiden letzten Cluster zusammenzufassen. Ana-
log dazu werden auch die Gruppen (GPP und SPP) fiir die beiden anderen glycosidischen Bindungen
GalB(1-4)GlecNAc und Neu5Ac(2-3)Gal erzeugt (vgl. Abb. X25). Jeder Frame besitzt nun einen SPP-
, einen GPP- und einen FPP-Code. Durch Kombination der Sub-PP-Codes werden neue ,kombi-
nierte” PP-Gruppen erzeugt, die in der Reihenfolge ihres Auftretens entlang der Trajektorie sequenti-
ell durchnumeriert werden (Abb. X26). Alle PP-Gruppen, die durch Kombination mit einem Sub-
PP-Code ,Null“ (Gap-Gruppe) erhalten wurden, werden nachtriglich zur PP-Gruppe ,,Null® zusam-
mengefaflt und damit praktisch eliminiert. Aus Abb. X26 ist ersichtlich, daf§ nach 2 ns Simulations-
zeit bei 1000 K die Zahl der neuen PP-Gruppen nur noch sehr langsam zunimmt. Von den
theoretisch méglichen 120 Kombinationen (48 ohne Gap-Gruppen) wurden nach # = 10 ns bei

1000 K zweidrittel zumindest einmal populiert. Die nichtpopulierten Kombinationen sind wahr-

scheinlich zu energiereich und daher physikalisch nicht relevant’. Die Populations-Analyse ergibt ein
Maximum der Population fiir Gruppe 16 und 42 (Abb. X27). Eine Riickiibersetzung des PP-Codes
anhand der Tabellen in Abb. X25 ergibt, daff Konformationen mit GPhi = 50°, GPsi = 10°,

FPhi = 50°, FPsi = 30° am stabilsten sein sollten. Fiir Neu5Acol(2-3)Gal existieren zwei Einstellungen
im Bereich SPhi = -70°, SPsi = 5° und SPhi = -160°, SPsi = -20°. Dies ist im Einklang mit den aus
NMR-Messungen erhaltenen Ergebnissen [149,193]. Eine Analyse der Konformationsiiberginge ent-
lang der PP-Trajektorie zeigt, daf mehr als dreimal soviel Uberginge zwischen PP-Gruppe 16 und 42
stattfinden als zwischen irgendeinem anderen PP-Gruppen-Paar (Abb. X28). Bei diesem Ubergang
handelt es sich um einen SPP—Ubergang zwischen SPP = 1 (-70°/5°) und SPP = 2 (-160°/-20°). Auch
bei den in der Ubergangshiiuﬁgkeit folgenden beiden PP-Ubergangs-Paaren (41 <> 54) und

(35 <> 36) handelt es sich um SPP(1¢>2)-Uberginge. Bei den PP-Gruppen (35, 36, 41, 54), die
zusammen eine Hiufigkeit von 30% aufweisen, liegt fiir die glycosidische Bindung Fuco.(1-
3)GlcNAc eine Orientierung von FPhi = -30°, FPsi = -25° vor. Ein Konformationsgleichgewicht
wurde fiir die meisten PP-Gruppen innerhalb von 10 ns nicht erreicht, daher kann aus den Populatio-

nen der PP-Gruppen auch nicht auf deren Freie Energie geschlossen werden?.

1. Der PFRMS-Algorithmus findet die Zentren maximaler lokaler Population im n-dimensionalen Raum basierend auf
einem n-dimensionalen Histogramm.

2. Fiir den Lewis-Teil des Molekiils wurde fiir die beiden glycosidischen Bindungen eine Adiabatic Map durch einen zwei-
stufigen Grid-Search berechnet: zur Berechnung der Adiabatic Map fiir GalB(1-4)GlcNAc, wurden zuerst die Torsions-
winkel FPhi und FPsi systematisch um 20° variiert (Rigid Map). Die so erzeugten 324 Strukturen wurden anschlieend
ohne Constraints minimiert (,Conformational Clustering” [128,192]). Fiir jedes der erhaltenen fiinf FPhi/FPsi-Cluster
wurde die Struktur mit der niedrigsten Energie aus dem Original-Archiv extrahiert und anschlieSend fiir jede der fiinf
extrahierten (Start-)Strukeuren eine GPhi/GPsi-Relaxed-Map berechnet. Aus dem Energieminimum fiir jeden GPhi/
GPsi-Gridpunkt erhilt man schlieflich eine Adiabatic Map fiir GPhi/GPsi (Abb. X23). Zur Berechnung der Adiabatic
Map fiir FPhi/FPsi wurde analog vorgegangen (Abb. X22).

3. Die Moglichkeit, dafl die fehlenden Kombinationen aus kinetischen Griinden (zu hohe Ubergansbarrieren) nicht auftre-
ten, kann anhand der Daten nicht ausgeschlossen werden. Durch die Ergebnisse der 100 ns MD-Simulation bei 1000 K
(siche folgende Ausfiihrungen) ist dies jedoch unwahrscheinlich.
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Die Minimierung' der 10000 gespeicherten Strukturen (Conformational Clustering) ergab die in
Abb. X29 bis Abb. X31 dargestellten ®/'¥-Werte fiir die Minimumstrukturen. Fiir Neu5Acou(2-3)Gal
finden sich im Bereich der FGE-Energie <2kcal/mol (Abb. X29) drei bis vier lokale Minima A (-70°/
0°), B (-150°/-20°), C (-100°/-40°) und A‘(-120°/30°). In energiereicheren Regionen sind weitere
lokale Minima (D bis G) zu finden. Alle diese Minima sind in der Literatur bereits beschrieben, fiir
Minima A, B, C und D liegen auch experimentelle Hinweise vor [149,151,193,194].

Fiir GalB(1-4)GIcNAc (Abb. X30) befinden sich lokale (Haupt-)Minima im Bereich A (60°/20°), B (-
40°/-20°) C (50°/180°) und D (180°/ 20°). Minimum C und D zeigen in ®-Richtung eine ausge-
prigte Flexibilitit. Die (Haupt-)Minima fiir Fuca(1-3)GlcNAc (Abb. X31) befinden sich im Bereich
A [(65°/40°), (40°/20°),(20°/30°)], B (-25°/-25°), C (20°/-25°) und D (30°/180°).

Die Kiristallstruktur von Lewis® zeigt fiir GalP(1-4)GlcNAc und Fuco(1-3)GleNAc ©/¥Y-Werte von
(45°/14°/45°/19°)[195]bzw. (42°/19°/46°/18°)[196] und liegt damit wie auch die NMR-Struktur
(65+£10°/0+15°/75+£10°/25+£10°) [59] fiir beide glycosidischen Bindungen im Bereich A.

Um schliefflich ein Konformationsgleichgewicht (vgl. Abschnitt 2.4) fiir die PP-Gruppen zu errei-
chen wurde eine 1000K-MD-Simulation des neutralen Zuckers mit einer Simulationsdauer von

100 ns (CVFE €=80, Az=1 ps) durchgefiihrt. Der Vergleich der Adiabatic Maps (Abb. X22, Abb.
X23) mit den aus den MD-Daten berechneten FGE-Maps (Abb. X20, Abb. X21) ergibt eine gute
Ubereinstimmung was die Lage der globalen und lokalen Minima betrifft. Die energetische Bewer-
tung der Nebenminima unterscheidet sich teilweise jedoch deutlich. So besitzt das Minimum B der
FPhi/FPsi-Map (vgl. Abb. X31) in der Adiabatic Map eine relative Energie von 2 kcal/mol in der
FGE-Map ist der Energieunterschied jedoch deutlich geringer (0.3 kcal/mol). Das Minimum C ist in
beiden Maps nicht sichtbar.

Der Lewis™-Teil von Sialyl-Lewis™ gilt allgemein als unflexibel [59,194]. Eine Analyse der LX-Grup-
pen (vgl. Abb. X32) zeigt, daf$ nach 25 ns bei 1000K alle theoretisch méglichen 12 Gruppen minde-
stens einmal populiert wurden (Abb. X33). Weiterhin wurde innerhalb von # = 100 ns fiir alle LX-
Gruppen aufler 12 das Konformationsgleichgewicht erreicht(Abb. X34, Abb. X37). Dies ist nicht
weiter verwunderlich, denn Gruppe 12 besitzt eine relative Energie von >15 kcal/mol und hat somit
keine physikalische Relevanz. Unter diesem Aspekt sind bereits nach weniger als 5 ns alle relevanten
LX-Gruppen populiert, so daf§ eine 1000K-MD-Simulation der Linge 10 ns ausreichend ist, um fiir

den Lewis®-Teil alle relevanten Konformationen im @®/%¥-Hyperraum zu populieren. Die LX-Gruppe
mit der hochsten Population (LX-Code = 3) (vgl. Abb. 26) entspricht einer Konformation wie sie
auch experimentell gefunden wurde [59,195,196]. Die gegeniiber den anderen Zustinden deutlich
erhéhte Lebensdauer von 46 ps (bei 1000 K) (Abb. X36) weist auf hohe Ubergangsbarrieren hin und
unterstiitzt damit den Befund, dafd bei 300K-MD-Simulationen keine ®/¥-Konformationsiiber-

giinge im Lewis™-Teil gefunden wurden [149]. Die meisten Ubergiinge finden zwischen LX-Gruppe 1
und 3 statt (Abb. X35). Es handelt sich hierbei um einen FPP(I(—)Z)—Ubergang bei dem Fuca(1-
3)GlcNAc zwischen Minimum A und B wechselt. Der Energieunterschied zwischen LX-Gruppe 1
und 3 betrigt 1.9 kcal/mol. Dieser Wert ergibt sich sowohl aus den Differenzen der Mittelwerte der
potentiellen Systemenergie als auch aus den anhand der Populationsunterschiede berechneten Freien
Energie (Abb. X32). Der Energieunterschied von 1.9 kcal/mol entspricht auch in etwa dem Wert wie
er sich aus der Adiabatic Map von FPhi/FPsi ergibt (Abb. X22). Ein Grund warum Minium B (FPP-

4. Aus einem Vergleich mit einer 1000 K MD-Simulation der Linge t, =100 ns ergab sich, daf die aus den Daten der

10 ns-MD-Simulation berechneten ,FGE-Maps® jedoch schon eine gute Niherung an die Gleichgewichts-FGE-Map
darstellen.
1. Durchschnittlich sind 1500 Minimierungschritte bis zum Konvergenzkriterium von 0.001 kcal/A notwendig (e=80)
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Abb. 26: Globales Minimum LX=3 (links) und Nebenminimum LX=9 (rechts) von Sialyl—LewisX
(vgl. Abb. X32)

Code = 2) in der FGE-Map von Fucoi(1-3)GlcNAc deutlich energiedrmer ist als in der Adiabatic
Map, ist entropischer Natur: Fiir FPP-Code = 2 gibt es zwei Realisierungsméglichkeiten mit Energien
im Bereich bis 2 kcal/mol (LX-Gruppen 1 und 9) (vgl. Abb. 26); die nichste Realisierungs-
moglichkeit fiir FPP-Code = 1 (Minimum A) liegt bereits 4 kcal/mol iiber dem globalen Minimum
(vgl. Abb. X32) und trigt daher zur Population von Minimum A praktisch nichts bei. Insgesamt ist
das FPP-Populationsverhiltnis (B/A) bei 1000 K gleich 0.75. Daraus errechnet sich ein Energieunter-
schied von 0.6 kcal/mol. Dieser Energieunterschied liegt schon sehr nahe am Energieunterschied wie

er sich aus der FGE-Map ergibt.

Insgesamt gesehen sind Hochtemperatur-MD-Simulationen' eine effektive Methode zur Konformati-
onsanalyse von Oligosacchariden, vorausgesetzt man hat eine entsprechend leistungsfihige Analyse-
Software, um die gewiinschten Informationen aus den Trajektoriendaten zu gewinnen. Der wesentli-
che Vorteil der Methode beruht darauf, daf§ das Gesamtmolekiil durch eine einzige MD-Simulation
analysiert werden kann. Simtliche sterischen Wechselwirkungen im Molekiil sind beriicksichtigt.
Weiterhin nimmt die CPU-Zeit durch eine zunehmende Grof8e des Oligosaccharids nicht exponenti-

ell zu wie bei Grid-Search-Methoden?.

1. Die C-C- und C-O-Bindungen von Sialyl-LewisX zeigen bei 1200K eine Standardabweichung von 0.064, die glycosidi-
schen Bindungswinkel C-O-C fluktuieren durchschnittlich im Bereich von + 6°

2. Bei Verwendung eines Cutoffs (= 104) fiir die nichtbindenden Wechselwirkungen ergibr sich eine anniihernd lineare
Zunahme der CPU-Zeit mit der Grofe des Oligosaccharids.
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3.3.2 Kombination von Grid-Search- und MD-Methoden zur Konformationsanalyse von Oligo-
sacchariden (GCMD-Methode)

Nicht immer sind Hochtemperatur-MD-Simulationen geeignet, um bestimmte Effekte angemessen
zu beschreiben. So wurde bereits gezeigt, dafy die OH-Gruppen bei hohen Temperaturen keine flie-
enden Rotationsprofile mehr zeigen. Der Nachteil von MD-Simulationen bei 300 K ist, wie bereits
erwihnt, daf} extrem lange Simulationszeiten notwendig sind um Konformationsiiberginge im ®/'¥—
Raum zu beobachten. MD-Simulationen bei 300K sind jedoch sehr gut geeignet um innerhalb eines
®/¥Y-Minimums die OH-Gruppen zu equilibrieren (vgl. Abschnitt 3.4.2). Um einen n-dimensiona-
len Konformationsraum vollstindig systematisch abzusuchen, bietet sich die Grid-Search-Methode
an. Ungliicklicherweise ist die Lage der @/¥-Minima je nach konkretem Verkniipfungstyp fiir die
Zuckereinheiten sehr unterschiedlich, so daff man den Konformationsraum in sehr kleinen Schritten
absuchen miif§te, um alle Minima genau zu lokalisieren. Andererseits ist die Zahl der Minima pro gly-
cosidische Bindung meistens deutlich geringer als zehn. Um alle wichtigen Minima zu finden, sollte
es daher geniigen, fiir jede glycosidische Bindung die beiden Torsionswinkel in 120°-Schritten zu
rotieren und die so erzeugten neun Strukturen anschlieffend zu minimieren. Damit hat man zwei Pro-
bleme bereits beseitigt: erstens hat man den Konformationsraum weitriumig abgesucht und zweitens
die genaue Lage der ®/'¥-Minima durch die Minimierung ermittelt (GSCC-Methode). Die Eigen-
schaften der lokalen Minima (z.B. H-Briicken, Rotationsprofile der OH-Gruppen) werden im
Anschluf§ durch eine MD-Simulation bei 300 K ermittelt. Die gesamte Sequenz GS-CC-MD wird als
GCMD-Methode bezeichnet.

Die Methode wurde fiir Sialyl-Lewis™ zur Analyse der lokalen Minima des Lewis™-Teils angewandt.
Dazu wurden durch systematische Variation von GPhi/GPsi/FPhi/FPsi insgesamt 81 Strukturen
erzeugt und minimiert. Aus den so erzeugten Strukturen wurden zuerst die mehrfach vorkommenden

entfernt!, die verbleibenden 76 Strukturen wurden anschlieend als Startstrukturen fiir 300 K- MD-
Simulationen mit jeweils z = 100 ps verwendet (Abb. X38). Insgesamt ergab sich damit eine Simulati-
onsperiode der Linge 7.6 ns. Die aus den ®/W-Populationsdaten berechneten FGE-Maps sind nicht
mehr global giiltig, da zwischen weit entfernten Minima (wahrscheinlich) kein Konformationsgleich-
gewicht erreicht wurde. Die FGE-Map gilt daher nur fiir die unmittelbare Umgebung des Minimums
(lokale Gridgleichgewichte, vgl. Abschnitt 2.3). Die so erhaltenen, nur lokal giiltigen, FGE—Maps2
(Abb. X40, Abb. X41) beschreiben viel besser die Lage der lokalen Minima, die durch die
HTMDCC-Methode erhalten wurden, als die Hochtemperatur FGE-Maps (Abb. X20, Abb. X21).
Insbesondere ist nun Minimum C fiir Fuco(1-3)GlcNAc in der Karte zu sehen.

Die Methode eignet sich also um sehr schnell alle lokalen Minima fiir nicht allzu grofle Oligosaccha-
ride zu erzeugen (pro glycosidische Bindung wichst die Zahl der Startstrukturen maximal um den
Faktor neun). Die lokalen Eigenschaften der Minima werden dann durch MD-Simulation analysiert.
Da die MD-Simulation fiir jede Startstruktur mindestens 100 ps lang sein sollte, lif3t sich die
Methode praktisch bis zum Tetrasaccharid (¢, = 70 ns) routinemiflig anwenden. Die auf diese Weise
erzeugten Ensembles lassen sich, wie bei den HTMD-Simulationen bereits beschrieben, in ®/'P-
Gruppen cinteilen und die Eigenschaften der einzelnen Gruppen statistisch hinsichtlich relevanter
Groflen wie z.B. H-H-Abstinde analysieren und vergleichen (siche nichster Abschnitt).

1. Zur Identititspriifung werden ausgewihlte Torsionswinkel (im vorliegenden Fall alle ®/Y-Winkel) gerastert (z.B. 10°)
und die Kombinationsgruppen der einzelnen so erzeugten Gridgruppen berechnet. Fiir jede Kombinationsgruppe wird
die Struktur mit der geringsten Energie aus den Strukturarchiv extrahiert.

2. Aus den Daten der gesamten Simulation wird nur eine Map berechnet
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3.3.3 Analyse von MD-Ensembles zur Unterstiitzung der Strukturaufklirung mittels NMR-
Methoden

Die Analyse von interglycosidischen Transfer-NOEs ist eine der wichtigsten Methoden zur Struktur-
aufklirung von Oligosacchariden in Losung [59,149,194,197]. Die relativen NOE:s lassen sich unter
Anwendung der ISPA-Niherung [198] in Abstandsbeschrinkungen umwandeln, welche als Randbe-
dingungen fiir die Generierung eines Strukturvorschlags mittels Computersimulationen verwendet
werden kénnen. Eine Methode, um herauszufinden, welche ®/'¥-Kombinationen im Einklang mit
den NOE-Messungen sind, ist die Generierung sogenannter Distance-Maps [97,192-194,199].
Dabei werden die ®/'Y-Torsionswinkel systematisch variiert und die zugehorigen H-H-Abstinde
gemessen. Die Contourlinien der experimentell ermittelten unteren und oberen Abstandsgrenzen
werden in @/'Y-Diagramme eingetragen. ®/'¥-Kombinationen, die mehrere experimentelle Randbe-
dingungen erfiillen, liegen im Schnittbereich der entsprechenden Contourlinien. Eine alternative

Methode besteht in der Generierung einer groffen Anzahl von Strukturen (10% durch Metropolis-
Monte-Carlo (MMC)-Simulation mit einem hohen Temperaturparameter (2000K) und anschlieflen-
der Selektion derjenigen Konformationen, die alle Abstandsbeschrinkungen erfiillen [197]. Ein ana-
loges Verfahren kann auch auf Basis von Hochtemperatur-Simulationen realisiert werden: Aus dem

Ensemble einer 1000K-MD-Simulation von Sialyl—LewisX mit £ = 10 ns wurden diejenigen Struktu-

ren extrahiert, die einer Liste von NOE-Randbedingungen geniigen. Fiir den Lewis™-Teil wurden fol-
gende NMR-Constraints zur Extraktion verwendet (vgl. Abb. X42): GH1-LH4=[2.2, 2.8], GH1-
LHG6R=[2.0, 3.0], FH1-LH3=[2.2, 2.8], FH5-GH2=[2.2, 2.8], FH6-GH2=[2.3, 3.3][194]. Alle
extrahierten Strukturen liegen fiir GalB(1-4)GlcNAc und Fuca(1-3)GleNAc im @/W-Bereich um
(45°/20°)(Abb. X46). Die gemessenen NOEs kénnen also durch eine Konformation erklirt werden,
die dem globalen Minimum (LX-Code = 3, vgl. Abb. X32) entspricht. Fiir Neu5Aco.(2-3)Gal wur-
den anhand von ROESY-Spektren ROE: fiir SH8-GH3 und fiir SH3ax-GH3 gefunden [149]. Dieser
Befund kann nicht durch eine einzelne Konformation erklirt werden, da nicht beide Abstinde gleich-
zeitig kleiner als 3.3 A sein kénnen (vgl. Abb. X47). Verwendet man einmal die SH8-GH3-Randbe-
dingung [1.8, 3.3] zur Extraktion der Strukturen aus dem HTMD-Ensemble, so erhilt man
ausschliefflich Strukturen, die in den ®/¥-Bereich um (-160°/-20°) fallen. Bei Anwendung des

SH3, -GH3-Kriteriums [1.8, 3.3] erhilt man ausschliefflich Strukturen mit einem ®/'¥-Bereich um

(-80°/-10°).

Aus den Daten der HTMD-Simulationen lassen sich noch weitere hilfreiche Informationen gewin-
nen: Aus den Hiufigkeitsverteilungen (Abb. X43) kann man, wie bereits bei Maltose beschrieben,
abschitzen, fiir welche H-H-Abstinde tiberhaupt NOEs auftreten kénnen. Gruppiert man die Daten
anhand der Minima der FGE-Maps (vgl. Abb. X32) so lassen sich Voraussagen tiber potentielle
NOE:s von lokalen Minima machen. Fiir die in Abschnitt 3.3.1 definierten lokalen Minima fiir

Lewis® (LX-Code) lifit sich so die Voraussage machen, dafl das Vorliegen einer Struktur, bei der sich
beide glycosidischen Bindungen im Minimum B (vgl. Abb. X30) befinden, sich in einem deutlichen
NOE fiir Gal(H1)-Fuc(H1) zeigen miifite (Abb. X44). Zwar geht aus den oben aufgefithrten NOE-
Constraints eindeutig hervor, dafl das globale Minimum (LX-Code=3) in Lésung vorliegt (GH2-
FHS5 ist selektiv fiir das globale Minimum), das Vorhandensein des Minimums (LX-Code=3), bei
dem sich Fuco(1-3)GlcNAc im Minimum B (vgl. Abb. X31) befindet, kann anhand der in Abb. X44
aufgefiihrten H-H-Abstinde jedoch nicht ausgeschlossen werden. Keiner der gemessenen H-H-
Abstinde lif3t selektiv auf das Vorhandensein des Minimums (LX-Code=3; Minimum B fiir Fuco.(1-
3)GlcNAc) schlieflen. Um dessen Existenz auszuschlief8en ist ein diskriminierender NOE jedoch not-
wendig, denn nur wenn ein fiir das Minimum (LX-Code=3) selektiver NOE im Spektrum fehlt, kann
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die Existenz dieses Minimums mit grof8er Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden. Hinweise, daf3
eine Konformation, bei der Fuca(1-3)GlcNAc eine Orientierung wie in Minimum B einnimmt, in
Losung vorliegen kénnte, finden sich in [200].

Alternativ zur Generierung des MD-Ensembles durch eine HTMD-Simulation kann auch die in
Abschnitt 3.3.2 vorgestellte GCMD-Methode verwendet werden. Der Vorteil eines 300K-Ensembles
liegt in der stabileren Rotamerenverteilung der OH-Gruppen. Dies ist vor allem dann wichtig, wenn
Transfer-NOE-Messungen in DMSO oder unterkiihltem Wasser (-15°) durchgefiihrt wurden. Unter
diesen Bedingungen kénnen NOEs zu OH-Protonen beobachtet werden. Deren Wert hiingt jedoch
von der Orientierung der OH-Gruppe ab. Da sich die OH-Gruppen innerhalb eines lokalen ®/'¥/o-
Minimums bei 300 K equilibrieren lassen (siche Abschnitt 3.4.2) sind die 300K-GCMD-Ensembles
sehr gut geeignet um z.B. die Interpretation von NOESY-Spektren aus NMR-Messungen in DMSO
zu erleichtern.

Die Berechnung der H-Briicken-Matrix (Abb. X44) aus dem MD-Ensemble liefert weitere wertvolle
Informationen iiber intraresiduale und interresiduale H-Briicken in iibersichtlicher Form. Die fiir die
Strukturaufklirung wichtigen interresidualen H-Briicken zeigen sich in der gewihlten Form der Dar-

stellung analog den ,Kreuzpeaks® bei 2D-NMR-Spektren auflerhalb der Matrixdiagonalen.

3.4 Analyse der Rotamerengleichgewichte

3.4.1 Einleitung

Wihrend es im vorangegangen Abschnitt hauptsichlich darum ging, lokale Minima im ®/'¥-Raum
aufzuspiiren und ihre lokalen Eigenschaften zu untersuchen, ist das Hauptziel dieses Abschnitts zu
untersuchen wie lange es dauert, bis das Konformationsgleichgewicht zwischen den Konformationen
(,Gridgruppen®) eingestellt ist. Dabei wird hierarchisch zwischen OH-, Hydroxymethyl- und ®/¥-
Rotameren unterschieden, da diese in unterschiedlichen Zeitskalen equilibrieren. Unter der Voraus-
setzung, daf$ das Rotamerengleichgewicht eingestellt ist, lassen sich aus den relativen Populationen die
Energieunterschiede mit Hilfe der Boltzmann-Formel (Gleichung 14) berechnen. Die in Abschnitt
2.3 und Abschnitt 2.4 gemachten Erlduterungen bilden die Grundlagen zum Verstindnis dieses
Abschnitts. Als Modellsystem wurde -Maltose verwendet.

3.4.2 Rotationsprofile, Rotamerenpopulation und Gleichgewichtseinstellung der OH-Grup-
1

pen
Zur Bestimmung der Simulationszeit (z), die notwendig ist, um das Rotamerengleichgewicht (-60°,
+60°, 180°) einzelner OH-Gruppen bei 300 K einzustellen, wurde eine MD-Simulation mit # = 3 ns
durchgefiihrt (CVFE €=4, Az, = 50 fs). Ausgewihlte Trajektorien von Torsionswinkeln sind in Abb.
X48 bis Abb. X50 dargestellt.

Die Rotameren der OH-Gruppen wurden wie folgt definiert: ,,-60°“=[-90°, -30°], ,,+60°“=[30°, 90°],
,180°“=[150°, 210°] (vgl. auch Abb. X53).

Die berechnete Rotamerenpopulation und die Gleichgewichtsparameter EQ fiir die einzelnen OH-

Gruppen sind in Abb. X51 dargestellt”. Aus dem Wert von EQ (vgl. Abschnitt 2.4.1) erhilt man
einen ersten Hinweis, daf$ fiir die primdren OH-Gruppen (G60OH und L60OH) auch nach 3 ns das

Konformationsgleichgewicht evtl. nicht eingestellt ist. Auffillig unterschiedlich ist die Rotamerenpo-

1. Definition der Torsionswinkel fiir die OH-Gruppen: C,_{-C_-O-H (Ausnahme L1OH: O5-C1-O-H)

2. Die Prozentzahlen beziehen sich auf Heff = 17gqp



Molekiildynamik-Simulationen als Methode zur effizienten Konformationsanalyse von Oligosacchariden 45

pulation der benachbarten Torsionswinkel G2ZOH und G30H. Wihrend bei G3OH praktisch

Gleichverteilung zwischen den OH-Rotameren vorliegt, ist bei G2ZOH der Rotameren-Zustand -60°
zu mehr als 50% populiert. Dieser muf$ daher gegeniiber den beiden anderen Rotameren eine deutli-
che Stabilisierung erfahren. Der maximale Energieunterschied zwischen zwei OH-Rotameren liegt bei

0.85 kcal/mol (Abb. X52).

Die Gleichgewichtsanalyse des Rotamerengleichgewichts fiir G3OH (siche Abb. X55 bis Abb. X57)
zeigt, dafl sich das Gleichgewicht nach 500 ps eingestellt hat (EQ1 < 5). Nach 500 ps sind bereits aus
allen drei Rotameren mehr als 200 Uberginge erfolgt (Abb. X58), welches sich in einem kleinen Wert
tir EQ2 zeigt. Auch der weitere Verlauf von EQ1 zeigt, dafy das Rotamerengleichgewicht fiir G3OH
sehr stabil ist (Abb. X56). Nach einer Simulationszeit von #,= 1.2 ns sinkt der Wert fiir EQ1 sogar

unter 2 und bleibt dort fiir den Rest der Simulationszeit.

Das aus der Hiufigkeitsverteilung (Abb. X53) fiir G30OH berechnete Profil der Freien Gridgruppen-
Energie (Abb. X54) (vgl. Abschnitt 2.3.4) zeigt zwei Minima nahezu identischer Energie bei -50° und
+175°. Das dritte Minimum liegt bei +60° und besitzt eine um 0.22 kcal/mol héhere Energie. Die
Rotationsbarrieren liegen bei 0.85 kcal/mol bzw. 1.37 kcal/mol. Die Absenkung der beiden globalen
Minima und der Energiebarrieren bei 0° und 120° kann mit einer Coulomb-Anziehung zwischen
dem OH3-Proton und dem O2-Atom bzw. O4-Atom erklirt werden. Um sicher zu gehen, daf das
Energieprofil auch wirklich auf einem globalen oder eingeschrinkten Gridgruppengleichgewicht
beruht, miifite fiir alle 36 G3OH-Gridgruppen auf denen es basiert, die Einstellung des Populations-
Gleichgewichts gepriift werden. Ausgehend von dem Ergebnis der Analyse des Rotameren-Gleichge-
wichts und der Tatsache, dafl die Gridgruppe mit der geringsten Population (P(-120°)=0.6%) immer-
hin durch 300 Frames reprisentiert wird, kann angenommen werden, daf§ das Populations-
Gleichgewicht tiber den gesamten Wertebereich von G30H eingestellt ist. Die Detailanalyse der
Rotamereniiberginge (Abb. X60) bestitigt den Verlauf des Energieprofils. Es erfolgen ungefihr drei-
mal soviel Uberginge iiber die Energiebarrieren bei 0° und 120° wie iiber die Barriere bei -120°. Ca.
10% der Rotameren-Lebensdauern sind gleich dem Sampling-Intervall von 50 fs (Abb. X59) (siche
hierzu Abschnitt 3.5).

Das Profil der Freien Gridgruppen-Energie (Abb. X54) fiir den Torsionswinkel G2OH zeigt die Sta-
bilisierung des Zustands -60° um 0.3 kcal/mol. Ursache hierfiir ist, neben der Wechselwirkung mit
dem glycosidischen O-Atom, die zusitzlich mégliche interresiduale Wechselwirkung mit dem O3-
Atom der reduzierenden Glucose-Gruppierung. Diese interresiduale Wechselwirkung ist wahrschein-
lich auch der Grund fiir die Schwankungen in der Rotamerenverteilung von G2OH (Abb. X61) und
L30OH (Abb. X62). Es ist anzunehmen, dafl die Wechselwirkungen zwischen G2OH und L30H von
®/¥ abhingen (vgl. Abschnitt 3.3.1).

Die Abhingigkeit der Rotamerenverteilung von der Simulationszeit fiir die primirem OH-Gruppen
ist in Abb. X63 und Abb. X64 gezeigt. Im Bereich bis #, = 500 ps findet man den iiblichen Verlauf der

Einstellung des Rotameren-Gleichgewichts. Im Bereich zwischen 7, = 500 ps und = 800 ps wird das

Rotamerengleichgewicht fiir GOGOH und L60OH jedoch offensichtlich gestort. Ein Blick auf die Tra-
jektorie von ®1 (G560) und 2 (L560) (Abb. X49) offenbart die Ursache der Storung: Nach unge-
fihr 700 ps Simulationszeit erfolgt ein Ubergang fiir G560 von tg nach gg. Der Torsionswinkel
L560 zeigt im Bereich um 600 ps einen Ubergang von gt nach tg, welcher nach weiteren 400 ps wie-
der riickgingig gemacht wird. Insgesamt finden fiir G560 innerhalb von 3 ns sechs Rotamereniiber-
ginge statt, fiir L560 sind es deren zwolf. Die Rotamerengleichgewichte der primiren OH-Gruppen
sind also von der Einstellung des Hydroxymethylgleichgewichts abhingig, welches sich aber viel lang-
samer einstellt. Aussagekriftige Rotationsprofile bzw. Rotamerenverteilungen kénnen fiir die primi-
ren OH-Gruppen nur erhalten werden, indem man entweder die Simulationszeit solange verlingert,
bis sich das Hydroxymethylgleichgewicht eingestellt hat, oder man verhindert durch Anwendung von



Molekiildynamik-Simulationen als Methode zur effizienten Konformationsanalyse von Oligosacchariden 46

zusitzlichen Potentialen (Restraints), daf§ ein Rotamereniibergang der Hydroxymethylgruppen
erfolgt. Im letzteren Fall erhilt man fiir die primire OH-Gruppe ein Rotationsprofil mit der Randbe-
dingung einer ,eingefrorenen® Hydroxymethyl-Orientierung (,eingeschrinktes Gridgruppengleich-
gewicht®). Ein Vergleich der GGOH-Energieprofile mit und ohne eingestelltem G560-
Rotamerengleichgewicht ist in Abb. X82 gezeigt. Wegen der geringen Population des gt-Zustands fiir
G560 bei der 3ns-MD-Simulation ist die Einstellung -60° fiir G60OH, die fiir den gt-Zustand die
stabilste ist, im Ensemble unterreprisentiert. Dies fithrt im vorliegenden Fall zu einer starken Erho-
hung der relativen Energie dieses Zustandes, so daf§ der GOGOH(+60°)-Zustand zum energiedrmsten
wird.

Anhand der wenigen Ubergiinge, die man fiir die Hydroxymethylgruppen bei 300 K innerhalb von
t.= 3 ns beobachtet, lif3t sich nur eine sehr grobe Abschitzung fiir die Dauer der Einstellung des
Hydroxymethylgleichgewichts machen: Unter der Annahme, daf8 fiir jedes der drei Rotameren 100
Ubergiinge erfolgen sollen und die mittlere Lebensdauer fiir jedes Rotamer bei 500 ps liegt, ergibt sich
fiir die Zeit, die zur Einstellung des Rotamerengleichgewichts bei 300K benétigt wird, mindestens
150 ns. Die Uberpriifung dieser Abschitzung erfolgte durch eine 300K-MD-Simulation mit

t,= 2 ps. Eine detaillierte Analyse der Gleichgewichtseinstellung (siche Abschnitt 3.4.4) ergab, dafl
mindestens 400 ns Simulationszeit notwendig sind, bis sich das Rotamerengleichgewicht der Hydro-

xymethylgruppen bei 300 K eingestellt hat.

3.4.3 ,Nachbargruppeneffekte

In diesem Abschnitt soll kurz darauf eingegangen werden, wie sich die Orientierung einer OH-
Gruppe auf die Orientierung der benachbarten OH-Gruppen auswirkt.

Abb. X069 zeigt Korrelations-Contourplots der Freien Gridgruppen-Energie fiir verschiedene Kombi-
nationen von Torsionswinkeln zweier benachbarter (und auch einiger weiter entfernter) OH-Grup-
pen. Es zeigt sich eindeutig, dafy Information (Stellung einer bestimmten OH-Gruppe) nicht nur
zwischen unmittelbar benachbarten OH-Gruppen desselben Ringes, sondern auch iiber die Ring-
grenzen hinweg zum benachbarten Ring , transportiert” wird. So bewirkt ein Torsionswinkel

G2OH = 180° mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht nur eine Orientierung G30H = 180° und
G40OH = 180°, sondern auch L30H = 180° und L2OH = 180°. Die OH-Gruppen sind damit
gleichsinnig im Uhrzeigersinn orientiert (Abb. 27, links). Eine entsprechende Orientierung gegen den
Uhrzeigersinn (Abb. 27, rechts) ist auch moglich, diese besitzt ebenfalls eine hohe Wahrscheinlich-
keit, da eine derartige Anordnung die Zahl der intramolekularen H-Briicken maximiert und daher
einen stark negativen Coulomb-Term aufweist. Die Orientierung der OH-Gruppen in einer Rich-
tung sollte mit abnehmender Dielektrizititskonstante immer stirker dominieren [133,178,201]. Die
dirigierende Wirkung der G2ZOH-Gruppe Lifit sich auch durch einfache Hiufigkeitsplots nachweisen
(Abb. X70 und Abb. X71). Dazu werden die Frames anhand des Torsionswinkels G2ZOH in drei
Gridgruppen aufgeteilt: -60° [-120°, 0°], +60° [0°, 120°], 180°[120°, 240°]. Fiir jede Gridgruppe
wird ein Populationsprofil der benachbarten Torsionswinkel G3OH und L30OH berechnet. Es zeigt
sich sehr deutlich, dafl die Orientierung von G20H Einfluff auf die Orientierung der Nachbargrup-
pen hat.

Kombiniert man jeweils die drei Rotameren-Gridgruppen der Torsionswinkel G2OH, G30H,
G40OH, L20H und L30H zu neuen 5D-Kombinations-Gridgruppen (GG-Code), so ergeben sich
theoretisch 243 verschiedene Kombinationen. Die Analyse der Daten einer 300K-MD-Simulation
von B-Maltose (CVFE, g=4, ¢,= 1 ns, Az, = 20 fs) ergab, daff 230 Kombinationen innerhalb der Simu-
lationsperiode realisiert werden (Abb. X72). Es hat sich herausgestellt, daf§ die Anordnung im Uhrzei-
gersinn (GG-Code = 17 und GG-Code = 50) und die Anordnung entgegen dem Uhrzeigersinn (GG-
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Abb. 27: B-Maltose: Orientierung der OH-Gruppen im Uhrzeigersinn (links) und entgegen den
Uhrzeigersinn (rechts). Magliche H-Briicken von LO6 (Donor) wenn der Torsionswinkel L560
die tg-Stellung einnimmt.

Code = 71) am hdufigsten populiert sind. Beide zusammen ergeben eine Population von 14%, d.h.
86% der Strukturen zeigen keine Anordnung bei der alle fiinf OH-Gruppen in einer Richtung orien-
tiert sind.

3.4.4 Rotationsprofile, Rotamerenpopulation und Gleichgewichtseinstellung der Hydroxyme-
thylgruppen’

Basis der Analyse bildet eine Langzeit-MD-Simulation von B-Maltose bei 300 K (CVFE ¢ = 4,

t,= 2 ps, Az, = 20 ps). Die Trajektorien der o-Torsionswinkel (G560, L560) sind in Abb. X74 darge-
stellt. Die Rotameren der Hydroxymethylgruppen wurden wie folgt definiert: ,,gg“=[-115,-5],
»gt“=[5,115] und ,tg“=[125,235] (vgl. Abb. X75). Trigt man die relative Population der Konforma-
tionen (100-x,) wie iiblich in Abhingigkeit von der Simulationszeit auf (Abb. X77), so sicht man
deutlich die starken Anderungen innerhalb der ersten 250 ns (entspricht 12500 Frames). Im Bereich
zwischen 250 ns und 500 ns bleibt die Population aller Rotamere praktisch konstant. Anschliefend
zeigt sich innerhalb der nichsten ca. 600 ns fiir gg und gt eine leichte Instabilitit des Gleichgewichts
in Form einer reversiblen Drift, woraus fiir diesen Zeitbereich ein Fehler von ca. 25% fiir diejenigen
Gleichgewichtskonstanten ergibt, an denen gg beteiligt ist (siche Abb. X78).

Abb. X79 zeigt die Anderung der Gleichgewichtsparameter EQ in Abhiingigkeit von der Simulat-
ionszeit. Sowohl EQ1 als auch EQ2 zeigen besonders deutlich das Erreichen des Gleichgewichtzu-

standes bei 300-400 ns durch einen starken Abfall von EQ"*" auf einen Wert kleiner 5. Ab einer
Simulationszeit grofler 600 ns ist auch die Konformationsiibergangsbedingung so gut erfiillt, daf§

EQ2m < EQI™™ wird. EQ3 zeigt die erwartete ,,Unruhe® im Drift-Term selbst noch bei langen
Simulationszeiten. EQ4 nimmt zwar mit zunehmende Simulationszeit ebenfalls ab, das Erreichen des
Gleichgewichtszustandes ist jedoch nicht so deutlich sichtbar wie bei den nach relativen Werten
berechneten EQ-Parametern. Dies wird auch bei Betrachtung der einzelnen Terme (Abb. X80) deut-

lich.

Als Rotamerenpopulation der Hydroxymethylgruppen nach Simulationszeit von # = 2 ps unter den
beschriebenen Simulationsbedingungen erhilt man: G560 [gg(19%), gt(59%), tg(22%)];
L560 [gg(30%), gt(53%), tg(17%)]

1. Definition der Torsionswinkel fiir die Hydroxymethylgruppen: O5-C5-C6-O6



Molekiildynamik-Simulationen als Methode zur effizienten Konformationsanalyse von Oligosacchariden 48

Das fiir G560 berechnete Profil der Freien Gridgruppen-Energie (Abb. X76) ist in ausgezeichneter
Ubereinstimmung mit dem aus Grid-Search-Daten berechneten Profil (vgl. Abschnitt 4.3.5). Ledig-
lich die Ubergangszustinde sind nicht ausreichend oft populiert. Mit einer relativen Hiufigkeit

<0.01 % (Intervallbreite = 10°) werden diese selbst bei 10° gespeicherten Frames durch weniger als 10
Frames populiert. Hier zeigt sich deutlich, dafy MD-Simulationen bei 300K nicht geeignet sind um,
mit den derzeitigen technischen Moglichkeiten, Zustinde mit einer relativen Energie > 4 kcal/mol in
statistisch ausreichender Anzahl zu populieren.

3.4.5 Rotationsprofile, Rotamerenpopulation und Gleichgewichtseinstellung der glycosidischen
Torsionswinkel

Basis der Analyse bildet wiederum die Langzeit-MD-Simulation von $-Maltose bei 300 K (CVFE,
€ =4, t,= 2 ps, Az,= 20 ps). Die Trajektorien der @- und ¥-Winkel sind in Abb. X73 dargestellt. Es

ist offensichtlich, daf§ die Rotationen um @ und ¥ nicht mehr einfach durch ein dreizihliges Poten-
tial beschrieben werden kann. Ein dreizihliges Potential bildet zwar sicherlich noch die Basis des

Energieprofils (sp®), der entgiiltige Verlauf des Profils in Abhzingigkeit vom Torsionswinkel wird
jedoch durch iibergeordnete Faktoren wie Destabilisierung bestimmter Torsionswinkelwerte durch
riumliche Uberlappung von Atomen oder Absenkung der Energie durch Ausbildung von interresi-
dualen H-Briicken bestimmt.

Aus dem Energieprofil der Freien Gridgruppen-Energie (Abb. X81) kann man erkennen, dafd bei 300
K nicht der gesamte Torsionswinkelbereich von @ und ¥ populiert ist. Das Energieprofil fiir den Tor-
sionswinkel besitzt ein Minimum bei @ = -20° und zwei Wendepunkte bei @ = -60° und @ = +20°.
Fiir ¥ erhilt man zwei Minima bei ¥ = -30° und ¥ = +190° und einen Wendepunkt bei ¥ = +10°.
Die Rotameren fiir ¥ wurden daher wie folgt definiert: ,,syn® = [-90,+60], ,,anti“ = [+150,+230].

Innerhalb der Simulationsperiode von £, = 2 ps finden bei 300 K genau vier Uberginge von der syn-
in die anti-Konformation statt. Die Lebensdauern fiir die anti-Konformationen sind: 1660 ps,

340 ps, 560 ps, 4960 ps. Der erste Ubergang erfolgt nach 111 ns Simulationszeit, die folgenden nach
weiteren 89 ns, 525 ns und 661 ns Simulationszeit. Wegen der grofSen mittleren Lebensdauer der syn-
Konformation kann man davon ausgehen, daf§ es derzeit technisch nicht méglich ist, das syn/anti-
Gleichgewicht mit einer MD-Simulation bei 300K einzustellen. Das Energieprofil (Abb. X81) ist
daher wahrscheinlich fiir ¥ nur im Bereich der syn-Konformation korrekt. Die Gleichgewichtsana-
lyse (Abb. X84, Abb. X85) zeigt abrupte Anderungen der Gleichgewichtskonstanten beim Ubergang
syn <> anti. Der Gleichgewichtsparameter EQ1 bleibt deutlich grofer als 5 und zeigt daher den
»Nichtgleichgewichtszustand® richtig an, EQ2 ist auflerhalb des erlaubten Wertebereichs [0, 20].
EQ4 ist dagegen vollkommen ungeeignet, um Aussagen iiber die syn/anti-Gleichgewichtseinstellung
zu machen, da hier Anderungen unter 1% auftreten. Diese kleinen Anderungen ziehen jedoch deutli-
che Fluktuationen der Gleichgewichtskonstanten nach sich, da die anti-Konformation nur zu ca.
0.5% populiert ist.

Berechnet man die korrelierte Hiufigkeitsverteilung fiir @ und ¥ (Abb. X83) kann man, wie bereits
in Abschnitt 3.3.1 gefunden, erkennen, daff innerhalb der syn-Konformation eine Abhingigkeit zwi-
schen @ und ¥ besteht. Das Hiufigkeitsmaximum befindet sich bei @ = -25° /¥ = -25°. Die Popu-
lation nimmt nicht symmetrisch ausgehend von diesem Maximum ab, es gibt zwei , Auslidufer®
erhohter Population mit Zentren bei @ =-60° /¥ =-40° und ® =10°/ ¥ = 10°

Durch MD-Simulationen bei 300K kann also fiir Maltose selbst mit Simulationszeiten von 2 ps kein
Konformationsgleichgewicht im ®/¥—Raum eingestellt werden, es kann lediglich das lokale Gleich-
gewicht innerhalb der syn-Konformation analysiert werden.
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3.4.6 Reproduzierbarkeit von Rotamerengleichgewichten

Um zu Uberpriifen, welche Simulationszeit notwendig ist, bis sich ein Rotamerenverhiltnis der
Hydroxymethylgruppen innerhalb bestimmter Fehlergrenzen reproduzierbar eingestellt hat, wurden
aus den 100000 Datensitzen der 2 ps-MD-Simulation von Maltose einzelne MD-Trajektorien unter-
schiedlich langer Simulationszeit erzeugt. Im einzelnen wurden aus den Daten 4 Trajektorien a

500 ns, 5 Trajektorien a 400 ns, 8 Trajektorien a 250 ns, 10 Trajektorien 4 200 ns, 20 Trajektorien a
100 ns, 40 Trajektorien 4 50 ns und 100 Trajektorien a 20 ns erhalten. Fiir alle 187 Einzeltrajektorien
wurde die Population der Rotameren der Hydroxymethylgruppe am reduzierenden Ende (L560)
berechnet. Die Abhingigkeit des Gleichgewichtsparameters EQ1 von der Simulationszeit zeigt Abb.
X90.

Fiir Simulationsdauern von 20 ns ergibt sich fiir die Population der Rotameren ein eindeutiges Bild
(siche Abb. X91, Abb. X92, Abb. X93): die Gleichgewichtskonstanten K(gg/gt) und K(gg/tg) variie-
ren iiber einen Bereich von drei Groflenordnungen und sind daher durch Einzelsimulationen der
Linge 20 ns definitiv nicht sicher reproduzierbar. Wenn man bedenkt, dafl Simulationsdauern von
20 ns mehr als doppelt so lang sind, als die meisten, der bis jetzt in der Literatur beschriebenen MD-
Trajektorien von Kohlenhydraten [149,152], so dringt sich die Frage auf, inwieweit die puplizierten
Populationsverteilungen, die meist ,,in Ubereinstimmung mit dem Experiment® sind, tiberhaupt
einen theoretischen Wert besitzen. Es bleibt unklar, wie die fast durchweg gute Ubereinstimmung mit
dem Experiment zustandekommt. Es sind folgende Moglichkeiten denkbar: Erstens, es wird von
einer experimentell gefundenen Start-Struktur ausgegangen und die Konformation 4dndert sich wih-
rend der MD-Simulation nicht grundlegend, zweitens, das Ergebnis ist wirklich zufillig ,,richtig“ und
drittens, es werden tendenziell nur Simulationsergebnisse publiziert, wenn diese in Ubereinstimmung
mit dem Experiment sind.

Fiir das CVFF-Kraftfeld ergibt sich bei 300 K folgendes Ergebnis: Die Reihenfolge der Rotamerenpo-
pulation (tg < gg < gt) kann erst fiir Simulationszeiten grofler als 200 ns einigermaflen sicher reprodu-
ziert werden.

Aus den vier 300K-MD-Simulationen mit # = 500 ns (siche auch Abb. X86 bis Abb. X88) erhilt man

fiir die Energiedifferenzen der L560-Rotameren: AE(gt-tg) = 0.70 + 0.03 kcal/mol, AE(gg-
gt) = 0.35 + 0.15 kcal/mol, AE(tg-gg) = 0.35 + 0.15 kcal/mol. Energiedifferenzen mit Beteiligung der
gg-Konformation lassen sich mit einer deutlich schlechteren Genauigkeit bestimmen als fiir das gt/tg-

Gleichgewicht (vgl. Abb. X94).

Insgesamt kann davon ausgegangen werden, daf§ mit Erreichen des Rotamerengleichgewichtszustands
(EQI < 5) die Energiedifferenzen ungefihr mit einer Genauigkeit von 0.1 kcal/mol bestimmt werden
konnen. Eine entsprechende Analyse fiir die OH-Gruppen bestitigt dies: mit Erreichen des Gleichge-
wichtszustands bei 500 ps ist die Standardabweichung fiir die Energiedifferenz der Rotameren auch

dort 0.1 kcal/mol (vgl. Abb. X95).

3.4.7 Einflul der Simulationstemperatur auf die Einstellung der Rotamerengleichgewichte

Wie in den vorangegangenen Abschnitten gezeigt, sind MD-Simulationen bei Raumtemperatur nicht
geeignet, um das Konformationsgleichgewicht fiir die @, ¥ und ®-Winkel mit vertretbarem techni-
schen Aufwand zu erreichen. Problematisch sind hierbei die bei diesen Winkeln vorhandenen Rotati-
onsbarrieren, die grofler als 3 kcal/mol sind. Es gibt zwei Moglichkeiten um dieses Problem zu
umgehen: Erstens durch Anlegen eines negativen Zusatzpotentials die Energiebarrieren abzusenken
(Umbrella Sampling) [157,202] oder man erhoht die Simulationstemperatur und gibt dem System
dadurch mehr kinetische Energie, die es ihm erlaubt, die Barrieren schneller zu iiberwinden.
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Zur Analyse, welche Erhohung der Simulationstemperatur notwendig ist, um das Konformations-
gleichgewicht fir die @, ¥ und ®-Winkel innerhalb einer fiir Routine-MD-Simulationen akzepta-
blen Simulationszeit (< 20 ns) zu erreichen, wurden folgende MD-Simulation von B-Maltose (CVFE

€ = 4) durchgefiihrt:

400 K: Simulationszeit=300 ns, Sampling-Intervall=3 ps
500 K: Simulationszeit=100 ns, Sampling-Intervall=1 ps
600 K: Simulationszeit=30 ns, Sampling-Intervall=0.5 ps

Entscheidendes Kriterium fiir den Einsatz von ,,Hochtemperatur“-MD-Simulationen zur Beschrei-
bung von Konformationsgleichgewichten ist, daf§ sich das System weiterhin ,,physikalisch im Sinne
des zugrundeliegenden Modells“ verhilt, auch wenn im biologischen Sinne ,,unphysikalische® Simu-
lationsbedingungen zum Einsatz kommen. Als Test fiir die Konsistenz des Modells wurde der Verlauf
der Energie-Profile der Freien Gridgruppen-Energie gewihlt. Diese sollten in erster Niherung tempe-

raturunabhingig sein.!
Hydroxymethylgruppen

Die aus den Hiufigkeitsverteilungen (Abb. X98) der w-Winkel berechneten Energieprofile (Abb.
X99, Abb. X100) zeigen eine ausgezeichnete Temperaturunabhingigkeit. Minimale Abweichungen
(0.2 kcal/mol) findet man im gg-Zustand, etwas grofer (0.4 kcal/mol) sind die Abweichungen in den
Ubergangszustinden. Es diirfte sich hier wahrscheinlich wegen der hohen Ubergangsbarrieren um ein

Sampling-Problem” und nicht um ein methodisches Problem handeln.

Die Gleichgewichtsanalyse der Hydroxymethylgruppen (Abb. X96, Abb. X97) ergab folgende Simu-
lationszeiten, die zur Einstellung des Rotamerengleichgewichts notwendig sind: 400 K : 40-100 ns;
500K: 10-50 ns; 600 K: 5-10 ns (zum Vergleich 300K: 400 - 500 ns).

OH-Gruppen

Daf sich bei diesen hohen Temperaturen und langen Simulationszeiten das Rotamerengleichgewicht
der OH-Gruppen eingestellt hat, steht auler Zweifel (vgl. Abschnitt 3.4.2). Entscheidender fiir die
OH-Gruppen ist die Frage nach der ,Stabilitit der Energie-Profile und ob H-Briicken-Effekte auf-
treten. Die aus den Simulationen erhaltenen FGE-Profile (Abb. X101 bis Abb. X107) zeigen abhin-
gig von der betrachteten OH-Gruppe eine Temperaturunabhingigkeit nicht iiber den gesamten
Wertebereich des Torsionswinkels. Eine auffillige Stabilisierung bei niedriger Temperatur tritt beim
Torsionswinkel L3OH im Bereich um -60° (Abb. X101) auf (-0.3 kcal/mol); etwas weniger ausge-
prigt ist die Stabilisierung bei 180°. Bei der benachbarten OH-Gruppe (L2OH) tritt ein analoger
Effekt bei +60° auf. Sowohl LIOH wie auch G2OH zeigen keinen Temperatur-Effekt, die bevorzugte
Orientierung dieser Gruppen paf8t jedoch zu einer Anordnung der OH-Gruppen gegen den Uhrzei-
gersinn, wie sie in Abb. 27 rechts dargestellt ist. Eine Erklirung fiir diesen Befund wire, daf$ sich bei
héheren Temperaturen die Anordnung aller sekundiren OH-Gruppen gegen den Uhrzeigersinn
wegen der erhohten kinetische Energie der Atome nur sehr selten einstellt und daher die besondere
Stabilisierung, die diese Anordnung darstellt, nicht mehr zum Tragen kommt.

1. Eine Temperaturabhingigkeit ist zu erwarten, wenn sich bei einer Nichtgridvariablen das eingeschrinkte Konformations-
Gleichgewicht (z.B. durch Population neuer Zustinde) dndert oder wenn ein temperaturabhingiger physikalischer Pro-
zess (z.B. H-Briickenbindung) bestimmend fiir das Profil ist.

2. Zu wenige Strukturen populieren die Ubergangzustinde: von 100000 gespeicherten Frames populieren bei 400 K nach
Boltzmann nur sieben Frames eine Gridgruppe der mittleren relativen Energie von 5 kecal/mol (Gridintervall = 10°)
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Glycosidische Torsionswinkel

Sowohl fiir @ als auch fiir W erhilt man FGE-Profile (Abb. X108, Abb. X109), die iiber weite Berei-
che unabhingig von der Temperatur sind. Interessanterweise unterscheidet sich die Energie der anti-
Konformation aus dem 300 K-Profil von ¥ nicht wesentlich von dem Energiewert, den man aus den
Hochtemperatur-FGE-Profilen erhilt, obwohl bei der 300K-MD-Simulation definitiv kein syn/anti-
Konformationsgleichgewicht fiir ¥ erreicht wurde (vgl. Abschnitt 3.4.5). Da die Energie der anti-
Konformation im 300K-Profil niedriger ist, kann angenommen werden, dafl das System Schwierig-
keiten hatte bei 300 K die anti-Konformation wieder zu verlassen und so eine hohe Population der
anti-Konformation erzeugt wurde, die rein zufillig annihernd der Gleichgewichtspopulation ent-
spricht. Problematisch bzgl. der FGE-Profile von @ ist lediglich, dafl selbst bei 600 K immer noch
nicht der gesamte Torsionswinkelbereich fiir @ populiert ist. Wegen des steilen Anstiegs der Energie
auf iiber 8 kcal/mol ist jedoch nicht anzunehmen, daf$ sich im Bereich [90°, 240°] noch ein lokales
Minimum niedriger Energie verbirgt. Die Berechnung der Freien Gridgruppen-Energie in Abhingig-
keit von @ und ¥ ( ®/¥ -FGE- Maps) (Abb. X110) zeigt ebenfalls die Unabhingigkeit der Freien
Gridgruppen-Energie von der Temperatur selbst noch bis 1800 K. Damit lif3t sich schlu8folgern, dafl
Hochtemperatur-Simulationen (HTMD) fiir @, ¥ und ® unter den gewihlten Simulationsbedingen
(harmonisches Potential fiir die Bindungslingen) konsistente Resultate liefern und daher zur
Beschreibung des Konformationsraums von Kohlenhydraten geeignet sind. Weiterhin kann durch
HTMD-Simulationen bei 1000 K innerhalb weniger Nanosekunden Simulationszeit das Konforma-
tionsgleichgewicht erreicht werden.

3.5 Analyse von Rotamereniibergingen

3.5.1 Einleitung

Intramolekulare Bewegungsprozesse konnen mit dem Modell des Austauschs zwischen Bewegungszu-
stinden (z.B. Konformeren) im thermischen Gleichgewicht beschrieben werden [203]. Fiir intramo-
lekulare Bewegungsprozesse beschreibt die Geschwindigkeitskonstante /el.]» den Wechsel vom

Bewegungszustand 7 zum Bewegungszustand j als Prozef§ erster Ordnung (vgl. Gleichung 34). Es wird
angenommen, dafd die Ubergﬁnge schnell im Vergleich zur mittleren Lebensdauer eines Einzelzu-
stands sind.

s T

— _ gﬁ“

dni/dt : Zahl der Ubergiinge von Zustand 7 nach j pro
Zeitintervall
/el-]»: Geschwindigkeitskonstante fiir den Ubergang
von Zustand 7 nach j
n;:  Zahl der Strukturen die zum Zustand 7 gehéren

Geschwindigkeitskonstanten aus Trajektorien-Daten werden berechnet, indem man die Zahl der
Ubergiinge(x) pro Sampling-Intervall (At) aus einem Zustand 7 durch die Zahl der Frames, die zum

Zustand 7 gehoren (x;2/Az), dividiert (Gleichung 35).
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U.: t Uu..
o= p = = U
Al‘y kl] xlAl‘Jr /61] x;t, (35)

u;;: Zahl der Ubergénge von Zustand 7 nach j

¢ Simulationszeit
At;:  Sampling-Intervall
x;:  Molenbruch des Zustands 7 im Konformations-
gleichgewicht

Falls nur eine Ubergangsméglichkeit besteht, gilt 2 = 1/1, und die Ubergangsbarriere fiir diesen
Ubergang kann direkt iiber die Arrhenius Gleichung (Gleichung 36) aus der mittleren Lebensdauer

des Ausgangszustands berechnet werden, sofern der priexponentielle Faktor A bekannt ist.

—E/RT
e

k=A Arrhenius Gleichung (36)
k:  Geschwindigkeitskonstante
A:  priexponentieller Faktor
E° . Ubergangsenergie
R:  Gaskonstante
T: Temperatur

Fiir Konformationsiiberginge von Kohlenhydraten bestehen in der Regel jedoch mehrere Ubergangs-
mdglichkeiten. Selbst im einfachsten Fall eines Rotamerengleichgewichts einer sekundiren OH-
Gruppe gibt es zwei Richtungen in denen ein Rotamereniibergang erfolgen kann.

Fiir die Beschreibung von Konformationsiibergingen bei Kohlenhydraten sind zwei Aspekte von
besonderem praktischen Interesse:

1. Die mittlere Lebensdauer (kinetische Stabilitit) einer bestimmten Konformation (vgl. Abschnitt

3.5.2, Abschnitt 3.6.2)

2. Der bevorzugte ,,Reaktionsweg” fiir Konformationsiiberginge zwischen zwei Konformationen

(vgl. Abschnitt 3.6.4)

Die mittlere Lebensdauer einer Konformation wird durch die sie umgebenden Energiebarrieren auf
der Potentialhyperfliche bestimmt. Da bei komplexen Systemen wie Oligosacchariden normalerweise
weder die Anzahl der einzelnen Ubergangsmoglichkeiten noch deren Ubergangsbarrieren bekannt
sind, konnen Konformationsiiberginge auf der Potentialhyperfliche in erster Niherung nur mit Hilfe

einer effektiven Geschwindigkeitskonstanten 4% beschrieben werden. Fiir Konformationsiiberginge

aus einer Konformation 7 heraus soll gelten k:ﬁr = 1/7;.

Wie die einzelnen Ubergangsmbglichkeiten 7u /eeﬂbeitragen, wird durch die Energien der einzelnen
Ubergangszustinde und deren priexponentiellem Faktor A bestimmt. Es ist anzunehmen, daf die
Ubergangsmoglichkeiten mit den niedrigsten Ubergangsenergien geschwindigkeitsbestimmend sind.

Die effektive Geschwindigkeitskonstante Y ist iiber die Arrhenius-Gleichung mit einer effektiven
Ubergangsenergie £ und einem effektiven priexponentiellen Faktor A% verkniipft (Gleichung 37).
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Ing™ = N4 - —— (37)

Berechnet man die mittlere Lebensdauer eines Zustand 7 aus MD-Simulationen bei verschiedenen
Simulationstemperaturen, so kann man durch Auftragung von In(t™) gegen 7! aus der Steigung der
Geraden E7 und aus dem Achsenabschnitt bei 7 "/= 0 den priexponentiellen Faktor A% bestimmen.

Um ein effizientes Modelling zu erméglichen, sollte ein Simulationsprotokoll zum Einsatz kommen,
das alle benétigten Daten durch eine einzige Simulation liefert. Die Temperaturinderung wird daher
entweder durch schrittweise Abkiihlung des Systems (,Simulated Annealing®) [204] oder durch Auf-

heizen (,Simulated Heating)" erreicht.

Kennt man die einzelnen Konformationen (z.B. Rotamere, ®/¥-Minima), so kann man fiir definierte
Ubergiinge zwischen zwei Konformationen A und B die Geschwindigkeitskonstante aus der Zahl der
beobachteten Ubergiinge (A—B) geteilt durch die Simulationszeit, die das System im Ausgangszu-
stand verbracht hat, berechnen. Aus der Abhingigkeit 4(7) lif3t sich tiber eine Arrhenius-Analyse die
Ubergangsenergie und der priexponentielle Faktor A fiir diesen Ubergang bestimmen (Abschnitt
3.6). Da keinerlei Einschrinkungen bzgl. der Dimensionalitit vorliegen, sollte sich die Methode auch
auf Uberginge im n-dimensionalen Hyperraum anwenden lassen.

Um die Methode der Bestimmung der Ubergangsenergien durch Arrhenius-Analyse von Trajektorien-
Daten zu entwickeln und ihre Anwendbarkeit zu iiberpriifen, wurde sie zuerst auf einfache Modellsy-
steme (n-Butan, Cyclohexanderivate) angewandt und die Resultate mit experimentellen Werten ver-

glichen (Abschnitt 3.6.1).

Eine Weiterentwicklung der Methode besteht in der Analyse des Ubergangsmechanismus (Uber-
gangswege) fiir Konformationsiibergiinge im Konformationshyperraum (Abschnitt 3.6.4). Dabei wer-
den zuerst mogliche Ubergangspfade im Konformationshyperraum durch die ,, Template-Grouping“-
Methode markiert und anschlieffend aus den Daten die Geschwindigkeitskonstanten fiir die einzel-
nen Wege bestimmt.

3.5.2 Bestimmung der mittleren Lebensdauern von Rotameren

Festlegung des Sampling-Intervalls

Erster Schritt der Bestimmung der Lebensdauern von Konformationen ist die Festlegung des optima-
len Sampling-Intervalls (Az). Um die mittlere Lebensdauer eines Zustands ausreichend genau bestim-
men zu kénnen, ist es notwendig, daf§ das Sampling-Intervall kiirzer ist als die minimale Lebensdauer
des Zustands. Im Prinzip kénnte man die Daten nach jedem Intergrationsschritt (z. B. jede Femtose-
kunde) abspeichern, auf diese Weise wiirde man jedoch sehr schnell an technische Grenzen stof3en,
denn bereits nach einer Nanosekunde hitte man eine Million Datenpunkte pro Variable zu analysie-
ren.

Zur Festlegung des optimalen Sampling-Intervalls fiir Rotationen der OH-Gruppen wurde zuerst die
maximale Geschwindigkeit der Rotationen um die C-O-Bindung bestimmt. Hierzu wurde eine
300K-MD-Simulation von B-Maltose durchgefiihrt und die Torsionswinkel in einem Intervall von

1. Es hat sich gezeigt, daf§ bei der Verwendung von DISCOVER bei einer Temperaturerhéhung vor jeder Sampling-Phase
eine Temperatur-Equilibrierungsphase durchlaufen werden mufi, eine Temperaturerniedrigung jedoch ohne eine solche
Equilibrierungsphase durchgefiihrt werden kann.
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Abb. 28: Rotationsprofil einer OH-Gruppe, schematische Darstellung der Schwingungen inner-
halb eines Energieminimums (-----), der Pseudo-Uberginge (- - -) und eines ,richtigen“ Rotame-
ren-Ubergangs (—).

10 fs gespeichert (¢,= 10 ps). Aus der Trajektorie des G3OH-Torsionswinkels ldf3t sich direkt eine
maximale Winkelgeschwindigkeit von 2.4 Grad/fs bestimmen (siche Abb. X111). Es ist sinnvoll

anzunehmen, daf fiir jede OH-Gruppe drei Rotameren (-60°, +60°, 180°) existieren'. Teilt man die
Winkelskala in drei ,,Rotameren-Sektoren®, ergibt sich eine minimale Aufenthaltsdauer von 50 fs pro
Rotamer fiir den Fall, daff die OH-Gruppe mit maximaler Winkelgeschwindigkeit rotiert. Ein Bei-
spiel fiir ein solches Verhalten einer OH-Gruppe ist bei der G3OH-Trajektorie im Zeitintervall [2,
2.5] ps zu finden (siche Abb. X111). Damit ergibt sich fiir Rotameren-Uberginge von OH-Gruppen
bei 300 K eine obere Grenze des Sampling-Intervalls von ca. 50 fs.

Unterdriickung von Pseudo-Ubergingen

Befindet sich das System z.B. im Rotamerenzustand +60° (lokales Minimum der Energie), so

schwingt es mit einer bestimmten Frequenz um einen Torsionswinkel-Mittelwert (siche Abb. 28). Hat
man als Grenzen zwischen den Rotameren die Werte 0°, 120° und 240° definiert, so kann es vorkom-
men, daf§ das System z.B. die Grenze 120° minimal iiberschreitet und kurz danach wieder in den Aus-

gangszustand zuriickkehrt (Pseudo-Ubergang).? Dadurch wiirde man fiir den Rotamerenzustand
180° eine extrem kurze Lebensdauer erhalten, die nicht die wirklichen Verhiltnisse wiederspiegelt

(siche auch Abb. 29).

Eine Losung des Problems ist die Verwendung von Pufferzonen (Gaps), die sozusagen als ,,variable
Grenzen® wirken. Eine Struktur wird solange dem Ausgangszustand zugeordnet bis das Gap vollstin-
dig durchquert ist (siche Abb. 29). Die Breite des Gaps hingt vom System und den Simulationsbe-
dingungen ab. Da man im Voraus nie genau weif$, wo genau sich die Energieminima und -maxima

1. Es gibt auch Rotationsprofile mit nur zwei Minima. Dies ist z.B. fiir G2OH (g=1) der Fall; hier ist der Zustand -60° so
stark durch H-Briicken-Bindung stabilisiert, daf die Ubergangsbarriere zwischen -60° und +60° verschwindet.

2. Dies liee sich zum Beispiel dadurch zu erkliren, daf sich im Moment unmittelbar nach Uberschreiten des Ubergangszu-
stands die anderen Freiheitsgrade des Systems so veridndert haben, daf§ eine Riickkehr in den Ausgangszustand giinstiger
ist als den Weg ins benachbarte lokale Energieminimum fortzusetzen.
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Abb. 29: Bestimmung der Lebensdauern von Rotameren, Definition von Gaps zur Unterdriickung
von Pseudo-Ubergingen (siche markierte Bereiche ,A“ und ,,B“)

eines Rotationsprofils befinden, dienen die Winkel 0°, 120° und 240° immer als Mittelpunkt der
Gaps. Die Breite der Gaps mufd so gewihlt werden, daf alle Energiemaxima (Ubergangszustinde)
durch die einzelnen Gaps erfaflt werden, die Energieminima aber nicht in einem Gap zu liegen kom-
men. Als weiteres Kriterium soll gelten, daf§ die Zeit, die das System in einem Gap verbringt, viel klei-
ner als die mittlere Lebensdauer der Rotamerenzustinde sein sollte. Dieses Kriterium gewinnt
besonders bei erhohten Simulationstemperaturen an Bedeutung, da hier die Ubergangszustinde stir-
ker populiert werden. Die Gap-Breite wird als Prozentwert bzgl. der Intervallbreite angegeben.

Abhingigkeit der mittleren Lebensdauer vom Sampling-Intervall

Um zu iiberpiifen inwieweit die Ergebnisse fiir die mittleren Lebensdauern durch ein zu grofles Sam-
pling-Intervall verfilscht werden, wurde eine MD-Simulation von 3-Maltose (CVFE 300 K, e=4,

t.= 1 ns, At,= 20 fs) durchgefiihrt. Basierend auf dem so erzeugten Ensemble von 50000 Strukturen
wurden MD-Trajektorien mit grofferem Sampling-Intervall (x*Az) dadurch simuliert, dafl nur jede x-

te Struktur in die Analyse einbezogen wurde.

Die Zahl der Rotamereniibergiinge nimmt mit zunehmendem Sampling-Intervall in guter Niherung

mit y=a/(b+x) (R%~ 0.9) ab (siche Abb. X114). Die Rotameren-Population ist praktisch unabhingig
vom Sampling-Intervall (vgl. Abb. X112).
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Abb. 30: Schematische Darstellung des ,,Uberspringens von Ubergingen® bei der Erhohung des
Sampling-Intervalls

Trigt man die mittlere Lebensdauer eines Rotamerenzustands gegen das Sampling-Intervall auf, so
zeigt sich ein annihernd linearer Anstieg bis das Sampling-Intervall (Az) ungefihr gleich der mittleren

Lebensdauer ¢, (siche Gleichung 38) ist. Wird das Sampling-Intervall grofer als 7, so besteht immer

noch ein annihert linearer Zusammenhang, die Steigung der Geraden ist aber etwas flacher (vgl. Abb.
X113).

1o = lim t(Az) (38)
At,— 0

Die Ursache fiir die Erhéhung der mittleren Lebensdauer mit zunehmendem Sampling-Intervall
diirfte im ,,Uberspringen von Ubergingen zu suchen sein (vgl. Abb. 30). Geht ein System von A
nach B und anschlieffend nach C in der in Abb. 30 schematisch dargestellten Weise iiber, so kann es
vorkommen, daf keine Struktur gespeichert wird, die dem Zustand B entspricht. Voraussetzung hier-
fiir ist, daf$ die Lebensdauer von B kleiner als das Sampling-Intervall Az, ist. Als Resultat wiirde man

eine Erhéhung der Lebensdauer von A um Ag, erhalten. Die Erhohung der mittleren Lebensdauer von

A miif$te daher um so grofer sein, je kleiner die Lebensdauer des Nachbarzustandes B und je hoher
die Ubergangsfrequenz A <> B ist.

Diese Annahme i€t sich anhand der Simulationsdaten bestitigen: Beispielsweise findet man fiir den
Torsionswinkel G2OH als Reihenfolge fiir die Abhingigkeit der mittleren Lebensdauer von Sam-
pling-Intervall: 60° < 180° < -60° (siche Abb. X115). Der Zustand -60° [1,(-60°) = 424 fs] besitzt den

Nachbarzustand (+60°) mit der kiirzesten mittleren Lebensdauer [1,(+60°) = 178 fs]. Weiterhin ist

die Ubergangsfrequenz fiir den Ubergang (-60° <> +60°) mit 1020 ns™' sehr hoch (vgl. Abb. 31).
Damit ist die Wahrscheinlichkeit grof§, daff mit zunehmendem Sampling-Intervall ein Ubergang von
-60° nach +60° nicht registriert wird. Wegen der viermal niedrigeren Ubergangsfrequenz fiir den
Ubergang (+60°<> 180°) wird ein grofier Anteil der Uberginge zuriick in den Ausgangszustand -60°
erfolgen. Dadurch erhéht sich die Lebensdauer des vorhergehenden Zustands -60° nicht nur um Az,
sondern um die Lebensdauer des Zustands +60° plus der des aktuellen Zustands -60°. Es ist, als hitte
der Ubergang nach +60° nie stattgefunden. Daher besteht fiir den Zustand -60° die grofite Abhingig-
keit vom Sampling-Intervall. Der Zustand +60° hingegen besitzt nur lingerlebige Nachbarzustinde;
zusitzlich besteht fiir Ubergéinge zum Nachbarzustand mit der kiirzeren Lebensdauer [t,(180°) =
365 fs] zusitzlich noch eine geringe Ubergangswahrscheinlichkeit, so daf§ hauptsichlich Uberginge
in den lingerlebigen Zustand -60° erfolgen. Die Wahrscheinlichkeit, daf§ das System vom Zustand
+60° in einen Zustand -60° mit einer Lebensdauer kleiner als das Sampling-Intervall iibergeht, ist also
duflerst gering. Zusitzlich ist der Ubergang (-60°¢> 180°) genauso wahrscheinlich wie die Riickkehr
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Abb. 31: Schematische Darstellung der relativen mittleren Lebensdauern und der Ubergangsfre—
quenz fur G2OH

in den Ausgangszustand +60°. Eine Verlingerung der mittleren Lebensdauer durch Riickkehr in den
Ausgangszustand ist daher viel weniger wahrscheinlich als bei -60°. Dies schligt sich in der deutlich
geringeren Erhohung der mittleren Lebensdauer mit zunehmendem Sampling-Intervall nieder.

Die mittlere Lebensdauer von OH-Rotameren bei 300 K

Aus der weiter oben beschriebenen MD-Simulation von B-Maltose (CVFE € = 4, #= 1 ns, Az,= 20 fs)

wurden die mittleren Lebensdauern 7, durch linearen Fit ermittelt (Abb. 32). Die meisten mittleren

Lebensdauern von OH-Rotameren bei 300K bewegen sich im Bereich zwischen 200 fs und 500 fs.
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Abb. 32: mittlere Lebensdauern von OH-Rotamerenzustinden.

Auffillig lange mittlere Lebensdauern zeigen G6OH(-60°), LGCOH(-60°) und L30OH(180°). Bei
L30OH(180°) ist der Grund wahrscheinlich in der Ausbildung einer langlebigen interresidualen H-
Briicke zu GO2 zu suchen, bei den anderen beiden bietet sich als Erklirung eine intraresiduale H-
Briicke zum Ring-O-Atom an, da beide Hydroxymethylgruppen wihrend der Simulation hauptsich-
lich in der gt-Orientierung vorliegen.
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Die mittlere Lebensdauer von Hydroxymethyl-Rotameren bei 300 K

Die Langzeit-MD-Simulation von 3-Maltose (CVFE € = 4, 7,= 2 ps, Az, = 20 ps) bildet die Grundlage
zur Bestimmung der mittleren Lebensdauern 1, (Abb. X116). Die mittleren Lebensdauern von

Hydroxymethyl-Rotameren bei 300 K unterscheiden sich um mehr als eine Groflenordnung (Abb.
33). Die kiirzesten Lebensdauern besitzen die tg-Zustinde. Auffillig ist die Halbierung der mittleren
Lebensdauer bei L560 [t(tg) = 181 ps] gegeniiber G560 [1,(tg) = 406 ps]. Die Hiufung von O-
Atomen (GO5, LO4, LOG6) scheint die tg-Stellung von L560 kinetisch zu destabilisieren (vgl. Has-
sel-Ottar-Effekt [134,205]). Die lange mittlere Lebensdauer von 2.5 ns bzw. 4 ns fiir den gg-Zustand
deutet auf hohe Ubergangsbarrieren hin, die diesen Zustand umgeben. Das Profil der Freien Grid-
gruppen-Energie (Abb. X76) bestitigt dies: es muf} eine Energiebarriere von ca. 6 kcal/mol iiberwun-
den werden um den gg-Zustand zu verlassen.
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Abb. 33: Mittlere Lebensdauern von Hydroxymethyl-Rotamerenzustinden bei 300K (CVFE g=4).

Reproduzierbarkeit von mittleren Lebensdauern

Die in Abschnitt 3.4.6 beschriebene Aufteilung der Langzeit-MD-Simulation von 3-Maltose in Tra-
jektorien unterschiedlich langer Simulationszeit bildet die Datenbasis zur Analyse der Streuung der
mittleren Lebensdauer in Abhingigkeit von der Simulationszeit (Abb. X117). Trigt man die Stan-
dardabweichung der mittleren Lebensdauer gegen die Simulationszeit auf, so zeigt sich, daf§ die gg-
Konformation selbst nach 500 ns noch eine grofle Schwankung in den mittleren Lebensdauern auf-

weist (gg: 4135 £ 1036 ps; gt: 692 + 85 ps; tg: 227 + 19 ps) (siche Abb. X118).

Eine entsprechende Analyse fiir die OH-Gruppen ist in Abb. X119 und Abb. X120 gezeigt. Nach
500 ps Simulationszeit schwanken die mittleren Lebensdauern noch um ca. 100 fs (10-25%). Beispiel

G3OH: -60°: 570 + 94 fs; +60°: 340 + 39 fs; 180°: 585 + 130 fs

3.5.3 Die mittlere Lebensdauer von ®/¥-Konformationen bei 300 K

Aus der Langzeit-MD-Simulation von B-Maltose (Abb. X73) geht klar hervor, dafl Ubergéinge ZWi-
schen syn- und anti-Konformation zwar auch bei 300 K stattfinden, diese wegen der groflen Lebens-
dauer der syn-Konformation (vier Ubergéinge in 2 ps) extrem selten sind. Um eine statistische
Signifikanz der mittleren Lebensdauer zu erreichen, sollte die Lebensdauer des syn-Zustand minde-
stens zwanzigmal bestimmt werden. Dies wiirde jedoch eine Simulationsdauer von 10 ps erfordern.
Eine statistisch verliflliche Bestimmung der mittleren Lebensdauer der syn-Konformation ist daher
durch eine MD-Simulation bei 300 K zur Zeit technisch nicht realisierbar. Aus den vier (anti — syn)-
Ubergingen lifit sich die mittlere Lebensdauer der anti-Konformation zu ca. 2 ns abschitzen. Diese
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Grofenordnung der mittleren Lebensdauer ist noch kurz genug, damit sie mehrfach bestimmt wer-
den kann. Um dies zu realisieren, wurden zwanzig 3ns-MD-Simulationen und zwanzig 5ns-MD-

Simulationen' bei 300 K (e=4) in der anti-Konformation gestartet. Um einen eventuell vorhandenen
Solvenseinflufl zu untersuchen, wurde eine anti-Konformation solvatisiert (Periodic Boundary Con-
ditions (PBC), Wasserbox 20Ax20Ax20A, 242 Wassermolekiile, e=1) und die Wassermolekiile durch
eine 100 ps-MD-Simulation (B-Maltose: Schweratome fixiert) equilibriert und anschlieffend mini-
miert (ohne Fixierung). Ausgehend von der so erzeugten Startstruktur wurden zehn 250 ps-MD-

Simulationen und zehn 500 ps-MD-Simulationen bei 400 K* durchgefiihrt. Wihrend der Equilibrie-
rungsphase (20 ps) wurde bei allen Simulationen an den ®@- und W-Winkel ein zusitzliches Potential

(torsion force) von 1000 kcal/rad” angelegt, um zu verhindern, dafl ein (anti — syn)-Ubergang schon

wihrend der Equilibrierungsphase’ erfolgt. Dieses Potential wurde wihrend der ersten 5 ps der Sam-
pling Phase linear auf Null reduziert.

Als mittlere Lebensdauer fiir den anti-Zustand bei 300K (e=4) wurde 900 ps erhalten, wobei die ein-
zelnen Lebensdauern iiber fast zwei Groflenordnungen variieren (Abb. X121). Bei 400 K (PBC)
erhilt man eine mittlere Lebensdauer von 90 ps. Mit Hilfe der Arrhenius-Gleichung (37) errechnet

sich daraus in beiden Fillen eine Ubergangsbarriere von 3.7 kcal/mol (4 = 2. 10'2, vgl. Abschnitt
3.6.3). Das explizit vorhandene Wasser hat also wahrscheinlich keinen Einfluff auf die anti—syn-
Ubergangsbarriere. Weiterhin ist die erhaltene Ubergangsbarriere aus den ,,Multiple-Start“-MD-
Simulationen in ausgezeichneter Ubereinstimmung mit den Barrieren die durch Arrhenius-Analyse
von Hochtemperatur-Simulationen bestimmt wurden (Abschnitt 3.6.3).

1. Bei den derzeit zur Verfiigung stehenden Simulationsprogrammen wird bei methodischen Untersuchungen, wie im vor-
liegenden Fall, ein Grof3teil der Simulationszeit dadurch ,,verschwendet®, daff nach dem erfolgten Ubergang anti—>syn die
Simulation fortgesetzt wird. Es gibt keine Moglichkeit die Simulation konditionell im Bezug auf strukturelle Eigenschaf-
ten (Torsionswinkel, Abstinde) zu steuern. Auf der ,, Wunschliste® fiir zukiinftige Erweiterungen der Simulationspro-
gramme wie DISCOVER, TINKER, AMBER, usw. steht damit eine Funktion wie: if (torsion > wert) then goto ...

2. Bei 300K wire eine Gesamtsimulationszeit von ca. 40 ns notwendig um 20 anti-syn-Uberginge zu erhalten. Das ist auf-
grund der Gréfe des Systems (5472 Atome) technisch zu aufwendig, so daf} die Simulations-Methode (,Multiple-Start®-
MD-Simulation) zuerst bei 400 K erprobt wurde.

3. Der in DISCOVER implementierte Temperatur-Equilibrierungsalgorithmus arbeitet nicht sehr ,schonend®. Die kineti-
sche Energie der einzelnen Atome wird teilweise so drastisch variiert, daf§ wihrend der Equilibrierungsphase selbst Kon-
formationsiiberginge bei niedrigen Temperaturen erfolgen kdnnen, die sonst praktisch nie beobachtet werden. So ist es
mehrmals vorgekommen, daf} wihrend der 300K-Equilibrierungsphase von Maltose innerhalb von 20 ps ein Ubergang
von syn nach anti erfolgt ist.
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3.6 Arrhenius Analyse zur Bestimmung von Ubergangsenergien

3.6.1 Bestimmung von Ubergangsbarrieren ausgewihlter Modellsysteme und Vergleich mit
experimentellen Werten

Eine Uberpriifung, inwieweit die durch Arrhenius-Analyse aus Trajektorien-Daten berechneten Uber-
gangsbarrieren in Ubereinstimmung mit experimentellen Werten sind, wurde anhand zweier Modell-
systeme (Abb. 34), von denen experimentell bestimmte Ubergangsbarrieren vorliegen, durchgefiihrt.

Abb. 34: Modellverbindungen n-Butan (A) und 1,1,4,4-Tetramethylcyclohexan (B)
A: tor1=C1-C2-C3-C4, tor2=H1-C1-C2-C3, tor3=C2-C3-C4-H4
B: tor1=C1-C2-C3-C4, tor4=C4-C5-C6-Cl1

Rotationsbarrieren von n-Butan

Der einfachste Kohlenwasserstoff, der energetisch unterschiedliche Konformationen einnehmen
kann, ist n-Butan. Experimentell wurde gefunden, daf die anti-Konformation gegeniiber der gauche-
Konformation um 0.97 kcal/mol energiedrmer ist [106]. Fiir den Ubergang anti — gauche findet
man in der Literatur [206,207] einen Wert von 3.4 kcal/mol. Die Angaben fiir die synperiplanare
Anordnung der Methylgruppen variieren im Bereich 4-6 kcal/mol (4.6 kcal/mol [203], S. 107;

6.2 kcal/mol [208], S.107)

Eine systematische Rotation um den zentralen Torsionswinkel ,,tor1“ in 2°-Schritten mit anschlief}en-

der Minimierung (CVFE ¢ = 10, Conjugate Gradient, Abbruchkriterium = 0.001 kcal/A, Torsion

Force (torl) = 1000 kcal/rad?) ergibt ein Rotationsprofil (Abb. 35), welches bereits eine gute Annihe-
rung an die experimentellen Werte zeigt: AE(gauche-anti) = 1.04 kcal/mol,
AE(anticlinal-anti) = 4.0 kcal/mol, AE(synperiplanar-anti) = 6.9 kcal/mol

Um die Energiebarrieren basierend auf MD-Daten zu bestimmen, wurde ein Simulated-Annealing-
Protokoll (CVFE ¢ = 10) durchlaufen, bei dem die Simulationstemperatur im Bereich von 1800 K
bis 500 K schrittweise erniedrigt wurde. Die Simulationszeit pro Temperatur betrug 2 ns, das Sam-
pling-Intervall war 100 fs. Die Temperatur-Equilibrierungszeit betrug wie iiblich 20 ps. Insgesamt
beruhen die durchgefiihrten Arrhenius-Analysen fiir torl, tor2 und tor3 damit auf den Daten von
200000 Frames. Zur Beschreibung der chemischen Bindungen wurde bei allen MD-Simulationen ein
harmonisches Potential verwendet, so dafl die Bindungslingen symmetrisch um einen Mittelwert

variieren (Abb. X122). Bei 1400 K betrigt die Standardabweichung der Bindungslingen 0.07 A.
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Abb. 35: Rotationsprofil fiir ,,tor1“ (C1-C2-C3-C4) aus Grid-Search (n-Butan, CVFE ¢ = 10,
Intervall = 2°, Minimierung mit Torsion Force (1000 kcal/rad?))

Die Gleichgewichtsanalyse fiir die Rotameren (-60° [-120°, 0°], +60° [0°, 120°], 180°[120°, 240°])
(Abb. X123, Abb. X124) zeigt, dafl sich fiir 500 K und 600 K (evtl. auch bei 700 K) das Konformati-
onsgleichgewicht innerhalb von 2 ns nicht eingestellt hat. Fiir die Arrhenius-Analyse (Abb. X125)
wurde daher nur der Temperaturbereich zwischen 700K und 1800K beriicksichtigt. Die Berechnung
der FGE-Profile fiir torl im Temperaturbereich zwischen 500K und 1800K zeigt deutlich, dafl nur
bei Einstellung des Konformationsgleichgewichts die FGE-Profile niherungsweise temperaturunab-
hingig sind (Abb. X126). Das FGE-Profil fiir 500K und 600K weicht deutlich von den restlichen
Profilen ab. Die FGE-Profile fiir Simulationstemperaturen grofler als 700K zeigen, wie auch die
Ergebnisse der Arrhenius-Analyse (Abb. X127), eine gute Ubereinstimmung mit den experimentellen
Werten. Ein Zusammenfassung der Ergebnisse zeigt Tabelle 1.

Tabelle 1: Eckdaten der Rotationsprofile von n-Butan [kcal/mol]

Grid-Search | FGE-Profil Arrhenius-Analyse Experiment
AE(gauche-anti) 1.04 1.1 1.3 (4.0-2.7) 0.97
(A=4.1-10"%; R*=0.99)
AE(anticlinal-anti) 4.0 3.5 4.0 3.4
(A=4.3-10'% R?=0.99)
AE(synperiplanar-anti) 6.9 6.8 7.3 (1.3 + 6.0) 4.6/6.2
(A=5.5-10'% R?=0.98)
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Ringinversionsbarrieren von Cyclohexan-Derivaten

Stellvertretend fiir einen komplexen Ubergang mit einer hohen Ubergangsbarriere wurden die Ring-
inversionsbarrieren fiir 1,1,3,3-Tetramethylcyclohexan und 1,1,4,4-Tetramethylcyclohexan durch
Arrhenius-Analysen aus Trajektorien-Daten bestimmt. Die experimentell bestimmte Barriere liegt fiir
1,1,3,3-Tetramethylcyclohexan bei 9.6 kcal/mol und fiir 1,1,4,4-Tetramethylcyclohexan bei

11.7 kcal/mol [209].

Die Definition der Konformationen A und A erfolgt tiber die Torsionswinkel tor1(C1-C2-C3-C4)
und tor4(C4-C5-C6-C1). Alle Strukturen, die im tor1-tor4-Koordinatensystem einen RMS-Wert
kleiner als 30° bzgl. des Referenzpunktes (-50/50) besitzen, werden willkiirlich der Konformation A

zugeordnet (Template Grouping). Analog dazu ist die Konformation A® im torl-tor4-Koordinatensy-
stem durch den Referenzpunkt (50/-50) und einem RMS-Radius von 30° definiert (vgl. Abb. X128).

Das Simulated-Annealing-Protokoll (CVFE, € = 4) erstreckte sich tiber einen Temperaturbereich von
1800 K bis 500 K. Die Simulationszeit pro Temperatur betrug 3 ns, das Sampling-Intervall war

500 fs. Die Temperatur-Equilibrierungszeit betrug wie tiblich 20ps. Fiir die Arrhenius-Analyse (Abb.
X129) wurde nur der Temperaturbereich von 1000 K bis 1800 K verwendet.

Aus der Arrhenius-Analyse fiir 1,1,4,4-Tetramethylcyclohexan ergab sich fiir die Ubergangsbarriere
ein Mittelwert von 11.95 kcal/mol (A = 2.5-10'3, R? = 0.97). Die Arrhenius-Analyse fiir 1,1,3,3-

Tetramethylcyclohexan ergab eine berechnete Barriere von 9.2 kcal/mol (A = 1.4.10', R* = 0.98)
und ist damit ebenfalls sehr nah am experimentellen Wert. Die Abschitzung der Inversionsbarriere
fiir 1,1,4,4-Tetramethylcyclohexan aus der torl-tor4-FGE-Map (Abb. X128) ergibt eine Barriere von
ca. 11-12 kcal/mol.

Insgesamt hat sich gezeigt, daf$ Arrhenius-Analysen basierend auf Hochtemperatur-MD-Simulatio-
nen sehr gut geeignet sind, um Ringinversionsbarrieren zu bestimmen.

3.6.2 Bestimmung der effektiven Ubergangsbarrieren von Kohlenhydraten aus der mittleren
Lebensdauer einer Konformation

Bestimmung der effektiven Ubergangsbarrieren fiir OH-Rotamere

Um die Ubergangsbarrieren fiir die OH-Rotameren zu berechnen, wurde eine MD-Simulation
(CVFFE, g=4) durchgefiihrt bei der die Temperatur von 300 K auf 700 K in 100 K-Schritten erhsht
wurde. Die Simulationszeit (Sampling-Phase) fir jede Temperatur betrug 1 ns, Energie- und Torsi-
onsdaten wurden im Intervall von 50 fs gespeichert (Abb. X130, Abb. X131). Eine Temperatur-Equi-
librierungsphase von 20 ps war jeder Sampling-Phase vorgeschaltet. Die Analyse der Systemenergie
zeigt, dafl die, durch die Temperaturerhhung zugefiihrte, kinetische Energie in erster Linie zur Erho-
hung der Valenzenergie des Systems fiihrt (Abb. X132, Abb. X133).

Wie zu erwarten hingt die mittlere Lebensdauer der OH-Rotameren von der Temperatur ab (vgl.
Abb. X134). Es hat sich gezeigt, daf§ die mittlere Lebensdauer weiterhin vom Sampling-Intervall (vgl.
Abb. X113) und von der Breite des Gaps abhingt (Abb. X135). Zudem ist der Einfluf} der Gap-Breite
und des Sampling-Intervalls temperaturabhingig (Abb. X136). Alle diese Effekte lassen sich auf das
Auftreten von Pseudo-Ubergingen und auf das Uberspringen von Zustinden (siehe Abschnitt 3.5.2)
zuriickfithren. Beide Einfliisse sind um so grofer, je hoher die Simulationstemperatur ist. Es handelt
sich also hier um Sampling-Effekte. Eine prinzipielle Losung des Problems der Verfilschung der mitt-
leren Lebensdauer durch Sampling-Effekte wiire eine extreme Verkiirzung des Sampling-Intervalls
(At,) auf 0.017 (die Lebensdauern schwanken um bis zu zwei Gréflenordnungen). Hierbei wiirde sich
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jedoch ein enormes technisches Problem ergeben: Zum Erreichen des Konformationsgleichgewichts'
ist eine Simulationszeit grofer als 100-4-t notwendig (4 = Zahl der Konformationen, T = mittlere

Lebensdauer der Konformationen), vorausgesetzt alle Konformationen im Gleichgewicht haben den-
selben Molenbruch und besitzen diesselbe mittlere Lebensdauer und jede Konformation soll hundert-

mal von Neuem populiert2 werden (vgl. Gleichung 39). Fiir ein OH-Rotameren-Gleichgewicht (drei
Konformationen) sind daher fiir Az, = 0.017 die Daten von 30000 Frames pro Simulations-Tempera-

tur zu analysieren.

T
X;

£100:> 200( ) (39)

top;: Simulationszeit, die benétigt wird um 100
Ubergﬁnge aus Konformation i zu beobachten

T;: mittlere Lebensdauer der Konformation 7
x;:  Molenbruch der Konformation 7 im Gleichge-
wicht

Aus dieser Abschitzung wird deutlich, dafy mit Az, = 0.017 selbst bei den einfachsten Konformations-
gleichgewichten schon eine riesige Datenmenge zu verarbeiten wiren. Um mit dem aktuellen Stand
der Technik eine effiziente Arrhenius-Analyse durchfiihren zu kénnen, ist es daher unumginglich die
Datenmenge zu reduzieren. Da zum Erreichen des Gleichgewichtszustands eine bestimmte ,Mindest-
simulationszeit“ notwendig ist, kann die Simulationszeit nur bedingt verkiirzt werden. Es ist daher
notwendig mit einem Sampling-Intervall von grofer als 0.017 zu arbeiten und die Sampling-Effekte
durch Wahl einer geeigneten Gap-Breite ,.in den Griff zu bekommen®. Ein Anhaltspunkt zur Wahl
einer geeigneten Gap-Breite bietet der ,,Anteil der undefinierten Lebensdauern®, also der Lebensdau-
ern die kleiner oder gleich dem Sampling-Intervall sind (vgl. Abb. 137, unten) und daher nicht

bestimmt werden kénnen.

Aus der Verteilung der Lebensdauern (Abb. X138, Abb. X139) wird deutlich, daf} fiir OH-Gruppen
durch Erhshung der Gap-Breite auf 50% (= 60°) der Anteil der undefinierten Lebensdauern fiir

300 K auf unter 10% reduziert werden kann.

Fiir die OH-Rotamere aller OH-Gruppen wurde fiir verschiedene Gap-Breiten In(t™) gegen 1/ 7 auf-

getragen (Beispiele siehe Abb. X140, Abb. X141) und durch linearen Fit £ 4 und A7 bestimmt
(Abb. X142). Es zeigt sich, daf die erhaltenen Ubergangsenergien und priexponentiellen Faktoren
mit zunehmender Gap-Breite immer kleiner werden. Vergleicht man die Ubergangsbarrieren mit den
aus den Populationsanalysen erhaltenen FGE-Profilen, so lifit sich feststellen, daf§ diese zwar qualita-
tiv gut in Einklang zu bringen sind, die effektiven Ubergangsbarrieren aus der Arrhenius-Analyse aber
um ca. 0.2 kcal/mol hoher als die Ubergangsbarrieren der FGE-Profile sind. In Anbetracht der tech-
nischen Schwierigkeiten, die bei der Bestimmung der mittleren Lebensdauern vorhanden sind, kann
ein Energieunterschied von 0.2 kcal/mol als ,,Ubereinstimmung“ bewertet werden.

1. Allgemein wird die Simulationszeit bis zum Erreichen des Gleichgewichtszustandes durch die Konformation mit den
grof8ten Verhilenis (7,/x;) bestimmt.

2. Damit die mittlere Lebensdauer eine statistische Signifikanz aufweist, wird angenommen, daff mindestens 100 Beobach-
tungen notwendig sind, um eine Normalverteilung der Lebensdauern zu erhalten.
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Bestimmung der effektiven Ubergangsbarrieren fiir Hydroxymethylgruppen

Zur Bestimmung der Ubergangsbarrieren der Hydroxymethyl-Rotameren wurden ebenfalls mehrere
Serien von MD-Simulationen (CVFE ¢ = 4), bei denen verschiedene Temperaturbereiche mit unter-
schiedlich langer Simulationszeit durchlaufen wurden, durchgefiihrt:

A: Simulated Annealing (1800K - 900K/-300K) --/2.5ns/50fs'
B: Simulated Annealing (1400K - 600K/—200K) --/5ns/100fs
C: Simulated Annealing (600K - 400K/~100K) --/10ns/100fs
D: Simulated Heating (300K - 700K/100K) 20ps/1ns/50fs

E: Simulated Heating (300K - 700K/100K) 20ps/2ns/100fs

F: Simulated Heating (900K - 1800K/300K) 20ps/2.5ns/100fs

G: Einzelsimulationen 300K, 20ps/2ps/20ps; 400K, 20ps/300ns/3ps; 500K, 20ps/100ns/1ps; 600K,
20ps/30ns/0.5ps

Die mittlere Lebensdauer der Hydroxymethylgruppen nimmt ebenfalls, wie erwartet, mit der Tempe-

ratur ab (Abb. X143). Trigt man fiir die verschiedenen Simulationen In(t™) gegen 1/7 auf , so zeigt
sich auch fiir die Hydroxymethylgruppen eine lineare Abhingigkeit (Abb. X144). Insgesamt kann
man feststellen, daf§ bei niedrigen Temperaturen stirkere Abweichungen von der Geraden auftreten
konnen (Abb. X145, Abb. X146). Interessanterweise liegt fiir den tg-Zustand von G560 (Abb.
X144) bei 300 K der Datenpunkt der 1ns-MD-Simulation niher an der Geraden als der Datenpunkt
der 2ns-MD-Simulation. Wie aus Abschnitt 3.4.7 hervorgeht ist bei 300 K auch nach 2 ns noch kein

Hydroxymethylgleichgewicht eingestellt, so dal die In(t™)-Werte fiir Simulationstemperaturen klei-
ner 600K selbst fiir 10ns-MD-Simulationen noch sehr zufillig sind.

Vergleicht man die aus der Arrhenius-Analyse gewonnenen effektiven Ubergangsbarrieren mit den
FGE-Profilen (Abb. X99, Abb. X100), so Lifit sich, wie schon fiir die OH-Gruppen gefunden, eine
gute qualitative Ubereinstimmung finden (Abb. X147). Insgesamt sind wieder die aus den mittleren
Lebensdauern erhaltenen effektiven Ubergangsbarrieren etwas hoher (ca. 0.5 kcal/mol) als man
anhand der FGE-Profile erwarten wiirde. Weiterhin lif3t sich feststellen, daf$ die Barrieren, die man
erhilt, wenn man nur Temperaturen >700K in die Analyse einbezicht, tendenziell etwas niedriger
sind als die Barrieren, die sich z.B. aus den ,Langzeitsimulationen® (Simulationen ,,G) bei niedriger
Temperatur ergeben.

3.6.3 Bestimmung der Ubergangsbarrieren definierter Konformationsiiberginge
Ubergangsbarrieren fiir Hydroxymethyl-Rotationen

Die Geschwindigkeitskonstanten fiir alle moglichen Ubergiinge zwischen den Hydroxymethyl-
Zustinden gg, gt und tg wurden mittels Gleichung 35 aus den Trajektorien-Daten der MD-Simula-
tionen A bis G (siehe voriger Abschnitt) berechnet. Die In(k)-Werte der einzelnen Ubergiinge wurden
gegen 1/7 aufgetragen (Abb. X148 bis Abb. X149) und die Ubergangsbarrieren aus der Steigung der
Geraden bestimmt (Abb. X150, Abb. X151).

1. Reihenfolge der angegebenen Simulationsparameter: (Starttemperatur-Endtemperatur/Temperaturintervall) Equilibrie-
rungszeit/Simulationszeit pro Temperatur/Sampling-Intervall
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Vergleicht man die aus der Arrhenius-Analyse gewonnenen Ubergangsbarrieren mit den FGE-Profi-
len (Abb. X99, Abb. X100), so l4f3t sich, wie schon fiir die effektiven Ubergangsbarrieren gefunden,
eine gute qualitative Ubereinstimmung feststellen. Insgesamt sind die aus den Arrhenius-Analysen
erhaltenen Ubergangsbarrieren wieder etwas hoher (ca. 0.5 kcal/mol) als man anhand der FGE-Pro-
file erwarten wiirde. Bezieht man jedoch nur die Daten bei Temperaturen > 700 K in die Analyse ein,
so erhilt man Ubergangsbarrieren die in ausgezeichneter Ubereinstimmung mit den FGE-Profilen
sind.

Ubergangsbarrieren fiir Rotationen um die glycosidischen Torsionswinkel

Zur Arrhenius-Analyse des syn-anti-Ubergangs wurde eine MD-Simulation von 3-Maltose (CVFE ¢
=4, Atg= 100 fs, #,= 20ps) mit variabler Simulationstemperatur (Simulated-Heating Protokoll;

900 K - 1800 K / 300 K / 2.5 ns) durchgefiihrt (Abb. X153). Die W-FGE-Profile (Abb. X152), sowie
die ®/Y-FGE-Maps(Abb. X110) zeigen selbst bei Temperaturen bis zu 1800 K noch einen konsisten-
ten Verlauf. Die ®/¥-FGE-Map ist selbst bei diesen extrem hohen Temperaturen in guter Uberein-
stimmung mit der ®/'V-FGE-Map, die man aus Grid-Search Daten (vgl. Abschnitt 4.2.2) erhilt
(Abb. X5). Fiir den syn—anti-Ubergang ergibt sich aus der Arrhenius-Analyse eine Barriere von

7.2 kcal/mol (A = 1.3-10'%, R* = 0.98). Zusammen mit der Barriere fiir den anti—>syn-Ubergang von

3.8 kcal/mol (A = 2.6-10'2, R% = 0.90) errechnet sich die Energie-Differenz AE(anti-syn) zu 3.4 kcal/
mol. Dies ist in guter Ubereinstimmung mit den W-FGE-Profilen und den ®/¥-FGE-Maps.

3.6.4 Bestimmung bevorzugter Ubergangswege

Direkte Ubergéinge im ®/¥-Raum

Wie aus Abb. 36 ersichtlich ist, existieren fiir B-Maltose zwei Wege auf der @/'¥-Karte um vom globa-
len Minimum (syn) zum etwa 3-4 kcal/mol energiereicheren Nebenminimum (anti) zu gelangen.

Der (Hin-)Weg I (B—>A—D) entspricht einer Rotation um ¥ im Uhrzeigersinn und sollte nach den

Energiewerten der Adiabatic Map um 3-4 kcal/mol energiegiinstiger sein als der Alternativ-Weg I1
(B>C—D).

Da das System in der syn-Konformation um das Zentrum B (-20°/-20°) in Richtung (A<>B<>C)
schwingt, kann davon ausgegangen werden, dafd beim Ubergang in die anti-Konformation immer die
Region B passiert wird und dann entweder iiber die Region A oder C der Ubergang vollendet wird.
Um nun anhand der MD-Daten zu analysieren, welchem Weg das System wihrend einer MD-Simu-
lation folgt, ist es notwendig die alternativen Ubergangswege im Frame-Ensemble zu markieren.
Dazu werden alle Frames, die zu einer ,Region X“ im ®/¥-Koordinatensystem gehoren sollen, mit
der ,, Template-Grouping“-Methode (siche Abschnitt 7.1) markiert.

Um den Energieunterschied der Ubergangsbarriere fiir die beiden syn—anti-Ubergangswege fiir Mal-
tose aus Trajektorien-Daten zu berechnen, wurde wieder eine Serie von MD-Simulationen (CVFE

€ =4, tg= 2.5 ns, Atg= 50 fs, z, = 20 ps) mit unterschiedlicher Simulationstemperatur (Simulated-
Heating Protokoll; 900 K - 1800 K / 300 K / 2.5 ns) durchgefiihrt und die Anzahl der Uberginge fiir
die beiden Wege bestimmt. Aus dem Verhiltnis [if3t sich aus Gleichung 40 der Energieunterschied fiir
die Ubergangsbarrieren berechnen. Alternativ kann aus der Temperaturabhingigkeit von In(k/k;,)

durch eine Arrhenius(analoge)-Analyse ebenfalls AE bestimmt werden.

Innerhalb der Simulationszeit von 2.5 ns erfolgen Ubergiinge entlang des Weges II erst ab einer Simu-

lationstemperatur von 600 K (Abb. X154).
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Abb. 36: Mogliche Ubergangswege fiir einen syn—anti-Ubergang. Adiabatic ®/¥-Map (B-Maltose,
CVFE ¢ = 4, ®/¥Y/®1/®2-Grid-Search).

[rewetne omnpmd Template Definition fiir &/¥ (o-Maltose)
RMS-
Gruppe ® ¥ Toleranz
A -60° -40° 70
:E‘ B -20° -20° 70
C 20° 20° 70
TotE Ny D -30° 180° 70
3 o

Abb. 37: Anwendung der ,, Template-Grouping“-Methode zur Analyse der Ubergangswege fiir einen
syn—anti-Ubergang von B-Maltose (CVFE e=4, 1800K-Trajektorien-Daten, #,= 2.5 ns).
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/e[ u;
AE=—-R-T-In—==—-R-T-In— (40)
ki U

kr:  Geschwindigkeitskonstante fiir Weg I
uy:  Zahl der Ubergiinge Weg I

Berechnet man fiir die verschiedenen Simulationen nach Gleichung 40 den Energieunterschied der
Ubergangsbarriere fiir die beiden Wege, wobei Hin- und Riickweg in die Analyse mit einbezogen
wurden, so ergibt sich ein Mittelwert von AE = 3.1 % 0.6 kcal/mol. Aus der Temperaturabhingigkeit

In(u,/uy) ergibt sich AE = 3.8 kcal/mol (R* = 0.85).

Insgesamt stimmen die aus kinetischen Daten ermittelten Energiedifferenzen der Ubergangsbarrieren
fiir syn-anti-Ubergangswege von Maltose sehr gut mit den anhand der Adiabatic Map geschitzten
Energien iiberein.

Indirekte Uberginge

Existieren fiir ein System mehrere mégliche Wege um von einem Zustand A zu einem Zustand B zu
gelangen, so wird das System hauptsichlich demjenigen folgen, der die kleineren Ubergangsbarrieren
besitzt. Damit ist es theoretisch denkbar, daf der direkte Ubergang zwischen den Zustinden A und B
eine hohere Energiebarriere und damit eine niedrigere Geschwindigkeitskonstante aufweist, als der
»indirekte® Weg tiber einen oder mehrere Zwischenzustinde. Ein solcher Fall liegt fiir die gge>tg-
Ubergiinge der Hydroxymethylgruppen von Maltose vor (Abb. 38).

Basierend auf einer MD-Simulation von $-Maltose (CVFE € = 4, Azg = 100 fs, #, = 20 ps) mit varia-

bler Simulations-Temperatur (Simulated-Heating-Protokoll; 300 K - 700 K / 100 K/ 2 ns; 900 K -
1800 K / 300 K / 2.5 ns) wurden eine Detailanalyse des gg<>tg-Ubergangs (Abb. X155, Abb. X156)
und des gr<>tg-Ubergangs durchgefiihrt (Abb. X157, Abb. X158). Es zeigt sich, dafl erst ab einer

direkter Ubergang  indirekter Ubergang

Energie [kcal/mol]

Abb. 38: Ubergangswege fiir einen gg—)tg—Ubergang. FGE-Profil fiir den Torsionswinkel 1L560
(Maltose, CVFE €=4, 1500 K, #, = 2.5 ns).
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Simulationstemperatur grofler als 1500 K der direkte gg¢>tg-Ubergang gegeniiber dem indirekten
Ubergang tiber den gt-Zustand bevorzugt ist (Abb. X155). Fiir den gt(—)tg—Ubergang hat selbst bei
1800 K der indirekte Ubergang iiber den gg-Zustand wegen der hohen gg¢>tg-Barriere nur eine
untergeordnete Bedeutung (25-30%) (Abb. X157). Die Dauer des indirekten Ubergangs ist fiir
gte>tg auch deutlich linger als fiir gg¢>tg. Grund hierfiir ist die lange Lebensdauer des gg-Zustands
im Vergleich zum gt-Zustand. Die Ergebnisse der Arrhenius-Analyse (Abb. X156, Abb. X158) sind in

Tabelle 2 zusammengestellt.

Tabelle 2: Ubergangsbarrieren fiir Hydroxymethyl-Rotamereniiberginge (Maltose, L560)

Ubergang E* [keal/mol] Als"] R?
ge—>tg 7.04 3.56E+12 0.999
gg—gt—otg 4.89 1.45E+12 0.993
tg—gg 6.82 3.56E+12 0.993
tg—gt—gg 4.88 1.60E+12 0.991
gtotg 4.26 1.77E+12 0.993
gt—>gg—>tg 7.32 1.95E+12 0.995
tg—gt 3.07 2.16E+12 0.976
tg—>gg—gg 6.29 1.60E+12 0.995

3.7 Einfluf} der Dielektrizititskonstanten und Solvenseffekte

3.7.1 Radial-Histogramme zur Analyse der Solvensstruktur

Radial-Histogramme kleiner solvatisierter Molekiile

Die Verteilung von Solvens-Atomen um ein bestimmtes Zentralatom kann durch Radialverteilungs-
funktionen beschrieben werden [129,178,210]. Radial-Histogramme beschreiben die Wahrschein-
lichkeit ein Atom im Abstand 7 von einem Zentralatom zu finden. Sie werden in CAT2000
berechnet, indem die mittlere Anzahl der Atome eines vorgegebenen Typs ermittelt werden, die sich
in einer Kugelschale mit Radius 7 und Dicke A7 befinden. Anschlieffend wird durch das Volumen der

Schale (47°A7) dividiert.

Als Referenzbeispiele wurden jeweils ein Wasser-, ein Methan- und ein Methanolmolekiil mit Wasser
solvatisiert (PBC, 20Ax20Ax204, 265 Wassermolekiile). Mit allen drei Startstrukturen wurde eine
MD-Simulation mit fixiertem Zentral-O-Atom durchgefiihrt (CVFE 300 K, 7, = 50 ps, e=1,

t,= 300 ps, At,=1ps). Aus den jeweils 300 gespeicherten Strukturen wurden die Radial-Histogramme
fiir verschiedene Atompaare berechnet (Abb. X159, Abb. X160)

Das zentrale Wassermolekiil zeigt das typische Verhalten eines guten Wasserstoffbriickenbindungs-
partners: Sowohl fiir O/H als auch fiir H/O findet man im Radial-Histogramm bei 1.7 A

einen Peak, gefolgt von einem deutlichen Minimum bei 2.3 A. Im Bereich < 3 A findet man fiir O/

solvens solvens
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Oglvens Vier Nachbarn (Abb. X161, links). Aus dem Verlauf des Radial-Histogramms i3t sich also aus
der Sicht des zentralen Wassermolekiils auf eine Nah-Ordnung des Solvenswasser im Bereich zwi-
schen 1.5A und 4 A schliefen. Bei Methanol ist das Akzeptorverhalten des O-Atoms deutlich weniger
stark ausgeprigt als beim Wasser. Die Donor-Eigenschaften von Methanol und Wasser sind jedoch
vergleichbar. Die Radial-Population bleibt ab einem Radius 7 >5 A konstant (,,Bulk“-Wasser) und
spiegelt das H:O-Verhiltnis im Solvens (2:1) wieder.

vens

Aus den Radial-Histogrammen fiir die Schweratome (Abb. X160) ist ersichtlich, daf§ Methanol eine
Zwischenstellung zwischen Wasser und Methan einnimmt. Das C-Atom der Methylgruppe ,,sicht*
praktisch dieselbe Solvensumgebung wie das C-Atom des Methans. Die Solvens-O-Atome sind vom
C-Atom des Methan(ol)s um ca. 0.5 A weiter entfernt als vom O-Atom des Wassers bzw. Methanols.
Im Bereich < 3.2 A findet man fiir Methan durchschnittlich nur ein Solvens-O-Atom (Abb. X161,
rechts), ein Indiz fiir den hydrophoben Charakter von Methan.

Die Radial-Histogramme eignen sich also sehr gut um Nahordnungen des Solvens in unmittelbarer
Umgebung ausgewihlter Atome zu untersuchen.

Interaktion mit dem Solvens in Abhingigkeit von der Orientierung der Hydroxymethylgruppen

Experimentell [211,212] wurde gefunden, daf§ die Hydroxymethyl-Gruppen von Glucose-Einheiten
die tg-Orientierung praktisch nicht populieren. Fithrt man Kraftfeldrechnungen im Vakuum (g=1)
durch, so erhilt man jedoch aufgrund der starken OH6-O4- bzw. OH4-O6-Wechselwirkung (H-
Briicke) praktisch ausschlieSlich ,,tg“. Durch Erhohung der Dielektrizititskonstanten 143t sich der
Anteil zwar auf ca. 10-20% tg (CVFF) reduzieren, es liegt aber damit immer noch ein nicht zu ver-
nachlissigender Anteil an tg vor, was nicht im Einklang mit den experimentellen Ergebnissen ist.

Um zu Uberpriifen, ob der gg-Zustand auf Kosten des tg-Zustands durch spezifische Interaktion mit
Solvensmolekiilen stabilisiert wird [201], wurden drei MD-Simulation von Glca-O-iProp mit ver-
schieden orientierter Hydroxymethylgruppe durchgefiihrt (CVFE 300K, PBC (20x20x20), € = 1,

=50 ps, £,= 300 ps, Az, = 1 ps). Die Orientierung der Hydroxymethylgruppe wurde durch eine

zusitzliche Kraftkonstante von 10 kcal/rad? (,torsion force®) festgehalten. Die Analyse der Solvens-
umgebung fiir die Atome O4, OH4, O5, O6 und OHG6 durch Radial-Histogramme (Abb. X162)
zeigt, daf§ die Wahrscheinlichkeit ein Solvens-O-Atom im Abstand 1.7 A von OH4 und OHG6 zu fin-
den, im gt-Zustand grofler sind als in den beiden anderen Zustinden. Man kann daraus schlief3en,
dafl OH4 und OHG6 im gg-Zustand und noch etwas mehr im tg-Zustand dazu neigen intramoleku-
lare H-Briicken auszubilden. Ein Bestitigung dieser Schluf$folgerung erhilt man durch Bestimmung
der mittleren Anzahl der intra- und intermolekularen H-Briicken (Abb. X162, unten). Die mittlere
Anzahl der intramolekularen H-Briicken nimmt minimal in der Reihenfolge gt<gg<tg zu. Insgesamt
findet man im Mittel zehn H-Briicken fiir Glco-O-iProp, wobei im gt-Zustand das intra/inter-Ver-
hiltnis ca. 1/9 ist, im tg-Zustand dagegen 2/8 und der gg-Zustand liegt dazwischen. Aus den Radial-
Histogrammen fiir O4/H,.,,, ergibt sich eine deutliche Erniedrigung der Akzeptoreigenschaft des
O4-Atoms gegeniiber den Solvens-H-Atomen fiir den tg-Zustand. Dies ist leicht nachzuvollziehen,
da im tg-Zustand auch im Solvens die intramolekulare H-Briicke zwischen O4 und OG6 zu einem

bedeutenden Anteil ausgebildet sein sollte. Die Detailanalyse der H-Briicken' fiir den tg-Zustand
(Abb. X163) zeigt, dafl wihrend 85% der Simulationszeit zwischen O4 und OG6 eine intramolekulare
H-Briicke ausgebildet ist, wobei die Richtung O6-OH6—04 deutlich bevorzugt (3:1) ist. Im Bezug
auf die Interaktion mit Wasser erhilt man aus der H-Briicken-Analyse, dafl O4 wesentlich weniger
die Rolle des H-Akzeptors einnimmt als O6. O4 wirke gegeniiber dem Wasser hiufiger als H-Donor.

1. Die H-Briicken wurden mit Hilfe der DISCOVER-Funktion ,,print hbonds® ausgegeben und anschlieffend mit
CAT2000 analysiert.
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Die Analyse der mittleren Energien fiir die drei Orientierungen gg, gt und tg anhand der MD-Trajek-
torien ergibt die energetische Reihenfolge gt < tg < gg. Auffillig ist, daf} der tg-Zustand eine um ca.
1.5 kcal/mol niedrigere intramolekulare Energie aufweist als die anderen Zustinde. Die Ursache hier-
fiir diirfte in der Ausbildung der intramolekularen H-Briicke zwischen O6 und O4 liegen. Sowohl gg
als auch gt weisen dafiir eine giinstigere intermolekulare Energie auf als tg.

Tabelle 3: Mittlere Energien der Hydroxymethylrotameren von Glca-O-iProp in Wasser

Orientierung SYFEZTZEZ??C [kfiﬁ?;lu [kfa(lfrll)ol] [iﬁﬁiﬁu ufc(iﬁiifu
tg [1456.72 4411 24,448 4128 24,731
o 1452.304 4,145 23912 2.682 25.376
ot 11456.884 4575 24.49 2,573 26.491

Die Analyse der Strukturen durch 2D-Radial-Histogramme, bei denen die Solvensumgebung von
zwel ,,Zentralatomen® analysiert wird, ergab, daf$ gleichzeitige Interaktionen von einem Wassermole-
kiil mit zwei Donor- bzw. Akzeptoratomen (Abb. 39) des Zuckers relativ hiufig vorkommen (bis zu
50% der Simulationszeit fiir einzelne Atompaare) und daher in einer Diskussion tiber stabilisierende
Effekte durch das Solvens beriicksichtigt werden miissen.

Abb. 39: Verschiedene Méglichkeiten zur Interaktion zwischen Kohlenhydrat und Wasser.
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3.7.2 Minimierungen von solvatisierten Molekiilen

In diesem Absschnitt soll tiberpriift werden, inwieweit relative Energien einzelner minimierter Sol-
vens-Strukturen Aussagekraft hinsichtlich der relativen Stabilitit des solvatisierten Systems besitzen.
Dies ist vor allem im Hinblick auf Protein-Kohlenhydrat-Komplexe wichtig, da hier oft relative
Wechselwirkungsenergien zur Bewertung der Bindungsaffinitit verwendet werden.

Im ersten Schritt wurde das ,einfachste“ denkbare solvatisierte System untersucht: ein Wassermolekiil
in einer 20Ax20Ax20A-Wasserbox. Dieses System wurde 50 ps bei 300 K equilibriert und anschlie-
fend minimiert (Konvergenz: 0.006 kcal/A, 1541 Schritte). Um diesen Prozef moglichst oft zu wie-
derholen, wurde das System durch eine 10 ps-Equilibrierungsphase bei 200 K aus dem Minimum
herausgehoben (,gestort®) und durch eine aufwendige Minimierungssequenz (Steepest Descent / 100
/0.1, Conjugate Gradient / 5000 / 0.01, Steepest Descent / 5000 / 0.1, Conjugate Gradient / 20000

/0.01, BFGS (Newton Raphson) / 20000 / 0.001)! neu minimiert. Dieser Zyklus wurde zwanzigmal
durchlaufen (,MD-Minimierung®). Die einzelnen Energien der minimierten Strukturen sind in Abb.
X164 gezeigt. Insgesamt nimmt die Systemenergie mit zunehmender Anzahl der durchlaufenen MD-
Minimierungszyklen ab, jedoch ist weder die Systemenergie noch die Energie des zentralen H,O-
Molekiils mit akzeptabler Verldfilichkeit (AE < 1 kcal/mol) reproduzierbar. Die Molekiilenergie
schwankt tiber einen Bereich von 5 kcal/mol, die Systemenergie gar iiber einen Bereich von 30 kcal/
mol (Abb. X167). Konkret heiflt das, daf§ schon die Energie eines solvatisierten Molekiils, bei dem
nicht einmal Konformationsinderungen auftreten kénnen, um mehrere kcal/mol schwankt, also in
einem Bereich, der nach der Boltzmann-Formel schon iiber Existenz oder nicht Nichtexistenz eines
Systemzustands entscheidet. Dies macht die relative Bewertung von minimierten Solvensstrukturen
allein aufgrund ihrer Energie sehr fragwiirdig. Die Aufschliisselung der Molekiilenergie in die einzel-
nen Terme (Abb. X166) zeigt, daf§ die Schwankungen in erster Linie bei der intermolekularen Wech-
selwirkungsenergie auftreten.

Um zu iiberpriifen, wie sich die Energieterme eines Zuckermolekiils bei der Minimierung in einer
Wasserbox verhalten, wurde als Modellverbindung Glcoi-O-iProp in den drei Hydroxymethylorien-
tierungen gg, gt und tg mit der bereits beschriebenen Methode (PBC, 250 Wassermolekiile) mini-
miert. Tendenziell nimmt auch hier die Systemenergie mit zunehmender Anzahl der durchlaufenen
MD-Minimierungs-Zyklen ab, teilweise sogar unter Zunahme der Molekiilenergie von Glco-O-
iProp (Abb. X165). Die Coulomb-Stabilisierung des Gesamtsystems liegt bei ca. -1500 kcal/mol.
Angesichts dieser Zahl ist es leicht nachzuvollziehen, dafl das System die Erhéhung der Energie eines
Teilchens um ein paar kcal/mol ,in Kauf nimmt®, wenn sich das Gesamtsystem dadurch stabilisieren
kann. Die Energie des solvatisierten Molekiils wird also in erster Linie durch die Wechselwirkung mit
dem Solvens bestimmt (Abb. X166) und diese ist wiederum davon abhingig wie sich das Gesamtsy-
stem stabilisiert. Im Hinblick auf Protein/Kohlenhydrat-Komplexe ist es daher durchaus denkbar, daf§
es im Einzelfall bei einer Minimierung vorkommen kann, daf§ das Protein oder der Zucker durch das
Solvens in eine sehr energiereiche Konformation gezwungen wird, die in keinster Weise reprisentativ
fiir das Molekiil ist, aber vielleicht zufillig eine hohe Wechselwirkungsenergie zwischen Zucker und
Protein verursacht. Mit dem Auswahlkriterium , maximale Wechselwirkungsenergie“ wiirde man so
sicher nicht den richtigen Vorschlag fiir die Konformation im gebundenen Zustand machen. Als
Schluflfolgerung aus den Rechnungen ergibt sich damit: Die Molekiilenergie einzelner Strukturen
schwankt im Bereich von einigen kcal/mol absolut zufillig. Ein Vergleich von verschiedenen Syste-
men oder Konformationen basierend auf wenigen minimierten Einzelstrukturen ist daher nicht repri-
sentativ. Daher kann im vorliegenden Fall auch keine sichere Aussage dariiber gemacht werden,
welche der drei Hydroxymethyl-Orientierungen von Glcol-O-iProp am stabilsten ist. Die mittlere

1. Die Reihenfolge der Angaben ist: Minimierungsmethode / maximale Anzahl der Schritte / Konvergenzkriterium.
Es hat sich gezeigt, daf§ sich durch Wechsel der Minimierungsmethoden bessere Minimierungsergebnisse erzielen lassen.
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Energiedifferenz der verschiedenen Hydroxymethyl-Orientierungen ist viel kleiner als die Energie-
schwankungen innerhalb eines Hydroxymethyl-Zustands (Abb. X166). Energieunterschiede zwischen
verschiedenen Konformationen eines solvatisierten Molekiils von wenigen kcal/mol konnen erst
durch die Analyse einer groflen Anzahl von minimierten Solvens-Strukturen statistisch verlifSlich
bestimmt werden. Eine gute Minimierung von Solvens-Strukturen ist jedoch technisch extrem auf-
wendig und daher nur in speziellen Fillen angebracht. Die Methode der MD-Minimierung hat sich
in diesem Zusammenhang auch bei anderen Systemen bewihrt. Fiir die Analyse der Wechselwir-
kungsenergie von Protein/Kohlenhydrat-Komplexen ergibt sich aus den in diesem Abschnitt erhalte-
nen Resultaten, dafl es giinstiger ist die Analyse der Wechselwirkungsenergie anhand einer méglichst
groflen Anzahl von MD-Strukturen durchzufiihren. Dadurch entfillt die aufwendige Minimierung
der Strukturen und der Solvens-Einfluf§ ist weniger anfillig fiir Ausreifler.

3.7.3 Einflufl der Dielektrizititskonstanten und des Solvens auf die Freie Gridgruppen-Energie

Ein Vergleich der FGE-Profile der Hydroxymethylgruppen von -Maltose fiir unterschiedliche
Dielektrizititskonstanten zeigt fiir e=1 bei beiden w-Winkeln (G560, L560) eine Stabilisierung der
tg-Konformation gegeniiber der gg-Konformation um ca. -2 kcal/mol (Abb. X168, Abb. X169). Bei
e=4 und =80 besitzt die tg-Konformation ungefihr dieselbe Energie wie gg (G560), bzw. ist um
1.0-1.4 kcal/mol gegeniiber dieser destabilisiert (L560). Ursache dieser Stabilisierung der tg-Konfor-
mation bei €=1 ist die Ausbildung der H-Briicke GO4:-H--GOG6 (G560) bzw. eine Doppelinterak-
tion GO5 (LO4) --H-LO6 (L560) (siche Abb. 27, links). Ein Vergleich mit den FGE-Profilen einer
12 ns-MD-Simulation, die in einer Wasserbox der Grofle 20A x 20A x 20A (PBC) bei 400 K und

€ = 1 durchgefiihrt wurde, zeigt deutlich, daf§ die Stabilisierung der tg-Konformation aufgrund der
Ausbildung intramolekularer H-Briicken durch Anwesenheit von expliziten Wassermolekiilen signifi-
kant reduziert wird, da fiir die beiden OH6-Protonen und das GOH4-Proton nun alternative H-
Akzeptoren zur Verfiigung stehen. Derselbe Effekt kann jedoch auch durch Erhéhung der Dielektrizi-
titskonstanten erreicht werden. Daf die Dielektrizititskonstante jedoch nicht beliebig erhéht werden
kann, zeigt sich an der relativen Energie des tg-Zustands. Die beste Ubereinstimmung mit der Simu-
lation in Wasser erhilt man mit einer Dielektrizititskonstanten im Bereich zwischen zwei und vier.

Analoge Ergebnisse erhilt man aus der Analyse der Abhingigkeit des FGE-Profils der OH-Gruppen
von der Dielektrizititskonstanten (Abb. X170). Hier reproduziert eine Dielektrizititskonstante zwi-
schen drei und vier ziemlich genau die Ergebnisse wie man sie aus einer Simulation in Wasser erhilt.

Es gibt jedoch auch Effekte, die sich nicht durch Wahl einer geeigneten Dielektrizititskonstante
simulieren lassen. Fiir die OH-Gruppe L30OH ist ohne Solvens (¢=4) die Orientierung -60° und 180°
wegen der Moglichkeit zur Ausbildung intramolekularer H-Briicken gegeniiber der Orientierung

+60° um ca. 0.3 kcal/mol stabilisiert! (Abb. X171). In Wasser ist hingegen die Orientierung +60°
(LOH3 in trans-Stellung zu LH3) genauso stabil wie -60°. Hier ist die Orientierung 180° um

0.3 kcal/mol destabilisiert. Die Stabilisierung von +60° 143t sich mit der Ausbildung von H-Briicken
zum Wasser erkliren. Bei einer Simulationstemperatur von 1000 K wird das FGE-Profil von L30H
instabil, auflerdem ist der Solvenseffekt fiir +60° nicht mehr vorhanden.

Die Analyse der FGE-Maps von ®/'¥ (Abb. X172) zeigt, daf§ auch die Lage des ®/¥ -Minimums
von Maltose von der Dielektrizititskonstanten abhingt. Fiir € = 1 ist das Minimum in Richtung posi-
tiver Werte fiir ®/¥ verschoben (Minimum B und C). Vor allem im Minimum C (+20°/+20°) ist die
Anzahl der intramolekularen H-Briicken besonders hoch (Abb. X174).

1. Fiir € = 1 ist die Stabilisierung von -60° gleich 3.5 kcal/mol
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Die FGE-Map von ®/V¥, die aus einer 12 ns-Simulation in einer Wasserbox (PBC, 20x20x20) erhal-
ten wurde (Abb. X172), zeigt eine Stabilisierung des Minimums C (+20°/+10°). Die 1 kcal/mol -
Contourline, die bei einer Simulation ohne Solvens ausschliefllich den Bereich von Minimum A und
B einschlieflt, umschlief3t bei der MD-Simulation mit Solvens zusitzlich auch noch den Bereich von
Minimum C. Eine Temperaturstudie (Abb. X173) zeigt deutlich, daf§ dieser ,,Solvenseffekt” bei
hohen Temperaturen (> 600 K) nicht mehr vorhanden ist. Eine Erklirungsmoglichkeit fiir den stabi-
lisierenden Effekt des Wassers fiir ®/'Y-Konformation C ist folgende: Durch die Orientierung der
L30OH-Gruppe nach +60° und weniger nach 180° sind die Voraussetzung zur Ausbildung der inter-
residualen H-Briicke GOH2-LO3 giinstiger als ohne Solvens. Wie in Abschnitt 3.3.1 gezeigt, stabili-
siert diese H-Briicke Minimum C.

Aus den HTMD-FGE-Maps fiir ®/'¥ wird jedoch deutlich, daf§ die wesentliche Gestalt der FGE-
Map in PBC auch bei Temperaturen von 1200 K noch erhalten bleibt.

Insgesamt kann jedoch aus den Ergebnissen geschlossen werden, daf$ es nicht immer unbedingt not-
wendig ist, die MD-Simulation eines nicht allzu groflen Kohlenhydrats mit explizit vorhandenem
Losungsmittel durchzufiihren. Sofern keine spezifischen Wechselwirkungen mit einzelnen Solvens-
molekiilen auftreten, lassen sich die elektrostatischen Bedingungen im Solvens auch durch die Wahl
einer geeigneten Dielektrizititskonstanten annihernd simulieren. Es hat sich gezeigt, daff eine Dielek-
trizititskonstante € = 3-4 die Verhiltnisse in Wasser am besten beschreibt. Anders liegen die Verhilt-
nisse fiir grofe langgestreckte Molekiile, da diese in Abwesenheit von Solvensmolekiilen aufgrund der
van-der-Waals-Anziehung ,zusammenkniueln®. In diesem Fall sind die Solvensmolekiile als
»~Abstandshalter notwendig.

3.7.4 Analyse spezifischer Solvens-Effekte

Eine mef3bare Stabilisierung bestimmter Zuckerkonformationen durch ,Komplexierung® einzelner
Solvensmolekiile (vgl. Abb. 39) ist theoretisch sehr schwer vorherzusagen. Ein Grund dafiir ist, dafS
die Solvensmolekiile, die eine Stabilisierung bewirken konnten, wihrend einer MD-Simulation lau-
fend austauschen und so eine grofle Anzahl von Molekiilen beobachtet werden muf3. Auflerdem gibt
es bei grofleren Kohlenhydraten unzihlige Maglichkeiten wo ein Solvens-Effekt theoretisch auftreten
kann. Zum Schluf§ bleibt noch die Frage wodurch sich ein eventuell vorhandener Solvens-Effekt
tiberhaupt bemerkbar macht, d.h. es muf§ ein Kriterium gefunden werden, das es erlaubt einen Sol-
vens-Effekt zu detektieren.

Im Folgenden ist ein Beispiel beschrieben, bei dem ein spezifischer Solvens-Effekt gefunden wurde,
der auch durch experimentelle Daten belegt werden kann:

MD-Simulationen von Gal1-3Galf und Gala1-3Galf wurden sowohl in der ,,Gasphase® (e=4) als
auch in DMSO (PBC, 25Ax25Ax25A)[167] durchgefiihre (CVFE = 1 ns, 300 K). Die Populations-
Analyse der interresidualen H-H-Abstinde ausgewihlter OH-Gruppen (Abb. X175, Abb. X176)
zeigt einen deutlichen ,Solvens-Effekt“: Die Hiufigkeitsverteilung des Abstands der Protonen
GOH2-LOH4 besitzt fiir Galo1-3GalB in DMSO ein ausgeprigtes Maximum bei 2.6 A. Fiir
GalB1-3Galp in DMSO erhilt man bei diesem Abstand auch ein deutliches Maximum fiir den
Abstand der Protonen GOH2-LOH2. Beide Maxima sind bei der Simulation in der Gasphase nicht
vorhanden. Die Analyse der FGE-Profile ergibt fiir Gala1-3Galf in DMSO eine deutliche Stabilisie-
rung (> lkcal/mol) fiir L4OH = -60° und G20H = -60° (Abb. X177). Die Dreizentren-Interaktions-

Analyse1 von CAT2000 (Abb. X178) ergibt, dafl die Ursache fiir dieses Verhalten in einer chelat-arti-

1. Bei der Dreizentren-Interaktions-Analyse wird eine Interaktions-Trajektorie nach gleichzeitigen Wechselwirkungen dreier
»Subsets abgesucht. ,Subsets kénnen einzelne Atome, funktionelle Gruppen oder ganze Molekiile sein.
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Abb. 40: Definition der Torsionswinkel und Atome von Gala1-3Galf (A) und Galp1-3Galf (B)
®(Phi)=GH1-GC1-LO3-LC3, ¥ (Psi)=GC1-LO3-LC3-LH3
G20H =GCl1- GC2-GO2-GOH2, L4OH =LC3- LC4-LO41-LOH4, usw.

gen Komplexbildung des Zuckers mit einem einzelnen DMSO-Molekiil liegt (Abb. 41). Dabei bildet
das O-Atom des DMSO-Molekiils gleichzeitig eine H-Briicke mit GOH2 und LOH4 aus und stabi-
lisiert dadurch nicht nur die Orientierung der Torsionswinkel G2ZOH und L4OH bei -60°, sondern
fixiert damit den Abstand der beiden OH-Atome bei 2.6 A was sich experimentell durch einen star-
ken NOE der beiden Atome zeigen sollte. Weiterhin fiihrt die Komplexierung dazu, dafy im ®/' -
Bereich 10°/0° (Abb. X179) eine Energiebarriere entsteht und so das, in der Gasphase schon leicht
angedeutete, Minimum +30°/+10° neben dem globalen Minimum bei -40°/-20° deutlich hervortritt.
Experimentell konnten die Rechnungen durch einen starken NOE fiir G2OH-L4OH bei Gala1-
3GalP bestitigt werden [213].

Abb. 41: Stabilisierung einer ®/'¥ -Konformation durch spezifische Interaktion mit einem Solvens-

molekiil (Galo1-3Galf in DMSO)
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3.8 Zusammenfassung

Wie in den vorangegangenen Abschnitten gezeigt wurde, verhilt sich die Rotamerenverteilung der
glycosidischen Torsionswinkel @ und ¥ und der Hydroxymethylgruppen selbst bei Simulationstem-
peraturen weit iiber 1000 K konsistent mit dem zugrundeliegenden Modell. Auf Basis der FGE-Maps
bzw. der FGE-Profile konnte gezeigt werden, dafd bei Hochtemperatur-Simulationen von Oligosac-
chariden in der Gasphase (e=4) selbst bei Temperaturen von 1800 K keine Artefakte hinsichtlich der
Population des ®,¥,o-Torsionsraums auftreten. Voraussetzung fiir die Simulation bei extrem hohen
Temperaturen ist lediglich die Verwendung eines harmonischen Potentials fiir die Bindungslingen
um extreme Bindungslingen zu vermeiden. Weiterhin ist es angebracht, die bei diesen Temperaturen
auftretende Ringinversion durch Anlegen eines Zusatzpotentials (,torsion force®) zu unterbinden.
HTMD-Simulationen stellen eine schnelle und effiziente Methode dar, um den Konformationsraum
nach stabilen Konformationen zu durchsuchen. Die hierfiir benétigte Simulationszeit hingt von den

Energiebarrieren fiir die Rotationsiiberginge ab. Sie liegt fiir B-Maltose und Sialyl-Lewis™ bei 1000 K
in der Gréflenordnung von 10-20 ns, eine Konformationsanalyse benétigt daher eine CPU Zeit von
ca. 10-20 Stunden (IBM SP2, Single Processor). Mit der GCMD-Methode wurde eine Méglichkeit
zur effizienten Konformationssuche bei 300 K vorgestellt. Diese Methode ist geeignet, um schnell alle
®/¥Y-Minima eines mittelgrofSen Oligosaccharids zu populieren und fiir die lokalen ®/¥—Minima
ein Rotamerengleichgewicht der OH-Gruppen einzustellen. Daher ist es méglich durch GCMD die
lokalen Eigenschaften von ®/Y—Minima bei Raumtemperatur zu berechnen. Sowohl HTMD- als
auch GCMD-Methode besitzen das Potential wichtige Informationen zur Strukturaufklirung von
Oligosacchariden mittels NMR-Methoden beizutragen (vgl. Abschnitt 3.3.3).

Weiterhin wurde mit EQ ein Parameter entwickelt, der es erlaubt, die Einstellung des Konformeren-
gleichgewichts unabhingig von der Anzahl der miteinander im Gleichgewicht stehenden Konforma-
tionen anzuzeigen. Aus den Trajektoriendaten eines Gleichgewichtsensembles lassen sich mit
CAT2000 vollautomatisch alle Rotationsprofile der Freien Energie, FGE-Maps, deskriptive Statisti-
ken, mittleren Lebensdauern, Populationswahrscheinlichkeiten usw. sowohl fiir die gesamte Simulati-
onszeit, als auch fiir einzelne sequentielle Perioden oder pro Gruppe (Konformation) berechnen. Es
wurden Cluster- und Gruppierungsmethoden entwickelt, die umfangreiche mechanistische Studien
basierend auf Trajektorien-Daten erméglichen. Die Durchfiihrung von MD-Simulationen bei ver-
schiedenen Simulationstemperaturen erméglicht es aus den mittleren Lebensdauern der Konforma-
tionen deren effektive Ubergangsbarrieren durch Arrhenius-Analysen zu bestimmen. Hierzu wurde
die technische Umsetzung entwickelt und in CAT2000 implementiert. Weiterhin wurden Methoden
zum Aufspiiren von spezifischen Solvenseffekten entwickelt. Schlulendlich ist es durch Anwendung
einer der vorgestellten Sampling-Methoden (HTMD-CC oder GCMD) und der anschlielenden
Analyse der Daten mit CAT2000 méglich, eine Konformationsanalyse eines (theoretisch) beliebig
komplexen Oligosaccharids innerhalb weniger Tage durchzufiihren. Dieses war bis jetzt, je nach
Grofle des Oligosaccharids, technisch unméglich oder die Durchfiihrung hat mehrere Wochen
Arbeits- und Rechenzeit in Anspruch genommen. So daf insgesamt eine deutliche Effizienzsteigerung
in der Konformationsanalyse von Oligosacchariden realisiert werden konnte.
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4 Berechnung von Rotationsprofilen der Freien Energie basie-

rend auf Grid-Search-Methoden

4.1 Einleitung und Problemstellung

Die experimentell durch NMR-Methoden gefundene Rotamerenverteilung [211,212,214,215] der
Konformere, die durch Rotation der CH,OH-Gruppe (,Hydroxymethylgruppe®) um die C5-C6

Einfachbindung erhalten wird, stellt nach wie vor eines der groflen ungelosten Probleme in der kraft-
feldbasierten Konformationsanalyse von Kohlenhydraten dar.

Fiir Glucose wurde experimentell, durch Auswertung der vicinalen Kopplungskonstanten (vgl.
Abschnitt 7.2) zwischen H5 und H6R bzw. H5S (vgl. Abb. 7), kein Hinweis dafiir gefunden, dafl
eine Konformation, bei der die Hydroxymethylgruppe die tg-Stellung einnimmyt, in Lésung in nen-
nenswerter Konzentration vorliegt (,anti-tg-Effekt®). Theoretisch wird die Instabilitit einer tg-Kon-
formation fiir Glucose mit einer ungiinstigen syn-axialen bzw. peri-Wechselwirkung durch die
parallele Anordnung der C6-O6- und C4-O4-Bindungen erklirt [216]. Ein nach dieser Argumenta-
tion ebenfalls zu erwartender ,,anti-gg-Effekt“ fiir Galactose existiert nicht.

Kraftfeldrechnungen in Vakuum (e=1) weisen fiir Glucose, wegen der Méglichkeit zur Ausbildung
einer starken intramolekularen H-Briicke zwischen OHG6 und O4, immer die tg-Konformation als
energieirmste Konformation aus [201,217,218]. Die meisten Autoren machen fiir die fehlende Uber-
einstimmung mit dem Experiment ,,Solvenseffekte verantwortlich [157,201,217,219-221] und
manche davon sind der Meinung durch MD Simulationen in Wasser von wenigen hundert Picose-
kunden Hinweise auf eine Instabilitit der tg-Konformation gefunden zu haben [201].

Diverse Kraftfeld-Entwickler versuchen das Problem durch eine spezielle Parametrisierung zu 16sen.

Beispiele hierfir sind GROMOS [157,222,223] und AMBER/HOMANS [147].

Das Problem ist aber nach wie vor nicht zufriedenstellend gelost. Falls wirklich das Losungsmittel
einen destabilisierenden Einfluf auf die tg-Konformation haben sollte, dann wire eine spezielle Kraft-
feldparametrisierung, welche die tg-Konformation destabilisiert, ziemlich unsinnig, denn dies wiirde
bedeuten, dafd man bei einer Simulation von Glucose in einer Wasserbox mit einem modifizierten

Kraftfeld den ,anti-tg-Effekt® praktisch doppelt beriicksichtigt.

Spezielle Kraftfeldparametrisierungen sind nur dann sinnvoll, wenn intramolekulare Eigenschaften
durch ein Kraftfeld nicht richtig beschrieben werden. Falls es sich beim ,,anti-tg-Effekt” um einen Sol-
venseffekt handelt, dann muf§ man die Simulationsbedingungen 4dndern und nicht das Kraftfeld.

Es gilt nun mit Hilfe der in DISCOVER implementierten Kraftfelder (CVFF [173,174], CFF91
[224], AMBER/Homans [225,226]) fiir verschiedene Dielektrizititskonstanten das Rotamerengleich-
gewicht der Hydroxymethylgruppen fiir Glucose und fiir Galactose mit Grid-Search-Methoden zu
berechnen. Die Ergebnisse sollen anschlieffend mit Ergebnissen aus Ab-Initio-Rechnungen verglichen
werden um eine evtl. vorliegende unzureichende Parametrisierung der Kraftfelder aufzuspiiren.
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4.2 Methoden

4.2.1 Beschreibung der Methode

Durch die Méglichkeit des OH6-Protons intramolekulare Wasserstoftbriicken mit O4 und O5 aus-
zubilden, ist anzunehmen, dafl das Rotationsprofil von der Stellung der OH-Gruppe am C6-Atom
abhingt. Ziel ist es nun durch Anwendung der Grid-Search-Methode ein Energieprofil fiir die Rota-
tion um die C5-C6-Bindung herauszuarbeiten, das diese Effekte beriicksichtigt. Der Einfluf§ einer
potentiell méglichen intramolekularen OH4 — O6 Wasserstoftbriicke mufl bei einer vollstindigen
Analyse ebenfalls in Betracht gezogen werden. Da damit aber ein vierdimensionales Problem (drei
Torsionswinkel plus Energie) vorliegen wiirde, wird der Anschaulichkeit wegen der Einfluf} der 4OH-
Gruppe zunichst als konstant betrachtet. In einem zweiten Schritt soll der Einfluff der 4OH-Gruppe
auf das Rotationsprofil analysiert werden. Alle Rechnungen wurden an den Modellverbindungen

Glca-O-iProp und GalB-O-iProp durchgefiihrt (siche Abb. 42).

A ~ GO6OH B

G30H

G20H

Abb. 42: Definition der Torsionswinkel von Galf-O-iProp (A) und Glca-O-iProp (B)
G560 = O5-C5-C6-06, G60OH = C5-C6-0O6-OH6, Phi=H1-C1-O-C, Psi=C1-O-C-H
G20H =H2- C2-02-OH2, G30H =H3- C3-03-OH3, G40H =H4- C4-O4-OH4

Ausgehend von der Startstruktur wurden systematisch die Torsionswinkel G560 und G60OH in 10°-
Schritten rotiert und so alle méglichen Kombinationen von G560/G60H-Torsionswinkeln erzeugt.
Die G560-G60H-Diagramme (,Maps“) wurden direkt durch Analyse der 1296 Strukturen - ohne
vorherige Minimierung (,Rigid Grid®) - hinsichtlich Energie und Struktur (Abstinde) generiert. Die
Maéglichkeit einer OH4 — O6 Wasserstoftbriicke wurde durch die Verwendung einer Startstrukeur
mit G4OH(Gal) = 87° bzw. G4OH(Glc) = -77° bewuf3t ausgeschlossen (siche Abb. 42).

Um den Einfluf§ des verwendeten Kraftfelds und der Dielektrizititskonstanten zu untersuchen, wur-
den die Rechnungen fiir CVFE, CFF91 und AMBER/Homans (jeweils mit den Dielekerizitidtskon-
stanten €=1, 4 und 80) durchgefiihrt, so daff insgesamt fiir jede Modellverbindung neun Sitze 2 1296
»Rigid Grid“-Strukturen erzeugt und analysiert wurden. (CPU Zeit: 3 min. / Grid Search)

Um den Einfluff der Stellung der 4OH-Gruppe auf die Rotamerenverteilung zu untersuchen, wurde
exemplarisch fiir GalB-O-iProp ein vierdimensionaler Grid-Search durchgefiihrt. Dabei wurden die
Torsionswinkel G560, G60OH, G40OH und G30H systematisch um 20° rotiert (siche hierzu
Abschnitt 4.3.5).
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Alle angegebenen Energiewerte in den Karten sind relative Energiewerte. Die Systemenergie wurde
jeweils relativ zum globalen Energieminimum berechnet, dies ermdoglicht eine sehr gute Vergleichbar-
keit der Energiewerte innerhalb einer Energie-Karte. Energievergleiche zwischen verschiedenen Grid-
Ensembles (Maps) sind auf dieser Basis jedoch nicht méglich, da das globale Minimum nicht not-
wendigerweise identisch ist. Die Valenz-, van-der-Waals- und Coulomb-Energie wurde daher relativ
zum Frame 1 (G560 =180° / GOGOH =180°) berechnet. Dadurch sind Energievergleiche zwischen
den einzelnen Kraftfeldern moglich, da alle Energien relativ zu derselben Konformation berechnet
wurden. Die Winkelskala des Torsionswinkels G560 wurde in den Bereich [+90°, 450°] verschoben,
damit die Minima der Coulomb-Energie in der Mitte der Karten zu liegen kommen. Technischer
Hintergrund fiir dieses Vorgehen ist, daff Contour-Plots mit Extrema in der unmittelbaren Nihe der
Skalengrenzen unschéne Randeffekte aufweisen.

4.2.2 Berechnung von Rotationsprofilen der Freien Energie aus multidimensionalen Grids

Energiekarten (dreidimensional) sind fiir eine umfangreichere quantitative vergleichende Diskussion
unpraktisch, da schon eine Uberlagerung oder Differenzbildung von drei Karten nicht mehr moglich
ist. Da in der vorliegenden Problemstellung sowieso nur die G560-Dimension interessiert, stellt sich
die Frage, wie man am sinnvollsten die Verhiltnisse im G560-G60OH-Energie-Raum in die G560-
Energie-Ebene abbildet. Die Projektion des G560-G60H-Energie Raumes in die G560-Energie-
Ebene bewirkt, dafl die Dimensionalitit des, der Analyse zugrundeliegenden, Grids reduziert wird.
Die Variable G560 bleibt weiterhin eine Gridvariable und G60OH wird zu einer ,,Nichtgrid-Varia-
blen® (vgl. Abschnitt 2.3). Die einfachsten Methoden der Reduktion der Dimensionalitit eines Grids
sind Minimumsuche (Minimum-Methode, Adiabatic Grid) und Mittelwertbildung (Mittelwert-
Methode). Voraussetzung fiir die Mittelwert-Methode ist die Annahme, daf§ die Energieverteilung in
den anderen (Nichtgrid-)Dimensionen fiir jede Gridgruppe dieselbe ist, was jedoch oft nicht der Fall
ist. Die Minimum-Methode beruht auf der Tatsache, daf} nach Boltzmann diejenige Strukeur die
grofite Wahrscheinlichkeit besitzt, die die niedrigste Energie aufweist. In der praktischen Anwendung
wird daher bei der Minimum-Methode aus dem Pool der erzeugten Grid-Strukturen fiir jede Grid-
gruppe diejenige Struktur mit der geringsten Energie herausgesucht. Sofern sichergestellt ist, dafl das
Energieminimum fiir jede G560-Gridgruppe sicher, d.h. reproduzierbar, bestimmt werden kann,
was bei Grid-Search-Methoden, im Gegensatz zu Molekiildynamik-Methoden, normalerweise der
Fall ist, ist die Minimum-Methode der Mittelwert-Methode vorzuziehen. Der Nachteil der Mini-
mum-Methode besteht in der Tatsache, dafl voneinander verschiedene Strukturen einer Gridgruppe,
die nur eine geringfiigig hohere Energie als das Gridgruppen-Minimum besitzen, bei der Projektion
und damit bei der energetischen Betrachtung des Ensembles nicht beriicksichtigt werden. Wie im fol-
genden noch im Detail gezeigt wird (vgl. Abb. 43, rechts), ist die Energieverteilung in der GGOH-
Dimension nicht fiir jede G560-Gridgruppe gleich. Dies hat zur Folge, das fiir eine G560-Grid-
gruppe die Energieniveaus sehr nahe beieinanderliegen kénnen (wie bei G560 = tg) und fiir einen
anderen sehr weit auseinander (wie bei G560 = gg und G560 = gt). Sehr nahe beinander liegende
~Energieniveaus“ bedeutet jedoch, dafl die Zahl der energetisch zuginglichen , Realisierungsméglich-
keiten® fiir eine Gridgruppe, und damit die Entropie fiir eine Gridgruppe zunimmet, was schlieflich
zu einer Erniedrigung der Freien Energie fiir diese Gridgruppe fiithren sollte.

= e Boltzmannsches Verteilungsgesetz (41)
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Jeder Struktur lift sich mit Hilfe der Boltzmann-Formel (41) anhand ihrer Energiedifferenz zum glo-
balen Minimum eine relative Wahrscheinlichkeit bzw. relative Hiufigkeit bei einer bestimmten Tem-
peratur 7 zuordnen. Diese relativen Hiufigkeiten lassen sich verwenden um die relative Population
einer Gridgruppe niedrigerer Dimensionalitit bei 7 zu berechnen, welcher wieder tiber Formel (14)
(vgl. Abschnitt 2.3.4) eine relative Energie zugeordnet werden kann.

Konkret werden durch einen Grid-Search alle Kombinationsméglichkeiten bzw. ,Realisierungsmog-
lichkeiten® fiir die Gridvariablen erzeugt. Gewichtet man diese anschlieflend iiber ihre Systemenergie
und die Temperatur mit Hilfe der Boltzmann-Verteilungsfunktion, kann fiir eine beliebige Gridvaria-
ble eine Hiufgkeitsverteilung berechnet werden, welche wiederum iiber die Boltzmann-Formel und
die Temperatur (zuriick) in ein Energieprofil (,Boltzmann-gewichtetes Energieprofil®, , Freie Grid-

gruppen-Energie) umwandelbar ist (Abb. 44).

Mit der Methode des boltzmann-gewichteten Energieprofils lassen sich Grids beliebiger Dimensiona-
licit auf eindimensionale Grids reduzieren. In der Freien Gridgruppen-Energie sind die Energieinfor-
mationen aller urspriinglichen Gridvariablen enthalten. Der Vorteil des rigid-grid-basierten Ansatzes
zur Erzeugung eines Energieprofiles ist, dafl alle erzeugten Strukturen voneinander verschieden sind
und sich aufSer den Gridvariablen an der Struktur des Molekiils nichts indert.

4.3 Ergebnisse aus dem Grid-Search

4.3.1 Zweidimensionale Energiekarten

Da die primire Zielsetzung dieses Abschnitts die Rotamerenverteilung von G560 und nicht die
Abhingigkeit der Energie von G560/G60H ist, soll an dieser Stelle nur kurz beispielhaft auf die
generierten Energiekarten von GalB-O-iProp eingegangen werden um ein paar wesentliche Punkte zu
veranschaulichen:

Aus den Energiekarten (vgl. Abb. 43; Details siche Abb. X180 bis Abb. X185) ist deutlich ersichtlich,
daf$ das Energieprofil fiir den Torsionswinkel G560 wie vermutet vom Torsionswinkel GGOH
abhingt. Das globale Minimum liegt fiir alle getesteten Kraftfelder (e=4 bzw. 4*r fiir AMBER/
Homans) bei G560 = 60° (gt) und G6OH = -60°. Schnitte durch die Energiekarte entlang der
G560-Richtung bei GGOH = -60°, +60°, 180° (siche Abb. 43, rechts) zeigen deutlich eine Stabilisie-
rung des globalen Minimums gegeniiber den anderen (lokalen) Minima um > 0.8 kcal/mol. Wesent-
licher Punkt ist jedoch, dafd fiir G560 = 180° (tg) die drei Profile eine dhnliche Energie aufweisen,
wihrend fiir G560 = -60° (gg) das GOGOH [180]-Profil eine deutlich héhere (0.5 kcal/mol) Energie
aufweist, als die beiden anderen (G6OH [-60] und G60OH [60]). Dies diirfte einen deutlichen Ein-
fluf} auf das Rotationsprofil von G560 haben (siche Abschnitt 4.3.2).

Trigt man die einzelnen Energie-Terme (Valenz-, Van-der-Waals und Coulomb-Energie) als Funktion
von G560 und G60OH auf (vgl. Abb. X180 bis Abb. X185), so fallen sofort die zwei Minima der
Coulomb-Energie auf (A: G560 = 260° (-100°) / G6OH = 10°, B: G560 = 360° (0°) / G60OH = -
10°). Diese lassen sich eindeutig der Wechselwirkung des Protons OH6 mit O4 (Minimum A) bzw.
mit O5 (Minimum B) zugeordnen, da sich fiir G560 = 260° nur OH6:-O4 und fiir G560 = 0° nur
OHG6.-O5 ausreichend nahe kommen (< 2.5A) (vgl. Abb. X188). Der Einfluf des Kraftfelds auf die
Energiekarten wurde durch Differenz-Maps analysiert (siche Abb. X186, Abb. X187).

Im Vergleich zum CVFF-Kraftfeld zeigt CFF91 (bei € = 4), deutlich hohere Ubergangsbarrieren ZWi-
schen gg und gt (Interaktion O6 <> O5), wohingegen die Ubergangsbarriere zwischen gg und tg
(Interaktion O6 <> O4/C4) beim CFF91-Kraftfeld niedriger ist (Abb. X181). Ein Torsionswinkel
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Abb. 43: GalB-O-iProp: Abhingigkeit der Systemenergie von den Torsionswinkeln G560 und
GG6OH. (Gridintervall = 10°; Kraftfeld = CVFF; g=4.)

G60H =~ 0° wird vom CFF91 nahezu iiber den gesamten G560-Torsionsbereich als energiereicher
bewertet als beim CVFF-Kraftfeld. Eine Aufschliisselung der Differenz-Maps in die einzelnen Ener-
gieterme zeigt als Ursache eine ungiinstigere Valenzenergie (siche Abb. X187), wohingegen als Ursa-
che fiir die niedrigere gg <> tg - Barriere die Van-der-Waals-Energie zu finden ist. Bemerkenswert ist
noch die Region erhshter Energie bei G560 = 270° / G60OH = 0°. Ursache hierfiir ist eine van-der-
Waals-Repulsion zwischen OH6 und O4, die sich beim CFF91 schon leicht abzeichnet (= 2 kcal/
mol) und beim AMBER/Homans-Kraftfeld zum dominierenden Faktor wird. Beim AMBER-Kraft-
feld schief3t die Energie in diesem Bereich um iiber 100 kcal/mol in die Hohe, wodurch die Region
G560 [220°, 300°] / G6OH [-60°,60°] auf der Energickarte formlich zur ,,verbotenen Zone® erklirt
wird. Dadurch wird z.B. verhindert, daf§ bei einer Erniedrigung der Dielektrizititskonstanten auf

€ = 1das globale Minimum, wie bei den beiden anderen Kraftfeldern, nach G560 = -60° (gg) und
GO6OH = -40° wechselt. In dieser Region befindet sich (auch beim AMBER-Kraftfeld) das weiter
oben schon erwihnte stark negative Coulomb-Potential, das durch eine OHG6 -- O4 Anziehung (H-
Briicke) zustande kommt.

Fiir die G560-G60H-Energickarten von Gleca-O-iProp (siche Abb. X196 bis Abb. X200) gilt im
Prinzip dasselbe wie fiir GalP-O-iProp. Auffilligste Unterschiede sind die Verschiebung des Mini-
mums A der Coulomb-Energie von G560 =260° / G60OH = 10° in den Bereich um G560 = 200° /
GO60OH = 0° und die Halbierung der van-der-Waals-AbstofSung im Bereich G560=210° / G60OH =
0° (fiir CFF91 und AMBER/Homans). Ersteres ist die Folge der Tatsache, dafl die H-Briicke OH6 —

O4 nunmehr in der tg-Stellung ausgebildet wird, letzteres kann mit den héheren Atomabstinden
(siche Tabelle 4) erklirt werden.
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Tabelle 4: Atomabstinde (vgl. Abb. X188)

S (04--06),../ | (04--OH6) . | (05-06). ./ | (05-OH6) ..
ystem (05--06) [A] [A] (04--06) [A] A]
Gal 2.40/ 3.26 1.56 2.48 / 3.65 1.88
Glc 2.58/3.61 1.66 2.48 / 4.35 1.88

4.3.2 FGE-Profile

Mit der Methode des boltzmann-gewichteten Energieprofils lassen sich Grids beliebiger Dimensiona-
litit auf eindimensionale Grids reduzieren (Abschnitt 4.2.2). Als Ergebnis findet man fiir GalB-O-
iProp eine Erniedrigung der Energie fiir tg um 0.2 kcal/mol (0.9 kJ/mol) gegeniiber dem Energie-
Profil, das nach der Minimum-Methode bestimmt wurde (Abb. 44).

Fiir Glea-O-iProp ergibt sich eine Erhéhung der Energie fiir tg gegeniiber gg und gt um 0.2 kcal/mol
(0.9 kJ/mol) (Abb. X201)

Die Aufspaltung der Energieprofile ist abhingig von der Dielektrizititskonstanten (Abb. X190).
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Abb. 44: GalB-O-iProp: Rotationsprofil des Torsionswinkels G560 gewonnen aus ,,Rigid Grid“-

Daten. CVFFE ¢ = 4

,Boltzmann® = Freie Grid-Energie des G560-Profils (siche Text) bei 300K
ES_tot(min) = Energie des G560-Profils nach der Minimum-Methode
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4.3.3 Abhingigkeit der Rotamerenverteilung vom Kraftfeld und der Dielektrizititskonstanten

Auf Basis der Rotationsprofile der Freien Gridgruppen-Energie (FGE-Profile) lif3t sich der Einfluf}
des Kraftfelds (Abb. X192) und der Dielektrizititskonstanten (Abb. X191) quantitativ diskutieren
(vgl. Tabelle 5, Tabelle 6). Dies wird im Folgenden fiir GalB-O-iProp im Detail durchgefiihre, fiir
Gleco-O-iProp werden entsprechende Effekte beobachtet. Eine vergleichende Diskussion findet sich
in Abschnitt 4.3.4.

Fiir GalP-O-iProp unterscheiden sich die Kraftfelder in erster Linie in der energetischen Bewertung
der tg-Konformation. Wihrend AMBER/Homans die tg-Konformation als ungiinstigste Konforma-
tion ausgibt, ist diese fiir das CFF91-Kraftfeld das globale Minimum (vgl. auch Hiufigkeitsverteilung
Abb. X194). Experimentell [211,212] findet man fiir D-Galactose-Derivate je nach Losungsmittel
und Stellung der Galactose-Einheit im Gesamtmolekiil unterschiedliche Populationsverteilungen
(gg(15-25%), gt(30-60%), tg (20-50%)). Fiir Methyl-a-D-galactopyranosid wurde in D,O ein
Rotamerenverhiltnis von (gg(14%), gt(47%), tg(39%)) bestimmt [212]. Zusammenfassend ergibt
sich aus den NMR-Messungen die Tendenz E(gg) > E(tg), E(gt), wobei das gg/gt-Verhiltnis von Fall
zu Fall vollkommen unterschiedlich ausfallen kann.

Tabelle 5: Relative Energien fiir GalB-O-iProp (€=4)(vgl. Abb. X192)

Zustand CVEFF [kcal/mol] CFF91 [kcal/mol] AMBER [kcal/mol]
- 0.8 1.1 0.8
ot 0 0 0
tg 0.4 -0.1 1
UZ(gg <> g0 6.2 8.4 24
UZ(gt <> tg) 4.3 4.3 2.9
UZ(tg © ) 10.3 8.6 10.5

Tabelle 6: Relative Energien fiir Glca-O-iProp (e=4) (vgl. Abb. X193)

Zustand CVFF [kcal/mol] CFF91 [kcal/mol] AMBER [kcal/mol]
gg 0.7 -0.1 0.3
gt 0 0 0
tg 0.5 1.1 1.2
UZ(gg <> gt) 6.5 8.6 2.2
UZ(gt <> tg) 4.3 4.3 3.1
UZ(tg <> gg) 8.9 6.7 6.9

Wie schon bei den Differenz-Maps (Abschnitt 4.3.1) gefunden, zeigt das CFF91 (bei € = 4) im Ver-
gleich zum CVFF-Kraftfeld, eine deutlich (2 kcal/mol) hohere Ubergangsbarriere zwischen gg und gt
(Interaktion O6 <> O5), wohingegen die Ubergangsbarriere zwischen gg und tg (Interaktion O6 <>
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04/C4) um 1.7 kcal/mol niedriger ist. AMBER/Homans zeigt sowohl fiir den (gt <> gg)- als auch fiir
den (gt & tg)—Ubergangszustand eine auffillig niedrigere Energie als die beiden anderen Kraftfelder.
Mit 2.4 bzw. 2.9 kcal/mol sind diese sogar kleiner als die experimentell bestimmte von Ethanol
(Tabelle 14), was als duflerst unwahrscheinlich zu bewerten ist, da im Ethanol eine ekliptische Stel-
lung von H-C-C-O und beim Zucker eine ekliptische Stellung von O-C-C-O vorhanden ist, welche
eine hohere Energie besitzen sollte. Vor allem die Unabhingigkeit der (gt — gg)-Ubergangsbarriere
von der Dielektrizititskonstanten (Abb. X191) ist gedanklich schwer nachzuvollzichen. Dieses Ver-
halten ist angesichts der Tatsache, daf8 sich hier zwei elektonegative Sauerstoffatome (06, O5) ,anein-
ander vorbeischieben sehr verwunderlich. Zwar ist eine Stabilisierung durch das Proton OH6
anzunehmen, die gerade die Coulomb-Abstoffung zwischen den O-Atomen kompensiert, doch sollte
dieser Effekt auch bei der Ubergangsbarriere (gt <> tg) auftreten konnen (Wechselwirkung mit O4),
hier besteht jedoch eine deutliche Abhingigkeit der Hohe der Barriere von der Dielektrizititskonstan-
ten.

Die berechneten Rotamerenverteilungen fiir verschiedene Kraftfelder und Dielektrizititskonstanten
sind fiir GalB-O-iProp in Abb. 45 zusammengefaf3t. Durch die Méglichkeit eine intramolekulare
Wasserstoffbriicke zwischen O6 und O4 bzw. O5 auszubilden, kommt es zu einen extremen Anstei-
gen der Population des gg-Zustands bei CVFF und CFF91 fiir e=1. Dies entspricht zwar nicht dem
experimentell gefundenen Wert (wobei zu beachten ist, dafy die NMR-Messungen bei héheren
Dielektrizititskonstanten durchgefiihrt wurden), ist aber vom zugrunde liegenden Modell ein logi-
sches Ergebnis. Das AMBER/Homans-Kraftfeld reproduziert fiir e=80*r sehr gut die Rotamerenver-
teilung, die experimentell gefunden wurde, fiir e=1*r versagt es jedoch komplett, da hier das gg-
Rotamer deutlich unterreprisentiert ist. Hier zeigt sich, dafl eine zusitzliche Parametrisierung des
AMBER/Homans-Kraftfelds vorliegt, die einzig und allein deshalb vorgenommen wurde (vgl. auch
Abschnitt 4.3.1) um das Rotamerengleichgewicht, dafd bei niedrigen Dielektrizititskonstanten durch
eine OH6—04 Wasserstoftbriickenbindung (und damit gg) dominiert wiirde, in Richtung gt und tg
und damit experimenteller Resultate zu verschieben. Experimentell gibt es Hinweise, dafl die Popula-
tion der gg-Konformation beim Ubergang zu Losungsmitteln mit niedrigeren Dielektrizititskonstan-
ten zunimmt (gg-Population: H,0(g=80): 20%, DMSO(e=47): 29%, Dimethylformamid (e=37):

100+ gg : gt ’ tg )
o . G560(e=1)

] B cseo(e=4)
80

| G560(e=80)
70 []
60

50

Population [%)]

40
30
20

10-

Experiment

0]
CVFF CFF91 AMBER CVFF CFF91 AMBER CVFF CFF91 AMBER

Abb. 45: Rotamerenverteilung fiir Galp-O-iProp berechnet aus der boltzmann-gewichteten relati-
ven Gridgruppen-Population (300K) fiir ein G560-G60OH-Grid. gg=G560[-120, 0], gt=G560I0,
120], tg=G560[120,240]
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42 %) [211]. Es soll jedoch nicht verschwiegen werden, daf§ der Trend nicht immer so ausgeprigt ist,
wie im angefiihrten experimentellen Beispiel. Einen Trend zunehmender gg-Population mit abneh-
mender Dielektrizitidtskonstanten zeigt lediglich das CVFE-Kraftfeld.

4.3.4 Vergleich und Bewertung der Ergebnisse fiir Glca-O-iProp und GalB-O-iProp

Der Vergleich mit den experimentell gefundenen Ergebnissen (vgl. Abb. 45 und Abb. 46) ergibt ein-
deutig, dafl Rechnungen mit einer Dielektrizititskonstante € = 1 fiir alle Kraftfelder die schlechteste
Ubereinstimmung mit dem Experiment ergeben, was auch zu erwarten war. Eine Dielektrizititskon-
stante € = 80 ergibt zwar meistens keine wesentlich anderen Ergebnisse als € = 4, ein Blick auf den
Coulomb-Term der G560-G60H-Karten zeigt jedoch, dafl dieser fiir € = 80 fast iiberall auf Null
reduziert ist. Damit werden die intramolekularen elektrostatischen Wechselwirkungen praktisch aus-
geblendet, was sicherlich nicht sehr realistisch ist. Die experimentell gefundene Rotamerenverteilung
tiir Glucose wird am besten vom CFF91-Kraftfeld (¢ = 4) reproduziert (vgl. auch Abb. 47). Fiir

Galactose gibt es keinen eindeutigen ,,Sieger®.

Da CFF91 die experimentellen Ergebnisse bei Verwendung einer Dielektrizititskonstanten € > 1 auch
ohne spezielle Parametrisierung schon relativ gut reproduziert, ist eine Parametrisierung des Kraftfelds
durch Einfiihrung eines gauche-Potentials, wie es erst kiirzlich auch beit GROMOS [157] durchge-
fithrt wurde, nicht notwendig. Die Auswirkungen einer solchen ,,Spezialparametrisierung® kann man
bei AMBER/Homans sehen: dieses liefert zwar gute Ubereinstimmung mit dem Experiment fiir € =
80*r, ist aber, wegen der zu niedrigen Ubergangbarrieren (siehe Tabelle 5 und Tabelle 6) und dem
extremen Anstieg der van-der-Waals-Energie in dem Bereich, in dem eine intramolekulare H-Briicke
zwischen OHG6 und O4 zu erwarten wire (Abb. 48), kritisch zu betrachten. CFF91 liefert fiir die
G560-Rotation diejenigen Energieprofile, die insgesamt am nichsten am Experiment und auch
theoretisch am nachvollziehbarsten sind (Abb. 47).

Theoretisch nicht nachzuvollziehen ist jedoch beim CFF91-Kraftfeld die starke Population des
GO60OH-Torsionswinkels im Bereich von 180° (siche Abb. X194, Abb. X195). Diese Stellung sollte die
instabilste sein, da hier keine Stabilisierung durch intramolekulare H-Briicken erfolgen kann. Diese
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Abb. 46: Rotamerenverteilung fiir Glcoi-O-iProp berechnet aus der boltzmann-gewichteten relati-

ven Gridpopulation (300K) fiir ein G560-G60H-Grid. gg=G560[-120, 0], gt=G560][0, 120],

tg=G560[120,240]



Berechnung von Rotationsprofilen der Freien Energie basierend auf Grid-Search-Methoden 85

99 gt tg

m GLC CFF91(e=4)
e GAL CFF91(e=4)

Energie [kcal/mol]

J
0 T T T T T

T T T T T T T
120 -90 -60 -30 O 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
G560 []

Abb. 47: Energieprofile von G560 berechnet aus Grid-Search Daten.
,Freie Gridgruppen-Energie“, Datenbasis: G560/G60OH Grid (Gridintervallbreite = 10°, € = 4,
CFF91) GAL = GalB-O-iProp, GLC = Glca-O-iProp
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Abb. 48: Abhingigkeit der Systemenergie von den Torsionswinkeln G560 und G6OH.
Gridintervall = 10°; Kraftfeld = AMBER/Homans; e=4*r.
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logische Annahme wird am besten durch das CVFF-Kraftfeld bestitigt. Insgesamt, d.h. hinsichtlich
Rotamerenverteilung, Ubergangszustiinde und G60OH-Profil, liefert das CVFF-Kraftfeld zwar eini-
germaflen konsistente Ergebnisse, versagt aber hinsichtlich der experimentellen Ergebnisse im Bezug
auf den Unterschied in der Rotamerenverteilung der Hydroxymethylgruppe zwischen Galactose und
Glucose vollstindig - diese ist nimlich, wenn man dem CVFF-Kraftfeld Glauben schenken soll, prak-
tisch diesselbe.

4.3.5 Einfluf} der Orientierung der 4OH-Gruppe auf die Rotamerenverteilung
Wihrend beim G560-G60H-Grid der Einfluff der Stellung von 40H, 30H als konstante Gréfle

betrachtet wurde, soll nun geklirt werden, inwieweit die Rotation von 4OH und 30H sich auf die
Gestalt der G560-G60OH-Karten und G560-Profile auswirkt. Bei einem systematischen Grid-
Search fiir drei Torsionswinkel mit einer Gridintervallbreite von 10° wiirden 46656 Strukturen
erzeugt werden. Um aber an die Grenzen des momentan praktisch machbaren vorzustofen, wurde
noch eine weitere Dimension (30H) in den Grid-Search einbezogen, was bei einer Gridintervall-
breite von 20° 104976 Strukturen ergibt. Die reine CPU Zeit (IBM SP2, Single Processor) um diese
Strukturen zu erzeugen lag bei 5 Stunden, die gesamte Rechnung dauerte jedoch mehr als einen Tag,
da viele Festplattenzugriffe erfolgten. Insgesamt wurde von DISCOVER eine Strukturarchiv der
Grof8e 320 MB und eine Protokolldatei von ca. 3 GB erzeugt.

Der vierdimensionale Grid-Search (G560, G60OH, G40H, G30H) wurde fiir GalB-O-iProp bei

€ = 4 durchgefiihre, Kraftfeld war CVFE Um aus den Daten eine G560-G60H-Energiekarte bzw.
G560-Energieprofile zu erzeugen, muf wie bei den G560-Profilen bereits beschrieben, eine Projek-
tion des G560-G60OH-G40OH-G30H-Grid-,Hyperraumes® in die G560-G60OH-Ebene bzw.
G560-Dimension durchgefiihrt werden. Hierzu wurde die Freie Gridgruppen-Energie fiir die
G560-G60OH-Gridgruppen bzw. G560-Gridgruppen berechnet (vgl. Abschnitt 4.2.2). Die resultie-
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Abb. 49: GalB-O-iProp: Energieprofil von G560 berechnet aus Grid Search Daten.
Boltzmann: ,Freie Grid-Energie“, ES-tot(min): Minimumenergie-Methode (,,Adiabatic Grid®)
2D: G560-G60H Grid (Gridintervallbreite = 10°, Kraftfeld = CVFE ¢ = 4)

4D: G560-G60OH-G40OH-G30H Grid (Gridintervallbreite = 20°, Kraftfeld = CVFE ¢ = 4)
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rende Energiekarte ist in Abb. X203 dargestellt. Die Differenzkarte zum 2D-Grid-Search (Abb.
X203, rechts) zeigt deutlich den Einfluff der 4OH-Gruppe: im Bereich des Ubergangszustands gg <>
tg erfolgt eine deutliche Stabilisierung fiir den Bereich GGOH [100°, 280°]. Dies ist nur durch eine
OH4 — O6 H-Briicke zu erkliren, da in diesem Bereich das Proton OHG6 selbst keine Moglichkeit
zu Ausbildung einer H-Briicke hat. Die Analyse der Orientierung von G4OH in Abhingigkeit von
G560 und G60OH zeigt eindeutig: in dem Bereich, in dem eine Stabilisierung erfolgt, ist G4OH im
Bereich +60° [0°, -120°], d.h. in Richtung O6 orientiert (vgl. Abb. X204, links). Daf§ die Stabilisie-
rung elektrostatischer Natur ist, zeigt sich auch im Coulomb-Term der G560-G60OH-Karte (vgl.
Abb. X204, rechts). Der Bereich negativen Potentials ist gegeniiber dem 2D-Search genau in die
Region hin erweitert in der eine Stabilisierung beobachtet wird. Das Rotationsprofil von G560 aus
dem 4D-Grid-Search ist in Abb. 49 gezeigt. Aus dem Vergleich des Profils fiir den 2D-Grid-Search
mit denen des 4D-Grid-Search ergibt sich die Schlu8folgerung, das sich der Einfluf§ der 4OH-
Gruppe im wesentlichen in der Stabilisierung der Ubergangszustinde gg <> tg und gg <> gt zeigt,
eine Anderung der Rotamerenverteilung ist nicht festzustellen (vgl. Abb. X205).
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4.4 Vergleich mit Ab-Initio—Rechnungen1

Zur Uberpriifung der Giite der Kraftfelder im Bezug auf die Energie der Hydroxymethyl-Rotameren
auf dem hochsten zur Verfiigung stehenden technischen Level wurden fiir GalB-O-iProp und Gleoi-
O-iProp jeweils 9 lokale Minima (CVFF) (vgl. Abb. 50) mit Gausssian94 durch Ab-Initio-Methoden
minimiert (Restricted Hartree Fock (RHF) Basissatz 6-31G**; DFT Basissatz 6-31G**).
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Abb. 50: Neun ausgewihlte Startstrukturen von Glcoi-O-iProp fiir die Minimierung mit Ab-Initio-
Methoden, Contourlinien: G560-G60OH-Grid-Search (Gridintervall = 10°; Kraftfeld = CVFF;
£=4).

Der Vergleich der Energien der einzelnen G560/G60OH-Rotameren unter Einbeziehung der entspre-
chenden Ab-Initio-Energien zeigt deutlich, dafl fiir Glco-O-iProp der Zustand tg(+60) (Ab-Initio-
Minimum liegt bei G560=168°/G60H=34° fiir alle Methoden aufler AMBER/Homans das globale
Minimum ist. Insofern kann davon ausgegangen werden, daf§ diese Anordnung im Vakuum definitiv
die stabilste Konformation ist. Damit bleibt die Frage, warum mit NMR-Messungen fiir Glucose
keine tg-Konformation gefunden wurde, nach wie vor offen. Vergleicht man die Ab-Initio-Energien
der drei tg-Konformere, so stellt man fest, daf tg(-60) und tg(180) im Vergleich zu tg(+60) sehr ener-
giereich sind (5.5 bis 6.5 kcal/mol). Im Gegensatz dazu sind die Unterschiede bei den gg- und gt-
Konformeren nicht so stark ausgeprigt. Geht man davon aus, daf} im Solvens durch Interaktion mit
dem Wasser diejenigen Konformationen, die keine intramolekularen H-Briicken ausbilden und daher
im Vakuum eine hohe Energie besitzen, stabilisiert werden (z.B. um 3.5 keal, vgl. gestrichelte Linie),
so wire es moglich, daf} fir gg und gt alle drei Orientierungen nach Boltzmann populiert sind, wih-
rend fiir tg weiterhin nur eine populiert ist, da die beiden anderen tg-Konformationen immer noch zu
energiereich sind. Es kommt daher zusitzlich zur Energiestabilisierung von gg und gt noch eine
entropische Stabilisierung hinzu.

1. Die Ab-Initio-Rechnungen wurden von Emadeddin Tajkhorshid (DKFZ Heidelberg) durchgefiihrt.
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In analoger Weise lif3t sich auch fiir GalB-O-iProp argumentieren. Im Unterschied zu Glea-O-iProp
gibt es aber nur einen Zustand der eine extrem hohe Energie besitzt (— gg(180°)). Daher sollte es im
Solvens zwei energiearme Realisierungsmoglichkeiten fiir gg geben. Experimentell findet man fiir
Galactose unter Auswertung der Cambridge Structural Data Base 7% gg und anhand der NMR-
Daten 18% gg [157]. Obwohl also im gg-Zustand auch eine syn-axiale Anordnung von O4 und O6
vorhanden ist und damit theoretisch dieselben destabilisierenden Krifte wirken sollten wie im tg-
Zustand von Glucose, ist der gg-Zustand bei Galactose experimentell nachweisbar und der tg-
Zustand fiir Glucose nicht. Nach den Resultaten aus den Ab-Initio-Rechnungen ist anzunehmen, daf$
es sich bei Gal(gg) gegeniiber Glc(tg) um eine entropische Stabilisierung handelt.

Vergleicht man anhand von Abb. 51 wie gut die einzelnen Kraftfelder im Einklang mit den Ab-Initio-
Resultaten sind, so stell man fest, daff AMBER ohne Homans, d.h. ohne die spezielle tg-Parametrisie-
rung sehr gut mit den Ab-Initio-Werten iibereinstimmt. CFF91 ergibt ebenfalls noch eine gute Uber-
einstimmung. Mit CVFF erhilt man fiir die gg und gt Zustinde von Glucose eine zu hohe Energie.
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Abb. 51: Abhingigkeit der Systemenergie von den Torsionswinkeln G560 und G60OH.
Energievergleich: Kraftfeldmethoden (CVFE CFF91, AMBER/Homans, g=1) versus Ab Initio
Methoden (Gaussian 94): RHF (6-31G**), DFT (6-31G**)
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5 Untersuchungen zur Bindungsaffinitit von Protein-Kohlen-

hydrat-Komplexen

5.1 Einleitung

NMR-Messungen in aprotischen Lsungsmitteln wie DMSO gewinnen wegen der zusitzlichen
Information, die man durch NOEs mit OH-Protonen erhilt, zunehmend an Bedeutung in der Struk-
turanalyse von Oligosacchariden [65-67,213]. Nachdem sowohl die Loslichkeit von Proteinen in
DMSO [227] als auch der Erhalt von wesentlichen Teilen der Sekundir- und Tertidrstruktur doku-
mentiert ist [68,69,228,229], stellt sich die Frage inwieweit der Ubergang zu einem aprotischen
Losungsmittel wie DMSO Auswirkungen auf die Bindungsaffinitit von Protein-Kohlenhydrat-Kom-
plexen besitzt [213]. Eine vorhandene, mefbare Bindung ist Voraussetzung fiir die Strukturanalyse
von Protein-Kohlenhydrat-Komplexen in DMSO. Die Analyse des Losungsmitteleinflusses auf die
Komplexbildung ist jedoch nicht nur unter NMR-methodischen Aspekten von Interesse, sondern
verspricht auch einem wichtigen Beitrag im Zusammenhang zur nach wie vor kontroversen Diskus-
sion um dem Einfluf} des Losungsmittels auf die Bindungsaffinitit [81,84-86].

Als Modellsystem zur Untersuchung des Losungsmittleleinflusses und sonstiger, die Bindungaffinitit
beeinflussender Faktoren bietet sich Hevein [230,231] an, da dieses Protein das kleinste und damit
tiberschaubarste bekannte Lektin (43 Aminosiuren) ist. Weiterhin liegt fiir Hevein-Chitobiose- und
Hevein-Chitotriose-Komplexe umfangreiches experimentelles und theoretisches Datenmaterial vor
[70,75,76,79,125,155,168], so dafi sich dieses System, wie kein anderes, fiir umfangreichere theoreti-

sche Untersuchungen basierend auf MD-Simulationen' eignet.
5.2 Modellierung von Hevein-Chitotriose-Komplexen

5.2.1 Problemstellung und Zielsetzung

Die dreidimensionale Struktur des Hevein-Chitobiose-Komplexes ist aus NMR-Messungen bekannt
[75] (vgl. Abb. 53). Beim Ubergang von GlcNAc, Chitobiose zu Chitotriose als Ligand fiir Hevein
erhoht sich die Bindungskonstante jeweils um eine Groflenordnung [75,79]. Es wird angenommen,
dafl die fiir die Bindungsaffinitit von Chitobiose wesentlichen Interaktionen zu den Aminosiuren
TRP21, TRP23, TYR30 und SER19 ausgebildet werden. Weiterhin ist bekannt, daf§ eine hydro-
phobe Wechselwirkung zwischen Zuckerringen und aromatischen Aminosiuren durch eine schichtar-
tige Anordnung besonders zur Stabilisierung von Protein-Kohlenhydrat-Komplexen beitragen [54].
So lifit sich die Zunahme der Bindungskonstante beim Ubergang von GlcNAc zu Chitobiose folge-
richtig damit erkliren, dafd hier eine zusitzliche lipophile Interaktion zwischen der weniger polaren .-
Seite des reduzierenden Endes von Chitobiose und dem aromatischen Ringssystem von TRP21 vor-
handen ist. Beim Ubergang zur Chitotriose kann diese Argumentationslinie jedoch nicht fortgesetzt
werden, da aufler HIS35 keine weitere aromatische Aminosiure im Protein vorhanden ist und die
schichtartige Anordnung des dritten Zuckerrings mit HIS35 sterisch (wahrscheinlich) nicht méglich
ist. Da die Struktur des Hevein-Chitotriose-Komplexes nicht bekannt ist, soll diese in einer Art wis-
sensbasiertem Ansatz aus dem Hevein-Chitobiose-Komplex durch Optimierung der Wechselwir-
kungsenergie modelliert werden, um so Hinweise dariiber zu erhalten, durch welche zusitzlichen
Interaktionen die Erhohung der Bindungsaffinitit beim Ubergang zu Chitotriose verursacht werden

1. Ein wichtiger praktischer Aspekt ist in diesem Zusammenhang auch die Tatsache, daff Hevein aufgrund seiner geringen

Grofie vollstindig in eine Solvensbox der Grofe 40Ax40Ax40A pafit.
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konnte. Dazu ist es notwendig die Interaktionsanalyse zuerst am bekannten Hevein-Chitobiose-Kom-
plex zu testen. Desweiteren soll untersucht werden inwieweit durch eine Interaktionsanalyse Aussagen
tiber den Einfluf§ von Lésungsmitteleffekten gemacht werden kénnen. Konkret soll dazu eine Wech-

selwirkungsanalyse basierend auf dem modellierten Hevein-Chitotriose-Komplex in Wasser und

DMSO durchgefiihrt werden.

5.2.2 Methoden

Detaillierte Interaktionsanalysen [28,124,126] bei denen die mittlere Wechselwirkungsenergie von
einzelnen Residue-Paaren fiir eine groflere Anzahl von Strukturen berechnet wird, sind in der Litera-
tur extrem selten. Der Grund hierfiir diirfte darin liegen, daff es keines der bekannten Modelling Soft-
warepakete ermoglicht, eine Interaktionsanalyse fiir ein Ensemble von Strukturen komfortabel und
tibersichtlich durchzufiihren. Zwar bietet das Programm DISCOVER Vers. 2.95 die Moglichkeit, mit
verschiedenen Befehlen (print residue-residue interaction, enclose, interaction) eine detaillierte Inter-
aktionsanalyse durchzufiihren, die Anwendung dieser Funktionen fiihrt jedoch zur Ausgabe einer
wahren Datenflut im Simulationsprotokoll, die nur fiir kleine Einzelstrukturen manuell analysierbar
ist. Wie schon in Abschnitt 3.7.2 dargelegt, ist die Berechnung der mittleren Wechselwirkungsenergie
basierend auf wenigen minimierten Solvensstrukturen mit einem groflen Unsicherheitsfaktor behaf-
tet. Da andererseits die Minimierung einer ausreichend groffen Anzahl von Solvensstrukturen tech-
nisch extrem aufwendig ist, ist eine Interaktionsanalyse basierend auf minimierten Solvensstrukturen
momentan nicht sinnvoll zu realisieren. Vielversprechender erscheint eine Interaktionsanalyse basie-
rend auf einer moglichst groflen Anzahl von MD-Strukturen, da sich hier die starken Solvenseffekte

herausmitteln sollten. Zur technischen Umsetzung dieser Methode wurde zuerst ein Programm1
geschrieben, das die Unzulinglichkeit von DISCOVER dahingehend behebt, indem es aus dem

Simulationsprotokoll” u.a. die wesentlichen Interaktionsenergien extrahiert und in einem verwertba-
ren Format abspeichert.

Als Ausgabeformat fiir Wechselwirkungen (Energien, H-Briicken, usw.) wurde dafiir das ,,CAT 2D-
Category-Format® entwickelt, welches mit einem Header beginnt, der Informationen iiber die
gewihlten Simulationsparameter enthilt und anschlieflend die Interaktionen in der Form ,Residuel/
Residue2/Frame/Werte/....“ auflistet. Zur Durchfithrung einer Interaktionsanalyse, basierend auf die-
sen Interaktions-Listen, wurden spezielle Funktionen in CAT2000 integriert, die es erlauben, fiir eine
(theoretisch) unbegrenzte Anzahl von Strukturen z.B. eine Residue-Residue-Interaktionsmatrix der
mittleren Wechselwirkungsenergie fiir ausgewihlte Residues zu berechnen. Die technischen Grenzen
liegen momentan lediglich in der Limitierung des zur Verfiigung stehenden Festplattenspeichers.

Fiir die folgenden Analysen wurde jeweils, soweit nicht anders vermerkt, eine 200 ps MD-Simulation
mit vorangestellter 50 ps Equilibrierungsphase (CVFE PBC, e=1, Double Cutoff=11/13 A) durchge-
fithrt und jede Picosekunde eine Struktur gespeichert. Die Interaktionsanalyse wurde nur fiir die letz-
ten hundert Strukturen mit den DISCOVER-Befehlen ,,print molecule-molecule interaction® und
print residue-residue interaction® durchgefiihrt. Da die Sekundirstrukeur von Hevein bei der Mini-
mierung (und damit auch bei der MD-Simulation) nicht stabil ist (siche Abschnitt 5.2.3) wurden alle
MD-Simulationen mit im Raum fixierten C_-Atomen durchgefiihrt. Die Schweratome des Liganden
wurden wihrend der Temperatur-Equilibrierungsphase ebenfalls fixiert, da DISCOVER das System
sehr abrupt aufheizt und es dadurch oft zur Dissoziation des Komplexes kommt. Wihrend der Sam-
pling-Phase war der Ligand jedoch frei beweglich.

1. PAVDO (Programm zur Analyse von Discover Outputfiles)
2. Die Grdfle des Output-Files der Interaktionsanalyse von 100 Strukturen betrigt ca. 500 MByte
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5.2.3 Uberpriifung der Stabilitit der Proteinstruktur bei MD-Simulationen

Wichtige Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Durchfithrung einer MD-Simulation von Protein-Koh-
lenhydrat-Komplexen ist die Verwendung geeigneter Simulationsbedingungen. Im Zusammenhang
mit MD-Simulationen von Proteinen stellt sich dabei grundsitzlich immer die Frage, inwieweit es
notwendig ist, die Beweglichkeit des Proteins durch Fixierung einzelner Atome im Raum einzu-
schrinken.

Um zu Uberpriifen, ob die Sekundirstruktur von Hevein wihrend einer MD-Simulation stabil blei-

ben wiirde, wurde zunichst eine dreistufige Minimierung der Ausgangsstruktulr1 [75] durchgefiihrt.
In der ersten Stufe wurden alle Schweratome im Raum fixiert (Optimierung der H-Atome), im zwei-
ten Schritt waren nur noch die C -Atome fixiert und schlieflich wurde die Minimierung ohne Fixie-
rung fortgesetzt. Das Konvergenzkriterium war jeweils 0.01 kcal/A. Falls sich die Struktur bereits bei
einer Minimierung instabil zeigt, ist davon auszugehen, daf$ sie wihrend einer MD-Simulation erst
recht ihre Tertidrstrukeur verlieren wiirde. Im Zusammenhang mit dieser Fragestellung sollen in die-
sem Abschnitt mehrere Analysemethoden vorgestellt werden, die es prinzipiell erlauben, die Stabilitit
von Proteinstrukturen wihrend einer MD-Simulation oder Minimierung zu verfolgen. Alle diese
Funktionen wurden in CAT2000 implementiert.

Eine Methode, die es erlaubt die Stabilitit der Proteinstruktur wihrend einer MD-Simulation oder
Minimierung zu untersuchen ist die Analyse der Abstandsmatrix der C_-Atome der Aminosiuren®:
Aminosiuren, die miteinander in Wechselwirkung treten und so evtl. Sekundirstrukturelemente auf-
bauen, zeichnen sich durch einen Abstand der C_-Atome aus, der sich in einem Bereich zwischen 4 A
und 7 A bewegt. Markiert man in einem Matrix-Diagramm, bei dem die einzelnen Aminosiuren in
x- und y-Richtung aufgetragen sind, nur diejenigen Aminosiurepaare deren C-Abstinde sich in die-
sem Abstandsbereich befinden, z.B. durch Grauflichen (,Intensitit), so lassen sich parallel verlau-
fende Aminosiureketten (z.B. -Sheets) durch einen senkrecht zur Matrixdiagonalen verlaufenden
schmale Intensititsverlauf erkennen (Abb. X206). a.-Helices erkennt man dagegen an einen Intensi-
titsverlauf unmittelbar parallel neben der Matrixdiagonalen. Wesentlich fiir die Beschreibung von
Tertidrstrukturelementen sind die Interaktionen von sequentiell weit voneinander entfernten Amino-
siurepaaren. Diese zeigen sich im Diagramm als isolierte graue Flichen (,Kreuzpeaks®). Ordnet man
jedem Aminosiurepaar deren C_-Abstinde in den bestimmten Toleranzbereich (4-7 A) fallen die
Intensitit=1 zu, so kann man die Intensititen der Aminosiurepaare wihrend einer MD-Simulation
aufsummieren und so die Stabilitit eines Abstands relativ zur Simulationszeit in Prozent angeben.

Will man dagegen nur einen Ausgangs- und einen Endzustand vergleichen, wie im Falle einer einfa-
chen Minimierung, 1if3t sich die Stabilitit der C -Abstinde auch durch einfache Differenzbildung in
einer Matrix darstellen (Abb. X207, oben). Anhand der Anderung der C,-Abstinde erhilt man einen
sehr schnellen zweidimensionalen Uberblick iiber die relative Anderung der Position einer Amino-
sdure. So wird z.B. deutlich, daf§ sich ASN15 wiihrend der Minimierung von den Aminosiuren 1 bis
11 entfernt und in Richtung THR27 wandert. Anders verhilt es sich mit HIS35. Diese Aminosiure
wandert in Richtung der Aminosiuren 1 bis 11.

Alternativ kann man die Stabilitit des Proteins auch durch Berechnung des Rigid-Body-RMS unter-
suchen. In CAT2000 wurde hierfiir zusitzlich zur Berechnung des RMS bzgl. einer festen Referenz-

Struktur (RRMS)? eine spezielle Variante implementiert, die in einer Abfolge von Strukturen immer

1. freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Jests Jiménez-Barbereo, Madrid

2. CAT2000 berechnet die Abstandsmatrix direkt aus dem Koordinatenarchiv

3. Diese Funktion ist z.B. auch dafiir geeignet um die Stabilitit der riumlichen Orientierung eines Liganden in der Bin-
dungstasche zu untersuchen. Dazu ist jedoch notwendig Teile des Proteins im Raum zu fixieren.



Untersuchungen zur Bindungsaffinitit von Protein-Kohlenhydrat-Komplexen 93

die jeweils vorhergehende als Referenz-Struktur verwendet (PRMS). Diese CAT-Funktion wurde im
vorliegenden Fall verwendet um die Strukturinderungen in der oben angegebenen Minimierungsse-
quenz zu untersuchen(Abb. X207, unten).

Sowohl die RMS- als auch die C-Abstands-Methode zeigen, dafl die Struktur von Hevein bei einer

Minimierung ohne Fixierung iiber weite Bereiche nicht stabil ist. Interessanterweise ist der Amino-
siurebereich der die Bindungstasche fiir N-Acetylglucosamine bildet (Aminosduren 17 bis 32) weitge-
hend stabil. Um jedoch sicherzugehen, dafd sich das Hevein wihrend der MD-Simulation nicht
entfaltet, ist es sinnvoll alle Simulationen und Minimierungen mit fixierten C,-Atomen durchzufiih-

ren.

5.2.4 Interaktions-Analyse des Hevein/Chitobiose-Komplexes

Die NMR-Struktur des Hevein/Chitobiose-Komplexes [75][155] (vgl. Abb. 53) wurde als Startstruk-
tur zur Interaktionsanalyse des Hevein/Chitobiose-Komplexes verwendet. Aus den NMR-Messungen
[75] sind mehrere intermolekulare NOEs bekannt: die Methylgruppe der Acetamidogruppe am
nichtreduzierenden Zucker zeigt Kontakte zum He von TYR30 und zu H2 von TRP21, weiterhin
existieren fiir das H4-Proton derselben Zuckereinheit Kontakte zu H2 und H4 von TRP23. Zusitz-
lich wird von einer H-Briicke zwischen OH von SER19 und dem Carbonyl-O-Atom der nichtredu-
zierenden Zuckereinheit ausgegangen (vgl. Abb. 53).

Zur Generierung einer Startstrukeur fiir die MD-Simulation wurde die NMR-Strukeur' mit 1420
Wassermolekiilen solvatisiert (PBC, 32Ax50Ax324, Cutoff = 11A) und anschlieffend optimiert.
Dazu wurde zuerst die Wasserbox fiir 30 ps equilibriert (mit fixierten Schweratomen von Hevein und
Chitobiose), anschlieffend wurden zehn Zyklen eines MD-Minimierungsprotokolls (vgl. Abschnitt
3.7.2) durchlaufen (10 ps, 200K, C_-Atome des Heveins fixiert). Aus den minimierten Strukturen
wurde diejenige mit der geringsten Energie (vgl. Abb. 53) als Startstrukeur fiir die zur Berechnung
der mittleren Interaktionsenergie durchgefiihrte MD-Simulation verwendet.

Chitobiose na

Abb. 52: Definition und systematische Nomenklatur der Einheiten (links) und der Residues
(rechts) fiir Chitobiose und Chitotriose

1. Die Aminosiuren wurden entsprechend ihren Zustand bei pH=7 protoniert bzw. deprotoniert.
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O Hydrophobisch stabilisiert

O H-Briicken stabilisiert

GLNI1

Abb. 53: Startstruktur zur Berechnung der Wechselwirkungsenergie fiir den Hevein/Chitobiose -
Komplex (MD-minimierte NMR-Struktur [75])

Die Analyse der Residue-Residue-Wechselwirkungsenergie (Abb. X208) und H-Briicken-Matrix

(Abb. X209)! fiir den Hevein/Chitobiose-Komplex zeigt, dafl die stirksten Wechselwirkungen zu
TRP21 und TRP23 vorhanden sind (ca. -12 kcal/mol). Deutliche Wechselwirkungen findet man
auch noch fiir TYR30, GLU29, SER19 und GLN1. Wihrend die Wechselwirkung mit SER19 und
GLU29 iiberwiegend auf Coulomb-Wechselwirkung zuriickzufiihren ist, beruht die Interaktion mit
TRP21 und TRP23 hauptsichlich auf Van-der-Waals-Wechselwirkung. Die Wechselwirkung mit
TYR30 beruht einerseits auf einer Van-der-Waals-Interaktion mit der Acetamido-Gruppe (Residues
L2A0 und L2B0) und andererseits auf einer Coulomb-Interaktion mit L3A0. Der Ligand-Residue
mit der hochsten Wechselwirkungsenergie ist L2A0 (C2H2-NH-CO) verursacht durch die starke
Wechselwirkung mit SER19, TYR30, TRP23 und GLU29 (Abb. 54). Im Vergleich zur analogen
Gruppierung M2AO0 zeigt L2A0 nur eine geringe Wechselwirkung mit dem Solvens. Ein Hinweis dar-
auf, daf§ die Gruppe im Komplex wenig Solvenszuginglichkeit besitzt. Die Analyse der H-Briicken-

Matrix? zeigt deutlich eine starke® intermolekulare H-Briicke zwischen SER19(Donor) und dem Car-
bonyl-O-Atom von L2A0. Weitere H-Briicken werden zwischen den Residue-Donor-Akzeptor-Paa-

1. Definition und Nomenklatur der Residues siche Abb. 52, die Bezeichnung der Atome in den Abbildungen wird automa-
tisch erzeugt und ist nicht immer systematisch, daher wird eine eigene Atomnomenklatur im Text verwendet.

2. Die Matrix wird automatisch basierend auf einer einzigen Residueliste berechnet und ist daher symmetrisch. Dies bedeu-
tet aber auch, daf$ alle Atome, die nicht sowohl als Donor als auch als Akzeptor wirken kénnen, unberechtigterweise in
einer der beiden Listen (,Donor-Atome® bzw. ,,Akzeptor-Atome®) aufgefiihrt sind.

3. Stirke eine H-Briicke = (Hiufigkeit im Ensemble) x (Skalierungsfaktor, der Abstand und Winkel der H-Briicke beriick-
sichtigt)
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TRP21

Abb. 54: Lage der N-Acetyl-Gruppe im modellierten Hevein/Chitobiose -Komplex

ren TYR30/L3A0, L3A0/TYR30 und TRP23/M3A0 beobachtet. Eine starke intramolekulare H-
Briicke wird zwischen MOH3 und dem Ring-O-Atom LOS5 des nicht-reduzierenden Zuckers ausge-
bildet. Dies zeigt sich auch in der Interaktion von M3A0 mit dem Solvens: Der Residue besitzt nur
ein drittel der Wechselwirkungsenergie mit dem Solvens wie der vergleichbare Residue L3A0. Insge-
samt berechnet sich die mittlere Wechselwirkungsenergie fiir Hevein und Chitobiose zu -52 kcal/mol
(Abb. X215). Dieser Wert kann jedoch nicht direkt mit der experimentell bestimmten Bindungs-
enthalpie von -7.5 kcal/mol verglichen werden, denn zur Bindungsenthalpie tragen noch weitere
Effekte (z.B. Solvatisierungseffekte) bei (vgl. Abschnitt 1.2.2). Insgesamt erscheinen die Ergebnisse
logisch nachvollziehbar und sind qualitativ in Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten
[75]. Die Analyse der Protein-Ligand-Wechselwirkung basierend auf Residue-Residue-Interaktions-
matrizen hat sich somit als eine effiziente Methode erwiesen um schnell die wesentlichen Interaktio-
nen eines Protein-Kohlenhydrat-Komplexes herauszufinden. Weiterhin besitzt der Ansatz fiir das
Design hochaktiver Liganden ein enormes Potential, da die Auswirkung der Substitution einer funk-
tionellen Gruppe auf die Wechselwirkungsenergie schnell und detailliert untersucht werden kann.
Das technische Problem der zu analysierenden riesigen Datenmenge ist mit CAT2000 gelost.

5.2.5 Modellierung des Hevein-Chitotriose-Komplexes

Generierung der Startstrukturen

Prinzipiell existieren zwei Moglichkeiten um unter Beibehaltung der prinzipiellen Interaktion von
Chitobiose zum Chitotriose-Komplex zu gelangen: Eine Verlingerung des Molekiils am reduzieren-
den Ende (A) und eine ,Verlingerung® in Richtung CYS24 (B) (siche Abb. 55).

Ausgehend von der NMR-Struktur des Hevein/Chitobiose-Komplexes wurde daher die Chitotriose
durch Uberlagerung mit den entsprechenden Atomen der Chitobiose in die Bindungstasche positio-
niert (Orientierung A und B) und die Chitobiose anschlieflend aus den Strukturen A und B entfernt.
Die beiden Komplexe wurden solvatisiert (PBC (40x40x40); 1820 Wassermolekiile) und anschlie-
8end mit der bereits beim Hevein-Chitobiose-Komplex beschriebenen Methode optimiert. Anschlie-
3end wurde jeweils eine MD-Simulation bei 300K durchgefiihrt (CVFE, £=200 ps). CPU Zeit pro

Simulation: 250 h (IBM SP2, Single Processor).

Um zu iiberpriifen, welche der beiden Orientierungen die giinstigste Wechselwirkung mit dem Pro-
tein zeigt, wurde eine Wechselwirkungsanalyse, wie bereits bei Chitobiose beschrieben, durchgefiihrt.
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GLU29

Abb. 55: Moglichkeiten zur , Verlingerung® der Chitobiose zur Chitotriose

Interaktions-Analyse fiir Orientierung A

Aus den Residue-Residue-Wechselwirkungsenergien (Abb. X210) und der H-Briicken-Matrix (Abb.
X212) erkennt man deutlich, daf§ fiir Orientierung A eine sehr starke Wechselwirkung mit HIS35
existiert, die weitgehend elektrostatischer Natur ist. Eine ebenfalls sehr starke Coulomb-Anziehung
besteht zur Aminosiure GLU29. Im Gegensatz zum Chitobiose-Komplex ist die Interaktion zu
TRP23 deutlich reduziert, was bedeutet, daf§ der Ligand mit der ,,L-Einheit“ (Abb. 52) nicht mehr
genau iiber TRP23 liegt. Betrachtet man die optimierte Ausgangsstruktur (Abb. 56), so zeigt sich, daf§
die Chitotriose etwas in Richtung HIS35 gewandert ist und die TYR30-Seitenkette (wegen der star-
ken Wechselwirkung mit der N-Acetylgruppe) mitgezogen hat. Die elektrostatische Wechselwirkung
mit dem flexiblen N-terminalen Ende der Aminosiurekette (GLN1) trigt wahrscheinlich in der Rea-
litit wenig zur Bindungsaffinitit bei, da anzunehmen ist, daf§ die Lage relativ zum Liganden aufgrund
der hohen Beweglichkeit von GLNT1 sehr stark variiert. Insgesamt findet man fiir die Orientierung A

HIS35

e

TYR30 |

GLN1

Abb. 56: Strukturvorschlag A fiir den Hevein/Chitotriose -Komplex
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dieselben Interaktion wie bei Chitobiose plus die zusitzliche starke Wechselwirkung mit HIS35. Die
Analyse der H-Briicken zeigt die Ausbildung einer zusitzlichen H-Briicke zwischen dem NH-Proton
von HIS35 und MOG6 der zentralen Zuckereinheit.

Interaktions-Analyse fiir Orientierung B

Bei der Betrachtung der Residue-Residue-Wechselwirkungsmatrix (Abb. X211) ist zu beachten, daf§
die zentrale Zuckereinheit (M-Einheit) nun die Lage der L-Einheit in der Bindungstasche in Orien-
tierung A einnimmt. Auffillig fiir Orientierung B ist eine sehr starke Wechselwirkung von GLU29
mit verschiedenen Ligandenresidues, die weitgehend auf Coulomb-Anziehung beruht. Eine ebenfalls
sehr starke Coulomb-Anziehung besteht aufler zu SER19 zur Aminosiure CYS24. Die Interaktion zu
TRP23 und TRP21 ist in derselben Groflenordnung wie beim Chitobiose-Komplex. Die Interaktion
mit TYR30 ist im Vergleich zur Orientierung A etwas erhoht (-4 kcal/mol). Auffillig ist weiterhin die
insgesamt geringere Interaktion mit dem Solvens. Zusammenfassend findet man fir die Orientierung
B alle wichtigen Interaktion wie bei Chitobiose plus eine zusitzliche starke Wechselwirkung mit
CYS24. Die Analyse der H-Briicken (Abb. X212, unten) beweist, dafl die Coulomb-Interaktion mit
CYS24 auf der Ausbildung einer H-Briicke von LOH6 zum Carbonyl-O-Atom beruht.

Abb. 57: Strukturvorschlag B fir den Hevein/Chitotriose -Komplex

Vergleichende Diskussion

Die Berechnung der Molekiil-Molekiil-Wechselwirkungsenergie (Abb. X215) ergibt fiir die Orientie-
rung B eine um ca. -6 kcal/mol giinstigere Wechselwirkungsenergie als fiir die Orientierung A. Ent-
scheidender fiir eine Voraussage der héheren Bindungsaffinitit ist jedoch, daf8 -4 kcal/mol der
Komplexstabilisierung allein durch die Erhshung der Van-der-Waals-Wechselwirkung zustande-
kommt. Wie experimentell gezeigt werden konnte, trigt diese Art der Wechselwirkung hauptsichlich
zur Stabilisierung von Protein-Kohlenhydrat-Komplexen in realen Systemen bei [54]. Die bei Orien-
tierung B gefundene starke Wechselwirkung mit GLU29 diirfte, wie auch die starke Interaktion mit
HIS35 fiir Orientierung A, in realen Systemen wenig zur Erhéhung der Bindungsenthalpie beitragen,
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da es sich bei beiden Aminosiduren um gut solvenszugingliche geladene Aminosiuren handelt. Es ist
daher anzunehmen, dafl die Desolvatisierung von GLU(-) bzw. HIS(+) mindestens denselben Ener-
giebetrag bendtigt, wie bei der Coulomb-Interaktion mit dem Liganden wieder frei wird. Den ent-
scheidenden, fiir eine Komplexbindung giinstigen, Beitrag liefert die van-der-Waals-Interaktion
zwischen den Zuckerringen und TRP21 bzw. TRP23 sowie die Interaktion zwischen der Methyl-
gruppe der N-Acetyl-Gruppierung mit dem aromatischen Ring von TYR30. Giinstigerweise entsteht
dabei eine Anordnung des Zuckers in der Bindungstasche, die das Carbonyl-O-Atom einer N-Acetyl-
gruppe in die Nihe des OH-Protons von SER19 positioniert und dieses gleichzeitig vom umgeben-
den Solvens abschirmt (vgl. Abb. 54). Dadurch kann sich eine starke H-Briicke ausbilden. Wegen der
insgesamt hoheren van-der-Waals Stabilisierung ist anzunehmen, dafl die Orientierung B in Wasser
die stabilere Anordnung sein sollte, was jedoch nicht ausschliefft, dafy Anordnung A auch eingenom-
men wird.

5.2.6 Interaktionsanalyse des Hevein-Chitotriose-Komplexes in DMSO

Um den Einfluf§ eines aprotischen Losungsmittels auf die Protein-Kohlenhydrat-Wechselwirkungsen-
ergie zu untersuchen, wurde eine MD-Interaktions-Analyse fiir den Hevein-Chitotriose-Komplex in
Orientierung B nach der bereits beschriebenen Methode durchgefiihrt.

Wihrend der 300ps-MD-Simulation (CVFE 300K) in DMSO! (PBC, 45Ax45Ax454)[167] bleibt
das Chitotriose-Molekiil in der Bindungstasche gebunden. Lediglich kurzzeitig l6st es sich mit einem
Ende vom Protein ab. Die Residue-Residue-Wechselwirkungsanalyse (Abb. X213) und die Analyse
der H-Briicken (Abb. X214) ergibt, daff im Vergleich zur MD-Simulation in Wasser vor allem die
Coulomb-Interaktionen reduziert sind. Berechnet man die gesamte Wechselwirkungsenergie fiir die
beiden Molekiile (Abb. X215), so findet man eine Reduktion der Coulomb-Energie um 20 kcal/mol
gegeniiber einer Reduzierung der van-der-Waals-Interaktion um ca. 2 kcal/mol beim Ubergang von

Wasser nach DMSO.

Qualitative Vorhersage der Anderung der Bindungsaffinitit des Hevein-Chitotriose-Komplexes
beim Wechsel zu DMSO als Losungsmittel auf der Basis von Wechselwirkungsenergien

Anhand der Molekiil-Molekiil-Wechselwirkungsenergien (Abb. X215) wiirde man qualitativ erwar-
ten, dafl sich die Bindungskonstante deutlich erhéht, wenn man von Chitobiose zu Chitotriose iiber-
geht, diese aber wieder fast auf den Wert von Chitobiose absinkt, wenn man zu DMSO als
Losungsmittel iibergeht. Ob dies zutrifft wurde im experimentellen Teil dieser Arbeit durch NMR-
Titrations-Experimente (Abschnitt 5.3) untersucht. Vergleicht man die Anderung der Interaktion mit
den wichtigen Aminosiuren TRP21, TRP23, TYR30 und SER19 (Abb. X216), so zeigt sich, dafi
auch in DMSO die wichtigen Interaktionen noch vorhanden sind, wenn auch teilweise mit einer
unterschiedlichen Gewichtung.

1. Das verwendete DMSO-Modell beruht auf einem ,,United Atom“-Ansatz bei dem die Methylgruppen durch ein Pseudo-
Atom reprisentiert werden.
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5.3 Experimentelle Bestimmung der Bindungsaffinitit von Hevein-Chitotriose-

Komplexen in Wasser/DMSO-Mischungen' mittels NMR-Methoden

5.3.1 Problemstellung und Zielsetzung

Wie in Abschnitt 5.1 bereits dargestellt, hat die Verwendung von aprotischen Lsungsmitteln wie
DMSO fiir NMR-Messungen den Vorteil, dafl man auch Informationen iiber die chemische Umge-
bung von OH-Protonen erhilt. Dies ist von groflem Wert fiir die Strukturaufklirung von Oligosac-
chariden. Zur Uberpriifung, ob die Methode auch zur Analyse von Protein-Kohlenhydrat-Komplexen
geeignet ist, war erstens (qualitativ) zu iiberpriifen, ob sich die Hevein-Struktur durch Beimischung
von DMSO verindert und zweitens welchen Einflufl das DMSO auf die Bindungsaffinitit besitzt.

Der EinfluR des DMSO auf die Hevein-Strukeur sollte qualitativ durch Vergleich der "H-NMR-
Spektren von Hevein mit zunehmender DMSO-Konzentration in einem ersten Experiment iiber-
priift werden(Abschnitt 5.3.4). Im zweiten Schritt sollte dann die Bindungskonstante in einer
DMSO-d/Wasser-Mischung von 4:1 bei 305 K in Analogie zur in [75] beschriebenen Methode
bestimmt werden (Abschnitt 5.3.5) und anschlieflend, sofern eine ausreichend grofle Bindungskon-
stante fiir den Komplex gefunden werden sollte, auch die Bestimmung der Bindungsenthalpie und -
entropie durch eine van‘t Hoff-Analyse durchgefiihrt werden. SchlieSlich war geplant durch die
Bestimmung der Bindungskonstanten in einer 1:1 DMSO-d/Wasser-Mischung eine Abschitzung

der Bindunggsaffinitit in 100% DMSO vorzunehmen.

5.3.2 Beschreibung der Methode

Die wichtigste nichtkalorimetrische Methode zur Bestimmung von Bindungskonstanten sind NMR-
Titrationen [54,75,80]. Voraussetzung fiir die Anwendung der Methode ist ein schneller Austausch

des Liganden zwischen gebundenem und freiem Zustand relativ zur NMR-Zeitskala. Dies ist norma-
lerweise fiir Kohlenhydrat-Protein Komplexe erfiillt. Aus einer NMR-Messung erhilt man Informa-

tionen {iber die chemische Umgebung eines bestimmen magnetischen Kerns (z.B. 'H, °C, °N, *'p,

9F). Da sich die chemische Umgebung der direkt an der Komplexbindung beteiligten Atome von der
im unkomplexierten Zustand unterscheidet, ist die gemessene chemische Verschiebung (Gleichung
44) abhingig von der Menge an komplexgebundenem Ligand (Gleichung 42) und diese wiederum
hingt iiber die Gleichgewichtskonstante der Komplexbindung von der Ligandenkonzentration in der
Losung ab (Gleichung 43). Beobachtet man bei Zugabe kleiner Portionen von Zuckerlésung zu einer
Lektin-Losung eine Anderung der chemischen Verschiebung bestimmter Signale, so ist dies ein deut-
licher Hinweis darauf, daf$ eine Komplexbildung vorhanden ist.

P+Lo P L (42)
_[Peq]
K=o 3)
[P-1]

Sbeabachtet: 6frez' + (Sgebunden - Sﬂfi) ) m (44)

1. Die experimentellen Arbeiten wurden am Instituto Quimica Organica, CISC, Madrid. Spanien mit freundlicher Unter-
stiitzung durch Jests Jiménez-Barbereo und Franscisco Javier Cafiada durchgefiihrt.
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1 12
p— _L(U)MWK) (n+111+3) - )
[P1+[P-L] [P] 2 - 2 —([PT-[L]) (45)

Erhsht man die Konzentration des Liganden systematisch und quantitativ (Titrationen), so kénnen
aus der Anderung der chemischen Verschiebung in Abhingigkeit von der Ligandenkonzentration
Bindungskonstanten bestimmt werden [80]. Dabei wird die Konzentration des Proteins iiblicherweise
konstant gehalten.

Praktisch wird dazu die Proteinlosung auf zwei NMR-Réhrchen verteilt. In einer der beiden Losun-
gen wird eine moglichst grofle Menge an Ligand gelost. Sofern man die Anderung der chemischen

Verschiebung von Proteinsignalen verfolgen méchte, wird zuerst ein 1H-NMR-Spektrum der reinen
Protein-Probe aufgenommen (8;,..) und anschliefend definierte kleine Mengen der konzentrierten
Ligand/Protein-Losung zugegeben, wobei nach jeder Zugabe ein "H-NMR-Spektrum aufgenommen
wird. Durch Auftragen von 8., gegen die Ligandenkonzentration erhilt eine Titrationskurve

aus deren Verlauf sich die Bindungskonstante K, und die chemische Verschiebung im gebundenen

Zustand 8,4 durch nicht-linearen Fit aus Gleichung 44 und 45' ermitteln lassen. Sind die Protein-

signale, die eine Anderung der chemischen Verschiebung zeigen, zugeordnet, kann lif3t sich durch
diese Methode auch das aktive Zentrum des Proteins bestimmen.

Fithrt man diese NMR-Titrationen bei verschiedenen Temperaturen durch, so lift sich durch Auftra-
gung von R logK,, gegen 1/7 (van‘t Hoff Analyse) die Bindungsenthalpie und die Bindungsentropie
bestimmen.[232]. Diese Methode ist nicht sehr genau, da bei der van‘t Hoff Analyse angenommen
wird, dafl AC,, temperaturunabhingig ist und dies bei Protein-Zucker-Komplexen normalerweise
nicht der Fall ist [79]. Man erhilt mit der van‘t Hoff Analyse jedoch zumindest eine semiquantitative
Abschitzung, ob die Komplexbildung enthalpisch oder entropisch begiinstigt ist.

Alle "H-NMR-Spektren wurden auf einem 500 MHz Varian Unity Spektrometer augenommen. Die
Zuordnung der zur Bestimmung der Bindungskonstanten verwendeten Proteinsignale wurde nach
[75] vorgenommen.

1. Gleichung 45 wird durch Umformen und Einsetzen von Gleichung 43 erhalten.
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5.3.3 Vorbereitung und Reinigung der Hevein-Probe

Eine aus Hevea brasiliensis Latex isolierte Hevein-Probe [230] war bereits vorhanden, so dafd direkt
mit der Vorbereitung der NMR-Probe begonnen werden konnte.

Die Konzentration der Originalprobe (Puffer: 0.05 M Na-Phosphat, 0.1 M NaCl, 15% D,0O,

pH=5.9) wurde durch Messung der UV-Absorption bei 280 nm bestimmt. Es wurden 5 pl der Origi-
nalprobe mit 300 pl H,O verdiinnt (1:61) und ein UV-Spektrum aufgenommen. Die Absorption bei

280 nm betrug 0.262. Daraus errechnet sich die Heveinkonzentration der Original-Probe zu 1.26
mM (£(280nm)=12660 M cm™).

Zur Reinigung des Heveins und zur Riickgewinnung von Hevein aus Hevein/Zuckergemischen von
Titrations-Experimenten wurde Reverse-Phase-HPLC eingesetzt.

Losungsmittelgradient H,O -> CH;CN/CF;COOH (pH2); Flowrate = 2.2 ml/min, Heliumfluf§ =
100 ml/min; Druck 800-1000 Psi; Detektion: UV 280 nm, Retentionszeit des Hevein = 35-36 min.

Das Losungsmittel wurde durch Gefriertrocknung (Lyophilisierung) von Hevein (M=4.73 kDa) ent-
fernt.

5.3.4 Anderung der chemischen Verschiebung der Protonensignale von Hevein durch Zugabe
von DMSO

Beschreibung des NMR-Experiments

Aus der Original-Probe wurden 175 pl entnommen und mit 275 pl Puffer (0.05 M Na-Phosphat, 0.1
M NaCl, 15% D,0O, pH=5.9) verdiinnt (1:2.57). Die Ausgangskonzentration an Hevein in der Mef3-

probe betrug damit 0.49 mM.

Zur Mef3probe wurden nacheinander 24 pl (= 5%), 26 pl (= 10%), 30 pl (= 15%) und 32.5 pl
(= 20%) DMSO-d, zugefiigt und jeweils ein 1D-"H-NMR-Spektrum bei 32°C aufgenommen. Die

Konzentration von Hevein nach der letzten DMSO-Zugabe betrug 0.39 mM (Volumen der Probe =
562.5 pl).

Ergebnis

Die Spektren (Abb. X217) sind selbst bei 50% DMSO noch gut aufgelsst, so dafl technisch gesehen
nichts gegen die Bestimmung der Bindungskonstanten in DMSO/Wasser-Mischungen spricht. Die
Signale der fiir den Bindungsprozess wichtigen Protonen (NH-Protonen von TRP21, TRP23 und
GLN20; y-Proton von GLN20) zeigen eine Tieffeldverschiebung mit zunehmender DMSO Konzen-
tration (Abb. 58).
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5.3.5 Hevein/Chitotriose: Bestimmung der Bindungskonstanten in 20% DMSO

Vorbereitung der Probe

Aus der 20%-DMSO-Hevein-Probe (562.5 pl; 0.39 mM Hevein) (vgl. Abschnitt 5.3.4) wurden
100 pl entnommen und darin 1.6 mg Chitotriose (Sigma Chemical Co.) aufgelost (Konzentration
der Chitotriose-Losung = 25.52 mM; ImM = 0.627 mg/ml).

Beschreibung des NMR-Experiments

Zur Ausgangsprobe wurden nacheinander 5 pl, 6 pl, 10pl, 20 pl, 25 pl und 34 pl der Chitotriose-

Losung zugefiigt und jeweils ein 1D-"H-NMR-Spektrum bei 305 K aufgenommen. Die Titration
wurde mit konstanter Hevein-Konzentration durchgefiihrt.

Ergebnisse

Die Spektren (Abb. X218) zeigen mit zunehmender Chitotriose-Konzentration eine deutliche Linien-
verbreiterung der Signale der NH1-Protonen von TRP21 (8=10.21 ppm) und TRP23 (8=10.40
ppm) Weiterhin zeigt sich eine Tieffeldverschiebung des NH1-Protons von TRP21 (8=10.21 ppm)
und der NH-Protonen von GLN20 (6=9.77 ppm), GLY25 (8=9.19 ppm) und GLNG6' (6=9.05
ppm), desweiteren eine Hochfeldverschiebung des y-Protons von GLN20 (8=0.68 ppm). Durch mul-
tivariaten Fit nach Gleichung 44 und 45 wurde aus der Abhingigkeit der chemischen Verschiebung
von der Chitotriose-Konzentration (Abb. X219) die Bindungskonstante X, bestimmt (Tabelle 7).

1. Die Zuordnung der Signale wurde basierend auf den in [75] publizierten chemischen Verschiebungen vorgenommen.

Eine sichere Zuordnung der Signale anhand der lD—lH—Spektren ist nicht méglich, da die publizierten Werte in Wasser
gemessen wurden und daher nur eine grobe Niherung fiir die chemische Verschiebung in DMSO darstellen. Da im vor-
liegenden Zusammenhang nur die Bestimmung der Bindungskonstanten interessiert, ist die Zuordnung der Peaks zu ein-
zelnen Protonen nur von untergeordneter Bedeutung. Die Bezeichnungen sind daher in erster Linie als Variablennamen
zur verstehen. Dies gilt insbesondere fiir , GLNG®, da die Aminosiure GLNG aufgrund ihrer Position relativ zu Bindungs-
tasche theoretisch nicht an der Bindung beteiligt sein kann.
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Tabelle 7: Ergebnisse der multivariaten Regression fiir 305 K (20% DMSO)

TRP21 (NH1) | GLN20 (NH) | GLN20 (yH) | GLY25(NH) | “GLN6“ (NH)
K, M 917 £360 784 +143 831 +137 1352 360 939 +226
Shounalppm] 10.26 £0.001 | 9.944+0.009 | 0.3490.016 | 9.238+0.003 | 9.146 +0.007
8peclppm] 10.21£0.001 | 9.775+0.003 | 0.675+0.006 | 9.190+0.001 | 9.043 +0.003
AG=-RTInK, | -17.29 1.1 -16.90 +0.4 -17.05 +0.4 -18.28 +0.7 -17.35 0.8
(kJ/mol]

Aus der NMR-Tritration ergibt sich fiir Chitotriose in 20%iger DMSO-Lsung eine mittlere Bin-

dungskonstante von 965 + 245 M und eine Freie Bindungsenthalpie von -17.4+0.6 kJ/mol. Die
Bindungskonstante in 20% DMSO ist damit bereits um eine Groflenordnung gegeniiber der Bin-
dungskonstante in reinem Wasser reduziert [75]. Sie ist aber noch grofer als die fiir den Hevein-Chi-
tobiose-Komplex bestimmte, daher kann auch bei einer Temperaturerh6hung von einer ausreichend

starken Bindung ausgegangen werden.
5.3.6 Hevein/Chitotriose: Van’t Hoff Analyse (20% DMSO)

Vorbereitung der Probe

1.7 mg des durch HPLC gereinigten Heveins wurden in 720 pl Puffer (0.05 M Na-Phosphat, 0.1 M
NaCl, 15% D,0O, pH=5.9) und 180 ul DMSO gelést. 450 pl wurden entnommen und darin 6 mg
Chitotriose aufgeldst. Die Hevein-Konzentration wurde durch UV-Absorptionsmessung zu

0.212 mM bestimmt. D.h. die Heveinprobe war wahrscheinlich nicht ganz trocken, da theoretisch

eine Konzentration von 0.39 mM zu erwarten gewesen wire. Fiir die Auswertung wurde der Wert
0.212 mM verwendet.

Beschreibung des NMR-Experiments

Zur Ausgangsprobe wurden nacheinander 5 pl, 5pl, 10pl, 20 pl, 35 pl, 75 pl, 100 pl und 100 pl der

Chitotriose-Losung zugefiigt und jeweils ein 1D-'H-NMR-Spektrum bei 300 K, 310 K und 315 K
aufgenommen.

Ergebnisse

Die aus den Titrations-Kurven (Abb. X220 bis Abb. X222) berechneten Bindungskonstanten K, sind
in Tabelle 8 bis Tabelle 10 zusammengefaf$t. Wihrend die aus den Bindungskonstanten K, berechnete
Freie Enthalpie fiir alle Temperaturen relativ gut reproduzierbar ist (Abb. 59), ergibt sich fiir die Ent-
halpie- und Entropiewerte aus der van‘t Hoff -Analyse (Abb. X223 bis Abb. X227) ein uneinheitli-
ches Bild. Es geht zwar eindeutig daraus hervor, daf§ die Enthalpie negativ ist, das Vorzeichen der
Entropie kann jedoch nicht sicher bestimmt werden (Tabelle 11). Unter der Annahme, daff die mitt-
lere Enthalpie mit einem kleineren Fehler behaftet ist als die Entropie, 1if3t sich iiber den Umweg
tiber die Freie Enthalpie trotzdem eine Abschitzung iiber das Vorzeichen der Entropie machen: Aus
der van‘t Hoff Analyse ergibt sich eine mittlere Enthalpie AH= —26.4 k]J/mol und eine mittlere Freie
Enthalpie AG = —17.3 kJ/mol. Aus der Gibbs-Helmholtz-Gleichung errechnet sich daraus bei 300K

1. Bei exothermen Reaktionen nimmt die Gleichgewichtskonstante bei Temperaturerh6hung ab.
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eine Entropie von —30 J/mol. Dies ist ein Hinweis, darauf, daf sich beim Ubergang von reinem Was-
ser zu einer Wasser/ DMSO-Mischung im Verhiltnis 4:1 nicht nur die Enthalpie von —36.4 kJ/mol
auf —26.4 kJ/mol reduziert hat, sondern sich auch der Entropieanteil des Systems bei der Komplexbil-
dung weniger erniedrigt hat. Dies ist ein weiteres Beispiel fiir das als ,,Enthalpie-Entropie-Kompensa-
tion“ bezeichnete Phinomen [81,86].

Tabelle 8: Ergebnisse der multivariaten Regression fiir 20% DMSO (300 K)

TRP21 (NH1) | GLN20 (NH1) | GLN20 (yH) | GLY25 (NH) | “GLNG“(NH)
K, [M] 394 +43 1198 +131 1236 £119 1368 150 1089 +144
Spounalppm] 10.30 £0.002 | 10.040 £0.003 | 0.303£0.004 | 9.268+0.001 | 9.144 +0.002
Sfreelppm] 10.24 £0.001 | 9.879£0.003 | 0.571£0.005 | 9.207£0.001 | 9.045 +0.002
AG=-RTInK | -14.90 +0.25 -17.68 £0.26 -17.75+0.25 -18.01 +0.27 -17.44 £0.28
(k] /mol]

Tabelle 9: Ergebnisse der multivariaten Regression fiir 20% DMSO (310 K)

TRP21 (NH1) | GLN20 (NH1) GLN20 (yH) GLY25 (NH) “GLNG6" (NH)
K [M] 636 £75 1079 66 911 £51 791 30 1083 +63
Spounalppm] 10.26 +0.001 9.977 £0.002 | 0.356 £0.003 | 9.236 +0.001 9.144 +0.001
Opeclppm] 10.20 +0.001 9.819 +0.002 0.656 +0.003 9.180 +0.001 9.056 £0.001
AG = - RT InK -16.63 £0.31 -18.00 +0.15 -17.56 £0.14 -17.20 +0.10 -18.01 +0.15
[k]/mol]

Tabelle 10: Ergebnisse der multivariaten Regression fiir 20% DMSO (315 K)

TRP23 TRP21 GLN20 GLN20 (yH) | GLY25 (NH) “GLNG*
(NH) (NH)
K M 706 +127 633 +82 762 +83 629 £81 636 +44 820 +47
Spound [PPmI 10.37 £0.001 | 10.24 +0.001 | 9.957 £0.003 | 0.383 £0.008 | 9.217 £0.001 | 9.144 +0.001
Seclppml 10.35 £0.001 | 10.18 £0.001 | 9.785 +0.003 | 0.681 £0.007 | 9.169 +0.001 | 9.065 +0.001
AG=-RTInK | -17.17 +0.45 | -16.89 £0.35 | -17.37 +0.31 | -16.87 £0.35 | -16.90 +0.18 | -17.57 +0.15
[k]/mol]
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Tabelle 11: Enthalpie und Entropie fiir das Hevein-Chitotriose-System in 20% DMSO

AH'K] mol] | AS°[J T'mol ]
GLN20_NH -16.3 -3.7
GLN20_yH -30.4 42.5
GLY25_NH 44 4 87.2
GLNG_NH -11.1 21.2
TRP21_NHI1 -29.7 41.4

GLN20_NH

GLN20_gH

GLY25_NH

ASN40_NH

TRP21_NH

TRP23_NH

-20

Energie [k]/mol]

Abb. 59: Freie Bindungsenergie der Bindung von Chitotriose an Hevein (20% DMSO)

5.3.7 Hevein-Chitotriose: Bestimmung der Bindungskonstante in 50% DMSO (309 K)

Vorbereitung der Probe

Aus der Original-Probe (Abschnitt 5.3.3) wurden 225 pl entnommen und mit 225 pl Puffer (0.05 M
Na-Phosphat, 0.1 M NaCl, 15% D,O, pH=5.9) und 450 pl DMSO verdiinnt. Zur Konzentrations-

bestimmung wurden 20 pl der Hevein-Probe mit 300 pl H,O verdiinnt (1:16) und ein UV-Spektrum

aufgenommen. Die Absorption bei 280 nm betrug 0.230. Mit einem Extinktionskoeffizienten
£(280nm)=12660 M! cm™! erhilt man eine Heveinkonzentration der Probe von 0.29 mM.

Aus der 50%-DMSO-Probe wurden 450 pl entnommen und darin 1.5 mg Chitotriose (= 5.3 mM)

aufgelost.
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Beschreibung des NMR-Experiments

Zur Ausgangsprobe wurden nacheinander 15 pl, 15 pl, 20pl, 30 pl, 50 pl, 70 pl, 100 pl und 117 pl
der Chitotriose-Losung zugefiigt und jeweils ein 1D-"H-NMR-Spektrum bei 36°C aufgenommen.

Ergebnisse

Die Spektren (Abb. X228) zeigen mit zunehmender Chitotriose-Konzentration eine Linienverbreite-
rung fiir das NH1-Proton von TRP23, eine Tieffeldverschiebung des Signal fiir das NH-Proton von
GLN20, desweiteren eine Hochfeldverschiebung des NH1-Protons von TRP23. Eine Hochfeldver-

schiebung des y-Protons von GLN20 kann wegen Signaliiberlagerung nicht beobachtet werden. Eine
Verschiebung des TRP21-Signals ist praktisch kaum noch zu sehen, die Linienverbreiterung ist zwar
noch vorhanden, aber weniger ausgeprigt wie bei 20% DMSO. Aus der selektiven Verschiebung der
Signalen geht jedoch eindeutig hervor, daf§ auch in 1:1 DMSO/Wasser-Gemischen immer noch eine
Komplexbindung von Chitotriose an Hevein stattfindet. Die Auswertung der Titrations-Kurven

(Abb. X229) ergibt eine mittlere Bindungskonstante von 460 M (Tabelle 12). Die auffillige Diffe-
renz in den Bindungskonstanten aus GLN20(NH) und GLY25(NH) einerseits (K,=640 + 125 M™)
und TRP23 (NH1) und ,,GLNG6“(NH) andererseits (K, =276 +47 M) legt den Schluf$ nahe, dafl

sich die Bindungsaffinititen zu den einzelnen Aminosiuren nicht gleichmiflig geindert haben, son-
dern daf} eine teilweise Ablosung des Liganden stattgefunden hat.

Tabelle 12: Ergebnisse der multivariaten Regression fiir 50% DMSO (309 K)

GLN20 (NH) TRP23 (NH1) GLY25 (NH) “GLNG“ (NH)
K, [M"] 523 +131 231 +11 765 £120 322 +84
Sbound[PPM] 9.967 £0.008 10.41 +0.0005 9.189 +0.003 9.021 +0.004
8¢..lppm] 9.877 +0.002 10.62 0.0005 9.129 +0.001 9.058 £0.001
AG = - RT InK -16.1 0.5 -14.0 +0.1 -17.05 £0.35 -14.83 £0.6
[k]/mol]

Sofern die Zuordnung GLY25 (8=9.19 ppm) richtig ist!, wiire die hohe Bindungskonstante fiir
GLY25(NH) ein Hinweis auf das Vorliegen des Strukturvorschlags B (Abschnitt 5.2.5), da nur dort

eine Interaktion zwischen Hevein und Chitotriose méglich ist (vgl. Abb. 60).

1. Eine sichere Zuordnung ist nur anhand von 2D—1H—NMR—Spektren méglich.
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TRP23 GLY25

Abb. 60: Strukturvorschlag A und B fiir den Hevein/Chitotriose -Komplex

5.3.8 Anderung der Bindungskonstante mit zunehmender DMSO-Konzentration

Aus der Anderung der mittleren Bindungskonstanten K, fiir 0% [75], 20% und 50% DMSO lifit
sich auf eine Erniedrigung der Bindungskonstanten mit a/(b+x) schlieffen (a= 22825; b= 3.3;
R2=0.99). Unter dieser Voraussetzung wire in reinem DMSO immerhin noch eine Bindungskon-

stante von 250 M zu erwarten.
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Abb. 61: Anderung der Bindungskonstante des Hevein-Chitotriose-Komplexes bei Erhshung der
Konzentration von DMSO



Untersuchungen zur Bindungsaffinitit von Protein-Kohlenhydrat-Komplexen 108

5.3.9 Interpretation der Ergebnisse

Aus den 1H—NMR—Messungen in DMSO/Wasser-Mischungen ergibt sich, daf die Anderung des
Losungsmittels einen deutlichen Einfluff auf die Bindungsaffinitit von Protein-Kohlenhydraten
besitzt. Durch Zugabe von 20% DMSO erniedrigt sich die Bindungskonstante bereits um eine Gré-
Benordnung. Die weitere Zugabe von DMSO erniedrigt die Bindungskonstante nicht mehr in glei-
chem Mafle (vgl Abb. 61). Da durch qualitativen Vergleich eines 2D-NOESY-Spektrums einer
Losung von Hevein und Chitotriose in 50% DMSO mit einem Spektrum, das in reinem Wasser auf-
genommen wurde, festgestellt wurde, daf§ alle strukturbestimmenden NOE:s fiir Hevein noch vor-
handen sind, kann davon ausgegangen werden, dafl selbst in einer 1:1 DMSO/Wassermischung die
Tertidrstruktur von Hevein im wesentlichen noch erhalten ist. Die Vermutung liegt nahe, daf$ es sich
bei der beobachteten Erniedrigung der Bindungskonstanten hauptsichlich um einen Solvensreorgani-
sationseffekt handelt. Der Anteil, den die Reorganisation des Losungsmittels als Folge der Komplex-
bildung an der Freien Enthalpie hat, wird in der Literatur kontrovers diskutiert [84,233]. Daf die
Reorganisation der Solvensstruktur jedoch einem deutlichen Einfluf§ auf die Komplexbildung hat,
zeigt sich daran, daf schon die Verwendung von D, O statt H,O als Losungsmittel die Enthalpie von
Di- und Trisacchariden komplexiert an Concanavalin A um 0.9 bis 7.5 kJ/mol reduziert [234]. Da bei
diesem Experiment davon ausgegangen werden kann, daf§ sowohl die Konformationen von Protein
und Ligand nicht durch den H—>D-Austausch beeinfluflt werden, kann geschlossen werden, daf§ die
negative Enthalpie von der Reorganisation der Solvens als Folge der Komplexbildung herriihre [84].
Es ist bekannt, dafd die Entfernung von Wassermolekiilen von einer Proteinoberfliche ein enthalpisch
begiinstiger Prozefd ist [81,90]. Zwar kann die Stirke einzelner H-Briicken in einer Solvenshiille gro-
Ber sein als im freien Wasser, dafiir ist jedoch die Anzahl der durch Solvatation gebrochener H-Briik-
ken, bedingt durch die geometrischen Verhiltnisse auf der Proteinoberfliche, ebenfalls groler. Ein
Wassermolekiil kann im freien Wasser insgesamt eine energetisch viel giinstigere Anordnung anneh-
men, als in einer Solvenshiille. Dies wird auch durch MMC-Rechnungen bestitigt [235].

Geht man also davon aus, daf§ ein wesentlicher Teil der Bindungsaffinitit dadurch verursacht wird,
daf$ Wassermolekiile durch die Komplexbildung von einer Protein- oder Zuckeroberfliche ins Solvens
entlassen werden und dort in eine besonders energiearmes Netzwerk von H-Briickenbindungen inte-
griert werden, so lif3t sich die gefundene Abhingigkeit der Bindungskonstanten von der DMSO-
Konzentration (vgl Abb. 61) wie folgt erkliren: durch Zugabe von wenig DMSO wird die Wasser-
strukeur bereits deutlich gestort [236,237]. Die Ausbildung eines grofleren Netzwerks von Wasser-
stoffbriickenbindungen ist nicht mehr méglich. Aus diesem Grund ist die Stabilisierung, die das
Gesamtsystem durch Ubergang von Wassermolekiilen von der Proteinoberfliche ins freie Losungs-
mittel erfihre, deutlich geringer. Durch die Zugabe von DMSO sind im Wasser viele ,, Mikroprotein-
oberflichen® in Form von DMSO-Molekiilen vorhanden und es ergibt sich fiir ein Wassermolekiil
energetisch kein wesentlicher Unterschied, ob es sich in einer Solvenshiille von einem Protein oder
einem DMSO-Molekiil befindet. Um den in Abb. 61 gezeigten Verlauf der Bindungsaffinitit in
Abhingigkeit von der DMSO-Konzentration weiter zu untermauern, wire es sinnvoll die Bindungs-
konstante zusitzlich noch in einer 5%igen DMSO/Wasser-Mischung zu bestimmen. Wiirde sich der
steile Abfall der Kurve bei niedriger DMSO-Konzentration bestitigen, wire dies ein wichtiges Indiz
fiir die Richtigkeit der Annahme, dafl die Abnahme der Bindungsaffinitit durch DMSO-Zugabe auf
die in geringerem Mafle freiwerdende Solvensreorganisationenthalpie zuriickzufiihren ist. Da die Bin-
dungskonstante mit zunehmender DMSO-Konzentration gegen einen Grenzwert K, konvergiert
konnte aus der Differenz AG(reines Wasser) - AG(100%DMSO) der Einfluf} des Wassers auf die
Komplexbildungskonstante bestimmt werden. Voraussetzung hierfiir ist jedoch, daf§ sich die Struktur
des Proteins durch die Zugabe von DMSO nicht dndert. Dies kann fiir hohe Konzentrationen von
DMSO nicht ausgeschlossen werden [213]. Bestimmt man die Bindungskonstanten nur fiir geringe
Konzentrationen von DMSO so ist anzunehmen, daf§ das DMSO nur geringe Effekte auf den Kom-
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plex, aber grofe Effekte auf die Solvensstruktur hat. Durch eine Serie von Messungen zwischen 0%
und 50% DMSO kénnten genug Datenpunkte erhalten werden, um durch einen Fit X, und damit

den , Wassereffekt zu bestimmen.

5.4 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen der theoretischen Analyse von Beitrigen zur Bindungsaffinitit, die auf der direkten
Wechselwirkung von Protein und Zucker beruhen, wurden durch eine detaillierte Interaktionsanalyse
auf Residue-Basis die wesentlichen Wechselwirkungen zwischen Hevein und Chitobiose in Uberein-
stimmung mit den experimentellen Ergebnissen gefunden und nach ihrer Wichtigkeit geordnet. Wei-
terhin ist es gelungen, basierend auf Interaktionsanalysen, sinnvolle Strukturvorschlige fiir den
Hevein-Chitotriose-Komplex herauszuarbeiten und im Vergleich zum Hevein-Chitobiose-Komplex
zusitzliche giinstige Wechselwirkungen mit dem Protein zu lokalisieren. Es ist daher wahrscheinlich,
daf diese zusitzlichen Wechselwirkungen zur Erhohung der Bindungsaffinitit beim Ubergang von
Chitobiose zu Chitotriose signifikant beitragen.

Wie aus den "H-NMR-Messungen klar hervorgeht, beruht ein wesentlicher Anteil der stabiliserenden
Effekte jedoch nicht auf der direkten Wechselwirkung zwischen Protein und Ligand, sondern auf dem
Enthalpieunterschied zwischen H,O(Solvenshiille) und H,O(freies Wasser). Der Solvenseinflufy lif3t
sich daher durch MD-Simulationen eines Protein-Kohlenhydrat-Systems ausschliefSlich im gebunde-
nen Zustand nicht vollstindig beschreiben. Zur Simulation von Solvenseffekten ist es daher notwen-
dig jeweils eine MD-Simulation im gebundenen Zustand und eine entsprechende MD-Simulation
im dissoziierten Zustand durchzufiihren (vgl. Abb. 62) und anschliefend die Unterschiede der Sol-
venseigenschaften zu analysieren. Dies war aufgrund der Grof3e des zu simulierenden Systems und
wegen der zu analysierenden Datenmenge bis vor kurzem ein technisch nicht durchfiihrbares Vorha-
ben. Mittlerweile sind jedoch durch den Einsatz von Parallelrechnern, wie auch vom sonstigen Hard-

komplexiert dissoziiert

_— — _—]

Abb. 62: MD-Simulation von Chitotriose und Hevein im gebundenen und dissoziierten Zustand.
(Das Wasser in der Solventbox ist der Ubersichtlichkeit wegen nicht dargestellt).
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wareumfeld, die technischen Voraussetzungen vorhanden um Simulationen dieser Gréfenordnung in
akzeptabler Zeit durchzufiihren. Das technische Problem der Datenanalyse wurde im Rahmen dieser
Arbeit durch Entwicklung der Analyse-Software CAT2000 gelost.

Im Prinzip sind damit die technischen Voraussetzungen geschaffen um Fragestellungen der Art: Wel-
che Faktoren beeinflussen die Bindungsaffinitit von Protein-Kohlenhydrat-Komplexen und wo muf§
man ansetzen, um die Affinitit eines Liganden zu erhéhen? - auf einem simulationstechnischen
Niveau zu bearbeiten, das bis vor kurzem noch als undurchfiihrbar galt.
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6 Zusammenfassung

Die Entschliisselung der wesentlichen Faktoren, die dafiir verantwortlich sind, daf ein Lektin spezi-
fisch an ein bestimmtes Oligosaccharid bindet, bildet die Grundlage zur Entwicklung von hochakti-
ven Therapeutika auf Zucker-Basis. Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher Simulations-Strategien
und Analyse-Methoden entwickelt, die es erméglichen, in effizienter Weise Konformationsanalysen
von Oligosacchariden im freien und gebundenen Zustand durchzufiihren. Durch eine detaillierte
Wechselwirkungsanalyse auf Residue-Basis und durch die Untersuchung des Losungsmitteleinflusses
auf die Bindungsaffinitit mittels NMR-Methoden ist es gelungen, wesentliche Aspekte der Komplex-
bildung herauszuarbeiten.

Hochtemperatur-Molekiildynamik (HTMD)-Simulationen bilden die Grundlage zur Berechnung
der relativen Freien Energie einer Konformation im ungebundenen Zustand. Die Berechnung der
Freien Gridgruppen-Energie (FGE) aus der relativen Population einer Konformation (Gridgruppe)
im thermischen Gleichgewicht ist eine der zentralen Methoden der vorliegenden Arbeit. Vorausset-
zung der Methode ist eine Uberpriifung, ob sich wihrend der MD-Simulation das Konformations-
gleichgewicht fiir die zu analysierenden Konformationen eingestellt hat. Hierzu wurden, basierend
auf einem empirischen Modell, EQ-Faktoren definiert, welche das Erreichen des Konformations-
gleichgewichts anzeigen. Uber die Freie Gridgruppen-Energie erhilt man aus den HTMD-Daten
einen direkten Zugang zu den Rotationsprofilen der @, ¥ und ®- Torsionswinkel eines Oligosaccha-
rids. Weiterhin lassen sich aus den Daten einer einzigen HTMD-Simulation die ®/'P-Maps aller gly-
cosidischen Bindungen berechnen. Am Beispiel des biologisch wichtigen Tetrasaccharids Sialyl-

Lewis® wurde gezeigt, daf§ zum Erreichen des Konformationsgleichgewichts im @/%¥-Raum eine
Simulationszeit von ca. 30 ns notwendig ist (Simulationstemperatur = 1000 K). Die hierfiir benétigte

CPU-Zeit liegt in der Grélenordnung von einem Tag (IBM SP2 oder SGI O2).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dafl HTMD-Simulationen geeignet sind, um alle stabilen ®/'V'—
Konformationen von Oligosacchariden (lokale Minima) im n-dimensionalen Torsionshyperraum auf-
zuspiiren. Voraussetzung hierfiir ist eine leistungsfihige Analyse-Software, die sowohl die hierbei

anfallenden grofien Datenmengen (bis zu 10® Datenpunkte) verarbeiten kann, als auch die notwendi-
gen Gruppierungs-Funktionen zur Verfiigung stellt, um die stabilen Konformationen im Torsionshy-
perraum zu markieren und hinsichtlich ihrer Eigenschaften zu analysieren. Ein solches Analyse-
Programm wurde im Rahmen dieser Arbeit entwickelt (CAT2000). Durch die Implementierung
einer leistungsfihigen Script-Sprache (CSL) ist es méglich, grundlegende Konformationsanalysen
vollstindig zu automatisieren (High Performance Analysis) oder komplexe Analysen interaktiv durch-
zufithren. Die HTMD-Methode ist soweit ausgearbeitet, dafl Konformationsanalysen von Oligosac-
chariden im Routinebetrieb von Servicepersonal durchgefiihrt werden kénnen.

Nicht alle Aspekte des konformativen Verhaltens eines Oligosaccharids lassen sich durch HTMD-
Simulationen analysieren. So lassen sich zum Beispiel die spezifischen Effekte, die durch Ausbildung
von H-Briickenbindungen verursacht werden, nur bei Simulationstemperaturen < 500 K untersu-
chen. Zur Uberpriifung, ob eine Gleichgewichtseinstellung im ®/¥-Raum mit einer Simulationstem-
peratur von 300 K iiberhaupt zur Zeit technisch méglich ist, wurde eine MD-Simulation von -
Maltose mit einer Gesamtsimulationszeit von 2 ps (Mikrosekunden!) durchgefiihrt (CPU Zeit

~ 1600 h; IBM SP2). Zwar sind innerhalb der Simulationsperiode vier syn-anti-Uberginge erfolgt,
was vorher bei 300 K-MD-Simulationen von Maltose noch nie beobachtet werden konnte, eine Ein-
stellung des Konformationsgleichgewichts konnte jedoch nicht erreicht werden. Als Schlufifolgerung
ergibt sich, daf§ Standard-MD-Simulationen bei 300 K nicht geeignet sind um Konformereniiber-
ginge im ®/'Y-Raum zu untersuchen.
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Am Beispiel von B-Maltose wurde weiterhin iiberpriift, wie lange es dauert, bis sich bei einer MD-
Simulation bei Raumtemperatur (300 K) das Rotamerengleichgewicht fiir die OH-Gruppen bzw. die
Hydroxymethylgruppen (o) eingestellt hat. Ergebnis: Fiir eine einzelne sekundire OH-Gruppe ist
durchschnittlich eine Simulationsperiode von 500 ps notwendig, um den Gleichgewichtszustand zu
erreichen. Die Hydroxymethylgruppen equilibrieren deutlich langsamer; erst nach 300-400 ns hat
sich das Gleichgewicht eingestellt. Diese Zeitspanne ist nahezu zwei Gréflenordnungen linger, als die
momentan iiblichen Simulationszeiten (< 10 ns), so dafl nicht davon ausgegangen werden kann, daf}
gegenwirtig durch Routine-MD-Simulationen bei 300 K ein Konformationsgleichgewicht fiir die
Hydroxymethylgruppen erreicht werden kann. Die Populationsverteilung der primiren OH-Grup-
pen hingt von der Orientierung der Hydroxymethylgruppen ab, daher ist auch hier keine Gleichge-
wichtseinstellung innerhalb weniger Nanosekunden zu erwarten.

Um trotzdem eine Konformationsanalyse im ®/¥/w-Raum bei 300 K zu erméglichen, wurde die
GCMD-Methode entwickelt. Die Anwendung der GCMD-Methode bietet fiir Oligosaccharide mitt-
lerer Grof3e (bis zum Pentasaccharid) Zugang zu den Eigenschaften der lokalen Minima im ®/¥/w-
Raum unter gleichzeitiger Beriicksichtigung der Rotamerengleichgewichte der OH-Gruppen bei

300 K. Diese Methode kann daher in Kombination mit NMR-Methoden wichtige Beitrige zur
Strukturaufklirung von Oligosacchariden liefern.

Die Durchfiihrung von MD-Simulationen bei verschiedenen Simulationstemperaturen ermdéglicht es
aus den mittleren Lebensdauern der Konformationen deren effektive Ubergangsbarrieren durch
Arrhenius-Analysen zu bestimmen. Hierzu wurde die technische Umsetzung entwickelt und in
CAT2000 implementiert. Weiterhin wurden Methoden zum Aufspiiren von spezifischen Solvensef-
fekten entwickelt, so daff insgesamt eine ganzer Pool von Methoden zur Verfiigung steht, um die ther-
modynamischen und kinetischen Eigenschaften eines Oligosaccharids auch in Lésung zu analysieren.

Im Rahmen der theoretischen Analyse von enthalpischen Einzelbeitrigen zur Bindungsaffinitit, die
auf der direkten Wechselwirkung von Protein und Zucker beruhen, wurden durch eine detaillierte
Interaktionsanalyse auf Residue-Basis die wesentlichen Wechselwirkungen zwischen Hevein und Chi-
tobiose in Ubereinstimmung mit den experimentellen Ergebnissen gefunden und nach ihrer Wichtig-
keit eingeordnet. Weiterhin ist es gelungen, basierend auf Interaktionsanalysen, sinnvolle
Strukturvorschlige fiir den Hevein-Chitotriose-Komplex herauszuarbeiten und im Vergleich zum
Hevein-Chitobiose-Komplex zusitzliche giinstige Wechselwirkungen mit dem Protein zu lokalisieren.
Es ist daher wahrscheinlich, daf§ diese zusitzlichen Wechselwirkungen zur Erhhung der Bindungsaf-
finitit beim Ubergang von Chitobiose zu Chitotriose signifikant beitragen. Der Einfluf} des Losungs-
mittels auf die Wechselwirkungsenergie wurde ansatzweise untersucht.

Eine umfangreichere Analyse von Solvenseffekten war bis vor kurzem aufgrund der Grofie des zu
simulierenden Systems und wegen der zu analysierenden Datenmenge technisch nicht durchfiihrbar.
Mittlerweile sind jedoch durch den Einsatz von Parallelrechnern, wie auch vom sonstigen Hardware-
umfeld, die technischen Voraussetzungen vorhanden um Simulationen dieser Groffenordnung in
akzeptabler Zeit durchzufiihren. Das technische Problem der Datenanalyse wurde im Rahmen dieser

Arbeit durch Entwicklung der Analyse-Software CAT2000 gelost.

Die Durchfiithrung von Interaktionsanalysen auf Residue-Basis ist mit CAT2000 routinemifliig mog-
lich. Die Arbeitszeit, die zur Durchfiihrung der Analyse notwendig ist, konnte wesentlich verkiirzt
werden (vorher: ca. eine Woche; jetzt: eine Stunde). Damit sind die Voraussetzungen zum Einsatz der
Methode im Rahmen eines rationalen Drug Designs geschaffen.
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Der Einfluf§ des Losungsmittels auf die Bindungsaffinitit wurde schliefflich durch NMR-Methoden
untersucht. Dazu wurde die Bindungskonstante des Hevein-Chitotriose-Komplexes in DMSO/Was-
ser-Mischungen durch NMR-Titrationen bestimmt. Durch eine van‘t Hoff Analyse wurde der ent-
halpische und entropische Anteil der Freien Enthalpie bestimmt.

Bereits in einer 1:4 Mischung von DMSO und Wasser nimmt die Bindungskonstante um eine Gro-
3enordnung ab. Eine weitere Erh6hung der DMSO-Konzentration auf 50% bewirkt nur noch eine
geringe zusitzliche Erniedrigung der Bindungsaffinitit. Dies legt den Schluf$ nahe, daff eine intakte
Wasserstruktur einen wichtige Voraussetzung fiir eine hohe Bindungsaffinitit ist.

Durch die van‘t Hoff-Analyse konnte gezeigt werden, daf§ die Komplexbildung zwischen Hevein und
Chitotriose in 20%iger DMSO-L6sung, wie bei den meisten Kohlenhydrat-Protein-Komplexen, ent-
halpisch begiinstigt ist.
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7 Anhang

7.1 Gruppierungs- und Clustering-Methoden von CAT2000

Template-Grouping-Methode

Bei dieser Methode wird eine virtuelle ®/¥-Konformation (,, Template®) und eine maximale RMS-
Toleranz (r,,,,) vorgegeben. Alle Frames, deren ®/'Y-Kombinationen um maximal 7, von der ®/\P-
Kombination des Templates abweichen, werden derselben Gruppe wie das Template zugeordnet.
Kann ein Frame aufgrund des RMS-Kriteriums mehreren Templates zugeordnet werden, so entschei-
det der kleinere RMS-Wert. Die , Template-Grouping“-Methode hat den Vorteil, daf§ sie Gruppie-
rungen in Koordinatensystemen beliebiger Dimensionalitit erlaubt und dafl sie im Gegensatz zu
automatischen Cluster- oder Gruppierungsmethoden unabhingig von den vorhandenen Daten eine
reproduzierbare Gruppierung sicherstellt. Sie ist damit fiir mechanistische Untersuchungen die

,Gruppierungsmethode der Wahl®.
Hand-Over-Hand (HOH)

Der Algorithmus arbeitet analog der Template-Grouping Methode mit einer vorgegebenen RMS-
Toleranz .. Der Unterschied besteht darin, dafl jede neu in die Gruppe aufgenommene Strukeur
selbst Template fiir den nichsten Suchzyklus wird. Der Algorithmus ,hangelt sich so von Punkt zu
Punkt bis innerhalb des Suchradius keine neuen Frames mehr gefunden werden. Die Methode funk-

tioniert nur, wenn die Cluster deutlich voneinander separiert sind ( > ,,,). Anwendung findet die

Methode zum Clustern von Minimumstrukturen.
Variable-RMS-Clustering (VRMS) und Fixed-RMS-Clustering (FRMS)

Diese Methode arbeitet nach folgendem Prinzip: Um das Hiufigkeitsmaximum zu finden, werden
ausgehend von einem @/ -Wertepaar (,Zentrum®), alle Strukturen, deren ®/'¥ -Werte sich maxi-
mal um einen RMS 7, . davon unterscheiden, derselben temporiren Gruppe zugeordnet. Fiir alle Fra-
mes dieser temporiren Gruppe wird der Mittelwert der @/'¥ -Werte berechnet. Unterscheidet sich
der Mittelwert um mehr als 0.1 7, ; vom urspriinglichen ®/'¥ -Zentrum, so wird der berechnete Mit-
telwert das neue ,virtuelle ®/¥ -Zentrum und ausgehend davon wird eine neue temporire Gruppe
definiert. Fillt das /¥ -Zentrum schliefflich mit dem @/ -Mittelwert zusammen, ist das Populati-
onsmaximum gefunden und der RMS-Radius wird solange vergrofert, wie das Zentrum stabil bleibe.
Der RMS-Radius darf auf maximal den doppelten Wert von 7,;, anwachsen. Sind Zentrum und opti-
maler RMS schliefSlich ermittelt, so wird die erste finale Gruppe definiert. Anschliefend versucht der
Algorithmus fiir die restlichen Frames weitere Gruppen zu finden. Entscheidend fiir den Erfolg des

Clusterings ist bei diesem Algorithmus die richtige Wahl von 7, ;.. Die einfachere Variante ist die
Fixed-RMS-Clustering (FRMS) Methode. Bei dieser wird

Tinit

nit*
7. Dicht optimiert.

Populationsgrid-basiertes-Fixed-RMS-Clustering (PFRMS)

Hierbei werden die Zentren maximaler lokaler Population (lokale Minima) im n-dimensionalen
Hyperraum basierend auf einem n-dimensionalen Histogramm gefunden. Die zu einer Gruppe geho-
renden Frames werden ausgehend von den lokalen Minima durch einen (Toleranz-) RMS-Radius
analog wie bei FRMS beschrieben zugeordnet.

Eine detailliertere Beschreibung der in CAT2000 implementierten Funktionen findet sich im CAT
Referenzhandbuch (Informationen sind erhiltlich unter www.martin-frank.de).
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7.2 Experimentelle Bestimmung des Rotamerengleichgewichts

Zur Analyse des Rotamerengleichgewichts stehen im wesentlichen stehen zwei experimentelle Metho-
den zur Auswahl: Messung der optischen Rotation und NMR-Messungen [212].

Die Methode der Wahl ist die Messung der vicinalen Kopplungskonstanten Jys iz und Jiys 65 Pro-
blematisch ist dabei oftmals die Zuordnung der Signale fiir H6R und H5R. Das Rotamerengleichge-

wicht lif3t sich empirisch aus einer karplus-analogen Beziechung zwischen Kopplungskonstante und

Torsionswinkel H6x-C6-C5-H5 (x=R,S) berechnen (Gleichung 46 bis 51)[212].

umgeformt ergibt sich:

7.3 Tabellen

1.3 Pyy + 2.7 Py + 11.7 Py = Jiys pigs

1.3 Py + 11.5 Py + 5.8 P, = Jygs jier

P+ Py + Py =1

Pgt = 0.1042 JHS,HGR - 0.0451 ]Hﬁ,HGS - 0.0768

(46)

(47)

(48)

(49)

(50)

(1)

Tabelle 13: Berechnung der Destabilisierungsenergie durch 1,2-gauche und 1,3-diaxiale

Wechselwirkung nach Ref. [2] S.24 (Werte in kJ/mol)

Gle (gg) | Gle(g) | Gle(tg) | Gal(gg) | Gal(gy) | Gal (tg)
1,2-gauche (06-05) | +1.89 | +1.89 +1.89 | +1.89
1,2-gauche (06-C4) +1.89 +1.89 | +1.89 +1.89
1,3-syn (06-O4) +6.3 +6.3
1,3-syn (O6-H4) +1.89
1,3-syn (H6-O4) +1.89 | +1.89 +1.89 | +1.89
Energie [kJ/mol] 7.56 3.78 8.19 10.08 3.78 3.78
AE 3.78 0 4.41 6.3 0 0
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Tabelle 14: Rotationsbarrieren

Molekiil (k]/mol] [kcal/mol] Ref.
CH,—CH, 12.2 2.88 A
CH,~CH,CH, 14.2 3.4 A
CH,-CH(CHS,), 16.3 3.9 A
CH,-C(CH,), 19.6 4.7 A
CH;CH,-CH,CHj 19.2/14.2° | 4.6/3.4 A
CH,-OH 4.47 1.07 A
CH,-CH,OH 13.9 3.3 B
CH,~OCH, 11.3 2.7 A

Entnommen aus: A [208], S.107; B [203], S. 107

* Bei Butan gibt es zwei verschiedene Maxima

Originalliteratur: [206], [207]

Techniken: Mikrowellen-Spektroskopie, Electronic Diffraction, Ultraschallabsorption, und Infrarot-

spektroskopie
Tabelle 15: Partialladung ausgewihlter Atome

Atom CVFF CFF91 AmBEr | RHE (Gl DET (Glo
(gemittelt) (gemittelt)

04 -0.380 -0.537 -0.650 -0.680 -0.572

OH4 0.350 0.424 0.400 0.360 0.326

O5 -0.300 -0.227 -0.400 -0.689 -0.517

06 -0.380 -0.537 -0.566 -0.655 -0.548

OH6 0.350 0.424 0.400 0.351 0.317
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Abb. X1: Anderung der mittleren Energie und Temperatur in Abhingigkeit von der Simulations-

zeit. Die Werte wurden jeweils iiber eine Zeitperiode von 100 ps gemittelt. (MD-Simulation von
B-Maltose: CVFFE, 300 K, € = 4, #,= 3ns, Az, = 50fs)
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Abb. X2: Energie- und Temperaturverteilung (MD-Simulation von B-Maltose: CVFFE, € = 4, 300 K,

t.= 3ns, At, = 50fs)

1. Die Reihenfolge der Abbildungen richtet sich im Wesentlichen nach der Reihenfolge der Verweise im Textteil.



Abbildungen (X)

118

220
200+
180
160
140
120
100

anti

&

1000K, 10ns, =4

0.605

0.505

0.405

0.305

0.205

0.105

0.005

%
-100
-120

100
120
140
160
180
200
220

@[]

Abb. X3: 2D-H:iufigkeitsverteilung fiir @/ bei 1000 K (B-Maltose, CVFE, ¢ =

Contour-(Linien-)Plot: Adiabatic Map (vgl. Abschnitt 3.3.1).
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OH-Torsionswinkel bei 1000 K (B-Maltose, CVFE € = 4, £,= 10 ns, At,= 1 ps)



Abbildungen (X) 119

220 _
200+ — 4.6
180
1 4.1
160
140 H 3.6
120
100 = 3.1
— ig* ~ 2.6
S
40— 2.1
20
0 1.6
-20- 11
40
-60 0.6
.80
-100-
-120
o
I
i

Abb. X5: @ /¥ -Energiekarte aus MD-Daten (MD-Simulation von -Maltose: CVFE At = 50fs)
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Abb. X6: FGE-Profil eines OH-Torsionswinkels aus einer MD-Simulation bei 1000 K und bei
300 K (B-Maltose, G2OH, CVFFE ¢ = 4, ¢, = 10 ns)
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Abb. X8: Hiufigkeitsverteilung fiir @, ¥ und Hydroxymethylgruppen bei 1000 K aufgeteilt nach
®/¥ -Clustern (A, B, C, C*, D)(B-Maltose, CVFE ¢ = 4). Fiir Cluster C* ist L560 = tg nicht stabil
(siehe Pfeil)
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Abb. X9: FGE-Map fiir ®/¥ fiir verschiedene Einstellungen von L560 (B-Maltose, CVFE, ¢ = 4).
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Abb. X10: Rotationstrajektorie fiir @, ¥ und Hydroxymethylgruppen bei 1000 K (B-Maltose,
CVFE € =4, #,= 10 ns).
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Abb. X11: Hiufigkeitsverteilung der H-H-Abstinde bei 1000 K (3-Maltose, CVFE ¢ = 4,

G1L3

t=10 ns).
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Abb. X12: Hiufigkeitsverteilung der H-H-Abstinde bei 1000 K als ,,Pseudo-3D*“-Histogramm (B-

Maltose, CVFE, € = 4, £=10 ns).
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Abb. X13: Hiufigkeitsverteilung der H-H-Abstinde bei 1000 K als ,,Pseudo-3D*“-Histogramm auf-
geteilt nach @/ -Clustern (A, B, C, C, D) (B-Maltose, CVFE ¢ = 4, 7= 10 ns).
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Abb. X15: 2D-Hiufigkeitsverteilung der @/ -Werte der minimierten 10000 HTMD-Strukturen
(,Conformational Clustering”) aus einer 1000K-MD-Simulation (3-Maltose, CVFFE, ¢ = 4).
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Abb. X16: Clustering der minimierten Strukturen der 1000K-MD-Simulation ($-Maltose, CVFE,
€ =4, 10000 Strukturen). Clustering-Algorithmus: HOH und FRMS (siche Abschnitt 7.1)
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Torsionswinkelverteilung fiir minimierte Strukturen der 1000K-MD-Simulation aufge-

teilt nach ®/¥ -Clustern (A, B, B, C, D), vgl. Abb. X16 (B-Maltose, CVFFE, ¢ = 4). Unterschied
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Abb. X18

H-Briicken pro Gruppe fiir minimierte Strukturen der 1000K-MD-Simulation ($-Mal-

tose, CVFE ¢ = 4).
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Abb. X19: FGE-Map fiir Neu5Aco.(2-3)Gal (Sialyl-Lewis®, CVFF, € = 80, 1000 K, t,= 100 ns).
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Abb. X20: FGE-Map fiir GalB(1-4)GlcNAc (Sialyl-LeWisX, CVFE ¢ = 80, 1000 K, # = 100 ns).
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Abb. X21: FGE-Map fiir Fuca(1-3)GlcNAc (Sialyl-Lewis®, CVFF, ¢ = 80, 1000 K, t,= 100 ns).
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Abb. X22: Adiabatic Map fiir Fuco,(1-3)GlcNAc (Sialyl-Lewis®, CVFF, ¢ = 80)
Zweistufiger Grid-Search (GPhi/GPsi; FPhi/FPsi): Beschreibung siehe Abschnitt 3.3.1
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Abb. X23: Adiabatic Map fiir GalB(1-4)GlcNAc (Sialyl—LewisX, CVFE ¢ = 80)
Zweistufiger Grid-Search (FPhi/FPsi, GPhi/GPsi): Beschreibung siehe Abschnitt 3.3.1
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Abb. X24: PFRMS-Clustering (RMS-Toleranz = 50°) fiir Fuca(1-3) GlcNAc (Sialyl-LewisX, CVFE,
€ =80, 1000 K, 7 = 10 ns)
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Template Grouping: Neu5Ac(2-3)Gal Template Grouping: Galf(1-4)GIcNAc

Template Grouping: Fuca(1-3)GIcNAc

Code S S oy % Cote OPM OPS qico, % Cote PP PP lc, %
1 -70 5 30 21.33 1 50 10 30 34.58 1 50 30 30 28.29
2 -160 -20 30 20.47 2 -40 -20 30 11.73 2 -30 -25 30 23.78
4 70 -10 30 2.82 3 70 190 30 6.93 3 35 185 30 2.71
5 -110 170 30 0.63 4 210 20 30 1.04

Kombination: SPP / GPP / FPP

PP-Code 7 10 16 18 25 30 31 35 36 41 42 46 48 50 54 55 57 58 61 62 66 67 68 70 71 72 73 74 76 77 79 80
SPP afs|1frfzr|a|2faf2]|a|2f2]|2|2|2|a|a|l2|2]|2]|1|2|2]|2|a|5]2]|5|1|a]|4a]|s5
GPP 22| 1faf3]|2|3|2|2|s|af2]2|3|2fzs]|2s|a|2]|4a]|3|3|3|4|2|1]2]|1|a|3]3]2
FPP 221 frf2]|2|3|l2)2]2|2|3]|2s|2|2fz]|2|3|3|2s]|s|3|z]2|2|2]3|1|2|3]|1]1

Abb. X25: Gruppierung im sechsdimensionalen ®/¥-Hyperraum (Sialyl-LewisX, CVFE ¢ = 80,
1000 K, #=10 ns). (Anm.: SPP-Gruppe 3 existiert in dieser Auswertung nicht)
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Abb. X26: Conformational-Search: Trajektorie der PP-Gruppen (Sialyl-Lewis*, CVFE, € = 80, 1000
K, #,=10 ns). Die Daten der PP-Gruppen, die in der S-, G- oder F-Dimension einen Sub-PP-Code

von ,,Null“ enthalten, sind nicht dargestellt.
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Abb. X29: SPhi/SPsi-Werte der minimierten Strukturen aus einer 1000K-MD-Simulation (Sialyl-
Lewis®, CVFE ¢ = 80, #,= 10 ns, 10000 Strukturen)
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Abb. X30: GPhi/GPsi-Werte der minimierten Strukturen aus einer 1000K-MD-Simulation (Sialyl-
Lewis™, CVFE ¢ = 80, #,= 10 ns, 10000 Strukturen).
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Abb. X31: FPhi/FPsi-Werte der minimierten Strukturen aus einer 1000K-MD-Simulation (Sialyl-
Lewis™, CVFF, ¢ = 80, #,= 10 ns, 10000 Strukturen)

Template Grouping: Galp(1-4)GIcNAc

Template Grouping: Fuca(1-3)GIcNACc

GPP _ _ FPP _ ,
Code GPhi GPsi Tolerance Percent Code FPhi FPsi Tolerance Percent
1 50 10 30 36.7 1 50 30 30 29.64
2 -40 -20 30 10.41 2 -30 -25 30 22.22
3 70 190 30 6.48 3 35 185 30 3.11

4 210 20 30 1.27
Kombination: GPP / FPP
LX
Code 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
GPP 1 1 1 4 2 3 3 4 2 3 2 4
FPP 2 3 1 1 1 1 2 2 2 3 3 3
% 19 1 51 1 6 2 2 1 14 2 0 0
FGE 1.9 7.2 0 7.1 4.1 6.5 6 8 2.6 6.8 9.8 15.2
Epot 1.9 7.1 0.0 7.0 3.8 6.5 6.0 7.8 1.8 6.9 6.5 19.2

Abb. X32: Gruppierung fiir den Lewis*-Teil (Sialyl-Lewis*, CVFE ¢ = 80, 1000 K, # = 100 ns).



Abbildungen (X) 133

124

11 o = “ean - . f m sasm s i m s e m mm s s fee e e e s . - -
10 —| mrts memsmm e e s as s eess emassmre s e e e m e e MG SmEs § s mE & mm s s el SESs M S e @ Semeseenes M0 Gm SR Ges = E s b Eerems 68 Semms mmams e
e mm i et mee e mms S ¢ E—me—— i et ms e _——— - — e ——————— ————
8 e = - - - - - —— 1 -
_(18) YA DI T ——— [N —-— —— -— —— ——— - - emem— . e—— - —— — ——— e —— - ———
Q 6 — —— - ———— ——— - = e —— - e e ——— - ——————— --
o T R
4 - - - - - - - - - e e p— R - -
3
2 frmem - - - [ [P - - - - - - - —— =
1
0-

1
0 20 40 ) 60 80 100x10°
Zeit [ns]

Abb. X33: Conformational-Search: Trajektorie der LX-Gruppen (Sialyl-Lewis*, CVFF, ¢ = 80,
1000 K, = 100 ns).
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Abb. X34: Einstellung des Konformationsgleichgewichts des Lewis™-Teils (Sialyl—LewisX, CVFE
¢ =280,1000K, t,= 100 ns).
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Abb. X35: Ubergangsmatrix fiir die LX-Gruppen (Sialyl-LewisX, CVFE ¢ = 80, 1000 K,
#.= 100 ns).

12+
10
o]
2 8
> |
c 6
(T T
=
S 4
D i
n -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
50
45
g40§
% 35
> E
& 304
%] ]
G 254
Ko 1
3 20
[} J
o 157
r l l
¢1 M 1 n
o a B 5 B 5 i
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Gruppen-Code

Abb. X36: Konformationsanalyse des Lewis™-Teils: Zahl der beobachteten Konformationsiiber-
ginge pro Nanosekunde absoluter Simulationszeit und mittlere Lebensdauer der LX-Gruppen (Sia-

lyl-Lewis®, CVFE ¢ = 80, 1000 K, #, = 100 ns).
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Abb. X37: Konformationsanalyse des Lewis*-Teils: Konformeren-Population, Gleichgewichtsein-

stellung und Freie Energie der LX-Gruppen (1 bis12) (Sialyl-Lewis*, CVFE ¢ = 80, 1000 K,
#.= 100 ns).
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Abb. X38: Startstrukturen zur Analyse des Lewis™-Teils von Sialyl-Lewis® mit Hilfe der GCMD-
Methode. Contourlinien: Adiabatic Map aus zweistufigem Grid-Search (Beschreibung siche

Abschnitt 3.3.1)
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Abb. X39: SPhi/SPsi-Werte der Startstrukturen zur Analyse des Lewis™-Teils von Sialyl-Lewis™ mit
Hilfe der GCMD-Methode (nach dem Grid-Search / Conformational Clustering).
Contourlinien: FGE-Map aus der sich anschliefenden MD-Simulation
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Abb. X40: Clustering in der GPhi/GPsi-Ebene (Sialyl-Lewis®, CVFE ¢ = 80, 1000 K, # = 10 ns).
Contourlinien: lokal giiltige FGE-Map aus der GCMD-Simulation (300 K, = 7.6 ns)
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Abb. X41: Clustering in der FPhi/FPsi-Ebene (Sialyl—LeWisX, CVFE ¢ = 80, 1000 K, #, = 10 ns).
Contourlinien: lokal giiltige FGE-Map aus der GCMD-Simulation (300 K, £ = 7.6 ns)
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Abb. X43: Hiufigkeitsverteilung ausgewihlter Interproton-Abstinde fiir Sialyl-Lewis® (CVFE
€ =80, 1000 K, # = 100 ns).
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Abb. X44: <r°>-gewichtete mittlere Interproton-Abstinde aufgeteilt nach LX-Gruppen (Sialyl-
Lewis®, CVFF, € = 4, 1000 K, = 100 ns). (vgl. Abb. X32)
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Abb. X45: H-Briicken-Matrix (Sialyl-LewisX, CVFE ¢ =80, 300 K, #,= 7.6 ns, GCMD-Methode).
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Sia(H3,,)-Gal(H3) (Sialyl-Lewis®, CVFE ¢ = 80, 1000 K, #,= 100 ns).
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Abb. X49: ®1(G560)- und 02(L560)-Trajektorie einer MD-Simulation von Maltose (CVFE
€=4,300K, z,=3 ns, Az,= 50 fs)
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Abb. X50: Trajektorien von ausgewihlten OH-Gruppen einer MD-Simulation von Maltose
(CVFE € =4, 300 K, 7= 3 ns, Az, = 50 fs)
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Abb. X53: Hiufigkeitsverteilung und Definition der Rotameren fiir G3OH (MD-Simulation von
Maltose: CVFE € = 4, 300 K, 7, = 3 ns, Az, = 50 fs)
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Abb. X54: Freie Gridgruppen-Energie fiir G2ZOH und G30H (MD-Simulation von Maltose:
CVFE € = 4,300 K, #,= 3 ns, Az,= 50 fs)
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Abb. X55: Rotamerenverteilung fiir G30OH in Abhingigkeit von der Simulationszeit (MD-Simula-
tion von Maltose: CVFE ¢ = 4, 300 K, 7, = 3 ns, At,= 50 fs)
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Abb. X56: Rotamerengleichgewichtseinstellung fiir G3OH in Abhingigkeit von der Simulations-
zeit (MD-Simulation von Maltose: CVFE € = 4, 300K, #, = 3 ns, Az, = 50 fs)
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Abb. X57: Anderung der Gleichgewichtskonstanten fiir das Rotamerengleichgewicht von G30OH in
Abhingigkeit von der Simulationszeit (MD-Simulation von Maltose: CVFE ¢ = 4, 300 K, #,= 3 ns,

At,= 50 fs)
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Abb. X58: Zahl der Rotamereniiberginge fiir G3OH in Abhingigkeit von der Simulationszeit
(MD-Simulation von Maltose: CVFE ¢ = 4, 300 K, 7, = 3 ns, Az, = 50 fs)
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CVFE & = 4, 300 K, 7.= 3 ns, Az, = 50 f5)
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Abb. X60: Ubergangsmatrix fiir G3OH (MD-Simulation von Maltose: CVFE ¢ = 4, 300 K,
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Abb. X61: Rotamerenverteilung fiir G2OH in Abhingigkeit von der Simulationszeit (MD-Simula-
tion von Maltose: CVFE € = 4, 300 K, 7, = 3 ns, Az,= 50 fs)
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Abb. X62: Rotamerenverteilung fiir LAOH in Abhingigkeit von der Simulationszeit (MD-Simula-
tion von Maltose: CVFE ¢ = 4, 300 K, 7 = 3 ns, Az, = 50 fs)
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Abb. X63: Rotamerenverteilung fiir GOOH in Abhingigkeit von der Simulationszeit (MD-Simula-
tion von Maltose: CVFE ¢ = 4, 300 K, #,= 3 ns, Az,= 50 fs)
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Abb. X64: Rotamerenverteilung fiir LOOH in Abhingigkeit von der Simulationszeit (MD-Simula-
tion von Maltose: CVFE ¢ = 4, 300 K, 7, = 3 ns, Az, = 50 fs)

1200

° —— -60

] —o— 60
1000

—— 180

800 (]

600

Ubergange [ns™]

400 A

200

G20H_300 G30OH_300 G40OH_300 G60OH_300 L1OH_300 L20H_300 L30OH_300 L60OH_300

Abb. X65: Absolute Anzahl der Ubergiinge in/aus einem Rotamerenzustand pro Nanosekunde
Simulationszeit (MD-Simulation von Maltose: CVFE € = 4, 300 K, 7= 3 ns, Az, = 50 fs)



Abbildungen (X) 150

4000
] e - -60
3500 o 60
] —A— 180

w
o
=]
T

u

N .

'S 2500 | * e

% ] | °

o 1

= ] A A
2000

. 1

k= ]

R A [}

qé')’lsoo! a  +

S 2 ¢ =

(]

el 1 [ ]

= 1000} A =

G20H_300 G30H_300 G4OH_300 G60OH_300 L1OH_300 L20H_300 L30H_300 L60OH_300

Abb. X66: Anzahl der Ubergﬁnge in/aus einem Rotamerenzustand pro Nanosekunde ,,State Time®
(MD-Simulation von Maltose: CVFE ¢ = 4, 300 K, 7= 3 ns, Az,= 50 fs)

=

»

—&— -60

o
©

—8— 60

—— 180

o
©

o
o
(] 2
> e

o
)
>

mittlere Lebensdauer [ps]
© o o o
N w H (&)

o
-

o

G20H_300 G30H_300 G4OH_300 G60OH_300 L1OH 300 L20H 300 L30OH_300 L60OH_300

Abb. X67: Mittlere Lebensdauer eines Rotamerenzustands (MD-Simulation von Maltose: CVFE
€=4,300K, #,= 3 ns, At,= 50 fs)



Abbildungen (X)

151

100

>

10

max. Lebensdauer [ps]

o>

>H

—— -60
—o— 60
—A— 180

Undefiniert [%]
ul
I

10 ¥ u

G20H_300 G30H_300 G40H_300 G60OH_300 L1OH_300

L20H_300

L30H_300

L60H_300

Abb. X68: Maximale Lebensdauer eines Rotamerenzustands und Prozentsatz der Lebensdauern die
kleiner oder gleich dem Sampling-Interval sind (,,Undefinierte Lebensdauern®) (MD-Simulation

von Maltose: CVFE ¢ = 4, 300 K, 7, = 3 ns, Az, = 50 fs)



152

Abbildungen (X)

[l HOED

9o

N\ 7

G20H []

L20H []

[ HOE [ HOZT

G30H []

GA40H []

Fernwirkungen von Rotamereneinstellungen der sekundiren OH-Gruppen (-Maltose,

4,300 K, #,= 3 ns, Az,= 50 fs)

Abb. X69
CVFE ¢



Abbildungen (X) 153

12
10 —s— G20H = -60°
| —e— G20H = +60°
8 —a— G20H = 180°

Population [%]
?

0 T T T T T T T T T T T
-120 -90 -60 -30 0 30 60 90 120 150 180 210
Torsionswinkel [°]

Abb. X70: Abhingigkeit der Rotamerenpopulation benachbarter OH-Gruppen von der Orientie-
rung von G20OH (B-Maltose, Torsionswinkel G3OH, CVFE ¢ = 4, 300 K, 7 = 3 ns)
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Abb. X71: Abhingigkeit der Rotamerenpopulation benachbarter OH-Gruppen von der Orientie-
rung von G20OH (B-Maltose, Torsionswinkel L3OH, CVFE € = 4, 300 K, 7, = 3 ns)
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Abb. X73: ®- und P-Trajektorie der Langzeitsimulation von B-Maltose (CVFE ¢ = 4, 300 K,
t.=2 ps, At,= 20 ps)
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Abb. X74: ®1(G560)- und ®2(L560)-Trajektorie der Langzeitsimulation von B-Maltose (CVFE ¢
=4, 300 K, #,= 2 ps, Az, = 20 ps))
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Abb. X75: Hiufigkeitsverteilung des Torsionswinkels einer Hydroxymethylgruppe und Einteilung

in Konformationen (,gg* [-115,-5], ,gt“ [5,115], ,.tg" [125,235]) (B-Maltose, L560, CVFE ¢ = 4,
300 K, #,= 2 ps, Az, = 20 ps))



Abbildungen (X) 156

9,

o] — G560 (FGEGS)

] —— G560(EmInGS)

7 —— G560 (FGEMD)

] L560 (FGEMD)

6

g,

E

3 5

T 5]

S ]

o

24

o ]

o

T

3

2

1

07 T T T T T T T T T T T T T T T T T I I T T T T T T T T T T T T T T 1
[cNoNoNeoNoNoNoNoNolNoNoNoNolNeoNoNoNeoNolNolNoNoNoNoNoNoNoNeoNoNoNeoNoNoNoNolNolNoel
N OO0 M~NOSTON A AN M T OMNMNODOOODOANMNMSTE ON~MNOMOOO A NM
\—|FI|F|' ' ' ' ' ! ' vt A A A A A A NN NN

Torsionswinkel [°]

Abb. X76: Vergleich des Rotationsprofils fiir die Hydroxymethylgruppen berechnet aus MD-Daten
und aus Grid-Search-Daten (3-Maltose, CVFE € = 4, 300K, #,= 2 ps, Az,= 20 ps) (FGEGS = Freie

Gridgruppen-Energie aus einem Grid Search (vgl. Abschnitt 4.3.2); FGEMD = Freie Gridgruppen-
Energie aus einer MD-Simulation)
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Abb. X77: Population der Hydroxymethyl-Rotameren ,,gg“ [-115,-5], ,,gt“ [5,115] und ,,tg"
[125,235] in Abhingigkeit von der Simulationszeit (B-Maltose, Torsionswinkel L560, CVFE ¢ = 4,
300 K, #,= 2 ps, At,= 20 ps)
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Abb. X78: Anderung der Gleichgewichtskonstanten K eines Rotamerengleichgewichts in Abhingig-
keit von der Simulationszeit (B-Maltose, Torsionswinkel L560, CVEFE € = 4, 300 K, 7= 2 ps,

Az, = 20 ps)
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Abb. X79: Anderung der Gleichgewichtsparameter EQ eines Rotamerengleichgewichts in Abhin-
gigkeit von der Simulationszeit ($-Maltose, Torsionswinkel L560, CVFE ¢ = 4, 300 K, 7 = 2 ps)
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Abb. X82: Vergleich des Rotationsprofils der Freien Gridgruppen-Energie fiir die primire OH-
Gruppe GOGOH mit (2 ps) und ohne (3 ns) eingestelltem Hydroxymethylgleichgewicht (3-Maltose,
CVFE ¢ =4, 300 K)
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Abb. X83: @ /¥ -Hiufigkeitsverteilung (MD-Simulation von B-Maltose: CVFE ¢ = 4, 300 K,
t.= 2 ps, At,= 20 ps)
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Abb. X84: Anderung der Gleichgewichtskonstanten des syn/anti-Gleichgewichts in Abhingigkeit
von der Simulationszeit (Maltose, Torsionswinkel @ / ¥, CVFE ¢ = 4, 300 K, #,= 2 ps, Az,= 20 ps)
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Abb. X85: Anderung der Gleichgewichtsparameter EQ eines syn/anti-Gleichgewichts in Abhiin-
gigkeit von der Simulationszeit (Maltose, Torsionswinkel @ / ¥, CVFFE ¢ = 4, 300 K, #,= 2 ps,

Az, =20 ps). EQ2: alle Werte > 20 wurden gleich 20 gesetzt.
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Abb. X86: Anderung der Gleichgewichtskonstanten K eines Rotamerengleichgewichts mit der
Simulationszeit fiir vier Simulationen a 500 ns bei 300K (Maltose, Torsionswinkel L560, CVFE
€ =4)
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Abb. X87: Population der Rotameren (,gg“ [-115,-5], ,,gt“ [5,115], ,tg“ [125,235]) in Abhingig-
keit von der Simulationszeit fiir vier Simulationen 4 500 ns bei 300K (Maltose, Torsionswinkel

L1560, CVFE ¢ = 4)
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Abb. X88: Zahl der Konformationsiibergiinge in Abhingigkeit von der Simulationszeit (gezihlt
wurden die Uberginge aus einer Konformation heraus)
MD Simulation von Maltose, Torsionswinkel L560, CVFE € = 4, 300K, jeweils 500 ns
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Abb. X89: Anderung der Gleichgewichtsparameter EQ in Abhingigkeit von der Simulationszeit
(MD Simulation von Maltose, Torsionswinkel L560, CVFE ¢ = 4, 300 K, 7= 4x500 ns, Az,=20ps)
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Abb. X90: Reproduzierbarkeit der Rotamerenpopulation in Abhingigkeit von der Simulationszeit
Gleichgewichtsparameter EQ1 (Maltose, Torsionswinkel L560, CVFE ¢ = 4, 300K)
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Abb. X91: Reproduzierbarkeit der Rotamerenpopulation in Abhingigkeit von der Simulationszeit
(Maltose, Torsionswinkel L560, CVFE ¢ = 4, 300K)
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Abb. X92: Reproduzierbarkeit der Gleichgewichtskonstanten in Abhingigkeit von der Simulati-
onszeit (Maltose, Torsionswinkel L560, CVFE ¢ = 4, 300K)
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Abb. X93: Standardabweichung der Rotamerenpopulation in Abhingigkeit von der Simulationszeit
(Maltose, Torsionswinkel L560, CVFE ¢ = 4, 300 K)



Abbildungen (X)

165

o o
~ [e0]
| P R AR

o
o
A .

o o ¢
et

Std.Abw. Energiedifferenz [kcal/mol]
o o
iy T

100

X Anzahl der Simulationen

—&— E(9g-9t)
—o— E(gg-tg)

—— E (gt-tg)

20

50

100

200 250
Simulationszeit [ns]

400

500 1000

Abb. X94: Standardabweichung der Energiedifferenz berechnet aus den Gleichgewichtskonstanten
in Abhingigkeit von der Simulationszeit (Maltose, Torsionswinkel L560, CVFE ¢ = 4, 300 K)
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Abb. X95: Standardabweichung der Energiedifferenz berechnet aus den Gleichgewichtskonstanten

in Abhingigkeit von der Simulationszeit (Maltose, Torsionswinkel G3OH, CVEFE ¢ = 4, 300 K)
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Abb. X96: Abhingigkeit der benétigten Simulationszeit zur Einstellung des Rotamerengleich-
gewichts fiir die Hydroxymethylgruppen von der Simulationstemperatur (Maltose, G560,
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Abb. X97: Abhingigkeit der benétigten Simulationszeit zur Einstellung des Rotamerengleichge-
wichts fiir die Hydroxymethylgruppen von der Simulationstemperatur (Maltose, L560, CVFE,

€ =4)

10000



Abbildungen (X) 167

25
] == G560 300
20 —8— G560 _400
] = G560 500
<15 ] G560_600
— 1>
s |
E i
S i
S 10
o

&)
IR R R

-120 -90 -60 -30 0 30 60 90 120 150 180 210
Torsionswinkel [°]

Abb. X98: Abhingigkeit der Hiufigkeitsverteilung von der Simulationstemperatur (Maltose,
G560, CVFE ¢ = 4)
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Abb. X99: Abhingigkeit des Energieprofils von der Simulationstemperatur (Maltose, G560, CVFE,
€=4)
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Abb. X100: Abhingigkeit des Energieprofils von der Simulationstemperatur (Maltose, L560,
CVFE ¢ = 4)
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Abb. X101: Abhingigkeit des Energieprofils von der Simulationstemperatur (Maltose, L3OH,
CVFE ¢ = 4). Normierung der Energie auf L30OH = +60°.
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Abb. X102: Abhingigkeit des Energieprofils von der Simulationstemperatur (Maltose, L2OH,

CVFFE, ¢ = 4). Normierung der Energie auf L2OH

=-60°.
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Abb. X103: Abhingigkeit des Energieprofils von der Simulationstemperatur (B-Maltose, LIOH,

CVFE ¢ = 4)
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Abb. X104: Abhingigkeit des Energieprofils von der Simulationstemperatur (Maltose, G2ZOH,
CVFE ¢ = 4). Normierung der Energie auf G2OH = +60°.
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Abb. X105: Abhingigkeit des Energieprofils von der Simulationstemperatur (Maltose, G30H,
CVFFE ¢ = 4). Normierung der Energie auf G30OH = +60°.
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Abb. X106: Abhingigkeit des Energieprofils von der Simulationstemperatur (Maltose, G4OH,
CVFE ¢ = 4). Normierung der Energie auf G4OH = -60°.
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Abb. X107: Abhingigkeit des Energieprofils von der Simulationstemperatur (Maltose, L6OH,
CVFFE ¢ = 4). Normierung der Energie auf L6GOH = +180°.
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Abb. X108: Abhingigkeit des Energieprofils von der Simulationstemperatur (Maltose, @, CVFE,
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Abb. X111: Ausschnitt aus einer Trajektorie von G20H und G30H (Maltose, CVFE ¢ = 4, 300K,

t,=10 ps, Az,= 10 fs)
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Abb. X112: Simulation der Abhingigkeit der Rotameren-Population vom Sampling-Intervall (MD-

Simulation von Maltose: CVFE € = 4, 300 K, #,= 1 ns, Az,= 20 fs)
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Abb. X113: Simulation der Abhingigkeit der mittleren Lebensdauer vom Sampling-Intervall (MD-
Simulation von Maltose: CVFE ¢ = 4, 300 K, #,= 1 ns, Az,= 20 fs)
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Abb. X114: Simulation der Abhingigkeit der Zahl der Uberginge vom Sampling-Intervall (MD-
Simulation von Maltose: CVFE € =4, 300 K, #,= 1 ns, A, = 20 fs)
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Abb. X115: Simulation der Abhingigkeit der mittleren Lebensdauer vom Sampling-Intervall (MD-
Simulation von Maltose: CVFE € = 4, 300 K, = 1 ns, Az,= 20 fs)
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Abb. X116: Simulation der Abhingigkeit der mittleren Lebensdauer vom Sampling-Intervall (MD-
Simulation von Maltose: CVFE ¢ = 4, 300 K, 7, = 2 ps, Az,= 20 ps)
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Abb. X117: Reproduzierbarkeit der mittleren Lebensdauern in Abhingigkeit von der Simulations-
zeit (Maltose, Torsionswinkel L560, CVFE ¢ = 4, 300 K)
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Abb. X118: Reproduzierbarkeit der mittleren Lebensdauern in Abhingigkeit von der Simulations-
zeit (Maltose, Torsionswinkel L560, CVFE ¢ = 4, 300 K)
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Abb. X119: Reproduzierbarkeit der mittleren Lebensdauern in Abhingigkeit von der Simulations-
zeit (Maltose, Torsionswinkel G30OH, CVFE ¢ = 4, 300K). Min-Max-Mittelwert-Plot.
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Abb. X120: Reproduzierbarkeit der mittleren Lebensdauern in Abhingigkeit von der Simulations-
zeit (Maltose, Torsionswinkel G30OH, CVFE ¢ = 4, 300 K)
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Abb. X121: Bestimmung der mittleren Lebensdauer der anti-Konformation von Maltose bei 300 K
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Abb. X122: Abhingigkeit der Bindungslinge von der Simulationstemperatur (n-Butan, CVFE,

€=10)
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Abb. X123: Arrhenius-Analyse von n-Butan: Uberpriifung des Konformationsgleichgewichts
(CVFE ¢ = 10, ¢, (pro Temperatur) = 2 ns)
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Abb. X124: Arrhenius-Analyse von n-Butan: Einstellung des Rotamerengleichgewichts in Abhin-
gigkeit von der Simulationszeit und der Simulationstemperatur (CVFFE, ¢ = 10)
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Abb. X125: Arrhenius-Analyse von n-Butan: Bestimmung der Rotationsbarrieren von ,,tor1“
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Abb. X129: Arrhenius-Analyse: Bestimmung der Ringinversionsbarriere von 1,1,4,4,-Tetramethyl-
cyclohexan (CVFE ¢ = 4)
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Abb. X130: Arrhenius-Analyse: Simulated Heating - Trajektorien von Temperatur und potentieller
Energie (Maltose, CVFE € = 4, #,= 1 ns / Temperatur, Az, = 50 fs)
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Abb. X131: Arrhenius-Analyse: Simulated Heating - Trajektorien von G20OH, L560 und Psi (Mal-
tose, CVFE ¢ = 4, t=1ns/Temperatur, Az=50fs)
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Abb. X132: Arrhenius-Analyse: Abhingigkeit der Systemenergie von der Temperatur (Maltose,
CVFE € =4, t,= 1 ns / Temperatur, Az, = 50 fs)
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Abb. X133: Arrhenius-Analyse: Abhingigkeit der potentiellen Energie von der Temperatur (Mal-

tose, CVFE € = 4, ¢, = 1 ns / Temperatur, Az, = 50 fs)
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Abb. X134: Arrhenius-Analyse: Abhingigkeit der mittleren Lebensdauer ausgewihlter Rotamere
von der Temperatur (Maltose, CVFE € = 4, #,= 1ns / Temperatur, Az,= 50 fs, Gap = 20%)
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Abb. X135: Arrhenius-Analyse: Einfluf§ des Gaps auf die mittlere Lebensdauer (Maltose, G2OH,

CVFE € = 4, #,= 1 ns / Temperatur, Az, = 50 fs)
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Abb. X137: Arrhenius-Analyse: Temperaturabhingigkeit der maximalen Lebensdauer und des
Anteils der Lebensdauern die kleiner oder gleich den Sampling-Intervall sind (,undefinierte Lebens-

dauern®) (Maltose, CVFE € = 4, #,= 1 ns / Temperatur, Az, = 50 fs)



Abbildungen (X) 188

N
[6)]

B

?
w
o
o

w

T
N
o
o

w
o
sl e Py

= |:| 600
c 25

S

I . 700
S 20

(o]

o

[N
(&)
T

i].].]-] e -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11_100 =>100
Lebensdauer [SI]

Abb. X138: Arrhenius-Analyse: Abhingigkeit der Lebensdauernverteilung von der Temperatur
(Maltose, G3OH, CVFE ¢ = 4, ¢, = 1 ns / Temperatur, Az, = 50 fs, Gap = 20%)
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Abb. X139: Arrhenius-Analyse: Abhingigkeit der Lebensdauernverteilung von der Temperatur
(Maltose, G3OH, CVFE ¢ = 4, #,= 1 ns / Temperatur, At,= 50 fs, Gap = 50%)
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Abb. X140: Arrhenius-Analyse fiir die Rotameren von G20OH (Maltose, CVFE € = 4, #,= 1ns /
Temperatur, Az,= 50 fs, Gap = 50%)
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Abb. X141: Arrhenius-Analyse fiir die Rotameren von G30H (Maltose, CVFE ¢ = 4, #=1ns/Tem-
peratur, Az=50fs, Gap = 50%)



Abbildungen (X) 190
1.90E+13 0%
—— 0
1.70E+13 u u u
o n [ ) | | | N | | —— 10%
1.50E+13—
] ] ] ) A ] ) e o A
—A— 20%
1.30E+13—{ M L ] L ] ® A A H e H B A A A | B |
oW A m A A ® A ° m A [} ° 50%
110E+131 4 @ °® A ® A ® o e A
9.00E+12 A A A A A
7.00E+12
5.00E+12 — —
1.2{! ! ! ! !
] 9 ? y
—1.0] Y n ¥
£o8 v " 4 P
£ 0.6 ! ,
Wo.44
0.2
0.0 — T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o
© o @ © o es] © o o © O o © o 0 © © «© © © «© © © o
UL UL UL UL UL UL oo oo
z T z T z T z T z T z T I T I T
9 S5 9 25 Q Q3 3 25 S % [} 9 8 e} Q 8 e} I % Q
o 9§ 6 0 3 ® 9 3 6o 9 8 | = 3 N i1 2 pur 9

Abb. X142: Ergebnisse der Arrhenius-Analyse fiir die OH-Rotameren (Maltose, CVFE ¢ = 4,

7= 300 K bis 700 K (+100 K), # =1 ns / Temperatur, Az, = 50 fs)
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Abb. X143: Abhingigkeit der mittleren Lebensdauern von der Simulationstemperatur (Maltose,
Hydroxymethylgruppen, CVFE, € = 4) Simulationszeiten: £(300 K) = 2 ps; £(400 K) = 300 ns;
£(500 K) = 100 ns; £(600 K) = 30 ns
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Abb. X144: Arrhenius-Analyse fiir den tg-Zustand von G560 fiir verschiedene Simulationen A bis
G (Maltose, CVFFE, ¢ = 4, Gap=10%)
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Abb. X145: Arrhenius-Analyse fiir die Rotameren von G560 (Maltose, CVFE € = 4, Gap = 10%)
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Abb. X146: Arrhenius-Analyse fiir die Rotameren von L560 (Maltose, CVFE, € = 4, Gap = 10%)
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Abb. X147: Ubergangsenergien aus der Arrhenius-Analyse fiir die Hydroxymethylgruppen (Mal-
tose, CVFFE ¢ = 4, Gap = 10%)
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Abb. X148: Arrhenius-Analyse fiir den Ubergang gt >gg (Maltose, L560, CVFE ¢ = 4, Gap=12°)
Simulationszeit ,,lang”: #(300K) = 2 ps; #,(400K) = 300 ns; £(500K) = 100 ns; £(600K) = 30 ns
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Abb. X149: Arrhenius-Analyse fiir den Ubergang tg —>gg (Maltose, L560, CVFE ¢ = 4, Gap=12°)
Simulationszeit ,,lang“: £(300K) = 2 ps; £,(400K) = 300 ns; £(500K) = 100 ns; £(600K) = 30 ns



Abbildungen (X)

194

30
1 B TR_gg_gt
IS TR gg_tg
28—
| g.! A TR gt gg
1 =§\. ® TR_gt_tg
i -\- N, _ -
26— U
] \= O O TR_tg_gg
] \ ® O TR tg_gt
24— \ O
— L]
a4
£ ] I
22| \ 0
| ]
20
1 []
18
16 —— —— —— —— —— —— :
0 0.0005 0.001 0.0015 0.002 0.0025 0.003 0.0035
UT [KY

Abb. X150: Arrhenius-Analyse von Hydroxymethyl-Rotamereniibergangsbarrieren (Maltose,
L560, CVFE ¢ = 4, Gap = 12°)

alle Temperaturen 300K bis 600K 900K bis 1800K
5.50E+12 4 -
5.00E+123 |_—I— A
4.50E+12
4.00E+124 B u ]
3.50E+12 ] ] = | ]
3.00E+12 u u u u
2.50E+123 = - u u
2.00E+12 n
1.50E+12
1.00E+12-
80e—eo—eo—9o oo oo 0 0 o o o | ® ° o FL10
1 [ ] [ ] F
7.0 ;0.9
1 -e— R2
6.0- R
] 507
='5.0 F
o i -
g ] g 0.6
T 4.0 F0.5 %
=3 1 F
w 3.0 ?0'4
] 0.3
2.0 s
1 0.2
1.0 F0.1
0.0- Fo.0
o o o o o o o o o o o o o o o o o o
O [ee] [Ge] [oe] [te] [(e} [} [oe} [Ge] o] [te] o (] [ee} [Ge] e} [te} [te]
o 7 c;' - clal o o c;' 7 c‘>| o o c;' 7 cl>| o
2 8 8 8 8 % 2 8 8 8 8 & 2 8 8 8 8 g
o o o - @ o o (- x o o (-
14 o 14 o 14 14
[ = (= [ = [ = = (= ~ = ~ (= = (= ~ = ~

Abb. X151: Ubergangsenergien aus Arrhenius-Analyse (Maltose, L560, CVFE ¢ = 4, Gap = 12°)
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Abb. X152: WV -FGE-Profil in Abhingigkeit von der Simulationstemperatur (Maltose: CVFE
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Abb. X153: Arrhenius-Analyse von W-Rotamereniibergangsbarrieren (Maltose, CVFFE, € = 4)
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Abb. X154: Ubergangsweg syn<>anti in Abhingigkeit von der Simulationstemperatur (Maltose,
CVFE € = 4)
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Abb. X155: Ubergangsweg gg<>tg in Abhingigkeit von der Simulationstemperatur (Maltose,
L560, CVFE ¢ = 4, Gap=10%)
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Abb. X156: Arrhenius-Analyse fiir den Ubergang gge>tg (Maltose, L560, CVFE ¢ = 4,
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Abb. X157: Ubergangsweg gt<->tg in Abhingigkeit von der Simulationstemperatur (Maltose,
L560, CVFE ¢ = 4, Gap = 10%)
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Abb. X158: Arrhenius-Analyse fiir den Ubergang gt¢>tg (Maltose, L560, CVFFE ¢ = 4,
Gap = 10%)
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Abb. X159: Radial-Histogramme fiir MD-Simulationen von Wasser, Methan und Methanol in
einer Wasserbox der Grofle 20Ax20Ax20A (CVFE 300K, t,= 300 ps, At,= 1 ps)
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Abb. X160: Radial-Histogramme fiir MD-Simulationen von Wasser, Methan und Methanol in
einer Wasserbox der Grofle 20Ax20Ax20A (CVFE 300 K, 7 = 300 ps, Az,= 1 ps)
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Abb. X161: Berechnung der Anzahl der benachbarten Solvensatome in Abhingigkeit vom Suchra-
dius fiir MD-Simulationen von Wasser und Methan in einer Wasserbox der Grofle 20Ax20Ax20A
(CVEFE 300 K, #,= 300 ps, Az,= 1 ps)
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Abb. X162: Glco-O-iProp: Radial-Histogramme und mittlere Anzahl der H-Briicken (CVFE
300K, PBC (20x20x20), € = 1, £, = 300 ps, Az, = 1 ps)
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Abb. X163: Glco-O-iProp: Detailanalyse der H-Briicken im Solvens (CVFE 300K, = 300 ps,
Az, =1 ps, PBC (20x20x20), e=1)
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Abb. X164: Anderung der Energie bei der MD-Minimierung eines Wassermolekiils in einer Was-
serbox (CVFE 200 K / 10ps Equilibrierung)
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Abb. X165: MD-Minimierung von Glca-O-iProp in einer Wasserbox (CVFE, 200 K / 10ps Equi-
librierung)
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Abb. X180: GalB-O-iProp: Abhingigkeit der Energie von den Torsionswinkeln G560 und G60OH.
Rigid Grid; Interval = 10°; Kraftfeld = CVFF; e=4. Die System-Energie ist relativ zum globalen
Minimum, die Valenz-, VdW- und Coulomb-Energie relativ zur Struktur mit G560 = 180° und

GG6OH = 180° berechnet.
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Abb. X181: GalB-O-iProp: Abhingigkeit der Energie von den Torsionswinkeln G560 und G60OH.
Rigid Grid; Interval = 10°; Kraftfeld = CFF91; e=4. Die System-Energie ist relativ zum globalen
Minimum, die Valenz-, VdW- und Coulomb-Energie relativ zur Struktur mit G560 = 180° und

GG6OH = 180° berechnet.
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Abb. X182: GalB-O-iProp: Abhingigkeit der Energie von den Torsionswinkeln G560 und G60OH.
Rigid Grid; Interval = 10°; Kraftfeld = AMBER/Homans; e=4. Die System-Energie ist relativ zum
globalen Minimum, die Valenz-, VdW- und Coulomb-Energie relativ zur Struktur mit G560 =
180° und G6OH = 180° berechnet.
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Abb. X183: GalB-O-iProp: Abhingigkeit der Energie von den Torsionswinkeln G560 und G6OH
und von der Dielektrizititskonstanten. Rigid Grid; Intervall = 10°; Kraftfeld = CVFE Die System-
Energie ist relativ zum globalen Minimum, die Valenz-, VdW- und Coulomb-Energie relativ zur
Struktur mit G560 = 180° und G60OH = 180° berechnet.



Abbildungen (X) 215

System-Energie (€ = 1) Coulomb-Energie (€ = 1)
g g9 gt
270 270
N\
240+ )5 !5 (! }X 0 \\\ 240
210 12 86 2104
4
\ o) :
180} £ 3 - K/ 180
& 10
150 \ 19 > 150
120 16 1204
= 14 =
S 90 T 9] "
3 8
60 60

30

10 6
0

10 TF Noa X e

-30 5 12 E\/Z/{i /\ -307\ 2 \ - .

s ol 8642/\ 0 e :

-60—4 14.\\\6 /3:6 0 \\K\ -60 \ 4 s
-90 , )\ T ﬁ\ T /\ \\ \\/\/\\/\ \\ T T / -90 [ 2

T 1 T T T T T T T T T
90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450

G560 [°] G560 [°]
System-Energie (¢ = 80) Coulomb-Energie (¢ = 80)
tg g9 gt
210 270 i
=
[ )) L )
210 4 468 864 p2 468 864 sio ]
180 S0 - La0.
1504/ 2 2 150,
120 10
g 90 . g 90
°© 60 L) © 60

30 6 10 30
12 10

0+ 0

-30 /\ -30

SO R O e

T T 1 T T
90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450
G560 [°] G560 [°]

Abb. X184: GalB-O-iProp: Abhingigkeit der Energie von den Torsionswinkeln G560 und G6OH
und von der Dielektrizititskonstanten. Rigid Grid; Intervall = 10°; Kraftfeld = CFF91. Die System-
Energie ist relativ zum globalen Minimum, die Valenz-, vdW- und Coulomb-Energie relativ zur
Struktur mit G560 = 180° und G60OH = 180° berechnet.
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Abb. X185: GalB-O-iProp: Abhingigkeit der Energie von den Torsionswinkeln G560 und G6OH
und von der Dielektrizititskonstanten. Rigid Grid; Intervall = 10°; Kraftfeld = AMBER/Homans.
Die System-Energie ist relativ zum globalen Minimum, die Valenz-, vdW- und Coulomb-Energie
relativ zur Struktur mit G560 = 180° und G60H = 180° berechnet.
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Abb. X186: GalB-O-iProp: Differenz-Maps der Systemenergie. Griin: Die Energie von CFF91 bzw.
AMBER ist niedriger. Rot: Die Energie von CVFF ist niedriger. CFF91 hat eine deutlich hohere
Ubergangsbarriere gg <> gt als CVFE dafiir ist die Barriere gg <> tg niedriger.
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Abb. X187: GalB-O-iProp: Differenz-Maps der Energie-Terme (CFF91-CVFE)
Griin: Die Energie von CFF91 ist niedriger. Rot: Die Energie von CVFF ist niedriger.
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Abb. X190: GalB-O-iProp: Rotationsprofil des Torsionswinkels G560 gewonnen aus ,Rigid Grid*
Daten gruppiert nach GO6OH (,,-60“= [-90, -30]; ,,+60“=[+30, +90]; ,,180“=[150, 210])

»Adiabatic Grid“, d.h. fiir jeden G560-Gridpunkt wurde die Struktur mit der geringsten System-
energie ermittelt. Kraftfeld = CVFE
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,Freie Gridgruppen-Energie“, Datenbasis: G560/G60H Grid (Gridintervall = 10°, € = 4)
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Abb. X193: Glca-O-iProp: Energieprofil von G560 berechnet aus Grid Search Daten.
,Freie Gridgruppen-Energie“, Datenbasis: G560/G60OH Grid (Gridintervall = 10°, € = 4)
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intervall = 10°, € = 4)
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Boltzmann-gewichtete Gridgruppen-Population bei 300K, Datenbasis: G560/G60OH Grid (Grid-

intervall = 10°, € = 4)
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Abb. X196: Glco-O-iProp: Abhingigkeit der Energie von den Torsionswinkeln G560 und G6OH.
Rigid Grid; Intervall = 10°; Kraftfeld = CVFF; e=4. Die System-Energie ist relativ zum globalen
Minimum, die Valenz-, vdW- und Coulomb-Energie relativ zur Struktur mit G560 = 180° und
GO60OH = 180° berechnet.
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Abb. X197: Glca-O-iProp: Abhingigkeit der Energie von den Torsionswinkeln G560 und G6OH.
Rigid Grid; Intervall = 10°; Kraftfeld = CFF91; e=4. Die System-Energie ist relativ zum globalen
Minimum, die Valenz-, vdW- und Coulomb-Energie relativ zur Struktur mit G560 = 180° und
GO60H = 180° berechnet.
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Abb. X198: Glco-O-iProp: Abhingigkeit der Energie von den Torsionswinkeln G560 und G60OH.
Rigid Grid; Intervall = 10°; Kraftfeld = AMBER/Homans; =4. Die System-Energie ist relativ zum
globalen Minimum, die Valenz-, VdW- und Coulomb-Energie relativ zur Struktur mit G560 =
180° und G60OH = 180° berechnet.
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Abb. X199: Glca-O-iProp: Abhingigkeit der Energie von den Torsionswinkeln G560 und GGOH
und von der Dielektrizititskonstanten. Rigid Grid; Intervall = 10°; Kraftfeld = CVFF (oben),
CFF91 (unten). Die System-Energie ist relativ zum globalen Minimum, die Valenz-, vdW- und
Coulomb-Energie relativ zur Struktur mit G560 = 180° und G60OH = 180° berechnet.
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Abb. X201: Glco-O-iProp: Energieprofil von G560 berechnet aus Grid-Search Daten.
Boltzmann =, Freie Grid-Energie“, ES—tot(min): Minimumenergie-Methode (,,Adiabatic Grid®)
Datenbasis: G560/G60H Grid (Gridintervall = 10°, € = 4)
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Abb. X202: Energieprofile von G560 berechnet aus Grid Search Daten.
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AMBER/Homans (unten)), GAL = GalB-O-iProp, GLC = Glca-O-iProp
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Abb. X203: GalB-O-iProp: Relative Freie Gridgruppen-Energie einer G560/G60H Karte, berech-
net aus einem vierdimensionalen G560/G60OH/G40OH/G30H Grid (Gridintervall = 20°, Kraftfeld
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Abb. X204: GalB-O-iProp: Einfluff der G4OH Orientierung auf die G560/G60OH Karte. Adiaba-
tic Grid. Datenbasis: vierdimensionales G560/G60OH/G40OH/G30H Grid (Gridintervall = 20°,
Kraftfeld = CVFE ¢ = 4)
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Abb. X205: GalB-O-iProp: Rotamerenverteilung der Hydroxymethylgruppe von GalB-O-iProp.
2D: G560/G60OH Grid (Gridintervallbreite = 10°, Kraftfeld = CVFE ¢ = 4)
4D: G560/G60OH/G40H/G30H Grid (Gridintervallbreite = 20°, Kraftfeld = CVFE ¢ = 4)



Abbildungen (X) 233

AP-C_43
LYS+ 42
CYS_41-
ASN_40—|
SER_39
GLN_38
CYS_37
ASN_36—
HIS+ 35
ASP-_34
PRO_33
SER_32
CYS_31-
TYR_30
GLU-_29-
ASP- 28
THR_27
SER_26
GLY_ 25
CYS_24-
TRP_23
GLY 22
TRP_21
GLN_20
SER_19
CYS_18
CcYS_17-
LEU_16-
ASN_15—
ASN_14—|
PRO_13-
CYS_12-
LEU 11— ~ .
LYS+_10-] o
GLY 9%
GLY_8-
ALA 7 ¢

9]
!
<
N
|
g

! |
pEEEEEEN

|
|

-%
| ]
ST

LEU 11
CYS_12
PRO_13
ASN_14 |
ASN_15 |
LEU_16
CYS_17
CYS_18
SER_19
GLN_ 207
TRP_21,
GLY 228
TRP_23
CYS 2
GLY 25
SER_26
THR_27
ASP-_28
GLU-_29
TYR 30
CYS_31
SER_32
PRO_33
ASP-_34
HIS+ 35
ASN_36
CYS_37
GLN_38
SER_39
ASN_40 |
CYS_41
LYS+ 42

AP-C_43

T

o
—
+
%
>
-

Abb. X206: Beschreibung der Hevein-Struktur durch die Abstandsmatrix der C_-Atome (Abstinde

zwischen 4 A und 7 A sind grau dargestellt). Illustration der zu den , Intensititsmustern® gehéren-
den Sekundirstrukturelemente und ,,Fernkontankte®
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Abb. X207: Uberpriifung der Stabilitit der Hevein-Struktur bei einer Minimierung ohne Fixierung
durch Differenzmatrix-Methode der C-Abstinde (oben) und die Berechnung des Rigid-Body-

RMS fiir jede Aminosiure getrennt (unten).
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